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RESUMEN

El salmén del Atlantico (Salmo salar) constituye uno de los productos de exportacion
mas importantes paraChile y Noruega, por lo que su estudio y mejoramiento es crucial
para el desarrollo de ambas economias. Esto puede ser llevado a cabo mediante
herramientas moleculares, tales como marcadores genéticos (SNPs), que han
demostrado su efectividad en la seleccion genémica asistida para el mejoramiento de
otras especies (Closter, Elfferink, et al., 2010). Este tipo de andlisis requiere de un
conjunto de SNPsde alta densidad donde cada loci del genoma se encuentre en
desequilibrio de ligamiento con a lo menos uno de estos(Hayes and Goddard, 2010),
haciendo esencial la correcta caracterizacion y clasificacion de cada marcador
presente en el genoma. Las multiples duplicaciones del genoma del salmoén (50% de
las secuencias codificantes) (Davey et al., 2001a; Utter et al., 1973) hacen necesaria la
exclusion de las abundantes estructuras polimorficas presentes en regiones paralogas
de su genoma (PSVs), y la caracterizacion de SNPs presentes en estas zonas (MSVs)
para la eleccion de aquellos polimorfismos con aita conservacion (Hardy-Weinberg
principle), que constituyan marcadores eficientes para la seleccion gendmica. Hasta el
momento no existen acercamientos para resolver esta problematica a priori
significando altos costos y tiempos asociados a la clasificacién, la cual no siempre es
efectiva.Es por esto que proponemos lograr esto mediante la clasificacion de los
polimorfismos de multiples individuos (MIVs) de acuerdo alos niveles de conservacion
de las regiones en las que se encuentran.

En el presente proyecto presentamosun pipeline bioinformatico innovador,
acomparnadode un conjunto de herramientas unico, para la busqueda y categorizacién
de SNPs en el genoma completo (SNP Search And Characterization Kit, SNP-SACK), y
su diferenciacion a priori de polimorfismos contaminantes, para su uso como
marcadores en la seleccion genomica.Para esto se mapearon las secuenciaspublicas
de muttiples individuosSalmo safar, mas secuencias adicionales lllumina obtenidas por
AQUAINNOVO; y todas las lecturas publicas disponibles de “Sally”, contra un
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ensamble publicode “Sally”, obtenidodesde ncbi. Las Estructuras génicas fueron
predichas medianteun acercamiento ab initioy los polimorfismos utilizandoGATK. Las
predicciones de conservacion fueron hechas utilizando SNP-SACK mediante un
modelo de lbgica difusa en 2 pasos, tomando en cuenta indicadores de conservacion y
densidad de variantes de secuencia en intervalos moviles a lo largo de los contigs del
ensamble. Obtuvimos un conjunto finai de 29.916 SNPs y 3.081 DIPs ademas de ~5M
de candidatos PSV/MSV. El conjunto final de SNPs/DIPs consistid en 1,5K exonicos,
26K intronicos, 1K en UTR y 27K en regiones intergénicas. El modelo predictivo fue
validado contra un conjunto de ~ 8K de marcadores publicos caracterizados y
validados (Lien et al., 2011), donde se observé que sobre un 95% de los SNPs se
ubicaron en regiones de alta conservacion, siendo este porcentaje un 10% menor en
MSVs.Esta metodologia demostrd ser efectiva para la busqueda, caracterizacion y
filtrado de marcadores, permitiendo el filtrado de potenciales PSVs y variantes de baja
conservacion. Los principios detras del presente pipeline son potencialmente aplicables
a multiples organismos con estados de caracterizacion similares a los del saimon del
Atlantico. La base de datos resultante contiene informacién adicional acerca de la
naturaleza de cada polimorfismo, lo que permite su potencial aplicacion a otros
estudios.
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ABSTRACT

Atlantic salmon (Salmo salar) is one of the major exports of Chile and Norway, making
its study and improvement crucial to the economies of both nations. This can be
achieved through molecular tools such as genetic markers (SNPs), which have
demonstrated their effectiveness in genome assisted selection for the improvement of
other species (Closter, Elferink, et al., 2010). These sort of analysis requires a
denseSNP pool, soevery loci is in linkage disequilibrium with at least one of
them(Hayes and Goddard, 2010), making essential the correct classification and
characterization of each SNP present in the genome. The multiple duplications of the
salmon genome (50% of coding sequences) (Davey et al, 2001b; Utter et al.,
1973)make necessary the exclusion of the abundant polymorphic structures found in
paralogue regions of its genome (PSVs), and the characterization of SNPs present in
these regions (MSV). Our approach intends to accompilish this through the classification
of the polymorphisms from multiple individuals (MIVs) according to the conservation-
level of the regions on which were found.

The current work represents an innovative bioinformatic pipeline 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 approach for
the exclusion of contaminant polimorphisms, for the generation of a pool of markers for
its use in genomic selection.In order to accomplish this, the public Salmo
salarsequences from multiple individuals obtained from NCB! data base, along with an
lllumina sequence pool from AQUAINNOVO, and all Sally public sequences; were
mapped against a public hybrid assembly of Sally, also available atNCBI.The genetic
structures were predicted using an ab initio approach and the polymorphisms were
obtained using GATK. The predictions of conservation levels were made using a two-
step fuzzy logic model (part of SNP-SACK pipeline), accounting for conservation
indicators and density of sequence variants in moving intervals throughout the contigs
of the assembled genome. Thefinal resulting pool consisted of 29.916 SNPs and 3.081
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DIPs and ~ 5M PSVs/MSVs candidates. The final pool of SNPs/DIPs consisted of 38K
exonic, 46K intronic, and 46K at UTR and 242 K in unclassified regions.This
methodology has proven effective for finding, characterizing and filtering SNPs/DIPs,
allowing differentiation from potential PSVs. The principles behind the present SNP/DIP
search and characterization pipeline (SNP-SACK) could potentially be applied to
muttiple other organisms with similar states of characterization to those of Atflantic
salmon. The database resulting from this process also contains information about the
nature of each polymorphism, potentially lending itself to utilization in further
applications.



1 INTRODUCCION

1.1 Mejoramiento animal para la produccion.
1.1.1 Tendencias del mercado mundial e implicancias sobre el futuro de Ia
produccioén animal.

La creciente demanda mundial por proteina animal ha ejercido una gran presion
sobre el sector ganadero y agropecuario para mejorar su eficiencia de
produccion.Este fendmeno viene dado por multiples factores entre los cuales se
cuentan el crecimiento poblacional, un aumento de los ingresos a nivel mundial y la
urbanizacion{Who and Consultation, 2003). La organizacion mundial de alimentos y
agricultura proyecta un incremento del73% (158 Ton.) en la demanda mundial por

carnes rojas para el afio 2020(FAQ, 2011).

En el caso de la pescala demanda mundial se ha doblado desde 1973 (Laurenti,
2008), produciendo una disminucion del 90 % en la poblacién mundial de peces en
los océanos (Myers et al., 2003). Estocausa un estancamiento en la pesca por
captura que se amrastra desde la década de 1990(FAQ, 2012, Panetta, 2003), lo
gue ha derivado en un aumento en la produccién de peces por cultivo llegando a
constituir un 30% de la produccién mundial total(Delgado et al., 2003). Lo anterior
sumado a que el agua fresca se convertira en un recurso escaso de manera
incremental en los proximeos 20 afios (Rosegrant et al., 2002) y latendencia mundial
a la globalizacién,hangenerade un aumento en las vias de transmisién para
enfermedades, las que siguen siendo una gran restriccién sobre la produccién de

pesca por cultivo (Subasinghe et al., 2001).



Es por esto que el mejoramiento animal mediante la cruza es vital para el
incremento de la eficiencia productiva del mercado del cultivo animal, paraasi
solventar las crecientes demandas del mercado, tanto en la pesca como en el

sector ganadero{(Hume et al., 2011).

1.1.2 Mejoramiento animal por seleccion asistida para la cruza.

Desde los origenes del cultivo animal (12.000 afics atras) la humanidad ha
mejorado los rasgos asociados con la productividad mediante la seleccion asistida
de parentales para la cruza, haciendo posible obtener distintas familias de ganado
con adaptaciones especificas para la elaboracion de ciertos productos

determinados (Serpell, 1996).

Durante los udltimos afos los avances sustanciales en genética molecular han
permitido la identificacion de regiones del genoma denominadas loci (plural del latin
locus “lugar’) que afectan rasgos de importancia para la produccion (Andersson,
2001; Hayes, 2007). Estas tecnologias posibilitan optimizar los programas de
mejoramiento animal a través de la seleccidon de alta precision de parentales
(Meuwissen et al., 2001b), mediante marcadores moleculares asociados a estos
loci (Dekkers and Hospital, 2002),acelerando la ganancia genética por generacién
comparado con metodos tradicionales (Bagnato and Rosati, 2012, Boichard et al.,

2002; Colleau et al., 2009).

La gran mayoria de los rasgos de importancia econdomica para sistemas de
produccién en ganaderia y acuicultura son cuantitativos, es decir son atribuibles a
multiples genes, resultando en una distribucidbn continua de las posibles
intensidades del rasgoa lo largo de la poblacion (Hayes, 2007). Si consideramos lo
anterior y la naturaleza finita del genoma (Ewing et al., 2000), se infiere que debe

existir un nimero finito de loci (regiones del genoma) subyacentes a la variacién de



cada rasgo cuantitativo.A estos loci se les denomina Loci del Rasgo Cuantitativo o
QTLs por sus siglas en inglés (Quantitative Trait Loci, QTLs), compuesto por
muiltiples Loci del Rasgo Cuantitativo (Quantitative Trait Locus, QTL) divididos en un
pequefio grupo de genes de gran efecto y multiples genes de efecto pequefio
(Hayes et al., 2001; Shrimpton and Robertson, 1988) (verFigura 1). La blsqueda de
estos loci, particularmente los de moderado a gran efecto, y su uso para la
seleccion eficiente de rasgos animales, ha sido una fuerte area de investigacion
durante las ultimas décadas. La determinacién de estas diferencias genéticas

heredables entre individuos se denomina genotipado y es una técnica ampliamente
utilizada para el mejoramiento animal.
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Figura 1. Efectos de QTL de experimentos realizados en cerdo y vacuno sobre un
rasgo dado ajustados a una distribucién gamma por maxima verosimilitud
(MLE)(Hayes, 2007).
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El efecto del QTL se calculé como la desviacion estandar fenotipica con respecto al rasgo
en cuestion (Hayes, 2007}, cada punto de la curva ajustada para cerdos se representa con
el simbolo m, y A para vacuno.



Se han utilizado dos aproximaciones para el descubrimiento de QTLs. La
aproximacion del gen candidato, asume que mutaciones en un gen involucrado en
la fisiologia del rasgo aportarian a la variacion de éste. En esta aproximacion el
gen, o partes del gen candidato, son secuenciados en multiples animales distintos,
luego cualquier variacién encontrada en la secuencia de DNA es testeada por
asociacion con la variacion en el fenotipo del rasgo. Esta aproximacion ha tenido
algo de éxito (Andersson and Georges, 2004), e.g. se descubrié una mutacién en el
locus del receptor de estrégeno (ESR), que resulta en un aumento en el tamario de
camada en cerdos (Rothschild et al., 1991).Sin embargo, existen dos problemas

con esta aproximacion:

1) Primero, generalmente el rasgo esta determinado porun gran numero de
genes, lo que implica un estudio de asociacion para cada uno de estos
genes en miultiples animales.Esto, sumado a la posibilidad de que la
mutacién ocurra en DNA no codificante aumenta aun mas la cantidad de
secuenciamiento requerido,lo que eleva considerablemente el costo y los
tiempos del estudio.

2) Segundo, la o las mutaciones causantes puede gque se encuentren en un
gen que no seria considerado a priori como un candidato obvio para el rasgo

en cuestién, resultando en una busqueda de QTL infructuosa.

Una técnica alternativa para el descubrimiento de QTLs es la denominada“mapeo
de QTL”, que consiste en la identificacion de loci asociados al rasgo, utilizando un
conjunto de marcadores de DNA neutrales en busca de asociaciones entre las
variaciones alélicas del marcador y las variaciones en el fenotipo del rasgo.Un
marcador de DNA es una ubicacion especifica en el cromosoma cuya heredabilidad

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



algun segmento de DNA sin una funcién codificante conocida pero, cuyos patrones

de heredabilidad pueden ser determinados (Wives and Loh, 1998).

1.1.2.1 Marcadores moleculares.

Los marcadores moleculares juegan un papel esencial en la genética animal, lo que
ha llevado al desarrollo de multiptes técnicas para su obtencién y una gran variedad
de éstos con distintas implicancias bioldgicas, por lo que se deben elegir acorde al

proposito del estudio a realizar.

Se deben considerar dos criterios principales al momento de utilizar los marcadores
moleculares para estudios de heredabilidad. Desde el punto de vista de la biologia
molecular el proceso de genotipado debe ser lo mas simple y econdmico posible,
para la obtencion de las enormes cantidades de datos necesarios. Desde ¢l punto
de vista estadistico y de acuerdo al tipo de analisis a realizar, se deben considerar
las relaciones de dominancia, la informacion contenida, la neutralidad y la
independencia genética de los marcadores. Esto con el objeto de generar datos tan

confiables como sea posible.

Tradicionalmente, podemos clasificarlas variaciones a nivel de DNA en 3 categorias
de acuerdo a su mecanismo molecular:1) cambios de un unico nucledtido, a los que
se les denomina SNV (Single Nucleotide Variation) si tienen una representatividad
menor a un 1% dentro de una poblacién o SNP (Single Nucleotide Polymorphsm) si
su representatividad es mayor a un 1%; 2) inserciones/deleciones (oINDELs) que
consisten en la existenciaffalta de secuencias en ciertos individuos con respecto a
la poblacion, estos pueden tener multiples longitudes desde 1 a cientos de pares de
bases. Cuando se utiliza un INDEL como marcador se le denomina DIP (DIP,
Deletion / Insertion Polymorphism),utilizandose para el genotipado generalmente

solo INDELSs dialélicos y de largo reducido (Weber et al., 2002; Ye et al., 2002); y 3)



variaciones en el numero de secuencias repetidas en tandem o VNTR (Variations
Number Tandem Repeats) también conocidas como microsatélites. Las técnicas
moleculares utilizados para el genotipado se adaptan al tipo de variacion y la escala

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

Los marcadores de sustituciones cortas (SNPs/DIPs) presentan muiltiples ventajas
con respecto a otros marcadores, para la seleccién genomica. Dado que los DIPs
tienen propiedades y utilidades similares a las de los SNPs, regularmente se les

denomina genéricamente SNPs a ambos.

Un problema técnico de los microsatélites es el gue dificultan la estandarizacion de
resultados, por las eventuales inconsistencias en las determinaciones del tamafio
de alelo. A pesar que esto generalmente no constituye un problema para el caso de
los estudios familiares y la determinacién de parentales, como los realizados por
escaneo de QTLs, puede constituir un problema serio si se requiere genotipar
individuos aislados, como es el caso de los estudios poblacionales. Estos
problemas son causados mayoritariamente por la gran variedad de técnicas de
determinacion de microsatélites existentes en el mercado, cada una con diferentes
marcadores fluorescentes que a su vez producen distintas migraciones en gel, entre
otros factores (Hahn et al., 2001). En aigunos casos estos problemas no pueden ser
resueltos incluso mediante el uso de muitiples muestras estandar, particularmente

cuando existen diferencias sustanciales entre los tamarios de los alelos.

Otro caso de error en la determinacion del tamafio se debe a la reaccién de PCR en
si: de acuerdo a las condiciones utilizadas, la Taq polimerasa cataliza la adicion de
una base exira (generalmente adenina) en el extremo 3’ del producto de PCR. La
proporcidn de fragmentos con esta base extra varia entre 0 a 100%,

causandodiferenciasde 1 base enel largo, haciendo mas complejo el andlisis de los



datos. Aungue estos problemas se pueden evitar con tratamiento bioquimico luego
del PCR o mediante modificacion de los partidores(Brownstein et al., 1996; Ginot et

al., 1996), generalmente no ocurre.

Las definiciones de alelos por microsatélites son generadas asumiendo que ia
variacion de tamario en los productos de PCR esta directamente correlacionada con

diferencias en los nimeros de secuencias repetidas del motivo simple.

Estos problemas nombrados anteriormente y las multiples ventajas de los
marcadores de sustituciones cortas puntuales (SNPs/DIPs) para estudios que
requieren paneles de marcadores de alta densidad y precision, son las razones de

su amplio uso en el genotipado animali.

1.1.2.2 Caracteristicas de los SNPs como marcadores moleculares,

Los SNPs son cambios en una unica base en una posicion determinada en la
secuencia de DNA, generalmente con dos posibles nucleétidos (2 alelos) en esta
posicion. Para que esta alternativa en aquella posicion pueda ser caracterizada
como "SNP valido” (i.e. como marcador molecular para genotipado), el alelo con
menor frecuencia debe tener una representacion de a lo menos un 1% a lo largo de
la poblacidn. De no ser asi se le denomina variante de sitio Unico (Single Nucleotide

Variant, SNV).

En la practica los SNPs son usualmente bi-alélicos, dada la baja frecuencia de
ocurrencia de sustituciones de un nucledtido que originan los SNPs, estimadas
entre 1 x 10 ®° y 5 x 10 ®por nucledtido por afio en alguna posicion neutral para
mamiferos (Li et al., 1981; Martinez-Arias et al., 2001). Es por esto que la
probabilidad de ocurrencia de dos sustituciones independientes en una misma

posicién es muy baja (~10 , considerando un genoma del orden de 10 ®). Otro



motivo es la tendencia sesgada de ocurrencia de mutaciones, generando

prevalencia de dos tipos de sustituciones.

De acuerdo a su estructura molecular, las bases nitrogenadas pueden ser
agrupadas en dos categorias las pirimidinas (derivadas de la pirimidina
C4H4N2:citosina, timina y su equivalente en RNA uracilo) y las purinas (derivadas
de la purina C5H4N4:adenina y guanina). Tomando esto en consideracion, podemos
clasificar las sustituciones en dos grupos: transiciones (ti), la sustitucion de purina
por purina (A<G) o pirimidina por pirimidina (C<T); y transversiones (tv), la

sustitucion de una purina por pirimidina o viceversa (A«C, AT, GoC, GoT).

En un sistema donde las mutaciones puntuales ocurren de manera aleatoria el radio
de fransiciones sobre transversiones tiende a 0,5, dado que tenemos la mitad de
posibles transiciones (A—G y C+T = 4 posibilidades) que de transversiones (A-C,
AT, GoC, G-T = 8 posibilidades) (Strachan and Read, 2004).En la practica se
observa una notoria tendencia a una mayor ocurrencia de transiciones que
transversiones, generando una prevalencia de transiciones a lo largo del genoma.
Las implicancias practicas de este sesgo en la proporcion ti:tv se retomaran en

mayor detalle en 1.3.3.1.3.

El principal beneficio de los SNPs como marcadores moleculares deriva de la
necesidad de paneles de marcadores genéticos de alta densidad para los estudios
de rasgos multifactoriales, y el reciente progreso en su deteccion y las técnicas de

genotipado animal como laseleccion por desequilibrio de ligamiento.

1.1.3 Desequilibrio de ligamiento y estudios de asociacién.
Si existen marcadores moleculares de DNA disponibles estos pueden ser utilizados
para determinar si la variacién a nivel molecular (variacion alélica en el locus del

marcador y su mapa de ligamiento), se encuentra ligada a la variacion del rasgo



cuantitativo. De ser asi, el marcador se encuentra ligado o en el mismo cromosoma
que el QTL el cual presenta variantes alélicas causantes de la variacion delrasgo. Si
se dispone de un numero reducido de marcadores por genoma, entonces las
asociaciones fenotipicas de estos marcadores se mantendra sélo dentro de cada
familia y por un namero limitado de generaciones, debido a las recombinaciones

histéricas posibles entre los marcadores y los QTLs(Hayes, 2007).

Ctra dificultad de este acercamiento es que a menos que se cuente con un gran
numero de progenie por familia, los QTLs mapearan con intervalos de confianza
(Cl) amplios en el genoma (Figura 2), resultando en una asociacién pobre de corta
perduracion al través de las generaciones.

G

C}gs % = W

Figura 2. Ecuacion para estimacion del Intervalo de Confianza de ubicacion de
QTL(Darvasi and Soller, 1997).

N representa el numero de individuos genotipados, sel efecto de sustitucién del alelo (i.e. el
efecto de obtener una copia extra del QTL) en unidades de desviacién esténdar residual, k
el numero de parentales informativos por individuo, y G que es ef tamafio del genoma en
centi-Morgan (cM).

No obstante, si se dispone de un conjunto denso de marcadores, una alternativa a
lo anteriores la utilizacién del principio de desequilibrio de ligamiento (Linkage
Disequilibrium LD, asociacion no aleatoria de alelos entre dos loci), explotando las
asociaciones entre marcadores y QTLs (haplotiposmarcados que contengan al

QTL).

El desequilibrio de ligamiento puede ser entendido como una medida de la
desviacion de las frecuencias de ocurrencia de los haplotipos en una poblacién
predichas por aleatoriedady puede ser medido como un inverso de la distancia
estimada en “centimorgans”abreviado cM (donde 1cM corresponde a la distancia a

la que la recombinacién esperada entre dos loci en una generacion es 0,01) e.g. si
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el locus A tiene 2 posibles alelos A1 y A2 y el locus B a su vez tiene B1 y B2,
tenemos 4 combinaciones de alelos (haplotipos) posibles en la poblacién: A1 _B1,
A1_B2, A2_Bt1 y A2_B2. Si cada alelo tiene igual probabilidad de ocurrencia, por
aleatoriedad esperariamos encontrarlos representados un 0,25 ¢ / u en la

poblacion.

El mapeo por LD requiere que un marcador se encuentre en LD con un QTL en una
poblacion y que este ligamiento persista a lo largo de las generaciones, paralo que
deberan encontrarse a una distancia “corta” en el genoma (~ 0 cM) i.e fuertemente

ligados.

Una de las técnicas que utiliza LD para el mapeo de QTLs es el estudio de
asociacion de genoma completo (GWAS),que consiste en la examinacion de un
pool de marcadores, especificamente polimorfismos de un nucledtido (SNPs), y su
LD con el QTL asociadoalos rasgos determinados (i.e. enfermedad, rasgos
fenotipicos, etc.). Este analisis comparativo se realiza por ensayo de los genomas
contra un chip o arreglo gue contiene un conjunto de marcadores SNPscapaces de
marcar efectivamente uno o mas haplotipospresentes en el genoma, denominados
SNPs reales o True-SNPs en inglés (Wang et al., 1998). Comparando grupos de
individuos que presentan el rasgo cuantitativo 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 asociacion estadistica al rasgo evaluado.Estos pueden ser valorizadospara
seleccionaren basealsubconjunto de genes o loci en LD con estos marcadores, que

estan asociados mds fuertementesobre el rasgo en cuestién (QTLs).
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El uso de un conjunto de marcadores de alta densidad aumenta la precision en la
determinacién de QTLs ademas de permitir la caracterizacion de la heredabilidad e

implicancias genéticas de rasgos que no son trazables mediante otras técnicas.

GWAS ha tenido un gran éxito en el mejoramiento de multiples especies de
importancia economica. Algunos ejemplos de esto son: en cerdo se generé un
panel de 60 K marcadores moleculares de polimorfismos de una base (SNPs) que
permite la correcta identificacion de parentales(Rohrer et al., 2007);en vacuno por lo
menos 2 compafias de crianza han lanzado al mercado familias de toros para su
uso comercial (Hayes et al., 2009), basadas en criterios de seleccidon por
marcadores; y en aviares se identificaron QTLs involucrados en el sindrome de
hipertension pulmonar (ascitis), utilizando microsatélites como marcadores(Closter,
Elferink, et al., 2010). Este éxito es atribuible tanto a las mejoras en las técnicas de
biologia molecular asi como al desarrollo de herramientas bioinformaticas capaces

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

El objetivo principal de la examinacion por GWAS es la determinacion de QTLs. El
andlisis de QTLs generalmente procede en tres etapas: 1) Determinar las
contribuciones relativas de los factores genéticos vs ambientales en las variaciones
fenotipicas de una poblacion, 2) Identificar las ubicaciones cromosémicas de estos
loci y 3) Determinar los genes asociados a él o los rasgos y como variantes de
estos genes influyen sobre el fenotipo (Lynch et al., 1998). La precisién y poder
estadistico con el que estas problematicas bioldégicas pueden ser resueltas ha
mejorado notablemente en los ultimos afios, gracias al avance en las tecnologias
de genética molecular las que han permitido determinar un mayor nimero de
polimorfismos génicos y mutaciones, pemmitiendo la creacion de mapas de
ligamiento génico y blsqueda 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 actualmente son capaces de ensayar hasta un millon de polimorfismos

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

Algunos de los modelos estadisticos mas utilizados para la determinacion de la
asociacién marcador-QTL son: Test de Chi-cuadrado (utilizado para la evaluacion
puntual de un locus y las implicancias de sus alelos), regresion logistica (asocia
rasgo con multiples factores genéticos y estos pueden tener efectos cruzados sobre
el rasgo), Test de Fisher (para muestras de poblaciones pequefias), Test de
Tendencia de Cochram-Armitage (utilizado para los casos de alelos codominantes

i.e. de expresion conjunta en caso de individuos heterocigotos).

1.1.4 Seleccién asistida por marcadores y seleccion genémica.

Luego de la identificacién de los marcadores especificos se realiza una seleccion
de los animales asistida por marcadores (Marker Assisted Selection, MAS), esta
puede ser realizada mediante el uso de marcadores en equilibrio de ligamiento con
el QTL (LE-MAS, seleccion negativa), marcadores en desequilibrio con el QTL (LD-
MAS, seleccion positiva), o bien utilizando la mutacion causante del efecto QTL
(Gene-MAS). Las tres técnicas son actualmente utilizadas en la industria ganadera
para la seleccion de distintos rasgos de interés con resultados positivos(Bennewitz

et al., 2003; Boichard et al., 2002; Dekkers, 2004; Plastow et al., 2003).

Sin embargo, resultados obtenidos en GWAS en ganado y humanos han llevado a
concluir que la seleccion mediante un nimero limitado de QTLs(LE-MAS, LD-MAS,
Gene-MAS), generalmente solo captura una porcién de la varianza genética total de
rasgos complejos como productividad, probablemente dado que no considera la
gran mayoria de genes involucrados en la determinacién delos QTLs con efectos
pequefios sobre el caracter (verFigura 1), y esto sumado al importante efecto de las

secuencias no codificantes sobre la regulacidon del caracter(Djebali et al., 2012;



Neph et al, 2012; Thurman et al, 2012).Esto ha llevado al desarrollo de
técnicascapaces de rastrearla gran mayoria de QTLs presentes en el genoma. Esto
puede ser realizado mediante el método llamado seleccion gendmica(Meuwissen et
al., 2001a), que consiste en la divisién del genoma en segmentos cromosomicos y
el posterior rastreo de cada segmento. La seleccion genomica utiliza un panel de
marcadores de alta densidad de genoma completo, generando una alta
probabilidad (~99,9%) de que todos los QTLs presentes en el genoma estén en
desequilibrio de ligamiento con al menos un marcador presente en el panel
(SNPchip). La seleccion se basa en los llamados valores de pedigriestimados o
GEBV por sus siglas en inglés (GEBV, Genomic Estimator of Breeding
Value)(Sargolzaei et al., 2009)que son predichos como la suma del efecto de estos
SNPs o haplotipos a lo largo del genoma, mas un factor ambiental aleatorio

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

Los estudios de asociacion genomica constituyen una herramienta util para el
desarrollo de nuevas tecnologias y para el analisis y resolucion de problematicas
biolégicas. Para realizar una seleccién gendmica eficiente es esencial contar con
una base de datos que contenga el maximo de marcadores con asociaciones
conservadas con variantes gendémicas heredables y de significancia estadistica

(SNPs reales).

1.1.4.1 Descubrimiento de SNPs para seleccion genomica.

Al momento de elegir marcadores para seleccién genomica debemos considerar
gue estos alelos y sus asociaciones fenotipicas se conserven al traves de las
generaciones. El principio de Hardy-Weinberg (Stern, 1943) postula que ambos
alelos y sus frecuencias genotipicas en una poblacién permanecen constantes de
generacion en generacion a menos que influencias perturbadoras especificas sean

introducidas. Por lo gue el marcador ideal con frecuencias alélicas estaticas asume:
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alelos sin mutaciones, ni migraciones o migracion nula (no hay intercambio de
alelos entre poblaciones), tamario poblacional infinito y presion selectiva nula a
favor o en contra de cualquiera de los genotipos. En una poblacion real siempre
existiran influencias perturbadoras que desvien a nuestros alelos del equilibrio de
Hardy-Weinberg, no obstante el nivel de conservacion y la representacion en la
poblacién de cada alelo pueden ser indicadores de utilidad al momento de dirimir

entre marcadores (ver Tabla IVy Tabila V).

Existen multiples acercamientos para la busqueda de SNPs, algunos actualmente
utilizados para el genotipado.Los métodos principales se basan en la comparacion
de secuencias locus-especificas, generadas a partir de diferentes individuos. El
método mas simple, cuando se tiene como objetivo una regién que contiene genes
candidatos, consiste en el secuenciamiento directo de productos de PCR obtenidos
a partir de diferentes individuos. Sin embargo, este acercamiento tiende a tener un
elevado costo a gran escala ya que se requiere de primers locus-especificos para
cada una de las regiones a evaluar. Adicionalmente si se secuencian individuos
heterocigotos para el SNP en cuestion, éste se observard como un doble pick que

no sera distinguible de un error de secuenciamiento (ver Figura 3).
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Figura 3. Descubrimiento de SNPs por alineamiento simple de secuencias.

En el recuadro se destaca un polimorfismo donde el segundo individuo es heterogéneo para
el SNP siendo imposible diferenciario de un artefacto de secuenciamiento. La primera
muestra representa un individuo AA, la segunda muestra un individuo AG y la ditima un

individuo GG.

Estos problemas se pueden solucionar mediante la utilizacion de individuos que

presenten alta homocigocidad o secuenciamiento de bibliotecas de clones.

Una técnica ampliamente utilizada es la obtencion de SNPs a partir de la
comparacién de secuencias de fragmentos de DNA expresado (o ESTs por su sigla
en inglés, Expresed Sequence Tag), provenientes de multiples individuos.Aunque
estas técnicas han sido exitosas en la busqueda de SNPs (Kim et al., 2003), se
limitan exclusivamente a una porciéon de las regiones codificantes del genoma;
mientras que,como se explico en el parrafe anterior,para una seleccion eficiente se

requiere incluir marcadores distribuidos con una densidad homogénea a lo largo de
todo el genoma.
Una alternativa a la anterior es la comparacion de fragmentos de secuencias

genomicas de multiples individuos. Estas técnicas ha demostrado ser efectivas en

la busqueda de marcadores eficientes para la seleccion gendémica para multiples
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organismosde importancia economica (Hyten et al., 2010a, 2010b; Sanchez et al.,
2009; Van Tassell et al., 2008; Wiedmann et al, 2008).Sin embargolas
particularidades de cada genoma generan dificultades para la aplicacion de estas y
otras técnicas en existencia, especificamente las especies que presentan poliploidia
o pseudo-diploidia como plantas y peces de cultivo su seleccion asistida eficiente
mediante marcadores han representado un gran desafio (Dominik et al., 2010). Un
caso emblematico para la industria chilena donde estas técnicas presentan
dificultades son los salmoénidos. El mejoramiento de estas especies es vital para el
futuro de la industria acuicola, es por esto que en un esfuerzo internacional y a
través de mdltiples financiamientos, tanto privados como publicos se planea no solo
obtener un ensamble completo de referencia del genoma de la especie Saimo

salar,si no también caracterizar marcadores eficientes para su mejoramiento.

1.2 Busqueda de marcadoresgenéticos en Salménidos.

1.2.1 Importancia econémica de los salménidos.

Los salmonidos (salmén y trucha) constituyen un género de gran importancia tanto
economica como cientifica. Se estima que la produccion mundial sobrepasa las
1,4Mt anuales (© FAO - Fisheries and Aquaculture Information and Statistics
Service, 2012), siendo Noruega y Chile los mayores productores a nivel mundial,
con aproximadamente 1 My 600 K toneladas de salmén del Atlantico (Sa/mo salar),
respectivamente (Nysteyl, 2011). El cultivo de salménidos en Chile constituye el
mayor segmento productivo dentro de la acuicultura, siendo el salmén del Atlantico
(Salmo salan) junto con el salmén coho (Oncorhynchus kisutch) las especies
acuicolas de mayor produccién. Por esto, un mejoramiento en la produccion de
estas especies es esencial para el crecimiento productivo a nivel pais. Sin embargo

la identificacion de marcadores eficientes para el mejoramiento, ha
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encontradomdiltiples dificultades en el caso de los salménidos, debido al alto nivel

de duplicacion observado en estas especies.

1.2.2 Duplicaciones genémicas en salménidos y sus consecuencias.

El genoma de los vertebrados mandibulados ha sufrido dos rondas (2R) de
duplicacién de genoma completo (WGD)(Ohno and others, 1970), que tomaron
lugar luego de la emergencia de los urocordados y antes de la radiacién de los
mandibulados (Kasahara, 2007).Subsecuentemente los teleésteos sufrieron una
tercera ronda adicional de WGD (3R-WGD) alrededor de 320-400 Millones de anos
atras(Sato and Nishida, 2010) (Figura 4) y por Gitimo una cuarta ronda (4R-WGD),
sufrida por la subfamilia salmonidae aproximadamente 20 — 120 Millones de afios
atras(Moghadam et al., 2011) (ver Figura 5), por lo que actualmente encontramos al
genoma de estas especies sumido en un proceso de re-diploidizacionmediante
perdida de segmentos del genoma, silenciamiento génico o por divergencia donde

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

3
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Figura 4. Duplicaciones genémicas ocurridas a lo largo de la evolucion de los
salmoénidos (Kasahara, 2007).

Representacion de las 3 rondas de duplicacién sufridas por los vertebrados a lo largo de su
evolucién. La primera (1R), alrededor de 564 Millones de afios atrds durante la separacion
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de agnatos y mandibulados; Una segunda dupiicacién (2R), alrededor de 528 Millones de
afios atrds durante el surgimiento de los osteictios; y una tercera (3R), alrededor de 310
Millones de afios atras, especifica de los telesteos. Entre paréntesis se incluyen ejemplos
de especies que han sido secuenciadas o estdn siendo secuenciadas (%) para cada
subfamiiia.

Aungue los mecanismos moleculares a través de los cuales estas duplicaciones
ocurren permanece como un tema de amplio debate (Dehal and Boore, 2005}, sus
consecuencias pueden ser apreciadas en teledsteos como: secuencias paralogas
con una identidad superior al 90 % (Moghadam et al., 2011); aproximadamente un
tercio de genes con duplicados funcionales (Allendorf and Utter, 1973; Ohno and
others, 1970); duplicacién de marcadores (Allendorf, 1984); formacion de complejos
tetravalentes durante la meiosis masculina (Svardson, 1945); el ligamiento aparente
de loci no ligados debido a disociacion no aleatoria de los complejos tetravalentes
(pseudoligamiento) (May, 1980; Wright et al., 1980), patrones de segregacion
inusuales parciaimente tetrasomicos (Allendorf, 1984; Allendorf and Danzmann,
1997: Johnson et al., 1987: Jr et al., 1983); un numero aumentado de brazos
cromosémicos en comparacion con otros peces de aleta (Phillips and Rab, 2001);
ademas de una elevada ocurrencia de elementos repetitivos (RE) y transposones
(de Boer et al., 2007; Kido et al., 1994). Se estima que cerca del 50 % de las
regiones codificantes del genoma de Salmo salar se encuentran en regiones

duplicadas (Davey et al., 2001b; Utter et al., 1973).
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Figura 5. Relaciones filogenéticas(Steinke et al., 2006) de especies de peces
indicando los 7 genomas secuenciados de dominio publico (*) (Flicek et al., 2010;
Hubbard et al., 2002) (fugu, Takifugu rubripes; tetraodon, Tetraodon nigroviridis;
medaka, Oryzias latipes; stickleback, Gasterosteus aculeatus; y zebrafish, Danio
rerio), ademas de las especies que estan actualmente siendo secuenciadas
(t)(Davidson et al., 2010).

Las flechas rojas indican donde se habrian producido las rondas de WGD comenzando con
la 3R. El Gar, un grupo de teleésteos ancestral se muestra en la base del arbol, a modo de
grupo externo.

Todo lo anterior genera problemas en la busqueda de SNPs para seleccion
genémica, al dificultarla diferenciacionde SNPs realesy:1) artefactosde
ensamblegeneradospor variaciones entre sitios paralogos del genoma que poseen
una alta similitud, las denominadas variantes de secuencias paralogas o PSVs por
su sigla en inglés (PSV, Paralogue Sequence Variants);2) polimorfismosreales
presentes ensitios duplicadosdel genoma, denominados MSV por sus siglas en

inglés (MSV, Multiple Sequence Variants).

Un PSV se forma cuando secuencias paralogas difieren en una o miiltiples bases

pero no hay segregacion de ninguna de las dos secuencias (Figura 6). Otra fuente
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de variacion en genomas poliploides son las variantes de sitios multiples (MSV) que
a diferencia de los PSVs, segregan por la sustitucién de una base en uno 0 ambos

loci paralogos (Fredman et al., 2004) (Figura 6).

Figura 6. Formacion de polimorfismos (PSVs y MSVs) a partir de duplicaciones
cromosomicas{Fredman et al., 2004).

Secuencia de cambios evolutivos desde una base monomdifica a un MSV polimorfico. Las
flechas indican eventos tales como mutaciones, fifacién, duplicacién, delecién y conversion
génica. La mayoria de estos procesos son reversibles.

Por su parte los MSVs pueden ser subcategorizados como: MSV-3s cuando solo
uno de los duplicones o secuencias paralogas es variante;y MSV-5s cuando ambas

secuencias paralogas presentan variantes independientes(Lien et al., 2011).

Podemos resumir las dificultadesque los puntos anteriores representan para la

selecciéon genomica en salmones como:

1)Los PSVs no constituirian marcadores reales ya que al no ser segregantes no
permitirian diferenciar entre individuos, resultando en conjuntos de marcadores que
presentan regiones con alta densidad de SNPs de los cuales un alto porcentaje
representa artefactos como los ya nombrados y por lo tanto, son ineficientes para el

marcaje de QTLs y seleccién gendmica.

2) Los MSVs a pesar de ser segregantes, la imposibilidad de diferenciarlos de PSVs

a prioripara su caracterizacion, y la dificultad para su seleccién en el caso de
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presentar 2 variantes independientes (MSV-5s), dificulta su uso en la seleccion
genémica aumentando el valor y tiempo asociado alaobtencion de conjuntos de
marcadores segregantes de alta densidad, efectivos para el genotipado(Lien et al.,
2011). A pesar de esto, nuevos algoritmos matematicos han sido desarrollados para
la asignacién de MSV-3s a la secuencia paraloga correcta y el descarte de MSV-5s,
sin embargo todos estos acercamientos son a posteriori(i.e. luego del

genotipado)(Gidskehaug et al., 2011), teniendo un costo y tiempo elevados.

3) El bajo nivel de conservacion de las regiones del genoma con paralogos
funcionales con alta identidad, conlleva a la obtencién de marcadores que se
desvian del HWE y por o tanto no son de utilidad para la seleccién asistida. Por
otra parte la exclusion unilateral de este tipo de regiones para la busqueda de
marcadores genera amplias regiones sin marcadores eficientes, imposibilitando la

aplicacidn de técnicas como la seleccién gendmica.

Estos efectos se han traducido en dificultades para la aplicacién de metodologias
tradicionales de busqueda y evaluacion de SNPs aplicadas a la seleccion
genomica, asi como para la generacion de una secuencia de referencia para el
genémade salménidos. Una evaluacion empirica del Gltimo SNPchip desarrollado
para esta especie demostré que menos de un 20% de la totalidad de SNPs
presentes en el conjunto representarian regiones Unicas del genoma, de estos 350
se alejaban de la distribucion de Hardy-Weinberg(Stern, 1943)(p<0,05) (i.e.
estaban presentes en zonas poco conservadas, de alta incidencia de mutaciones) y
9004 pares tenian valores deLD mayores a 0,175, mientras que aleatoriamente se
esperaban alrededor de 2000, lo que nos demuestra que una gran cantidad de
SNPs se heredarian de manera conjunta (Dominik et al., 2010); mostrando la
necesidad de la determinacion de un nuevo conjunto que excluya PSVs, ademas de

elementos repetitivos y transposcnes presentes en el genoma del salmén.



22

1.2.3 Avances en la caracterizacion del genoma del salmon del Atlantico.

Dadas las dificultades para el secuenciamiento del salmén y su gran interés tanto
economico como cientifico es que se formé una colaboracion internacional (de la
gue este proyecto es un usuario), para el secuenciamiento del genoma del salmén
(International Collaboration to Sequence the Athlantic Salmon Genome, ICSASG),
compuesta inicialmente por investigadores, empresas y organismos de
financiamiento gubernamentales y privados de Chile, Noruega y Canada
(incluyendo: Agencia de desarrollo econémico de Chile, InnovaChile, Consulado de
Investigacion de Noruega, Fondo de Investigacion de Pesca e Industria Acuicola de
Noruega). A través de éste y otros esfuerzos anteriores se han logrado enormes
avances en la caracterizacion del genoma del salmon del Atlantico.Se determind el
valor constante (denominado C-value, cantidad de DNA contenida en el nucleo del
gameto expresada en pico-gramos), para el salmon del Atlantico estimado
alrededor de 3,27 pg (Hardie and Hebert, 2003), lo que se traduce en un tamario de
total de genoma de ~3.2Gb. El contenido de G+C del salmén del Atlantico
(44,4%)(Bucciarelli et al., 2002). Se determiné que a pesar de ser un genoma de
tamafio y composicion similar a vertebrados de sangre caliente, se encuentra
desprovisto de estructuras isocoricas (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 fria (Bernardi, 1989). Se ha sugerido que el ancestro
diploide de los salmédnidos poseia un cariotipo con 48 cromosomas acrocéntricos,
resultando en 96 cromosomas acrocéntricos luego de la duplicacion gendmica
(Phillips and Rab, 2001). Comparaciones entre los cariotipos de mdltiples especies
de salménidos han reveladoque una enorme cantidad de reordenamientos
cromosomicos (fusiones e inversiones) han venido ocurriendo e lo largo de los
distintos linajes de salmonidos desde la ocurrencia de la ultima WGD (Phillips and

Réab, 2001). Distinto nimero de cromosomas entre las familias europeas y las
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americanas (29 en Salmo salarde Europa y 27 en los americanos) (Lubieniecki et

al., 2010).

Todo lo anterior gracias a la obtencién de un individuo doble haploide producido
mediante androgénesis mitética(Segui-Simarro and Nuez, 2008) de sexo femenino
apodado “Sally”. Su naturaleza homacigética fue verificada mediante busqueda de
polimorfismos en loci de ~70 microsatélites. El cariotipado de Sally develd 29
cromosomas haploides, lo que se corresponde con lo esperado para el salmén del
Atlantico noruego (Roberts, 1970). No se observaron reordenamientos
cromosomicos aparentes; sin embargo, Sally aparenta ser un mosaico con un
~30% de células haploides y el resto diploides (Davidson et al., 2010). Se eligié un
individuo de sexo femenino por ser éste el sexo homogameético (Davidson et al.,
2009).Todo lo anterior apunta a facilitarel secuenciamiento y ensamble de una

secuencia referencia para esta especie.

Adicionalmente en estos momentosse dispone de mas de 200 librerias publicas de
cDNA para distintos tejidos y estados de desamollo del salmén del Atlantico
(Adzhubei et al., 2007; Andreassen et al., 2009; Davey et al., 2001b; Hagen-Larsen
et al., 2005; Koop et al., 2008; Leong et al., 2010; Martin et al., 2002; Rise et al.,
2004; Tsoi et al.,, 2004). Hasta el 26 de Abril del 2012 existian495.211 ESTs
publicos para Salmo salar en ESTdb de NCBI (Boguski et al., 1993). Se construy6
una libreria publica de cromosoma artificial bacteriano (o BAC, Bacterial Artificial
Chromosome), de salmén del Atlantico 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 digestién por Hindlll de CHORI-214 se creo
el primer mapa fisico del genoma, constituido por 223.781 BACs en ~4.565 contigs
y 33.217 singletons (Ng et al., 2005).También se cuenta con una base de datos de

elementos repetitivos especificos de salmoénidosdisponible publicamente vy



mantenida por el consorcio de investigacion gendmica en salmoénidos o cGRASP
(cGRASP, consortium Genomics Research on All Salmonids Project)(Secko et al.,
2007). Ademas en el afio 2011 el laboratorio chileno Math°™**(www.mathomics.cl)
gener6 una base de datos publica llamada SalmonDB que contiene una completa
caracterizacion de la informacion gendmica anterior e incluye Unigenes
(transcriptoma) generados a partir de estos ESTs publicos, candidatos SNPs, RE,

entre otros (Di Génova et al., 2011).

A pesar de la acumulacion de secuencias, hasta la fecha no existe un genoma de
referencia final, esto dada la naturaleza repetitiva del genoma del salmén del
Atlantico y las dimensiones de los elementos repetitivos de su genoma (~1.500 pb)
(de Boer et al., 2007).Lo que hace necesario la utilizacion de técnicas de
secuenciamiento y ensamble especificas. Sin embargo muiltiples laboratorios del
ICSASG comparten ensambles preliminares con altas representaciones generados
a partir de las secuencias publicas provenientes de Sally(Ng et al., 2005)(ver1.3.1),
de los cuales AGDKO1 fue publicado el 12 de Octubre del 2011 en NCBI(Davidson

etal., 2010).

Por otra parte, en los Ultimos 3 afios se ha logrado caracterizar multiples conjuntos
de SNPs reales en salmén mediante la utilizacion de distintas técnicas.Se lograron
caracterizar 112 SNPs reales en salmon del Atlantico a partir decDNA
secuenciados a tamafo completo (FLIc, Full Length Sequenced cDNA) comparando
secuencias codificantes contra no codificantes y utilizando como indicador su nivel
de conservacion (Andreassen et al., 2010).En el afio 2011 se generé un mapa de
ligamiento extenso mediante genotipado de 3.297 individuos para cultivo noruegos
provenientes de 143 familias, utilizando 5.768 SNPs (Lien et al., 2011), donde 2.696
de estos marcadores fueron obtenidos a partir de ESTs o genes asociados y los

marcadores remanentes se obtuvieron por secuenciamiento aleatorio de
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fragmentos genomicos, recolectados mediante la técnica de librerias de
representacion reducida (RRL, Reduced Representation Libraries). Elarreglo del
SNPchip de ~6 K se generé en Infinum® de lllumina®; los resultados del
genotipado fueron analizados mediante el paquete beadarrayMSV de R
(Gidskehaug et al., 2011), el cual permite diferenciar MSV-3s, MSV-5s y True-SNPs
de acuerdo a sus patrones de genotipado (ver Figura 7). Se identificaron un 21% de
los marcadores como MSVs mapeando de manera heterogénea a lo largo del
genoma, la homologia de estas regiones fue chequeada por mapeo contra una
referencia preliminar(Gidskehaug et al., 2011),y develdclaramente patrones de
regiones duplicadas a lo largo del genoma.Ademas se observaron diferencias en
los patrones de recombinacion entre sexos, con machos mostrando una menor taza
de recombinacion (Lien et al., 2011), por lo que los marcadores fueron genotipados

en su mayoria en hembras.
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Figura 7. Ejemplos de patrones de agrupamiento observados durante el genotipado
segun la naturaleza de los marcadores utilizados(Gidskehaug et al., 2011).

Los colores rojo y verde representan a los dos alelos posibles (e.g. A y B)el color azul
representa 50% alelo “rojo” + 50% alelo “verde”(e.g. AB), el color purpurarepresenta 25%
alelo “rojo” + 75% alelo "verde” (e.g. AA AB) y el color azul marino representa 75% alelo
“rojo” + 25% alelo “verde” (e.g. AB BB) {(a) Un SNP de una regién diploide.Rojo representa
AA, azul representa AB y verde representa BB. (b) Un MSV-3s donde un locus es variable y
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el otro es homocigoto para el alelo “rojo”. (¢} Un MSV-3s donde un locus es variable y el otro
es homocigoto para el alelo “verde”. (d) Un MSV-5s donde se observan variaci on en
ambos foci.

A pesar de la disponibilidad de estos marcadores de forma publica y los multiples
esfuerzos para generar seleccion eficiente en salmones(Li et al., 2011; Norman et
al., 2012),hasta el momento solo se ha caracterizado efectivamente un QTL en
salmoén del Atlantico relacionado con ganancia de peso, utilizando un arregio de 6,5
K SNPs (Gutiérrez et al., 2012)sobre un grupo de individuos de una poblacion para

cultivo de Canada.

Aunque este arreglo fue exitoso para este grupo de individuos se requiere aun de
un arreglo de mayor densidad (~60 K) para generar selecciéon genomica eficiente,
capaz de excluir marcadores no segregantes (PSVs) e idealmente categorizar los
marcadores obtenidos segun su nivel de conservacion para evitar el uso de
regiones de baja conservacion dentro de lo posible en el arreglo final (i.e. evitando
MSV-5s). Ademds cabe considerar que la generacion de un arreglo de SNPs que
incluya muestras de ejemplares chilenos, sera mas efectivopara la seleccion de
éstos, al incluir marcadores propios de los haplotipos presentes en las cepas de la

region.

1.3 Propuesta para la obtencion de variantes en especies
con mdltiples duplicaciones genémicas evolutivamente
recientes, utilizando como especie modelo “Salmo
salar”.

La busqueda de variantes genomicas se basa en la comparacion de secuencias de
multiples individuos, vy la identificacion de diferencias entre estas; esto se puede
llevar a cabo comparando multiples secuencias codificantes cortas como ESTs
(DNA codificante) o RRL (DNA genémico) de muiltiples individuos o comparando
contra un genoma de referencia de la especie. La primera aproximacion, aunque

efectiva para la busqueda de marcadores moleculares (Andreassen et al., 2010),
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debido a las particularidades del genoma del salmén, introduce multiples
variaciones no validas causadas por PSVs (Dominik et al., 2010).Una manera de
eliminar los PSVs a posteriories evaluando el conjunto de marcadores contaminado
contra una poblacién a genotipar y observar los patrones de agrupamiento de los
marcadores (ver Figura 7) con lo que se pueden clasificar de manera visual (Lien et
al., 2011).Sin embargo, esta aproximacion requiere de una gran inversion por la
generacion de multiples SNPchips a medida que se generan las caracterizaciones,
haciendo necesaria una caracterizacion a priori de los marcadores a utilizar. Es por
esto que se requiere de un genoma de referencia que nos permita descartar
elementos repetitivos, paralogos y otros artefactos a priori para luego realizar

identificacion de variables.

Nuestra hipétesis es que se puede determinar el estado de conservacion de
ventanas moviles a lo largo del genoma, para asi clasificar cada marcador segtn el

estado de conservacion del contexto gendmico en el que se encuentre.

Tomando esto en consideracion, para la determinacion de este nuevo conjunto de
marcadores para el genotipado eficiente de Saimo salarproponemos seguir un

proceso similar al que se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Pasos sugeridos para la identificacion de SNPs reales para la generacion de
un chip de genotipado eficiente (Elaboracion propia).

El procedimiento global propuesto se compone de 4 fases mayores: Fase 1:Identificacion de
variantes intra-individuo (candidatos PSV/MSV). Fase 2: Identificacién de variante inter-
individuo (candidatos SNPs/DIPs/PSVs/MSVs). Fase 3: Determinacién de indicadores de
conservacion de candidatos y clasificacion deregionesdel genoma segun sus niveles de
conservacion; Validacién de la efectividad de las predicciones contra un conjunto de
marcadores validados (Lien et al., 2011). Fase 4: Clasificacion y caracterizacidn de las
variantes putativas, para el disefio de un conjunto de SNPs éptimo para el genotipado.

Podemos resumir el protocolo propuesto en 4 fases principales:

1)

2)

3)

La determinaciéndevariantesentre las secuencias paralogas de un mismo
individuo doble haploide(potenciales PSVs/MSVs) presentes en el ensamble
preliminar representativo del genoma de referencia. Estas variantes seran
denominadas variantes individuales (Individual Variants, 1Vs).

La obtencionde variantes entre  secuencias de  muitiples
individuos(potenciales SNPs/DIPs/MSVs/PSVs), las que denominaremos
variantes de multiples individuos (Multiple Individual Variants, MIVs).

La predicciéndel nivel de conservaciénde distintas regiones del genoma por

clusterizacion(ver1.3.3).
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4) lLa categorizacion de las variantes putativas finales segun el nivel de
conservacion de la region gendémica en la que se encuentran cruzando los
datos de Vs y MIVs obtenidas, produciendo asi un conjunto de variantes

mejoradas para el genotipado por seleccién genémica.

La eficiencia de esta aproximacién puede ser evaluada contra un conjunto de
variantes caracterizadas y validadas por genotipado (Lien et al., 2011). Todo lo
anterior debe ser realizado luego de un filtrado de los elementos repetitivos y
transposones presentes en el consenso y una limpieza de las lecturas crudas por

enmascaramiento de estas secuencias; evitando variantes falsas.

Para facilitar la lectura en las secciones subsiguientes y evitar confusiones cabe
resaltar que denotaremos a los candidatos PSVs/MSVs provenientes del mapéo de
secuencias intra-individue como candidatos “Individual Variants” o |\Vs, mientras que
aquellos marcadores candidatos provenientes del mapéo de secuencias inter-
individuos (que potencialmente pueden incluir posibles SNPs, DIPs, PSVs y MSVs)

les llamaremos “Multi-Individual Variants” o MiVs.

El protocolo anterior tiene por objetivo la obtencién de una libreria de polimorfismos
que incluya un conjunto de marcadores con un maximo de SNPs/DIPs reales de
alta densidad, depurado y caracterizado obtenido utilizando cepas chilenas. Para la
realizacién de este protocolo debemos considerar 3 metodologias: 1) la generacion
de un genoma de referencia preliminar; 2) la comparacion de secuencias contra
este genoma de referencia; 3) la identificacion de regiones duplicadas en este

genoma de referencia.

Este protocolo representa un acercamiento unico para el filtrado a prori de

conjuntos de marcadores para una seleccion genomica eficiente.
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1.3.1 Generacién de un genoma de referencia preliminar.

En humano ei secuenciamiento se realiza por mapeo de lecturas sobre un genoma
de referencia publico, lo que disminuye considerablemente los costos de
secuenciacién. Cuando no se dispone de secuenciamientos previos se debe
convertir una coleccion de secuencias compuestas por pequefias lecturas en
ensambles consistentes, esto se denomina secuenciacion de novo y se han escrito

mas de una docena de programas computacionales con este propdsito.

El ensamble de un genoma consiste basicamente en la composicion de las
secuencias genémicas completas (o lo mas completas posible), que componen a
los cromosomas de un organismo, a partir de lecturas de fragmentos de DNA, esto
requiere de algunas de las capacidades de computacion y procesamiento mas altas
en el campo de la biologia. La primera tecnologia de secuenciamiento masiva fue el
secuenciamiento 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 significaria ensamblar un puzzle de a lo menos 64
millones de piezas (a una cobertura de 2X y tamario promedio de lectura de 100
bp), de las cuales algunas piezas estaran ausentes, otras contendran errores y
algunas calzaran en mas de un lugar en el genoma (repeticiones). Para compensar,
los ensambladores requieren de un gran numero de lecturas de una misma zona

del genoma para facilitar el ensamble.

Un problema con la secuenciacién Sanger es su elevado costo y tiempo de
reaccion, es por esto que se han generado nuevas tecnologias de secuenciamiento
de lecturas cortas de alto rendimiento a un 0,1% del costo, denominadas “New

Generation Sequencing” o NGS. Sin embargo estas tecnologias 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 utilizan los datos de las lecturas secuenciadas y se
organizan para encontrar superposiciones entre estas fusionandolas en una
secuencia contigua denominada “contig”. La longitud de estas secuencias contiguas
estara limitada por secuencias repetitivas, polimorfismos, ausencia de ciertos
fragmentos del genoma y errores de secuenciamiento. Para resolver estos
problemas es que se han desarrollado tecnologias capaces de obtener lecturas
pertenecientes 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 secuenciado) viene determinado por la preparacion de las librerias,
variando entre cientos (“pair-end sequencing” (Golding et al., 2000)) hasta varios
miles de pares de bases (“mate-pair sequencing’(Pevzner and Tang, 2001)). Si
estaslecturas se ubican en dos contigs distintos, podemos deducir que estos son
contiguos y podemos generar un “andamio” o “scaffold” entre ambos, deduciendo el

tamario del espacio que los separa (que denominaremos gap) (ver Figura 9).
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Figura 9. Ensamble de novo utilizando paired-end sequencing.

(a) Muestra la técnica de secuenciamiento por paired-end (gris}) y como sobrepasa las
limitaciones en largo maximo de secuenciamiento en técnicas de NGS (azul). (b) Muestra la
formacion de un scaffold a partir de mdltiples contigs de lecturas consecutivas (azul) y en
gris la secuencia consenso resuftante incluyendo sus gaps.

Al no contar con un genoma de referencia de alta calidad, las secuenciaciones de
novo pueden ser evaluadas en base a:el nimero de scaffolds y contigs requeridos
para representar el genoma; la proporcion de lecturas que fueron incluidas
exitosamente en el ensamble;el largo absoluto de contigs y scaffolds en pb (sin
incluir gaps); vy la longitud de contigs y scaffolds relativa al tamafio estimado del
genoma (representacién). La medida mas utilizada es N50, que consiste en el
scaffold o contig mas pequefio sobre el cual el 50% del ensamble se encuentra
representado. Aunque esta medida por si sola no siempre representa un indicador

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

Dadas las dificultades que representa el ensamble de un genoma, se han generado
esfuerzos mundiales como GAGE (Genome Assembly Gold-standard
Evaluations)(Salzberg et al, 2012)y dnGASP (de novo Genome Assembly
Assessment Project)(Earl et al., 2011), las que determinan indicadores
estandarizados de la calidad de los ensambles para ser considerados validos como

genoma de referencia.



33

Un punto importante de considerar al momento de elegir un ensamblador es que el
mejor algoritmo y sus parametros 6ptimos vendran determinados por las
caracteristicas del genoma del organismo a evaluar. Otro punto importante es que
los mejores resultados se obtienen al incluir correcciones previas a las lecturas para
eliminar errores de secuenciamiento (Salzberg et al., 2012).Para esto se requiere
de la eliminacién selectiva de secciones de acuerdo a su calidad de lectura. Este
procedimiento se denomina trimmingy requiere contar con las calidades individuales
de secuenciamiento de cada base que componen cada una de |as lecturas
secuenciadas.Estas deben ser contenidas en un tamafio minimo para facilitar su
almacenamiento; el formato estandar que cumple con estos dos criterios es el
llamado FASTQ (Cock et al., 2010),y consiste en una representacion de la
secuencia de amino &cidos 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
representacion de la confianza con la que esa base fue asignada a la posicion en
cuestion. Esto se denomina calidad y existen dos escalas para calcularla, las cuales
se muestran en la Figura 10.Adicionalmente existen multiples estandares de
representacion de estos datos. Los estandares presentes en las lecturas utilizadas
en este trabajo se resumen en la
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Tabla I.
@purep = —10 % logo(Fe)
Fe
Qsolexa = —10 X 10g1q (ﬁ;)

Figura 10. Ecuaciones para el calculo de la calidad de secuencia.
Las ecuaciones reprasentan los célculos de calidad en base a la probabifidad de error tipo Il
segun los dos estandares de calidad de secuencia.
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Tabla I. Caracterizacion de los estandares de calidad de secuencia.

Descripcién, Caracteres ASCII Escala de calidad
denominacion OBF Rango Partida Tipo Rango
Estdndar de Sanger

fastq-sanger 33-126 33 PHRED 0a93
Solexa/lllumina<1.3

fastqg-solexa 59-126 64 Solexa -5ab62
lllumina 1.3+

fastg-illumina 64-126 64 PHRED Da62

Dadas las multiples duplicaciones y los abundantes elementos repetitivos del
genoma del saimén, se requiere del uso conjunto de librerias mate-pair y paired-
end sequencing y secuencias Sanger,para la generacion de un ensamble hibrido
eficiente. El algoritmo ensamblador que ha mostrado los mejores resultados fue
Celera (Levy et al., 2007; Miller et al., 2008; Myers, 2000) al que se le incorporaron
multiples correcciones por calidad especificamente desarrolladas para organismos

con alto nimero de duplicaciones (expuestas en ICISB por Jason Miller).

Estos ensambles de referencia junto con lasbases de datos de elementos
repetitivos especificos para salmonidos (Secko et al., 2007) e inespecificos (Jurka
et al., 2005), permiten el descarte de estos elementos repetitivos del genoma de

Salmo salar, facilitando la identificacion de variantes reales.

1.3.2 Contraste de secuencias contra genoma de referencia.

Para el correcto contraste de secuencias de NGS contra un genoma de referencia
es importante considerar incluir solo informacién real y relevante contenida en las
secuencias crudas, i.e. debemos cuidar de eliminar: las secuencias de los vectores
y/o adaptadores utilizados para la generacién y secuenciamiento de la libreria; y
regiones de baja calidad que, por ende tienen probabilidades de estar
incorrectamente secuenciadas. Al procedimiento de obtenciéon de secuencias
“limpias” a partir de secuencias “crudas” se le denomina “trimming” o recorte de

secuencias (Li and Chou, 2004). Estos procedimientos generalmente se realizan
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por separado con distintas herramientas o lineas de cédigo personalizadas capaces
de eliminar cada tipo de “impureza” por separado. Por esto el centro COMAV de la
Universidad de Valencia desarrollé un pipeline automatico basado en el lenguaje
Python que junta estas herramientas estandar denominado clean_read (Blanca et

al., 2011).

Luego de obtener la secuencia limpia, para poder comparar contra un genoma de
referencia se debe encontrar la posicion de esta secuencia en el genoma (mapeo) y
determinar la posicién de cada una de las bases de la secuencia con respecto a la

referencia (alineamiento).

A lo largo de la historia de la bioinformatica se han propuesto multiples métodos de
alineamiento de secuencias. Uno de estos métodos son las llamadas tablas de
dispersion o “hashing” que fueron los primeros utilizados en alineadores de
secuencias en formato FASTA, incluidos en el paquete FASTP (Pearson and
Lipman, 1988), los cuales eran capaces de calcular alineamientos en menores
tiempos que algoritmos basados en programacion dindmica. En esta linea el
paquete BLAST (Altschul et al., 1990), es el mas ampliamente utilizado. Estas
herramientas nos proveen de velocidad suficiente como para alinear ESTs
producidos por secuenciadores basados en electroforesis capilar. Sin embargo las
tecnologias de NGS, al proveernos de una cantidad de datos considerablemente
mayor a gran velocidad y bajo costo, requieren de una velocidad de alineamiento

mayor que no puede ser alcanzada por algoritmos como BLAST.

Para alcanzar estas demandas se han generado sobre 25 paquetes de programas
disefiados para el mapeo y alineamiento de secuencias cortas de DNA a genomas
de referencia. Sus algoritmos pueden ser clasificados en 2 categorias, los basados

en tablas de dispersion (hashing) y los basados en compresién por ordenamiento
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de blogues por sufijos, denominada Compresion de Burrows-Wheeler (BWT,
Burrows-Wheeler Transform) (Burrows and Wheeler, 1994). La velocidad de este
altimo grupo esta determinada por el numero de incongruencias entre las
secuencias alineadas y el genoma de referencia. Tomando en consideracion que las
lecturas provenientes de secuencias expresadas solo contendran fragmentos
codificantes del genoma (secuencias exdnicas), los alineadores basados BWT
seranmenos eficientes en el alineamiento de estos. Es por esto que el tipo de
algoritmo de alineamiento a utilizar sera dependiente del origen de las lecturas de
secuencias, usando algoritmos basados en BWT para secuencias genomicas y
algoritmos basados en hashing para lecturas de expresién. Se han realizado
multiples esfuerzos para generar un algoritmo de alineamiento universal, sin
embargo hasta el momento solo ha sido posible sacrificando la precision del

alineamiento (Hach et al., 2010).

Comparaciones entre las Ultimas versiones de alineadores de estas dos ramas
disponibles han concluido que BWA(Li and Durbin, 2009, 2010) y GMAP (Wu and
Watanabe, 2005) arrojarian los mejores resultados. BWA consta de 3 algoritmos
independientes permitiendo el alineamiento y mapeo de: secuencias gendmicas de
70 o mas bp (NGS sequencing); secuencias mas cortas (oligos de marcado); y
secuencias con “gaps’ frecuentes (i.e. datos transcriptémicos, mediante hashing
ssaha2). Sin embargo GMAP nos presenta con la mejor alternativa para el mapeo
de datos transcriptomicos produciendo el minimo de falsos positivos, sacrificando

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

Existen multiples formatos de salida para estos alineamientos, con distintas
representaciones dela informacion, generalmente cada paquete de alineamiento en
existencia define su propio formato de salida. Es por esto que el proyecto de

colaboracion internacional 1.000 Genomes (Siva, 2008), genero el formato genérico
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SAM (Sequence Alignment/Map) (Li et al., 2009) con 5 objetivos principales: 1)
constituir un formato suficientemente flexible como para almacenar informacion
producida por mdltiples programas de alineamiento de secuencias, 2) ser
suficientemente simple como para permitir la conversién entre distintos formatos
pre-existentes, 3) permitir un tamafio de archivo compacto (el formato SAM puede
ser comprimido en codigo binario, identificandolo con la extension BAM, Binary
Alignment Map), 4) tener bajos requerimientos de memoria volatit para la
computacion de operaciones comunes y 5) permitir la indexacion de los
alineamientos por posicion genémica mejorando la eficiencia de visualizacion de los
datos. Ademas incluye una serie de herramientas para su manipulacion y analisis

denominadas SAMTools(Li et al., 2009).

Estos archivos de alineamientos pueden ser analizados en busqueda 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 similares caracteristicas y herramientas para su manipulacion y

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

La mayoria de los formatos de salida utilizados en la bioinformatica son reportes en
forma de texto plano, por lo que lenguajes de programacion especificos para el
analisis de este tipo de reportes, como Perl (Wall and others, 1994) y Python
(Sanner, 1999), han sido ampliamente utilizados. Estos lenguajes tienen una serie
de ventajas de las que la mas importante para el desarrollo colectivo es su
capacidad de programar de manera modular orientada a objetos, haciendo posible
la reutilizacion de algoritmos, lo que ha generado grandes librerias especificas para
el area de la biologia, como Bioperl (Stajich et al., 2002) y Biopython (Chapman and

Chang, 2000). La gran ventaja de Bioperl sobre Biopython fue su incorporacion al
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proyecto genoma humano (Stein, 1996), lo que permiti6 el rapido crecimiento de las

librerias publicas disponibles, siendo predominante hasta el dia de hoy.

La gran plasticidad del lenguaje Perl ha permitido su desarrollo como lenguaje de
pegado en la biologia, sin embargolas tecnologias de NGS exigen una inmensa
capacidad de procesamiento para el andlisis del gran ndmero de secuencias y
alineamientos, haciendo necesario un lenguaje que permita paralelizar y distribuir
de manera eficiente los analisis entre multiples procesadores. Con este objeto es
que se han desarrollado plataformas como Genome Analysis Tool Kit (GATK)
(McKenna et al., 2010), que nos ofrecen un ambiente de desarrolio multi-plataforma
con un armazoén programado en Java(Gosling and McGilton, 1995)organizando la

paralelizacion de todas las herramientas anteriormente nombradas.

1.3.3 Identificacion de regiones duplicadas del genoma.

Las zonas codificantes o CDS (CDS, Coding DNA Sequences) presentes en
duplicacionesgenomicas se caracterizan por una baja conservacion debido a su
redundancia funcional, mientras no exista conversion génica(Ohno and others,
1970; Zhang, 2003).Por esto un método utilizado para la identificacion de
polimorfismos presentes en zonas duplicadas es la categorizacién de zonas
especificas, basado en su nivel de conservacion(Andreassen et al.,, 2010).La
caracterizacion actual del genoma del salmén del Atléntico nos permite aplicar
multiples criterios conocidosde manera innovadora a modo deindicadoresdel nivel

de conservacion de las regiones del genoma.

1.3.3.1 Indicadores de conservacion.
Para la prediccion del nivel de conservacion de los intervalos moviles a lo largo de
todas las regiones del genoma, nuestro algoritmo utiliz6 4 criterios que se detallan a

continuacion:
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1.33.1.1 La razén entre las densidades de polimorfismos presentes entre las zonas
codificantes y las no codificantes de un gen.
Los extremos 5 (rio arriba) y 3 (ric abajo) no codificantes de los genes,
denominadas UTR (UTR, UnTranslated Regions), tienden a verse menos afectadas
por fuerzas selectivas que las zonascodificantes, por lo que no solo se espera una
mayor densidad de polimorfismos en UTRs versus CDS, sino que también se
espera que esta razon disminuya en zonas que presentan paralogos funcionales, ya
que al tener sus CDS duplicados homologos funcionales los hace menos

esenciales, presentando una menor conservacion(Andreassen et al., 2010).

1.3.3.1.2 Lasumatoria de los efectos delos polimorfismos sobre la expresion del gen.

Esto considerando que una regién del genoma que presenta secuencias paralogas
como homélogos funcionales tendrauna menor conservacion y por tanto seramas
propensa a polimorfismos con efectos mas drasticos sobre su expresién vy

regulacion(Cingolani et al., 2012a, 2012b}.

1.3.3.1.3 Desviacién de la razén entre transiciones y transversiones (ti:tv).

La frecuencia de sustituciones de una base en mamiferos se dan entre 1 x 10° a 5
x 10 *° por nucleotido por afo (Li et al., 1981; Martinez-Arias et al., 2001), y aunque
las frecuencias de cada tipo de sustitucion son independientes y dependientes de la
especie en cuestion generalmente se encuentran en ordenes de magnitud similares
(Collins and Jukes, 1994; Kim et al., 2003, Smith et al., 2001). Es por esto que la
probabilidad de la generacion espontanea de mas de dos aielos (dos sustituciones

recurrentes en el mismo sitio del genoma) es muy baja.

Como se nombré anteriormente, en un sistema donde las mutaciones puntuales
ocurren de manera aleatoria el radio de transiciones sobre transversiones tiende a

0.5, dado que tenemos lamitad de posibles transiciones (A—G y CoT =
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4posibilidades) que de transversiones (A—C, AoT, G<C, GoT = 8
posibilidades)(Strachan and Read, 2004).Sin embargo estas reacciones quimicas
ro tienen las mismas probabilidades de ocurrencia(Vignal et al., 2002; Wondji et al.,
2007), incluso cuando son reciprocas. Por ejemplo las deaminaciones de 5'-methyl
C a uracilo (C—T o G—A) son el mecanismo mas comun de mutacion y tienen una
ocurrencia mucho mas alta que el caso inverso, en animales de sangre caliente
(Shen et al., 1994; Wyszynski et al., 1994). Es asi como en la practica ti:tv se
encontrara sesgada de manera dependiente de cada organismo y los mecanismos
moleculares de replicaciénparticulares de estos que puedan favorecer la ocurrencia
de algunas de estas reacciones sobre ofras (Yang and Yoder, 1999). Por ejemplo
en humanos tiitv 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 especies de peces cercanos a salmon se

han observado ti:tv cercanos a 1(Smith et al., 2005).

La titv tendera a una proporcién de equilibrio determinada por los sesgos
producidos por los mecanismos moleculares de replicaciéon. Por lo que esperamos
que en regiones con mayor taza de ocurrencia de mutaciones aleatorias exista una
desviacion de éste equilibrio sesgado debida al mayor dinamismo presente en estas

regiones.

1.3.3.1.4 Ladensidad de candidatos IVs.

Adicionalmente dado que las zonas paralogas presentan una identidad mayor al
90% (Moghadam et al., 2011), los ensambles obtenidos presentan multiples
lecturas gendmicas que difieren de la referencia debido a un mapeo erroneo hacia
zonas paralogas (candidatos IVs). Es por esto que |la densidad de [Vsrepresenta un

buen indicador no solo para la identificacion de zonas presentes en duplicaciones
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gendmicas, sino también para la determinacion del estado de conservacion de

estas zonas.

1.3.3.2 Modelos de agrupacion.

Luego de la determinacién de estos indicadores para cada una de las regiones del
genoma nos queda dirimir sobre el estado duplicado y la conservacion de las
mismas, para lo que requerimos generar un indicador unificado que nos permita
agrupar todas aquellas regiones que creemos estan en riesgo de tener un mayor

dinamismo afectando la conservacion de los polimorfismos presentes en ellas.

La agrupacién de datos o clusterizacion se ha convertido en una herramienta
estadistica de analisis de datos altamente utilizada dentro de la bioinformatica, para
el reconocimiento de patrones, la mineria de datos, el analisis de imagenes, entre
otros. La clusterizacion consiste en el proceso de asignacién de uno o varios
conjuntos de elementos a un grupo llamado cluster, de modo que los objetos en el
mismo clister sean mas similares entre si (acorde a un conjunto de criterios,
parametros o elementos control de cada grupo objetivo), en comparacioén con

elementos de otros cllsteres(Gath and Geva, 1989).

La clusterizacion consiste en un problema de optimizacion multi-objetivo que puede
ser alcanzada mediante variados algoritmos. El algoritmo apropiado y los
parametros a utilizar para definir la constitucion de un clister dependen de cada
conjunto de datos, el objetivo del analisis y sus resultados esperados. En la Tabla I
se muestran algunos modelos predictivos de clusterizacion ampliamente utilizados

en biocinformatica y sus caracteristicas.

L os modelospredictivos pueden contrastar su prediccién sobre un conjunto de datos

no utilizados durante la prediccion denominado conjunto de llegada, repitiendo el
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proceso predictivo hasta alcanzar un optimo acercamiento sobre el conjunto de
llegada (i.e. sin que se produzca un sobre-ajuste de los datos). A estos modelos se

les denomina métodos supervisados.

Sin embargo en los métodos supervisados la generacion de una buenaprediccion
depende dela representatividad delconjunto de llegada, él queesta limitado porla
disponibilidad de datos empiricos.En caso de no contar con un buen conjunto de

llegada se puede optarpor el uso de un método predictivo no supervisado.

Para la agrupacién de nuestras regiones del genoma debemos integrar nuestros
indicadores de conservacién a los criterios de agrupacion. Un métodocapazde
integrarcriteriosde manera plastica para dirimir el punto de corte (Tabla Il} es el
método de clusterizacion por logica difusa (Klir and Yuan, 1995),teniendo ademas la
capacidad de ser adaptable para la incorporacion de nuevos criterios 0

modificaciones de los criterios existentes (Ross, 2010).

La clusterizacion dura asigna a cada dato (vector) un Unico cliister con un grado de
pertenencia igual a uno, asumiendo una clara separacion entre clusteres. Este tipo
de acercamiento no es capaz de describir de buena forma sub-agrupaciones con

limites difusos entre si.

En el caso del nivel de conservacion de las regiones del genoma, los limites de
nuestros clusteres no pueden ser determinados a priori, ya que dependen de los
niveles de conservacién globales del genoma (indices de conservacion, ver 1.3.3.1)
y su distribucion a lo largo de éste. Por esto definiremos un set difuso de valores
para cada muestra en base a las distribuciones de los indicadores globales donde
el menor grado de conservacion tendra un grado de pertenencia 1 y el menor
tendrd un grado de pertenencia 0. El set difuso total es determinado como una

funcion de los conjuntos particulares de cada indicador.



Tabla Il. Modelos estadisticos predictivos para clusterizacion.
(Abdi and Williams, 2010; Byvatov and Schneider, 2003; Klir and Yuan, 1995).

METODO TIPO Ventajas Desventajas

Fuzzy Logic (FL)  Ldgico incorpora Criterio de  Considerasoloun ntimero
Experto (i.e. predice limitado de  factoresque
basado en el sahbemos estan involucrados,
conocimiento actual). puede conllevar a resultados

parcializados.

Principal No-supervisado Elimina la Los resultados de Ia

Component parcialidad. prediccién pueden no tener

Analysis (PCA) l6gica.

Support Vector Supervisado Considera conjunto  Falta de datos para

Machine (SVM) de entrenamiento. entrenamiento.

1.4 Hipoétesis.

Es posible estimar el estado de conservacion de ventanas moviles a lo largo de
genomas eucariontes, agrupandolas en segmentos distintivos en base a
indicadores de conservacion estimablesutilizando lainformacion de variantes de
secuencia entre regiones paralogas y variantes alélicas entre muitiples individuos.
Con el objeto de clasificar todas las variantes obtenidas segun el estado de
conservacion del contexto gendmico en el que se encuentre. Obteniendo un

conjunto final de variantes de utilidad para la seleccion genémica.

Siendo este procedimiento de especial utilidad para especies poliploides o pseudo-
poliploides donde abundan regiones de baja conservacion debidas a la existencia

de multiples paralogos funcionales.

1.5 Sintesis.

El presente trabajo propone un pipeline bicinformatico optimizado para la busqueda
de variantes tanto intra-individuo como inter-individuo, utilizando herramientas de
Ultima generacién: para la obtencion, filtrado y caracterizacion de estos
polimorfismos. Adicionalmente nos entrega un acercamiento Unico e innovador para

el descarte a priori de variantes no conservadas y la clasificacion de las variantes
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entre regiones paralogas a partir de un conjunto de marcadores contaminados.
Todo esto programado utilizando lenguajes modulares y de codigo abierto,

haciéndolo flexible y capaz de adaptarse a nuevos desafios.

1.6 Objetivos.

1.6.1 Objetivo General:

El objetivo general del presente proyecto consiste en la generacion deun pipeline
bioinformatico para la obtencién de marcadores tiles en estudios de asociacion y
seleccion gendmica en organismos no diploides o que presenten pseudo-diploidia,
utilizando como modelo la especie Salmo salar y las bases de datos con
informacién parcial del genoma de 1individuo e informacién parcial transcripcional

de multiples individuos.

Para alcanzar este objetivo es necesario cumplir con los siguientes objetivos

especificos.
1.6.2 Objetivos Especificos:

1.6.2.1 Determinacién de variaciones Intra-individuo,
Consiste en la determinacién y obtencion del conjunto de variantes entre

secuencias genomicas paralogas de un individuo doble haploide (PSVs).

1.6.2.2 Determinacién de variaciones Inter-individuo.

Consiste en la determinacién y obtencion del conjunto de variantes entre las
mismas secuencias gendémicas entre multiples individuos (SNPs/DIPs/MSVs).
Conteniendo informacién falsa debida a las variaciones entre secuencias paralogas
del genoma (PSVs), ademas de variantes poco conservadas sin utilidad para la

seleccion asistida para la cruza.
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1.6.2.3 Prediccion de zonas duplicadas del genoma del salmon.
Determinarun indicador unificado del nivel de conservacion de mdltiples ventanas

dentrodel genoma y clasificandolas acorde a éste.

1.6.2.4 Validacién de zonas duplicadas predichas contra True-SNPs empiricos.
Verificar la consistencia de nuestro método predictivo por comparacion contra un

set de SNPs validados empiricamente.

1.6.2.5 Generacién de un conjunto de True-SNPs del genoma completo del salmoén.

Conjunto de SNPs eficientes para su uso en seleccion genémica.



2 MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES

2.1.1 Secuencias:

2.1.1.1 Referencia:

Todos los andlisis de la presente tesis se realizaron sobreun ensamble de
secuencias extraidas de un individuo Sa/mo salar (salmén del Atlantico) hembra
doble haploide conocido como “Sally”.Se utilizdé el ensamble publico denominado
AGKDO1 disponible en NCBI {Davidson et al., 2010), generado por el consorcio
internacional “International Cooperation to Sequence the Atlantic Salmon Genome”
(ICSASG)utilizando el ensamblador de novo“whole-genome shotgun”ABySS
(v1.2.7)(Simpson et al., 2009) para las lecturas lllumina y Arachne (v3.9) (Batzoglou
et al., 2002)combinando los contigs mayores a 500bp con PCAP (Huang et al.,
2003).Este ensamble presenta un N50 de 9,3Kblongitud total de

2.43Gb;contabilizando por un 76% del genoma del saimon.

Para su pre-procesamiento se utilizaron: las bases de datos de secuencias de
elementos repetitivos especificas de salmoénidos de cGRASP (Ng et al., 2005)
version 1.6,disponible pablicamente (http://web.uvic.ca/grasp); y las bases de datos
de elementos repetitivos estandar proporcionadas por RepBase (Jurka et al., 2005)

descargadas en Abril del 2012.

2.1.1.2 Intra-individuo:
Para la determinacion de las variantes intra-individuo seutilizaron 238millones de

lecturas“paired-end” lllumina (141.728.293 lecturas de tamario de inserto de 600 bp
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y 96.683.324 lecturas de tamaiio de inserto de 300 bp),provenientes de gDNA de
musculo deSally (hembra Salmo salar doble haploide), obtenidas por ftp a través
del ICSASG y 28 millonesde secuencias Sanger publicas (28.208.160
lecturas),provenientes de la base de datos TraceDB de

NCBI(ftp:/fitp.ncbi.nim.nih.gov/ pub/TraceDB), pertenecientes a Sally.

2.1.1.3 Inter-individuo:

Para la determinacién de las variantes inter-individuo se utilizaron:495 K (495.211)
de lecturas Expressed Sequence Tags (ESTs) sin calidades, provenientesde
multiples individuos Salmo salar, descargadas de la base de datos publica
dbEST(Boguski et al., 1993), con un largo promedio de 617 bp;129 K (128.640)
desecuencias mate-pairde Salmo salarprovenientes de una libreria Bac End
Sequence (BES) de trabajo previo realizado por Thorsen con DNA gendmico de un
macho de una poblacidén Noruega (Thorsen et al., 2005), con un largo promedio de
900 bp vy solicitada via ftp al PhD. Willie Davidson en Simon Fraser University,
Canada; y 143M (142.645.370) de lecturaspaired-enditiumina de largopromedio de
100 bpprovenientes de 16 individuos de criaderos chilenos,proporcionadas por la

empresa AQUAINNOVO S.A..

2.1.14 Prediccion de estructura de genes:

Para la prediccion de las estructuras génicas se utilizaron los EST anteriormente
nombrados (ver 2.1.1.3) en conjunto con lasproteinas caracterizadas de Saimo
salar provenientes de la base de datos publica proteindb de NCBI(Benson et al.,

1997, Pruitt et al., 2007).
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2.1.1.5 Validacién in sillico:
Para la validacion se utilizé un conjunto de 5.768 SNPs validados para Salmo
salaren una poblacién noruega (29 cromosomas) (Lien et al., 2011), publicadosen la

base de datos dbSNP(Sherry et al., 2001).

2.1.2 Hardware:

Para llevar a cabo estos analisis se utilizaron: un clister IBM de 528 nodosplblicos
de 2,67GHz Intel® Xeon® CPU X5550, 24GB de memoria por nodo publico y 8TB
de almacenamiento, conectado por Infiniband QDR 100% non-blocking,
denominado “levque” perteneciente al "High Performance Computing Laboratory”
{(HPCLAB) del Centro de Modelamiento Matematico (CMM) de la Universidad de
Chile; un servidor de 16 cores de 2,9GHz Intel® Xeon® con 120GB de RAM y
7.5TB de almacenamiento denominado “bio-5" perteneciente a Mathomics, CMM,
Universidad de Chile; y un servidor web “espora” con 4 cores de 2,8GHz Intel®

Xeon® y 8GB de RAM, perteneciente a Mathomics, CMM, Universidad de Chile.

2.1.3 Software:
Para el desarrollo del protocolo se eligieron las herramientas y formatos segun los

criterios enumerados en la Tabla lll.

2.1.4 Financiamiento:

El proyecto fue financiado por el Programa Fondo de Investigacion Avanzado en
Areas Prioritarias (FONDAP), la empresa AQUAINNOVOS.A., el Programa de Tesis
de Postgrado en l1a Industria CONICYT 2011 y el Centro de Regulacion Genomica

(CRG) de Ia Universidad de Chile.



Tabla lll. Herramientas y formatos utilizados para el desarrollo del protocolo sugerido.

Las herramientas estandar son referenciadas en la seccion méfodos(Blanca et al., 2011; Cingolani et al., 2012a, 2012b; Danecek ef al., 2011; Dean
and Ghemawat, 2008 lhaka and Gentleman, 1996; Lam et al., 2012, Langmead and Salzberg, 2012; Li and Durbin, 2009, Li et al., 2009; McKenna et
al., 2010; Schwab et al,, 2000; Stajich et al., 2002, Stallman and McGrath, 1988; Wu and Nacu, 2010; Wu and Watanabe, 2005).

Herramienta

Descripcion

Ventajas

clean_reads Limpleza, recorte y filtradode lecturas de NGSa travéz de:remocion de Multnthreadmg” Flexible, puede interpretar lecturas Sanger, 454, IIIumlna and
adaptadores y vectores; recortado de regiones de baja complejidad o SOLID™.Gran incremento en exactitud para BWA and GMAP mapping”.
baja calidad; y filtrado de secuencias de largo insuficiente.

BWA Alineamiento y mapeo de lecturas NGS con baja divergencia a Flexible, puede mapear lecturas cortas lllumina de 100 b asi camo lecturas
referencias de genoma completo. largas de 70 b a 1 Mb. Actualizado.
Usa Burrows-Wheeler transform (BWT) ’.

GMAP™ Mapeo y almeamlento de lecturas transcriptomicas a un genoma de Menor gonsumo de memoria (lectura directa) '".Aumenta mapeo y prediccion de
referencia’” exones'".Menor niimera de falsos positivos a mayor velocidad'®. Mejorprecision
Usa uh a[gontmo basada en hashing. para lecturas de gran Icmgrtucl1Q Generacion de una estructura génica

fiel'”. Tolerante a SNPs’

Picard Tools  Herramientas Javapara la rnanipulacic’m de archivos SAM/BAM®, Combinalos encabezados de multiples archivos.

GATK" Marco de red para programacion estructurada disefiado para facilitar el Desighacion de variantes de mayor especificidad sin sacrificar sensibilidad™®
desarrollo de herramientas de analisis robustas y eficientes para NGS'
usando MapReduce®,

SnpEf™ ™ Programa computacional para la répida determinacién, anotacién, Permite fusionar y comparar variantes. Mejora los criterios de seleccion de
clasificacién y categorizacion delos efectos de variantessobrela, variantes.
transcripcion y traduccidn en secuencias de genoma completo °.

Formato Descripcion Ventajas

SAM/BAM® Formato de alineamiento de secuencia genérico para el almacenamiento  Formato flexible, compacto, binario (BAM] eficiente, de rapido
de alineamientos de lecturas contra una referencia. accesoparadetermmarlon de variantes®. Soportalecturas NGS largas (< 128

Mbp) *.

VCF™ Formato genéricopara el almacenamiento de polimorfismas de DNA, Formato compact, rapida obtencion de datos (a traves de indexacidn), puede
como SNPs, DIPs yvariantes estructurales. Almacena la posicién en acotar el analisis a rangos de datos determinados ™
conjunto con abundantes anotaciones'”

Lenguaje Descripcion Ventajas

Perl/Bioperl”  Proyecto de colaboracién internacional multidisciplinariode codigo abierto, Reduce el tiempa de desarrollo, a un nivel de desempefio efcuame .Flexible
parael desarrollo de librerias modulares en lenguaje Perl para la ycapaz de interoperarcon otros lengu 4}35 (Python and Java) .Lenguaje de mas

: administracion y manipulacion de |nformat:|on de las ciencias blolégicas”.  alto codigo comparado con Biopython™.
R* Lenguaje para el analisis y grafico de datos®. Portabilidad, eficiencia de computo, mejor manejo de memoria y alcance”.
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Figura 11, Pipeline estandar del Kit de bisqueda y caracterizaciéon de SNPs SNP-SACK.

: SNPs Search

El pipelineesticompuesto por 4procesos principales(input Data): Entrada de datos minimos, requiere un genoma de referencia y secuencias de
multiples individuos; (Preprocessing): Involucra el trimming, descarte y enmascaramiento, defragmentos sin ulilidad y secuenciasdel conjunto inicial.
(SNPs Search): Busqueda de variantes entre paralogos (IVs) y entre mulfiples individuos (MIVs). (SNPs Charactenzation): Prediccion de

regiones ‘duplicadas” basadoen “indicadoresconservacion”.
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2.2 METODOS.

Para la obtencion y validacién del conjunto de marcadores segregantes
conservados del genoma del salmén del Atlantico se propone el protocolo mostrado

en el diagrama de laFigura 11.

Los scripts utilizados por el protocolo fueron programados en Perl (BioPerl), Bash o
R y el protocolo completo fue lievado a un script automatizado programado

utilizando Perl.

Las herramientas y paquetes informaticos existentes que se utilizaron y sus criterios

de eleccién se especifican en la Tabia lil.

2.2.1 Pre-procesamiento del ensamble.

Se descarté el conjunto de elementos repetitivos predichos en el genoma del
salmoén mediante la herramienta RepeatMasker (Smit et al., 2004; Tarailo-Graovac
and Chen, 2009), utilizando las bases de datos de elementos repetitivos especificas
de salmonidos (Ng et al., 2005) y las proporcionadas por RepBase (Jurka et al.,

2005).

Se pre-filtraron los contigs de largo meneor a 1 Kb, para evitar contigs que

contengan errores de ensamble(Huang et al., 2011).

2.2.2 Obtencion de Variaciones.

Todas ias lecturas utilizadas para la obtencién de variaciones fueron pre-filtradas y
recortadas utilizando el pipeline automatizado clean_reads desarrollado por
COMAYV Bioinformatics (Blanca et al., 2011), eliminando regiones de baja calidad,
adaptadores de secuenciamiento, vectores de las librerias y zonas de baja
complejidad (Tabla 1), y luego excluyendo las lecturas de largo insuficiente en pb

(< 100 bp).
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2.2.2.1 Mapeo de lecturas Intra-individuo.

Para detectar la presencia de polimorfismos en los contigs de nuestro ensamble, se
mapearon.el conjunto de 13millonesde secuencias genomicas Sanger y 32 millones
de secuencias gendmicas llluminaprovenientes de librerias publicas utilizando BWA
(Li and Durbin, 2009, 2010). Los resultados se almacenaron en formato de
secuencia de mapeo/alineamiento binario (Binary Sequence Alignment/Map, BAM)

(Li et al., 2009).

2.2.2.2 Mapeo de lecturas Inter-individuo.

Laslecturasprovenientes de EST se mapearon utilizando GMAP (Wu and Nacu,
2010; Wu and Watanabe, 2005). Las lecturas provenientes de DNA gendmico (BES
e lllumina), se mapearonmediante BWA(Li and Durbin, 2009, 2010). Los resultados
se filtraron por cobertura (DIPs) e identidad (SNPs) mayor al 98% evitando zonas
de baja calidad caracterizadas por una alta densidad de variaciones, los resultados

se almacenaron en formato BAM(Li et al., 2009).

2.2.2.3 Filtrado de variantes.

Los polimorfismos candidatos intra-individuo (IVs) e inter-individuo (MIVs) fueron
predichos y filtrados utilizando la suite GATK (McKenna et al., 2010), utilizando el
fitro de tipo "base alignment quality” (BAQ) (Li, 2011), y los resultados fueron
almacenados en formato Variant Call Format (VCF), de 1000 Genomes Project
(Danecek et al., 2011). Finalmente las variantes restantes fueron refiltradas segun
los criterios enumerados en laTabla IV.Se utlizaron 2 filtros innovadores especificos
para Vs, considerando que el nimero maximo de paralogos posibles es de 2
elevado al nimero de WGDR sufridos por la especie y un ultimo filtro para excluir
regiones donde se encontraron MNP en Vs desde el conjunto de MiVs obtenidos,

evitando varianies debidas a errores de mapeo.
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Tabla IV. Criterios de filtrado de variantes.
Criterios de descartepara la exclusién de variantes no utilizables previo a la determinacion
de los indices de conservacion.

Criterio Vs MIVs Objetivo
Qual > 30 Aplica Alica incrementarla confianzaen
P lasdesignaciones de variantes.
Depth = 4 Aplica Aplica Descartedeerrores de secuenciamiento.
1 R
Var > (E) Aplica NA Descarte de errores de secuenciamiento.

Var > 01 % NA Aplica Descarte de variantes inservibles para el

genotipado.
MapQual = 10 Aplica Aplica Descarte de errores de mapeo.
A 10 bp min. de gap Aplica Aplica Descarte de errores de ensamble.
A 10 bp min. de poli-A.  Aplica Aplica Descarte de errores de secuenciamiento.
MNP Aplica NA Descarte de errores de mapeo.
No alelos €2 NA Aplica Descarte de SNPs falsos.
No alelos < 2% Applica NA Descarte de Vs falsos.

2.2.3 Prediccion de estructuras génicas.

Las estructuras génicas se predijeron utilizando los resultados del mapeo de las
secuencias ESTs y proteinaspublicas de Salmo salar,contra el ensamble de
referencia utilizado (AGDK01), mediante un acercamiento ab initio(Di Genova et al.,

2011).

2.2.4 Clusterizacién.

Mediante el paquete bioinformatico SnpEff (Cingolani et al., 2012a, 2012b) (incluido
en GATK)se calculdé el efecto de las variantes polimorficas, a partir de las
estructuras génicas predichas y los conjuntos de variantes(incluyendo tanto
variantes Inter como Intra-individuo). Adicionalmente se obtuvo un archivo

resumende la organizacion de las estructuras génicas del genoma.

Al Pipeline junto con el conjunto de scripts utilizados y desarrollados para la

clusterizacién y filtrado de variantes segtin su nivel de conservacion se le denomino
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SNP Search and Characterization Kit (SNP-SACK).Los indicadores de conservacion
(Tabla V) de los genes predichos e intervalos de ventanas moviles 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 utilizando un script
llamadoeff_join.pl (SNP-SACK --clust). Los tamarios minimo y maximo del intervalo
se calcularon en base al N75 y maximo de la distribucion de tamaiio de los genes

predichos.
Los archivos de salida producidos son:

1) Un archivo Unico en formato VCF (Danecek et al., 2011) que incluye las variantes

producto del cruce entre los candidatos IVs y los candidatos MIVs.

2) Una lista de las estructuras génicas predichas y sus tamafios eindices de

conservacion correspondientes.
3) Una lista de los intervalos generados y sus indices de conservacion asociados.

Estos resultados son luego procesados por un script desarrollado enlenguaje R
{Ilhaka and Gentleman, 1996), llamadotab.R (SNP-SACK), el cual realiza un analisis

predictivo en tres pasos:

1) Determinaciondel umbral de corte para los set difusos de las estructuras
génicas, utilizando los indices minimos del conjunto resultante. Determinado
como el vertice de la distribucion asintética de set difuzos unificados para las

estructuras génicas utilizadas.
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Figura 12. Ecuaciones del set difuso unificado y determinacion del punto de corte (th).
Se concentré para ambos criterios aplicables a tado el rango, El th se determiné como ef
vertice de la distribucién asintdtica del histograma de los sets difusos.

2) Determinacion de la funcion predictiva del set difuso a partir de los 2 indices
de conservacion aplicables al genoma completo (ver Tabla V); 3) cruza y
descartede marcadores candidatospresentes en intervalos con una

distribucion deindicespor debajo del umbral (th) caiculado.
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Figura 13. Ecuaciones del sub set difuso y determinacion del rango difuso unificado.
El sub set difuso se determina utilizando ambos criterios aplicables concentrados. El rango
de criterios difusos unificados posibles se determina como funcién del sub set difuso.

Los indicadores de conservacién aplicables a los intervalos de ventanas moviles
{Tabla V) fueron diluidos en el calculo del conjunto difuso de las estructuras génicas
con el objetivo de mejorar la sensibilidad de nuestra prediccién. Se utilizé un criterio
de corte para el rango difuso de una pertenencia equivalente al 0,75 para mejorar la

especificidad de nuestro método.
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Figura 14. Representacion grafica de una distribucion de sets difuzos en un conjunto
de observaciones.

a) Una distribucion del set difuso marcando el punto de corte (th) obtenido segun la
ecuacion anterior. b) Grafico logaritmico representativo del rango difuso unificado
(verde)estimadoen funcion de un sub set difuso (azul), generando un range difuso. En
nuestro caso se determind un 0,75 de pertenencia como criterio de corte para el rango
difuso.

Los resultados finalesfueron inspeccionados visualmente e in sillico,segun criterios

de literatura (1 variante cada 650pb)(Moen et al., 2008).

Tabla V. Indicadores de conservacion utilizados como criterios de corte.
(Andreassen et al., 2010; Cingofani et al., 2012b, 2012b; Fredman et al., 2004, Strachan and
Read, 2004).

Criterios Calculo

Effect™ Sumatoria de los efectos valorados calculados por SnpEff.

Vs’ DensidaddeCandidatos PSVs/MSVs por longitud de secuencia en bases.
SVarexon Densidad de variaciones predichas acumuladas tolales de regiones exénicas {de
dVarygrg mayor conservacion) sobreregiones no-expresadas (de menor conservacion).

|ti: tv, — ti: tv,|”  Taza de transiciones sobre transversionesdelos SNPs candidatos.

2.2.5 Validacién in sillico.
Los resultados se validaron utilizando un conjunto de marcadores(5.768)
caracterizados y validados provenientes de ESTs y genes asociados (Lien et al.,

2011), publicados en NCBL.

Los marcadores se mapearon utilizando MegaBLAST(Zhang et al., 2000) y fueron

filtrados por identidad mayor al 98%.



3 RESULTADOS

En esta seccion se resumen los resultados obtenidos al aplicar el pipeline
biocinformatico propuesto y desarrollado en esta tesis (SNP-SACK) que se muestra

en la Figura 11 y cuya metodologia sedescribe en la seccion 2.2.

3.1 Pre-procesamiento del ensamble.

Luego de la obtencion del ensamble del genoma de Salmo safarSally AGKDO1, y
previo a su uso como genoma de referencia se procesé para la busqueda de
elementos repetitivos (ER), con lo que se predijeron 4,12 M de ERcon un largo total
de 1,36 Mb, enmascarando un 59 % del ensamble utilizado. La distribucién de estos

ER alo largo del ensamble se grafica en la Figura 15.
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Figura 15. Distribucion de largos de elementos repetitivos con respecto a los largos
de los contigs.

La figura muestra una tendencia lineal en la relacién de farge de elementos repetitivos
presentes en un contig y la longitud de este.
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Con el objeto de mejorar la calidad del genoma de referencia a utilizar mediante el
descartede contigsformados por errores de ensamble se filtraron los contigsde
largos menores a 1 Kb obteniendo un largo total remanente de 2,04 Mb
(contabilizando para una representatividad del ~67% del genoma del salmén del
Atlantico), lo que fue utilizado como genoma de referencia para la obtencién de

marcadores candidatos en Salmo salar.

3.2 Obtencion de marcadores candidatos.

Previo a la obtencidon de variantes tanto inter como intra-individuo se realizé un
recorte o “trimming” de las lecturas. Los ajustes y configuraciéndel programa
clean_read de ngs_backbone pipeline(Blanca et al., 2011)se adecuaron al origen de
las lecturas, como se especifica en los manuales y opciones de ayuda del paquete.
Luego de la limpieza de las lecturas se procedié al mapeo de lecturas dependiendo

de su origen como se especifica en materiales y métodos (ver 2.2.2).

En la Tabla VI se resumen la tecnologia de secuenciamiento utilizada para la
obtencién 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
publicas y el numero total de lecturas iniciales obtenidas. Adicionalmente se
resumen los resultados obtenidos (i.e. porcentaje de lecturas remanentes):luegodel
trimming mediante “clean_read” y filtrado de lecturas de largo insuficiente; y el
mapeo mediante BWA o GMAP contra el genoma de referencia de cada conjunto

de lecturas utilizado.

Los mapeos de multiples individuos fueron filtrados para una coberturae
identidadmayor al 98% eliminando posibles mapeos erréneos. Para los mapeos de

las lecturas provenientes de “Sally” (Intra-individuo) se filtraron los mejores
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16alineamientos, tomando en cuenta el maximo de regiones paralogas posibles

dado el numero de rondas de duplicacién sufridas por la familia de los salmonidos.

Tabla VI. Resumen de filtrado y alineamientos obtenidos para los conjuntos de
lecturas utilizadas.

Los porcentajes de lecturas filtradas y mapeadas se calcularon con respecto al numero de
lecturas iniciales utilizadas. La cobertura se calculé considerando el tamafio estimado del
genoma completo del salmon del Atléntico (~3 x 10 ° bp).

Obtencion de Lecturas Lecturas Lecturas

secuencias ORIGEN ~ FUENTE FECHA i iciales filtradas mapeadas Coperiura
INTER-IND

EST db EST NCBIESTdb 04/26/12 495211 99,81% 97 23% 0,11X

Sanger mape-  gDNA (Thorsen et al.,

i S - 128640 9554%  7624% 007X

lilumina Aquainnovo

ol R - "y - 142645370 9936%  62,38%  12,31X

INTRA-IND

Hiumina DNA

Paired-end g‘lusde ICSASG - 238411617 97,90% 95,00% 19,97X

{Sally)

Sanger (Sally) gDNA TraceDB - 28208160 9124% 95,29% 2,35X
; Salmondb/NCBI

Protein db S olsinds 04/26/12 24.423 - 76,23% -

SNPdb A St oamen 88.932 - 91,44% -

A partir de los archivos BAM (Li et al., 2009)obtenidos por mapeo de laslecturas
enumeradas en la Tabla VI, se procedio a la determinacion de variantes entre las
secuencias,obteniendo archivos en formato VCF que luego fueron filtrados
aplicando los criterios enumerados en la Tabla IV. Se obtuvieron 35.038
marcadores candidatos a partir de multiples individuos (MIVs), de los cuales 3.340
fueron DIPsy 4.857.584PSVs/MSVs candidatos provenientes del mapeo de

secuencias de Sally (1Vs).

3.3 Prediccion de estructuras génicas.

Al usar un predictor ab initio en conjunto con herramientas estandar de prediccidén
de estructuras génicas se obtuvieron 24.062 genes candidatos de los cuales: 7.869
constituyen genes candidatos completos (i.e. comprendiendo desde 5'-UTR hasta
3-UTR); 8.162 son genes candidatos parciales desde 5-UTR; 3.792 son genes

candidatos parciales desde 3-UTR,; y 4.239 genes candidatos parciales internos.
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3.4 Caracterizacion de polimorfismos.

Consecutivamente los conjuntos de polimorfismos candidatos obtenidos en 3.2,
fueron caracterizados como se especifica en 2.2 4mediante las estructuras génicas
predichas por nuestro laboratorio, determinando la distribucion relativa de estos
marcadores y sus efectos sobre la expresion y regulacién de la expresion en el

genoma.

a) Changes histogram: scf1020200613461

b) Changes histogram: sci1{:.

Figura 16.Efecto de las duplicaciones en la densidad de marcadores.

Dos histogramas representativos de las frecuencias de MIVs a lo largo del contig. a)
Muestra un contig reguiar con densidades esperadas segtin propuesto por Hayes (~ 1 SNP
cada 650bp). b} Un contigmostrando sobre T SNP cada 50 bp (Hayes and Goddard, 2010),
causado probablemente por errores de mapeo debido a regiones duplicadas.

El archivo resumen obtenido del analisis de los candidatos por SnpEff muestra
regiones del genoma con histogramas dedensidades de marcadores que se alejan
de lo esperadoc en salménidos (una variante cada 650 pb, Figura 16a ), y se
asemejan a lo proyectadopara regiones gendmicas que presentan pardlogos (una

variante cada 50 pb, Figura 16b) (Hayes et al., 2001).
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3.5 Clusterizacion.

Luego de la caracterizacion de los polimorfismos se procedié al calculode los
indices de conservacion para los genes candidatos,enumerados en la Tabla V, y el
set difuso resultante de la distribucion de estos cuatro, acorde a lo descrito en la
seccion 2.2.4 del presente trabajo de tesis (diluyendo los sets difusos de tiitv y
51Vs).Todo lo anterior utilizando scripts propios desarrollados en R (tab.R de SNP-
SACK). Luego se recalcularon los sets difusos para los genes candidatos utilizando
solo los indicadores diluidos, calculando la diferencia entre ambos sets con lo que

se obtuvo la correlacion representada en laFigura 17.

max. A (', p total) = 0,921449783 y total .
R” = 0,972234303 -

e ambos set difuzos)

= 02 -

& —p

T

a 0.15

2 01

s .

= 0-#

- 0 0 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

je 4 indicadores)

Figura 17.Correlacidon entre set difuso total y de intervalo, en regiones codificantes.

u total representa el set difuso calculado utilizando los 4 indicadores de conservacion para
cada region codificante predicha. ' representa el set difuso de las mismas regiones
codificantes calculado a partir de los 2 indicadores de conservacion aplicables a todo
intervalo de ventana a lo largo def genoma. La correlacién (0,968} muestra tendencia a la
linealidaden todo el rango por debajo de un valor de difusidad del 40%.

En la figura anterior se observa el ajuste a una funcion lineal de la correlacién entre
el set difuso total (calculado a partir de los 4 indicadores, verTabla V) y su distancia
al set difuso aplicable a los intervalos de ventanas méviles (calculado a partir de los
2 indicadores aplicables, verTabla V). La funcion de esta recta nos permite acotar el

rango de valores posibles para los sets difusos de los intervalos de ventanas
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moviles, acorde con los valores de los 2 indicadores aplicables a estos (tiitv y
81Vs).Podemos estimar un valor de corte para la clusterizacion correspondiente al
vértice de la grafica asintética de la distribucion de los valores de los sets difusos
para los genes predichos. La media de la distribucién de sets difusos obtenida fue

de 0,9314.

Tomando en consideracién estos valores se generaron rangos de sets difusos
posibles para cada intervalo de ventana. Con esto se generé una clusterizacion de
intervalos de ventana donde se identificaron 3 grupos difuscs: 1) de alta
conservacion o "blancos” 2) de moderada conservacion o "grises” (rango difuso) 3)
y de escaza conservacion o “negros”. Los rangos negros fueron excluidos y los
rangos “grises” fueron excluidos considerando un rango de pertenencia del 0,75.A
través de este procedimiento y a partir del conjunte original de 31.698SNPs, 3.340
DIPs y 4.857.584IVs,se obtuvo un conjunto de 29.701 SNPs y 2.973 DIPs en
regiones de alta conservacion (6,30% y 10,99% descartados respectivamente, 6.75
% total); mientras que el 36,75 % de los Vs fueron descartados. La distribucion y

efectos del conjunto final de Variantes se muestran en la Figura 18.
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Figura 18. SNPs finales y sus efectos por tipo y re
La fabla muestra los resuftados del anélisis del

gion.
conjunto final de SNPs luego de la

clusterizacién y descarte de regiones con baja conservacion.
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b)

Figura 19.Correccion de la densidad de marcadores en zonas duplicadas por SNP-
SACK.

Dos histogramas representativosde la frecuencia de variaciones segun su distnbucion a lo
largo del mismo contig antes y después de la aplicacion de SNP-SACK. a) Representa un
contigcon regiones de alta densidad de variantes (sobre 1 SNP cada 50 bp), distribuidas de
manera irregular. b) Representa el mismo contig luego del tratamiento de este con SNP-
SACK donde se efiminaron los marcadores de menor conservacion dejando un marcador
altamente conservado para su usa en seleccién gendmica.

La Figura 19 nos muestra dos histogramas de densidades de variantes a lo largo de

un contig, antes (Figura 19a) y después (Figura 19b) del filtrado con SNP-SACK.

La Figura 19a muestra densidades cercanas a 1 SNP cada 50 bp, predichas para
zonas duplicadas en salmén(Hayes and Goddard, 2010),mientras que en la Figura

19bse observa una clara reduccion luego del filtrado mediante SNP-SACK.

Las 30 K variantes obtenidas marcan eficientemente para un 22,23 % del total del

ensamble (627 Mb).
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3.6 Validacion in silico.

Del conjunto original de 5.768 marcadores publicos (Lien et al.,, 2011), obtenidos
desde dbSNP (Sherry et al., 2001) de NCBI, el 65,25% mapearon a nuestro
genoma de referencia con alta identidad (sobre el 98%), 2.984 SNPs, 701 MSV-3s y

67 MSV-5s.

De las variantes publicas mapeadas:96,05% de los SNPs,86,16% de los MSV-3s y
83,58% de los MSV-5sse ubicaron en regiones de “alta conservacion” segun

nuestro método predictivo, evidenciando la especificidad del método.

o
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Figura 20. Distribucién de sets difusos estimados para el conjunto de True-SNPs.
La distribucién delamuestra se ajusta a una curva logaritmica con asintota cerca dei 4%,
coincidente con ef valor de threshold (th) estimado mediante I6gica difusa (0,09313).

La figura anterior muestra una distribucion logaritmica para ambos indices de
conservacion en las regiones que presentan SNPs validados, encontrandose
alrededor del 5% de la distribucion.
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Luego se procedié a determinar las cruzas entre los conjuntos de variantes
obtenidas y las variantes validadas.

Tabla VII. Intersecciones entre los datos validados y los conjuntos de variantes
obtenidas en cada paso caracterizado por su metodologia correspondiente.

SNPs MSV-3s MSV-5s
MiVs (métedos clasicos) 3,49 % _ 1512 % 26,87 %
alvs 328% 14,27 % 26,87 %
SNPs Conservados (SNP-SACK) 1,34 % 1,14 % 0%

En la Tabla anterior se observa, como es de esperar que los métodos clasicos se
inclinen 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 individuo o entre lecturas de

muitiples individuos de regiones gendmicas distintas pero paralogas entre si.

Los porcentajes de variantes validadas presentes en el conjunto de MIVs son
similares a las variantes validadas presentes en el conjunto de Vs determinadas
descartando en base a la densidad de Vs, tanto para SNPs como MSVs. Luego de

aplicado SNP-SACK se observa una inversion en estos porcentajes.

Esta validacién nos permite verificar la potencia de nuestro método predictivo en la
discriminacion de variantes conservadas con respecto a metodologias clasicas de

busqueda de variantes.



4 DISCUSION

4.1 Pre-procesamiento del ensamble.

La correlacion lineal entre la longitud de RE y longitud de contigs observada en
laFigura 15demuestra una distribucion relativamente homogénea de RE a lo largo
del ensamble utilizado, lo que indica que este parametro no seria util para generar
discriminaciones a lo largo del ensamble(Belle et al., 2005). La abundancia de
elementos repetitivos (59% de nuestra referencia), limita sustancialmente la
busqueda eficiente de marcadores en Salmo salar(Treangen and Salzberg, 2011),
sin embargo la distribucién homogénea de estos elementosmejora la posibilidad de
obtencién de un panel de marcadores con el nivel de densidad homogénea

requerida para un estudio de seleccion genémica (1 ¢/ 60 Kb)(Hayes, 2007).

El ensambleptblico utilizado, a pesar de tener solo un 89 % de contigs mayores a 1
Kb(Davidson et al., 2010), estos tienen una representaciéndel 67%sobre el largo del
genoma total estimado para Salmo salar (3.2Gb), traduciéndose en una disminucion
de tan solo un 15 % en la representatividad con respecto al ensamble total (2,4
Mb).Esto genera una nueva limitante en el nimero de marcadores posibles de

obtener.

4.2 Obtencién de marcadores candidatos.

En la Tabla Vipodemos observar un menor porcentaje de mapeos de las lecturas
pertenecientes a los 16 individuos chilenos, respecto a las lecturas de individuos
noruegos (62% vs 72%), a pesar que estos Ultimos presentanuna cobertura 176

veces menor. Tomando en consideracién que Sally es un individuo de una
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poblacion noruega es posible plantear la hipétesis de que las diferencias en mapeo
se deban a las \variaciones entre las cepas presentes en ambas
poblaciones(Lubieniecki et al., 2010); no obstante cabe considerar que estos
resultados son sensibles a la tecnologia de secuenciacion utilizada la que difiere

entre ambas muestras(Metzker, 2010).

Del total de secuencias de multiples individuos,sélo un 48,42% fueron mapeadas a
una region unica del ensamble, indicando que un gran porcentaje podria
encontrarseen regiones que presentan paralogos con alta identidad(Moghadam et
al., 2011) y elementos repetitivos que componen cerca del 60 % de nuestro genoma

de referencia (de Boer et al., 2007; Kido et al., 1994).

La densidad de candidatos MIVs inicial obtenida (1 ¢/ 92 Kb), es insuficiente para
generar un conjunto de marcadores para seleccién gendémica(Hayes, 2007),
haciendo necesario un aumento en la coberturautilizada para la busqueda de MIVs
(12,48X de cobertura). La cantidad de marcadores necesarios para seleccion
genomica se estiman alrededor de 1 ¢/ 60 Kb (Hayes, 2007). Lo que hace necesario
un conjuntominimo de alrededor de 60 K marcadores equidistantes para la
generacion de un SNP-Chip con la densidad apropiada para la seleccién eficiente
de caracteres de importancia econémica mediante seleccidn genomica. 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 Vs obtenidos representan aproximadamente un 95 % de los
PSVs/MSVs estimados por Hayes presentes en el genoma del salmén (~5
M)(Hayes et al., 2007). Esto tomando en consideracion que solo se utilizd un

ensamble con un 67% de representacion del genoma de los saimonidos;lo anterior
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se puede explicar por la presencia de otros tipos de variantes dentro del conjunto
de Vs, generadas por errores de ensamble entre las secuencias de Sally por las
dificultades de ensamble ya mencionadas (Davidson et al., 2010). Esto atin no es
suficiente para explicar la alta presencia de I\Vs a pesar de la exclusiéon del 59% de
la referencia debido a RE, lo que nos lleva a pensar que existiria una variabilidad
mayor entre algunas de estas secuencias pardlogas que la proyectada por

Hayes(Hayes, 2007).

4.3 Prediccion de estructuras génicas.

Las estructuras génicas predichas contabilizan para un 80% de los genes
estimados por UniGene en salmdn del Atlantico(Pontius et al., 2003).Sin embargo
se cuenta solo con un 46% de los UTR totales que generan gue soloun 33 % de los
genes predichos estén completos.La falta de secuencias no codificantes puede
influir en el calculo de los indicadores de conservacion gue toman en cuenta estas
zonas (i.e. sVarpzon/Varyr). NO oObstante estas estructuras génicas nos permiten
tener una estadistica representativa de los indices de conservacion a lo largo de las

secuencias codificantes asociadas a los genes del salmoén.

4.4 Caracterizacion de los polimorfismos.

El archivo resumen de la caracterizacién de MIVs por SnpEff, mostré zonas con
claros indicios de duplicacion, como una aumentada densidad de
marcadores(Hayes et al., 2007) (Figura 16). No obstante un descarte de varnantes
basado solo en la densidad de marcadores, produciria un enmascaramiento de
grandes regiones del genoma, haciendo el conjunto final de marcadores obtenido
por una metodologia de esta naturaleza inviable para un estudio de seleccion
genomica, el cual requiere de una distribucién relativamente homogénea de

marcadores a lo largo del genoma(Hayes, 2007). Por otro lado, nuestro método
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descarta selectivamente regiones acotadas del genoma en base a su nivel de
conservacién, lo que permite generar un enmascaramiento mas acotado y selectivo

(Figura 19), necesario para la generacion de un Chip para seleccién genomica.

4.5 Clusterizacion.

La correlacion lineal observada en la Figura 17 (R? = 0,97), nos indica que esta
seria un buen predictor del rango de sets difusos posibles para los intervalos de
ventanas moviles, a partir de los dos indicadores de conservacién aplicables a

estos (ver Tabla V).

Luego de la clusterizacién cerca del 7 % de los marcaderes iniciales fueron
descartados.La proporcién (MIVs — (MIVsn .IVs)): IVsmuestra un evidente
aumento (34,41%) luego de la aplicacion de nuestrc método de agrupacion basado
en indices de conservacion (SNP-SACK), demostrando la especificidad del método.
Cabe recordar que los Vs ademas de PSVs también incluyen marcadores validos
MSVs, sin embargo en teoria deberian contener una mayor proporcion de PSVs
que el conjunto de MIVs, lo que se ve representado en el aumento de la preporcion

nombrada.

Se observa que de los marcadores finales cerca de un 73% se encontrarian en
regiones intergénicas, lo que es de esperar ya que estas componen sobre un 99%

del genoma del salmén del Atlantico.

El conjunto final de marcadores obtenido marca para una quinta parte del genoma
del salmoén del Atlantico, lo cual es suficiente como para realizar mapeo de QTLs y
otras técnicas de seleccion(Hayes, 2007). Sin embargo se encuentra muy por

debajo de lo requerido por seleccion genémica, haciendo necesario el
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secuenciamiento de mayor nimero de lecturas genémicas de multiples individuos,

con el objeto de aumentar el numero de MIVs inicial.

4.6 Validacién in silico.

En la validacion in silico sobre un 93% de los True-SNPs validados cayeron dentro
de zonas “clean’(conservadas).Evidenciando que SNP-SACK, a pesar de descartar
zonas enriquecidas en PSVs, es capaz de conservar una gran parte de los MSVs
presentes en la referencia. Lo anterior debido a que el criterio de clusterizacion se
basa en nivel de conservacion de secuencia y no en el descarte de la regién

duplicada completa.

Ademas, como es posible apreciar en la Tabla Vi, SNP-SACK a pesar de tener
porcentajes cercanos en el descarte de variantes validadas (Figura 17) tanto para
SNPs como MSVs, descarta de manera selectiva MSVs que se encuentran mas
representados en los conjuntos de variantes determinadas por métodos
tradicionales de busqueda de variantes. Una explicacién plausible para esto, es que
aquellas variantes de menor conservacion tendran mayor representacion en un
conjunto de variantes determinadas al azar, implicando una alta efectividad de

nuestro método de seleccion.

Estos resultados indican que el algoritmo propuesto y los parametros utilizados son
eficientespara la busqueda de variantesutiles en la generacién de un microarreglo

de marcadores para seleccion genomica.



5 CONCLUSIONES

5.1 Proyecciones.

Los principios tras el presente pipelinebicinformatico de caracterizacion y blusqueda
de marcadores {SNP-SACK), puede ser potencialmente aplicada a multiples otros
organismos con estados similares de caracterizacion gendémica al estado actual del

genoma del salmon del Atlantico.

La base de datos resultante contiene informacidén acerca de la naturaleza de los
polimorfismos descartados como PSVs, lo que permitie su potencial aplicacion en
otros estudios avanzados y Facilita la blsqueda sitio-especifica de nuevos True-
SNPs a través de la exploracion de regiones del genoma caraclerizadas como
altamente conservadas por nuestro algoritmo. Ademas permite el analisis de las
relaciones evolutivas de los genes encontrados en regiones con secuencias

paralogas.

Un aumento en la disponibilidad de datos de marcadores probados permitiria
potencialmente la generacion de un conjunto de llegada. En ese escenario se
recomendaria el uso de un modelo predictivo supervisado capaz de integrar
criterios de experto para conjuntos difusos como Redes Neuronales Difusas (RND)

(Buckley and Hayashi, 1994; Lee and Lee, 1975).

La disponibilidad de la coleccién de SNPs del genoma completo abriria nuevas
posibilidades para explorar relaciones genéticas entre individuos y nos entrega las
herramientas necesarias para analizar los componentes heredables y los genes

determinantes de rasgos de importancia econémica (QTLs), haciendo posible
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realizar analisis comparativos generales de genoma completo entre individuos, asi
como analisis comparativos locales especificos entre regiones cromosomales.
Estas metodologias pueden ser usadas para el mejoramiento comercial del saimon
del Atlantico, su resistencia a patégenos, rastreo de lineas de parentesco y otras

multiples investigaciones relativas a la genomica comparativa.

Adicionalmente, a partir del mapa génico disponible (Quinn et al., 2008) y el
conjunto de marcadores clasificados y mapeados para casa cada grupo
cromosomico (Lien et al., 2011), seria posible inferir la organizacion en

cromosomas de nuestro ensamble y los marcadores obtenidos.

La empresa Aquainnovo S.A. a través del financiamiento de la Corporacion de
Fomento de la Produccion (CORFQ) y del Programa Fondo de Investigacion
Avanzado en Areas Prioritarias (FONDAP), pretende obtener secuencias
gendémicas de nuevos individuos ymediante el usode el algoritmo presentado en
ésta tesis (SNP-SACK) generar de un SNP-Chip comercializable y con la densidad
necesaria para tener una alta efectividad para la seleccion gendémica del salmon del

Atlantico.

5.2 Conclusion final.
Un conjunto de marcadores génicos de alta densidad es esencial para el desarrollo

de un SNPchip eficiente para la seleccion genoémica.

El Kit bioinformatico de herramientas desarrollado “SNP-SACK”,a través de un
acercamiento innovador, permite una clasificacion eficiente de SNPs a prioriacorde
con los niveles de conservacion de la region del genoma en la que estén ubicados.
Los datos resultantes de SNP-SACKfacilitan la seleccion de marcadores altamente
conservados para el disefio eficiente de un SNPchip. La especificidad y sensibilidad

de SNP-SACK es altamente dependiente de los parametros utilizados y estos
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pueden ser facilmente regulados y ajustados alas necesidades del estudio a

realizar.

La densidad de marcadores obtenida en el presente andlisis se encuentra por
debajo del ideal necesario para la generacion de un SNPchip para seleccion
gendmica, por lo que seria necesaria la secuenciacion de un mayor nimero de
lecturas gendmicas de muliliples individuos para aumentar la densidad de

marcadores putativos iniciales.

A partir del procedimiento anterior, y los desarrollos metodolégicos propios que se
realizaron en funcion de los resultados obtenidos en cada etapa, se obtuvo un
conjunto de SNPs/DIPs eficiente para su utilizacion en estudios de analisis de
genoma completo y otros analisis de gendémica comparativa en salmones validados

in silfico contra un subconjunto de True-SNPs.

Nuestra metodologia representa un acercamiento Unico que prueba ser efectivo
para la bisqueda, caracterizacion y filtrado de SNPs/DIPs, permitiendo su
diferenciacion de potenciales PSVsa priori para su aplicacién en seleccion

genomica.
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