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RESUMEN

El salmón del Atlánt¡co (Sa/mo sa/á4 const¡tuye uno de los productos de exportación

más importantes parachile y Noruega, por lo que su estudio y mejoramiento es crucial

para el desarrollo de ambas economí¿s. Esto puede ser llevado a cabo med¡ante

herramientas moleculares, tales como marcadores genét¡cos (SNps), que han

demostrado su efectividad en la selección genóm¡ca asist¡da para el mejoramiento de

otras especies (Closter, Elferink, et al.. 2010). Este tipo de anál¡s¡s requiere de un

conjunto de SNPsde alta dens¡dad donde cada loci del genoma se encuentre en

desequil¡brio de lígamiento con a Io menos uno de estos(Hayes and Goddard,20iO),

haciendo esencial la correcta caracterizac¡ón y clasificación de cada marcador

presente en el genoma. Las múltiples duplicaciones del genoma del salmón (S0% de

las secuencias codificantes) (Davey et al.,2OA1a, Utter et al., 1973),hacen necesaria la

exclusión de las abundantes eslructuras polimórf¡cas presentes en regiones parálogas

de su genoma (PSVS), y la caracter¡zac¡ón de SNPS presentes en estas zonas ([ilsvs)
para la elecc¡ón de aquellos polimorfismos con alta conservación (Hardy-Weinberg

principle), que const¡tuyan marcadores eficientes para la selección genómica. Hasia el

momento no ex¡sten acercamientos para resolver esta problemática a prior¡

significando altos costos y t¡empos asociados a Ia clasificación, la cual no siempre es

efectiva.Es por esto que proponemos lograr esto mediante la clasifjcac¡ón de los

pol¡morf¡smos de múltiples individuos (MlVs) de acuerdo alos niveles de conservación

de las regiones en las que se encuentran.

En el presente proyecto presentamosun pipeline b¡oinformático innovador,

acompañadode un conjunlo de herramientas ún¡co, para la búsqueda y categorización

de SNPS en el genoma completo (SNP Search And Character¡zation K¡t, SNp-SACK), y

su drferenciación a prioi de polimorfismos contaminantes, para su uso como

marcadores en la selección genómica.Para esto se mapearon las secuenciaspúblicas

de múltiples individuosSa/rno salar, más secuencias adicionales lllumina obten¡das por

AQUAINNOVO; y todas las lecturas públicas disponibles de "Salty", contra un
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ensamble públicode "Sally", obtenidodesde ncbi. Las Estructuras génicas fueron

predichas medianteun acercamiento ab ¡nitioy los polimorfismos utilizandocATK. Las

predicciones de conservac¡ón fueron hechas utilizando SNP-SACK,mediante un

modelo de lógica difusa en 2 pasos, tomando en cuenta ¡ndicadores de conservación y

densidad de variantes de secuenc¡a en inlervalos móviles a lo largo de los contigs del

ensamble. Obtuv¡mos un conjunto final de 29.916 SNPS y 3.081 DlPs además de -5M

de candidatos PSV/MSV. El con.iunto fina¡ de SNPs/DlPs consistió en 1,5K exónicos,

2,6K intrónicos, 1K en UTR y 27K en regiones intergénicas. El modelo predictívo fue

validado contra un conjunto de * 6K de marcadores públicos caracterizados y

vafidados (Lien et a1.,201 1), donde se observó que sobre un 95% de los SNPS se

ub¡caron en reg¡ones de alta conservación, siendo este porcentaje un 10% menor en

MSVS.Esta metodologÍa demostró ser efectiva para la búsqueda, caracferización y

filtrado de marcadores, permitiendo el filtrado de potenc¡ales PSVs y variantes de baja

conservación. Los principios detrás del presente pipeline son potencialmente aplicables

a múlt¡ples organismos con estados de caracter¡zación similares a los del salmón del

Atlántico. La base de datos resultante contiene información adicional acerca de la

naturaleza de cada polimorfismo, Io que perm¡te su potencial aplicacrón a otros

estudios.



XiX

ABSTRACT

Atlant¡c salmon (Salno salar) is one of lhe major exporls of Chile and Norway, making

its study and ¡mprovemenl cruc¡al to the econom¡es of both nations. This can be

achieved through molecular tools such as genetic markers (SNPS), which have

demonstraied the¡r effect¡veness in genome assisted selectton for the ¡mprovement of

other species (Closter. Elferink, et al., 2010). These sort of analysis requires a

densesNP pool, soevery loci is ¡n I¡nkage d¡sequil¡brium with at least one of

them(Hayes and Goddard, 2010), making essential the correct classification and

character¡zation of each SNP present ¡n the genome. The mult¡ple dupl¡cations of the

salmon genome (50% of coding sequences) (Davey et al., 2001b; Utter et al.,

1973)make necessary the exclus¡on of the abundant polymorphic structures found in

paralogue regrons of its genome (PSVS), and the characterization of SNPs present in

these regions (MSV). Our approach intends to accomplish this through the class¡fication

of the polymorphisms from multiple ind¡viduals (MlVs) according to the conservation-

level of the reg¡ons on which were found.

The current work represents an innovative bioinformatic p¡peline along with a unique set

of tools, for the search and categorization of SNPS in the entire genome (SNP Search

And Characterization Kit, SNP-SACK). SNP-SACK constitutesan a priori approacn fat

the exclusion of contaminant polimorphisms, for the generation of a pool of markers for

its use in genomic selection.ln order to accomplrsh th¡s, the public Sa/rno

salarsequences from multiple ind¡viduals obtained from NCBI data base, along with an

Illumina sequence pool from AQUAINNOVO, and all Sally public sequences; were

mapped aga¡nst a public hybrid assembly of Sally, also available atNCBl.The genet¡c

struclures were pred¡cted usjng an ab in¡t¡o approach and the polymorphisms were

obtained using GATK. The predictions of conservation levels we.e made using a two-

step fuzzy logic model (part of SNP-SACK pipeline), accounling for conservation

indicators and densjty of sequence variants in movlng intervals throughout the contjgs

of the assembled genome- Thefinal resulling pool cons¡sted of 29.916 SNPs and 3.081
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DlPs and - 5M PSVS/MSVS candidates. The f¡nal pool of SNPs/DlPs cons¡sted of 3BK

exonic, 46K intronic. and 46K at UTR and 242 K in unclassified regions.This

methodology has proven effective for find¡ng, characterizing and filtering SNPsiDlPs,

allowing differentiation from potential PSVS. The principles behind the present SNPIDIP

search and character¡zation p¡pelíne (SNP-SACK) could potentially be applied to

multiple other organisms wilh simila¡ states of characterization to those of Atlantjc

salmon. The database resulting from th¡s process also contains rnformation about the

nature of each polymorph¡sm, potentially lending ¡tself to utilization in fufther

appl¡cations.



1 INTRODUCCION

1.1 Mejoramiento animal para la producción.

1.1.1 Tendencias del mercado mundial e implicancias sobre el futuro de la

producc¡ón an¡mal.

La creciente demanda mundial por proteína animal ha ejercido una gran presión

sobre el sector ganadero y agropecuar¡o para mejorar su eficiencia de

producc¡ón.Este fenómeno viene dado por múltiples factores enlre los cuales se

cuentan el crecimiento poblacional, un aumento de los ingresos a n¡vel mund¡al y la

urban¡zación(Who and Consuitation, 2003). La organ¡zac¡ón mundial de alimentos y

agricultura proyecta un incremento del73% (158 Ton.) en la demanda mundial por

carnes ro.ias para el año 2020(FAO, 2011).

En el caso de la pescala demanda mundial se ha doblado desde 1973 (Laurenti,

2008). produciendo una d¡sm¡nuc¡ón del 90 o/o en la población mund¡al de peces en

los océanos (Myers et al., 2003). Estocausa un estancamiento en la pesca por

captura que se arrastra desde la década de '1990(F4O, 2012; Panetta, 2003), lo

que ha derivado en un aumento en la producción de peces por cultivo llegando a

constituir un 30% de la producc¡ón mund¡al total(Delgado et al., 2003). Lo anter¡or

sumado a que el agua fresca se convertirá en un recurso escaso de manera

incremental en los próxjmos 20 años (Rosegrant et al., 2002) y latendencia mundial

a la globalizac¡ón,hangenerado un aumenlo en las vias de transm¡sión para

enfermedades, las que siguen siendo una gran restr¡cción sobre la producción de

pesca por cult¡vo (Subasinghe el al.,2Aü1).
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Es por esto que el mejoram¡ento an¡mal med¡ante la cruza es vital para el

incremenlo de la eficienc¡a productiva del mercado del cult¡vo animal, paraasí

so¡ventar las crecientes demandas del mercado, tanto en la pesca como en el

sector ganadero(Hume et al., 2011).

1.1 .2 Mejoramiento ani¡nal por selección asistida para la cruza,

Desde los orígenes del cultivo animal (12.000 años atrás) la humanidad ha

mejorado los rasgos asoc¡ados con ¡a productividad med¡ante la selecoión asistida

de parentales para la cruza, haciendo posible obtener distÍntas familias de ganado

con adaptaciones específicas para ¡a elaborac¡ón de c¡ertos productos

determ¡nados (Serpell, 1996).

Durante los últ¡mos años los avances sustanciales en genét¡ca molecular han

perm¡tido la ¡dentif¡cación de regiones del genoma denom¡nadas loci (plural del latín

locus "lugal') que afectan rasgos de ¡mportancia para la producción (Andersson,

2001t Hayes, 2007). Estas tecnologías posibilitan optimizar los programas de

me.ioram¡ento animal a través de la selecc¡ón de alta prec¡sión de parentales

(Meuwissen et al., 2001b), mediante marcadores moleculares asociados a estos

loci (Dekkers and Hospital, 2002),acelerando la gananc¡a genética por generación

comparado con métodos tradic¡onales (Bagnato and Rosat¡,2012, Boichard et al.,

2002: Colleau et al., 2009).

La gran mayoría de los rasgos de ¡mportanc¡a económica para sistemas de

producción en ganadería y acuicultura son cuant¡tativos, es decir son atribuibles a

múlt¡ples genes, resultando en una distribución continua de las posibles

intensidades del rasgoa lo largo de la población (Hayes,2007). Si consideramos lo

anterior y la naturaleza finita del genoma (Ewing et al., 2000), se infiere que debe

existir un número finito de loci (regiones del genoma) subyaceñtes a la variación de



cada rasgo cuantitativo.A estos loci se les denomina Loc¡ del Rasgo Cuant¡tativo o

QTLS por sus siglas en inglés (Quant¡talive Trait Loci, QTLs), compuesto por

múltiples Loci del Rasgo Cuantitativo (Quant¡tat¡ve Trait Locus, QTL) divid¡dos en un

pequeño grupo de genes de gran efecto y múltiples genes de efecto pequeño

(Hayes et al., 2001; Shrimpton and Robertson, .1988) (verFigura 1). La búsqueda de

estos loci. part¡cularmente los de moderado a gran efecto, y su uso para la

selección ef¡c¡ente de rasgos an¡males, ha s¡do una fuerte área de invest¡gac¡ón

durante las últ¡mas décádas. La determinac¡ón de estas d¡ferencias genéticas

heredables entre individuos se denomina genotipado y es una técnica ampliamente

ut¡lizada para el mejoramiento animal.

+ Cerdos

-r- Vacunos

0

005 v. ¿J 0.45 065 0.85 1 .05

EÍecto (desviación estándar fenotipica)
Figura 1. Efectos de QTL de experimentos real¡zados en cerdo y vacuno sobre un
rasgo dado ajustados a una d¡stribución gamma por máx¡ma veros¡mil¡tud
(MLEXHayes,2007).
El efecto del QTL se calculó como la desv¡ac¡ón estándar fenotípica con respecla al rasgo
en cuest¡ón {Hayes, 2007). cada punfo de la curva ajuslada pan teldos se represenla con
el sírnbolo a, y L para vacuno.
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Se han uti¡izado dos aproximaciones para el descubrimiento de QTLS. La

aproximación del geñ candidato. asume que mutaciones en un gen ¡nvolucrado en

la f¡s¡ología del rasgo aportarían a la varjación de éste. En esta aproximac¡ón el

gen, o partes del gen candidato, son secuenciados en múltiples an¡males distintos,

luego cualquier var¡ac¡ón encontrada en Ia secuenc¡a de DNA es testeada por

asociac¡ón con la variación en e¡ fenotipo del rasgo. Esta aproximac¡ón ha tenido

algo de éxito (Andersson and Georges,2004), e.g. se descubrió una mutación en el

locus del receptor de estrógeno (ESR), que resulta en un aumento en el tamaño de

camada en cerdos (Rothschild et al., 1991).sin embargo, ex¡sten dos problemas

con esta aprox¡maciÓn:

Primero, generalmente el rasgo está determ¡nado porun gran número de

genes, lo que impl¡ca un estudio de asociación para cada uno de estos

genes en múlt¡ples animales.Esto, sumado a la posibil¡dad de que la

mutac¡ón ocurra en DNA no codif¡cante aumenta aún más la cantidad de

secuenciamiento requerido,lo que eleva cons¡derablemenle el costo y los

t!empos del estudio.

Segundo, Ia o las mutaciones causantes puede que se encuentren en un

gen que no seria considerado a pr¡ori como un cand¡dato obvio para el rasgo

en cuestión, resultando en una búsqueda de QTL infructuosa.

Una técn¡c¿ alternativa para el descubrim¡énto de QTLS es la denominada"mapeo

de QTL", que consiste en la ident¡ficación de loci asociados al rasgo, uti¡izando un

conjunto de marcadores de DNA neutrales en busca de asociaciones entre las

variaciones alél¡cas del marcador y las variaciones en el fenotjpo del rasgo.Un

marcador de DNA es una ubicac¡ón especÍf¡ca en el cromosoma cuya heredabilidad

puede ser monitoreada.Estos pueden ser regiones de DNA (genes) o generalmente

1)

2)



J

algún segmento de DNA sin una func¡ón codificante conocida pero, cuyos patrones

de he¡edabilidad pueden ser delerminados (Wives and Loh, 1998).

1,1,2,1 Marcadoresmoleculares.

Los marcadores moleculares juegan un papel esenc¡al en la genét¡ca an¡mal, lo que

ha llevado al desarrollo de múltiples técnicas para su obtención y una gran var¡edad

de éstos con dlstintas implicancias biológ¡cas, por lo que se deben elegir acorde al

propósito del estud¡o a rcalizar.

Se deben considerar dos cr¡terios pr¡ncipales al momento de utilizar los marcadores

moleculares para estudios de heredabilidad. Desde el punto de vista de Ia b¡ologÍa

molecular el proceso de genot¡pado debe ser lo más s¡mple y económico pos¡ble,

para ia obtenc¡ón de las enormes cantidades de datos necesarjos. Desde el punto

de vista estadist¡co y de acuerdo al tipo de análisis a realizar, se deben considerar

las relac¡ones de dom¡nanc¡a, la información contenida, la neutralidad y la

independencia genética de los marcadores. Esto con el objeto de generar datos tan

confiables como sea pos¡ble.

Trad¡cionalmente, podemos clasificarlas variaciones a nivel de DNA en 3 categorías

de acuerdo a su mecanismo molecular:'1)cambios de un único nucleótido, a los que

se les denomina SNV (Single Nucleotide Variation) si t¡enen una representatividad

menor a un 'l o/o dentro de una poblac¡ón o SNP (Single Nucleotide Polymorphsm) si

su representat¡vidad es mayor a un 1o/o.2) inserc¡ones/delec¡ones (olNDELS) que

consisten en la existencia/falta de secuencias en ciertos ¡nd¡v¡duos con respecto a

la población, estos pueden tener múltiples longitudes desde 1 a c¡entos de pares de

bases. Cuando se utiliza un INDEL como marcador se le denom¡na DIP (DlP,

Deletion I lnsertion Polymorph¡sm).utilizándose para el genotipado generalmente

solo INDELS djalélicos y de largo reducido (Weber et al., 2002; Ye et al., 2002); y 3)
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variac¡ones en el número de secuencias repet¡das en tándem o VNTR (Var¡ations

Number Tandem Repeats) también conocidas como m¡crosatélites. Las técnicas

moleculares utilizados para el genotipado se adaptan al tipo de variación y la escala

y rendimiento previstos (Mgnal et al., 2002).

Los marc¿dores de sustituciones cortas (SNPs/DlPs) presentan múltiples ventajas

con respecto a otros marcadores, para la selecclón genómica. Dado que los DlPs

tienen prop¡edades y ut¡lidades sim¡lares a las de los SNPs, regularmente se les

denomina genéricamente SNPs a ambos.

Un problema técn¡co de los microsatélites es el que d¡f¡cultan la estandar¡zac¡ón de

resultados, por lás eventuales ¡nconsislenc¡as en las determinaciones del tamaño

de alelo. A pesar que esto generalmente no constituye un problema para el caso de

¡os estud¡os fam¡l¡ares y la determ¡nación de parentales, como los real¡zados por

escaneo de QTLS. puede constituir un problema serio s¡ se requiere genotrpar

¡ndividuos a¡slados, corno es el caso de Ios estudios poblacionales. Estos

problemas son causados mayor¡tariamente por la gran variedad de técn¡cas de

determ¡nación de m¡crosatél¡tes existentes en el mercado, cada una con diferentes

marcadores fluorescentes que a su vez producen distintas migraciones en gel, entre

otros facfores (Hahn et al., 2001). En algunos casos eslos problemas no pueden ser

resueltos incluso mediante el uso de múltiples muestras estándar, particu¡armente

cuando existen diferenc¡as sustanc¡ales entre los tamaños de los alelos.

Otro caso de error en la determinación del tamaño se debe a la reacción de PCR en

sí: de acuerdo a las condiciones utilizadas, la Taq polimerasa cataliza la ad¡ción de

una base extra (generalmente adenina) en el extremo 3'del producto de PCR. La

proporc¡ón de fragmentos con esta base extra varia enlre 0 a 100o/o,

causandodiferenciasde 1 base enel Iargo, haciendo más complejo el anál¡sis de ios
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datos. Aunque estos problemas se pueden evitar con tratamiento bioquim¡co luego

del PCR o mediante modificac¡ón de los partidores(Brownstein et ai., 1996; Ginoi et

al., 1996), generalmente no ocurre.

Las def¡niciones de alelos por microsatélites son geñeradas asumiendo que la

var¡aeión de tanraño en los productos de PCR está directamente correlacionada con

diferencias en los números de secuencias repet¡das del motivo simple.

Estos problemas nombrados anteriormente y ias múltiples ventajas de los

marcadores de sustituciones cortas puntuales (SNPs/DlPs) para estud¡os que

requieren paneles de marcadores de alta densidad y precisión, son las razones de

su amplio uso en el genot¡pado animal.

1.1.2,2 Características de los SNPs como marcadores moleculares.

Los SNPs son camb¡os en una ún¡ca base en una posic¡ón determ¡nada en Ia

secuencia de DNA, generalmente con dos posibles nucleótidos (2 alelos) en esta

posición. Para que esta alternativa en aquella posición pueda ser caracterizada

como "SNP vál¡do" (i.e. comó marcador molecular para genotipado), el a¡elo con

menor frecuenc¡a debe tener una representación de a lo menos un 1% a lo largo de

la población. De no ser así se le denomina variante de sit¡o único (Single Nucleot¡de

Variant. SN\0.

En Ia práclica los SNPs son usualmente bi-alélicos, dada la baja frecuencia de

ocurrencia de sust¡tuc¡ones de un nucleótido que originan los SNPs, eslimadas

entre 1 x 10's y 5 x 10'spor nucleót¡do por año en alguna posic¡ón neutral para

mamíferos (Li et al., 198'1 ; N/iartinez-Arias et al., 2001). Es por esto que la

probab¡l¡dad de ocurrenc¡a de dos sust¡tuciones independientes en una misma

posic¡ón es muy baja (-10-36, considerando un genoma del orden de 10 s,}. Otro



motivo es la tendencia sesgada de ocurrencia de mutaciones, generando

prevalenc¡a de dos tipos de sust¡tuc¡ones.

De acuerdo a su estTuctura molecular. las bases n¡trogenadas pueden ser

agrupadas en dos calegorías las pirimidinas (derivadas de Ia pirimidina

C4H4N2:citosina, limina y su equivalente en RNA uracilo) y las purinas (derivadas

de la pur¡na C5H4N4:adenina y guan¡na).Tomando esto en cons¡deración, podemos

clasif¡car Ias sustituciones en dos grupos: transic¡ones (ti), la sustitución de purina

por purina (A.-,G) o pir¡midina por p¡rirnidtna (C*T); y transversiones (tv), Ia

sustituc¡ón de una purina por pirimid¡na o viceversa (Ai,,C, A+rT, G*C, G.,T).

En un s¡stema donde las mutaciones puntuales ocurren de manera aleatoria el radio

de transiciones sobre transversiones tiende a 0,5, dado que tenemos la mitad de

posibles transiciones (A*G y C*-T = 4 pos¡bilidades) que de transversiones (A¡ rC,

A1 'T, G*C, G+,T = 8 posib¡lidades) (Strachan and Read,2004).En la práctica se

observa una notor¡a tendencia a una mayor ocurrencia de trans¡c¡ones que

transvers¡ones, generando una prevalencia de transiciones a lo ¡argo del genoma.

Las implicancias práct¡cas de este sesgo en la proporción t¡:tv se retomarán en

mayor detalle en 1 .3.3.1 .3.

EI principal benef¡cio de los SNPs como marcadores moleculares deriva de Ia

neces¡dad de paneles de marcadores genéticos de alta densidad para los estudios

de rasgos multifactoriales, y el reeiente progreso en su detección y las técnicas de

genotipado an¡mal como laselección por desequ¡librio de I¡gamiento.

1,1 .3 Desequilibrio de ligam¡ento y estudios de asociación-

Si ex¡sten marcadores moleculares de DNA disponibles estos pueden ser ut¡l¡zados

para determinar si Ia variación a nivel molecular (variación alélica en el locus del

marcador y su mapa de ligamiento), se encuentra ligada a la variación del rasgo
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cuantitativo. De ser asi, el marcador se encuentra ligado o en el mismo cTomosoma

que el QTL el cua[ presenta var¡antes alélicas cáusantes de Ia var¡ación delrasgo. S¡

se dispone de un númerc reducido de marcadores por genoma, entonces las

asociaciones fenotípicas de estos marcadores se mantendrá sólo dentro de cada

familia y por un número l¡mitado de generaciones, debido a las recomb¡naciones

históricas pos¡bles entre los marcadores y los QTLs(Hayes, 2007).

Otra d¡ficultad de este acercamiento es que a menos que se cuente con un gran

número de progen¡e por familia, los QTLS rnapearán con intervaios de confianza

(Cl) amplios en el genoma (f'gura 2), resultando en una asoc¡ación pobre de corta

perduración al través de las generaciones.

G

KAIÁI

Figura 2. Ecuación para estimación del lntervalo de Conf¡anza de ubicación de
QTL(Darvasi and Soller, 1997).
N representa e{ número de individuos genot¡pados, 6el efecto de sust¡tuc¡ón del alelo (¡.e et
efecta de obtener una copia extra del QTL) en un¡dades de desviación estándar res¡dual, k
el número de parentales informat¡vos por ¡nd¡viduo, y G que es el tamaño del genoma en
cent¡-Mopan (cM).

No obstante. s¡ se djspone de un conjunto denso de marcadores, una allernativa a

lo anteriores la utilización del princip¡o de desequilibrio de ligamiento (L¡nkage

Disequilibrium LD, asociac¡ón no aleatoria de alelos entre dos loc¡), explotando las

asociaciones entre marcadores y QTLS (haplotiposmarcados que contengan al

QTL),

EI desequilibrio de ligamiento puede ser entend¡do como una med¡da de la

desüación de las frecuencias de ocurrencia de los haplot¡pos en una poblac¡ón

predichas por aleatodedady puede ser med¡do como un ¡nverso de la distanc¡a

estimada en 'centimorgans"abreviado cM (donde 1cM corresponde a la distancia a

la que la recombinación esperada entre dos loc¡ en una generación es 0,01) e.g. s¡



10

el locus A tiene 2 posibles alelos A1 yA2 yel locus B a su vez tiene 81 y 82,

tenemos 4 combinaciones de a¡elos (haplot¡pos) pos¡bles en la población: A1_81,

A1_82, AA_ü y A2_82. Si cada alelo t¡ene igual probabilidad de ocurrenc¡a, por

aleatoriedad espeTaríamos encontrarlos representados un 0,25 c / u en la

población.

El mapeo por LD requiere que un marcador se encuentTe en LD con un QTL en una

población y que este l¡gamiento persista a lo largo de las generaciones, paralo que

deberán encontrarse a uná distancia "corta" en el genoma (- 0 cM) i.e.fuertemente

Iigados.

Una de las lécn¡cas que utiliza LD para el mapeo de QTLS es el estudio de

asociac¡ón de genoma completo (GWAS),que consiste en Ia examinac¡ón de un

pool de marcadores, específicamente polimorf¡smos de un nucleótido (SNPs), y su

LD con el QTL asociadoalos rasgos determ¡nados (¡.e. enfermedad, rasgos

fenotipicos, etc.). Este análisis comparativo se realiza por ensayo de los genomas

contra un chip o arreglo que contiene un conjunto de marcadores SNPscapaces de

marcar efectivamente uno o más haplot¡pospresentes en el genoma, denom¡nados

SNPs reales o True-SNPs en inglés (Wang et al., 1998). Comparando grupos de

individuos que presentan el rasgo cuantitat¡vo en diferentes magnitudes -
idealmente un grupo de individuos que presenta el rasgo y un grupo control que no

presentan el rasgo --,se puede determinarun subconjunto de SNPscon alto grado

de asociación estadístic¿ al rasgo evaluado.Estos pueden ser valorizadospara

seleccionaren basealsubconjunto de genes o loci en LD con estos marcadores, que

están asoc¡ados más fuertementesobre el rasgo en cuestión (QTLs).
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El uso de un conjunto de marcadores de alta densidad aumenta la precis¡ón en la

determinación de QTLS además de permitir la caracterización de la heredabilidad e

¡mplicancias genéticas de rasgos que no son trazables mediante otras técnicas.

GWAS ha tenido un gran éxito en el mejoramiento de múltiples especies de

importancia económica. Algunos ejemplos de esto son: en cerdo se generó un

panel de 60 K marcadores moleculares de polimorf¡smos de una base (SNPs) que

permite la correcta ¡dent¡ficación de parentales(Rohrer et al., 2007);en vacuno por lo

menos 2 compañías de crianza han lanzado al mercado familias de toros para su

uso comerc¡al (Hayes et al., 2009), basadas en criter¡os de selecc¡ón por

marcadores; y en av¡ares se identificaron QTLS involucrados en el síndrome de

hipertensión pulmonar (ascitis), utilizando microsatélites como marcadores(Closter,

Elfer¡nk, et al., 2010). Este éx¡to es atr¡buible tanto a las mejoras en las técnicas de

biología molecular así como al desarrollo de herramientas b¡oinformáticas capaces

de manejar y analizar la gran cantidad de datos generados de forma eficiente.

El objetivo principal de la examinación por GWAS es la determinación de QTLS. El

análisis de QTLs generalmente procede en tres etapas: 1 ) Determinar las

contribuciones relativas de los factores genéticos vs ambientales en las variaciones

fenotipicas de una poblac¡ón, 2) ldentif¡car las ubicac¡ones cromosóm¡cas de estos

loci y 3) Determ¡nar los genes asoc¡ados a él o los rasgos y como variantes de

estos genes ¡nfluyen sobre el fenotipo (Lynch et al., 1998). La precisión y poder

estadístico con el que estas problemát¡cas biológicas pueden ser resueltas ha

mejorado notablemente en los últimos años, grac¡as al avance en las tecnologías

de genética molecular las que han permitido determinar un mayor número de

polimorfismos génicos y mutaciones, permitiendo la creación de mapas de

ligamiento génico y búsqueda de QTLs con mayor eficiencia(Mardis and others,

2008; Reis-Filho and others, 2009; Schuster, 2008). Los chips para genotipado
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comerciales actua¡mente son capaces de ensayar hasta un m¡llón de po¡¡morf¡srnos

(SNPS) a lo largo del genoma (Chicurel, 2002).

Algunos de los modelos estadísticos más utilizados para la determinación de la

asociación marcador-QTl son: Test de Chi-cuadrado (util¡zado para la evaluación

puntual de un locus y las implicancias de sus alelos), regresión log¡st¡ca (asoc¡a

rasgo con múltiples factores genét¡cos y estos pueden tener efectos cruzados sobre

el rasgo), Test de F¡sher (para muestras de poblac¡ones pequeñas). Test de

Tendencia de Cochram-Armitage (utilizado para los casos de alelos codominantes

i.e. de ercresión conjunta en caso de indlvlduos heterocigotos).

1.1 .4 Setección asistida por marcadares y selección genÓmíca.

Luego de la identificación de los marc¿dores especiflcos se rea¡iza una selección

de los animales asist¡da por marcadores (Marker Assisted Selection, MAS), esta

puede ser realizada mediante el uso de marcadores en equilibrio de ligam¡ento con

el QTL (IE-MAS, selección negativa), marcadores en desequilibrio con el QTL (LD-

MAS, selecc¡ón pos¡t¡va), o b¡en utitizando la mutac¡ón causante del efecto QTL

(Gene-MAS). Las tres técnicas son actualmente utilizadas en la industria ganadera

para la selección de distintos rasgos de ¡nterés con resultados positivos(Bennewitz

et al., 2003; Bo¡chard et al., 2002; Dekkers, 2004; Plastow et al., 2003)

Srn embargo, resultados obten¡dos en GWAS en ganado y humanos han llevado a

conclu¡r que la selección mediante un número l¡mitado de QTLS(LE-MAS, LD-¡,44S,

Gene-MAS), generalmente sólo captura una porc!ón de la varianza genética total de

rasgos complejos como productiv¡dad, probablemente dado que no cons¡dera la

gran mayoría de genes involucrados en la determinación delos QTLS con efectos

pequeños sobre el carácter (verF¡gura '1), y esto sumado al importante efecto de las

secuencias no codificantes sobre Ia regulación del carácter(Diebali ei al.. 2012'



Neph et al., 2012; Thurman et al., 2012).Esto ha llevado al desarrollo de

técnicascapaces de raslrearla gran mayoría de QTLS presentes en el genoma. Esto

puede ser real¡zado mediante el mélodo llamado selecc¡ón genómica(Meuwissen et

al., 2001a), que cons¡ste en la diüs¡ón del genoma en segmentos cromosómicos y

el posterior rastreo de cada segmento. La selecc¡ón genómiea utiliza un panel de

marcadores de alta dens¡dad de genoma completo, generando una alta

probabilidad (-99,9olo) de que todos los QTLS presentes en el genoma estén en

desequ¡l¡brio de ligamiento con al menos un marcrdor presente en el panel

(SNPcl,rp). La selección se basa en los llamados valores de pedigriestimados o

GEBV por sus siglas en inglés (GEBV, Genom¡c Est¡mator of Breeding

Value)(Sargolzaei et al., 2009)que son predichos como la suma del efec{o de estos

SNPS o haplotipos a lo largo del genoma, más un faclor ambiental aleatorio

ponderado sobre los QTLS(Hayes et al,, 2009).

Los estud¡os de asociac¡ón genómica const¡tuyen una herramienta útil para el

desarrollo de nuevas tecnologías y para el análisis y resoluc¡ón de problemáticas

biológicas. Paru rcalizaÍ una selección genómica eficiente es esencial contar con

una base de datos que contenga el máximo de marcadores con asociaciones

conservadas con var¡antes genómicas heredables y de s¡gnif¡canc¡a estadíst¡ca

(SNPs reales).

7,7,4.7 Descubrimiento de SNPs para selección genómica.

Al momento de elegir marcadores para selección genómica debemos considerar

que estos alelos y sus asociaciones fenotipic€s se conserven al través de las

generaciones. El princip¡o de Hardy-Weinberg (Stern, 1943) postula que ambos

alelos y sus frecuencias genotípicas en una poblac¡ón pernanecen constantes de

generación en generación a menos que influencias perturbadoras especificas sean

introduc¡das. Por lo que el marcador ideal con frecuencias alélicas estáticas asume:
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alelos sin mutaciones, ni migraciones o migrac¡Ón nula (no hay ¡ntercamb¡o de

alelos entre poblaciones), tamaño potllac¡onal infln¡to y presión selectiva nula a

favor o en contra de cualquiera de los genot¡pos. En una población real siempre

existirán influencias perturbadoras que desv[en a nuestros alelos del equilibrio de

Hardy-Weinberg, no obstante el nivel de con§ervación y la representación en la

población de cada alelo pueden ser ¡nd¡cadores de utilidad al momento de dirimir

entre marcadores (ver Tabla lvy Tabla \4.

Ex¡sten múltip¡es acercamientos para Ia búsqueda de SNPs, algunos actualmente

ut¡lizados para el genot¡pado.Los métodos principales se basan en la comparación

de secuencias locus-específlcas, géneradas a partir de diferentes individuos. El

método más simple, cuando se tiene como objetivo una región que contiene genes

c¿ndidatos, consiste en el secuenciamiento directo de productos de PCR obten¡dos

a part¡r de d¡ferentes ind¡v¡duos. S¡n embargo, este acercamiento t¡ende a tener un

elevado costo a gran escala ya que se requiere de primers locus-específicos para

cada una de las regiones a evaluar. Ad¡cionalmente si se secuencian ¡ndiüduos

heteroc¡gotos para el SNP en cuestiÓn, éste se observará como un doble pick que

no será distinguible de un enor de secuenc¡amiento (ver Figura 3).
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Figqra 3. Descubrimiento de SNPS por alineamiento simple de secuencias,
En el recuadrc sa destaca un pol¡morf¡smo donde el segundo ¡nd¡viduo es heterogéneo para
el SNP s¡endo ¡mposiblé d¡ferenc¡alo de un aftekcto de secuenc¡amiento. La pñmera
muestra reprcsenta un ¡nd¡v¡duo AA, la segunda muestm un ¡nd¡viduo AG y la últ¡ña un
ind¡v¡duo GG.

Estos problemas se pueden solucionar mediante la utilizac¡ón de indiüduos que

presenten alta homocigocidad o secuenciamiento de bibliotecas de clones.

Una técnicá ampliamente utilizada es la obtenc¡ón de SNPS a partir de la

comparación de secuencias de fragmentos de DNA expresado (o ESTS por su sigla

en inglés, Expresed Sequence Tag), provenientes de múltiples individuos.Aunque

estas técnicas han sido ex¡tosas en la búsqueda de SNPs (Kim et a1.,2003), se

limitan exclusivamente a una porc¡ón de las regiones codif¡cantes del genoma;

m¡entras que,como se explicó en el párrafo anterior,para una selecc¡ón ef¡c¡ente se

requiere incluir marcadores d¡stribuidos mn una densidad homogénea a lo largo de

todo el genoma.

Una altemativa a la anterior es la comparación de fragmentos de secuencias

genómicas de múlt¡ples individuos. Estas técnicas ha demostrado ser efectivas en

la búsqueda de marcadores eficientes para la selec,ción genómic¿¡ para múltiples
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organismosde importanc¡a económica (Hyten et al., 2o1oa, 2010b; sánchez et al.,

2009; Van Tassell el al., 2008; W¡edmann ei al., 2008).S¡n embargolas

part¡cularidades de cada genoma generan d¡ficultades para la aplicación de estas y

otras técnicas en existencia, específicamente las especies que presentan poliploidía

o pseudo-d¡ploidía como plantas y peces de cult¡vo su selección asistida eficiente

mediante marcadores han representado un gran desaf¡o (Domin¡k et al., 2010). Un

caso emblemático para la ¡ndustria chilena donde estas técnicas presentan

dificultades son los salmónidos. El mejoram¡ento de eslas especies es útal para el

futuro de la industria acuicola, es por esto que en un esfuerzo ¡nternacional y a

través de múltiples financiamientos, tanto privados como públicos se planea no solo

obtener un ensamble completo de referencia del genoma de la especie Sa/mo

sa/a4si no también caraclerizar marcadores eficientes para su mejoramlento.

1.2 Búsqueda de marcadoresgenéticos en Salmónidos.

1.2.1 lmportanc¡a económica de los salmónidos.

Los salmónidos (salmón y trucha) constituyen un género de gran ¡mportancia tanto

económica como c¡entífica. Se est¡ma que la producción mundial sobrepasa las

1,4Mt anuales (O FAO - Fisher¡es and Aquaculture Infomation and Statist¡cs

Service,2012), siendo Noruega y Chile los mayores productores a nivel mundial,

con aproximadamente 1 M y 600 K toneladas de salmón del Atlántico (Salmo salar\,

respect¡vamenle (¡fystoyl, 2011). El cult¡vo de salmón¡dos en Ch¡le constituye el

mayor segmento productivo dentro de la acuicultura, s¡endo el salmón del Atlánt¡co

(Salmo salar\ junto con el salmón coho loncorhynchus kisutch) las especies

acuícolas de mayor producción. Por esto, un mejoram¡ento en la producción de

estas especies es esencial para el crecimiento productivo a nivel país. Sin embargo

la identificación de marcadores eficientes para el mejoram¡ento, ha
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encontradomúltiples dificultades en el caso de los salmónidos, debido al alto n¡vel

de duplicación observado en estas especies.

1-2.2 Dupticaciones genómicas en salmónidos y sus consecuencias,

El genoma de los vertellrados mandibulados ha sufrido dos rondas (2R) de

duplicación de genoma completo (WGD)(Ohno and others, 1970), que tomaron

lugar luego de Ia emergencia de los urocordados y antes de la radiac¡Ón de los

mandibulados (Kasahara, 2o07).subsecuentemente los teleósteos sufrieron una

tercera ronda adicional de WGD (3R-WGD) alrededor de 320-400 Millones de años

atrás(Sato and Nishida, 2010) (F¡gura 4) y por Últ¡mo una cuarta ronda (4R-WGD),

sufrida por la subfamil¡a salmonidae aproximadamente 20 - 120 M¡llones de años

atrás(Moghadam et al., 201 1) (ver Flgura 5), por lo que actualmente encontramos al

genoma de elas especies sumido en un proceso de re-diploidizaciÓnmediante

perdida de segmentos del genoma, silenc¡amiento génico o por d¡vergencia donde

cada gen duplicado presenta diferentes patrones de expresión (Bailey et al., 1978).

-l 
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Figura 4. Dupl¡eaciones genómicas ocurridas a lo largo de la evolución de los
salmón¡dos {Kasahara, 2OO7 I.
Representación de las 3 rondas de duplícación sufidas por los vertebrados a lo largo de su
evolucíón. La prirnen (1R), alrededot de 564 M¡ ones de años atrás durante Ia separacíón
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de agnatos y mandibutados: t)na segunda dupl¡cac¡ón (2R), alrededor de 528 M¡llones de

añoi atrás durante el surg¡m¡ento de /os osfelctlo§: y una tercera (3R)' alrededor de j10
M¡ltone| de años alrás. específica de /os feleós¿eos. Entre paréntes¡s se ¡ncluyen eiemplos

de especíes que han s¡do secuenc,'adas o esfán siendo secuencladas (') para cada

subfamil¡a.

Aunque los mecanismos moleculares a través de los cuales estas dupl¡caciones

ocurren permanece como un tema de amplio debate (Dehal and Boore,2005), sus

consecuencias pueden ser apreciadas en teleósteos como: secuencias parálogas

con una ident¡dad superior al 90 o/o (Moghadam et al , 2011); aproximadamente un

tercio de genes con duplicados func¡onales (Allendorf and Utter, 1973; Ohno and

others, 1970); duplicación de marcadores (Allendorf, 1984);formac¡Ón de complejos

tetravalentes durante la me¡osis masculina (Svárdson, 1945); el ligamiento aparente

de loci ño ligados debido a disoc¡ación no aleatoria de los complejos tetravalentes

(pseudoligamiento) (May, 1980; Wright et al., 1980)i patrones de segregac¡Ón

inusuales parcialmente tetrasÓmicos (Allendorf, 1984; Allendorf and Danzmann,

1997: Johnson et al., 1987; Jr et al., 1983); un número aumentado de brazos

cromosómicos en comparación con otros peces de aleta (Phillips and Ráb, 2001),

además de una elevada ocurrencia de elementos repetit¡vos (RE) y transposones

(de Boer et al., 2007: Kido et al., 1994). Se est¡ma que cerca del 50 % de las

regiones codmcantes del genoma de Sa/mo saiar se encuentran en regiones

duplicadas (Davey et al., 2001b; Utter et al., 1973).
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F¡gura 5. Relaciones filogenéticas(Steinke et al., 2006) de esPecies de peces
indicando los 7 genomas secuenc¡ados de dom¡nio Público (*) (Flicek et al., 2010;

Hubbard et al., 2002) (fugu, Takifugu rubripes; tetraodon, Tetraodon nigrovir¡dis;
medaka, Oryzias latipes; stickleback, Gasterosteus aculeatus; y zebraf¡sh, Danio
rerio), además de las especies que están actualmente siendo secuenciadas
(tXDavidson et al., 2010).
Las flechas rojas ¡ndican donde se habrian produc¡do las rordas de WGD comenzando con
ta 3R. El Gar. un grupo de teleósteos ancestml se muestra en la base del árbol' a modo de
grupo extemo.

Todo lo anter¡or genera problemas en la búsqueda de SNPS para selección

genómica, al dificultarla diferenciaciónde SNPs realesy:1 ) artefactosde

ensamblegeneradospor variaciones entre sitios parálogos del genoma que poseen

una alta sim¡litud, las denom¡nadas variantes de secuenc¡as parálogas o PSVS por

su s¡gla en ¡nglés (PSV, Paralogue Sequence Variants);2) polimorf¡smosreales

presentes ens¡tios duplicadosdel genoma, denominados MSV por sus siglas en

¡nglés (MSV, Multiple Sequence Var¡ants).

Un PSV se forma cuando secueñcias paráiogas difieren en una o múltiples bases

pero no hay segregación de ninguna de las dos secuencias (Figura 6) Otra fuente

Tetróoclontiforme5

P¡Dt¿Canüooteryoil 31?
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de var¡ación en genomas poliploides son las variantes de sit¡os mÚlt¡ples (MSV) que

a diferenc¡a de los PSVS, segregan por la sust¡tución de una base en uno o ambos

loci parálogos (Fredman et al.,2004) (Figura 6).
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Figura 6, Formac¡ón de polimorfismos {PSVS y MSVs) a partir dé duplicaciones
cromosórn¡cas(Fredman et al., 2004)-
Secuencía de camb¡os evolut¡vos desde una base monomói¡ca a un MSV poÍ¡n"tót'fico. Las

flechas ¡ncl¡can eventos tales como mutac¡ones, fijación, dupl¡cación, deleción y conversión
génica. La mayoría de esfos procesos son revers¡bles.

Por su parte los MSVS pueden se, subcategorizados como: MSV-3S cuando solo

uno de los duplicones o secuencias parálogas es var¡ante;y MSV-5S cuando ambas

secuenc¡as parálogas presentan variantes independientes(Lien et al.' 201 1)

Podemos resumir las diflcultadesque los puntos anteriores representan para la

selección genómica en salmones como:

1)Los PSVS no constitu¡rían marcadores reales ya que al no ser segregantes no

permitirían diferenciar entre ¡ñdividuos, resultando en con¡unlos de marcadores que

presentan regiones con alta densidad de SNPs de los cuales un alto porcentaje

represenla artefactos como los ya nombrados y por lo tanto, son ineficientes para el

marca.¡e de QTLs y selecc¡ón genómicá.

2) Los MSVS a pesar de ser segregantes, la impos¡b¡lidad de diferenciarlos de PSVS

a pr¡oipara su caracter¡zación. y la dificultad para su selección en el caso de
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presentar 2 variantes independientes (MSV-5S), dificulta su uso en la selecciÓn

genóm¡ca aumentando el valor y tiempo asociado alaobtención de conjuntos de

marcadores segregantes de alta densidad, efectivos para el genotipado(Lien et al..

201 1). A pesar de esto, nuevos algoritmos matemáticos han sido desanollados para

la asignación de MSV-3s a la secuencia paráloga correcta y el descarte de MSV-SS,

sin embargo todos estos acercam¡entos son a posfe,'lorl(i.e. luego del

genotipado)(G¡dskehaug et al., 2011), teniendo un costo y tiempo elevados.

3) El bajo nive¡ de conservación de ¡as regiones del genoma con parálogos

func¡onales con alta identidad, conlleva a la obtención de marcadore§ que se

desvÍan del HWE y por Io tanto no son de util¡dad para la selección asistida. Por

otra parte la exclusión unjlateral de este t¡po de reg¡ones para la bÚsqueda de

marcadores genera amplias reg¡ones sin marcadores eficientes, ¡mposibilitando la

aplicación de técn¡cas como Ia selección genómica.

Estos efeclos se han traducido en dificultades para la apl¡cación de metodologías

tradicionales de búsqueda y evaluación de SNPs aplicadas a Ia selección

genómica, así como para la generación de una secuencia de referenc¡a para el

genómade salmónidos. Una evaluación empírica del último SNPchip desarrollado

para esta espec¡e demostró que menos de un 20% de la tota¡idad de SNPS

presentes en el conjunto representarían regiones únicas del genoma, de estos 350

se aleiaban de la distribución de Hardy-Weinberg(Stern, 1943Xp<0,05) (i.e.

estaban presentes en zonas poco conservadas, de alta incidencia de mutac¡ones) y

9004 pares tenían valores deLD mayores a 0,175, mientras que aleatoriamente se

esperaban alrededor de 2000, lo que nos demuestra que una gran cant¡dad de

SNPS se heredarÍan de manera con¡unta (Dominik et al., 2010); mostrando la

necesidad de la determinación de un nuevo conjunto que excluya PSVs, además de

elementos repetitivos y transposones presentes en e¡ genoma del salmén.



22

1.2.3 Avances en la caracterización del genoma del salmón del Atlántico.

Dadas las dificultades para el secuenc¡amiento del salmón y su gran ¡nterés tanto

económico como científico es que se formó una colaboración intemac¡onal (de ia

que este proyecto es un usuario), para el secuenciamiento del genoma del salmón

(lntemational Collaboration to Sequence the Athlantic Salmon Genome, ICSASG),

compuesta ¡n¡c¡almente por ¡nvest¡gadores, empresas y organ¡smos de

f¡nanciamiento gubernamentales y privados de Chile, Noruega y Canadá

(¡ncluyendo: Agencia de desarrollo económico de Chile, lnnovaChile, Consulado de

lnvestigac¡ón de Noruega, Fondo de lnvestigac¡ón de Pesca e lndustria Acuícola de

Noruega). A través de éste y olros esfuezos anteriores se han logrado enormes

avances en la caracter¡zación del genoma del salmón del Atlánt¡co.Se determ¡nó el

valor constante (denominado C-value, cantidad de DNA contenida en el núcleo del

gameto expresada en p¡co-gramos), para el salmón del Atlántico estimado

alrededor de 3,27 pg (Hardie and Hebert, 2003), lo que se traduce en un tamaño de

total de genoma de -3.2Gb. El conienido de G+C del salmón del Atlántico

(44,4%XBucciarelli et al., 2002). Se determinó que a pesar de ser un genoma de

tamaño y composic¡ón s¡m¡lar a vertebrados de sangre caliente, se encuentra

desprovisto de estructuras isocóricas (regiones de DNA mayores a 300 Kb, con un

gran grado de uniformidad en el contenido de GC), como es de esperar en

genomas de peces de agua fría (Bernardi, 1989). Se ha sugerido que el ancestro

diploide de los salmónidos poseía un cariotipo con 48 cromosomas acroéntricos,

resultando en 96 cromosomas acrocéntricos luego de la duplicación genómica

(Phillips and Ráb, 2001). Comparac¡ones entre los cariotipos de múltiples especies

de salmónidos han reveladoque una enorme cantidad de reordenamientos

cromosómicos (fusiones e inversiones) han venido ocuniendo e lo largo de los

d¡st¡ntos linajes de salmónídos desde la ocurrenc¡a de la última WGD (Phill¡ps and

Ráb, 2001). Distinto número de cromosomas entre las familias europeas y las
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americanas (29 en Sa/mo saláde Europa y 27 en los amer¡canos) (Lub¡en¡eck¡ et

a|.,2010).

Todo lo anterior gracias a la obtención de un ¡ndividuo doble haplo¡de producido

mediante androgénesis mitótica(Segui-S¡mano and Nuez, 2008) de sexo femenino

apodado "Salll'. Su naturaleza homocigót¡ca fue verificada mediante búsqueda de

pol¡momsmos en loci de -70 microsatélites. El cariotipado de Sally develó 29

cromosomas haploides, Io que se corresponde con lo esperado para el salmón del

Atlántico noruego (Roberts, 1970). No se observaron reordenam¡entos

cromosómicos aparentes; s¡n embargo, Sally aparenta ser un mosaico con un

-30% de élulas haplo¡des y el resto d¡ploides (Dav¡dson et al-, 2010). Se eligió un

individuo de sexo femenino por ser éste el sexo homogamético (Davidson et al.,

2009).Todo lo anterior apunta a facilitarel secuenciamiento y ensamble de una

secuencia referencia para esta especie.

Ad¡cionalmente en estos momentosse d¡spone de más de 200 librerías públicas de

CDNA para d¡stintos tejidos y estados de desanollo del salmón del Atlánt¡co

(Adzhubei et al,, 2007; Andreassen et al., 2009; Davey et al., 2001b; Hagen-Larsen

ei al., 2005; Koop et al., 2008; Leong et al-, 2010; Mart¡n et al.,2OO2i R¡se et al.,

2004; Tsoi et al., 2004). Hasta el 26 de Abril del 2012 existian495.211 ESTS

públ¡cos para Salmo salar en ESTdb de NCBI (Boguski et al., '1993). Se construyó

una librería pública de cromosoma artificial bacter¡ano (o BAC, Bacterial Artif¡c¡al

Chromosome), de salmón del Atlántico denominada CHORI-214, a partir de un

individuo macho proveniente de una cepa de cultivo de Noruega(Thorsen et al.,

2005). Mediante la huella genética de la d¡gest¡ón por Hindlll de CHORI-214 se creó

el primer mapa fisico del genoma, constiluido por 223.781 BACS en -4.565 contigs

v 33.217 singletons (Ng et al., 2005).También se cuenta con una base de datos de

elementos repetitivos específicos de salmónidosdisponible públ¡camente y



mantenida por el consorcio de ¡nvestigac¡ón genóm¡ca en salmónidos o cGRASp

(eGRASP, consort¡um Genomics Research on All Salmonids Projectxsecko et al.,

2007). Además en el año 2011 el laborator¡o chileno Matho'i""(www.mathom¡cs.cl)

generó una base de datos pública llamada SalmonDB que cont¡ene una completa

caracter¡zec¡ón de la informac¡ón genóm¡ca anterior e incluye Unigenes

(transcriptoma) generados a partir de estos ESTS públicos, cand¡datos SNPS, RE,

entre otros (Di Génova et al., 2011).

A pesar de la acumulac¡ón de secuenc¡as, hasta la fecha no existe un genoma de

referenc¡a final, esto dada la naturaleza repet¡tiva del genoma del salmón del

Atlánt¡co y las dimensiones de los elementos repetitivos de su genoma (-1.500 pb)

(de Boer et al., 2007),Lo que hace necesar¡o la util¡zación de técn¡cas de

secuenc¡am¡ento y ensamble especificas. S¡n embargo múlt¡ples laboratorios del

ICSASG comparten ensambles prel¡minares con altas representaciones generados

a partir de las secuencias públicas proven¡entes de Sally(Ng et al., 2005xverl.3.1),

de los cuales AGDKo1 fue publicádo el 12 de Octubre del 201'l en NCBI(Davidson

et a|.,2010).

Por otra parte, en los últimos 3 años se ha logrado caracterizar múltiples coniuntos

de SNPS reales en salmón mediante Ia util¡zac¡ón de d¡st¡ntas técnicas.Se lograron

caracterizar 1 12 SNPS reales en salmón del Atlánt¡co a partir decDNA

secuenciados a tamaño completo (FLlc, Full Length Sequenced cDNA) comparando

secuenc¡as cod¡f¡cantes contra no codiflcantes y ut¡l¡zando como ¡nd¡cador su n¡vel

de conservación (Andreassen et a|.,2010).En el año 2011 se generó un mapa de

I¡gam¡ento extenso mediante genotipado de 3.297 indiúduos para cultivo noruegos

provenientes de 143 fam¡l¡as, utilizando 5.768 SNPs (Lien et al., 201 1), donde 2.696

de estos marcadores fueron obtenidos a partir de EST§ o genes asoc¡ados y los

marcadores remanentés se obtuüeron por secuenciamiento aleator¡o de
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fragmentos genómicos, recolectados mediante la técn¡ca de librerías de

representación reduc¡da (RRL, Reduced Representalion Libraries). Elaneglo del

SNPchip de -6 K se generó en lrfinurn@ de lllumina@; los resultados del

genotipado fueron analizados medlante el paquete beadarrayMsv de R

(G¡dskehaug et al., 201'l), el cual permite diferenciar MSV-3s, MSV-Ss y True-SNPs

de acuerdo a sus patrones de genot¡pado (ver F¡gura 7). Se ident¡ficaron un 21o/o de

los marcadores como MSVS mapeando de manera heterogénea a lo largo del

genoma, la homología de estas regiones fue chequeada por mapeo contra una

referencia prelim¡nar(G¡dskehaug et al., 2011),y develóclaramente patrones de

reg¡ones duplicadas a lo largo del genoma.Además se observaron diferencias en

los patrones de recombinación entre sexos, con machos mostrando una menor taza

de recombinación (Lien et al., 2011), por lo que los marcadores fueron genotipados

en su mayoría en hembras.
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F¡gura 7. Ejemplos de patrones de agrupam¡ento observados duranle el genotipado
según la naturaleza dé los marcadores utilizados(Gidskehaug et al., 2011).
Los colores rojo y verde representan a los dos alelos posibles (e.9. A y B)el color azul
represenla 50% alelo "rojo" + 50o/o alelo "verde'(e.g. AB), el color purpurarépresenta 25%
alelo "rojo" + 750/0 alelo "verde" (e.9. AA AB) y el color azul mar¡no representa 75% alelo
"rojo" + 25% alelo "verde" (e.9. AB BE) (a) Ur, §iVP de una reg¡ón d¡plo¡de.Rojo representa
M, azul rcpre,senta AB y vede ¡epresenh BB. (b) Un MSv-3s donde un locus es vañable y
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el atra es hamoc¡goto para el alelo 'roio". (c) Un MSV-3S donde un locus es var¡able y el otro
es homoc¡gcto para el alelo "verde" (d) Un MSV-'s dande se observan vaiaci on en
ambo$ locí.

A pesar de la dispon¡b¡l¡dad de estos marcadoTes de forma pÚblica y los múltiples

esfuerzos para generar selección eficiente en salmones(Li et al , 201 1; Norman et

al.,2012).nasé el momento sólo se ha caracterizado efect¡vamente un QTL en

salmón del Atlánt¡co relac¡onado con gananc¡a de pe§o, utilizando un arreglo de 6,5

K SNPS (Gut¡érrez el al.,2012\sobre un grupo de individuos de una población para

cultivo de Canadá.

Aunque este arreglo fue exitoso para este grupo de indiv¡duos se requ¡ere aún de

un arreglo de mayor densidad (-60 K) para generar selección genómica ef¡ciente,

capaz de excluir marcadores no segregantes (PSVS) e ¡dealmente categorizar los

marcadores obtenidos segÚn su n¡vel de conservac¡Ón para ev¡tar el uso de

regiones de baja conservac¡Ón dentro de lo posible en el arreglo final (i.e. evitando

IVISV-5S). Además cabe considerar que la generac¡ón de un arreglo de SNPs que

incluya muestras de eiemplares chilenos, será más efectivopara la selecc¡Ón de

éstos, al incluir marcadores propios de los haplotipos presentes en las cepas de Ia

región.

recientes, utilizando como
salar".

especre modelo "Salmo

La búsqueda de variantes genÓm¡cas se basa en ia comparac¡ón de secuencias de

múltiples individuos, y la ¡dentificac¡ón de d¡ferencias entre estas; esto se puede

llevar a cabo comparando múltiples secuenc¡as codif¡cantes cortas como ESTs

(DNA codificante) o RRL (DNA genómico) de múltiples ind¡viduos o comparando

contra un genoma de referencia de la espec¡e. La primera aproximac¡ón, aunque

efectiva para la búsqueda de marcadores moleculares (Andreassen et al., 2010),
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deb¡do a las pañicular¡dades del genoma del salmón, ¡ntroduce múltiples

variaciones no validas causadas por PSVS (Dominik et a1.,20f0).Una manera de

eliminar los PSVs a posÍerbnes evaluando el conjunto de marcadores contaminado

contra una población a genotipar y observar los patrones de agrupam¡ento de los

marcadores (ver F¡gura 7) con lo que se pueden clasificar de manera üsual (Lien et

al., 2011).Sin embargo, esta aproximac¡ón requiere de una gran invers¡ón por la

generac¡ón de múlt¡ples SNPchips a med¡da que se generan las caracterizaciones,

haciendo necesaria una caracterizacióñ a pñoti de los marcadores a ut¡lizar. Es por

esto que se requiere de un genoma de referencia que nos permita descartar

elementos repetit¡vos, parálogos y otros artefactos a prior¡ para luego realizar

identificación de variables.

Nuestra h¡pótesis es que se puede determinar el estado de conservación de

ventanas móüles a lo largo del genoma, para así clasificar cada marcador según el

estado de conservación del contexto genóm¡co en el que se encuentre.

Tomando esto en considerac¡ón, para la determinación de este nuevo conjunto de

marcadores para el genotipado eficiente de Sar.no sa/amroponemos seguir un

proceso sim¡lar al que se muestra en la Figura 8.
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F¡gura 8. Pasos sugeridos para la identiftcac¡ón de SNPS réales para la generación de
un chip de genot¡pado eficiente (Elaborac¡ón prop¡a).
El procedim¡ento global propuesto se compone de 4 fases mayores: Fase 1:ldent¡frcac¡ón de
vaiantes intñ-¡N¡v¡duo (candidatos PSV/MSV). Fase 2: ldent¡frcac¡ón de vaiante ¡nter-
¡nd¡v¡duo (candidatos SNPSDTPSPSVS/MSV'). Fase 3: Determ¡nac¡ón de ¡nd¡cadores de
conseruación de cand¡datos y clas¡f¡cación dereg¡onesdel genoma según sus nveles de
conseNación; Val¡dac¡ón & la efectividad de las pred¡cc¡ones contra un conjunto &
marcado/es val¡dados (L¡en et a1.,2011). Fase 4: Clasif¡cac¡ón y caracler¡zac¡ón de las
variantes putat¡vas, para el diseño de un conjunto de SNP' ópt¡mo para el genotipado.

Podemos resumir el protocolo propuesto en 4 fases princ¡pales:

l) La determinacióndevariantesentre las secuenc¡as parálogas de un mismo

individuo doble haplo¡de(potenciales PSVS/MSVS) presentes en el ensamble

preliminar representalivo del genoma de referencia. Estas variantes serán

denominadas variantes ¡ndividuales (lnd¡v¡duál Variants, lvs).

2) La obtenc¡ónde variantes entre secuenc¡as de múltiples

indiüduos(potenciales SNPs/D|Ps/MSVS/PSVS), las que denominaremos

variantes de múltiples individuos (Multiple lndividual Variants, Mlvs).

3) La prediccióndel n;vel de conservaciónde distintas reg¡ones del genoma por

duster¡zac¡ón(verl .3.3).

ldentificelón de r€r¡ertes lntrlrnd Iv¡duo
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4) La categorización de las variantes putativas finales según el nivel de

conservación de la región genómica en la que se encuentran cruzando los

datos de lVs y MlVs obtenidas, produc¡endo así un conjunto de variantes

mejoradas para el genot¡pado por selección genómica.

La eficiencia de esta aproximación puede ser evaluada contra un conjunto de

varianles caracterizadas y validadas por genotipado (Lien et al., 201 1). Todo lo

anterior debe ser real¡zado luego de un filtrado de los elementos repetit¡vos y

transposones presentes en el consenso y una limpieza de las leciuras crudas por

enmascaramiento de estas secuenc¡as; evitando var¡antes falsas.

Para facil¡tar la lectura en las secciones subsiguientes y eütar confusiones cabe

resaltar que denotaremos a los candidatos PSVS/MSVS provenientes del mapéo de

secuencias intra-indiüduo como cand¡dalos "lndividual Variants" o lvs, mientras que

aquellos marcadores candidatos provenientes del mapéo de secuenc¡as inter-

indiüduos (que potencialmente pueden incluir posibles SNPs, DlPs, PSVs y MSVS)

les l¡amaremos "Multi-lnd¡vidual Var¡ants" o MlVs.

El protocolo anterior tiene por objetivo la obtenc¡ón de una librería de polimorfismos

que incluya un coniunto de marcadores con un máximo de SNPs/DlPs reales de

alta dens¡dad, depurado y caracterizado obten¡do util¡zando cepas chilenas. Para la

real¡zación de este protocolo debemos considerar 3 metodologías: 1) la generación

de un genoma de referencia preliminar; 2) la mmparación de secuenc¡as contra

este genoma de referencia; 3) la identif¡cación de reg¡ones duplicadas en este

genoma de referencia.

Este protocolo representa un acercamiento único para el f¡ltrado a pñori de

conjuntos de marcadores para una selección genóm¡ca eficiente.



30

1,3.1 Generación de un genoma de reÍerenc¡a prel¡m¡nar.

En humano el secuenciamiento se real¡za por mapeo de lecturas sobre un genoma

cle referenc¡a público, lo que disminuye considerablemente los costos de

secuenc¡ación. Cuando no se dispone de secuenciamientos prev¡os se detre

convertir una colecc¡ón de secuencias compuestas por pequeñas lecturas en

ensambles consistentes, esto se denom¡na secuenciac¡Ón de novo y se han escrito

más de una docena de programas computac¡onales con este propósito.

El ensamble de un genoma consiste básicamente en la composición de las

secuencias genómjcas completas (o lo más completas posible), que componen a

los cromosomas de un organismo, a partir de lecturas de fragmentos de DNA, esto

requiere de algunas de las c¿pacidades de computac¡ón y procesam¡ento más altas

en el campo de la biología. La primera tecnologia de secuenc¡amiento mas¡va fue el

secuenciam¡ento Sanger @ (Sanger et al., 1977\, capaz de producir fragmentos de

DNA (lecturas) de hasta 1.000 pares de bases, las lecturas adyacentes

generalmente se superponen por unos cuantos cientos de pares de bases. Esto

para un genoma de 3,2 Gb sign¡ficaría ensamblar un puzzle de a lo menos 64

millones de piezas (a una cobertura de 2X y tamaño promedio de lectura de 100

bp), de las cuales algunas piezas estarán ausentes, otras contendrán effores y

algunas calzarán en más de un lugar en el genoma (repeticiones). Para compensar,

los ensambladores requieren de un gran número de lecturas de una misma zona

del genoma para facilitar el ensamble.

Un problema con la secuenciación Sanger es su elevado costo y tiempo de

reacción. es por esto que §e han generado nuevas tecnologias de secuenciarniento

de lecturas cortas de alto rend¡miento a un Q,|o/a del costo, denominadas "New

Generation Sequencing" o NGS. Sin embargo estas tecnologías representan un
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desafio mayor al generar lecturas de solo unos cientos pares de bases(Baker,

2012).

Para generar un ensamble se ut¡lizan los datos de las lecturas secuenciadas y se

organizan para encontrar superpos¡ciones entre estas fus¡onándolas en una

secuencia contigua denom¡nada "cont¡g". La longitud de eslas secuencias contiguas

estará limitada por secuencias repet¡tlvas, pol¡morfsmos, ausencia de c¡ertos

fragmentos del genoma y errores de secuenciamiento Para resolver estos

problemas es que se han desarrollado tecnologías capaces de obtener lecturas

pertenec¡entes a los dos extremos de un fragmento de DNA de largo conocido' que

permita que ambos extremos se encuentren a una distancia significativa, esto se

denomina "pair-end sequencing" (Golding et al., 2000). El largo del fragmento del

centro (no secuenclado) viene determinado por la preparación de las librerías,

varlando entre cientos ("pair-end sequencing" (Golding et al , 2000)) hasta varios

miles de pares de bases ("mate-pair sequencing"(Pev¿ner and Tang, 2001)). Si

estaslecturas se ub¡can en dos contigs distintos, podemos deducir que estos son

cont¡guos y podemos generar un "andamio" o "scaffold" entre ambos, deduciendo el

tamaño del espacio que los separa (que denominaremos gap) (ver Figura 9)
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Figura 9. Ensamble de novo ut¡lizando paired-end sequencing'
(a) Muestra la técn¡ca de secuenc¡am¡ento por paíred-end (gis) y como sobrepasa las
¡¡m¡tac¡ones en largo máx¡mo de secuenc¡arn¡ento en técn¡cas de NGS (azul) (b) Muestra la

formac¡ón de un scaffold a pañir de múlt¡ples contigs de lecturas consecut¡vas (azuÍ) y en
gis la secuencia consenso resultante incluyendo sus gaps.

Al no contar con un genoma de referencia de alta cal¡dad, las secuenciaciones de

novo pueden ser evaluadas en base a:el número de scaffolds y contigs requer¡dos

pa[a representar el genoma: la proporción de lecturas que fueron incluidas

ex¡tosamente en el ensamble;el largo abso¡uto de cont¡gs y scaffolds en pb (s¡n

incluir gaps); y la longitud de contigs y scaffolds relativa al tamaño estÍmado del

genoma (representac¡ón). La medida más util¡zada es N50, que consiste en el

scaffold o contig más pequeño sobre el cual el 50o/o del ensamble se encuentra

representado. Aunque esta medida por sí sola no siempre representa un ¡ndicador

objetivo de la calidad del ensamble (Baker, 2012).

Dadas las d¡ficultades que representa el ensamble de un genoma, se han generado

esfuerzos mund¡ales como GAGE (Genome Assembly Gold-standard

Evaluatlonsxsalzberg et al., 2012)y dnGASP (de novo Genome Assembly

Assessment ProjectxEarl et al.. 2011), Ias que determinan ind¡cadores

estandar¡zados de la calidad de los ensambles para ser considerados válido§ como

genoma de referenc¡a.



Un punto importante de considerar al momento de eleg¡r un ensamblador es que el

mejor algor¡tmo y sus parámetros óptimos vendrán determinados por las

características del genoma del organismo a evaluar. Otro punto importante es que

los mejores íesultados se obtienen al inclu¡r correcciones previas a las lecturas para

eliminar errores de secuenciamiento (Salzberg et al., 2012).Para esto se requiere

de la eliminación selectiva de secciones de acuerdo a su calidad de lectura Este

procedimiento se denomina trirnm¡ngy requ¡ere contar con las calidades individuales

de secuenciam¡ento de cada base que componen cada una de las ¡ecturas

secuenciadas.Éstas deben ser contenidas en un tamaño mínimo para facilitar su

almacenamjento; e! formato estándar que cumple con estos dos criterios es el

llamado FASTQ (Cock et al., 20'10),y consiste en una representac¡Ón de la

secuencia de amino ácidos de la lectura secuenciada como una secuencia de las

letras A, C, T y G(basado en formato FASTA (Lipman et al., 1985)),seguido por una

representación de la confianza con la que esa base fue asignada a la pos¡c¡Ón en

cuestión. Esto se denomina calidad y exislen dos escalas para calcularla, las cuales

se muestran en la Figura 10.Adic¡onalmente existen múltiples estándares de

representación de estos datos. Los estándares presentes en Ias lecturas util¡zadas

en este trabajo se resumen en la
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Figura 10. Ecuaciones para el cálculo de la calidad de secuencia
LÁ ecuaciones representan los cálculos de calídad en base a ta probab¡l¡dad de errar t¡po l1

según ios dos eslándares de calidad de secuencia.



Tab¡a l. Caracterización de ¡os estándares de calidad de secuénc¡a.

Descripción,
denominación OBF

Caracteres ASCII Escala de calidad
Rango Partida Tipo Rango

Estándar de Sanger
fa stq - sanger

solexa/lllumina<1.3
fastq - solexa

lliumina 1.3+
fastq i l fumina

33-]26

59-126

64-726

64

PHRED

Solexa

0a93

5a62

PHRED 0 a 62

Dadas las múltiples dupl¡cac¡oñes y los abundantes elementos repetit¡vos del

genoma del salmón, se requiere del uso coniunto de librerías male-pa¡r y paired-

end sequenc¡ng y secuencias Sanger,para la generación de un ensamble híbrido

eficiente. El algor¡tmo ensamblador que ha mostrado los meiores resultados fue

Celera (Levy et al., 2007; Miller et al., 2008; Myers, 2000) al que se le incorporaron

múltiples correcc¡ones por calidad espec¡flcamente desarrolladas para organismos

con alto número de duplicaciones (expuestas en ICISB por Jason Mille0.

Estos ensambles de referencia junto con lasbases de datos de elementos

repet¡tivos especificos para salmónidos (Secko et a|.,2007) e inespecíficos (Jurka

et a|.,2005), pemiten el descarte de estos elementos repetitivos del genoma de

Salmo salar. facilitando la identificación de var¡antes reales.

1.3.2 Contraste de secuencias contra genoma de reÍerencia'

Para el correcto contraste de secuenc¡as de NGS contra un genoma de referencia

es importante considerar incluir solo información real y relevante contenida en las

secuenc¡as crudas, i.e. debemos cuidar de el¡minar: las secuencias de los vecto¡es

y/o adaptadores util¡zados para Ia generac¡Ón y secuenciamiento de la librería; y

reg¡ones de baja cal¡dad que, por ende tienen probabilidades de estar

¡ncorrectamente secuenciadas. Al procedimiento de obtenc¡Ón de secuenc¡as

"limpias" a partir de sedencias "crudas" se le denomina "trimming" o recorte de

secuencias (Li and Chou, 2004). Estos procedimientos generalmente se real¡zan
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por separado con distlntas herram¡entas o líneas de código personalizadas capaces

de eliminar cada l¡po de "impureza" por separado. Por esto el centro COMAV de la

Universidad de Valencia desarrolló un p¡pel¡ne automático basado en el lénguaje

Python que junta estas herramientas estándar denominado clean-read (Blanca et

al., 201 1).

Luego de oblener la secuenc¡a limpia, para poder comparar contra un genoma de

referencia se debe encontrar la posición de esta secuencia en el genoma (mapeo) y

determ¡nar la posición de cada una de las bases de la secuencia con respecto a la

referenc¡a (al¡neam¡ento).

A lo largo de Ia historia de la bio¡nformál¡ca se han propuesto múltiples métodos de

alineamiento de secuencias. Uno de estos métodos son las llamadas tablas de

dispersión o "hashing" que fueron los primeros utilizados en alineadores de

secuencias en formato FASTA. ¡ncluídos en el paquete FASTP (Pearson and

Lipman, 1988), los cuales eran capaces de calcular alineam¡entos en menores

tiempos que algoritmos basados en programaciÓn dinámica. En esta línea el

paquete BLAST (Altschul et al., 1990), es el más ámpl¡amente utilizado Estas

herram¡entas nos proveen de veloc¡dad suf¡ciente como para alinear ESTS

produc¡dos por secuenciadores basados en electroforesis capilar' Sin embargo las

tecnologías de NGS, al proveernos de una cant¡dad de datos cons¡derablemente

mayor a gran veloeidad y bajo costo, requieren de una velocidad de al¡neamiento

mayor que no puede ser alcanzada por algoritmos como BI-AST.

Para alcanzar estas demandas se han generado sobre 25 paquetes de programas

diseñados para el mapeo y alineamiento de secuencias cortas de DNA a genomas

de referencia. Sus algor¡tmos pueden ser clasificados en 2 calegorías, los basados

en tablas de d¡spersión (hashing) y los basados en compresión por ordenamiento
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de bloques por sufijos, denominada Compresión de Burrows-Wheeler (BWT,

Burrows-Wheeler Transform) (Burrows and Wheeler, 1994). La velocidad de este

últ¡mo grupo está determinada por el número de incongruencias entre las

secuenc¡as alineadas y el genoma de referencia.Tomando en consideración que |as

lecturas provenientes de secuencias expresadas solo contendrán fragmentos

codlficantes del genoma (secuenclas exón¡cas), los al¡neadores basados BWT

seránmenos eflc¡entes en el alineamiento de estos. Es por esto que el tipo de

algoritmo de alineam¡ento a utilizar será dependiente del origen de las lecturas de

secuenc¡as, usando algoritmos basados en BWT para secuencias genÓmicas y

algoritmos basados en hashing para lecturas de expresión. Se han realizado

múltiples esfuerzos para generar un algoritmo de alineamiento universal, s¡n

embargo hasta el momento solo ha sido posible sacrificando la precisiÓn del

alineamiento (Hach et al.. 2010).

Comparaciones entre las últimas versiones de alineadores de estas dos ramas

disponibles han concluido que BWA(L¡ and Durb¡n,2009,2010) y GMAP (Wu and

Watanabe, 2005) arrojarían los me.lores resultados. BWA consta de 3 algor¡tmos

independ¡entes perm¡tiendo el al¡neam¡ento y mapeo de: secuencias genómicas de

70 o más bp (NGS sequenclng); secuencias más cortas (Óllgos de marcado); y

secuencias con "gaps" frecuentes (i.e. datos transcriptómicos, medlante hash¡ng

ssaha2). Sin embargo GMAP nos presenta con ¡a mejor alternat¡va para el mapeo

de datos transcr¡ptómicos produc¡endo el minimo de falsos positivos, sacrificando

un mínimo de velocidad(Wu and Watanabe, 2005).

Existen múltiples formatos de sal¡da para estos alineamientos. con distintas

répresentaciones dela información, generalmente cada paquele de alineamiento en

existencia define su propio forffiato de salida. Es por esto que ei proyecto de

colaborac¡ón internacional 1.000 Genomes (Siva, 2008), generó el formato genérico



38

SAM (Sequence Al¡gnment/Map) (Li et al,, 2009) con 5 objetivos pr¡nc¡pales: 1)

const¡tu¡r un formato suf¡cientemente flexible como para almacenar informac¡Ón

produc¡da po[ múltiples programas de al¡neamiento de secuencias, 2) ser

suficientemente simple como para permitir la conversión entre d¡st¡ntos formatos

pre-existentes, 3) permitir un tamaño de archivo compacto (el formato SAM puede

ser comprim¡do en código b¡nar¡o, identificándolo con la extens¡Ón BAM, Binary

Alignment Map), 4) tener bajos requerimientos de memoria volátil para Ia

computac¡ón de operaciones comunes y 5) permitir la indexación de los

alineam¡entos por posición genóm¡ca mejorando la eficiencia de visual¡zaciÓn de los

datos. Además ¡ncluye una serie de herram¡entas para su manipulac¡ón y anális¡s

denominadas SAMTools(Li et al., 2009).

Eslos archivos de alineam¡entos pueden ser analizados en búsqueda de variantes

entre las secuencias las que se almacenan en el formato genérico VCF (Variant

Call Format) (Danecek et al., 2011), también desarrollado por el proyecto 1.000

Genomes con sim¡¡ares caracterÍsticas y herram¡entas para su man¡pulac¡Ón y

análisis (VCFTools(Danecek et al., 2011)).

La mayoría de los formatos de salida util¡zados en la bioinformát¡ca son reportes en

forma de texto plano, por lo que lenguajes de programación específicos para el

análisis de este tipo de reportes, como Perl (Wall and others, 1994) y Python

(Sanner, 1999), han sido ampl¡amente utilizados. Estos lenguajes t¡enen una serie

de ventajas de las que la más importante para el desarrollo colect¡vo es su

capacidad de programar de manera modular or¡entada a objetos, haciendo posible

la reutilizac¡ón de algoritmos. lo que ha generado grandes librerías específicas para

el área de Ia b¡olog¡a, como B¡operl (Stajich et al., 2002) y Biopython (Chapman and

Chang,2000). La gran veniaja de B¡operl sobre Biopython fue su incorporac¡órl al
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proyecto genoma humano (Stein, 1996), lo que perm¡tió el .ápido crecimiento de las

librerías públicas disponibles, siendo predomjnante hasta el día de hoy.

La gran plasticidad del lenguaje Perl ha permitido su desarrollo como lenguaie de

pegado en la biología, sin embargolas tecnologÍas de NGS exigen una inmensa

capacidad de procesamiento para el anális¡s del gran número de secuencias y

allneam¡entos, hac¡endo necesar¡o un lenguaie que permita paralelizar y distribuir

de manera efic¡ente los análisis entre múlt¡ples procesadores. Con este objeto es

que se han desanollado plalaformas como Genome Analysis Tool Kit (GATK)

(McKenna et a|.,2010), que nos ofrecen un ambiente de desarrollo mult¡-plataforma

con un armazón programado en Java(Gosling and Mccilton, 1 ggs)organizando la

paralelizac¡ón de todas las herram¡entas anteriormente nombradas.

1 .3.3 ldent¡ficac¡ón de regiones dupl¡cadas del genoma.

Las zonas codif¡cantes o CDS (CDS, Cod¡ng DNA Sequences) presentes en

duplicaoonesgenómicas se caTacter¡zan por una bala conservac¡ón debido a su

redundancia funcional, m¡entras no exista conversión gánica(Ohno and others,

1970; Zhang, 2003).Por esto un método ut¡lizado para la ident¡ficación de

polimorf¡smos presentes en zonas duplicadas es la categorización de zonas

espec¡flcas, basado en su nivel de conservac¡ón(Andreassen et al., 2010).La

caracterización actual del genoma det salmón del Atlántico nos permite aplicar

múltiples criterios conocidosde manera innovadora a modo deindicadoresdel n¡vel

de conservación de las regiones del genoma.

7.3.3.7 Indicadores de conse¡tación,

Para la predicción del nivel de conse¡vaciÓn de los intervalos móviles a lo largo de

todas las regiones del genoma, nuestro algoritmo utilizó 4 criterios que se detallan a

continuación:
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1.3.3.1.1 Lq ruzón entre los densídades de polimorfísmos prese tes entre las zonos

codíJicantes y los no coclificantes tle un gert

Los extremos 5' (río arriba) y 3' (río abalo) no codif¡cantes de los genes,

denominadas UTR (UTR. UnTran§lated Reg¡ons), tienden a verse menos afectadas

por fueEas selectivas que las zonascodificantes, por lo que no solo se espera una

mayor dens¡dad de pol¡morflsmos en UTRS versus CDS, s¡no que tamb¡én se

espera que esta razón disminuya en zonas que presentan parálogos funcionales, ya

que al tener sus CDS duplicados homólogos funcionales los hace menos

esenciales, presentando una menoT conservaciÓn(Andreassen et al , 2010).

7.3.3.1.2 La stunatoria de los efe{tos delos polimorfismos sol:re la expresíón del gen'

Esto cons¡derando que una región del genoma que presenta secuenc¡as parálogas

como homólogos funcionales tendráuna menor conservación y por tanto serámás

propensa a polimorfismos con efectos más drásticos sobre su expresion y

regulac¡ón(C¡ngolani et al., 2012a, 2012b).

1.j.3.1.3 Desviacíón de la rQzón entre tronsícíones )t trunsversiones (ti:tv),

La frecuenc¡a de sust¡tuciones de una base en mamíferos se dan entre 1 x 10 e a 5

x 10 -e por nucleótido por año (Li et al., 1981; Martinez-Arias et al , 2001), y aunque

las frecuenc¡as de cada t¡po de sust¡tuclÓn son ¡ndependientes y depend¡entes de ¡a

especie en cuestión generalmente se encuentTan en ordenes de magn¡tud similares

(Collins and Jukes, 1994; K¡m et al., 2003; Smith et al., 2001) Es por esto que la

probabilidad de la generación espontánea de más de dos alelos (dos sustituciones

recurTentes en el m¡smo sitio del genoma) es muy ba.ia.

Como se nombró anteriormente, en un sistema donde las mutaciones puntuales

ocurren de manera aleatof¡a el radio de tfansiciones sobfe transversiones tiende a

0.5, dado que tenemos lamitad de poslbles transiciones (A-G y C*T =
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4posib¡l¡dades) que de transvers¡ones (A.''C, A.'T, G',-C, G.-'T = I

posibilidades)(Strachan and Read,2004).Sin embargo estas reacciones quím¡cas

no tienen las mismas probabilidades de ocurrencia(Vignal et al.. 2002; Wondii et al.,

2007), incluso cuando sort reciprocas. Por ejemplo las deaminaciones de 5'-methyl

C a urac¡lo (C-T o G ,A) son el mecanismo más común de mutac¡ón y tienen una

ocurrenc¡a mucho más alta que el caso inverso. en animales de sangre cal¡ente

(Shen et al., 1994; Wyszynsk¡ et al., 1994). Es así como en la práctica ti:tv se

encontrará sesgada de manera dependiente de cada organismo y los mecanismos

moleculares de repl¡caciónparticulares de estos que puedan favorecer la ocurrencia

de algunas de estas reacciones sobre otras (Yang and Yoder, 1999) Por ejemplo

en humanos li:tv es cercano a 2 a lo largo de todo el genoma y en zonas no

codificantes se encuentra tipicamente cerca de 3(Guo and Jamison, 2005: Zhao

and Boerwinkle,2002), mientras que en espec¡es de peces cercanos a salmón se

han obseruado ti:tv cercanos a 1(Smith et al., 2005).

La ti:tv tenderá a una proporc¡ón de equilibr¡o determinada por los sesgos

producidos por los mecanismos moleculares de replicacÍón. Por lo que esperamos

que en reg¡ones con mayor taza de ocurrencia de mutaciones aleatorias exista una

desv¡ac¡ón de éste equilibr¡o sesgado debida a¡ mayor d¡nam¡smo presente en estas

regiones.

1.3-3.1.4 Lc densidod de candídotos IVs.

Adic¡onalmente dado que las zonas parálogas presentan una ident¡dad mayor a¡

90% (Moghadam et al., 2011), los ensambles obtenidos presentan múltiples

Iecturas genóm¡c€s que dif¡eren de la referencia debido a un mapeo eróneo hacia

zonas parálogas (candidatos lvs). Es por esto que la densjdad de lvsrepresenta un

buen indicador no solo para la identiftcación de zonas presentes en ciuplicaciones
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genómicas, sino también para la determinación del estado de conservac¡ón de

estas zonas.

'l.3.3.2 ModPlos de ogra¡tocidn.

Luego de la determinación de estos ¡ndicadores para cada una de las reg¡ones del

genoma nos queda dir¡mir sobre el estado duplicado y la conservac¡ón de las

mismas, para lo que requer¡mos generar un ind¡cador unificado que nos permita

agrupar todas aquellas reg¡ones que creemos están en riesgo de lener un mayor

dinamismo afectando la conservación de los polimorfismos presentes en ellas.

La agrupac¡ón de datos o clusterizac¡ón se ha convert¡do en una herram¡enta

estadística de análisis de datos altamente utilizada dentro de la bioinformática. para

el reconoc¡miento de patrones, ia minería de datos, el anál¡sis de imágenes, entre

otros. La clusterizac¡ón cons¡ste en el proceso de asignación de uno o varios

conjuntos de elementos a un grupo llamado clúster, de modo que los objetos en el

mismo clúster sean más s¡m¡lares entre sÍ (acorde a un coniunto de criterios.

parámetros o elementos control de cada grupo obietivo), en comparación con

elementos de otros clústeres(Gath and Geva, 1989).

La clusterización consiste en un problema de opt¡mizacjón mult¡-objetivo que puede

ser alcanzada med¡ante var¡ados algoritmos. Ei algoritmo apropiado y los

parámetros a utilizar para def¡n¡r la constitución de un clúster dependen de cada

conjunto de datos, el objetivo del análisis y sus resultados esperados. En la Tabla Il

se muestran algunos modelos predictivos de clusterizaciÓn ampliamente utilizados

en b¡o¡nformática y sus características.

Los módelospredict¡vos pueden contrastar su predicc¡Ón sobre un conjunto de datos

no util¡zados durante la pred¡cción denominado conjunto de llegada, repitiencio el
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proceso pred¡ctivo hasta alcanzar un óptimo acercamiento sobre el conjunto de

Ilegada (¡.e. sin que se produzca Lrn sobre-ajuste de los datos). A estos modelos se

les denomina mélodos supervisados.

Sin embargo en los métodos supervisados la generación de una buenapreCicción

depende dela representatividad delconjunto de llegada, él queestá limitado porla

disponibilidad de datos empíricos.En caso de no contar con un buen conjunto de

llegada se puede optarpor e¡ uso de un mátodo predict¡vo no supervisado.

Para la agrupac¡ón de nuestras reg¡ones del genoma debemos integrar nuestTos

indicadores de conservación a los criterios de agrupación. Un métodocapazde

integrarcriteriosde manera plást¡ca para dir¡mir el punto de corte (Tabla ll) es el

método de clusterización por lógica difusa (Klir and Yuan, '1995),teniendo además la

capac¡dad de ser adaptable para la ¡ncorporac¡ón de nuevos criterios o

modificaciones de ¡os criterios existentes (Ross,2010).

La clusterización dura asigna a cáda dato (vector) un único clúster con un grado de

pertenencia igual a uno, asumiendo una clara separación entre clústeres. Este tipo

de aceTcamiento no es capaz de describir de buena forma sub-agrupaciones con

lím¡tes difusos entre sí.

En el caso del nivel de conservación de las regiones del genoma. los límites de

nuestros clústeres no pueden ser determinados a pr¡ori, ya que dependen de los

niveles de conservación globales del genoma (índ¡ces de conservac¡ón, ver'1.3.3.1)

y su d¡str¡buc¡ón a lo largo de éste. Por esto definiremos un set d¡fuso de valores

para cada muestra en base a las distr¡buc¡ones de los indicadores globales donde

el menor grado de conservación tendrá un grado de pertenenc¡a 1 y el menor

tendrá un grado de pertenencia 0. El sei difuso total es determ¡nado comó una

func¡ón de los conjuntas particulares de cada ¡ndicador.
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Tabla ll- Modelos estadíst¡cos predictivos para clusterización.
(Abdi and Williams, 2O10; Bwatov and Schne¡der, 2003; K¡r and Yuan, 1995).

METODO Ventajas Desventa¡as

Fuzzy Logic (FL) Lógico

Principal No-supervisado
Component
Analysis (PCA)

Support Vector Supervisado
Machine (SVM)

incorpora Criterio de
Experto (i.e. predice
basado en el
conoc¡miento actual).

Elimina la
parcial¡dad

Cons¡dera conjunto
de entrenamiento.

Considerasoloun número
lirritado de factoresque
sabemos están invoiucrados.
puede conllevar a resultados
parcial¡zados.

Los resultados de la
predicción pueden no tener
lógica.

Fa lta de datos para
entrenamiento.

1.4 Hipótesis.

Es posible estimar el estado de conservación de ventanas móv¡les a lo largo de

genomas eucariontes, agrupándolas en segmentos d¡stintlvos en base a

ind¡cadores de conservac¡ón est¡mablesutilizando lainformación de variantes de

secuencia entre reg¡ones parálogas y variantes alélicas entre múlt¡ples ¡ndividuos.

Con el objeto de clasif¡Gar todas las variantes obtenidas según el estado de

conservac¡ón del contexto genómico en el que se encuentre. Otten¡endo un

conjunto final de variantes de util¡dad para la selección genómica.

S¡endo este procedimiento de especial utilidad para especies poliplo¡des o pseudo-

poliploides donde abundan regiones de baja conservac¡Ón deb¡das a la existenc¡a

de múltiples parálogos func¡onales.

1.5 Síntesis.

El presente trabajo propone un p¡peline bioinformático optimizado para la búsqueda

de variantes tanto intra-ind¡viduo como inter-¡ndividuo, utilizando herram¡entas de

última generación: para la obtención, filtrado y caracterización de estos

polimorfismos. Ad¡c¡onalmente nos enlrega un acercam¡ento Ún¡co e ¡nnovador para

el descarte a priori de variantes no conservadas y la clasificación de las variantes
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entre regjones parálogas a partir de un conjunto de marcadores contaminados.

Todo esio programado utilizando lenguajes modulares y de cód¡go abiedó.

haciéndolo flexible y c,apaz de adaptarse a nuevos desafíos.

1.6 Ohjetivos.

1.6.1 ObjefivoGeneral:

El objetivo general del presente proyecto consiste en la generación deun pipeline

bio¡nformático para la obtenc¡ón de marcadores útiles en estudios de asociaciÓn y

selección genómica en organismos no diploides o que presenten pseudo-diploidía,

utilizando como modelo la especie Salma salar y las bases de datos con

informac¡ón parcial del genoma de lind¡v¡duo e informac¡ón parcial transcripc¡onal

de múltiples indiüduos.

Para alcanzar este objetivo es necesario cumplir con los siguientes objet¡vos

específicos.

1.6.2 Objetivos Específicos:

1.6,2.1 Determinación de variaciones Intra-individuo'

Consiste en la determ¡nación y obtenc¡ón del coniunto de var¡anles entre

secuencias genóm¡cas parálogas de un ind¡v¡duo doble haplo¡de (PSVs).

1.6.2,2 Determinación de variaciones lnter-individuo'

Consiste en la determ¡nación y obtencrón del coniunto de variantes entre las

mismas secuenc¡as genómicas entre múltlples individuos (SNPs/DlPs/N/tSVs).

Conteniendo información falsa debida a las variaciones entre secuenc¡as parálogas

del genoma (PSVS), además de variantes poco conservadas s¡n util¡dad para la

seleccion asistida para la cruza.
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1.6.2.3 Predicción de zonas duplícadas del genoma del salmón.

Delerminarun indicador unificado del nivel de conservación de múltiples ventanas

dentrodel genoma y clasificándolas acorde a éste.

1.,6.2.4 Vttlidación de zonas duplicadas predichas contrq True'SNPs empíricos,

Verificar la cons¡stencia de nuestro método pred¡ct¡vo por comparac¡ón contra un

set de SNPs validados empíricamente.

1.6.2.5 Generoción de un conjunto de True-SNPs itel genoma completo del salmón'

Conjunto de SNPS efc¡enies para su uso en selecc¡ón genómica.



2 MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES

2.1.1 Secuencias:

2,1.1.1 Relerencia:

Todos los análisis de ia presente tesis se realizaron sobreun ensamble de

secuencias extraídas de un indiv¡duo Salmo salar (salmÓn del Atlántico) hembra

doble haploide conocido como "Sally".Se utilizó el ensamble públ¡co denominado

AGKDol d¡sponible en NCBI (Davidson et al., 2010), generado por el consorcio

internac¡onal "lnternational Cooperation to Sequence the Atiantic Salmon Genome"

(ICSASG)util¡zando el ensamblador de novo"whole-genome shotgun"ABySS

(vl.2.7xsimpson et al., 2009) para las lecturas lllumina y Arachne (v3.9) (Batzoglou

et al., 2oo2)comb¡nando los cont¡gs mayores a 500bp con PCAP (Huang et al.'

2003).Este ensamble presenta un N50 de g,3Kb,longitud total de

2.43Gb;contabilizando por un 76% del genoma del salmón.

Para su pre-procesamiento se utilizaron: las bases de datos de secuencias de

elementos repetitivos específicas de salmón¡dos de cGRASP (Ng et al.' 2005)

versión l.6,disponible públicamente (http://web. uvic.calgrasp). y las bases de datos

de elementos repetitivos estándar proporcionadas por RepBase (Jurka et al ' 2005)

descargadas en Abril del 2012.

2,1.1,2 Intra-individuo;

Para la determinación de las variantes inira-individuo seutilizaron 23Smillones de

lecturas"paired-end" lllumina {141.7 28.293lecturas de tamaño de inserto de 600 bp
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y 96.683.324 lecturas de tamaño de ¡nserto de 300 bp), proven¡entes de gDNA de

músculo desally (hembra Sa/mo salar doble haploide), obtenidas por ftp a través

del ICSASG y 28 m¡llonesde secuencias Sanger públicas (28.208.160

lecturas),provenientes de Ia base de datos TraceDB de

NCBI(ftp:/fftp.ncbi.nlm.nih.gov/ pub/TraceDB), pertenec¡entes a Sally.

2,1,1.3 Inter-individua:

Para la determ¡nación de las var¡antes inter-indiv¡duo se utilizaron:495 K (495.211\

de lecturas Expressed Sequence Tags (ESTs) sin calidades, provenientesde

múltiples individuos Salmo salar, descargadas de Ia base de datos pública

dbEsT(Boguski et al., 1993), con un largo promedio de 617 bp;129 K (128.640)

desecuencias male-pairde Sa/rro sa/a/provenientes de una l¡breria Bac End

Sequence (BES) de trabajo prev¡o reallzado por Thorsen con DNA genómico de un

macho de una población Noruega (Thorsen et al., 2005), con un largo promedio de

900 bp y solicitada vÍa ftp al PhD. Willie Davidson en Simon Fraser University,

Canadá: y 143M (142.645.370) de lecturaspaired-endlllumina de largopromedio de

100 bpprovenientes de 16 ¡ndiv¡duos de criaderos chilenos,proporcionadas por la

empresa AQUAINNOVO S.A..

2,1,1,4 Predicción de estructura de genes:

Para la predicc¡ón de tas estructuras génicas se ut¡lizaron los EST anteriormente

nombrados (ver 2.1.1.3) en conjunto con lasproteínas caracterizadas de Salma

salar proven¡entes de la base de datos públ¡ca prote¡ndb de NCBI(Benson et al.,

1997; Pruitt et al., 2007).
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2.1.7.5 Volidación in sillico;

Para la validación se ut¡lizó un conjunto de 5.768 SNPS validados parc Satma

salaren una poblac¡ón noruega (29 cromosomas) (Laen et al., 2011), publicadosen la

base de datos dbSNP(Sherry et al.,2001).

2.1 .2 Hardware:

Para llevar a cabo estos anális¡s se util¡zaron: un clúster IBM de 528 nodospúbl¡cos

de 2,67 Gfiz lntel@ Xeon@ CPU X5550, 24GB de memoria por nodo públ¡co y 8TB

de almacenamiento, conectado por lnflniband ODR 100% non-blocking,

denominado "levque" pertenec¡ente al 'High Performance Comput¡ng Laboratory"

(HPCLAB) del Centro de l\4odelamiento Matemát¡co (CMl\4) de la Un¡vers¡dad de

Chile; un servidor de 16 cores de 2,9GHz lntel@ Xeon@ con 120G8 de RAM y

7,5T8 de almacenarniento denom¡nado "bio-s" pertenec¡ente a Mathomics, CMM,

Universidad de Chile; y un servidor web "espora" con 4 cores de 2,8GHz lntel@

Xeon@ y 8GB de RAM, pertenec¡ente a lvlathomics, CMM, Universidad de Chile.

2.1.3 Software:

Para el desanollo del protocolo se el¡g¡eron las herramientas y formatos según los

criter¡os enumerados en la Tabla lll.

2.1.4 Financiamiento:

EI proyecto fue financiado por el Programa Fondo de lnvestigación Avanzado en

Áreas Prioritarias (FONDAP), la empresa AQUAINNOVOS.A., el Programa de Tes¡s

de Postgrado en la lndustria CONICYT 201'1 y el Centro de RegulaciÓn GenÓm¡ca

(CRG) de Ia Universidad de Chile.



Tabla lll. Herramientas y formatos utilizados para el desarrollo del protocolo suger¡do.
Las harram¡entas esfár'?dar so/r referenciadas en la sección métodos(Blanca et al., 2011: C¡ngolan¡ et al., 2012a, 2A12b; Danecek et al., 2011: Dean
and GhemawaL 2008; lhaka and Gentleman, 1996, Lam et al., 2O12; Langmead and Salzberg. 2012; Li and Durbín, 2OO9; L¡ et al. 2009; McKenna et
al., 2A1A: Schwab et a|.,200A, et al : Stallman and McGrath, 1988: Wu and

recode y

BWA

GMAP]II

Ploñrd Tool§
GATKlO

sn pEf"" o

adaptádores y vectores; recortado de regiohBs de baja comploj¡dad o
baja sáljdad; y fftrado de secuencias de largo ¡nsuf¡ciente.
Alineamiento y mapeo de lecturas NGS con baja d¡vergencia a
refefenc¡as de genoma completo.
Usa Bürrows-Wheeler transform (BWT) '.
lvlapoo y alineamiento de lecturas hanscriplómicas a un genoma de

Usa un algoritmo basada en hashing.

Heftamientas Javapara Ia ffranipulación de árch¡vos sAi!¡lBAMr.
Marco de red para programación estruclurada d¡señado para facrl¡tar e"l

deEarlollo dé hoÍamiertas de anáfts¡s robustás y €frcientes para NG§ ',

usando MapReduce6.
Programa computacional para la rápida detenninación, anotac¡ón,
clasificación y categorización delos éfectos de variantessobrela

' , 11

[¡ultithreading .Flexrbl€. ptlede interpret¿r locturas Sanger. r
SOL|D .Gran rncremento en eraclrtud para BWA ¿nd GMAP

and Watanabé

54, lll!mina and
mappingll.

Flexible, puede mapear loctuIas cortas lllum¡na de 100 b ásí como lecturas
largas de 70 b a 1 Mb. Actualizado.

Menor consumo de memotia (lectura direcra)'D.Aumerta mapeo y predicc¡óh de
exones '.Menor número de falsos positivos a mayor velocidad '.Mejorprecrsion
parA lecturas de gran lolgitud '".Generación de una estructura génrca
f ello.Toleranto a sNPslo.
Conrbintlas encabezados do múltiples archivo§.
DÉsigñacíón de variant€§ de mayor especificidad s¡n sacriñcar sonsibilidadls.

Permite fusional y comparar variantes. Mejora los 6riter¡os de se16cc ón de
variantes.

VCFl'

de secuenc¡a para el
de alineamientos de lecturas contta una refelencia.

Formato oenéricopara el almacenamiento de polimorfsmos de DNA,

Formato compacto, (BAM), ,de
accesopáradetenDinación de variantes'. Sopartalecturas NGS largas (< 128
Mbp)o
Formato compacl, rápida obtención de datos (a través de indexación) puede
acotar el análisis a ranqos de datos determinaoos' .

Formato
rangos de datos determinados12

.Lenguaje de más

Portabilidad, efcie¡cia de computo, mejor n]aneio de memoria y alcance2

uor¡o SNPs. DlPs yvariantes estructutales. Almacena la posrcidn en
coniunto con abundantes anotac¡ones

internacional

RI

parael desar rollo de Ibrorfas modulares en lenguaje Perl para la
adrrnistración y manipulacrón de inlormación de las ciencias biológicas'.
Lenguaje para elanálisis y grálico de datos'.
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F¡gura '11. Pipeline estándar del Kit de búsqueda y caracteriz¿ción de SNPs SNP-§ACK"
El pipel¡neestácampueslo por 4procesos princ¡pales(lnput Dala). Entrada de datos mín¡mos, requ¡ere un genoma de referenc¡a y secuenclas de
múltiples indiv¡duos; (Preprocess¡ng): lnvolucrc el tr¡mm¡ng, descañe y enmascaramtento, defragnentos s¡n ul¡l¡dad y secuenc¡asdel conjunlo ¡nic¡al

fSNPs §earchJr Búsqueda de variantes entre parálogos (lvs) y entre múltiples ¡nd¡v¡duas (M/Vs). (SNPS Characteization): Predicción de
reg¡ones'dupI¡cadas" basadoe,r "¡nd¡cadoresconseNación".

51



2,2 METODOS,

Para Ia obtencjón y validación del conjunto de marcadores segregantes

conservados del genoma dei salmón del Atlántico se propone el protocolo mostrado

en el diagrama de laFigura 11 .

Los scripts utilizados por el protocolo fueron programados en Perl (B¡oPerl). Bash o

R y el protocolo completo fue llevado a un scr¡pt automatizado programado

utilizando Perl.

Las herram¡entas y paquetes ¡nformáticos existentes que se utilizaron y sus criterios

de elección se espec¡fican en la Tabla lll.

2.2.1 Pre-procesamiento del ensamble.

Se descartó el conjunto de elementos repetitivos predichos en el genoma del

salmón mediante la herram¡enla RepeatMasker (Smit et al., 2004: Tarailo-Graovac

and Chen, 2009), utilizando las bases de datos de elementos repetit¡vos especíticas

de sa¡mónidos (Ng et al., 2005) y las proporcionadas por RepBase (Jurka et al.,

2005).

Se pre-filtraron los contigs de largo menor a'l Kb, para evitar contigs que

contengan errores de ensamble(Huang et al., 2011).

2.2"2 Obtención de Variaciones.

Todas las lecturas utilizadas para la obtención de variaciones fueron pre-filtradas y

recortadas utilizando el pipeline automatizado clean_reads desarrollado por

COMAV Bioinformat¡cs (Blanca et al., 2011), eliminando regiones de baja calidad,

adaptadores de seclrenciamiento, vectcres de las librerías y zonas de baja

complejidad (Tabla ¡ll), y luego exciuyendo las lecluras de largo insuficiente en pb

(< 100 bp).



2,2,2.1 Mapeo de lecturas Intra.indíviduo.

Para detectar la presenc¡a de polimorfismos en los contigs de nuestro ensamble, se

mapearon:el conjunto de l3millonesde secuencias genómicas Sanger y 32 millones

de secuencias genómicas llluminaprovenientes de librerías públ¡cas util¡zando BWA

(Li and Durbin, 2009, 2010). Los resultacios se almacenaron en formato de

secuencia de mapeo/alineamlento b¡nario (B¡nary Sequence Al¡gnmenuMap, BAM)

(Li et al., 2009).

2,2,2,2 Mapeo de ler:turos htter-individao.

Laslecturasprovenientes de EST se mapearon uttlizando GMAP (Wu and Nacu,

2010; Wu and Watanabe, 2005). Las lecturas provenientés de DNA genómico (BES

e lllumina), se mapearonmed ante BWA(Li and Durb¡n, 2009. 2010). Los resultados

se filtraron por cobertura (DlPs) e ¡dentidad (SNPs) mayor al 98% evitando zonas

de baja calidad caracterizadas por una alta densidad de variaciones, los resultados

se almacenaron en formato BAM(Li el al., 2009).

2,2,2,3 Filtrado de variantes.

Los pol¡morfismos candidatos intra-¡ndividuo (lvs) e ¡nterindividuo (MlVs) fueron

predichos y filtrados ut¡lizando la su¡te GATK (McKenna et al., 2010), utilizando el

filtro de tipo "base alignment qual¡ty' (BAO) (Li, 2011). y los resultados fueron

almacenados en formato Variant Call Format (VCF), de 1000 Genomes Project

(Danecek et al., 2011). F¡nalmente las variantes restantes fueron refiltradas según

los criterios enumerados en laTabla lV.Se utlizaron 2 f¡ltros innovadores específicos

para lvs, considerando que el número máximo de parálogos posibles es de 2

elevado al número de WGDR sufridos por la especie y un último filtro para exciuir

regiones donde se encontraron MNP en lvs desde el conjunto de MlVs obtenidos,

ev¡tando variantes deb,das a errores de mapeo.
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Tabla lV. Criterios de filtrado de var¡antes.
Criteños de descañepara la exclusíón de varíantes na ut¡lizables previo a la determinación
cle los índíces de canservación.

Objetivo

Ounl > 1n

Depth > 4

¡1rE
Var > l-l

\2)

Vat > 0,7 o/o

MrqQúat > 10

A 10 bp min. de gap

A 10 bp min. de poli-4.

MNP

ño alelos 32
No qlelos <2e

Aplica

Apl¡ca

Aplica

NA

Aplica

Aplica

Apl¡ca

Apl¡ca

NA

Applica

NA

Aplica

Aplica

Aplica

Aplica

NA

Aplica

NA

Aplica

Ap¡ica

lncrementarla confanzaen
lasdesignaciones de variantes.

Desc¿nedeer ror es de secLrenciamiento

Descarte de errores de secuenciamiento.

Descarte de variantes inservibles para el
genot¡pado.

Descarte de erroaes de mapeo.

Descafie de errores de ensamble.

Descarte de earores de secuenc¡amiento.

Descarie de errores de mapeo

Descarte de SNPs talsos.

Descarte de lvs falsos.

2.2.3 Predicción de estructuÍas génicas.

Las estruciuras gén¡cas se predüeron utilizando los resultados del mapeo de las

secuencias ESTs y proteínaspúbl¡cas de Sa/mo sa/al,contra el ensamble de

referencia utilizado (AGDK01), med¡ante un acercamiento ab in¡t¡o(Di Genova et al.,

201 1).

2.2.4 Cluster¡zac¡ón.

Mediante el paguete bioinformát¡co SnpEff (Cingolani el a1., 2012a, 201 2b) (incluído

en GATK)se calculó el efecto de las variantes polimórficas, a partir de las

estructuras génicas predichas y los conjuntos de var¡antes(incluyendo tanto

variantes lnter como lntra-ind¡viduo). Adic¡onalmente se obtuvo un arch¡vo

resumende la organización de las estructuras génicas del genoma.

Al Pipeline junto con el conjunto de scr¡pts tlt¡l¡zados y desarrollados para la

clusterización y filtrado de variantes según su n¡vel de conservac¡ón se le denominó
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SNP Search and Characterization Klt (SNP,SACK).Los ind¡cadores de conse¡vac¡ón

fiabla V) de los genes predrchos e ¡ntervalos de ventanas móv¡les a lo largo del

genoma, se calcularon mediante la cruza del archivo resumen de las estructuras

génicas del genoma y los conjuntos de variantes;ésto util¡zando un script

llamadoeffjoin.pl (SNP-SACK -clust). Los tamaños mínimo y máx¡mo del ¡ntervalo

se calcularon en base al N75 y máximo de la dlstribuc¡ón de tamaño de los genes

pred ichos.

Los archivos de salida producidos son:

1) Un archivo único en formato VCF (Danecek efa|.,2011) que ¡ncltrye las vaiantes

producto del cruce enlre Ios candidatos IVs y los cand¡datos MIVS.

2) Una lista de las estructuras gén¡cas predichas y sus tamaños eind¡ces de

conservación correspondientes.

3) Una l¡sta de los intervalos generados y sus índices de conservación asociados.

Estos resultados son luego procesados por un script desarrollado enlenguaie R

(lhaka and Gentleman, 1996), llamadotab.R (SNP-SACK), el cual realiza un anál¡sis

pred¡ctivo en tres pasos:

1) Determinacióndel umbral de corte para los set difusos de las estructuras

génicas, util¡zando Ios índices mín¡mos del conjunto resultante. Determinado

como el vertice de la distribución as¡ntóticá de set difuzos unificados para las

estTUcturas gén¡cas utllizadas.
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tlt¡nif = tlef f . ¡iF*i . t rr",",o, .t\r,..r"-"-r"l
óV drüTR

lli: (p,, - ¡r,,-r)N = 1

Figura 12. Ecuaciones del set difuso unificado y determinación del punto de corte (th).
Se concentró paru ambos cñteios apl¡cables a todo el rango, El fh se determ¡nó como e¡
véft¡ce de la d¡stribuc¡ón as¡ntótica del h¡stograma de las sefs d/usos.

2) Determinac¡ón de la función predictÍva del set difuso a part¡r de Ios 2 indices

de conservación aplicables al genoma completo (ver Tabla V); 3) cruza y

descartede marcadores candidatospresentes en intervalos con una

distribución deindicespor debajo del umbral (th) ca¡culado.

{,' = .lrla,^ ' Jp¡t-"--t, ra

t-tL)ii¡=tt'lf(tt')

Figura 13. Ecuaciones del sub set difuso y determinac¡ón del rango difuso un¡ficado.
El sub set d¡fuso se determ¡na ut¡lizando ambas cr¡teios aplicables concentrados. El rango
de citeríos d¡fusos un¡ficados pos¡bl6s se determ¡na como func¡ón del sub set d¡fusa

Los indicadores de conservación aplicables a los intervalos de ventanas móviles

(Tabla V) fueron diluidos en el cálculo del conjunto difuso de las estructuras génicas

con el objetivo de mejorar la sensib¡lidad de nuestra pred¡cción. Se util¡zó un cr¡terio

de corte para el rango difuso de una pertenencia equivalente al 0,75 para mejorar la

especificidad de nuestro método.



57

Rango difuso
(0.75 de pertenercia)

Figu.a 14. Representación gráfica de una distribución de sets difuzos en un conjunto
de observac¡ones,
a) Una distribución del set difuso marcardo el punto de corte (th) obtenido según la
ecuación anterior. b) Gráfico logarítm;co representativo del rango difuso unificado
(verde)estimadoen función de un sub set difuso (azul), generando un rango difuso. En
nueslro caso se determinó un 0,75 de pertenencia como criterio de corte para el rango
d¡fuso.

Los resultados finalesfueron ¡nspecc¡onados visualmente e 1,,? sl//ico,según criterios

de l¡teratura (1 variante cada 650pbxMoen et al., 2008).

Tabla V. ,ndicadores de conservación utilizados como criterios de corte.
fAndreassen ef al., 2010; Cíngolan¡ et al., 2012b, 2012b; Fredman et al., 2OO4; Strachan and
Read,2004).

¿JVs7

6V ot'txot¡3
6Vat'urq

Densidaddecandidatos PSvs,(vlSVs por longitud de secuencia en bases.

Densidad de vadaciones predichas acumuladas iotales de tegiones exónicas (de

mayor conservac¡ón) sobreregiones no-expresadas (de menor conservación).

ItL:tu,* ti: tvrl2 Taza de transiciones sobre transve.sionesdelos SNPS candidatos.

reBión le¿iorl

2.2.5 Validación ¡n silt¡co.

Los resultados se validaron ut¡lizando

caracter¡zados y validados proven¡entes de

201 1), publicados en NCBI.

un con¡unto de marcadores(5.768)

ESTS y genes asociados (Lien et al.,

Los marcadores se mapearon utilizando MegaBLAST(Zhang et al., 2000) y fueron

f¡ltrados por ¡dentidad mayor al 980/o.



3 RESULTADOS

En esta sección se resumen los resultados obtenidos al apl¡car el pipeline

bioinformático propuesto y desarrollado en esta lesis (SNP-SACK) que se muestra

en la Figura 1 1 y cuya metodologia sedescribe en la secc.ón 2.2.

3.1 Pre-procesamiento del ensamble.

Luego de la obtenc¡ón del ensamble del genoma de Sa/mo sa/a/Sally AGKDO1, y

prevlo a su uso como genoma de referenc¡a se procesó para la búsqueda de

elementos repet¡tivos (ER), con Io que se predijeron 4,12 M de ERcon un largo total

de 1,36 Mb, enmascarando un 59 0/o del ensamble utilizado. La distribución de estos

ER a lo largo del ensamble se grafica en la Figura 15.
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F¡gura 15. Distribución de ¡argos de elementos repetitivos con respecto a los largos
de los cont¡gs.
La figura ¡nuestra una tendenc¡a líneal en la relac¡ón de largo de e{ementos repel¡tivos
presentes én un cantig y la long¡tud de este
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Con el objeto de mejorar la calidad del genoma de referencia a ut¡l¡zar med¡ante el

€iescártede contigsfonnados por errores de ensamble se filtraron los contigsde

largos menores a 1 Kb obteniendo un largo total remanente de 2,04 Mb

(contab¡lizando para una representatividad del -67o/a del genoma del salmón del

Atlántico). Io que fue utilizado como genoma de referencia para la obtención de

marcadores candldatos en Salmo salar.

3.2 Obtención de marcadores candidatos.

Prev¡o a la obtención de variantes tanto inter como intra-individuo se realizó un

recorte o "trimming" de las lecturas. Los ajustes y configuracióndel programa

clean_read de ngs_backbone pipeline(Blanca et a¡.. 2011)se adecuaron al or¡gen de

las lecturas, como se especifica en los manuales y opciones de ayuda del paquete.

Luego de Ia l¡mpieza de las lecturas se procedió al mapeo de lecturas depend¡endo

de su origen como se especifica en mater¡ales y métodos (ver 2.2.2).

En Ia Tabla Vl se resumen la tecnología de secuenciam¡ento utilizada para la

obtención o tipo de base de datos de las lecturas utilizadas, su naturaleza, la fuente

desde la que se obtuvo la secuencia, las fechas de descarga de las secuencias

públicas y el número total de lecturas ¡n¡ciales obten¡das. Adic¡onalmente se

resumen los resultados obten¡dos (i.e. porcentaje de lecturas remanentes):luegodel

trimming mediante "clean_read" y flltrado de lecturas de largo insuficrente; y el

mapeo mediante BWA o GMAP contra el genoma de referenc¡a de cada conjunto

de lecturas utilizado.

Los mapeos de múlt¡ples ind¡v¡duos fueron filtrados para una cobeñurae

ident¡dadmayor al 98% eliminando posibles mapeos erróneos. Para los mapeos de

las lecturas provenientes de "Sally" (lntra-individuo) se liltraron los me.iores
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loalineamientos, tomando en cuenta el máxmo de regiones parálogas posibles

dado el número de rondas de duplicación sufridas por la fam¡lia de los salmónidos.

Tabla Vl. Resumen de filtrado y álineam¡entos obten¡dos para los conjuntos de
lecturas util¡zadas,
Los porcentajes de lecturas f¡Ítradas y mapeadas se calcularon con respecto al númera de
lectuns ¡níc¡ales ut¡lízadas La cobeftura se calculó considerando el tamaño estímado del
genorna cgm.pgls 99salnón del Atlánt¡c
Obtencio¡ de ORGEN FUENTE FECHA Lecturás Lectu¡as Lecturas coberturasecuenctas tn¡ctates tftú¿xtag m¿peaoas

.¡ I Et<iNlJ
ESf db
Sanger mape-
pai
lilum na
Paire.!end

0,1 1X

0,07x

12.3.1X

EST
gDNA
BES

gDNA

NCB ESTdb 04t26t12
{Tho¡se¡ et al.,
2005)

495.211 99,81% 97,230/r

128.640 95,54% 76,24Yo

142.645.370 99,36% 62,380/,

lllumina
Pa red-end
(sary)

]CSASG

TraceDB

238.411.617

- 28.208.160

gDNA
97 ,90'/a 95,00% 19,97X

9'1

Protern db

SNP db AI

----------Él!é!2:!9!
Mt26t12 24.423proterndb

Salñrondb/NCBI
snpdb 04126/12 88.932

76.23%

91 ,440/.

A partir de los arch¡vos BAM (Li et al., 2oog)obtenidos por mapeo de laslecturas

enumeradas en la Tabla Vl, se proced¡ó a la determinación de variantes entre las

secuencias,obten¡endo archivos en formato VCF que luego fueron filirados

apllcando los criter¡os enumerados en la Tabla lV. Se obtuvieron 35.038

maTcadores candidatos a partir de múltiples ind¡viduos (MlVs), de los cuales 3.340

fueron DlPsy 4.857.584PSVS/MSVS cand¡datos provenientes del mapeo de

secuencias de Sally (lvs).

3.3 Predicción de estructuras génicas.

Al usar un pred¡ctor ab ¡n¡t¡o eñ conjunto con herram¡entas estándar de predicción

de estructuras génicas se obtuv¡eron 24.062 genes cand¡datos de los cuales: 7.869

constituyen genes cánd¡datos completos (i.e- comprendiendo desde 5'-UTR hasta

3'-UTR); 8.162 son genes cand¡datos parc¡ales desde 5'-UTR; 3.792 son genes

cand¡datos parciales desde 3'-UTR: y 4.239 genes candidatos parc¡ales internos.
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3.4 Caracterización de polimorfismos.

Consecutivameñte los conjuntos de polimorfismos cand¡datos obtenidos en 3.2,

fueron caracterizados como se especifica en 2.2.4med¡ante las estructuras génicas

predichas por nuestro laboratorio, determinando la distribuc¡ón relativa de estos

marc¿dóres y sus efectos sobre la expres¡ón y regulacrón de la expresión en el

genoma.

a)

b)

F¡gura l6.Efecto de las dupl¡caciones en la dens¡dad de marcadores.
Dos hístogramas representat¡vos de las frecuenc¡as de MlVs a lo laryo del cont¡q. a)
Muestra u¡ canr¡g regu¡ar con densidades esperadas según propuesto pot Hayes (' 1 SNP
cada 65óbp). b) Un contigmostrurdo sobre I SIVP cada 50 bp (Hayes and Goddard, 2O1O),

causada probablemente por errores de mapeo debído a reg¡ones dupl¡cadas

El archivo resumen obten¡do del anál¡sis de los candÍdatos por SnpEff muestra

regiones del genoma con histogramas dedensidades de marcadores que se alejan

de lo esperado en salmónidos (una var¡ante cada 650 pb, Figura 16a ), y se

asemeian a !o proyectadopara regiones genómicas que presentan parálogos (una

variante cada 50 pb, Figura 'l6b) (Hayes et al., 2001).

,cc¿,)- ^A
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3.5 Clusterización.

Luego de la caracterización de los polimorfismos se procedió al cálculode los

índices de conservación para los genes cand¡datos,enumerados en la Tabla V, y el

set difuso resultante de la d¡stribuciÓn de estos cuatro, acorde a lo descrito en la

sección 2.2.4 dei presente trabajo de tesis (diluyendo los sets difusos de t¡:tv y

álvs).Todo lo anter¡or ut¡l¡zando scripts prop¡os desarrollados en R (tab.R de SNP-

SACK). Luégo se recalcularon los sets difusos para los genes candidatos ut¡lizando

solo los ¡nd¡cadores diluidos, calculando la diferencia entre ambos sets con lo que

se obtuvo la correlación representada en laFigura '17.
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Figura l T.Correlac¡ón entre set d¡fuso total y de ¡ntervalo, en regiones codif¡cantes.
p total representa el set d¡fuso calculado util¡zando los 4 ¡ndicadores de conservac¡ón para
cada reg¡ón cod¡f¡cante predicha. p' rcpresenta el set difuso de las mismas reg¡ones
codif¡cantes catculado a partír de los 2 ¡nd¡cadores de conseNac¡ón apl¡cables a todo
inte^/alo de vantana a lo largo del genoma La correlación (0,968) muestra tendencia a la
lineat¡daden todo el rango par debaja de un va¡or de d¡fus¡dad del 4044.

En la figura anterior se observa el ajuste a una func¡ón lineal de la correlación entre

el set difuso total (calculado a pa¡tir de los 4 indicadores, verTabla \4 y su d¡stanc¡a

al set difuso apl¡cable a los intervalos de ventanas móv¡les (calculado a partir de los

2 indicadores apl¡cables, verTabla V). La lunción de esta recta nos permite acolar el

rango de valores posibles para los sets d¡fusos de los intervalos de ventanas
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móviles, acorde con los valores de los 2 indicadores apl¡cables a estos (ti:tv y

Civs).Podemos estimar un valor de corte para la clusterización conespondiente al

vértice de la $áfica as¡ntótica de la distribución de los valores de los sets d¡fusos

para los genes pred¡chos. La media de la distribución de sets difusos obtenida fue

de 0.9314.

Tomando en considerac¡ón estos valores se generaron rangos de sets difusos

posibles para cada intervalo de ventana. Con esto se generó una cluster¡zac¡ón de

intervalos de ventana donde se identificaron 3 grupos difusos: 1) de alta

conservación o "blancos' 2) de moderada conservac¡ón o "gr¡ses" (rango d¡fuso) 3)

y de escaza conservación o "negros". Los rangos negros fueron excluidos y los

raflgos "grises" fueron exclu¡dos cons¡derando un rango de pertenencia del 0,75.4

través de este procedimiento y a partir del conjunto original de 31.698SNPS, 3.340

DlPs y 4.857.5841vs,se obtuvo un conjunto de 29.701 SNPS y 2.973 DlPs en

regiones de alla conservación (6,30% y '10,99% descartados respectivamente, 6 75

o/o total); mientras que el 36,75 o/o de los lvs fueron descartados. La distribución y

efeclos del conjunto final de Variantes se muestran en la Figura 18.



64

Nufirb€t- of effects by impact

\"unrher of effects J1_y lunctional class

Number changes lly §'pe

\l:.r!¡ii:. !iiÉlrl ¡ ¡lir,: 1r!)l.ili

CODON 
'HA¡¡GE 

PLUS COOON.DELEiIOñ
cocoN CHAN6E PLUS COOO\ |ñSERfION

§ooora_oEtEflolr
Ct OOt{,lt§EBnq!¡
DO*¡t6ÍREA¡
FRA"E_S}¡FT
ffrEigÉltc
¡t¡TFto¡t

r@t{_sYNoltlYuq,u§_cocn{G
sPuc€_sm_AccÉPToR
§PUCE_S|TE_DCI¡|OR
sfr8f_q§xEa

SPL CE SifE ACCEPTOR

SPLICE S¡fE OONOR

UTR-],PRIME

Figura '18. SNPS f¡nales y sus efectos portipo y regién.
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b)

Figura lg.Correcc¡ón de la dens¡dad de marcadores en zonas dupl¡cadas por SNP-
SACK.
Dos ¡risfogramas representat¡vosde la frecuenc¡a de vatiac¡ones segrÚn su distríbuc¡ón a ¡o

largo del m¡smo cantíg antes y después de la apl¡cac¡ón de SNP-SACK. a) Representa un
cont¡gcon reg¡ones de alta dens¡dad de vaiantes (sobre 1 SNP cada 5A bd, d¡stribu¡das de
manera irregular. b) Representa el misrno contig luego del tratarn¡enta de esre co, SNP-
SACK donde se el¡m¡naron los marcadores de menor conservación deiando un marcador
altamente conseNado para su uso en selecc¡ón genóm¡ca.

La Figura 19 nos muestra dos histogramas de densidades de var¡antes a lo largo de

un contig, antes (Figura 19a) y despuás (F¡gura 19b) del filtrado con SNP-SACK.

La Figura 19a muestra densidades cercanas a 1 SNP cada 50 bp, predichas para

zonas duplicadas en salmón(Hayes and Goddard, 2010),m¡entras que en la Figura

1gbse observa una clara reducción luego del filtrado mediante SNP-SACK.

Las 30 K variantes obten¡das marcan ef¡c¡entemente para uñ 22,23 % del total del

ensamble {627 Mb).

CñerEes hl6lo0r.m: scí10202t 051 36tX)

a)

$
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3.6 Validación in silico.

Del conjunto original de 5.768 marcadores públicos (Lien ét al., 2011), obtenidos

desde dbSNP (Sherry et al., 2001) de NCBI, el 65,250/o mapearon a nuestro

genoma de referenc¡a con alta ¡dent¡dad (sobre el 98o/o\.2.984 SNPS, 70'1 MSV-3S y

67 MSV-5S.

De las variantes públicas mapeadas:96,05% de los SNPs,86,16% de los NtISV-3s y

83,58% de los MSV-ssse ubicaron en regiones de "alta conseruación" segÚn

nuestro método predictivo, ev¡denciando la especif¡cidad del método.

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

l600

tlo TToSNP

Figura 20. Distribuc¡ón de sets difusos est¡mados para el conjunto de True-SNPs.
La distribuc¡ón delamuestra se a|usta a una cuNa logaritm¡ca con asíntota cerca del 4%o,

co¡nc¡dente con el valor de threshoíd (lh) est¡mado medíante lóg¡ca difusa (0,09313).

La f¡gura anterior muestra una distribuc¡ón logarítmica para ambos índices de

conservación en las regiones que presentan SNPs validados, encontrándose
alrededor del 5% de la distr¡buc¡ón.
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Luego se procedió a determ¡nar las cruzas entre los conjuntos de variantes
obtenidas y las variantes validadas.

Tabla Vll. lntersecciónes entre los datos validados y los conjuntos de variantes
obtenidas en cada paso caracter¡zado oor su

14,27 %

En la Tabla anter;or se observa, como es de esperar que los métodos clásicos se

¡ncl¡nen a encontrar MSV-5S con una mayor probabilidad que MSV-3s y ambos a su

vez con una mayor probabilidad que un SNP. Esto considerando que los MSVS

pueden ser encontrados entre lecturas de un mismo ¡ndiv¡duo o entre lecturas de

múltiples indiüduos de regiones genómicas dist¡nlas pero parálogas entre sí.

Los porcentajes de variantes val¡dadas presentes en el conjunto de MlVs son

sim¡lares a las variantes validadas presentes en el conjunto de lvs determinadas

descartando en base a la densidad de lvs, tanto para SNPS como MSVS. Luego de

aplicado SNP-SACK se observa una inversión en estos porcentajes.

Esta validación nos permite verif¡car la potencia de nuestro método pred¡ct¡vo en la

discriminac¡ón de variantes conseryadas con respecto a metodologías clásicas de

búsqueda de var¡antes.

ElVs

SlrPs Cofiserva.¡rs /S^/P-SACX)

3,28 Va

1 ,34 0k



4 DISCUSIÓN

4.1 Pre-procesamiento del ensa¡nble.

La correlación lineal entre la longitud de RE y longitud de contigs observada en

laF¡gura lsdemueslra una d¡str¡buc¡ón relat¡vamente homogénea de RE a lo largo

del ensamble utilizado, Io que indica que este parámetro no sería Út¡l para generar

discrim¡nac¡ones a lo largo del ensamble(Belle et al., 2005). La abundancia de

elementos repetitivos (59% de nuestra Teferencia), l¡mita sustancialmente la

búsqueda eficiente de marcadores en Sa/,r?o sa/a(Treangen and Salzberg,2011),

sin embargo la d¡stribución homogénea de estos elementosmejora la posibilidad de

obtenc¡ón de un panel de marcadores con el nivel de dens¡dad homogénea

requer¡da para ún estudio de selección genómica (1 c/ 60 Kb)(Hayes, 2007).

El ensamblepúblico util¡zado, a pesar de tener solo un 89 % de contigs mayores a 1

Kb(Dav¡dson et al., 2010), estos t¡enen una representac¡óndel 67%sobre el largo del

genoma total est¡mado para Salmo salar (3.2Gb), traducióndose en una dism¡nuc¡ón

de tan soio un 15 o/o en la representatividad con respecto al ensamble Íotal (2,4

Mb).Esto genera una nueva limitante en el número de marcadores posibles de

obtener.

4.2 Obtención de marcadores candidatos.

En la Tabla Vlpodemos observar un menor porcentaje de mapeos de las lecturas

pertenecientes a los 16 individuos chilenos, respecto a las lecturas de individuos

noruegos \6?'A vs 72ok), a pesar que estos últ¡mos presenlanuna cobertura 176

veces menor. Tomando en consideración que SaUy es un individuo de una
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pob¡ación noruega es posible plantear la hipótesis de que las d¡ferencias en mapeo

se deban a las variaciones entre las cepás presentes en ambas

poblaciones(Lubieniecki et al.. 2010\: no obstante cabe considerar que estos

resultados son sens¡bles a la tecnologla de secuenciac¡ón util¡zada la que dif¡ere

entre ambas muestras(Metzker, 2010).

Del total de secuencias de múltiples indiv¡duos,sólo un 48,424/o fueron mapeadas a

una región única del ensamb¡e, ind¡cando que un gran porcentaje podria

encontrarseen regiones que presentan parálogos con alta ¡dent¡dad(Moghadam et

al., 2011) y elementos repet¡tivos que componen cerca del 60 % de nuestro genoma

de referencia (de Boer et al., 2007i Kido et al.. 1994).

La densidad de candidatos MlVs in¡c¡al obtenida (1 c/ 92 Kb), es insuficiente para

generar un conjunlo de marcadores para selección genóm¡ca(Hayes, 2007),

haciendo necesario un aumento en la coberturautilizada para ia búsqueda de MlVs

(12,48X de cobertura). La cantidad de marcadores necesarios para selección

genóm¡ca se estiman alrededor de 1 ci 60 Kb (Hayes, 2007). Lo que hace necesario

un conjuntomín¡mo de alrededor de 60 K marcadores equid¡stantes para la

generación de un SNP-Chip con la densidad aprop¡ada para la selección ef¡c¡ente

de caracteres de importancia económ¡ca mediante selección genómica. El conjunto

de 30 K SNPs obtenido puede aportar con un primer acercamiento compuesto por -

14 K SNPS equidistantes que pueden ser seleccionados luego de un primer

genotipado poblacional.

Los candidatos lvs obtenidos representan aproximadamente un 95 % de los

PSVS/MSVS estimados por Hayes presentes en e¡ genoma del salmón (-5

IvlxHayes et al., 2007). Esto tomando en consideración que solo se utilizó un

ensamble con un 670lo de represeniación del genoma de los salmónidos;lo anterior
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se puede explicar por ia presencia de otros tipos de variantes dentro del conlunto

de IVs, generadas por errores de ensamble entre las secuencias de Sally por las

dif¡cultades de ensamble ya menc¡onadas (Davidson et al., 2010). Esto aún no es

suficiente para explicar la alta presencia de lVs a pesar de la exclusión del 59olo de

la referencia debido a RE, Io que nos lleva a pensar que existiría una var¡abilidad

mayor enlre algunas de estas secuencias parálogas que la proyectada por

Hayes(Hayes, 2007).

4.3 Predicción de estructuras génicas

Las estructuras génicas predichas contabilizan para un 80% de los genes

est¡mados por Unicene en salmón del Atlántico(Pont¡us et al.,2003).Sin embargo

se cuenta solo con un 46% de los UTR totales que géneran que soloun 33 % de los

genes predichos estén completos.La falta de secuencias no codificantes puede

influ¡r en el cálculo de los ¡nd¡cadores de conservación que toman en cuenta estas

zonas (i.e. brr*at¡¡¡1¡ loYar¡y¡,). No obstante estas estructuras gén¡cas nos perm¡ten

tener una estadística representativa de los índices de conservación a lo largo de las

secuenc¡as cod¡ficantes asociadas a los genes del salmón.

4.4 Caracterización de los polimoffismos.

El archivo resumen de la caracterización de ltillVs por SnpEff, mostró zonas con

claros ¡ndic¡os de dupl¡cac¡ón, como una aumentada densidad de

marcadores(Hayes et al., 2007) (Figura 16). No obstante un descarte de var¡antes

basado solo en Ia dens¡dad de marcadores, produc¡ría un enmascaram¡ento de

grandes regiones del genoma, haciendo el conjunto fina¡ de marcadores obtenido

por una metodologÍa de esta naturaleza ¡nviable para un estudio de selección

genóm¡ca, el cual requ¡ere de una distribución relalivamente homogénea de

marcádores a lo lárgo del genoma(Hayes, 2007). Por otro lado. nuestro método
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descarta selectivamente regiónes acotadas del genoma en base a su nivel de

conservac¡ón, io que permite generar un enmascaram¡ento más acotado y selectivo

(Figura 19), necesario para la generación de un Chip para selección genómíca.

4.5 Clusterización.

La corelac¡ón lineal observada en la Figura 17 (R'? = 0,97), nos indica que esta

sería un buen predictor del rango de sets difusos pos¡bles para los intervalos de

ventanas móviles, a part¡r de los dos indicadores de conservación apl¡cables a

esios (ver Tabla V).

Luego de la clusterización cerca del 7 o/o de los marcadores iniciales fueron

descartados.La proporción (.MIvs - (lv'ttvs a lys)J:/ysmuestra un ev¡dente

aumento (34,41Yo) luego de la aplicación de nuestro método de agrupac¡ón basado

en índices de conservac¡ón (SNP-SACK), demostrando la especificidad del método.

Cabe recordar que los lvs además de PSVS tamb¡én incluyen marcadores válidos

MSVS, sin embargo en teor¡a deberian contener una mayor proporción de PSVS

que el conjunto de MlVs, lo que se ve representado en el aumento de la proporción

nombrada.

Se observa que de los marcadores flnales cerca de un 73% se encontrarian en

reg¡ones intergénicas, Io que es de esperar ya que estas componen sobre un 99o/o

del qenoma del salmón del Atlántico.

El con,unto f¡nal de marcadores obten¡do marca para una quinta parte del genoma

del salmón del Atiántico, lo cual es sulicie¡¡te como para realizar mapeo de QTLS y

otras técnicas de selecc¡ón(Hayes, 2007). Sin embargo se encuentra muy por

debajo de lo requerido po. selecc¡ón genómica, haciendo necesario el
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secuenc¡am¡ento de mayor número de lecturas genómicas de múltiples individuos,

con el objeto de aumentar el número de MlVs inic¡al.

4.6 Validación in silico.

En la validación //l s//bo sobre un 93% de los True-SNPs valjdados cayeron dentro

de zonas "clean"(conservadas). Evidenclando que SNP-SACK, a pesar de descartar

zonas enriquecidas en PSVs, es capaz de conservar una gran parte de los NISVS

presentes en la referencia. Lo anterior deb¡do a que el criterio de cluster¡zación se

basa en n¡vel de conservación de secuencia y no en el descarte de la región

dupl¡cada completa.

Además, como es posible aprec¡ar en la Tabla Vll, SNP-SACK a pesar de tener

porcentajes cercanos en el descárte de variantes val¡dadas (Figura 17) tanto para

SNPS como MSVS, descarta de manera selectiva MSVs que se encuentran más

representados en los conjuntos de var¡antes determinadas por métodos

tradicionales de búsqueda de var¡antes. Una explicaciÓn plaus¡ble para esto, es que

aquellas variantes de menor conservación tendrán mayor representación en un

conjunto de variantes determinadas al azar, impl¡cando una alta efectividad de

nuestro método de selecc¡ón.

Estos resultados ind¡can que el algoritmo propuesto y los parámetros utilizados son

el¡c¡entespara la búsqueda de var¡antesút¡les en la generac¡ón de un microareglo

de marcadores para selección genómica.



5 CONCLUSIONES

5.1 Proyecciones.

Los princ¡pios tras el presente pipelinebioinformático de caracterización y búsqueda

de marcadores (SNP-SACK), puede ser potenc¡almente aplicada a múlt¡ples otros

organismos con estados similares de caracterizac¡ón genómica al estado actual del

genoma del salmón del Atlántico.

La base de datos resultante cont¡ene información acerca de la naturáleza de los

polimorflsmos descartados como PSVS, lo que permitie su potencial apl¡cación en

otros estudios avanzados y Fac¡lita la búsqueda s¡t¡o-especifica de nuevos True-

SNPs a través de la exploración de regiones del genoma caracterizadas Gomo

altamente conservadas por nuestro algoritmo. Además permite el anális¡s de las

relaciones evolutivas de los genes encontrados en reg¡ones con secuencias

parálogas.

Un aumento en la disponibilidad de datos de marcadores probados permitiría

potencialmente la generación de un conjunto de llegada. En ese escenario se

recomendaría el uso de un modelo predictivo supervisado capaz de integrar

criterlos de experto para conjuntos difusos como Redes Neurona¡es Difusas (RND)

(Buckley and Hayashi, '1994: Lee and Lee, 1975).

La dispon¡b¡lidad de la colección de SNPS del genoma completo abr¡rÍa nuevas

pos¡bilidades para explorar relaciones genáticas entre indrüduos y nos entrega las

herramienias necesarias pan analizar los componentes heredables y los genes

determ¡nantes de rasgos de ¡mportancia económica (QTLs), haciendo posible
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rea¡izar aná¡isis comparativos generales de genoma completo entre individuos, asi

como análisis comparativos locales especificos entre reg¡ones cromosomales.

Estas metodologías pueden ser usadas para el mejoram¡enlo comercial del salmón

del Atlánt¡co, su resistencia a patógenos, rastreo de líneas de parentesco y otras

múlt¡ples ¡nvestigaciones relativas a la genómica comparai¡va.

Ad¡c¡onalmente, a partir del mapa génico disponible (Quinn et al., 2008) y el

conjunto de marcadores clasif¡cados y mapeados para casa cada grupo

cromosómico (L¡en et al., 2011\, seria posible inferir Ia organizac¡Ón en

cromosomas de nuestro ensamble y los marcadores obten¡dos.

La empresa Aquainnovo S.A. a travás del financiamiento de la Corporación de

Fomento de la Producc¡ón (CORFO) y del Programa Fondo de lnvestigación

Avanzado en Áreas Prioritarias (FONDAP), pretende obtener secuencias

genómicas de nuevos ind¡viduos ymediante el usode el algor¡tmo presentado en

ésta tesis (SNP-SACK) generar de un SNP-Chip comercializable y con la densidad

necesaria para tener una alta efectividad para la selecc¡ón genÓmica del salmón del

Atlánt¡co.

5.2 Conclusión final.

Un conjunto de marcadores génicos de alta dens¡dad es esenc¡al para el desarrollo

de un SNPchip efic¡ente para la selección genóm¡ca.

Et Kit bioinformático de herramientas desanollado "SNP-SACK",a través de un

acercamiento ¡nnovador, permite una clasificación ef¡ciente de SNPs a prionacorde

con los niveles de conservación de la región del genoma en la que estén ubicados

Los datos resullantes de SNP-SACKfacilitan la seleccióñ de marcadores altamente

conservados para el diseño eficiente de un SNPchip. La especificidad y sensibilidad

de SNP-SACK es altamente dependiente de los parámetros utilizados y eslos
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pueden ser fácilmente regulados y ajustados alas necesidades del estudio a

realizar.

La densidad de marcadores obtenida en el presente análisis se encuentra por

debajo del ideal necesar¡o para la generación de un SNPchip para selección

genómica, por lo que seria necesaria la secuenciación de un mayor número de

lecturas genómicas de múltiples ¡nd¡v¡duos para aumentar la densidad de

marcadores putativos ¡niciales.

A partir del procedim¡ento anterior, y los desarrollos metodológicos propios que se

realizaron en función de los resultados obtenrdos en cada etapa, se obtuvo un

conjunto de SNPs/DlPs ef¡ciente para su utilización en estud¡os de análisis de

genoma completo y otros análisis de genómica comparaliva en salmones,validados

¡n s¡ll¡co conva un subconjunto de True-SNPs.

Nuestra metodología representa un acercamiento único que prueba ser efect¡vo

para Ia búsqueda, caracter¡zación y f¡ltrado de SNPs/DlPs, permitiendo su

diferencración de potenciales PSVsa prlori para su aplicación en selección

genóm¡ca.
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