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Abstract

In  recent  years  Single  Nucleotide  polymorphisms  (SNPs)  have  become  the  most

popular molecular marker tool  used  in genetics.  /n si./+.co SNP discovery strategies have

been  focused  on  the  alignment  of  input  fragments  covering  the  same  region  of  the

genome whose sequence differ due to polymorphic variation in the population. Genomic

duplications  represent  a  biased  source  of  SNPs.  The  nucleotides  that  are  present  in

equivalent locations of the duplicated regions, but vary between the two loci, would appear

to have a heterozygous genotype by coamplification of these duplicates. The SNPs found

in duplicons are known as paralogous squence variants (PSVs).  If one of these SNPs is

also polymorphic in one of the duplicated copies, jt is known as mu[ti site variation (MSV).

These markers are not appropiate to perform mapping or asociation studies.

The common  ancestor of salmonids experienced a whole genome duplication  event

recently  (100  MYA).  In  the  present study,  a  pipeline was  developed  in  order to  predict

duplicated regions within an individual Sa/mo sa/ar genome using SNP data and repetitive

element masking. 217000  BAG end sequences coming from a single individual genome

were  assembled.  There  were  4991   SNPs  in  1352  contigs.  At  the  final  stage  of  the

pipeline,  the  final  set  of  candidate  duplicated  contigs  was  reduced  to  956.10  regions

with  a polymorphism  closely linked to a gene were selected to  genotype three different

individuals.  Each  SNP was validated  in  6 out of 9 succesfully sequenced  regions.  One

contig  corresponding  to  227  bp  of  fJsp70  gene  CDS  revealed  9  SNPs.  This  locus  is

duplicated and the predicted SNPs correspond to PSVs instead of true SNPs. PSVs and

MSVs have to be considered behind a new concept in genetics, defined as intragenomic

variation.

The use of this pipeline combined with SNP discovery in multiple individuals will allow

researchers to asess the true nature of the SNPs which they are working with.
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F=esumen

EI genoma del salm6n acumula cuatro rondas de duplicaci6n gen6mica en su historia

evolutiva:  un evento especffico de salmones,  otro especffico del Iinaje de los tele6steos

y dos rondas ocurridas en vertebrados hace 600  MVA (Hip6tesis 2P).  La bdsqueda de

marcadores en esta especie es necesaria para realizar estudios evolutivos, de mapeo o

de asociaci6n a genes de inter6s, por lo que la presencia de regiones duplicadas impone

un problema al momento de establecer el origen de estos marcadores.

En  el  presente estudio se implement6  una estrategia bioinformatica donde 217 000

secuencias   g6nomicas   provenientes   de   un   dnico   individuo   fueron   ensambladas   y

analizadas en busca de SNPs. Se encontraron 4 900 SNPs distribuidos en 1350 contigs

de  un total  de 25 000.  Luego,  se filtr6  un  32°/o de secuencia repetitiva para descartar

los polimorfismos  presentes en  estos  elementos  llegando a  un  set final  aproximado de

2800 SNPs en 950 contigs. Todas estas secuencias fueron anotadas con la informaci6n

disponible en las bases de datos pdblicas.           p

Se  estableci6  la  presencia  de  loci  duplicados  basandose  en  la  hip6tesis  que  los

SNPs encontrados en un dnico individuo corresponden a diferencias nucleotidicas entre

regiones paralogas.  La preservaci6n  de estas regiones esta sujeta a la adquisici6n  de

mutaciones  que  le  confieran  una ventaja selectiva,  ya sea  en  una  regi6n  regulatoria o

codificante, que les permita escapar a la selecci6n purificadora de la evoluci6n.

Se  seleccionaron  10  contigs  para  ser  secuenciados  y  genotipar  los  polimorfismos

putativos en tres individuos. Se encontr6 evidencia que seis de estos SNPs corresponden

a variantes dadas por la duplicaci6n.  Las cuatro regiones restantes presentaron alg.una

dificultad en el genotipado que puede ser corregida y se discute en el texto.  Una de las

regiones, correspondiente al gen Hsp70, present6 un patr6n de alta densidad de SNPs

relacionado con la acumulaci6n de mutaciones neutrales en la secuencia de dos copias
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paralogas divergentes de un mismo gen.

La estrategia propuesta permite la bdsqueda de SNPs en secuencias  provenientes

de un s6lo individuo, la identificaci6n de regiones paralogas y Ia generaci6n de una base

de  datos  gen6mica.  Esta  estrategia  puede  ser  combinada  con  la  bdsqueda de  SNPs

en  mdlitples individuos,  para asf diferenciar si estos  marcadores provienen de regiones

duplicadas o no. Ademas,  puede ser aplicada a cualquier especie siendo probable que

su efectividad aumente en organismos que hayan sufrido una duplicaci6n reciente, como

el salm6n, ya que se encuentra una mayor cantidad de loci funcionales que han adquirido

mutaciones en sus copias y se han preservado como duplicados.
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1. Introducci6n

1.1[    Preambulo

El  salm6n  del  Atlantico   (Sa/mo  sa/ar)   es   una  de  las  especies  acufcolas  mas

importantes para nuestro pats, siendo Chile uno de los mayores productores mundiales

de esta especie en cautiverio junto con Canada y Noruega. El salm6n es una especie de

gran impacto en areaqs como la pesca deportiva y la alimentaci6n. Numerosos proyectos

han  aumentado  la  informaci6n  biol6gica  de  las  especies  salmonideas,   poniendo  a

disposici6n  pdblica datos relativos  a su fisiologfa,  gen6tica,  ecologfa y desarrollo,  entre

otros (Thorgaard y col„ 2002).

Gracias  a  los  recientes  proyectos  de  secuenciaci6n   a  gran  escala  se  dispone

actualmente de  mdltiples  secuencias  de  ESTs  (Thorsen  y  col.,  2005;  Adzhubei  y  col.,

2007),  un  mapa ffsico  (Ng  y col.,  2005),  varios  mapas  gen6ticos  (Hayes y col.,  2007b;

Moen y col.,  2004;  Gilbey y col., 2004) y una biblioteca BAG con  las secuencias de los

extremos de los clones (BAG End sequences o BES) (Thorsen y col., 2005). Sin embargo,

la  cantidad  de  elementos  repetitivos  y  el  estado  duplicado  de  su  genoma  impone

una  dificultad  importante  al  momento  de  estudiar  su  genoma  y  buscar  marcadores

moleculares, tales como SNPs o microsat6Iites, en genes de inter6s.
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Figura  1.1 :  Pelaciones  filogen6ticas  entre  las  principales  clases  de  salm6nidos  y  sus
96neros cercanos. ((Nelson, 2006)).

1.2.    Salm6nidos

1.2.1.    Introducci6n

La familia Salmonidae esta compuesta por tres subfamilias, Coregoninae, Thymallinae

y  Salmoninae.   Esta  dltima  corresponde  a  la  subfamilia  que  alberga  a  los  g6neros,

Brachymystex,  Hucho,  Salmothymus,  Salvelinus,  Salmo y  Oncorhynchus  (rev.isedo  en

Phillips & F]ab (2001 )). Dentro de 6sta familia existe acuerdo que Bracfymyszax y Hucino

estan mss relacionados a Sa/ve/t.nLrs y que Onchorf]ynchus y Sa/mo son mss cercanos

entre sf (Fig.1.1).

Estas  especies tienen  una distribuci6n  holartica a trav6s de  gran  parte de  Eurasia

y  Norteam6rica.   Muchas  de  ellas  se  pueden  encontrar  a  lo  largo  de  estas  zonas

presentando  una gran variedad  genotfpica y fenotfpica tanto  entre como dentro de las

distintas poblaciones.  Esta variaci6n  es  relativamente  reciente y se observa eri  rasgos

tales como la edad de maduraci6n, Ia frecuencia de reproducci6n] el tamafio del cuerpo,

el dimorfismo sexual, la temporada de cruza y su morfologfa, entre otros (Willson,1997).

Todas las especies de la familia Salmonidae descienden de un ancestro comdn que se

cree sufri6 un evento de tetraploidizaci6n hace 25-100 millones de afios atras luego de la
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expansi6n colonizadora de los tele6steos (AIlendorf & Thorgaard,1984). Los salm6nidos

son  especies  que  estan  reestableciendo  la  diploidfa  y  en  el  cual  aproximadamente

el  50°/o  de  sus  loci  se  mantiene  como  duplicados  funcionales  (Bailey  y  col.,1978).

La  rediploidizaci6n  es  el  proceso  que  da  cuenta  de  los  polimorfismos  cromos6micos

observados  en  los salmones.  Su  ndmero diploide  (2n)  varfa de 52 a  102  cromosomas

y el  ntlmero de brazos cromos6micos  (NF) varfa de 72 a  170.  Sin embargo,  la mayor fa

de las especies en  cada g6nero presenta un  NF cercano  a  100,  lo que sugiere que el

ancestro comt]n de los salmones pose fa un cariotipo compuesto por 48-50 cromosomas

teloc6ntricos  que  durante  un  evento  de  autopoliploidizaci6n  duplic6  su  ndmero  para

luego sufrir una serie de rearreglos cromos6micos que redujeron o aumentaron su 2n y

generaron la variaci6n observada actualmente. Esto corresponde a una de las evidencias

mss s6Iidas que respalda el evento de WGD ocurrido en los salm6nidos (Phillips & Flab,

2001).

Los peces Tele6steos, que representan a la mitad de las especies de vertebrados en

el mundo y en el cual se encuentran los salm6nidos, sufrieron un evento de duplicaci6n

de  su  genoma  hace  aproximadamente  350  millones  de  afros  (Hoegg  y  col.,  2004;

Volff,  2005).  En conjunto con dos rondas de duplicaciones sufridas por los vertebrados

(hip6tesis  2F})   (Taylor  &   F}aes,   2004),   el   genoma  de   los  salm6nidos   acumularfa  4

duplicaciones gen6micas (cuatro WGD o 4Fi) (Davidson & Koop, 2008). Esto convierte al

salm6n del Atlantico en una especie modelo para evaluar teorfas respecto a duplicaci6n

gen6mica, divergencia, especiaci6n y evoluci6n molecular.
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1.2.2.    Sa]m6n de[ Atlantico

Historia

El salm6n del Atlantico es una de las especies mejor estudiadas de los salm6nidos.

Numerosos  estudios  han  sido  publicados  relativos  a su  ecologfa,  fisiologfa,  gen6tica y

distribuci6n  (Thorgaard y col., 2002). Su rango de distribuci6n nativa se encuentra en el

sector atlantico de Europa, principalmente en forma no anadroma en Noruega y Suecia,

y  a  lo  largo  de  la  regi6n  de  Karelia  en  Fiusia y  el  mar  Baltico.  En  Norteam6rica  estas

formas se encuentran en  el  rio  Hudson y en  el  lago Ontario  hasta el  norte de Quebec.

Tambi6n estan presentes en Groenlandia y algunas regiones de Europa como Portugal y

Espafia pero en menor cantidad. La mayor cantidad de las formas anadromas del salm6n

se encuentran extintas en muchos rfos (Maccrimmon & Gots,1979).

Los primeros intentos de reproducir artificialmente las diversas especies de Salm6n

se remontan  al siglo XIV en  Francia.  Luego,  Ia fertilizaci6n artificial de huevos de trucha

y  salm6n  en  el  siglo  XV[[l  permiti6  el  establecimiento  de  las  primeras  pisciculturas

de  salm6n  en  Francia  y  Estados  Unidos.  Luego,  otros  paises  como  lnglaterra,  Jap6n

y  Alemania,  lideraron  los  esfuerzos  por  realizar  reproducci6n  artificial  para  aumentar

la  producci6n  de  estas  especies  a  lo  largo  de  sus  colonias.  De  esta  formal  enviaron

huevos fertilizados a distintas partes del  mundo  incluyendo Australia y Nueva Zelanda,

para despdes introducirlos en Sudam6rica.  En Chile la especie fue introducida desde la

piscicultura del rfo Mccloud en Estados Unidos.

Con las mejoras t6cnicas en el cultivo a mitad del siglo XX,  la industria creci6 enor-

memente relegando la captura de salm6n  nativo  a niveles bajos  (actualmente es entre

300-600 veces menor que las practicas de acuicultura de salm6n cultivado). A partir de

la d6cada del 70 en adelante la producci6n  mundial ha crecido a un  nivel de mss de  1

mill6n de toneladas anuales, siendo Noruega y Chile los que producen casi un 75°/o del
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total, seguidos por Canada e lnglaterra. EI salm6n del Atlantico es la especie salmonfdea

de mayor producci6n seguido por Trucha arcoiris y salm6n Coho (Araneda y col., 2008).

Biologia

EI   salm6n   del   Atlantico   es   una  especie   salm6nida  de   regiones  temperadas  y

subarticas  del  norte  del  oceano  Atlantico  que  pueden  encontrarse  en  rfos  o  mares

de  agua  salada.  Sin  embargo,  Ias  intensas  practicas  de  cultivo  alrededor  del  mundo

han  provocado  que  la  mayor fa  s6lo  pueda  encontrarse  en  su  forma  no  anadroma.

Generalmente,  la hembra desova alrededor de 2000 -15000 huevos y no muere como

otras especies de salmones, por lo que es coman que vuelvan al mismo rfo a desovar.

Presentan  fertilizaci6n  externa con  la  hembra  protegiendo  los  huevos  sobre  pequefios

nichos  de  roca  cercanos  a  la  desembocadura  de  los  rfos.  En  esta  fase  existe  una

mortalidad  natural  del  70°/o.  Luego  de  pasar  uno  o  dos  afros  en  el  rfo  se  presentan

los  cambios  morfol6gicos  de  la  smoltificaci6n,  donde  las  formas  anadromas  migran  al

mar  para  pasar  entre  1   y  4  afros  y  luego  regresar  para  el  perfodo  de  desove.  Las

formas  residentes  de  los  rfos  maduran  entre  los  2  y  5  afros,  viven  alrededor de  10  o

mss y desovan consecutivamente afro a aho.  En la fase adulta se alimentan de peces y

crustaceos, llegan a medir entre 50-120 cm y pesar entre 2-30 kg (Webb y col., 2006).

1.2.3.    Genoma del sa]m6n

La evidencia respecto al origen autopoliploide del genoma del salm6n se encuentra

bien documentada: i ) AI comparar secuencias de DNA id6nticas provenientes de brazos

cromos6micos distintos se observa que alrededor de un 50 a/o de los genes presentes en

6stas se expresa activamente (Nichols y col., 2003). 2) Durante la meiosis en machos se

observan configuraciones cuadrivalentes que involucran cromosomas  metac6ntricos en
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conjunto con algdn par acroc6ntrico (AIIendorf & Thorgaard, 1984). 3) Presentan tasas de

segregaci6n que indican herencia tetras6mica parcial o completa luego de la meiosis 4)

Un ntlmero de brazos cromos6micos NF=100 cuando la mayor fa de los peces tele 6steos

presenta la mitad de este valor (Phillips & Flab, 2001 ). 5) Para el salm6n del Atlantico (y la

trucha arcoiris) se ha descrito la presencia de 14 cluster Hox en distintas localizaciones

cromos6micas, Io que se relaciona con la teorfa 4R que aceptarfa hasta 16 copias (1  - 2

-4 -8 -16).

Danzmann  y  col.   (2008)  concluyeron  que  dos  brazos  cromos6micos  en  D.  rerr.o

y  0.  /a£/.pes  pueden,  en  la  mayor fa  de  las  instancias,  relacionarse  con  al  menos  4

brazos cromos6micos de las especies salm6nidas. Basandose en que la mayor fa de los

tele6steos actuales posee un genoma haploide de 24-25 cromosomas se ha propuesto

que el ancestro diploide de los salmones pose fa 48 cromosomas teloc6ntricos. Luego de

la duplicaci6n, el primer salm6n tetraploide aument6 al doble este ndmero quedando con

un  NF cercano  a  100.  Los peces  mss cercanos  a los salmones son  los osmeriformes

que poseen  un ndmero diploide entre 50-56 Ilo que apoya que el tiempo de duplicaci6n

ocurri6 despu6s de la separaci6n de esta especie con los salm6nidos (ver fig.1,.1).

EI  salm6n  del  Atlantico  presenta  un  genoma  que  posee  entre  54-58  cromosomas

y  un  NF  entre  72-76  bastante  lejano  a  100.  La  presencia  de  bandas  C  intersticiales

en   los   cromosomas   teloc6ntricos   mss   largos   indica   que   su   cariotipo   actual   se

form6 principa]mente a partir de mdltiples fusiones de tipo tandem seguido de inversiones

cromos6micas.  Sin  embargo,  al  contar dos  brazos  por cada cromosoma su  NF resulta

ser  100  (Phillips  &  Flab,  2001),  al  igua[  que  el  resto  de  los  salm6njdos.  La  compleja

arquitectura gen6mica de los peces, y en especial Ios salm6nidos,  les ha permitido una

adaptaci6n y especiaci6n  rapida en  respuesta a diversos  medio  ambientes  (Amores y

col.,1998).  Esta  capacidad  adquirida  es  consecuencia  de  la  evoluci6n  basada  en  un
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modelo de mutaci6n-duplicaci6n-selecci6n.

La   informaci6n   gen6mica   disponible   de   esta   especie   ha   ido   en   un   aumento

considerable en los Ciltimos afros. Entre 6sta, se encuentran las secuencias g6nomicas de

los extremos de los clones de una librerfa BAG (BAG End sequences o BES) realizada a

partir de la construcci6n de un mapa fisico proveniente de la digesti6n parcial del genoma

de un dnico individuo de Sa/mo sa/ar con la enzima de restricci6n Hind[]l. Estos extremos

flanquean alrededor de 110 000 clones, tienen un largo promedio de 900 pares de bases

y la distancia media entre ambos extremos de cada clon es de aproximadamente 180 Kb

(Thorsen y col., 2005).  La disponibilidad de estas secuencias provenientes de un  dnico

individuo  permite  la  bdsqueda  de  polimorfismos  y  marcadores  a  lo  largo  de  mdltiples

regiones gen6micas.

La  presencia  de  regiones  duplicadas  no  identificadas  a  lo  largo  del  genoma  del

salm6n  ha  generado  una  dificultad  constante  en  el  descubrimiento  de  marcadores

moleculares, en particular SNPs. En estos loci existe una presi6n selectiva menor debido

a la presencia previa de un  locus funcional  (Gut &  Lathrop,  2004),  por lo que cualquier

cambio de base en su secuencia puede permanecer en esa regi6n generando uha mayor

densidad de mutaciones (Hayes y col., 2007a; Bise y col., 2004).

E[ementos transponib[es

Los  elementos  transponibles  (TE)  son  secuencias  de  DNA  que  contienen  en  ella

todo lo necesario para cortarse a sf mismos y moverse a distintos lugares del genoma,

Io  que  puede  traer  severas  consecuencias  ya  que  se  pueden  insertar  en  secuencias

codificantes, interrumpiendo la secuencia aminoacidica correcta, en regiones regulatorias

modificando  la  expresi6n  genica  o  promoviendo  rearreglos  cromos6micos  debido  a  la

naturaleza repetitiva de su secuencia (Feschotte, 2008). Sin embargo, estos elementos
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no siempre generan  efectos adversos, ya que su  actividad  mutacional puede contribuir

a la diversidad gen6tica del organismo constituyendo tambi6n una fuente de innovaci6n

gen6mica para las especies (Kazazian, 2004).

Los TEs presentes en peces tienen una mayor diversidad y presencia en comparaci6n

con el humano y se localizan especialmente en areas heterocromalicas.  EI genoma del

salm6n presenta aproximadamente un 30 a/o de elementos repetitivos que incluyen a todo

tipo de transposones. Se ha observado un incremento en la actividad de estos elementos

luego  de  eventos  de  alopoliploidizaci6n  o  hibridaci6n  interespecies.  Esto  ha  llevado  a

Davidson & Koop (2008) a formular la hip6tesis que durante el proceso de rediploidizaci6n

en salmones,  la actividad transpos6nica aument6  para facilitar la reestabilizaci6n de su

genoma.  Los autores concluyeron que el aumento en la actividad replicativa de los TEs

coincidi6  con  el tiempo  de  radiaci6n  del  g6nero  Sa/mon/.nae en  Sa/mo,  Oncowhynchus

y  Sa/ve//'nus  y  que  adn  existe  un  intenso  perfodo  de  actividad  que  no  es  claro  si

esta  relacionado  con  el  proceso  de  especiaci6n  o  con  el  proceso  de  reestabilizar  el

genoma para evitar la formaci6n de estructuras tetravalentes (De Boer y col., 2007).

1.3.    Mutaciones y duplicaciones

En general existen dos grandes categorfas de mutaciones descritas en la literatura,

mutaciones a nivel de secuencia del DNA, donde existen pequefios cambios de bases,

y  mutaciones  a  nivel  cromos6mico,   incluyendo  las  duplicaciones  y  deleciones.   Las

mutaciones  pueden  tener diferentes  efectos y dependen  del  contexto  de  la secuencia

de  DNA donde se producen.  Ademas,  se  ha demostrado que  los  mecanismos  por los

que ocurren estos cambios estan evolutivamente bien conservados entre la mayor fa de

los organismos (Maki, 2002), incluyendo los peces.

Los  t6rminos  mutaci6n  puntual  o  SNP  estan  estrechamente  relacionados  ya  que
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el  dltimo  es  consecuencia  del  primero.  Estrictamente  SNP  significa  "Single  Nucleotide

Polymorphism'', 6 "Polimorfismo en un solo nucle6tido", implica la sustituci6n de una dnica

base nucleotfdica (mutaci6n) a lo largo de una secuencia de DNA por otra. Una definici6n

mss  amplia  involucra tambi6n  deleciones  o  inserciones  de secuencias  cortas  de  DNA

(indels).  El t6rmino SNP se ha puesto en  uso para qescribir una mutaci6n  puntual que

esta  presente  en  al  menos  un  1 a/o  de  una  poblaci4n  determinada  en  forma  de  alelo.
(

Es decir, es una mutaci6n que se ha preservado en ,el genoma de alguna especie y da
I

cuenta de la variabi]idad entre individuos de una o rridltiples especies. Actualmente,  los

SNPs se utilizan como marcadores moleculares que!se heredan mendelianamente, son

codominantes, preferentemente bial6licos y presentan una amplia distribuci6n a lo largo
I

I

de los genomas (Vignal y col., 2002).                                 I

La duplicaci6n es un tipo de mutaci6n cromos6mica donde se produce una copia extra
I

de  alguna  regi6n  especffica,  de  a[gdn  cromosoma  6  incluso  de  un  genoma  completo.

Estos  duplicones  o  copias  paralogas  pueden  estar adyacentes  o  ubicados  en  lugares

distintos  del  genoma,  es  decir,  una  copia  se  mantiene  en  su  regi6n  original  mientras

la  otra  puede  estar  en  el   mismo  cromosoma,  o  en  otro  distinto,  dependiendo  del

mecanismo por el que ocurri6 la duplicaci6n. Las duplicaciones se pueden clasificar como

(1)  duplicaciones  parciales,  (2)  duplicaciones  g6nicas,  (3)  duplicaciones  segmentales

de  cromosomas  y  (4)   duplicaciones  del  genoma  completo   (WGD,  Whole  Genome

Duplication)(Li & Graur, 2000).

Hace  casi  40  afros  Susumu  Ohno  propuso  que  el  factor  mss  importante  en  la

evoluci6n  de  las  especies  es  la  duplicaci6n  g6nica  (Ohno,  1970).   Estableci6  que  la

base de la evoluci6n molecular es producto de la posibilidad de innovar manteniendo la

funcionalidad original intacta.  Esta posibilidad de innovaci6n es producto del azar y s6lo

es ventajosa en  los t6rminos que obliga la selecci6n  natural.  Concluy6  ademas,  que
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durante un primer perfodo evolutivo los vertebrados sufrieron dos rondas de duplicaci6n

gen6mica WGD  (hip6tesis 2Fi)  (Ohno,1970; Allendorf & Thorgaard,1984).

Una de  las  evidencias  mss  aceptadas de  la hip6tesis 2R  proviene del  analisis  del

cluster de genes  Hox  (Kasahara, 2007)  donde el cefalocordado Anf7.oiro,  posee s6Io  un

cluster Hox y los Sarcopterigios  (clase que incluye anfibios,  reptiles,  aves y mamiferos)

presentan 4. El anfioxo es considerado un f6sil viviente que representa el estado previo a

la duplicaci6n ocurrida en vertebrados.  Esta raz6n 4:1  se ha demostrado para mdltiples

genes distintos (Novak y col.I 2006).  Especies incluidas en la clase Actinopterigios (que

surgen  de  los sarcopterigios)  como Zebrafish  (D.  rer/.o),  Medaka  (0.  /af/.pes)  y  Fugu  (7

rubri.pes) presentan alrededor del doble de clusters que el humano (Amores y col.,  1998)

evidenciando la presencia de una tercera ronda de duplicaciones (hip6tesis 3F}) (Meyer &

Van de Peer, 2005; Hufton y col., 2008) ocurrida antes de la radiaci6n de los tele6steos. A

su vez, el genoma de los salm6nidos presenta un cuarto evento de duplicaci6n ocurrido

luego de la separaci6n de los osmeriformes.

1.3.1.    Tipos y mecanismos

Mutaciones puntuales

Durante el proceso de replicaci6n se ha estimado que la DNA polimerasa humana s6Io

produce un error cada 108-10]° pares de bases copiadas, lo que implica una alta fidelidad

y  poca  probabilidad  de  error  (Baer  y  col.,  2007).  Ademas,  existen  mecanismos  de

reparaci6n que revisan y corrigen la secuencia de DNA copiada. Los errores espontaneos

en la replicaci6n se producen generalmente por la presencia de formas tautom6ricas de

las bases nucleotidicas que son capaces de aparearse con bases que no corresponden.

Estas lesiones al DNA pueden estar favorecidas por mutagenos end6genos, tales como

radicales libres, o ex6genos, tales como analogos de bases y agentes intercalantes, que
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generan  cambios  en  las  propiedades qufmicas de  las  bases  (revisi6n  completa de  las

mutaciones esp6ntaneas en Maki (2002)).

Debido  al  caracter  degenerado  del  c6digo  gen6tico  y  de  la  presencia  de  regiones

regulatorias,  codificantes  y  no  codificantes  existe  una  clasificaci6n  de  [as  mutaciones

en  t6rminos  de  la funci6n  alterada  (Griffiths  y  col.,  2005):  A)  Mutaciones  silentes  que

modifican  la secuencia de  DNA codificante en  una base que no  Gambia el  aminoacido

codificado  por  ese  cod6n;  o  mutaciones  en  regiones  regulatorias  que  no  alteran  la

expresi6n  de  ningtln  gen.  8)  Mutaciones  sin  sentido  que  alteran  un  triplete  generando

un  cod6n  de  t6rmino  dejando  una  protefna  incompleta.  C)  Mutaciones  de  cambio  de

sentido  que  cambian  el  aminoacido  codificado  generando  una  protefna  no  funcional  o

con su funci6n modificada. D) Mutaciones de cambio de fase producidas por la inserci6n

o deleci6n de cualquier ndmero de bases que no sea mtlltiplo de tres que generan  una

modificaci6n de la secuencia aminoacidica a partir de la inserci6n (o deleci6n) resultante.

Ademas,  estas  mutaciones  se  pueden  clasificar  en  sustituciones  sin6nimas  y  no

sin6nimas.  El  primer  tipo  ocurre  cuando  el  aminoacido  es  el  mismo  o  el  nuevo  tiene

propiedades  similares  que  no  afectan  la  funci6n  de  la  protefna.  En  las  sustituciones

no  sin6nimas,  el  aminoacido  modificado  es qufmicamente distinto y  puede  producir un

cambio severo en la estructura y funci6n de la protefna.

Duplicaciones

Existen diversos mecanismos duplicativos descritos (revisi6n completa en Hastings y

col.  (2009)). Las duplicaciones en tandem se refieren a la presencia de mdltiples copias

de  un  segmento  de  DNA  adyacentes  entre  sf.  Se  originan  principalmente  durante  la

recombinaci6n de hebras, donde una de ellas presenta repeticiones cortas que generan

un cross over desigual y por lo tanto una hebra queda con una copia extra (fig. 1.2).
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Otro  mecanismo de duplicaci6n  parcial  es  la retrotransposici6n.  Este evento  ocurre

cuando un mFINA es retrotranscrito a DNA complementario (CDNA) y Iuego se inserta al

azar en cualquier lugar del genoma. A nivel de secuencia, este mecanismo se identifica

por el hecho que la nueva copia no presenta intrones, ni regiones regulatorias, por lo que

es improbable que esta copia pueda ser transcrita transformandose casi inmediatamente

en un pseudogen (Zhang, 2003).

EI   evento   de   duplicaci6n   de   un   genoma   completo   o   WGD   mantiene   la   raz6n

entre  todos  sus  genes,  ya  que  el  ndmero  de  todos  ellos  se  ha  doblado  por  igual.

Los   mecanismos   por   el   que   ocurre   se   denominan   alopoliploidfa  y   autopoliploidfa.

La  alopoliploidfa  se  produce  como  consecuencia  de  hibridaci6n  interespecffica  .  La

autopoliploidfa se  produce  cuando  un  set de  cromosomas  en  una  especie  se  duplica

normalmente durante el ciclo celular, y luego falla a nivel de meiosis, generando gametos

dip]oides que al fusionarse forman un tetraploide. Si falla la mitosis, [a c6Iula no se divide

correctamente manteniendo en duplicado el set cromos6mico del organismo  (Griffiths y

col., 2005).

Se ha propuesto que luego de un evento duplicativo debe ocurrir la rediploidizaci6n

del  genoma  debido  a  la  naturaleza de  la  mitosis y  al  apareamiento  par  especffico  de

cromosomas hom6Iogos durante la meiosis. EI mecanismo por el que ocurre esto no esta

completamente establecido, se cree que son mtlltiples procesos los que actdan y generan

la p6rdida de secuencias duplicadas (pseudogenizaci6n).  Un buen ejemplo viene de los

salmones, Ios cuales a pesar de presentar una gran diversidad en su ntlmero diploide 2n,

han mantenido un ndmero constante de brazos cromos6micos (NF = 100).
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1.3.2.    Consecuencias y preservaci6n de duplicados

Las consecuencias generadas por un evento duplicativo dependen principalmente de

la naturaleza de 6ste. Las duplicaciones en tandem cambian el ndmero de copias local de

algtln gen produciendo un desbalance en la proporci6n g6nica que puede ser perjudicial

para  la  c6lula.  Este  tipo  de  duplicaciones  favorece  la  recombinaci6n  desigual  durante

el  crossover  aumentando  acumulativamente  el  ndmero  de  duplicados  (Ohno,1970),  o

generando  una  predisposici6n  a  producir  duplicaciones  mayores  (ver  fig.1.2).  Se  ha

propuesto que la duplicaci6n de exones en tandem ha dado origen a algunas formas de

splicing alternativo (Kondrashov & Koonin, 2001 ), por lo que estos eventos estan sujetos

a su efecto fenotfpico inmediato bajo la presi6n selectiva actuante y no necesariamente

son nocivos. Su persistencia en el genoma de una especie esta dado por la probabilidad

de fijaci6n. E[ tiempo en que esto ocurra estara sujeto a la deriva g6nica y la selecci6n

natural (Innan & Kondrashov, 2010).

El aumento en el ntimero del set completo de cromosomas, WGD, y sus consecuen-

cias se  ha estudiado  ampliamente en  los  t]ltimos  afios  (revisi6n  completa en  Semon  &

Wolfe  (2007)).  Se  ha  observado  que  los  primeros  cambios  luego  de  este  evento  son

rearreglos cromos6micos. Se estima que la persistencia de genes duplicados generados

por este medio es mayor en comparaci6n con las duplicaciones parciales ya que se man-

tiene la relaci6n  en  el  ntlmero de genes y se  mantienen  las regiones  regulatorias y no

codificantes  asociadas a los genes duplicados  permitiendo  asf su  expresi6n.  Ademas,

provee material crudo de secuencia donde innovar producto de la relajaci6n en la presi6n

selectiva actuante (ya existe un locus funcional)  (Chain y col., 2008).

Otro evento evolutivo relacionado con WGD es la especiaci6n.  Los peces tele6steos

representan en t6rminos de ntlmero de especies el grupo mss exitoso de los vertebrados

con aproximadamente 25 000 representantes con una gran diversidad morfol6gica entre
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sf (Volff, 2005).  Una relaci6n propuesta entre esto y los eventos de duplicaci6n  es que,

una vez que el organismo presente dos copias de un mismo gen, s6lo una de ellas se

perdera y la otra copia continuara cumpliendo la funci6n. Cada poblaci6n perdera una de

las copias arbitrariamente dependiendo de las mutaciones que cada una de ellas haya

acumulado y la ventaja selectiva que le confieran sobre la otra. Esto dependera del medio

ambiente en que la poblaci6n se desenvuelva por lo que cada una puede perder una copia

distinta con  una funci6n  ligeramente modificada sobre  la ancestral,  este proceso se ha

denominado Peciprocal Gene Loss (FIGL) (Semon & Wolfe, 2007).

Los genes duplicados que se retengan acumularan distintas mutaciones, y por ende,

su  funci6n  se  modificara  diferencialmente.  Esto  representa  una  fuente  de  divergencia

donde  algunas  poblaciones  presentaran  variantes  distintas,  ya sea  a  nivel  codificante

o  regulatorio.  Existen  varios  modelos  descritos  que  explican  la  preservaci6n  de  genes

duplicados (revisados por Conant & Wolfe (2008)).

El  destino  mss  comtln  para  una  gen  duplicado  es  la  pseudogenizaci6n,  es  decir,

acumular mutaciones delet6reas que lo convierten en un paralogo no funcional  (modelo

clasico de no-funcionalizaci6n propuesto por Ohno (1970)). A partir de esto, se esperarfa

que  la  tasa  de  retenci6n  de  duplicados  en  todas  las  especies  fuese  baja,  lo  que  en

la  realidad  no  se  observa.  Se  estima  que  aproximadamente  la  mitad  de  los  genes

vertebrados se han mantenido como duplicados funcionales (Nadeau & Sankoff,1997).

Se  ha demostrado  que  un  15°/a de  los genes  humanos son  duplicados,  en  D.  rer/.o al

menos  un  20°/o,  en  Arabi.daps/.s  un  30°/o  (revisado  en  Prince  &  Pickett  (2002))  y  en

salmones un 50 a/o (Utter y col.,1973).

Para estudiar el destino de un par de genes duplicados es necesario considerar tres

perfodos de vida del par: creaci6n, preservaci6n-fii.aci6n y optimizaci6n  (Hastings y col.,

2009).  La creaci6n  del  par esta sujeta al  mecanismo de duplicaci6n  por el  que pasa el
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organismo.  En la fase de preservaci6n-fijaci6n se previene la p6rdida neutral de uno de

los duplicados y se evita la selecci6n purificadora que eliminarfa las mutaciones que

se  presenten  en  la  poblaci6n  y  modifiquen  el  gen.  Gracias  a  que  existen  dos  copias

funcionales  (con  una  funci6n  distinta  o  con  una  de  sus  funciones  optimizadas  dado

por  nuevas  mutaciones)  se  mantienen  ambas.  La  optimizaci6n  se  refiere  al  proceso

opcional en el que una de las copias contintla evolucionando en favor de alguna funci6n

especializada, es decir, puede acumular mss mutaciones que son fijadas en la poblaci6n

a trav6s de la selecci6n positiva.

EI primer modelo descrito se denomin6 neofuncionalizaci6n  (Ohno,1970)]  en el que

una vez ocurre la duplicaci6n,  una de las copias adquiere mutaciones que le confieren

una  nueva  funci6n.   Si,  esta  mutaci6n   le  confiere  una  ventaja  adaptativa  inmediata

sera  fijada  por  [a  se[ecci6n  positiva,  si  no  es  una  ventaja  inmediata  estara  sujeta  a

la deriva g6nica.  En  este caso,  Conant & Wagner  (2003)  discuten  la aleatoriedad del

evento duplicativo argumentando que si bjen las mutaciones son al azar, Ia nueva funci6n

requerida esta relacionada con las funciones del gen ancestral que se duplica.

Entre  los  modelos  actuales  se  encuentra  el  de  subfuncionalizaci6n  por  p6rdida  de

funci6n, o DDC (Duplication, Degeneration, Complementation Process), y esta basado en

la adquisici6n de mutaciones degenerativas neutra[es en mdltiples regiones regulatorias

que  cumplen  subfunciones  complementarias]  lo  que  genera  una  presi6n  selectiva  que

obliga a la preservaci6n de ambas copias.  Una de ellas realiza una funci6n distinta a la

otra, por lo que ambas son necesarias para cumplir la funci6n del gen (Force y col., 1999).

EI  modelo  de subfuncionalizaci6n  por mutaciones adaptativas  (Des  Marais  &  F}ausher,

2008), tambi6n denominado escape del conflicto adaptativo (EAC, escape from adaptive

conflict) se refiere al proceso en el cual, el gen previo a la duplicaci6n codifica para una

protefna que cumple  mdltiples funciones,  las mutaciones que ocurren  luego del  evento
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optimizan diferentes funciones en cada copia, siendo luego seleccionadas y fijadas en la

poblaci6n por selecci6n direccional.

Varios autores indican que es diffoil determinar cual es el modelo de preservaci6n por

el que se han mantenido ambos paralogos, En cada modelo puede existir una etapa de

neofuncionalizaci6n que encubre la funci6n original por la que fue preservada cada copia.

Para  generalizar  esta  ambiguedad  se  ha  propuesto  el  t6rmino  subneofuncionalizaci6n

(He   &   Zhang,   2005;   Rastogi   &   Liberles,   2005),   donde  se   combinan   los   modelos

de  subfuncionalizaci6n  planteados  con  la  adquisici6n  previa,  o  posterior,  de  nuevas

mutaciones que confieran ventajas selectivas directas a cada copia.

1.3.3.    Mutaciones y selecci6n

Actualmente,  existen  dos  corrientes  principales  respecto  a las teorfas  de  evoluci6n

molecular,  Ia  primera  se  denomina  la  teorfa  neutral,  que  indica  que  la  mayor fa  de  la

variaci6n  en  una  especie  o  entre  especies  es  neutral,  es  decir,  las  mutaciones  no

modifican   la  capacidad  de  supervivencia  del   individuo   (Kimura,   1983).   La  segunda

plantea que  la  mayor  proporci6n  de  la variaci6n  observada si  afecta  la  capacidad  de

supervivencia de  los  individuos de la  especie y esta sujeta a las fuerzas de selecci6n

(Gillespie,1994).

En   t6rminos   evolutivos,   las   mutaciones   representan   el   motor  de   cambio  y  de

adaptaci6n   de   nuevas  funciones   en   una  poblaci6n   determinada.   Su   preservaci6n,

fijaci6n  y  localizaci6n  a  lo  largo  de  una  secuencia  esta  fuertemente  determinada  por

el  mecanismo y  por las fuerzas de selecci6n  actuando  sobre  6sta.  Una  mutaci6n  que

confiere una ventaja adaptativa sera mantenida y fijada en la poblaci6n por la selecci6n

positiva.  Una mutaci6n delet6rea estara sujeta a las fuerzas de la selecci6n negativa.

La selecci6n purificadora es indistinta de esta dltima y acttla en funci6n de eliminar los
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alelos no ventajosos para la poblaci6n. La discusi6n se centra en que proporci6n de estas

mutaciones son realmente neutrales y cuales no.

EI test mas usado actualmente para detectar la selecci6n esta basado en gen6mica

comparativa y no  necesita datos poblacionales.  Compara la  raz6n  entre  el  ntlmero de

mutaciones  no  sin6nimas  por  sitio  no  sin6nimo  (Ka)  y  el  ndmero  Ks  de  mutaciones

sin6nimas  por  sitio  sin6nimo  en  una  secuencia  codificante  dada  (la  raz6n  se  formula

dN/ds o Ka/Ks)  (Yang & Bielawski, 2000).  Este valor se utiliza para estimar la presencia

de la selecci6n, bajo el modelo mss simple la raz6n CZIV/ds =  1 indica que la secuencia

evoluciona  bajo  el  modelo  neutral  donde  no  existe  presi6n  selectiva  actuando.  Si  la

raz6n  es mayor a uno,  indica que se han producido  mss mutaciones no sin6nimas que

han  alterado  la funci6n  de  la  protefna y que  han  sido  seleccionadas  positivamente.  Si

es  menor  a  uno,  es  porque  existe  una selecci6n  negativa que  elimina las  mutaciones

delet6reas  de  la  poblaci6n  permitiendo  s6Io  mutaciones  sin6nimas  que  no  afectan  la

protefna.

La mayor fa de las protefnas funcionales se veran afectadas inmediatamente una vez

que  adquieran  una  mutaci6n  no  sin6nima,  por  lo  que  la  selecci6n  negativa domina  el

camino  evolutivo  de  cada  secuencia  y  el  valor  calculado  de  Ka/Ks  sera  casi  siempre

menor a uno,  descartando  la selecci6n  positiva que sf puede  estar actuando  en  otros

sitios  particulares  del  gen.  Para  corregir  este  problema  se  han  desarrollado  algunos

m6todos que  incorporan  la distribuci6n del valor de  Ka/Ks en cada sitio  polim6rfico por

cada cod6n interrogado (Nielsen, 2005; Yang & Bielawski, 2000).

Actualmente,  existen  mdltiples  bases  de  datos  que  recopilan  la  informaci6n  prove-

niente de las mutaciones encontradas en distintas poblaciones de distintas especies que

dan cuenta de la variabilidad presente. De esta forma, los SNPs se han transformado en

marcadores  moleculares que,  entre otras cosas,  se pueden asociar a enfermedades o
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a rasgos fenotfpicos de importancia. Las fuerzas selectivas actaan sobre estos cambios

disminuyendo la frecuencia de los alelos que reducen la capacidad adaptativa del indivi-

duo. Se ha propuesto que la bdsqueda de SNPs y la detecci6n de fuerzas selectivas en

genes candidatos permitira  identificar las causas y  la predisposici6n  de cada individuo

para ciertas enfermedades gen6ticas (Nielsen y col., 2007). Ademas, los SNPs capturan

la informaci6n asociada a la historia y origen de la estructura poblacional de una espe-

cie determinada  permitiendo  realizar trazabilidad  gen6tica o  estudios  de  pedigree  que

permitan la identificaci6n de los individuos presentes en ella (Vignal y col., 2002).

1.3.4.    Variaci6n intragen6mica individual

La  mayor fa  de  los  estudios  actuales  se  centran  en  comparar  la  distribuci6n  de

las  frecuencias   al6licas  de   SNPs,   entre  poblaciones  de   una  especie  determinada

o   entre   distintas   especies,   denominado   variaci6n   intraespecffica   e   interespecifica]

respectivamente  (Nielsen,  2005).  Ambos  t6rminos  estan  basados  en  la  comparaci6n

del  mismo  gen  proveniente de  muchos  individuos o,  entre genes ort6Iogos de distintas

especies   con   genomas   distintos,   este  tipo   de  variaci6n   se   puede  clasificar  como

intergen6mica.

La presencia de genes paralogos que pueden presentar desde dos a mtlltiples copias

en el genoma de un s6Io individuo y las cuales, conservan algtin grado de relaci6n entre

sf  (funci6n  modificada,  subfunci6n  ancestra[,  expresi6n  tejido  especffica,  etc.)  permite

plantear el concepto de variaci6n intrag6nomica. Los modelos de preservaci6n de genes

duplicados  plantean  la  necesidad  de  adquirir  mutaciones  que  les  permitan  evitar  la

selecci6n purificadora. Estas mutaciones, con el paso del tiempo, se reflejan como SNPs

(una  vez  alcancen  un  MAF  >  1 a/o)  y  representan  la  variabilidad  adquirida  por  estas

copias. Ademas, estos polimorfismos se pueden clasificar dependiendo de su origen.
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Dentro  de  las  variantes  intergen6micas  se  encuentran  dos  grandes  categorfas:

A)  SNPs  que  producen  diferencias  en  la  expresi6n  o  funci6n  de  la  misma  protefna

en  dos  individuos  distintos  (o  dos  especies  distintas),  sjendo  este  tipo  el  de  mayor

inter6s  productivo  ya que  permite  relacionar  las  causas  de  [as  diferencias  fenotfpicas

en  rasgos  tales  como  crecimiento,  desarrollo,  color  de  la  carne,   entre  otros,  a  un

genotipo  determinado.  8)  Variantes  que  no  afectan  el  fenotipo  de  la  protefna  por ser

mutaciones sin6nimas que, debido al caracter degenerado del c6digo gen6tico, no varfan

el  aminoacido  codificado  o  tambi6n,  debido  a  que  6stas  caen  sobre  una  regi6n  no

codificante o no regulatoria (Vignal y col., 2002). Estos SNPs son dtiles como marcadores

ya que pueden estar ligados a otros determinantes gen6ticos que modifican el fenotipo.

Dentro de las variantes intragen6micas existen (ver fig.  1.3): A) SNPs que provienen
?

de  un  locus  polim6rfico  al  momento  del  evento  duplicativo  y  mantienen  este  caracter

en  ambas copias,  se denominan  MSVs (Multiple Sequence Variants).  8)  SNPs que se

encuentran  debido  a  diferencias  en  una  base  originadas  por  la  presencia  de  copias
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paralogas  que  se  han  preservado  en  el  genoma  y  se  denominan  PSVs  (Paralogous

Sequence Variants).  C)  Polimorfismos que se observan  por la presencia de dos  alelos

distintos donde el  individuo es heterocigoto para ese locus y corresponden  a los SNPs

comunes, estos tlltimos provienen de la variaci6n intergen6mica donde un alelo viene del

padre y el otro de la madre (Moen y col., 2008).

1.3.5.    Detecci6n y predicci6n

Detecci6n de regiones paralogas

La detecci6n  o bdsqueda de segmentos duplicados  utilizando  herramientas  in st./j.oo

se ha basado en determinar homologfa entre secuencias de familias g6nicas en distintas

especies  para  luego  construir  arboles  filogen6ticos  que  permitan  inferir  el  tiempo  de]

evento duplicativo (F}obinson-Rechavi y col., 2004). Existen maltiples estudios que utilizan

esta  estrategia  en  diversas  especies  tales  como  A.  tha//.ana,  S.  cerev/.s/.ae  (revisado

por  Wolfe  &  Seoighe  (1999)),  D.  me/anogasfer  (Conant  &  Wagner,  2003).  Se  basan

en  el  alineamiento  de  regiones  cromos6micas  distintas  con  similitud  de  genes  que  se

encuentren idealmente en el mismo sentido.

Para  conocer  si  las  duplicaci'ones  ocurrieron  en  un  mismo  perfodo  evolutivo  (una

sola  WGD),  o  si  provienen  de  mtiltiples  duplicaciones  ocurridas  en  tiempos  distintos,

Vandepoele  y  col.   (2004)  construyeron  arboles  filogen6ticos  para  todas  las  familias

96nicas  del  genoma  de  Fugu  que  presentan  entre  2  y  10  duplicados  y  estimaron  el

tiempo  de  ocurrencia de  esta  separaci6n.  Para  calibrar sus  arboles  utilizaron  ]a fecha

de  separaci6n  entre  vertebrados  terrestres  y  peces  (450  MYA),  y  concluyeron  que  la

mayor fa  de  los  eventos  duplicativos  ocurrieron  hace  320MYA,  tiempo  estimado  de  la

ronda duplicativa especffica del linaje de los tele6steos.

La  caracterizaci6n  de  mapas  fisicos  tambi6n  ha  permitido  determinar  el  nivel  de
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duplicaciones  presentes  en  un  organismo.  Palti y col.  (2004)  utilizaron  una librerfa BAG

de trucha arcoiris para hibridar sondas especfficas con los clones de la librerfa. Luego de

generar el ensamblaj.e correspondiente de cada clon, encontraron que dos tercios de los

loci investigados cafan en mt]Itiples contigs sugiriendo que estos proven fan de regiones

duplicadas.

Bdsqueda de SNPs

La principal estrategia a ]a hora de buscar posibles SNPs es a partir del a[ineamiento

de  un  alto  ndmero  de secuencias que  representen  una  misma  regi6n  gen6mica.  Para

esto se han alineado y analizado transcritos de ESTs, Ios cuales provienen de secuencias

expresadas de un mismo gen en  mdltiples individuos  (Buetow y col.,1999; Zhao y col.,

2003; ,Hayes  y  col.,  2007b).  Es  posible  utilizar tambi6n  clones  BAG,  VAC  o  plasmidos

y  alinear  las  secuencias  clonadas,   Io  que  permite  encontrar  SNPs  en  regiones  no

codificantes.

Especfficamente, al rea]izar un alineamiento md[tip[e es posjble observar diferencias

en ciertas bases nucleotidicas respecto del consenso que pueden considerarse a pr/.or/.

como  SNPs.  Para  acertar  en  la  predicci6n  es  necesario  establecer  parametros  que

permitan  diferenciar  si  el  origen  de  este  SNP  es  un  artefacto  propio  del  proceso  de

secuenciaci6n  o  tiene  un  origen  biol6gico.   Este  origen  esta  dado  por  las  variantes

generadas por una mutaci6n fijada en genes no duplicados o por polimorfismos en una

regi6n duplicada que debido a presiones selectivas mantuvo la mutaci6n  en  una de las

copias y se preserv6 a lo largo del tiempo (F3yynanen & Primmer, 2006).

Una  vez   realizado   el   alineamiento   y   ensamblaje   de   secuencias   de   DNA   con

programas  especializados  como  CAPS  (Huang  &  Madan,   1999)  o  phrap  (Gordon  y

col.,1999),  es necesario buscar los sitios polim6rficos con a]gdn  m6todo bioinformatico.
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Existen  programas como  Polyphred  (Nickerson y col.,1997)  o  PolyBayes que han sido

ampliamente usados en la bdsqueda de SNPs.

Una  vez   identificados   los   SNPs   putativos,   es   necesario   realizar   la   validaci6n

experimental en  la poblaci6n.  Esto se denomina genotipado y permite saber qu6 alelos

lleva  el  individuo  por  cada  SNP  interrogado.  Una vez  amplificada  la  regi6n  candidata,

existen  varias  t6cnicas  de  validaci6n  o  genotipado.  Estas  incluyen  electrofororesis  en

gel  de  gradiente  denaturante,  corte  enzimatico  o  qufmico,  analisis  de  heteroduplex,

analisis  de  conformaciones  de  DNA,   hibridaci6n  a  oligos  y  secuenciaci6n  del   DNA

(Nickerson y col.,1997). Cada una de estas estrategias presenta ventajas y desventajas.

La secuenciaci6n  permite  identificar el contexto  gen6mico  presente alrededor del  SNP,

permite observar si existen mss posiciones polim6rficas y su aplicaci6n es relativamente

facil pero costosa si se quiere realizar a gran escala. Diversos m6todos de genotipado se

discuten en Kim & Misra (2007).

La btlsqueda de SNPs ha estado enfocada principalmente en encontrar la variaci6n

entre individuos distintos ya sea de la misma especie o no.  Esto  ha provocado que los

SNPs  presentes  en  regiones duplicadas  (PSVs  o  MSVs)  sean  confundidos  con  SNPs

comunes.  Esto  conduce  a  errores  al  momento  de  genotipar  individuos  ya  que  en  la

mayor fa de las t6cnicas usadas s6Io se interroga por la presencia o ausencia de alelos.

Para un PSV el individuo siempre sera heterocigoto debido a la presencia de duplicados,

para un MSV es mss complejo debido a que puede presentar todos los genotipos, pero

generalmente esta ligado a una mayor presencia de heterocigotos. Tal asignaci6n genera

errores al  momento de realizar estudios de mapeo,  de trazabilidad o de asignaci6n de

parentesco por lo que estos SNPs deben ser evitados al momento de genotipar. Se ha

estimado que  este tipo de  polimorfismos  representan  alrededor del 25°/o de  los  SNPs

depositados en las bases de datos ptlblicas (Gut & Lathrop, 2004).
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1.4]    Bdsqueda y uso de marcadores en salm6n

Una  de  la  principales  directrjces  en   ]as  lfneas  de  investigaci6n  actuales  sobre

salm6nidos es la btisqueda de marcadores moleculares que permitan realizar trazabilidad

gen6tica  individual  y  selecci6n  gen6tica  asistida  por  marcadores  asociados  a  rasgos

de  importancia  econ6mica  (Hastein  y  col.,  2001).  Ambas  lfneas  buscan  impulsar  los

programas de mejora gen6tica utilizando la gen6tica clasica con herramientas de gen6tica

molecular.

En la dltima d6cada los microsat6Iites, o SSFis (Short Sequence  F}epeats),  han sido

usados ampliamente como marcadores moleculares. Estos presentan una secuencia que

va desde 1  a 6 pares de bases repetidas N veces, con un N variable entre individuos no

emparentados.  Esto  ha  permitido  realizar analisis  de  parentezco  y  paternidad  ya que

se encuentran distribuidos en  los genomas de todas  las  especies como  una forma de

elementos repetitivos.

Los SNPs tambi6n han sido utilizados para realizar trazabilidad en diversas especies

(Goffaux y col., 2005; Vignal y col., 2002),  incluyendo peces  (Hayes y col., 2005,  2006).

En salm6n estos marcadores han permitido realizar estudios de asociaci6n para rasgos

como tasa de crecimiento,  patr6n  de  pigmentaci6n,  coloraci6n,  entre  otros  (Boulding  y

col., 2008).

Sin embargo, en salmones se ha propuesto que una combinaci6n de SNPs y SSF3s y

el uso de un alto ndmero de loci entrega mejores resultados que el uso de ambos tipos

de marcadores por sf solos (F}yynanen y col., 2007; Grandjean y col., 2009;  F}engmark,

2006). La principal diferencia radica en que ]os microsat6Iites son altamente polim6rfjcos

y se requiere un ntlmero menor de estos en comparaci6n con los SNPs (Tsuchihashi &

Dracopoli, 2002), pero su costo de genotipado por unidad es mayor.

En Ios dltimos afros numerosos estudios se han dedicado a la bdsqueda y validaci6n
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de  SNPs  en  salm6n.  Hayes y col.  (2007a)  publicaron  2507 posibles  SNPs  a partir del

alineamiento de secuencias expresadas  (Expressed sequence tags,  ESTs)  del  salm6n

del Atlantico.  De estos SNPs,  ochenta y seis fueron seleccionados para ser validados,

de  los  cuales  el  74°/o  resultaron  positivos  y de  6stos,  un  14°/o  result6  con  exceso  de

heterocigocidad lo que sugiere que las regiones que albergan estos SNPs se encuentran

duplicadas (PSV o MSV).

La presencia de gran cantidad de elementos transponibles y repetitivos a lo largo del

DNA del salm6n, asf como tambi6n la existencia de extensas regiones paralogas, plantea

un desaffo importante a la hora de diferenciar el origen de un posible SNP. Como se ha

descrito, el caracter polim6rfico de estos elementos genera diferencias en las secuencias

debido  a  que  un  mismo  elemento  se  puede  encontrar  repetido  mdltiples veces  en  el

genoma de un mismo individuo y asf dar indicios de SNPs "falsos"(PSVs), s6Io por efecto

de  la  redundancia del  alineamiento  realizado  con  aquellas secuencias  (Gut  &  Lathrop,

2004;  Fiyynanen & Primmer, 2006; Smith, 2005; Smith y col., 2005).

1.5.    Objetivos e hip6tesis

El  ana]isis  dado  por  [a  estrategia  bioinformatica  utilizada junto  con  las  evidencias

presentadas   permitira   ]a   predicci6n   de   loci   paralogos   basandose   en   ]a   siguiente

hip6tesis:  Los  SNPs  presentes  en  el  genoma  de  un  tinico  individuo  provienen

mayoritarjamente de [a variaci6n intragen6mica dada por las regiones paralogas

que hah escapado a ]a se[ecci6n purificadora y se hah preservado a lo largo de la

evoluci6n.

El  objetivo  general  de  la  investigaci6n  es  predecir  regiones  paralogas  a trav6s  del

ensamblaje  de  secuencias  gen6micas  de  un   anico  salm6n  en  combinaci6n  con  la

predicci6n de SNPs, filtrado de elementos repetitivos y anotaci6n gen6mica (fig. 2.1).
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Los objetivos especfficos son:  1)  Generar un ensamblaje de secuencias gen6micas

del   salm6n   del   Atlantico.   2)   Establecer   una   distribuci6n   de   SNPs   en   secuencias

gen6micas proveniente de un  dnico  individuo.  3)  Observar la distribuci6n de elementos

repetitivos  y  elementos  transponibles.  4)  Anotar  genes  conocidos  por  btlsqueda  de

similitud  con  blast.  5)  Establecer  un  patr6n  conservado  de  polimorfismos  que  permita

predecir loci  paralogos  6)  Evaluar los  modelos  de  preservaci6n  de  genes  en  regiones

duplicadas.  7)  Determinar las mejoras metodol6gicas aplicables a la bdsqueda de nowo

de SNPs.  8)  Determinar la presencia de fuerzas selectivas actuando sobre duplicados

(Paz6n Ka/Ks).
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2. Materiales y m6todos

2.1.    Analisis bioinformatico

2.1.1.    Alineamiento y ensamblaje

Se obtuvieron las 217632 secuencias de los extremos de clones de la librerfa BAC,

denominadas de ahora en adelante BES (Bac End Sequences), proveniente de un trabajo

previo  realizado  por  Thorsen  y  col.  (2005).  Los  insertos  clonados  tienen  un  tamafio

promedio de  180  Kb,  Ios extremos fueron secuenciados y se obtuvo  un largo promedio

de 900 pb.  La librerfa BAG presenta una cobertura de  18X y los BES fueron solicitados

via ftp al laboratorio a cargo del Dr. Willie Davidson en Simon Fraser University, Canada.

Los 217632 cromatogramas BES fueron evaluados usando la estrategia presentada en

la figura 2.1,  donde  el  primer paso  es  realizado  con  el  programa  phred  (Ewing  y col.,

1998)  que  permite  la  asignaci6n  de  un  valor de  calidad]  con  rango  de  4  a  60,  a  una

base nucleotfdica proveniente de una maqujna de secuenciaci6n.  EI valor de calidad Q

es la probabilidad de error transformada al Iogaritmo en base 10 (Un valor Q de 20 indica

que  existe  una certeza del  99°/o que  la base  indicada sea correcta,  un valor Q  de 30

indicarfa un  99,9°/o y asf sucesjvamente).  Luego de asignar una medida de calidad,  es

necesario enmascarar el vector pTAFiBAC, utilizado en la construcci6n de la librerfa, con

el programa Crossmatch para luego realizar el alineamiento final y ensamblaje en contigs
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Figura  2.1:  Pipeline  Para]og]t.  Estrategia  bioinformatica  para  bdsqueda  de  SNPs  y
predicci6n de regiones duplicadas.

con el programa CAPS (Huang & Madan, 1999). EI parametro de sobrelape entre lecturas

fue de  130pb con  un porcentaje de identidad del 95°/o.  El ensamblaje fue visualizado y

depurado con el programa Consed (Gordon y col.,  1999). La estrategia implementada se

observa en ]a figura 2.1.
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2.1.2.    Elementos repetitivos

Las  seciiencias  consenso  de  los  contigs  generados fueron  inspeccionadas  para

establecer  el  contenido  de  elementos  repetitivos  presentes  en  el  genoma  del  salm6n

usando  para esto  la  herramjenta bioinformatica  F2epeatMasker (Smit y col.,1996).  Los

tipos de elementos repetitivos encontrados por este programa se observan en la secci6n

resultados  en  la figura  3.2  y  se  pueden  agrupar  en  2  categorfas,  transposones  y  no

transposones.  Para  el  analisis  se  utilizaron  3  bases  de  datos:  Zebrafish  (Dan/.o  rer/.o)

y  Fugu  (7:  rubr/.pes)  provenientes  de  la  Fiepbase  v.20080801,  y  una  base  de  datos

desarrollada por CGBASP especffica para repeticiones en salm6nidos.

Se utiliz6 ademas el programa Tandem Fiepeat Finder (Benson,  1999) para identificar

repeticiones en tandem, tales como microsat6Iites, para delimitarlos, establecer el largo

del  patr6n  y  el  ntimero  de  veces  que  6ste  se  repite  (ntimero  de  copias).   De  esta

forma, se desarroll6 una base de datos con la informaci6n obtenida en la btisqueda de

elementos  repetidos para luego  integrarla con  los datos obtenidos  en  la basqueda de

SNPs (Colecci6n Genbank en la figura 2.1 ).

2.1.3.    Btlsqueda de sNPs

Para poder establecer la presencia de polimorfismos en  el  ensamblaje obtenido se

utiliz6  el  script  AnalyzesNPs  del  paquete  toAmos  (Pop  y  col.,  2004)  y  se  filtraron  los

resultados usando un script t.r7-house Bioperl  (Ease  1  y 2 de detecci6n de SNPs en  la

figura 2.1 ), bajo los siguientes parametros: calidad minima Q promedio de 20 entre todas

las bases ubicadas en  la misma posici6n; nivel de cobertura mfnimo de 4 del contig; y

porcentaje de variaci6n esperado de al menos un 20°/a, esto corresponde a la fase 1

de la detecci6n de SNPs.  En la fase 2,  los SNPs fueron clasificados en tres categorfas

para observar el efecto que tienen  estos parametros en  la predicci6n: A)  Aquellos que
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presenten una calidad Q igual o mayor a 40 con cobertura mayor o igual a 4; 8) SNPs con

una calidad Q mayor a 30 y con cobertura minima de 6 y C) SNPs con calidad Q mayor a

20 pero con cobertura minima de 8. Todos los SNPs encontrados fueron inspeccionados

manualmente,  utilizando el programa Consed,  para evitar lecturas falsas o  incorrectas,

para luego ser integrados a la colecci6n Genbank mencionada.

2.1.4.    Anotaci6n de genes, regiones codificantes y elementos repetitivos.

El  filtrado   de   la  colecci6n   GenBank  se   realiz6   mediante   la   implementaci6n   de

un  script  (filtro  SNP  en  la  figura  2.1)  que  permite  seleccionar  las  secuencias  que

cumplan  con  ciertos  parametros  establecidos  dados  por  la  informaci6n  presente  (La

colecci6n GenBank contiene informaci6n de secuencias nucleotidicas, SNPs y elementos

repetidos). El filtrado final considera tomar solamente los contigs que presenten al menos

un SNP de cualquiera de las categorfas, y a su vez, que es[e SNP no est6 dentro de la

secuencia de un elemento repetitivo.

Para la anotaci6n  de genes  se  utilizaron variantes del  programa  BIast  (MCGinnis  &

Madden, 2004) (fig. 2.1 ). Blastx requiere secuencias nucleotidicas de entrada, Ias traduce

a  protefnas,  y  las  compara  con  secuencias  de  protefnas  de  distintas  bases  de  datos

escogidas. De esta forma, cada contig fue tabulado con su ndmero de SNPs, hit blast en

contra de las bases de datos nr, Swissprott y EC. Para los contigs que no presentaron hit

se realiz6 una bdsqueda blastn en contra de las secuencias de ndcleotidos presentes en

NCBl.

Se  utiliz6  el  programa  FGENESH  para la predicci6n  de  CDS  en  las secuencias de

DNA de cada contig.  Los resultados fueron tabulados manualmente para seleccionar el

mejor hit blast con e-value <  1 e-5.

EI  tipo  de  secuencia  que  alberga  el  SNP  se  clasific6  como:  I)  Desconocido,  para
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contigs  que  no  presentan  CDS  o  hit  blast  cercano  al  SNP.  11)  F}epetitivo,  para  SNPs

encontrados en transposasas, microsat6Iites u otros elementos repetidos que no fueron

filtrados previamente.  Ill)  Intr6n, para SNPs que se ubican entre dos CDS o estan cerca

de un gen y su secuencia no corresponde a un ex6n terminal o inicial de la protefna.  IV)

Codificante, SNPs dentro de un CDS predicho o algdn gen encontrado por blast. De esta

forma se obtuvo la colecci6n de datos final que incluye los contigs con toda la informaci6n

encontrada.

2.1.5.    Visualizaci6n y selecci6n de contigs para validaci6n experimental de

SNPs

La visualizaci6n de la colecci6n de contigs se realiz6 con el programa AF}GO (Engels

y  col.,  2006)  desarrollado  por  el  MIT.  A  partir  de  la  colecci6n  de  datos  final  (fig.  2.1)

se  seleccionaron   10  contigs  (Cuadro  3.1)  para  realizar  el  genotipado  de  los  SNPs,

basandose  en  los  siguientes  criterios:  Presencia  de  uno  o  mss  SNPs  dados  por  las

tres  categorfas  establecidas  previamen[e;  ausencia  de  elementos  repetidos  que  no

hubiesen  sido  filtrados  previamente  tales  como  transposasas  u  otros,  posibilidad  de

disefiar partidores especificos para realizar la amplificaci6n por PCF} del locus candidato

y que estos contigs presenten algdn gen o CDS anotado cercano al SNP. Para simplifcar

el analisis, estos contigs fueron numerados del 1  al 10 como se observa en el cuadro 3.1.

Para determinar qu6 ex6n  estaba presente en cada contig  seleccionado  se obtuvo

la secuencia aminoacidica de la protefna hom6loga de D. rerr.o y la secuencia g6nomica

que alberga el gen.  Ambas secuencias se alinearon con  el programa WISE2  (Birney &

Copley, 2001 ) que entrega todos los posibles exones e intrones del gen. De esta forma se

corrigi6 manualmente el alineamiento obtenido inicialmente entre el contig y su hit blast, y

se determin6 Ia posici6n de inicio y final del ex6n presente a lo largo del contig. La funci6n

31



y otras propiedades de la protefna se obtuvieron a partir de la informaci6n disponible en

Uniprot y GenBank.

Ademas, se obtuvieron secuencias ort6logas, a partir de NCBI, del gen Hsp70 (Contig

6  secuenciado)  de  a.  rer/.o  y  a.  my*/.ss.  Para  esta  dltima  especie  se  ha  descrito  la

presencia de un gen paralogo (Ojima y col., 2005), cuya secuencia tambi6n fue obtenida.

Se descarg6 tambi6n  una secuencia de CDNA previamente caracterizada para salm6n

del Atlantico y todas  ellas se alinearon con  el programa CLUSTALW (Thompson y col.,

1994). Luego, se utiliz6 el programa KaKs calculator (Zhang y col., 2006) para determinar

la tasa de sustituciones sin6nimas por sitio sin6nimo (Ks o ds) y la tasa de sustituciones

no sin6nimas por sitio no sin6nimo (Ka o dN). La raz6n entre estos dos valores (Ka/Ks) se

utiliz6 para determinar el nivel de fuerza de la presi6n selectiva existente en este locus.

De los modelos disponibles en el programa se escogi6 el que considera la ocurrencia de

transversiones y transiciones de manera desigual, y el sesgo en el uso de codones. Este

modelo esta descrito en Posada (2003).

2.2.    Validaci6n experimental

2.2.1.    Disefio de partidores

Para el disefio de partidores se utiliz6 el programa Primers (F]ozen & Skaletsky, 2000),

Ios partidores fueron seleccionados basandose en el m6todo del triplete 3' (Yuryev, 2007),

con  una tin  entre  los  60°C  y  los  65°C.  Ademas,  se  realiz6  una  bdsqueda  blast de  los

posibles partidores en contra de todos los BES y secuencias del mapa fisico del salm6n

disponible en la base de datos ASALBASE para asegurarse que la amplificaci6n ocurra

s6Io en el locus objetivo. Los oligos fueron sintetizados por lBT en concentraci6n 25nmol

y fueron resuspendidos para obtener un stock de  100X, segtln las especificaciones del

32



fabricante.

2.2.2.    Extracci6n de DNA gen6mico y amplificaci6n de fragmentos candi-

datos

Para  extraer  el  DNA  del  salm6n  se  tomaron  3  aletas  de  individuos  Sa/mo  sa/ar

provenientes de 3 familias distintas provistas por AQUAINNOVO (Individuos A, a y C), se

maceraron y Iuego se sigui6 ,el protocolo estandar del kit de extracci6n de DNA gen6mico

DNeasy  (QIAGEN).  Luego  se comprob6  Ia presencia del  DNA gen6mico  en  un  gel  de

agarosa  1 a/o,  y  se  cuantific6  utilizando  espectrofotometrfa  (NANODROP  V1000)  para

comprobar tambi6n,  el  espectro  de  absorci6n  caracteristico  del  DNA.  EI  protocolo  de

optimizaci6n de PCB sigui6 tres fases. En un volumen total reacci6n de 25uL y con 30 ng

en promedio de DNA gen6mico de cada individuo, se utiliz6 una concentraci6n 400 nM

de cada partidor,  1 U de Promega Taq  Polimerasa,  1,5mM de MgcI y 0,2mM de dNTPs.

Las  reacciones  PCB  fueron  realizadas  en  termociclador  PTC-2000  a  intervalos  de 35

segundos  para  el tiempo  de  hibridaci6n  y de  extensi6n  durante  30  ciclos  (fig.  2.1).  La

temperatura inicial  de  hibridaci6n  escogida fue de  57°C  para todos  los  partidores.  Las

regiones que  no  pudieron  ser amplificadas  pasaron  a  la segunda fase de optimizaci6n

que  incluy6  ToucHDowN  PCFl  con  una  temperatura  de  hibridaci6n  de  68°C  para  los

primeros  10 ciclos]  63°C para los siguientes  10, y 57°C para los  dltimos  (fig.  2.1).  En  la

tercera fase de optimizaci6n se modific6 Ia concentracion de Mgcl a 2,5mM y de templado

a 60 ng.  Para resolver la presencia del producto de PCF} se realiz6 electroforesis en gel

de agarosa al 1,5 % con bromuro de etidio y se observ6 Ia presencia de las bandas bajo

luz UV.
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PCF}cycle                    Temp*C        Time
Start
2 - Denaturacion
3 -Annealing
4 - Extension
5 - Go To step 2
6 - Extension
7 - End

95              3 min
95           30 seg
57            30 seg
72           30 seg

30 times
72              10  min
15            Forever

Touchdown PCR
Start
2 - Denaturacion
3 - Annealing
4 - Extension
5 - Go To step 2
6 - Denaturacion
7 -Annealing
8 - Extension
9 - Go To step 6
10 - Denaturacion
11  -Annealing
12 -Extension
13 - Extension
14 -, End

95              3 min
95           30 seg
68            35 seg
72           35 seg

10 times
95            30 seg
63            35 seg
72           35 seg

10 times
95           30 seg
58           35 seg
72           35 seg
72              10 min
15            Forever

Cuadro 2.i : Condiciones de PCR

2.2.3.    Purificaci6n de DNA desde gel de agarosa

Para  la  purificaci6n  del  producto  de  PCB  de  cada  una  de  las  regiones  se  extrajo

cuidadosamente el trozo de gel de agarosa que contenfa el producto y luego se utiliz6 el

kit de  extracci6n  en  gel  QIAquick  (QIAGEN),  usando  el  protocolo  estandar.  EI  DNA fue

resuspendido  en  un volumen final  de 25  uL buffer TE  y se almacen6  a  -2o°C.  Todas

las muestras fueron cuantificadas por espectrofotometrfa utilizando NANODROP V1000

para asegurar la concentraci6n minima requerida para secuenciar.
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2.2.4.    Secuenciaci6n y genotipado de sNPs

La  secuenciaci6n  se  realiz6  en  ambos  sentidos  para  cada  locus  y  para  cada

individuo.   Primero  se  secuenciaron   solo   las   muestras   con   el   partidor  directo.   Las

muestras  que  no  dieron  una secuencia limpia en  la region  del  SNP  fueron  purificadas

nuevamente y enviadas a secuenciaci6n con el partidor reverso junto con el resto de las

muestras. Las secuencias fueron generadas con Applied Biosystems (ABI) 3730 Capillary

electrophoresis  Genetic Analyzer  en  el  Departamento  de  Secuenciaci6n  de  la  Unidad

de Ciencias Biol6gicas de la University of California, campus Davis.  Los cromatogramas

fueron analizados visualmente con el programa Consed para ver si era posible conocer

el genotipo de cada individuo.

La  secuencia  final  para  cada  individuo  y  para  cada  locus  fue  generada  siguiendo

la  estrategia  observada  en  la  figura  2.2.  Las  secuencias  de  ambos  sentidos  fueron

alineadas entre sf usando blast2seq,  luego se alinearon por separado con el consenso

obtenido  previamente  en  el  analisis  /'n  s/.//.co  para  asf  determinar  la  mejor  secuencia

final  de  cada  individuo.  Para  los  individuos  que  presentaron  algdn  cromatograma  con

problemas de serial/ruido se seleccion6 la secuencia de mejor calidad. Para determinar la

secuencia final de cada locus se realiz6 un ensamblaj.e de todas las secuencias obtenidas

utilizando  Phrap.  Luego,  cada  nueva  secuencia  consenso  obtenida  fue  alineada  con

su   respectiva  secuencia  de  referencia  para  determinar  su   largo  y  la  posici6n  del

SNP  correspondiente.   La  visualizaci6n  generada  permite  observar  la  presencia  de

he[erocigotos para el SNP buscado, explorar la presencia de otros SNPs, corregir errores

de  lectura del  cromatograma y generar la secuencia final del locus.  En  el  caso  de que

un mismo locus se agrupe en contigs distintos se realinearon los consensos de ambos

contigs y se gener6  una nueva secuencia.  EI  genotipo  se determin6  basandose  en  la

presencia de dos peaks distintos sobrelapados en la misma posici6n (heterocigoto).
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Figura 2.2:  Pipeline post-secuenciaci6n.  Las secuencias en ambos sentidos de cada
individuo son  alineadas por separado  para luego ser comparadas con  la secuencia de
referencia y asf generar un consenso para el individuo. Todas las secuencias obtenidas
fueron ensambladas para generar un consenso comparable a la referencia y asf generar
una secuencia por locus. Las flechas blancas indican alineamiento por pares.
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3. Resultados y discusi6n

3.1.    Secuencias BES

Un total de 217 624 secuencias provenientes de los extremos de los clones de una

librerfa  BAG  (Thorsen  y  col.,  2005)  (cobertura  18x)  fueron  obtenidas  y  analizadas.  EI

largo  promedio  con  bases  de  calidad  phred  mayor que  20  (largo  Q20)  es  de  669  pb,

siendo  un valor favorable  comparado  con  el  largo  Q20  obtenido  en  BES  de  humanos

(477 pb, Zhao y col.  (2000)),  rat6n  (485 pb,  Zhao y col.  (2001)), pez gato  (557 pb, Xu y

col.  (2006)) y salm6n del AIIantico (630 pb, Ng y col.  (2005)).

EI programa crossmatch filtr6 las regiones de baja complejidad y enmascar6 el vector

pTAFiBAC usado en la creaci6n de la librerfa generando un total de secuencia gen6mica

de  alta  calidad  de  1,45 . 108  pb que,  dada la estimaci6n  en  el tamafio  del  genoma del

salm6n de 3 .109  pb,  representa aproximadamente un 4,9°/o de 6ste.  El  porcentaje de

A+T se estim6 en 58,1 a/o y el de a/oG+C en 41,9 o/o.

3.2.    Ensamblaje y visualizaci6n de las secuencias

CAPS  fue  utilizado  porque  genera  un  mayor  ndmero  de  contigs,   mas  cortos  y

secuencias consenso con menos errores en comparaci6n con otros ensambladores.  El

37



ntimero de contigs obtenidos fue de 25 277 con un largo promedio de 895 pb que en total

representarfa  un  0,75°/o del  genoma completo  del  salm6n.  EI  ndmero  de singletons  (o

contigs con solo una lectura) es de 124 309 con un largo promedio de 1290 pb.

Los  contigs  fueron  inspeccionados  visualmente  para  corroborar  que  no  existiera

alguno demasiado largo (> 3000 pb) ya que fueron generados a partir de los extremos de

clones BAG que representan secuencia gen6mica de aproximadamente 1 kb cada 20kb;

solamente tres contigs no cumplieron con esta condici6n. El histograma de la profundidad

promedio  (cobertura) se observa en la figura 3.1.  Esta s6lo muestra los contigs con 4 o

mss lecturas, el ndmero de contigs con 2 6 3 lecturas es de 20 066 (79 a/o).

Existen 115 contigs con cobertura promedio igual o mayor a 18, esto sugiere que en

estos  contigs se  alinearon  lecturas  provenientes  de  regiones  repetidas  en  el  genoma.

Esto  se  produce  porque  la  enzima  de  restricci6n  cort6  mdltiples  veces  una  misma

secuencia proveniente de loci distintos y el programa de ensamblaje s6lo evalaa similitud

nucleotfdica y calidad juntando cada lectura en el mismo contig. Debido a que el objetivo

de este trabajo es precisamente identificar regiones duplicadas, estos contigs no fueron

excluidos del analisis siguiente.

3.3.    Elemenlos repetitivos y transponibles

Los resultados del programa Flepeatmasker arrojaron que al utilizar la base de datos

de  7: rtjbr/.pes, un 5,05 a/a del total de secuencia fue identificado como repeticiones. En D.

rer/.o el porcentaje es de 8,83 a/o. EI mayor porcentaje de repeticiones encontradas con la

base de datos de Zebrafish  por sobre la de Fugu se puede explicar por las diferencias

en  el  tamafio  del  genoma  de  ambas  especies.  El  porcentaje  de  elementos  repetidos

encontrados  usando  las  secuencias  de  salm6nidos  asciende  a  un  32]77°/o,  similar  al

encontrado en estudios previos donde analizan regiones gen6micas de salm6n (Mitchell,
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2004).  Este alto  porcentaje sugiere una expansi6n de  elementos repetitivos especffica

de salm6nidos a partir del  momento de divergencia entre 6stos y los peces tel6osteos

dando cuenta de su participaci6n en reestablecer el estado diploide luego de un evento

deduplicaci6ng6nomica.Estoselementospuedenparticiparfacilitandolarecombinaci6n

de  regiones  distintas  del  genoma  y  asf  estabilizar  la  condici6n  dada  por  una  meiosis

aberrante producto de mdltiples copias hom6logas en distintos cromosomas.

La  gran   mayor fa  de  estos   elementos   especfficos  de  salm6nidos  provienen  de

transposones representando el  15,8°/o del total de secuencia analizada (fig. 3.2).  Estos

elementos tienen mdltiples efectos y su naturaleza es bastante diversa.  Esto indica que

su  acumulaci6n  en  el  genoma  de  alguna  especie  deberfa  estar  originada  por  alguna

propiedad  que  les  permita  preservarse  y  aumentar  su  nt]mero.  Asf,  Ios  elementos

transponibles   han  cooperado  con   el  6xito  evolutivo  de  los  salm6nidos  a  partir  del

momento de divergencia con los demas vertebrados.  De Boer y col.  (2007) identificaron

expansiones definidas de actividad transpos6nica que ocurrieron luego de los eventos de

poliploidfa y coincidieron con los eventos de especiaci6n de los salmonidos. Esto reafirma

la  hip6tesis  que  los  elementos  transponibles  son  agentes  evolutivos  que  modelan  la

arquitectura de los genomas.

Las siguientes secuencias  repetitivas  mss  representadas son  retroelementos tales

como   SINEs,   LINEs  y   LTRs.   Sin   embargo,   su   acumulaci6n   es  similar  en   las  tres

especies indicando que estos elementos se han conservado en cantidad, y similitud de

secuencia,  y  no  son  afectados  por  eventos  duplicativos  o,  mss  bien,  su  rol  es  menor

en  la  reestructuraci6n  de  los  cromosomas.  Tambi6n  se  debe  considerar  la  cantidad

de  repeticiones  no  clasificadas  presentes  en  el  salm6n  que dan  cuenta de  un  4°/o de

secuencia.  Estas repeticiones pueden corresponder a cualquier categorfa de elementos

repetitivos todavia no caracterizada que sf pueden tener algtin grado de participaci6n en
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Figura  3.1:  Histograma  de  la  profundidad  promedio  de  contigs.  Se  observa  la
presencia de  un  alto  ntlmero de contigs con  cobertura promedio de 4 6  5.  Se observa
ademas que, contra lo esperado, existe un ndmero importante de contigs que presentan
una cobertura promedio mayor a 18 lecturas.
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Distribution of repeat types
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Figura  3.2:   Distribuci6n  de  elementos  repetitivos.   Distribuc6n  en  las  secuencias
gen6micas del  salm6n  segdn  su tipo y  las  bases de datos disponibles,  salm6nidos,  D.
rert.o y Fugu.

la evoluci6n de estas especies.

Para complementar los resultados obtenidos por el programa  BepeatMasker e iden-

tificar  microsat6lites  se  realiz6  una btlsqueda  de nowo que  encontr6  9072  repeticiones

con  patrones cuyo largo varfa entre  1  y 500  pb en  las 25277 secuencias.  La presencia

de  repeticiones  con  un  patr6n  que  va  de  1  a  100  pb  da  cuenta  del  86°/o  del  total.  El

rango encontrado en el  ndmero de copias varfa de  1  a  1200, sin  embargo el 99,3°/o de

las repeticiones presenta un  ndmero de copias menor a  100.  Los microsat6lites (patr6n

de secuencia de largo  1  a 6 pb)  representan  un 22°/a (1985), y de este,  un 64°/o (1266)

presenta secuencias que flanquean ambos extremos necesarias para disefiar partidores.

La figura 3.3 muestra la distribuci6n de los microsatelites segtln el ndmero de bases que
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Figura 3,3: Distribuci6n del ntlmero de microsat6lites. Distribuci6n en las secuencias
gen6micas del salm6n segan el patr6n de bases que se repiten (programa TRF).

se  repiten.  EI  porcentaje de  microsat6lites encontrados  respecto del total de secuencia

fue de 0,02 a/o. El porcentaje de secuencia repetida encontrada usando TPIF fue de 2,9 a/o.

3.4.    Predicci6n y filtrado de sNPs

Los  resultados  obtenidos de AnalyzesNPs fueron  aproximadamente  500  000  sitios

polim6rficos,  ya  que  el  programa  reporta  todas  las  bases  que  difieren  del  consenso

cuando su calidad suma mss de 40,  Io que en  principio genera que casi cualquier base

que difiera del consenso sera interpretada como un SNP. Luego de la fase 1  de detecci6n

se obtuvieron 4991  SNPs en 1352 contigs. El filtrado resulta ser bastante eficiente (aprox.

99 a/o de SNPs desechados) en descartar las diferencias propias del alineamiento mdltiple

en  un  ensamblaje  con  secuencias  de  calidad  variable  que  no  corresponden  a  sitios
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polim6rficos (fig. 3.4).

Luego de la segunda fase para determinar la presencia de SNPs, se observa que a

medida que la cobertura requerida es  mayor,  el  ndmero  de  SNPs  putativos disminuye

bruscamente,  el  efecto  de  los  otros  dos  parametros  es  comparativamente  de  menor

impacto.  Para compensar este  efecto,  y establecer  un  set de  SNPs  amplio  sin  perder

certeza  en  la  predicci6n,  se  consideraron  tres  categorfas  de  SNPs:  La  primera,  A,

(Q=40,V=20,P=4)  presenta  4318  SNPs  en  1352  contigs  (5,35°/o  del  total  de  contigs),

la segunda,  8,  (Q=30,V=20,P=6)  contiene  1757  SNPs  en  499  (1,97°/o)  y en  la tercera

categorfa,  C,   (Q=20,V=20,P=8)  se  observan  1308  SNPs  en  310(1,23°/o)  contigs.  La

frecuencia promedio de SNPs por contig  presenta un  rango que va desde 2,37 a 4,23

SNPs por contig.

Los  resultados  de  ambas fases  (predicci6n  de  SNPs  y  bdsqueda de  repeticiones)

fueron agregados a los archivos GenBank para su visualizaci6n y filtrado (fig. 2.1 ).

3.5.    Busqueda de genes y anotaci6n de secuencias g6nomi-

Cas

Luego   del   filtrado   final   se   encontraron   956   (3,78°/o)   contigs   que   cumplen   las

condiciones establecidas y en total presentan 2849 SNPs de la categorfa A,1265 SNPs

en  a  y  968  en  C.  El  set  total  de  956  contigs  representa  la  muestra  en  estudio  de

secuencias  con  alta  probabilidad  de venir de  regiones  duplicadas  y  que  presentan  al

menos un SNP que servirfa de marcador para esa regi6n.

De  la  bdsqueda  realizada  con  blastx  se  encontraron  452  (48,5°/o)  contigs  que

presentan  algdn  hit  con  e-value  <   1  . e-05.  Considerando  solamente  el  mejor  hit  por

contig se encuentran 184 genes distintos, en cambio, si se consideran los mejores 5 hits,
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Figura  3.4:  Ease  de  filtrado  de  SNPs.  El  set  final  de  SNP  se  obtuvo  a  partir  de  la
estrategia mostrada en la figura.

esta  cifra  aumenta  a  469  genes  distintos.  Esta  diferencia  indica  que  existen  mdltiples

anotaciones  para  una misma secuencia,  o  bien,  que  la protefna codificada comparte o

ha compartido diversas funciones y en su secuencia g6nica permanece algdn grado de

similitud  detectado  por  blast.  Esto  tlltimo  se  puede  explicar  por  la  presencia de  genes

duplicados  que  se  han  preservado  de  tal  manera  que  sus  funciones  actuales  estan

separadas  (Ej.  expresi6n  en tejidos distintos),  relacionandose  por haber sido funciones

alternativas de algdn  gen  ancestral  (modelo de subfuncionalizaci6n)  o,  que  luego de  un

evento duplicativo hayan adquirido nuevas funciones (modelo neofuncionalizaci6n) y, por

lo tanto, se debiesen considerar como secuencias paralogas.

Tambi6n  se observan  mdltiples contigs que presentan  el  mismo  hit.  A pri'or/' esto se

explica porque los clones BAG representan una librerfa redundante (cobertura 18x) en la

que un gen puede estar presente en distintos clones o,  por la existencia de familias con
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mdltiples copias de algan gen (duplicaci6n) que no fueron agrupadas en el mismo contig.

Fiepeatmasker no identific6 la totalidad de transposones presentes en las secuencias. EI

resultado blast indica la presencia de 66 contigs con hit a elementos transponibles, tales

como transposasa o retrotransposasa, confirmando que estos elementos se encuentran

ampliamente  distribuidos  a  lo  largo  de  las  secuencias  gen6micas  del  salm6n  y  su

presencia es una fuente de polimorfismos dada por la redundancia de la secuencia de

6stos. Asf mismo]  existen 41  contigs que presentan  hit contra protefnas tipo polimerasa

y 22 que presentan hit al elemento  f?eo,  el cual contiene repeticiones a lo largo de su

secuencia.  Los  SNPs  presentes en  este tipo de secuencias se consideran  como  SNP

falsos  repetitivos,  es decir,  provienen del  alineamiento  de transposasas localizadas  en

regiones distintas y que presentan diferencias nucleotidicas entre sf. Sin embargo, no es

posible descartar que estos elementos se hayan originado por el mismo mecanismo de

duplicaci6n y que los SNPs encontrados en estas regiones sean del mismo tipo que el de

regiones paralogas (PSVs).

En  la  bdsqueda  de  genes  ab  /.n/.i/.o  realizada  por  FGENESH  se  encontraron  797

CDS,149 sitios poly-A y  140 sitios de inicio de la transcripci6n.  Estos resultados fueron

integrados  a  la  informaci6n  obtenida  en  la  etapa  anterior  y  fueron  visualizados  para

corroborar manualmente la presencia de los exones identificados previamente.

3.6.    Selecci6n de contigs para validaci6n

Los contigs seleccionados se describen  en  el  cuadro  3.1  y  la informaci6n  referente

al  nombre  completo  del  gen,  su  largo  gen6mico,  su  largo  proteico  y  la  presencia  de

paralogos para cada gen en humanos se resumen en el cuadro anexo A.2.

EI  primer  contig  presenta  hit  blast  al  gen  Prt/ne  de  D.  rerr.o  (Unigene  lD  number

563343).   La  funci6n  de  esta  protefna  en  humanos  esta  relacionada  con   actividad
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fosfodiesterasa hacia CAMP y CGMP como sustrato.  Participa en  la proliferaci6n celular

siendo  capaz  de  inducir  motilidad  celular y  actuar  como  regulador  negativo  de  NME1

(Garzia y col., 2008). En humanos esta localizado en el cromosoma 1 y tiene una variante

paraloga en  el  cromosoma 9.  En  D.  rer/.o este gen posee 8 exones y se localiza en  el

cromosoma 16 en una regi6n de 26 kb.  El largo de la protefna es de 447 aa como indica

el cuadro A.2, el SNP putativo se ubica en la regi6n codificante del exon 7 de su ort6logo

en Danio.

La protefna codificada por la secuencia del segundo contig seleccionado se denomina

RFX5 (Fiegulatory factor X 5)  (Uniprot lD Q5FiG11 ). Es parte de una familia de protefnas

de uni6n a DNA que reconocen un motivo denominado caja X, el cual es parte de la regi6n

regulatoria de la expresi6n del complejo  MHC  11.  Su gen se localiza en  el cromosoma  1

(humanos) y presenta una variante paraloga en el cromosoma 15. Ademas, la secuencia

codificante de F}FX5 encontrada corresponde al ex6n nt]mero seis de su ort6logo en  D.

rerr.o con un porcentaje de identidad del 98 a/a. El dnico cambio en este marco de lectura

es de leucina(D. rerr.o) por metionina en Salm6n.

El contig tres no present6 un hit blast con e-value menor al lfmite establecido de corte,

sin embargo, el hit encontrado corresponde a uno de los exones de la subunidad a de la

protefna fosfatasa 2A (ver cuadro 3.1 ) de D. re„.o(Uniprot ID A4QP33). Este ex6n presenta

18 aminoacidos conservados entre ambas especies por lo que en este caso el e-value no

fue usado como criterio de selecci6n. La subunidad 8 es parte de una familia de protefnas

regulatorias  que  se  encargan  de  modular  la  selectividad  por  el  sustrato  y  la  actividad

catalftica de  la fosfatasa 2A.  La proteina fosfatasa 2A presenta dos  subunidades  mss

que se asocian con una variedad de subunidades regulatorias, entre ellas, Ia subunidad

8. EI hit representa el ex6n 10 de esta protefna en Dan/.o rer/.o. EI gen presenta 16 exones

en una regi6n gen6mica de 61 kb lo que implica una gran cantidad de secuencia intr6nica
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ya que el  largo  aminoacfdico  es de s6lo  578  aa.  En  humanos presenta tres variantes

paralogas y nueve variantes de splicing alternativo.

El  hit  encontrado  en  el  contig  cuatro  corresponde  a  una  protefna  de  membrana

del  aparato  de  Golgi  encargada  de  transferir  un  grupo  de  acido  sialico  de  CMP-N-

acetilneuroaminato  a  distintas  glicoprotefnas  y  glicolfpidos,  con  preferencia  por  estos

dltimos  (Uniprot  lD  Q5NDG1).  Pertenece  a  la  familia  29  de  las  glicosiltransferasas.  EI

CDNA de esta protefna fue caracterizado para Sa/mo sa/ar presentando un largo de 295

aminoacidos  (Uniprot  lD  85X2G4).  Sin  embargo,  al  comparar  la  secuencia  g6nomica

obtenida con  la del CDNA se aprecian diferencias significativas entre ellas,  esto sugiere

la presencia de una copia paraloga expresandose en el tejido estudiado. En Dan/.o rer/.o

esta protefna presenta 4 exones localizados en el cromosoma 21, y el contig estudiado

consiste en el ex6n 3, 4 y parte del segundo. Como indica el cuadro 3.1  el SNP se ubica

en posici6n intr6nica entre los exones 3 y 4.

El   resultado   blast  para  el  quinto  contig  corresponde  a  la  protefna  arginyl-tRNA

sintetasa  (Uniprot  lD  Q7ZVF4).  Su  secuencia  esta  previamente  descrita  para  salm6n

(Uniprot   lD   85X4E3).   La  protefna  cataliza  el   acoplamiento   de   arginina  a  su  tF}NA

actuando  como  ligasa.  El  gen  presenta  15  exones  en  una  regi6n  g6nomica  de  50kb.

En danio  presenta un  largo de  661  aa similar al del salm6n  de  660  aa.  En  el  contig  la

secuencia hit pertenece a parte del ex6n 8 del gen  en  a.  rer/.o.  En  humanos este gen

presenta un paralogo y 7 variantes de splicing.

En la regi6n 6 esta presente el hit blast a la protefna HSP70.  La secuencia de esta

protefna esta disponible  en  mdltiples  organismos  incluyendo trucha  (Q5KT35),  salm6n

del Atlantico (85X4Z3) y pez zebra (Q6PH56),  pertenece a la familia de las Hear shock

profe/.ns de  70kDa  encargadas  de  responder  a  situaciones  de  estr6s  al  interior  de  la

c6lula.  Su  largo  en  D.  rer/.o es de 643  aa,  similar al observado  en  0.  myk/.ss (644 aa)
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y S. sa/ar (644 aa). Presenta s6Io un ex6n y recientemente se describi6 una secuencia

paraloga en trucha (Ojima y col., 2005). Se encuentra altamente conservada a trav6s de

la evoluci6n y es la principal familia de protefnas en vertebrados encargadas de actuar

como  chaperonas  moleculares,  asegurando  el  correcto  plegamiento  de  las  protefnas

intracelulares. EI locus de este gen se ubica en el cromosoma 3 del genoma de D. rer/.o.

Ambos SNPs putativos se ubican en la regi6n codificante del gen.

El gen observado en el contig 7 corresponde a un receptor transmembrana asociado

a  protefna  G,  su  funci6n  esta  relacionada  con  la  captaci6n  de  olores  y/o  feromonas

(Uniprot ID  B8JIF6).  Pertenece a la familia de receptores glutamato metabotr6picos.  En

D.  rer/`o  presenta  6  exones  localizados  en  el  cromosoma  17 que  corresponden  a  una

regi6n gen6mica de 6 kb. El contig descrito alberga el primer y segundo ex6n y el SNP se

ubica entre 6stos. Su largo aminoacidico es de 837 aa con 7 dominios transmembrana.

En humanos esta secuencia representa a un pseudogen ya que no se han  encontrado

transcritos expresados de este locus.  Es conocida la poca sensibilidad humana para la

captaci6n de olores en comparaci6n con otras especies sugiriendo que esta forma del

gen  (y  sus  mtlltiples  copias)  se  ha  mantenido  activa  en  aquellas  y  no  en  el  humano

(transformandose en pseudogenes).

El primer ex6n del gen de la quinasa 3 activada por mit6geno (Mapk3) fue encontrado

en  el  octavo  contig  (Uniprot  lD  AIA5X1).  Esta  protefna  es  parte  de  la  famila  de  las

MAP quinasas que acttlan en la cascada de sefializaci6n que regula procesos celulares

tales como proliferaci6n, diferenciaci6n y ciclo celular en respuesta a distintos estfmulos

provenientes del medio externo.  Su gen presenta 10 exones en D. rer7.o que cubren una

regi6n de 46 kb en  el cromosoma  11.  El  largo de la protefna es de 408 aminoacidos y

para el salm6n es de 406 aminoacidos. Esta protefna se encarga de fosforilar y reprimir la

actividad de un factor de transcripci6n involucrado en la regulaci6n de la expresi6n tejido
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especffica y diferenciaci6n celular.  En humanos presenta dos genes paralogos,  MAPK5

y MAPK2. EI SNP se encuentra  60 pares de bases rfo arriba del cod6n de inicio.

El  noveno  contig  alberga  los  exones  13  y  14  del  gen  de  la  protefna  de  uni6n  a

colageno tipo  lv  (Uniprot  ID  Q5M7YO).  Se  encarga de  mediar  el  [rafico  intracelular de

ceramida sin  utilizar vesfculas,  se  encuentra en  el  citoplasma,  retfculo  endoplasmico y

principalmente en el aparato de Golgi. Presenta un total de 17 exones en una regi6n de 55

kb del cromosoma 15 de a. rer/.o. El largo proteico es de 620 aminoacidos.  En humanos

esta protefna esta relacionada con el Sindrome de Goodpasture, enfermedad autoinmune

que afecta a los pulmones y rifiones. Presenta dos variantes extras por splicing alternativo

y tres genes paralogos. EI SNP putativo se ubica en la regi6n intr6nica rio abajo del ex6n

14.

En  el  dltimo  contig  se  encuentra  el  hit  blast  al  polip6ptido  N-acetylgalactosaminyl

transferasa (Uniprot lD ABDZD1'). Este gen presenta 10 exones en D. rev/`o, de los cuales

el segundo esta presente en este contig.  Esta localizado en el cromosoma 23, su largo

es de 21  kb y codifica para una protefna de largo 629  aa.  Cataliza la transferencia de

N-acetyl  galactosamina  a  un  residuo  treonina  o  serina  de  la  protefna  receptora.  Esta

anclado a la membrana del Golgi y participa en la sfntesis de fibronectina oncofetal.  En

humanos presenta 13 variantes de splicing y dos genes paralogos.  EI SNP se ubica en

la regi6n intr6nica correspondiente al intr6n 3 de su ort6Iogo en D. rer/.o.

3.7.    Extracci6n  de  DNA  gen6mico,  amplificaci6n  y  purifica-

ci6n de los contigs seleccionados

La  concentraci6n  obtenida  luego  de  la  extracci6n  del  DNA  gen6mico  de  salm6n

fue  de  65  ng/uL que  se  diluy6  a  la  mitad  para  realizar  la  amplificaci6n  por  PCF3.  Los
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Figura 3.5: PCR de las 10 regiones candidatas. Electroforesis en gel para visualizar las
bandas correspondientes a la amplificaci6n por PCB de las secuencias candidatas.

partidores diseFiados  (cuadro A.1) fueron probados bajo  un  protocolo estandar de PCPI

para todas las muestras resultando en la amplificaci6n correcta de 7 de las  10 regiones

(fig. 3.5). Las restantes tres regiones fueron sometidas a optimizaci6n de las condiciones

PCB,  obteni6ndose amplicones en dos de ellas.  Los partidores de  la regi6n  uno  nunca

amplificaron probablemente debido a la formaci6n de dimeros y favorecida por el hecho

que  el  partidor directo  fue  diseftado  con  el  polimorfismo  ubicado  en  la  tlltima  base  del

extremo 3'.  Esto disminuye la fuerza de uni6n entre el templado y el partidor, generando

ausencia  del  producto.  Se  redujo  la Ta  para  disminuir  la  especificidad  de  la  uni6n  sin

mejores resultados, por lo que esta regi6n se descart6 de los analisis posteriores.

En  las  electroforesis  en  agarosa  todas  las  bandas  obtenidas  corresponden  a  los

tamafios esperados para la regi6n amplificada (fig. 3.5). La purificaci6n del producto PCFl

result6  en  26  muestras  provenientes de  cada  locus  amplificado  para cada  uno  de  los

individuos usados (no se pudo amplificar la regi6n 3 para el individuo A,  si para los dos
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restantes.)

3.8.    Secuenciaci6n y genotipado

Los  resultados  de  la  secuenciaci6n  variaron  dependiendo  de  la  regi6n  analizada,

para la secuenciaci6n con el partidor directo  10 secuencias no pudieron ser analizadas

por  presentar  problemas  de  serial/ruido  en  la  regi6n  del  SNP.  Estas  regiones  fueron

amplificadas y purificadas por segunda vez y se enviaron  a secuenciar con  el  partidor

reverso,  al  igual  que  el  resto  de  los  productos  PCB.  La  secuenciaci6n  con  el  partidor

reverso  arroj6   10  secuencias  de  baja  calidad  serial/ruido,   repiti6ndose  el   resultado

negativo para los contigs 2 y 8  (ver cuadro 3.2).  Se obtuvieron  7 secuencias consenso

que fueron revisadas manualmente en consed y resultaron en un 100 a/o de identidad con

las secuencias  consenso  obtenidas  en  la etapa  /.n s/.//.co,  exceptuando  la  regi6n  6  con

un  99 a/o.  El largo obtenido de 6stas fue igual al esperado excepto para la regi6n 7 que

result6 84 pb mss largo y para la regi6n 10 que fue de 41  pb menor. Los resultados de la

secuenciaci6n y genotipado se resumen en el cuadro 3.2.

Todos los genes encontrados presentan al menos un paralogo en humanos. Se puede

suponer que  la basqueda es redundante por el  hecho que si  el  gen ya esta duplicado

en humanos lo estarfa tambi6n en salm6n.  Sin embargo,  el  proceso de rediploidizaci6n

produce la p6rdida de genes que no  necesariamente son  igualmente dtiles para todas

las especies.  Los mecanismos de preservaci6n  de duplicados actaan  en funci6n de la

utilidad conferida por la mutaci6n fijada en  una copia paraloga, que le permiti6 escapar

a  la  selecci6n  purificadora  de  forma distinta  en  cada  especie.  Esto  es  reafirmado  por

la  hip6tesis  de  RGL  (Fleciprocal  Gene  loss)  y  esta  relacionado  con  los  procesos  de

especiaci6n. Visto desde otro punto de vista, la metodologfa utilizada es independiente de

si existe un gen duplicado o no. Si se considera que estos genes se han preservado como
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duplicados en todas las especies es porque todas sus copias aportan una funcionalidad

necesaria para los sistemas biol6gicos y la estrategia simplemente identifica estos genes

a partir de estas ventaj.as selectivas dadas por las mutaciones o SNPs.

3.8.1.     Fzegi6n2y8

Las secuencias obtenidas de estas regiones resultaron con baja calidad serial/ruido

para todos los individuos lo que impidi6 generar un consenso. Sin embargo, fue posible

un  analisis  manual debido  a que  las secuencias individuales obtenidas fueron de largo

similar al esperado. La figura 3.6 representa el extremo de las secuencias obtenidas para

la regi6n 2, se observa que a partir de la posici6n 190 (peak mss alto) no se observa ruido

de base y la secuencia observada a partir de esta posici6n corresponde a la del partidor

reverso. Al comparar los peaks presentes antes de la posici6n  190 y despu6s se puede

observar que la misma secuencia se encuentra dos veces en los tiltimos 40 pb (posici6n

190 -20 y  190 + 20).  Esto se explicarfa por la presencia de una deleci6n y/o  inserci6n

de 20pb en uno de los templados. La deleci6n estarfa presente en todos los individuos, y

se observa el mismo patr6n en ambos extremos, lo que indica que se secuenciaron dos

templados paralogos.

El  genotipado  del  locus  2  utilizando  el  SNP  putativo  indica  que  dos  de  los  tres

individuos son  heterocigotos T/C. A pesar del ruido,  el hecho que uno de los individuos

fuese homocigoto  para este marcador permiti6  la identificaci6n del  SNP  en  esta regi6n

(fig.  3.7).  Si  todos  los  individuos  hubiesen  sido  heterocigotos  no  hubiese  sido  posible

diferenciar las variantes al6licas del SNP. La presencia de copias paralogas en esta regi6n

indica que el SNP encontrado corresponde a un MSV.

La regi6n 8 presenta ruido en toda la secuencia proveniente del partidor directo, ob-

servandose mdltiples secuencias sobrelapadas.  Este problema se encuentra documen-
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Figura 3.6: Cromatograma en la regi6n final de la regi6n 2. El area mss clara muestra
los 40 pb finales en cada individuo, se aprecia como se repite  la secuencia del  partidor
dos  veces  en  esta  area  y  el  sobrelapamiento  con  la  secuencia  proveniente  de  una
segunda copia de templado (copia paraloga).
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tado y se puede deber a diferentes causas: A) Las muestras estaban contaminadas con

algdn  reactivo  inhibidor.  a)  Exceso  de  partidor y  C)  presencia de  distintas  secuencias

provenientes de la amplificaci6n por PCFl de regiones duplicadas de tamafio similar pero

con alguna inserci6n o deleci6n presente.

La  purificaci6n  del  producto  PCFi  en  gel  de  agarosa  se  realiz6  en  duplicado  para

ambas  regiones  con  el  fin  de  disminuir  la  probabilidad  de  un  exceso  de  partidores

y/o  de  contaminantes  en  las  muestras.  La secuencia obtenida con  el  partidor  reverso

para  la  regi6n  8  fue  de  buena  calidad  hasta  la  presencia  de  una  regi6n  poly-A  (fig.

a.3).  El  genotipado  de  los  individuos  A  y  C  fue  posible  observando  la  secuencia  en

la  posici6n  putativa  del  SNP  y  comparando  los  peaks  presentes.  La  secuencia  del

individuo a no permiti6 ningdn nivel de resoluci6n de su genotipo para el SNP interrogado

producto  del  excesivo  ruido.  El  ruido  observado  es  producto  del  deslizamiento  de  la

polimerasa  provocado  por  la  region  poly-A  (discutido  para  la  regi6n  7)  o  corresponde

al  sobrelapamiento de  una  regi6n  duplicada.  Esta  dltima explicaci6n  concuerda con  la

hip6tesis propuesta.

3.8.2.    Regi6n3,5y9

La regi6n 3] 5 y 9, correspondientes a la subunidad a de la fosfatasa 2A, a una Arg-

tRNA sintetasa y a una protefna de uni6n a colageno respectivamente,  no presentaron

heterocigozidad  para el  SNP,  por lo  que su validaci6n  fall6.  El  largo de  las secuencias

obtenidas  fue  similar  al  esperado  y  su  calidad  era  adecuada  para  evaluar  los  alelos

presentes en cada individuo. Estos SNPs putativos pertenecen a tres categorfas distintas

disefiadas en  la fase 2 del filtrado  (fig.3.4,  cuadro 3.1).  Este filtro  no  mejor6  la tasa de

validaci6n de SNPs sino que disminuy6 el ndmero de SNPs candidatos y permiti6 afiadir

un nivel de informaci6n extra.
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Ademas,  Ia  secuencia  que  flanquea  el  SNP  putativo  (contig  3  y  5,  cuadro  3.2)

corresponde a una pequefia regi6n poly-N donde el SNP se ubica al final de 6sta. Estas

regiones  son  propensas  a  producir  artefactos  de  buena  calidad  en  el  ensamblaje  por

lo  que  puede  ser  posible  filtrarlas  en  la  bdsqueda  /.n  s/'//.co.  En  una  nueva versi6n  de

la  metodologfa  se  incorporara  un  nuevo  filtro  que  evite  o  que  catalogue  estos  SNPs

putativos  con  una  menor  probabilidad  de  ser verdaderos  lo  que  mejorara  la tasa  de

validaci6n.

EI caso de la regi6n 9  resulta ejemplificador para otro tipo de situaciones dadas por

artefactos  del  ensamblaje.  EI  SNP  putativo  correspond fa  a  una deleci6n  de  una  base

nucleotidica. Debido a ]as propiedades qurmjcas de las tinciones usadas en las maquinas

de secuenciaci6n actuales,  Ia probabilidad que dos bases se encuentren  muy juntas o

muy separadas es alta. Esto generarfa secuencias de buena calidad pero que al momento

de buscar SNPs, generarfa falsas deleciones (o inserciones). Por lo tanto, el SNP putativo

serfa un artefacto del ensamblaje y no un SNP real. Para mejorar la tasa de validaci6n de

SNPs encontrados es posible incluir esta informaci6n previamente.

Sin  embargo,  es  necesario  considerar que  el  nt]mero  de  individuos  usados  para  el

genotipado fue de tres para la region  5 y 9,  y de s6lo dos para el contig 3.  Esto  indica

que no podemos descartar que estos SNPs no est6n presentes en la poblaci6n ya que

se requerirfa un tamafio muestral mayor.

3.8.3.    Regi6n4,7yl0

La  secuencia  consenso  generada  del  contig  cuatro  present6  un  largo  similar  al

esperado  y  con  100°/o  de  identidad  con  la  secuencia  obtenida  previamente.  La figura

3.8 muestra la presencia de ambos alelos en la posici6n del SNP para los individuos A y

C. EI individuo a result6 homocigoto G/G. La presencia del SNP en dos de tres individuos,
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indica la posibilidad de un  alto grado de polimorfismo de esta variante en  la poblaci6n,

Io que podrfa ser producto de regiones paralogas. Sin embargo, con la t6cnica utilizada

no es posible determinar con certeza si este polimorfismo corresponde a un heterocigoto

producto del estado diploide del genoma o a un MSV.

La  regi6n  10  present6  dificultades  al  momento  de  ser secuenciada con  el  partidor

directo  principalmente  porque  contenfa  una  regi6n  poly-A  de  15  pb  cercana  a  6ste.

La  secuenciaci6n  con  el  partidor  reverso  gener6  secuencias  de  buena  calidad  que

conformaron   un   consenso   40   pb   mss   pequefio   de   lo   esperado.   El   resultado   del

genotipado indica que solo el individuo A es heterocigoto para este marcador (fig.  8.4).

Al igual que en el contig cuatro,  no se puede determinar si este SNP corresponde a un

MSV o no.

La secuenciaci6n  del  contig  7  permiti6  observar la presencia de  ambos alelos s6lo

en  el  individuo  A  (fig.  a.2).  Tambi6n  se  encontr6  un  segundo  SNP  en  este  individuo

posicionado   al   inicio   del   partidor  directo   en   la  posici6n   23.   Los   individuos   8  y   C

presentaron  una baja calidad en el valor de serial/ruido observado en  esa posici6n que

no permiti6 el genotipado.

La secuencia consenso generada para este locus present6 un largo 84 pb mayor al

tamafio esperado de 537 pb (cuadro 3.2). Esto pudo haber ocurrido por la presencia de un

regi6n poly-T al medio de la secuencia que gener6 un salto de la polimerasa al momento

de  secuenciar.  Esto  se  produce  porque  la polimerasa se disocia de  la  regi6n  poly-N  y

se reubica en cierta cantidad de pares de bases mss adelante o atras generando ruido y

secuencias de largo variable. La otra raz6n es que existan mtlltiples copias del templado y

que 6stas difieran en tamafio, es decir, que hayan ocurrido inserciones y/o deleciones en

alguna de sus copias. AI momento de secuenciar estas copias se sobrelapan y se observa

el  ruido presente en el cromatograma de la figura 3.9.  Lo interesante de esta regi6n  es
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que  en  ambos  extremos  existen  42  pares de  bases  extras  al  momento  de  alinear  las

secuencias en  ambos sentidos  (similar a lo  ocurrido  con  el  contig  2),  y estos 42 pares

de bases extras corresponden a la secuencia del partidor mss 20 pares de bases. En la

figura 3.9 se observa como se repite la secuencia del partidor en el extremo a partir de la

posici6n 46 (Ios peaks mss altos representan el inicio de la secuenciaci6n) resultando en

una secuencia mss larga que otra. Esto sugiere que la secuencia se encuentra duplicada

y que una de sus copias sufri6 una inserci6n o deleci6n. Esta evidencia indica que el SNP

presente corresponde a un MSV, y esta asociado al intr6n 2 del gen del receptor olfatorio

VN2PI P.

La duplicaci6n g6nica de receptores olfatorios y su organizacion g6nomica han sido

estudiados.  Se  estima  que  en  humanos  y  ratones  existen  mss  de  1000  genes  que

codifican para estas protefnas y en D. rer/.o existen alrededor de 100 (Kratz y col., 2002).

Es  interesante  notar  que,  en  contraste  con  el  rat6n  y  el  pez  zebra,  en  los  humanos

una  gran  proporci6n  son  pseudogenes.  La  p6rdida  de  estos  duplicados  en  humanos

se atribuye a una dispensabilidad de algtln tipo particular de quimiorecepci6n. Ademas,

se ha propuesto que los salmones utilizan  este tipo de receptores para retornar,  Iuego

de sus  movimientos migratorios,  a sus  lugares de procedencia original,  y que por ende

mantienen una alta proporci6n de estos genes como duplicados funcionales.

3.8.4.    Regi6n6

La  secuencia  obtenida  para  esta  regi6n  fue  de  227  pares  de  bases  y  con  buena

calidad  para todos  los  individuos.  La secuencia obtenida se compar6  con  la secuencia

CDNA  previamente  caracterizada   (Uniprot   lD   85X4Z3)   resultando   en   7  diferencias

aminoacfdicas.  Estas  diferencias  pueden  estar  originadas  por  la  naturaleza  del  tejido

desde donde se obtuvo la secuencia,  indicando que existe una variaci6n intrag6nomica.
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Los   polimorfismos   pueden   estar   dados   por   la   presencia   de   mdltiples   paralogos

funcionales que difieren en su expresi6n y localizaci6n. Estos han sido optimizados para

actuar en tejidos distintos o en distintas etapas del desarrollo (subfuncionalizaci6n) luego

de haber pasado por un intenso perfodo de selecci6n.

En la secuencia investigada se encontraron nueve SNPs. Siete de aquellos resultaron

heterocigotos para todos los individuos (fig. 8.1 ). S6lo uno de estos 7 SNPs corresponde

a una mutaci6n  no sin6nima producto de una transversi6n de guanina por citosina, que

se traduce en el cambio del aminoacido 554 de serina por treonina en la protefna HSP70.

El cambio ocurrido no debiese afectar su funci6n debido a que las propiedades qufmicas

de ambos aminoacidos son similares.

Sorprendentemente,  s6lo  dos  de  estos  SNPs  estaban  presentes  en  el  set  inicial

de  SNPs  putativos  predichos.  Besulta  improbable  que  en  el  corto  tiempo  evolutivo  de

divergencia se hayan acumulado tantas diferencias nucleotidicas entre los mismos genes

de jndividuos distintos de ]a misma especie. Esto sugiere que jnicialmente se encontraron

SNPs  producto  de  la diferencia  en  la secuencia de dos  copias  paralogas  (dos  clones

distintos) y que realmente existen mas de dos. Una posible explicaci6n es que la enzima

de  restricci6n  no  cort6  en  el  lugar donde  se  encontraban  los  otros  paralogos  ya que

presentaban una secuencia distinta en el sitio de corte,  al ocurrir esto,  no serfa posible

alinearlos juntos  y,  por  lo  tanto,  predecir  estos  polimorfismos  a pr/.or/..  Para  realizar  el

alineamiento posterior se consideran s6lo como dos paralogos  (ssal a y ssal  b)  al igual

que los descritos previamente en 0. my*/.ss.

La presencia de s6lo un individuo heterocigoto para dos de los SNPs, indica ademas

que  la  presencia  de  sitios  polim6rficos  entre  individuos  de  la  especie  sigue  estando

presente  en   regiones  duplicadas,   confirmando  la  presencia  de  MSVs.   Ademas,   el

resultado esta en concordancia con lo propuesto anteriormente por Hayes y col.  (2006),
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Figura 3.10: Vista en consed de las lecturas obtenidas para la region 6. Se observa
la  posici6n  relativa  al  consenso  de  6  de  los  polimorfismos  encontrados.   Los  SNPs
en  la  posici6n  80  y  110  corresponden  a  MSVs  ya  que  presentan  s6lo  dos  individuos
homocigotos (color azul bajo la base). El resto de los SNPs corresponden a PSVs ya que
todos los individuos son heterocigotos (color rosado bajo la base).

en  que  la densidad de  SNPs en  regiones paralogas  (1  SNP cada 28  pares de  bases)

se desvfa ampliamente del promedio calculado para Sa/mo sa/ar (1  SNP cada 600 pb) y

humanos (1  cada 1000 pb).

3.9.    Alineamiento Hsp70 y consideraciones finales

La   regi6n   con   mayor   evidencia   de   presentar   mtiltiples   copias   pafalogas   es   la

correspondiente al  gen  Hsp70 debido  a la presencia de  mtlltiples SNPs del tipo  PSVs.

En el caso del resto de las regiones secuenciadas, donde el SNP estaba localizado en

secuencia interg6nica (intr6n, UTR) el ntlmero de heterocigotos obtenidos en relaci6n con

el nt]mero de individuos genotipados es variable, por lo que este criterio no es suficiente

para  determinar duplicaci6n.  Es  interesante  notar que  las  mutaciones  que  ocurran  en

estas regiones, en uno de los duplicados, no seran fijadas completamente en el genoma
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Omyk_b
ssal  cdna
Omyk_a
DR_hsp70
ssaL  a
§sal-b

Omyk_b
ssal  cdna
Omyk_a
DR_hsp70
ssaL  a
s§al_b

Omyk_b
ssaL  cdna
Omyk_a
DR_hsp70
§saL  a
§sal_b

Omyk_b
ssaL  cdna
Omyk_a
DR_hsp70
ssaL  a
§§al.-b

AITCTGAACGTATCAGCGGTGGACAAGAGCACGGGCAAAGAGAACAAGATCACCATCACC

AITCTGAACGTATCAGCGGTGGACAAGAGTACGGGCAAAGAGAACAAGATCACCATCACC

fi:I:#:::::i:::::::;:#::#:::#:[i:##::###
TC€|G££C:|GT:G:::€T€:£T3£A£€T!€C€€C£#Af£€S£:t£€:I:£€:€=:£€:

AACGACAAGGGCCGGCTCAGCAAAGAGGATAITGAGAGGATGGTGCAGGACGCTGACAAA

AACGACAAGGGCCGGCTCAGCAAAGAGGATAITGAGAGGATGGTGCAGGACGCTGACAAA

AACGACAAGGGCCGGCTCAGCAAAGAGGATAITGAGAGGATGGTGCAGGACGCTGACAAA

AACGACAAGGGCAGGCTGAGCAAAGAGGAGATCGAGAGAATGGTGCAGGAGGCCGACAAG

AACGACAAGGGGCGACTCAGTAAAGAAGACATAGAGAGGATGGTGCAGGATGCAGACAAA

AACGACAAGGGGCGACTCAGTAAAGAAGACATAGAGAGGATGGTGCAGGATGCAGACAAA
***********      *   *.*   **   *****   **   **   *****   ***********   **   *****

TACAAAGCTGAGGATGACGCACAGAGGGAGAAGATAGCTGCCAAGAACTCCCTGGAGTCG

TACAAAGCTGAGGATGAAGCACAGAGGGAGAAGATAGCAGCCAAG^ACTCCCTGGAGTCG

TACAAAGCTGAGGATGATGCACAGAGGGAGAAGATGGCAGCCAAGAACTCCCTGGAGTCA

TACAAAGCTGAAGACGATCTGCAGAGAGAGAAGAllTCTGCCAAAAACTCCCTGGAGTCT

TACAAAGCTGAGGATGATGCCCAGAGGGAGAAGAITGCAGCCAAGAACGGllTGGAGTCC

TAC^AAGCTGAGGACGATGCTCAGAGGGAGAAGATCGCAGCCAAGAACGGl|TGGAGTCC
***********   **   **            *****   ********      *   *****   ***            *******

TACGCCITCAATATGAAGAGCAGCGTGGAAGACGACAACATGAAAGGC

T^CGCCITCAATATGAAGAGCAGtGTGGAGGACGACAACATGAAAGGC

TACGCCITCAATATGAAGAGCAGCGTGGAGGACGACAACATGAAAGGC

TACGCCITCAACATGAAGAACAGTGTGGAAGACGACAACCTGAAAGGC

T^CACGITCA^CATGAAGAGTAGTGTAGA^G^CCCA^ACCTGGCAGGG
TACACATTCAACATGAAGAGTACTGTAGAAGACCCAAACCTGGCAGGG
***   *   ****+    *******      *      **   **   ***          ***    **      ***

Figura  3.11:  Alineamiento  de  parte  del  gen  Hsp70  correspondiente  a  la  regi6n
secuenciada. El alineamiento muestra los 9 SNPs encontrados. En celeste se encuentra
la posici6n de los PSVs sin6nimos, en amarillo la posici6n del PSV no sin6nimo y en rojo
los SNPs que no resultaron heterocigotos en todos los individuos (MSVs). EI alineamiento
muestra tambi6n  los sitios conservados entre el gen  Hap70 de  D.  reri'o (DP  hsp70), del
CDNA previamente caracterizado  para  S.  sa/ar  (ssal  cdna),  de  los genes  paralogos en
0.  mykt.ss  (omyk  a  y  omyk  b)  y  de  las  dos  secuencias  putativas  de  la  parte  de  gen
secuenciado para salm6n en este estudio.
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y  asf,  muchos  individuos  presentaran  s6lo  un  alelo  debido  a  que  la fijaci6n  de  6stos

esta relacionada con la funcionalidad que le entrega la mutaci6n.

Tambi6n  es  probable  que  las  regiones  no  codificantes  no  s6lo  hayan  acumulado

una o dos  mutaciones,  si  no que pueden  haber sufrido  una divergencia mayor que no

serfa detectada por similitud nucleotidica en el ensamblaje.  Sin embargo, Ia divergencia

presente entre los duplicados en el genoma del salm6n es menor debido a que el evento

es relativamente reciente.

El alineamiento de parte del gen Hap70, que se muestra en la figura 3.11, muestra las

diferencias y las partes mss conservadas entre tres especies. La edad de los duplicados

se puede estimar partiendo de la base que las mutaciones neutrales ocurren a una misma

tasa mutacional para ambos duplicados en cualquier especie salm6nida. Las diferencias

se pueden calcular a partir de la raz6n entre el Ka y Ks.

El calculo de la tasa de sustituciones sin6nimas Ks y de sustituciones no sin6nimas

Ka para las secuencias  alineadas  en  la figura 3.11,  y  la raz6n  entre  estos dos valores

(Ka/Ks)  como  medida de  la selecci6n  (cuadro  anexo  A.4)  indica que  los  paralogos  de

Hsp70  de  0.  myki.ss  han  sufrido  mss  variaciones  sin6nimas  en  comparaci6n  con  los

paralogos en salm6n del Atlantico respecto al ort6logo tlnico de Danio (ver cuadro anexo

A.4).  En el  modelo  neutral  esto  indicarfa un tiempo de divergencia mayor,  lo que no  es

posible  bajo  la  hip6tesis  aceptada que  ambos  pares  de  paralogos  se  originaron  en  el

mismo  evento de duplicaci6n.  Esto indica que la variaci6n  en sitios silentes no siempre

se ajusta a la teorfa neutral, ya que es posible que exista una preferencia por el uso de

ciertos codones distinto en cada especie. Tambi6n, se ha observado en la literatura que

usualmente cuando el ndmero de sustituciones aminoacfdicas (Ka) varfa entre paralogos,

el valor de Ks lo hace en una medida similar. Esto se aprecia en ambas copias, tanto en

trucha  como  en  salm6n,  confirmando  la  apreciaci6n  que  los  sitios  sin6nimos  tambi6n
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estan bajo selecci6n purificadora.

No obstante, el valor de Ks para cada par de paralogos entre sf (variante 'a' respecto

a  'b'  en  ambas  especies)  es  de  0,14  lo  que  indica  que  ambos  sitios  han  acumulado

mutaciones  sin6nimas  bajo  la  misma tasa  de  sustituciones,  a  partir  del  momento  de

divergencia  de  estos  paralogos.  Esto  es  consistente  con  la  teorfa  neutral  y  permitirfa

estimar el tiempo de divergencia de los paralogos con la obtenci6n de datos mss precisos

y un mayor ndmero de genes duplicados.

A pesar que estas observaciones son correctas a nivel g6nico, algunos autores (Han y

col., 2009) han propuesto que la selecci6n positiva s6Io actda sobre un pequefio grupo de

aminoacidos en un perfodo corto luego de la duplicaci6n. Considerando esto, es probable

que la tasa Ka/Ks medida no sea representativa del gen completo ya que puede que los

aminoacidos que han cambiado a lo largo de la evoluci6n se encuentren en otros sitios

de la protefna no analizados.

Para la validaci6n de un SNP encontrado /.n s/.//.co es necesario que s6lo un individuo

presente   la   condici6n   heterocigota.   Los   estudios   utilizan   maltiples   individuos   para

determinar una frecuencia al6lica en la poblaci6n y asf darle un uso practico al marcador.

El uso de un ndmero bajo de individuos limita las posibi]idades de 6xito de la validaci6n,

debido a que la condici6n minima para que se considere como SNP es que el alelo menos

frecuente se encuentre en  un '1 a/o de la poblaci6n, es decir,  es necesario al menos  100

individuos  para descartar  la validez de  un  SNP.  En  el  presente  estudio  se validaron  6

de 9 SNPs predichos f.n st.//.co (una tasa de 6xito de 66 a/o) utilizando s6Io tres individuos.

Este valor resultarfa sorprendente si se considera que estos SNPs corresponden a SNPs

reales  y  no  variantes  paralogas,  pero,  como  se  ha descrito  en  la  literatura,  los  SNPs

encontrados en regiones duplicadas presentan una tasa de heterocigozidad mayor.  Por

lo tanto, la probabilidad de encontrar individuos heterocigotos (independiente del ndmero
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de individuos genotipados) es a su vez, mayor.

Esto  dltimo,  mss  la  evidencia  encontrada  en  cada  cromatograma  analizado  para

cada  regi6n,  indica que  la estrategia  utilizada  result6  efectiva  al  momento  de  capturar

duplicados  debido  principalmente  al  6xito  con  que  se  validaron  los  sitios  polim6rficos

reportados en el ensamblaje.  De esta forma, es posible generar una base de datos con

SNPs que corresponden realmente a PSVs o MSVs y los cuales deben ser descartados

para el uso como marcadores en estudios de mapeo o asociaci6n. Finalmente, se debiese

generar una lista exahustiva de este tipo de polimorfismos para todas las especies y, asf,

determinar el estado de variaci6n intragen6mica presente en cada una.
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4. Conclusiones y perspectivas

4.1.    Genomadelsalm6n

El  analisis de  Ias secuencias  BES del  genoma del salm6n  permiti6  determinar que

el  porcentaje A+T en  esta especie es de 58,1 a/o y de  G+C es 41,9°/o.  Las secuencias

obtenidas  representan  un  4,9°/o  del  genoma total  del  salm6n,  de  este  porcentaje,  un

15 °/o se ensambl6 en contigs que fueron utilizados para el analisis posterior. EI ensamble

arroj6 25277 contigs con  un  largo promedio de 895 pb que  representan  un  0,75°/o del

genoma total del salm6n.

El  genoma  del  salm6n  presenta  un  32°/o  de  secuencia  proveniente  de  elementos

repetitivos al utilizar la base de datos de salm6nidos. Con las bases de datos de Fugu y D.

rer/'o este porcentaje diminuye a 5 a/a y 9 a/o, respectivamente. Esto sugiere una expansi6n

importante de estos elementos asociado al evento.de duplicaci6n sufrido por las especies

salmonfdeas. La mayor diferencia entre estas especies se da para los DNA transposones

que  corresponden  a casi  un  '16°/o del total  en  comparaci6n  con  lo  obtenido  usando  D.

rer/.o de un 4 a/o. EI ntimero de microsat6lites, en el que se pueden disefiar partidores, fue

de 1266] siendo los que presentan una secuencia de dinucle6tidos repetida los de mayor

presencia.

A pr/.or/. no  es posible documentar el estado duplicado del salm6n,  sin  embargo, de
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Ios contigs obtenidos  existe  un  0.5°/o que  presentan  una cobertura  mucho  mayor a lo

esperado (>17), probablemente proveniente de segmentos duplicados en tandem con un

alto ntimero de copias, o a la presencia de un gran ntlmero de transposones. El ensamble

permite observar diferencias nucleotfdicas o SNPs, a partir de los contigs que presenten

4  lecturas o  mss  (parametro  establecido  en  la metodologfa),  que  en total  representan

5211  secuencias.

4.2.    Selecci6n de contigs y validaci6n experimental

Utilizando el pipeline bioinformatico propuesto fue posible generar un set de contigs

con  secuencias  gen6micas  provenientes  de  un  dnico  individuo  de  salm6n  y  predecir

a  pr/.orr.  un  set  de  SNPs  de  forma  que  pudiesen  ser  validados  y  genotipados  en

distintos individuos. Se encontraron 4991  SNPs en  1352 contigs, de los cuales s6lo 452

presentaron un  hit blast significativo.  Estos contigs corresponden a regiones duplicadas

candidatas que albergan SNPs "falsos"denominados PSVs o MSVs.

Los   partidores   disefiados   amplificaron   9   de   las   10   regiones   indicando   que   la

metodologfa  usada  para  el  disefio  de  partidores  fue  altamente  efectiva  (90°/o).   El

resultado  de  la secuenciaci6n  arroj6  7 secuencias de buena calidad  que pudieron ser

comparadas  con  la  secuencia  consenso  previamente  descrita.  Sin  embargo,  esto  no

impidi6  el  genotipado  de todos  los  SNPs  permitiendo  validar  la  presencia de  aquellos

en 6 de las 9 regiones secuenciadas (tasa de validaci6n de 66 a/o).

El  resultado  indica que  6  de  estos  contigs  corresponden  a  regiones  duplicadas.  EI

set  inicial  comprendi610  locus  distintos  para  los  cuales  se  disefiaron  partidores  para

amplificar y secuenciar cada uno en tres individuos no emparentados. Todos los contigs

seleccionados  presentaron  un  hit  blast  con  algdn  gen  conocido  y  sorprendentemente

todos ellos se encontraban duplicados en humanos.
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La presencia de regiones poly-N y deleciones fueron la principal causa de la falla en

la validaci6n de los SNPs.  En  una nueva versi6n del pipeline se incluiran  los filtros que

consideren ambos parametros.

4.3.    Regi6n 6, gen Hsp70

Una de las regiones, el contig 6, present6 9 SNPs y con la mayor fa de ellos en estado

heterocigoto  para cada  uno  de  los  individuos.  Esto  es  ejemplo de  PSVs,  variantes de

secuencias paralogas,  donde las diferencias nucleotfdicas observadas corresponden  a

dos genes paralogos de secuencia similar ubicados en distintas posiciones y que s6Io

difieren en estos nucl6otidos. La acci6n de la presi6n selectiva sobre la protefna HSP70

produce  que  la  mayor fa de  estas  diferencias  se  encuentren  en  posiciones  sin6nimas.

El patr6n observado es caracterfstico de genes que no  han sufrido  mucha divergencia

entre sf, ya sea por un corto tiempo evolutivo de separaci6n o por una fuerte acci6n de la

selecci6n.

Es  necesario  identificar  si  las  versiones  encontradas  del  gen  Hsp70  representan

diferentes funciones siendo expresadas ubicuamente, o representan  la optimizaci6n de

alguna  subfunci6n  del  gen  ancestral,  expresandose  en  distintos  tejidos  o  en  distintas

etapas del desarrollo.  En el caso de este gen, ambas copias se han preservado porque

alguno  de  los  SNPs  acumulados  en  ellas  les  ha  conferido  alguna  propiedad  que  les

permiti6  escapar  a  la  selecci6n  purificadora  y,  por  ende,  se  han  preservado  como

duplicados funcionales a lo largo del tiempo. Se puede especular que uno de estos SNPs

es el encontrado en la posici6n 554 que cambi6 el aminoacido serina por treonina debido

a que es el dnico cambio no sin6nimo observado.  Esto es poco probable debido a que

las propiedades quimicas de ambos aminoacidos son similares y deben existir mdltiples

SNPs en posiciones que no fueron exploradas a lo largo de la secuencia del gen.
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El genoma del salm6n  puede llegar a presentar 8 copias de cualquier gen debido a

las 4 rondas ocurridas.  El presente trabajo muestra que al menos existen  mss 2 y que

esas copias se encuentran funcionales, lo que concuerda con la hip6tesis mencionada.

Los altos valores de Ks y un valor de Ka/Ks calculado << 1  evidencian que a pesar de

que las copias del duplicado Hsp70 han escapado a los mecanismos de selecci6n (no se

han convertido en pseudogenes),  ambos loci siguen sujetos a la selecci6n  purificadora

que  se  encarga  de  eliminar  las  mutaciones  delet6reas  de  la  poblaci6n  y  s6lo  permite

mutaciones sin6nimas que no atectan la secuencia de la protefna.

4.4.    Identificaci6n de regiones duplicadas

Existen mdltiples m6todos y estrategias para la identificaci6n de regiones paralogas

basados en arboles filogen6ticos y homologfa,  pero,  a la fecha,  ninguno ha combinado

el ensamble de secuencias gen6micas con la bdsqueda de SNPs en  un s6Io individuo.

Todos los modelos actuales de preservaci6n de genes duplicados estan basados en  la

adquisici6n de mutaciones que le confieran una propiedad que les permita escapar a la

selecci6n purificadora.  Estas mutaciones fijadas pueden ser a nivel g6nico o interg6nico

y  pueden  ser  identificadas  como  SNPs  al  momento  de  alinear  secuencias  paralogas

provenientes de un mismo individuo.

Las  metodologfas  actuales  en  la  bdsqueda  de  SNPs  en  salmones  han  tratado

de  solucionar  la  presencia  de  SNPs  duplicados  (MSVs  o  PSVs)  intentando  generar

partidores  mss  especfficos  (m6todo  IPEC)  o  realizando  validaci6n  cruzada  de  SNPs

provenientes de diferentes librerfas de ESTs. Con el primero, los resultados indican que

la validaci6n mejora sustancialmente pero la estrategia no permite diferenciar si la regi6n

que es  amplificada esta duplicada o  no,  por lo que  los  SNPs encontrados pueden ser

realmente  MSVs  o  PSVs.  En  la  segunda,  ambos  set de  datos  presentaron  alrededor
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de 7000  SNPs,  luego de la validaci6n cruzada este ndmero se redujo a 800,  es decir,

s6lo  un  11 a/o  de  los  SNPs  putativos  iniciales.  La  estrategia  empleada  en  este trabajo

representa  una alternativa atractiva  para descubrir este tipo  de variantes y  mejorar  la

tasa de validaci6n de SNPs reales.

La  presencia  de  presi6n  selectiva  en  paralogos  esta  exenta  de  los  problemas

que  acarrean  los test  comparativos  en  t6rminos  de  estructura  poblacional  y  procesos

dem6graficos  (Nielsen,  2005).  En  este  caso,  la  poblaci6n  esta  representada  por  las

mdltiples copias del gen en un dnico individuo. Si bien este individuo esta bajo los efectos

de ambos procesos, la variaci6n observada es producto de la fijaci6n de las mutaciones

producidas al interior de su genoma y no entre genomas de distintos individuos. Ademas,

es necesario desarrollar m6todos estadisticos apropiados para la detecci6n de fuerzas

selectivas que acttian en regiones no codificantes para obtener una visi6n mas amplia de

c6mo estan actuando estas fuerzas sobre el organismo.

4.5.    Variaci6n intragen6mica

Uno  de  los  objetivos  de  este  trabajo  es  complementar  la  informaci6n  dada  por  la

presencia  de  los  SNPs  con  sus  consecuencias  funcionales  en  regiones  duplicadas.

EI  salm6n  fue  elegido  por  ser  una  de  las  especies  mss  representativas  de  la  familia

salmonidae,  que  sufri6  un   evento  de  WGD  relativamente  reciente,   lo  que  debiese

reflejarse  en  una  menor  divergencia  evolutiva  y,  por  ende,  una  mayor  precisi6n  en

identificar  las  mutaciones  que  llevaron  a  estos  duplicados  a  preservarse.  Ademas,

serfa  interesante  comparar  genes  candidatos  en  especies  salmonfdas  que  presenten

resistencia a cierto tipo  de  enfermedades  (ej.  Virus  lsA)  y determinar si  existen  SNPs

ligados a estos rasgos en loci dnicos o paralogos. Por ejemplo, es probable que el salm6n

coho presente variantes, ya sea a nivel de paralogos o genes dnicos, que den cuenta de
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una resistencia mayor al virus lsA, y que puedan ser clasificados como  PSVs,  MSVs o

SNPs normales a trav6s de la metodologia presentada en esta memoria.

A  partir  de  esto,  es  importante  incorporar  el  concepto  de  variaci6n  intragen6mica

individual.  A nivel  de  DNA existe variaci6n  entre  especies,  subespecies,  poblaciones  e

individuos.  Es necesario plantearse otro nivel de variaci6n donde en un mismoindividuo

existen dos protefnas que realizan funciones similares, y cuyos genes no provienen de

la misma localizaci6n cromos6mica, pero que en algdn momento compartieron Ia funci6n

ancestral, probablemente ubicados bajo un mismo locus que sufri6 una duplicaci6n. Estos

genes  se  han  especializado  para actuar en  distintos  tejidos  o  en  distintas  etapas  del

desarrollo y a nivel de secuencia no  representan variabilidad  entre  individuos sino que

simplemente  representan  la variaci6n  presente en  su  propio  genoma.  El  gen  fJsp70 y

sus copias paralogas representan un ejemplo de 6sto.

4.6.    Proyecciones

Los  duplicados  encontrados  presentan  una  alta  similitud  a  nivel  de  secuencia  lo

que  permitirfa  utilizar  la  t6cnica  FISH  para  generar  sondas  y  observar  su  ndmero

y  localizaci6n  en  distintos  cromosomas.  Para  esto  se  requiere  seleccionar  un  mayor

ndmero  de  SNPs  para  genotipar  y  asf  calcular  la  raz6n  Ka/Ks  entre  los  duplicados

putativos.  De  esta forma se  podra identificar  los  paralogos que  estan  bajo  una fuerte

presi6n  selectiva  como  en  el  caso  del  gen  Hsp70  y  que,  por  ende,  se  encuentran

altamente conservados.

El uso de SNPs como marcadores gen6ticos esta sujeto a la necesidad de determinar

si estos provienen de regiones duplicadas. La estrategia /.n s/./t.co propuesta considera una

validaci6n cruzada de los SNPs encontrados bajo el ensamble de secuencias de un s6lo

individuo con los SNPs encontrados en maltiples individuos.  Por ejemplo] en estudios de
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mapeo o ligamiento es necesario filtrar los SNPs encontrados para quedarse s6lo con los

SNPs reales que provengan de regiones dnicas.

Entonces, una de las proyecciones mss importantes de este trabajo es la posibilidad

de diferenciar SNPs producto de la variaci6n intergen6mica, dada para una poblaci6n de-

terminada de individuos de cualquier especie, de la variaci6n intragen6mica proveniente

de  un  s6lo  individuo  de esa especie.  De esta forma,  Ia aplicaci6n  del  pipeline descrito

en el presente trabajo, denominado ParaloglTR, se podra combinar con la predicci6n de

SNPs en mtlltiples individuos, y asf,  generar dos set de SNPs donde los polimorfismos

compartidos en ambos sets se clasifican como SNPs duplicados (PSV o MSV). S6Io los

SNPs reales seran utilizados para estudios de asociaci6n o mapeo (Fig. 4.1) y los SNPs

duplicados podran ser identificados para estudios de evoluci6n y divergencia.

Con  las tecn6logias de secuenciaci6n actuales, donde cada vez es  menos costosa

la  secuenciaci6n  de  un  genoma  individual,  Ia  estrategia  propuesta  representara  un

paso  obligado  en  la  predicci6n  de  SNPs  t.n s/I//`co.  Cada vez  sera  mas  facil  diferenciar

variaci6n  intrag6nomica  de  las  variantes  al6licas  presentes  en  distintos  individuos  de

una  especie  y  se  podra  realizar  un  catalogo  individual  de  los  SNPs  presentes.  Una

vez las secuencias del genoma del salm6n est6n a disposici6n  pdblica, esta estrategia

podra  ser  aplicada  para  generar  una  base  de  datos  exahustiva  de  loci  duplicados

respecto a las sustituciones presentes en ellos. Ademas, se podran estudiar a fondo estas

sustituciones para determinar cuales de ellas son las responsables de la preservaci6n de

los duplicados funcionales, y asf establecer las variantes relevantes a la evoluci6n de los

organismos, basada en el modelo propuesto por Ohno (1970) 40 afros atras.
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Figura 4.1 : Pipeline propuesto para la identificaci6n de SNPs paralogos y reales. La
figura muestra paso a paso la obtenci6n de un set de SNPs proveniente de la bdsqueda
en  las  secuencias  gen6micas  de  un  tlnico  individuo  y  de  maltiples  individuos  para  la
identificaci6n final de SNPs reales o variantes provenientes de regiones duplicadas.
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A. Cuadros
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Repeat element

F}etroelements
-SINEs
-LINEs
-LTFis

DNA transposons
Unclassified

Total interpersed
Simple repeats
Low complexity

Small  FtNA
Minisatellites

Specie DB

D. rerio (otlo)
2.73
0.11

7: mbr/.pes (a/o)     Salmonids (a/a)
1.15                              3.68

0.01                              0.54
1.79                          0.58                              1.79
0.83                         0.57                             1.35
4.3                           1.98                            15.78

0                              0.01                               4.61
7.02                       3.14                          24.07
1.06                               1.15                                   1.12

0.75                       0.77                           0.65
0                                 0                                 0.01
0                              0                              0.03

Total repetitive DNA           8.83                      5.05                        32.77

Cuadro A.3: Elementos repetitivos. EI cuadro muestra el porcentaje presente de estos
elementos  a lo  largo  de  los  contigs  obtenidos,  se  observa el  porcentaje  utilizando tres
bases de datos distintas.

Sequence                        Ka             Ks          Ka/Ks      P-Value(Fisher)

omykb -ssala
omykb I-ssalb
omyka - ssala
omyka - ssalb
DF}hsp70 - ssala
DF}hsp70 -ssalb
omyka -DRhsp70
omykb -DRhsp70
ssala - ssalb
omykb - omyka

0.0477     5.4163     0.0088           7,6e-40
0.0550     5.4496     0.0101                     0
0.0591      4.9801      0.0119           2,82e-38
0.0701      4.3719     0.0160           5,12e-36
0.0887     5.2485     0.0169                    0
0.0951      5.1201      0.0186
0.0624    2.6548     0.0235
0.0471      1.7382     0.0271
0.0052     0.1430     0.0366
0.0124     0.1491      0.0829

0
9,lle -31
2,19e -25
5,13e - 06

0

Cuadro A.4: Valores y raz6n entre Ka y Ks. El cuadro muestra los resultados obtenidos
del calculo de Ka y Ks para cada par de genes obtenidos de sa/mo sa/ar (ssal a y b) y
Onchowhynous myk/.ss (omyk a y b) y su ort6logo en Dan/.o rer/.o (Dphsp70).
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8. Figuras
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Figura  8.2:  Cromatograma  en  regi6n  del  SNP  del  contig  7.  La  figura  muestra  la
posici6n del snp y los individuos heterocigotos para este marcador.

82



83



84



C. Glosario y lista de abreviaturas

BAC : Bacterial Artificial Chromosome, librerfa de clones usando bacterias.
Baja  complejidad  :  Ftegiones  que  presentan  secuencias  cortas  repetidas  sin  un

patr6n claro ni preciso.
BES I: BAC End Sequences, secuencias provenientes de los extremos de clones BAG.
Bioperl  :  Proyecto  bioinformatico  de  codigo  abierto  que  permite  desarrollar scripts

para el analisis de datos gen6micos, entre otros.
CDS : Coding sequence, secuencia codificante.
CGRASP : Genome Research in Atlantic Salmon Project Consortium.
CNVs : Copy Number Variation, variaci6n en el ndmero de copias.
Cobertura  :,  Ntlmero  de  lecturas  de  DNA  que  dan  cuenta  de  la  misma  posici6n

nucleotidica a lo largo de una secuencia.
Contigs  :  Agrupaci6n  de  mas  de  una secuencias  con  similitud  determinada por el

ensamble.
Cromatograma  :  Tambi6n  llamado  electroferog~rama.  Corresponde  al  grafico  que

muestra la secuencia de datos producida por una mAiquina de secuenciaci6n de DNA.
Deriva G6nica : Se refiere al cambio estocastico en la frecuencia poblacional de una

mutaci6n determinada dada por el proceso de muestreo inherente de la reproducci6n.
DDC : Duplication, Degeneration, Complementation process, modelo de preservaci6n

de duplicados por duplicaci6n, degeneraci6n y complementaci6n.
EAC  :  Escape  from  Adaptive  Conflict,  modelo  de  preservaci6n  de  duplicados  por

escape del conflicto adaptativo (ver introducci6n para referencias).
Elementos F3epetitivos  : Secuencias de DNA de largo arbitrario repetidas mdltiples

veces a lo largo del genoma.
EST  :  Expressed  Sequence  Tag,  secuencias  expresadas  provenientes  de  alguna

biblioteca de CDNA.
E-Value  :  Valor esperado  en  el  numero de  alineamientos  posibles  que ocurrirfan  al

azar de una secuencia determinada contra una base de datos especffica. A menor valor
mas significativo el resu[tado.

Enmsacarar : T6rmino asociado al proceso de identificar cierto tipo de secuencia y
excluirla de los analisis posteriores, sin perder el contenido de esta.
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Ensamblaje : Proceso inform'Aitico en el que se comparan mdltiples secuencias de
DNA y se evalda, bajo ciertos parametros, si pertenecen a un mismo grupo o contig.

Fijaci6n  : Situaci6n  en el que una mutaci6n  ha alcanzado una frecuencia de  loo a/o
en una poblaci6n natural.

FISH  :  Fluorescent  ln  Situ  Hibridization,  t6cnica  de  hibridaci6n  +'n  s/tu  por  sondas
fluorescentes.

OHM : Gene Homology Matrix, matriz para la bdsqueda de homologfa entre genes.
Hit B[ast : F3esultado entregado por el programa de alineamiento Blast.
Hom6Iogo : En gen6tica se refiere a un par de secuencias que comparten funciones

semejan[es y se derivan de un origen comtln.
[ndels : Inserci6n 6 duplicaci6n.
Ks : Tasa de sustituciones sin6nimas por sitio sin6nimo.
Ka : Tasa de sustituciones no sin6nimas por sitio no sin6nimo.
LINEs  :  Long  Interspersed  Elements,  elementos transponibles clase  I  de secuencia

larga.
LTRs  :  Long  Terminal  F}epeats.  F}epeticiones  de  secuencias  corta  ubicadas  en  los

extremos de secuencias transponibles.
MAF : Minor AIIele Frequency, frecuencia de la variante al6lica en menor proporci6n.
Mapa  fl'sico  :  Mapa  generado  por  el  patr6n  de  restricci6n  dado  en  una  librerfa

gen6mica.
HAS : Marker Assisted Selection, selecci6n asistida por marcadores.
MSV : Multiple Sequence Variants, variantes producto de sitios polim6rficos en copias

duplicadas.
NF : Ntlmero de brazos cromos6micos.
Ort6Iogo : EI t6rmino se refiere a genes que cumplen la misma funci6n en diferentes

especies.
Paralogo :  El t6rmino se refiere a genes que no necesariamente cumplen la misma

funci6n pero tienen un origen comtln dado por un evento de duplicaci6n.
Presi6n selectjva :I Se refiere a cualqujer fen6meno externo que altera la capacidad

de supervivencia de un organismo vivo bajo un ambiente determinado.
Porcentaje de variaci6n  :  Proporci6n  de lecturas que dan  cuenta de  un  alelo con

respecto al total de lecturas presentes en una posici6n nucleotfdica especffica.
Pseudogen  : Secuencia nucleotfdica similar a un gen normal pero que no da como

resultado un producto funcional.
PSV   :   Paralogous   Sequence  Variants,   variantes   producto   de  diferencias   en   la

secuencia de copias paralogas.
RFLP   :   F}estriction   Fragment   Length   Polymorphism,   polimorfismos   producto   de

diferencias observadas en el patr6n de restricci6n.
SINEs  :  Short  Interspersed transposable  Elements,  elementos transponibles clase  I

de secuencia corta.
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Sustituci6n sin6nima : Cambio de base en una secuencia codificante que no altera
el aminoacido codificado por el cod6n respectivo.

Suslituci6n no sinonima : Cambio de base en una secuencia codificante que altera
el aminoacido codificado por el cod6n respectivo.

Script : Conjunto de instrucciones utilizando lenguaje informatico.
Secuencia  consenso  :  Secuencia  de  DNA  tlnica y  de  referencia  generada por  el

alineamiento de mtlltiples lecturas provenientes de una misma regi6n.
Selecci6n  natural  :  Mecanismo  evolutivo  que  se  define  como  la forma  en  que  el

ambiente externo a un organismo, dentro de una poblaci6n, afecta la reproducci6n exitosa
de 6ste a partir de caracteristicas determinadas.

Selecci6n  Positiva  :  Selecci6n  actuante  sobre  mutaciones  que  le  confieren  una
ventaja adaptativa al organismo.

Selecci6n Negativa : Selecci6n encargada de eliminar de la poblaci6n las mutaciones
delet6reas.

Selecci6n   Purificadora   :  Selecci6n  encargada  de  eliminar  de  la  poblaci6n  las
mutaciones delet6reas o que provoquen un cambio directo en la funci6n del gen.

Singletons : Contigs con una lectura.
SNPs   :   Single   Nucleotide   Polymorphisms,   variantes   de   secuencia   en   un   s6Io

nucel6tido.
SSCP   :   Single   Strand   Conformation   Polymorphism,   polimorfismos   producto   de

diferencias observadas en su estructura secundaria en gel denaturante.
SSR : Short Sequence F}epeats 6 microsat6lites.
Suite I: Conjunto de programas informaticos bajo un mismo nombre representativo.
Tandem : T6rmino asociado a una serie de elementos repetidos consecutivamente.
Touchdown   PCR   :   Protocolo   de   PCF}   que   incorpora   una   disminuci6n   de   la

temperatura de annealing cada cierto ntimero de ciclos.
UTR : Untranslated Fiegion, regiones no traducidas de los genes.
WGD : Whole genome duplication, duplicaci6n de genoma completo.
YAC : Yeast Articial Chromosome, Iibrerifa de clones usando levadura.
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