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Abstract

In recent years Single Nucleotide polymorphisms (SNPs) have become the most
popular molecular marker tool used in genetics. In silico SNP discovery sirategies 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, it is known as multi 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 Salmo salar genome using SNP data and repetitive
element masking. 217000 BAC 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 o 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 Hsp70 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 o asess the true nature of the SNPs which they are working with.




Resumen

El genoma del salmén acumula cuatro rondas de duplicacion gendmica en su historia
evolutiva: un evento especifico de salmones, otro especifico del linaje de los teledsteos
y dos rondas ocurridas en vertebrados hace 600 MYA (HipGtesis 2R). La bisqueda de
marcadores en esta especie es necesaria para realizar estudios evolutivos, de mapeo o
de asociacion a genes de interés, 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 implementé una estrategia bioinformatica donde 217 000
secuencias génomicas 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 filird un 32% 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 informacion
disponible en las bases de datos publicas. .

Se establecié la presencia de loci duplicados basandose en la hipdtesis que los
SNPs encontrados en un tnico individuo corresponden a diferencias nucleotidicas entre
regiones paralogas. La preservacion de estas regiones esté sujeta a la adquisicion de
mutaciones que le confieran una ventaja selectiva, ya sea en una regién regulatoria o
codificante, que les permita escapar a la seleccién purificadora de la evolucién.

Se seleccionaron 10 contigs para ser secuenciados y genotipar los polimorfismos
putativos en tres individuos. Se encontré evidencia que seis de estos SNPs corresponden
a variantes dadas por la duplicacién. Las cuatro regiones restantes presentaron alguna
dificultad en el genotipado que puede ser corregida y se discute en el texto. Una de las
regiones, correspondiente al gen Hsp70, presentd un patrén de alta densidad de SNPs

relacionado con la acumulacién de mutaciones neutrales en la secuencia de dos copias
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parélogas divergentes de un mismo gen.

La estrategia propuesta permite la blsqueda de SNPs en secuencias provenientes
de un sélo individuo, la identificacién de regiones pardlogas y la generacion de una base
de datos genémica. Esta estrategia puede ser combinada con la blsqueda de SNPs
en mdlitples individuos, para asi 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 duplicacion reciente, como
el salmén, 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. Introduccion

1.1. Preambulo

El saimén del Atlantico (Salmo salar) es una de las especies acuicolas mas
importantes para nuestro pafs, siendo Chile uno de los mayores productores mundiales
de esta especie en cautiverio junto con Ganadé y Noruega. El salmén es una especie de
gran impacto en éree"fs como la pesca deportiva y la alimentacién. Numerosos proyectos
han aumentado la informacién biolégica de las especies salmonideas, poniendo a
disposicién publica datos relativos a su fisiologia, genética, ecologia y desarrollo, entre
otros (Thorgaard y col., 2002).

Gracias a los recientes proyectos de secuenciacion a gran escala se dispone
actualmente de multiples secuencias de ESTs (Thorsen y col., 2005; Adzhubei y col.,
2007), un mapa fisico (Ng y col., 2005), varios mapas genéticos (Hayes y col., 2007b;
Moen y col., 2004; Gilbey y col., 2004) y una biblioteca BAC con las secuencias de los
extremos de los clones (BAC 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 microsatélites, en genes de interés.
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Salmo {Atlantic salmon, trout)
Orcorhynchus (Pacifle salmon,trout)
Salvelinus {charr}

Coregenus {whitelish}

= Thymalius {grayling

Esocidas (pike)

Qamearidas (smelt)

Figura 1.1: Relaciones filogenéticas entre las principales clases de salménidos y sus
géneros cercanos. ((Nelson, 2006)).

1.2. Salmonidos

1.2.1. Introduccion

La familia Salmonidae est4 compuesta por tres subfamilias, Coregoninae, Thymallinae
y Salmoninae. Esta Ultima corresponde a la subfamilia que alberga a los géneros,
Brachymystax, Hucho, Salmothymus, Salvelinus, Salmo 'y Oncorhynchus (revisado en
Phillips & Rab (2001)). Dentro de ésta familia existe acuerdo que Brachymystax y Hucho
estan mas relacionados a Salvelinus y que Onchorhynchus y Salmo son més cercanos
entre si (Fig. 1.1).

Estas especies tienen una distribucién holartica a través de gran parte de Eurasia
y Norteamérica. Muchas de ellas se pueden encontrar a lo largo de estas zonas
presentando una gran variedad genotipica y fenotipica tanto entre como dentro de las
distintas poblaciones. Esta variacién es relativamente reciente y se observa en rasgos
tales como la edad de maduracién, la frecuencia de reproduccién, el tamafno del cuerpo,
el dimorfismo sexual, la temporada de cruza y su morfologia, entre otros (Willson, 1997).

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

cree sufrid un evento de tetraploidizacién hace 25-100 millones de afios atras luego de la
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expansién colonizadora de los teledsteos (Allendorf & Thorgaard, 1984). Los salménidos
son especies que estan reestableciendo la diploidia y en el cual aproximadamente
el 50% de sus loci se mantiene como duplicados funcionales (Bailey y col., 1978).
La rediploidizacién es el proceso que da cuenta de los polimorfismos cromosdmicos
observados en los salmones. Su niimero diploide (2n) varia de 52 a 102 cromosomas
y el niimero de brazos cromosémicos (NF) varia de 72 a 170. Sin embargo, la mayoria
de las especies en cada género presenta un NF cercano a 100, lo que sugiere que el
ancesiro comin de los salmones posefa un cariotipo compuesto por 48-50 cromosomas
telocéntricos que durante un evento de autopoliploidizacién duplicé su ndmero para
luego sufrir una serie de rearreglos cromosémicos que redujeron o aumentaron su 2n y
generaron la variacion observada actualmente. Esto corresponde a una de las evidencias
mas sbélidas que respalda el evento de WGD ocurrido en los salménidos (Phillips & Rab,
2001).

Los peces Teledsteos, que representan a la mitad de las especies de vertebrados en
el mundo y en el cual se encuentran los salménidos, sufrieron un evento de duplicacién
de su genoma hace aproximadamente 350 millones de afios (Hoegg y col., 2004,
Volff, 2005). En conjunto con dos rondas de duplicaciones sufridas por los vertebrados
(hipbtesis 2R) (Taylor & Raes, 2004), el genoma de los salménidos acumularia 4
duplicaciones genémicas (cuatro WGD o 4R) (Davidson & Koop, 2008). Esto convierte al
salmén del Atlantico en una especie modelo para evaluar teorfas respecto a duplicacién

gendmica, divergencia, especiacion y evolucién molecular.




1.2.2. Salmon del Atlantico
Historia

El salmén del Atlantico es una de las especies mejor estudiadas de los salménidos.
Numerosos estudios han sido publicados relativos a su ecologia, fisiologia, genética y
distribucién (Thorgaard y col., 2002). Su rango de distribucién nativa se encuentra en el
sector atléntico de Europa, principalmente en forma no anadroma en Noruega y Suecia,
y a lo largo de la region de Karelia en Rusia y el mar Béltico. En Norteamérica estas
formas se encuentiran en el rio Hudson y en el lago Ontario hasta el norte de Quebec.
También 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 salmén
se encuentran extintas en muchos rios (MacCrimmon & Gots, 1979).

Los primeros intentos de reproducir artificialmente las diversas especies de Salmon
se remontan al siglo XIV en Francia. Luego, la fertilizacién artificial de huevos de trucha
y salmén en el siglo XVIIl permitié el establecimiento de las primeras pisciculturas
de salmén en Francia y Estados Unidos. Luego, otros paises como Inglaterra, Japon
y Alemania, lideraron los esfuerzos por realizar reproduccién artificial para aumentar
la produccién de estas especies a lo largo de sus colonias. De esta forma, enviaron
huevos fertilizados a distintas partes del mundo incluyendo Australia y Nueva Zelanda,
para despUes introducirlos en Sudamérica. En Chile la especie fue introducida desde la
piscicultura del rio McCloud en Estados Unidos.

Con las mejoras técnicas en el cultivo a mitad del siglo XX, la industria creci6 enor-
memente relegando la captura de salmén nativo a niveles bajos (actualmente es entre
300-600 veces menor que las practicas de acuiculiura de salmén cultivado). A partir de
la década del 70 en adelante la produccién mundial ha crecido a un nivel de més de 1

millén de toneladas anuales, siendo Noruega y Chile los que producen casi un 75 % del
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total, seguidos por Canada e Inglaterra. El salmén del Atlantico es la especie salmonidea

de mayor produccién seguido por Trucha arcoiris y salmén Coho (Araneda y col., 2008).

Biologia

El salmén del Atlantico es una especie salménida de regiones temperadas y
subdrticas del norte del ocedno Atlantico que pueden encontrarse en rios o mares
de agua salada. Sin embargo, las intensas practicas de cultivo alrededor del mundo
han provocado que la mayoria sélo 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 com(n que vuelvan al mismo rio a desovar.
Presentan fertilizacion externa con la hembra protegiendo los huevos sobre pequefios
nichos de roca cercanos a la desembocadura de los rios. En esta fase existe una
mortalidad natural del 70 %. Luego de pasar uno o dos afios en el rio se presentan
los cambios morfolégicos de la smoltificacién, donde las formas anadromas migran al
mar para pasar enire 1 y 4 afos y luego regresar para el periodo de desove. Las
formas residentes de los rios maduran enire los 2 y 5 anos, viven alrededor de 10 o
mas y desovan consecutivamente afio a afio. 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 salmon

La evidencia respecto al origen autopoliploide del genoma del salmén se encuentra
bien documentada: 1) Al comparar secuencias de DNA idénticas provenientes de brazos
cromosomicos distinios se observa que alrededor de un 50 % de los genes presentes en
éstas se expresa activamente (Nichols y col., 2003). 2) Durante la meiosis en machos se

observan configuraciones cuadrivalentes que involucran cromosomas metacéntricos en




conjunto con algtn par acrocénirico (Allendorf & Thorgaard, 1984). 3) Presentan tasas de
segregacién que indican herencia tetrasémica parcial o completa luego de la meiosis 4)
Un ndmero de brazos cromosémicos NF=100 cuando la mayorfa de los peces tele ésteos
presenta la mitad de este valor (Phillips & Rab, 2001). 5) Para el salmén del Atléntico (y la
trucha arcoiris) se ha descrito la presencia de 14 cluster Hox en distintas localizaciones
cromosomicas, lo que se relaciona con la teoria 4R que aceptaria hasta 16 copias (1 - 2
-4-8-16).

Danzmann y col. (2008) concluyeron que dos brazos cromosémicos en D. rerio
y O. latipes pueden, en la mayoria de las instancias, relacionarse con al menos 4
brazos cromosémicos de las especies salménidas. Basdndose en que la mayoria de los
teledsteos actuales posee un genoma haploide de 24-25 cromosomas se ha propuesio
que el ancestro diploide de los salmones posefa 48 cromosomas telocéniricos. Luego de
la duplicacién, el primer salmén tefraploide aumenté al doble este nimero quedando con
un NF cercano a 100. Los peces mas cercanos a los salmones son los osmeriformes
gue poseen un nimero diploide entre 50-56 lo que apoya que el tiempo de duplicacién
ocurrié después de la separacién de esta especie con los salménidos (ver fig. 1.1).

El salmén 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 tielocéntricos mas largos indica que su cariotipo actual se
formé principalmente a partir de multiples fusiones de tipo tandem seguido de inversiones
cromosoémicas. Sin embargo, al contar dos brazos por cada cromosoma su NF resulta
ser 100 (Phillips & Rab, 2001), al igual que el resto de los salménidos. La compleja
arquitectura gendémica de los peces, y en especial los salménidos, les ha permitido una
adaptacién y especiacién rapida en respuesta a diversos medio ambientes (Amores y

col., 1998). Esta capacidad adquirida es consecuencia de la evolucién basada en un




modelo de mutacién-duplicacién-seleccion.

La informacién gendmica disponible de esta especie ha ido en un aumento
considerable en los Gltimos afios. Entre ésta, se encuentran las secuencias génomicas de
los extremos de los clones de una librerfa BAC (BAC End sequences o BES) realizada a
partir de la construccioén de un mapa fisico proveniente de la digestion parcial del genoma
de un Gnico individuo de Salmo salar con la enzima de restriccién Hindlll. Estos extremos
flanquean alrededor de 110 000 clones, tienen un largo promedio de 900 pares de bases
y la distancia media entre ambos exiremos de cada clon es de aproximadamente 180 Kb
(Thorsen y col., 2005). La disponibilidad de estas secuencias provenientes de un tnico
individuo permite la blsqueda de polimorfismos y marcadores a lo largo de multiples
regiones gendémicas.

La presencia de regiones duplicadas no identificadas a lo largo del genoma del
salmén ha generado una dificultad constante en el descubrimiento de marcadores
moleculares, en particular SNPs. En estos loci existe una presion 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 regién generando una mayor

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

Elementos transponibles

Los elementos iransponibles (TE) son secuencias de DNA que contienen en ella
todo lo necesario para cortarse a si mismos y moverse a distintos lugares del genoma,
lo que puede traer severas consecuencias ya que se pueden insertar en secuencias
codificantes, interrumpiendo la secuencia aminoacidica correcta, en regiones regulatorias
modificando la expresién genica o promoviendo rearreglos cromosémicos debido a la

naturaleza repetitiva de su secuencia (Feschotte, 2008). Sin embargo, estos elementos




no siempre generan efecios adversos, ya que su actividad mutacional puede contribuir
a la diversidad genética del organismo constituyendo también una fuente de innovacion
gendmica para las especies (Kazazian, 2004).

Los TEs presentes en peces tienen una mayor diversidad y presencia en comparacién
con el humano y se localizan especialmente en areas heterocromaticas. El genoma del
salmén presenta aproximadamente un 30 % 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 alopoliploidizacién o hibridacién interespecies. Esto ha llevado a
Davidson & Koop (2008) a formular la hipétesis que durante el proceso de rediploidizacion
en salmones, la actividad transposénica aumenté para facilitar la reestabilizacién de su
genoma. Los autores concluyeron que el aumento en la actividad replicativa de los TEs
coincidié con el tiempo de radiacién del género Salmoninae en Salmo, Oncorhynchus
y Salvelinus y que aln existe un intenso periodo de actividad que no es claro si
esta relacionado con el proceso de especiacién o con el proceso de reestabilizar el

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

1.3. Mutaciones y duplicaciones

En general existen dos grandes categorias de mutaciones descritas en la literatura,
mutaciones a nivel de secuencia del DNA, donde existen pequefos cambios de bases,
y mutaciones a nivel cromosémico, incluyendo las duplicaciones y deleciones. Las
mutaciones pueden iener 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 mayoria de
los organismos (Maki, 2002), incluyendo los peces.

Los términos mutacién puntual o SNP estan estrechamente relacionados ya que

8




el Ultimo es consecuencia del primero. Estrictamente SNP significa "Single Nucleotide
Polymorphism”, 6 "Polimorfismo en un solo nucleétido”, implica la sustitucién de una Gnica
base nucleotidica (mutacién) a lo largo de una secuencia de DNA por otra. Una definicién
mas amplia involucra también deleciones o inserciones de secuencias cortas de DNA
(indels). El término SNP se ha puesto en uso para describir una mutacién puntual que
esta presente en al menos un 1% de una poblacién determinada en forma de alelo.
Es decir, es una mutacién que se ha preservado en fel genoma de alguna especie y da
cuenta de la variabilidad entre individuos de una o rr?uﬁltiples especies. Actualmente, los
SNPs se utilizan como marcadores moleculares quegse heredan mendelianamente, son

codominantes, preferentemente bialélicos y presentan una amplia distribucién a lo largo

i

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

La duplicacién es un tipo de mutacién cromosdmica donde se produce una copia extra
de alguna regién especifica, de algin cromosoma 6 incluso de un genoma completo.
Estos duplicones o copias pardlogas pueden estar adyacentes o ubicados en lugares
distintos del genoma, es decir, una copia se mantiene en su regién original mientras
la otra puede estar en el mismo cromosoma, o en oiro distinio, dependiendo del
mecanismo por el que ocurri6 la duplicacién. Las duplicaciones se pueden clasificar como
(1) duplicaciones parciales, (2) duplicaciones génicas, (3) duplicaciones segmentales
de cromosomas y (4) duplicaciones del genoma completo (WGD, Whole Genome
Duplication)(Li & Graur, 2000).

Hace casi 40 afios Susumu Ohno propuso que el factor mas importante en la
evolucién de las especies es la duplicaciéon génica (Ohno, 1970). Establecié que la
base de la evolucién molecular es producto de la posibilidad de innovar manteniendo la
funcionalidad original intacta. Esta posibilidad de innovacion es producto del azar y sélo

es ventajosa en los términos que obliga la seleccién natural. Concluyé ademas, que




durante un primer periodo evolutivo los vertebrados sufrieron dos rondas de duplicacién
gendémica WGD (hipétesis 2R) (Ohno, 1970; Allendorf & Thorgaard, 1984).

Una de las evidencias méas aceptadas de la hipétesis 2R proviene del andlisis del
cluster de genes Hox (Kasahara, 2007) donde el cefalocordado Anfioxo, posee sélo un
cluster Hox y los Sarcopterigios (clase que incluye anfibios, reptiles, aves y mamiferos)
presentan 4. El anfioxo es considerado un fosil viviente que representa el estado previo a
la duplicacion ocurrida en veriebrados. Esta razén 4:1 se ha demostrado para multiples
genes distintos (Novak y col., 2006). Especies incluidas en la clase Actinopterigios (que
surgen de los sarcopterigios) como Zebrafish (D. rerio), Medaka (O. latipes) y Fugu (T.
rubripes) presentan alrededor del doble de clusters que el humano (Amores y col., 1998)
evidenciando la presencia de una tercera ronda de duplicaciones (hipétesis 3R) (Meyer &
Van de Peer, 2005; Hufton y col., 2008) ocurrida antes de la radiacion de los teledsteos. A
su vez, el genoma de los salménidos presenta un cuarto evento de duplicacién ocurrido

luego de la separacion de los osmeriformes.

1.3.1. Tipos y mecanismos
Mutaciones puntuales

Durante el proceso de replicacién se ha estimado que la DNA polimerasa humana sé6lo
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). Ademés, existen mecanismos de
reparacion que revisan y corrigen la secuencia de DNA copiada. Los errores espontaneos
en la replicacion se producen generalmente por la presencia de formas tautoméricas de
las bases nucleotidicas que son capaces de aparearse con bases que no corresponden.
Estas lesiones al DNA pueden estar favorecidas por mutdgenos endégenos, tales como

radicales libres, o exdgenos, tales como analogos de bases y agentes intercalantes, que
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generan cambios en las propiedades quimicas de las bases (revision completa de las
mutaciones espéntaneas en Maki (2002)).

Debido al caracter degenerado del cédigo genético y de la presencia de regiones
regulatorias, codificantes y no codificantes existe una clasificacion de las mutaciones
en términos de la funcién alterada (Griffiths y col., 2005): A) Mutaciones silentes que
modifican la secuencia de DNA codificante en una base que no cambia el aminoacido
codificado por ese codén; o mutaciones en regiones regulatorias que no alteran la
expresion de ninglin gen. B) Mutaciones sin sentido que alteran un triplete generando
un codén de término dejando una proteina incompleta. C) Mutaciones de cambio de
sentido que cambian el aminoécido codificado generando una protefna no funcional o
con su funcién modificada. D) Mutaciones de cambio de fase producidas por la insercién
o delecidén de cualquier nimero de bases que no sea mililtiplo de tres que generan una
modificacidn de la secuencia aminoacidica a partir de la insercién (o delecién) resultante.

Ademés, estas mutaciones se pueden clasificar en sustituciones sinénimas y no
sinénimas. El primer tipo ocurre cuando el aminoacido es el mismo o el nuevo tiene
propiedades similares que no afectan la funcién de la proteina. En las sustituciones
no sindénimas, el aminoacido modificado es quimicamente distinto y puede producir un

cambio severo en la estructura y funcién de la proteina.

Duplicaciones

Existen diversos mecanismos duplicativos descritos (revision completa en Hastings y
col. (2009)). Las duplicaciones en tandem se refieren a la presencia de multiples copias
de un segmento de DNA adyacentes entre si. Se originan principalmente durante la
recombinacién 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 exira (fig. 1.2).
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Figura 1.2: Cambios en el numero de copias por recombinacion homoéloga. Las
lineas representan una hebra de DNA en las cuales el extremo 3' esta indicado por
la punta de la flecha. Se observa como ocurre NAHR por crossover desigual donde
la presencia de un segmento repetido resulta en productos que estan reciprocamente
duplicados y delecionados para esta secuencia. En la figura de abajo se muestra como
ocurre la duplicacion al momento de reparar homélogamente una hebra de DNA danada.
Figura modificada de Hastings y col. (2009).
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Otro mecanismo de duplicacién parcial es la retrotransposicion. Este evento ocurre
cuando un mRNA es retrotranscrito a DNA complementario (cDNA) y luego 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).

El evento de duplicacién de un genoma compleio o WGD mantiene la razén
enire todos sus genes, ya que el nimero de todos ellos se ha doblado por igual.
Los mecanismos por el que ocurre se denominan alopoliploidia y autopoliploidia.
La alopoliploidia se produce como consecuencia de hibridacion interespecifica . La
autopoliploidia 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
diploides que al fusionarse forman un tetraploide. Si falla la mitosis, la célula no se divide
correctamente manteniendo en duplicado el set cromosdmico del organismo (Giriffiths y
col., 2005).

Se ha propuesto que luego de un evento duplicativo debe ocurrir la rediploidizacién
del genoma debido a la naturaleza de la mitosis y al apareamiento par especifico de
cromosomas homélogos durante la meiosis. El mecanismo por el que ocurre esto no esta
completamente establecido, se cree que son multiples procesos los que actian y generan
la pérdida de secuencias duplicadas (pseudogenizacion). Un buen ejemplo viene de los
salmones, los cuales a pesar de presentar una gran diversidad en su namero diploide 2n,

han mantenido un niimero constante de brazos cromosémicos (NF = 100).
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1.3.2. Consecuencias y preservacion de duplicados

Las consecuencias generadas por un evento duplicativo dependen principalmente de
la naturaleza de éste. Las duplicaciones en tandem cambian el nimero de copias local de
algn gen produciendo un desbalance en la proporcién génica que puede ser perjudicial
para la célula. Este tipo de duplicaciones favorece la recombinacién desigual durante
el crossover aumentando acumulativamente el ndmero de duplicados (Ohno, 1970), o
generando una predisposicién a producir duplicaciones mayores (ver fig. 1.2). Se ha
propuesto que la duplicacién 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 fenotipico inmediato bajo la presién selectiva actuante y no necesariamente
son nocivos. Su persistencia en el genoma de una especie esté dado por la probabilidad
de fijacién. El tiempo en que esto ocurra estara sujeto a la deriva génica y la seleccién
natural (Innan & Kondrashov, 2010).

El aumento en el nimero del set completo de cromosomas, WGD, y sus consecuen-
cias se ha estudiado ampliamente en los Gltimos afos (revision completa en Semon &
Wolfe (2007)). Se ha observado que los primeros cambios luego de este evento son
rearreglos cromosémicos. Se estima que la persistencia de genes duplicados generados
por este medio es mayor en comparacion con las duplicaciones parciales ya que se man-
tiene la relacion en el nimero de genes y se mantienen las regiones regulatorias y no
codificantes asociadas a los genes duplicados permitiendo asi su expresion. Ademas,
provee material crudo de secuencia donde innovar producto de la relajacién en la presion
selectiva actuante (ya existe un locus funcional) (Chain y col., 2008).

Otro evento evolutivo relacionado con WGD es la especiacién. Los peces teledsteos
representan en términos de nimero de especies el grupo mas exitoso de los vertebrados

con aproximadamente 25 000 representantes con una gran diversidad morfolégica entre
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sf (Volff, 2005). Una relacién propuesta entre esto y los eventos de duplicacion es que,
una vez que el organismo presenie dos copias de un mismo gen, sdlo una de ellas se
perdera y la otra copia continuara cumpliendo la funcién. Cada poblacién 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 depender4 del medio
ambiente en que la poblacién se desenvuelva por lo que cada una puede perder una copia
distinta con una funcién ligeramente modificada sobre la ancestral, este proceso se ha
denominado Reciprocal Gene Loss (RGL) (Semon & Wolfe, 2007).

Los genes duplicados que se retengan acumularan distintas mutaciones, y por ende,
su funcién se modificara diferencialmente. Esto representa una fuente de divergencia
donde algunas poblaciones presentarén variantes distintas, ya sea a nivel codificante
o regulatorio. Existen varios modelos descritos que explican la preservacion de genes
duplicados (revisados por Conant & Wolfe (2008)).

El destino mas comin para una gen duplicado es la pseudogenizacion, es decir,
acumular mutaciones deletéreas que lo convierten en un paralogo no funcional (modelo
clasico de no-funcionalizacién propuesto por Ohno (1970)). A partir de esto, se esperaria
que la tasa de retencién 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% de los genes humanos son duplicados, en D. rerio al
menos un 20%, en Arabidopsis un 30% (revisado en Prince & Pickett (2002)) y en
salmones un 50 % (Uiter y col., 1973).

Para estudiar el destino de un par de genes duplicados es necesario considerar tres
periodos de vida del par: creacién, preservacioén-fijacién y optimizacioén (Hastings y col.,

2009). La creacién del par esté sujeta al mecanismo de duplicacién por el que pasa el
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organismo. En la fase de preservacién-fijacién se previene la pérdida neutral de uno de
los duplicados y se evita la seleccion purificadora que eliminaria las mutaciones que
se presenten en la poblacién y modifiquen el gen. Gracias a que existen dos copias
funcionales (con una funcién distinta o con una de sus funciones optimizadas dado
por nuevas mutaciones) se mantienen ambas. La optimizacion se refiere al proceso
opcional en el que una de las copias contindia evolucionando en favor de alguna funcion
especializada, es decir, puede acumular méas mutaciones que son fijadas en la poblacién
a través de la seleccidn positiva.

El primer modelo descrito se denomind neofuncionalizacién (Ohno, 1970), en el que
una vez ocurre la duplicacién, una de las copias adquiere mutaciones que le confieren
una nueva funcién. Si esta mutacién le confiere una veniaja adaptativa inmediata
sera fijada por la seleccién positiva, si no es una ventaja inmediata estara sujeta a
la deriva génica. En este caso, Conant & Wagner (2003) discuten la aleatoriedad del
evento duplicativo argumentando que si bien las mutaciones son al azar, la nueva funcién
requerida esta relacionada con las funciones del gen ancestral que se duplica.

Entre los modelos actuales se encuenira el de subfuncionalizacién por pérdida de
funcién, o DDC (Duplication, Degeneration, Complementation Process), y estd basado en
la adquisicién de mutaciones degenerativas neuirales en mdltiples regiones regulatorias
que cumplen subfunciones complementarias, lo que genera una presién selectiva que
obliga a la preservacién de ambas copias. Una de ellas realiza una funcién distinta a la
otra, por lo que ambas son necesarias para cumplir la funcién del gen (Force y col., 1999).
El modelo de subfuncionalizacién por mutaciones adaptativas (Des Marais & Rausher,
2008), también denominado escape del conflicto adaptativo (EAC, escape from adaptive
conflict) se refiere al proceso en el cual, el gen previo a la duplicacién codifica para una

proteina que cumple muliiples 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
poblacién por seleccién direccional.

Varios autores indican que es dificil determinar cuél es el modelo de preservacién por
el que se han mantenido ambos parélogos, En cada modelo puede existir una etapa de
neofuncionalizacién que encubre la funcién original por la que fue preservada cada copia.
Para generalizar esta ambiguedad se ha propuesto el término subneofuncionalizacién
(He & Zhang, 2005; Rastogi & Liberles, 2005), donde se combinan los modelos
de subfuncionalizacién planteados con la adquisicién previa, o posterior, de nuevas

mutaciones que confieran ventajas selectivas directas a cada copia.

1.3.3. Mutaciones y seleccién

Actualmente, existen dos corrientes principales respecio a las teorfas de evolucién
molecular, la primera se denomina la teoria neuiral, que indica que la mayoria de la
variacién en una especie o enire especies es neutral, es decir, las mutaciones no
modifican la capacidad de supervivencia del individuo (Kimura, 1983). La segunda
plantea que la mayor proporcién de la variacién observada si afecta la capacidad de
supervivencia de los individuos de la especie y esta sujeta a las fuerzas de seleccion
(Gillespie, 1994).

En términos evolutivos, las mutaciones represenian el motor de cambio y de
adaptacion de nuevas funciones en una poblacién determinada. Su preservacion,
fijacién y localizacién a lo largo de una secuencia esta fuertementie determinada por
el mecanismo y por las fuerzas de seleccién actuando sobre ésta. Una mutacion que
confiere una ventaja adaptativa serd mantenida y fijada en la poblacién por la seleccién
positiva. Una mutacion deletérea estard sujeta a las fuerzas de la seleccion negativa.

La seleccién purificadora es indistinta de esta Ultima y actta en funcién de eliminar los
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alelos no ventajosos para la poblacion. La discusién se centra en que proporcion de estas
mutaciones son realmente neutrales y cuales no.

El test méas usado actualmente para detectar la seleccién estd basado en genémica
comparativa y no necesita datos poblacionales. Compara la razén entre el nimero de
mutaciones no sinénimas por sitio no sinénimo (Ka) y el nimero Ks de mutaciones
sinénimas por sitio sinénimo en una secuencia codificante dada (la razén se formula
dN/dS o Ka/Ks) (Yang & Bielawski, 2000). Este valor se utiliza para estimar la presencia
de la seleccion, bajo el modelo mas simple la razén dN/dS = 1 indica que la secuencia
evoluciona bajo el modelo neutral donde no existe presién selectiva actuando. Si la
razén es mayor a uno, indica que se han producido méas mutaciones no sinénimas que
han alterado la funcién de la proteina y que han sido seleccionadas positivamente. Si
es menor a uno, es porque existe una seleccién negativa que elimina las mutaciones
deletéreas de la poblacién permitiendo sélo mutaciones sinénimas que no afectan la
proteina.

La mayoria de las protefnas funcionales se veran afectadas inmediatamente una vez
que adquieran una mutacién no sinénima, por lo que la seleccién negativa domina el
camino evolutivo de cada secuencia y el valor calculado de Ka/Ks sera casi siempre
menor a uno, descartando la seleccién positiva que sf puede estar actuando en otros
sitios particulares del gen. Para corregir este problema se han desarrollado algunos
métodos que incorporan la distribucién del valor de Ka/Ks en cada sitio polimérfico por
cada codén interrogado (Nielsen, 2005; Yang & Bielawski, 2000).

Actualmente, existen multiples bases de datos que recopilan la informacién 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 fenotipicos de importancia. Las fuerzas selectivas actian sobre estos cambios
disminuyendo la frecuencia de los alelos que reducen la capacidad adaptativa del indivi-
duo. Se ha propuesto que la bisqueda de SNPs y la deteccion de fuerzas selectivas en
genes candidatos permitira identificar las causas y la predisposicién de cada individuo
para ciertas enfermedades genéticas (Nielsen y col., 2007). Ademas, los SNPs capturan
la informacién asociada a la historia y origen de la estructura poblacional de una espe-
cie determinada permitiendo realizar trazabilidad genética o estudios de pedigree que

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

1.3.4. Variacion intragenémica individual

La mayoria de los estudios actuales se ceniran en comparar la disiribucién de
las frecuencias alélicas de SNPs, enire poblaciones de una especie determinada
o entre distintas especies, denominado variacién intraespecifica e interespecifica,
respectivamente (Nielsen, 2005). Ambos términos estan basados en la comparacién
del mismo gen proveniente de muchos individuos o, enire genes ortélogos de distinias
especies con genomas distintos, este tipo de variacién se puede clasificar como
intergendmica.

La presencia de genes paralogos que pueden presentar desde dos a miiltiples copias
en el genoma de un sélo individuo y las cuales, conservan algtn grado de relacién entre
si (funcién modificada, subfuncién ancesiral, expresién tejido especffica, etc.) permite
plantear el concepto de variacién intragénomica. Los modelos de preservacién de genes
duplicados plantean la necesidad de adquirir mutaciones que les permitan evitar la
seleccién purificadora. Estas mutaciones, con el paso del tiempo, se reflejan como SNPs
(una vez alcancen un MAF > 1%) y representan la variabilidad adquirida por estas

copias. Ademas, estos polimorfismos se pueden clasificar dependiendo de su origen.
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Figura 1.3: Origen de las variantes intragendmicas. La figura muestra el efecto que
tiene la duplicacién sobre los sitios que contienen SNPs, cuando una regién con algin
sitio polimoérfico se duplica, el polimorfismo se puede encontrar en ambos paralogos
o sélo uno{(MSVs), en cambio, cuando uno de los duplicados diverge la diferencia se
observara como un PSV. Figura modificada de Fredman y col. (2004).

Dentro de las varianies intergenémicas se encueniran dos grandes categorias:
A) SNPs que producen diferencias en la expresién o funcién de la misma proteina
en dos individuos distintos (o0 dos especies distintas), siendo este tipo el de mayor
interés productivo ya que permite relacionar las causas de las diferencias fenotipicas
en rasgos tales como crecimiento, desarrollo, color de la carne, enire otros, a un
genotipo determinado. B) Variantes que no afectan el fenotipo de la proteina por ser
mutaciones sinénimas que, debido al caracter degenerado del cédigo genético, no varian
el aminoacido codificado o también, debido a que éstas caen sobre una regién no
codificante o no regulatoria (Vignal y col., 2002). Estos SNPs son Utiles como marcadores
ya que pueden estar ligados a otros determinantes genéticos que modifican el fenotipo.

Dentro de las variantes intragenémicas existen (ver fig. 1.3): A) SNPs que provienen
de un locus polimérfico ;I momento del evento duplicativo y mantienen este caracter
en ambas copias, se denominan MSVs (Muliiple Sequence Variants). B) SNPs que se

encueniran 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 Ultimos provienen de la variacién intergenémica donde un alelo viene del

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

1.3.5. Deteccion y prediccion
Deteccion de regiones paralogas

La deteccién o blsqueda de segmentos duplicados utilizando herramientas in silico
se ha basado en determinar homologia entre secuencias de familias génicas en distintas
especies para luego construir arboles filogenéticos que permitan inferir el tiempo del
evento duplicativo (Robinson-Rechaviy col., 2004). Existen multiples estudios que utilizan
esta estrategia en diversas especies tales como A. thaliana, S. cerevisiae (revisado
por Wolie & Seoighe (1999)), D. melanogaster (Conant & Wagner, 2003). Se basan
en el alineamiento de regiones cromosémicas distintas con similitud de genes que se
encuentren idealmente en el mismo sentido.

Para conocer si las duplicaciones ocurrieron en un mismo periodo evolutivo (una
sola WGD), o si provienen de multiples duplicaciones ocurridas en tiempos distinios,
Vandepoele y col. (2004) construyeron arboles filogenéticos para todas las familias
génicas del genoma de Fugu que presentan entre 2 y 10 duplicados y estimaron el
tiempo de ocurrencia de esta separacion. Para calibrar sus arboles utilizaron la fecha
de separacion entre vertebrados terresires y peces (450 MYA), y concluyeron que la
mayoria de los eventos duplicativos ocurrieron hace 320MYA, tiempo estimado de la
ronda duplicativa especifica del linaje de los teledsteos.

La caracterizacién de mapas fisicos también ha permitido determinar el nivel de
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duplicaciones presentes en un organismo. Palti y col. (2004) utilizaron una libreria BAC
de trucha arcoiris para hibridar sondas especificas con los clones de la libreria. Luego de
generar el ensamblaje correspondiente de cada clon, enconiraron que dos tercios de los
loci investigados caian en multiples contigs sugiriendo que estos provenian de regiones

duplicadas.

Busqueda de SNPs

La principal estrategia a la hora de buscar posibles SNPs es a partir del alineamiento
de un alto nimero de secuencias que representen una misma regién gendmica. Para
esto se han alineado y analizado franscritos de ESTs, los 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 también clones BAC, YAC o plasmidos
y alinear las secuencias clonadas, lo que permite encontrar SNPs en regiones no
codificantes.

Especificamente, al realizar un alineamiento muliiple es posible observar diferencias
en ciertas bases nucleotidicas respecio del consenso que pueden considerarse a priori
como SNPs. Para acertar en la prediccion es necesario establecer pardmetros que
permitan diferenciar si el origen de este SNP es un artefacto propio del proceso de
secuenciacién o tiene un origen biolégico. Este origen estd dado por las variantes
generadas por una mutacién fijada en genes no duplicados o por polimorfismos en una
regién duplicada que debido a presiones selectivas mantuvo la mutacién en una de las
copias y se preservé a lo largo del tiempo (Ryynanen & Primmer, 2006).

Una vez realizado el alineamiento y ensamblaje de secuencias de DNA con
programas especializados como CAP3 (Huang & Madan, 1999) o phrap (Gordon y

col., 1999), es necesario buscar los sitios polimérficos con algiin método bioinformatico.
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Existen programas como PolyPhred (Nickerson y col., 1997) o PolyBayes que han sido
ampliamente usados en la busqueda de SNPs.

Una vez identificados los SNPs putativos, es necesario realizar la validacién
experimental en la poblacion. Esto se denomina genotipado y permite saber qué alelos
lleva el individuo por cada SNP interrogado. Una vez amplificada la regiéon candidata,
existen varias técnicas de validacién o genotipado. Estas incluyen electrofororesis en
gel de gradiente denaturante, corte enzimatico o quimico, andlisis de heteroduplex,
andlisis de conformaciones de DNA, hibridacién a oligos y secuenciacién del DNA
(Nickerson y col., 1997). Cada una de estas estrategias presenia ventajas y desventajas.
La secuenciacién permite identificar el contexto genémico presente alrededor del SNP,
permite observar si existen més posiciones polimérficas y su aplicacién es relativamente
facil pero costosa si se quiere realizar a gran escala. Diversos métodos de genotipado se
discuten en Kim & Misra (2007).

La busqueda de SNPs ha estado enfocada principalmente en encontrar la variacién
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 momenio de genotipar individuos ya que en la
mayoria de las técnicas usadas so6lo se interroga por la presencia o ausencia de alelos.
Para un PSV el individuo siempre seré heterocigoto debido a la presencia de duplicados,
para un MSV es mas complejo debido a que puede presentar todos los genotipos, pero
generalmente est4 ligado a una mayor presencia de heterocigotos. Tal asignacién genera
errores al momento de realizar estudios de mapeo, de trazabilidad o de asignacién 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% de los SNPs

depositados en las bases de datos publicas (Gut & Lathrop, 2004).
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1.4. Busqueda y uso de marcadores en salmoén

Una de la principales direcirices en las lineas de investigacién actuales sobre
salmonidos es la bisqueda de marcadores moleculares que permitan realizar trazabilidad
genética individual y seleccién genética asistida por marcadores asociados a rasgos
de importancia econémica (Hastein y col., 2001). Ambas lineas buscan impulsar los
programas de mejora genética utilizando la genética clasica con herramientas de genética
molecular.

En la Gltima década los microsatélites, o0 SSRs (Short Sequence Repeats), 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 enire 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 también 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 salmén estos marcadores han permitido realizar estudios de asociacién para rasgos
como tasa de crecimiento, pairén de pigmentacién, coloracién, entre otros (Boulding y
col., 2008).

Sin embargo, en salmones se ha propuesto que una combinacién de SNPs y SSRs y
el uso de un alto nimero de loci enirega mejores resultados que el uso de ambos tipos
de marcadores por si solos (Ryynanen y col., 2007; Grandjean y col., 2009; Rengmark,
2006). La principal diferencia radica en que los microsatélites son altamente polimérficos
y se requiere un nimero menor de estos en comparacién con los SNPs (Tsuchihashi &
Dracopoli, 2002), pero su costo de genotipado por unidad es mayor.

En los ditimos afios numerosos estudios se han dedicado a la blsqueda y validacion
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de SNPs en salmén. Hayes y col. (2007a) publicaron 2507 posibles SNPs a partir del
alineamiento de secuencias expresadas (Expressed sequence tags, ESTs) del salmén
del Atlantico. De estos SNPs, ochenta y seis fueron seleccionados para ser validados,
de los cuales el 74 % resultaron positivos y de ésios, un 14 % resulté 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 salmén, asi como también la existencia de exiensas regiones paralogas, plantea
un desafio importante a la hora de diferenciar el origen de un posible SNP. Como se ha
descrito, el caracter polimériico de estos elementos genera diferencias en las secuencias
debido a que un mismo elemento se puede encontrar repetido muiltiples veces en el
genoma de un mismo individuo y asi dar indicios de SNPs "falsos”(PSVs), sélo por efecto
de la redundancia del alineamiento realizado con aquellas secuencias (Gut & Lathrop,

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

1.5. Objetivos e hipdtesis

El andlisis dado por la estrategia bioinformatica utilizada junto con las evidencias
presentadas permitira la prediccion de loci paralogos basandose en la siguiente
hipbtesis: Los SNPs presentes en el genoma de un Unico individuo provienen
mayoritariamente de la variacion intragenémica dada por las regiones paralogas
que han escapado a la seleccion purificadora y se han preservado a lo largo de la
evolucion.

El objetivo general de la investigacién es predecir regiones parélogas a través del
ensamblaje de secuencias genémicas de un Unico salmén en combinacién con la

prediccion de SNPs, filtrado de elementos repetitivos y anotacién gendmica (fig. 2.1).
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Los objetivos especificos son: 1) Generar un ensamblaje de secuencias gendémicas
del salmén del Atlantico. 2) Establecer una distribucion de SNPs en secuencias
gendémicas proveniente de un Unico individuo. 3) Observar la distribucién de elementos
repetitivos y elementos transponibles. 4) Anotar genes conocidos por blisqueda de
similitud con blast. 5) Establecer un pairén conservado de polimorfismos que permita
predecir loci paralogos 6) Evaluar los modelos de preservaciéon de genes en regiones
duplicadas. 7) Determinar las mejoras metodoldgicas aplicables a la blsqueda de novo
de SNPs. 8) Determinar la presencia de fuerzas selectivas actuando sobre duplicados

(Razén Ka/Ks).
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2. Materiales y métodos

2.1. Analisis bioinformatico

2.1.1. Alineamiento y ensamblaje

Se obtuvieron las 217632 secuencias de los extremos de clones de la libreria 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 tamafo
promedio de 180 Kb, los exiremos fueron secuenciados y se obtuvo un largo promedio
de 900 pb. La librerfa BAC presenta una cobertura de 18X y los BES fueron solicitados
via fip 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 asignacién de un valor de calidad, con rango de 4 a 60, a una
base nucleotidica proveniente de una maquina de secuenciacién. El valor de calidad Q
es la probabilidad de error transformada al logaritmo en base 10 (Un valor Q de 20 indica
que existe una certeza del 99 % que la base indicada sea correcta, un valor Q de 30
indicaria un 99,9 % y asi sucesivamente). Luego de asignar una medida de calidad, es
necesario enmascarar el vector pTARBAG, utilizado en la construccién de Ia libreria, con

el programa Crossmatch para luego realizar el alineamiento final y ensamblaje en contigs
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Figura 2.1: Pipeline Paraloglt. Estrategia bioinformatica para blsqueda de SNPs y

prediccién de regiones duplicadas.

con el programa CAP3 (Huang & Madan, 1999). El pardmetro de sobrelape entre lecturas

fue de 130pb con un porcentaje de identidad del 95%. El ensamblaje fue visualizado y

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

observa en la figura 2.1.
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2.1.2. Elementos repetitivos

Las secuencias consenso de los contigs generados fueron inspeccionadas para
establecer el contenido de elementos repetitivos presentes en el genoma del salmén
usando para esto la herramienta bioinformética RepeatMasker (Smit y col., 1996). Los
tipos de elementos repetitivos enconirados por este programa se observan en la seccién
resultados en la figura 3.2 y se pueden agrupar en 2 categorfas, transposones y no
transposones. Para el andlisis se utilizaron 3 bases de datos: Zebrafish (Danio rerio)
y Fugu (7. rubripes) provenientes de la Repbase v.20080801, y una base de datos
desarrollada por cGRASP especifica para repeticiones en salménidos.

Se utiliz6 ademés el programa Tandem Repeat Finder (Benson, 1999) para identificar
repeticiones en tandem, tales como microsatélites, para delimitarlos, establecer el largo
del patrén y el nimero de veces que éste se repite (nGmero de copias). De esta
forma, se desarrollé una base de datos con la informacién obtenida en la biisqueda de
elementos repetidos para luego integrarla con los datos obtenidos en la bisqueda de

SNPs (Coleccién Genbank en la figura 2.1).

2.1.3. Busqueda de SNPs

Para poder establecer la presencia de polimorfismos en el ensamblaje obtenido se
utilizé el script AnalyzeSNPs del paquete toAmos (Pop y col., 2004) y se filtraron los
resultados usando un script in-house BioPerl (Fase 1 y 2 de deteccién 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 posicién; nivel de cobertura minimo de 4 del contig; y
porcentaje de variacion ésperado de al menos un 20 %, esto corresponde a la fase 1
de la deteccion de SNPs. En la fase 2, los SNPs fueron clasificados en tres categorias

para observar el efecto que tienen estos pardmetros en la prediccion: A) Aquellos que
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presenten una calidad Q igual 0 mayor a 40 con cobertura mayor o igual a 4; B) 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 coleccién Genbank mencionada.

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

El filtrado de la coleccién GenBank se realizd mediante la implementacién de
un script (filiro SNP en la figura 2.1) que permite seleccionar las secuencias que
cumplan con ciertos parametros establecidos dados por la informacién presente (La
coleccion GenBank contiene informacién 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 categorias, y a su vez, que este SNP no esté dentro de la
secuencia de un elemento repetitivo.

Para la anotacion de genes se utilizaron variantes del programa Blast (McGinnis &
Madden, 2004) (fig. 2.1). BlastX requiere secuencias nucleotidicas de entrada, las traduce
a proteinas, y las compara con secuencias de proteinas de distintas bases de datos
escogidas. De esta forma, cada contig fue tabulado con su niimero de SNPs, hit blast en
contra de las bases de datos nr, Swissprott y EC. Para los contigs que no presentaron hit
se realizé una blsqueda blastn en conira de las secuencias de nlcleotidos presentes en
NCBI.

Se utilizé el programa FGENESH para la prediccién de CDS en las secuencias de
DNA de cada contig. Los resultados fueron tabulados manualmente para seleccionar el
mejor hit blast con e-value < 1e75.

El tipo de secuencia que alberga el SNP se clasificé como: 1) Desconocido, para
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contigs que no presentan CDS o hit blast cercano al SNP. 1) Repetitivo, para SNPs
encontrados en transposasas, microsatélites u otros elementos repetidos que no fueron
filtrados previamente. [ll) Inirén, para SNPs que se ubican entre dos CDS o estan cerca
de un gen y su secuencia no corresponde a un exén terminal o inicial de la proteina. V)
Codificante, SNPs dentro de un CDS predicho o alglin gen encontrado por blast. De esta
forma se obtuvo la coleccién de datos final que incluye los contigs con toda la informacién

encontrada.

2.1.5. Visualizacion y seleccién de contigs para validacién experimental de
SNPs

La visualizacién de la coleccién de contigs se realiz6 con el programa ARGO (Engels
y col., 2006) desarrollado por el MIT. A partir de la coleccién 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 mas SNPs dados por las
tres categorias establecidas previamente; ausencia de elementos repetidos que no
hubiesen sido filirados previamente tales como transposasas u otros, posibilidad de
disenar partidores especificos para realizar la amplificacién por PCR del locus candidato
Yy que estos contigs presenten algin gen o CDS anotado cercano al SNP. Para simplifcar
el andlisis, estos contigs fueron numerados del 1 al 10 como se observa en el cuadro 3.1.

Para determinar qué exén estaba presente en cada contig seleccionado se obtuvo
la secuencia aminoacidica de la proteina homéloga de D. rerio y la secuencia génomica
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
corrigié manualmente el alineamiento obtenido inicialmente entre el contig y su hit blast, y

se determino la posicion de inicio y final del exén presente a lo largo del contig. La funcién
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y otras propiedades de la proteina se obtuvieron a partir de la informacién disponible en
UniProt y GenBank.

Ademas, se obtuvieron secuencias ort6logas, a partir de NCBI, del gen Hsp70 (Contig
6 secuenciado) de D. rerio y O. mykiss. Para esta Ultima especie se ha descrito la
presencia de un gen paralogo (Ojima y col., 2005), cuya secuencia también fue obtenida.
Se descarg6 también una secuencia de cDNA previamente caracterizada para salmén
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., 2008) para determinar
la tasa de sustituciones sinénimas por sitio sinénimo (Ks o dS) y la tasa de sustituciones
no sinénimas por sitio no sinénimo (Ka o dN). La razén entre estos dos valores (Ka/Ks) se
utilizé para determinar el nivel de fuerza de la presién selectiva existente en este locus.
De los modelos disponibles en el programa se escogié6 el que considera la ocurrencia de
transversiones y transiciones de manera desigual, y el sesgo en el uso de codones. Este

modelo esté descrito en Posada (2003).

2.2. Validacion experimental

2.2.1. Disefo de partidores

Para el disefio de pariidores se utiliz6 el programa Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000),
los partidores fueron seleccionados basandose en el método del triplete 3’ (Yuryev, 2007),
con una tm entre los 60°C y los 65°C. Ademas, se realiz una blsqueda blast de los
posibles partidores en contra de todos los BES y secuencias del mapa fisico del salmén
disponible en la base de datos ASALBASE para asegurarse que la amplificacion ocurra
s6lo en el locus objetivo. Los oligos fueron sintetizados por IBT en concentracién 25nmol

y fueron resuspendidos para obtener un stock de 100X, segtin las especificaciones del
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fabricante.

2.2.2, Extraccion de DNA gendmico y amplificacion de fragmentos candi-

datos

Para extraer el DNA del salmén se tomaron 3 aletas de individuos Salmo salar
provenientes de 3 familias distintas provistas por AQUAINNOVO (Individuos A, By C), se
maceraron y luego se siguio el protocolo estandar del kit de extraccion de DNA genémico
DNeasy (QIAGEN). Luego se comprobé la presencia del DNA genémico en un gel de
agarosa 1%, y se cuantifico utilizando espectrofotometria (NANODROP V1000) para
comprobar también, el espectro de absorcién caracterfstico del DNA. El protocolo de
optimizacion de PCR siguid tres fases. En un volumen total reaccién de 25uL y con 30 ng
en promedio de DNA gendmico de cada individuo, se utilizé una concentracién 400 nM
de cada partidor, 1U de Promega Taq Polimerasa, 1,5mM de MgCl y 0,2mM de dNTPs.
Las reacciones PCR fueron realizadas en termociclador PTC-2000 a intervalos de 35
segundos para el tiempo de hibridacién y de extensién durante 30 ciclos (fig. 2.1). La
temperatura inicial de hibridacion escogida fue de 57°C para todos los partidores. Las
regiones que no pudieron ser amplificadas pasaron a la segunda fase de optimizacion
que incluyé TOUGHDOWN PCR con una temperatura de hibridacién de 68°C para los
primeros 10 ciclos, 63°C para los siguientes 10, y 57°C para los Gltimos (fig. 2.1).Enla
tercera fase de optimizacién se modificé la concentracion de MgCl a 2,5mM y de templado
a 60 ng. Para resolver la presencia del producto de PCR se realizé electroforesis en gel
de agarosa al 1,5% con bromuro de etidio y se observé la presencia de las bandas bajo

luz UV.
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PCR cycle Temp*C  Time

Start 95 3 min
2 - Denaturacion 95 30 seg
3 - Annealing 57 30 seg
4 - Extension 72 30 seg
5-GoTostep2 30 times
6 - Extension 72 10 min
7-End 15 Forever
Touchdown PCR

Start 95 3 min
2 - Denaturacion 95 30 seg
3 - Annealing 68 35 seg
4 - Extension 72 35 seg
5-Go Tostep2 10 times
6 - Denaturacion 95 30 seg
7 - Annealing 63 35 seg
8 - Extension 72 35 seg
9-Go To step 6 10 times
10 - Denaturacion 95 30 seg
11 - Annealing 58 35 seg
12 - Exiension 72 35 seg
13 - Extension 72 10 min
14 - End 15 Forever

Cuadro 2.1: Condiciones de PCR
2.2.3. Purificacion de DNA desde gel de agarosa

Para la purificacién del producto de PCR de cada una de las regiones se extrajo
cuidadosamente el trozo de gel de agarosa que contenia el producto y luego se utiliz6 el
kit de exiraccion en gel QlAquick (QIAGEN), usando el protocolo estandar. EI DNA fue
resuspendido en un volumen final de 25 uL buffer TE y se almacené a —20°C. Todas
las muestras fueron cuantificadas por espectrofotometria utilizando NANODROP V1000

para asegurar la concentracién minima requerida para secuenciar.
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2.2.4. Secuenciacion y genotipado de SNPs

La secuenciacién se realizd 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 secuenciacién 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 Secuenciacién de la Unidad
de Ciencias Biolégicas 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 si usando blast2seq, luego se alinearon por separado con el consenso
obtenido previamente en el anélisis in silico para asf determinar la mejor secuencia
final de cada individuo. Para los individuos que presentaron alglin cromatograma con
problemas de sefal/ruido se selecciond la secuencia de mejor calidad. Para determinar la
secuencia final de cada locus se realiz6 un ensamblaje 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 posicién del
SNP correspondienie. La visualizacién generada permite observar la presencia de
heterocigotos para el SNP buscado, explorar la presencia de otros SNPs, corregir etrores
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 generd una nueva secuencia. El genotipo se determiné basandose en Ia

presencia de dos peaks distintos sobrelapados en la misma posicion (heterocigoto).
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Figura 2.2: Pipeline post-secuenciacion. 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 asi generar
una secuencia por locus. Las flechas blancas indican alineamiento por pares.
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3. Resultados y discusion

3.1. Secuencias BES

Un total de 217 624 secuencias provenientes de los exiremos de los clones de una
libreria BAC (Thorsen y col., 2005) (cobertura 18x) fueron obtenidas y analizadas. El
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)), ratdn (485 pb, Zhao y col. (2001)), pez gato (557 pb, Xu'y
col. (20086)) y salmén del Atlantico (630 pb, Ng y col. (2005)).

El programa crossmatch filiré las regiones de baja complejidad y enmascaré el vector
pTARBAC usado en la creacién de la librerfa generando un total de secuencia gendmica
de alta calidad de 1,45 - 108 pb que, dada la estimacion en el tamano del genoma del
salmén de 3 - 10° pb, representa aproximadamente un 4,9 % de éste. El porcentaje de

A+T se estimé en 58,1 % y el de %G+C en 41,9 %.

3.2. Ensamblaje y visualizacién de las secuencias

CAP3 fue utilizado porque genera un mayor nimero de contigs, mas cortos y

secuencias consenso con menos errores en comparacion con otros ensambladores. El
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ntimero de contigs obtenidos fue de 25 277 con un largo promedio de 895 pb que en total
representaria un 0,75 % del genoma completo del saimén. El nimero de singletons (o
contigs con solo una lectura) es de 124 309 con un largo promedio de 1290 pb.

Los contigs fueron inspeccionados visualmenie para corroborar que no existiera
alguno demasiado largo (> 3000 pb) ya que fueron generados a partir de los exiremos de
clones BAC que representan secuencia genémica de aproximadamente 1kb cada 20kb;
solamente tres contigs no cumplieron con esta condicion. El histograma de la profundidad
promedio (cobertura) se observa en la figura 3.1. Esta sélo muestra los contigs con 4 o
mas lecturas, el nimero de contigs con 2 6 3 lecturas es de 20 066 (79 %).

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 restriccién cortd muitiples veces una misma
secuencia proveniente de loci distintos y el programa de ensamblaje sélo evalta similitud
nucleotidica 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 andlisis siguiente.

3.3. Elementos repetitivos y transponibles

Los resultados del programa Repeatmasker arrojaron que al utilizar la base de datos
de T. rubripes, un 5,05 % del total de secuencia fue identificado como repeticiones. En D.
rerio el porcentaje es de 8,83 %. El mayor porcentaje de repeticiones enconiradas 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
enconirados usando las secuencias de salménidos asciende a un 32,77 %, similar al

encontrado en estudios previos donde analizan regiones genomicas de salmén (Mitchell,
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2004). Este alto porcentaje sugiere una expansién de elementos repetitivos especifica
de salménidos a partir del momento de divergencia entre éstos y los peces teléosteos
dando cuenta de su participacién en reestablecer el estado diploide luego de un evento
de duplicacién génomica. Estos elemenios pueden participar facilitando la recombinacion
de regiones distintas del genoma y asf estabilizar la condicién dada por una meiosis
aberrante producto de multiples copias homdlogas en distintos cromosomas.

La gran mayorfa de estos elemenios especfficos de salménidos provienen de
transposones representando el 15,8 % del total de secuencia analizada (fig. 3.2). Estos
elementos tienen miultiples efectos y su naturaleza es bastante diversa. Esto indica que
su acumulacién en el genoma de alguna especie deberfa estar originada por alguna
propiedad que les permita preservarse y aumentar su nimero. Asi, los elemenios
transponibles han cooperado con el éxito evolutivo de los salménidos a partir del
momento de divergencia con los demés vertebrados. De Boer y col. (2007) identificaron
expansiones definidas de actividad transposénica que ocurrieron luego de los eventos de
poliploidia y coincidieron con los eventos de especiacién de los sélmonidos. Esto reafirma
la hipétesis que los elementos transponibles son agentes evolutivos que modelan la
arquitectura de los genomas.

Las siguientes secuencias repetitivas mas representadas son refroelementos tales
como SINEs, LINEs y LTRs. Sin embargo, su acumulacion 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, mas bien, su rol es menor
en la reestructuracion de los cromosomas. También se debe considerar la cantidad
de repeticiones no clasificadas presentes en el salmén que dan cuenia de un 4% de
secuencia. Estas repeticiones pueden corresponder a cualquier categoria de elementos

repetitivos todavia no caracterizada que sf pueden tener algiin grado de participacion en
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Figura 3.1: Histograma de la profundidad promedio de contigs. Se observa la
presencia de un alto nimero de contigs con cobertura promedio de 4 6 5. Se observa
ademas que, contra lo esperado, existe un numero importante de contigs que presentan
una cobertura promedio mayor a 18 lecturas.
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Figura 3.2: Distribucion de elementos repetitivos. Distribucén en las secuencias
genémicas del salmén segln su tipo y las bases de datos disponibles, salménidos, D.
rerio y Fugu.

la evolucidn de estas especies.

Para complementar los resultados obtenidos por el programa RepeatMasker e iden-
tificar microsatélites se realizé una busqueda de novo que encontré 9072 repeticiones
con patrones cuyo largo varfa entre 1y 500 pb en las 25277 secuencias. La presencia
de repeticiones con un patrén que va de 1 a 100 pb da cuenta del 86 % del total. El
rango encontrado en el nimero de copias varia de 1 a 1200, sin embargo el 99,3 % de
las repeticiones presenta un nimero de copias menor a 100. Los microsatélites (patrén
de secuencia de largo 1 a 6 pb) representan un 22% (1985), y de este, un 64 % (1266)
presenta secuencias que flanquean ambos extremos necesarias para disenar partidores.

La figura 3.3 muestra la distribucion de los microsatelites segun el niumero de bases que
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Figura 3.3: Distribucién del nimero de microsatélites. Distribucion en las secuencias
genémicas del salmén segln el patron de bases que se repiten (programa TRF).

se repiten. El porcentaje de microsatélites encontrados respecto del total de secuencia

fue de 0,02 %. El porcentaje de secuencia repetida encontrada usando TRF fue de 2,9 %.

3.4. Prediccion y filtrado de SNPs

Los resultados obtenidos de AnalyzeSNPs fueron aproximadamente 500 000 sitios
polimérficos, ya que el programa reporta todas las bases que difieren del consenso
cuando su calidad suma mas de 40, lo que en principio genera que casi cualquier base
que difiera del consenso sera interpretada como un SNP. Luego de la fase 1 de deteccion
se obtuvieron 4991 SNPs en 1352 contigs. El filtrado resulta ser bastante eficiente (aprox.
99 % de SNPs desechados) en descartar las diferencias propias del alineamiento multiple

en un ensamblaje con secuencias de calidad variable que no corresponden a sitios
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polimérficos (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 nimero 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 prediccién, se consideraron tres categorfas de SNPs: La primera, A,
(Q=40,V=20,P=4) presenta 4318 SNPs en 1352 contigs (5,35 % del total de contigs),
la segunda, B, (Q=30,V=20,P=6) contiene 1757 SNPs en 499 (1,97 %) y en la tercera
categoria, C, (Q=20,V=20,P=8) se observan 1308 SNPs en 310(1,23%) 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 (prediccién de SNPs y blsqueda de repeticiones)

fueron agregados a los archivos GenBank para su visualizacion vy filirado (fig. 2.1).

3.5. Busqueda de genes y anotacion de secuencias génomi-

cas

Luego del filtrado final se enconiraron 956 (3,78 %) contigs que cumplen las
condiciones establecidas y en total presentan 2849 SNPs de la categoria A, 1265 SNPs
en B 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 serviria de marcador para esa region.

De la blsqueda realizada con blastX se encontraron 452 (48,5%) 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: Fase 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 proteina codificada comparte o
ha compartido diversas funciones y en su secuencia génica permanece algun grado de
similitud detectado por blast. Esto ultimo se puede explicar por la presencia de genes
duplicados que se han preservado de tal manera que sus funciones actuales estan
separadas (Ej. expresion en tejidos distintos), relacionandose por haber sido funciones
alternativas de algun gen ancestral (modelo de subfuncionalizacion) o, que luego de un
evento duplicativo hayan adquirido nuevas funciones (modelo neofuncionalizacion) y, por
lo tanto, se debiesen considerar como secuencias paralogas.

También se observan multiples contigs que presentan el mismo hit. A priori esto se
explica porque los clones BAC representan una libreria 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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multiples copias de algtn gen (duplicacion) que no fueron agrupadas en el mismo contig.
Repeatmasker no identificé la totalidad de transposones presentes en las secuencias. El
resultado blast indica la presencia de 66 contigs con hit a elementos transponibles, tales
como transposasa o retrotransposasa, confirmando que estos elementos se encueniran
ampliamente distribuidos a lo largo de las secuencias genémicas del salmén y su
presencia es una fuente de polimorfismos dada por la redundancia de la secuencia de
éstos. Asf mismo, existen 41 contigs que presentan hit contra proteinas tipo polimerasa
y 22 que presentan hit al elemento ReO, 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 nucleotfdicas enire si. Sin embargo, no es
posible descartar que estos elementos se hayan originado por el mismo mecanismo de
duplicacién y que los SNPs encontrados en estas regiones sean del mismo tipo que el de
regiones parélogas (PSVs).

En la busqueda de genes ab initio realizada por FGENESH se encontraron 797
CDS, 149 sitios poly-A y 140 sitios de inicio de la transcripcion. Estos resultados fueron
integrados a la informacién obtenida en la etapa anterior y fueron visualizados para

corroborar manualmente la presencia de los exones identificados previamente.

3.6. Seleccién de contigs para validacién

Los contigs seleccionados se describen en el cuadro 3.1y la informacion referente
al nombre completo del gen, su largo genémico, su largo proteico y la presencia de
paralogos para cada gen en humanos se resumen en el cuadro anexo A.2.

El primer contig presenta hit blast al gen Prune de D. rerio (Unigene ID number

563343). La funcién de esta protefna en humanos esté relacionada con actividad
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fosfodiesterasa hacia cAMP y cGMP como sustrato. Participa en la proliferacion celular
siendo capaz de inducir motilidad celular y actuar como regulador negativo de NME1
(Garzia y col., 2008). En humanos est4 localizado en el cromosoma 1 y tiene una variante
paréloga en el cromosoma 9. En D. rerio este gen posee 8 exones y se localiza en el
cromosoma 16 en una region de 26 kb. El largo de la proteina es de 447 aa como indica
el cuadro A.2, el SNP putativo se ubica en la regién codificante del exon 7 de su oridlogo
en Danio.

La protefna codificada por la secuencia del segundo contig seleccionado se denomina
RFX5 (Regulatory factor X 5) (Uniprot ID Q5SRG11). Es parte de una familia de proteinas
de unién a DNA que reconocen un motivo denominado caja X, el cual es parte de la region
regulatoria de la expresion del complejo MHC II. Su gen se localiza en el cromosoma 1
(humanos) y presenta una variante paréaloga en el cromosoma 13. Ademas, la secuencia
codificante de RFX5 encontrada corresponde al exén niimero seis de su ortdlogo en D.
rerio con un porcentaje de identidad del 98 %. El (inico cambio en este marco de lectura
es de leucina(D. rerio) por metionina en Salmon.

El contig ires no presenté un hit blast con e-value menor al limite establecido de corte,
sin embargo, el hit encontrado corresponde a uno de los exones de la subunidad B de la
protefna fosfatasa 2A (ver cuadro 3.1) de D. rerio(Uniprot ID A4QP33). Este exon presenta
18 aminoécidos conservados entre ambas especies por lo que en este caso el e-value no
fue usado como criterio de seleccién. La subunidad B es parte de una familia de proteinas
regulatorias que se encargan de modular la selectividad por el sustrato y la actividad
catalitica de la fosfatasa 2A. La proteina fosfatasa 2A presenta dos subunidades mas
que se asocian con una variedad de subunidades regulatorias, entre ellas, la subunidad
B. El hit representa el ex6n 10 de esta proteina en Danio rerio. El gen presenta 16 exones

en una regién genémica de 61kb lo que implica una gran cantidad de secuencia inironica
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ya que el largo aminoacidico es de sdlo 578 aa. En humanos presenta tres variantes
parélogas y nueve variantes de splicing alternativo.

El hit enconirado en el contig cuairo corresponde a una proteina de membrana
del aparato de Golgi encargada de transferir un grupo de éacido sidlico de CMP-N-
acetilneuroaminato a distintas glicoproteinas y glicolipidos, con preferencia por estos
dltimos (Uniprot ID Q5NDG1). Pertenece a la familia 29 de las glicosiltransferasas. El
cDNA de esta protefna fue caracterizado para Salmo salar presentando un largo de 295
aminoacidos (Uniprot ID B5X2G4). Sin embargo, al comparar la secuencia génomica
obtenida con la del cDNA se aprecian diferencias significativas entre ellas, esto sugiere
la presencia de una copia parloga expresandose en el tejido estudiado. En Danio rerio
esta protefna presenta 4 exones localizados en el cromosoma 21, y el contig estudiado
consiste en el exdn 3, 4 y parte del segundo. Como indica el cuadro 3.1 el SNP se ubica
en posicién inirénica entre los exones 3y 4.

El resultado blast para el quinto contig corresponde a la proteina arginyl-tRNA
sintetasa (Uniprot ID Q7ZVF4). Su secuencia est4 previamente descrita para salmén
(Uniprot ID B5X4ES3). La protefna cataliza el acoplamiento de arginina a su tRNA
actuando como ligasa. El gen presenta 15 exones en una region génomica de 50kb.
En danio presenta un largo de 661 aa similar al del salmén de 660 aa. En el contig la
secuencia hit pertenece a parte del exén 8 del gen en D. rerio. En humanos este gen
presenta un paralogo y 7 variantes de splicing.

En la regién 6 esté presente el hit blast a la proteina HSP70. La secuencia de esta
proteina est4 disponible en multiples organismos incluyendo trucha (Q5KT35), salmén
del Atlantico (B5X4Z3) y pez zebra (Q6PH56), pertenece a la familia de las Heat shock
proteins de 70kDa encargadas de responder a situaciones de esirés al interior de la

célula. Su largo en D. rerio es de 643 aa, similar al observado en O. mykiss (644 aa)
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y S. salar (644 aa). Presenta s6lo un exén y recieniemente se describié una secuencia
paréloga en trucha (Ojima y col., 2005). Se encuentra altamente conservada a través de
la evolucién y es la principal familia de proteinas en vertebrados encargadas de actuar
como chaperonas moleculares, asegurando el correcto plegamiento de las proteinas
intracelulares. El locus de este gen se ubica en el cromosoma 3 del genoma de D. rerio.
Ambos SNPs putativos se ubican en la region codificante del gen.

El gen observado en el contig 7 corresponde a un receptor transmembrana asociado
a proteina G, su funcién esta relacionada con la captacién de olores y/o feromonas
(Uniprot ID B8JIF6). Pertenece a la familia de receptores glutamato metabotrépicos. En
D. rerio presenta 6 exones localizados en el cromosoma 17 que corresponden a una
regién genémica de 6 kb. El contig descrito alberga el primer y segundo exény el SNP se
ubica entre éstos. 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
captacién de olores en comparacién con oiras especies sugiriendo que esta forma del
gen (y sus multiples copias) se ha mantenido activa en aquellas y no en el humano
(transformandose en pseudogenes).

El primer exén del gen de la quinasa 3 activada por mitogeno (Mapk3) fue encontrado
en el octavo contig (Uniprot ID A1A5X1). Esta proteina es parte de la famila de las
MAP quinasas que actdian en la cascada de sefalizacion que regula procesos celulares
tales como proliferacién, diferenciacion y ciclo celular en respuesta a distintos estfmulos
provenientes del medio externo. Su gen presenta 10 exones en D. rerio que cubren una
regién de 46 kb en el cromosoma 11. El largo de la proteina es de 408 aminoacidos y
para el salmén es de 406 aminoécidos. Esta proteina se encarga de fosforilar y reprimir la

actividad de un factor de transcripcidn involucrado en la regulacién de la expresion tejido
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especffica y diferenciacion celular. En humanos presenta dos genes paralogos, MAPKS
y MAPK2. El SNP se encuentra 60 pares de bases rfo arriba del coddn de inicio.

El noveno contig alberga los exones 13 y 14 del gen de la proteina de union a
colageno tipo IV (Uniprot ID Q5M7Y0). Se encarga de mediar el irafico intracelular de
ceramida sin utilizar vesiculas, se encuentra en el citoplasma, reticulo endoplasmico y
principalmente en el aparato de Golgi. Presenta un total de 17 exones en una regién de 55
kb del cromosoma 15 de D. rerio. El largo proteico es de 620 aminoacidos. En humanos
esta protefna est4 relacionada con el Sindrome de Goodpasture, enfermedad autoinmune
que afecta a los pulmones y rifiones. Presenta dos variantes exiras por splicing alternativo
y tres genes parélogos. Ei SNP putativo se ubica en la region intrénica rio abajo del exn
14.

En el dltimo contig se encuentra el hit blast al polipéptido N-acetylgalactosaminyl
transferasa (Uniprot ID A8DZD1). Este gen presenta 10 exones en D. rerio, 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 proteina receptora. Esta
anclado a la membrana del Golgi y participa en la sintesis de fibronectina oncofetal. En
humanos presenta 13 varianies de splicing y dos genes parélogos. El SNP se ubica en

la regién intrénica correspondiente al intrén 3 de su ortologo en D. rerio.

3.7. Extraccién de DNA gendémico, amplificacion y purifica-

cion de los contigs seleccionados

La concentracién obtenida luego de la exiraccion del DNA gendémico de salmén

fue de 65 ng/uL que se diluyé a la mitad para realizar la amplificacion por PCR. Los
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Figura 3.5: PCR de las 10 regiones candidatas. Electroforesis en gel para visualizar las
bandas correspondientes a la amplificacién por PCR de las secuencias candidatas.

partidores disefados (cuadro A.1) fueron probados bajo un protocolo estandar de PCR
para todas las muestras resultando en la amplificacién correcta de 7 de las 10 regiones
(fig. 3.5). Las restantes tres regiones fueron sometidas a optimizacién de las condiciones
PCR, obteniéndose amplicones en dos de ellas. Los partidores de la region uno nunca
amplificaron probablemente debido a la formacion de dimeros y favorecida por el hecho
que el partidor directo fue disefiado con el polimorfismo ubicado en la altima base del
extremo 3. Esto disminuye la fuerza de unién entre el templado y el partidor, generando
ausencia del producto. Se redujo la Ta para disminuir la especificidad de la unién sin
mejores resultados, por lo que esta region se descarté de los analisis posteriores.

En las electroforesis en agarosa todas las bandas obtenidas corresponden a los
tamafios esperados para la region amplificada (fig. 3.5). La purificacion del producto PCR
resulté en 26 muestras provenientes de cada locus amplificado para cada uno de los

individuos usados (no se pudo amplificar la regién 3 para el individuo A, si para los dos
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restantes.)

3.8. Secuenciacion y genotipado

Los resultados de la secuenciacién variaron dependiendo de la regién analizada,
para la secuenciacién con el partidor directo 10 secuencias no pudieron ser analizadas
por presentar problemas de sefial/ruido en la regién 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 producios PCR. La secuenciacion con el partidor
reverso arrojé 10 secuencias de baja calidad sefial/ruido, repitiéndose 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 % de identidad con
las secuencias consenso obtenidas en la etapa in silico, exceptuando la regién 6 con
un 99 %. El largo obtenido de éstas fue igual al esperado excepto para la region 7 que
resulté 84 pb més largo y para la regién 10 que fue de 41 pb menor. Los resultados de la
secuenciacién y genotipado se resumen en el cuadro 3.2.

Todos los genes encontrados presentan al menos un parélogo en humanos. Se puede
suponer que la busqueda es redundante por el hecho que si el gen ya esta duplicado
en humanos lo estarfa también en salmén. Sin embargo, el proceso de rediploidizacion
produce la pérdida de genes que no necesariamente son igualmente Utiles para todas
las especies. Los mecanismos de preservacion de duplicados actGan en funcién de la
utilidad conferida por la mutacién fijada en una copia paraloga, que le permitié escapar
a la seleccion purificadora de forma distinta en cada especie. Esto es reafirmado por
la hipétesis de RGL (Reciprocal Gene loss) y esté relacionado con los procesos de
especiacion. Visto desde otro punto de vista, la metodologia 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 ventajas selectivas dadas por las mutaciones o SNPs.

3.8.1. Region2y8

Las secuencias obtenidas de estas regiones resultaron con baja calidad sefial/ruido
para todos los individuos lo que impidié generar un consenso. Sin embargo, fue posible
un andlisis 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 regién 2, se observa que a partir de la posicién 190 (peak mas alto) no se observa ruido
de base y la secuencia observada a partir de esta posicién corresponde a la del partidor
reverso. Al comparar los peaks presentes antes de la posicién 190 y después se puede
observar que la misma secuencia se encuentra dos veces en los Ultimos 40 pb (posicion
190 - 20 y 190 + 20). Esto se explicarfa por la presencia de una delecién y/o insercion
de 20pb en uno de los templados. La delecién estarfa presente en todos los individuos, y
se observa el mismo patrén 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 ires
individuos son heterocigotos T/C. A pesar del ruido, el hecho que uno de los individuos
fuese homocigoto para este marcador permiti6 la identificacion del SNP en esta region
(fig. 3.7). Si todos los individuos hubiesen sido heterocigotos no hubiese sido posible
diferenciar las variantes alélicas del SNP. La presencia de copias paralogas en esta regién
indica que el SNP encontrado corresponde a un MSV.

La regién 8 presenta ruido en toda la secuencia proveniente del partidor directo, ob-

servandose mltiples secuencias sobrelapadas. Este problema se encuentra documen-
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Figura 3.6: Cromatograma en la region final de la region 2. El area mas 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 paréloga).
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Figura 3.7: Cromatograma en la region del SNP del contig 2. El area gris muestra la
posicién del SNP predicho, el individuo A'y B son heterocigotos (peaks celeste de citosina
sobrelapado con peak rojo de timina). El individuo C es homocigoto T/T.
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tado y se puede deber a diferentes causas: A) Las muestras estaban contaminadas con
alguin reactivo inhibidor. B) Exceso de partidor y C) presencia de distintas secuencias
provenientes de la amplificacién por PCR de regiones duplicadas de tamafio similar pero
con alguna insercién o delecion presente.

La purificacién del producto PCR en gel de agarosa se realizé 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 regién 8 fue de buena calidad hasta la presencia de una region poly-A (fig.
B.3). El genotipado de los individuos A y C fue posible observando la secuencia en
la posicién putativa del SNP y comparando los peaks presentes. La secuencia del
individuo B no permitié ningtn nivel de resolucién de su genotipo para el SNP interrogado
producio del excesivo ruido. E! ruido observado es producto del deslizamiento de la
polimerasa provocado por la region poly-A (discutido para la region 7) o corresponde
al sobrelapamiento de una regién duplicada. Esta Gltima explicacion concuerda con la

hipétesis propuesta.

3.8.2. Regi6n3,5y9

La regién 3, 5 y 9, correspondientes a la subunidad B de la fosfatasa 2A, a una Arg-
tRNA sintetasa y a una protefna de unién a coldgeno respectivamente, no presentaron
heterocigozidad para el SNP, por lo que su validacién fallé. 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 categorias distintas
disefiadas en la fase 2 del filtrado (fig.3.4, cuadro 3.1). Este filiro no mejoré la tasa de
validacién de SNPs sino que disminuyé el nimero de SNPs candidatos y permitié afiadir

un nivel de informacion extra.

57




Ademés, la secuencia que flanquea el SNP putativo (contig 3 y 5, cuadro 3.2)
corresponde a una pequefia regién poly-N donde el SNP se ubica al final de ésta. Estas
regiones son propensas a producir ariefactos de buena calidad en el ensamblaje por
lo que puede ser posible filirarlas en la bisqueda in silico. En una nueva versién de
la metodologia se incorporard un nuevo filiro que evite o que catalogue estos SNPs
putativos con una menor probabilidad de ser verdaderos lo que mejorara la tasa de
validacién.

El caso de la regi6n 9 resulta ejemplificador para otro tipo de situaciones dadas por
artefactos del ensamblaje. El SNP putativo correspondia a una delecién de una base
nucleotfdica. Debido a las propiedades quimicas de las tinciones usadas en las maquinas
de secuenciacién actuales, la 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, generaria falsas deleciones (o inserciones). Por lo tanto, el SNP putativo
seria un artefacto del ensamblaje y no un SNP real. Para mejorar la tasa de validacién de
SNPs encontrados es posible incluir esta informacién previamente.

Sin embargo, es necesario considerar que el nimero de individuos usados para el
genotipado fue de tres para la region 5y 9, y de sélo dos para el contig 3. Esto indica
que no podemos descartar que estos SNPs no estén presentes en la poblacion ya que

se requeriria un tamario muestral mayor.

3.8.3. Region4,7y10

La secuencia consenso generada del contig cuatro presenté un largo similar al
esperado y con 100 % de identidad con la secuencia obtenida previamente. La figura
3.8 muestra la presencia de ambos alelos en la posicién del SNP para los individuos A y

C. Elindividuo B resulté 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 poblacion,
lo que podria ser producto de regiones parélogas. Sin embargo, con la técnica 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 regién 10 present6 dificultades al momento de ser secuenciada con el partidor
directo principalmente porque conienfa una regién poly-A de 15 pb cercana a éste.
La secuenciacién con el partidor reverso generé secuencias de buena calidad que
conformaron un consenso 40 pb méas pequefio de lo esperado. El resultado del
genotipado indica que solo el individuo A es heterocigoto para este marcador (fig. B.4).
Al igual que en el contig cuatro, no se puede determinar si este SNP corresponde a un
MSV o no.

La secuenciacién del contig 7 permitié observar la presencia de ambos alelos sélo

en el individuo A (fig. B.2). También se encontrd un segundo SNP en este individuo

posicionado al inicio del partidor directo en la posicién 23. Los individuos B y C
presentaron una baja calidad en el valor de sefial/ruido observado en esa posicion que
no permitié el genotipado.

La secuencia consenso generada para este locus presentd un largo 84 pb mayor al
tamanio esperado de 537 pb (cuadro 3.2). Esto pudo haber ocurrido por la presencia de un
regién poly-T al medio de la secuencia que generd un salto de la polimerasa al momento
de secuenciar. Esto se produce porque la polimerasa se disocia de la regién poly-N y
se reubica en cierta cantidad de pares de bases mas adelante o airds generando ruido y
secuencias de largo variable. La otra razén es que existan mdltiples copias del templado y
que éstas difieran en tamafio, es decir, que hayan ocurrido inserciones y/o deleciones en
alguna de sus copias. Al 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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Figura 3.8: Cromatograma en la region del SNP en el contig 4. La posicion del SNP
esta indicada por la linea blanca, el individuo A'y C son heterocigotos (primera y tercera
secuencia). El individuo B es homocigoto G/G.

g

1T, A

Figura 3.9: Cromatograma en la region del extremo del contig 7. Se observa una serie
de peaks de Citosina (peaks achurados), repetidos a partir de la posicion 45, para mostrar
la evidencia de una insercidn en una de las copias paralogas. Se observa también un SNP
heterocigoto C/T en la posicion 23.
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que en ambos exiremos existen 42 pares de bases exiras 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 mas 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
posicién 46 (los peaks més altos representan el inicio de la secuenciacion) resultando en
una secuencia mas larga que otra. Esto sugiere que la secuencia se encuentra duplicada
y que una de sus copias sufri6 una insercién o delecion. Esta evidencia indica que el SNP
presente corresponde a un MSV, y esta asociado al intrén 2 del gen del receptor olfatorio
VN2R1P.

La duplicacién génica de receptores olfatorios y su organizacion génomica han sido
estudiados. Se estima que en humanos y ratones existen méas de 1000 genes que
codifican para estas proteinas y en D. rerio existen alrededor de 100 (Kratz y col., 2002).
Es interesante notar que, en contraste con el ratén y el pez zebra, en los humanos
una gran proporcién son pseudogenes. La pérdida de estos duplicados en humanos
se atribuye a una dispensabilidad de algln fipo particular de quimiorecepcién. Ademas,
se ha propuesto que los salmones utilizan este tipo de receptores para retornar, luego
de sus movimientos migratorios, a sus lugares de procedencia original, y que por ende

mantienen una alia proporcién de estos genes como duplicados funcionales.

3.8.4. Region 6

La secuencia obtenida para esta regién fue de 227 pares de bases y con buena
calidad para todos los individuos. La secuencia obtenida se comparé con la secuencia
cDNA previamente caracterizada (UniProt ID B5X4Z3) resulitando en 7 diferencias
aminoacidicas. Estas diferencias pueden estar originadas por la naturaleza del tejido

desde donde se obtuvo la secuencia, indicando que existe una variacién intragénomica.
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Los polimorfismos pueden estar dados por la presencia de multiples paralogos
funcionales que difieren en su expresién y localizacién. Estos han sido optimizados para
actuar en tejidos distintos o en distintas etapas del desarrollo (subfuncionalizacion) luego
de haber pasado por un intenso perfodo de seleccion.

En la secuencia investigada se encontraron nueve SNPs. Siete de aquellos resultaron
heterocigotos para todos los individuos (fig. B.1). Sélo uno de estos 7 SNPs corresponde
a una mutacién no sinénima producto de una transversién de guanina por citosina, que
se traduce en el cambio del amino4cido 554 de serina por treonina en la proteina HSP70.
El cambio ocurrido no debiese afectar su funcién debido a que las propiedades quimicas
de ambos amino&cidos son similares.

Sorprendentemente, sélo dos de estos SNPs estaban presentes en el set inicial

de SNPs putativos predichos. Resulta improbable que en el corto tiempo evolutivo de
divergencia se hayan acumulado tantas diferencias nucleotidicas enire los mismos genes
de individuos distintos de la misma especie. Esto sugiere que inicialmente se enconiraron
SNPs producto de la diferencia en la secuencia de dos copias paréalogas (dos clones
distintos) y que realmente existen mas de dos. Una posible explicacion es que la enzima
de restriccién no corté en el lugar donde se encontraban los otros paralogos ya que
presentaban una secuencia distinta en el sitio de corte, al ocurrir esio, no seria posible
alinearlos juntos y, por lo tanto, predecir estos polimorfismos a priori. Para realizar el
alineamiento posterior se consideran sélo como dos paralogos (ssal a y ssal b) al igual
que los descritos previamente en O. mykiss.

La presencia de sélo un individuo heterocigoto para dos de los SNPs, indica ademas
que la presencia de sitios polimérficos entre individuos de la especie sigue estando
presente en regiones duplicadas, confirmando la presencia de MSVs. Ademés, el

resultado esté 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 posicion relativa al consenso de 6 de los polimorfismos encontrados. Los SNPs
en la posicién 80 y 110 corresponden a MSVs ya que presentan sélo 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 parélogas (1 SNP cada 28 pares de bases)
se desvia ampliamente del promedio calculado para Salmo salar (1 SNP cada 600 pb) y

humanos (1 cada 1000 pb).

3.9. Alineamiento Hsp70 y consideraciones finales

La regién con mayor evidencia de presentar multiples copias paralogas es la
correspondiente al gen Hsp70 debido a la presencia de multiples SNPs del tipo PSVs.
En el caso del resto de las regiones secuenciadas, donde el SNP estaba localizado en
secuencia intergénica (intrén, UTR) el nimero de heterocigotos obtenidos en relaciéon con
el nimero de individuos genotipados es variable, por lo que este criterio no es suficiente
para determinar duplicacion. 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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ATTCTGAACGTATCAGCGGTGGACAAGAGCACGGGCAAAGAGAACAAGATCACCATCACC
ATTCTGAACGTATCAGCGGTGGACAAGAGTACGGGCAAAGAGAACAAGATCACCATCACC
ATTCTGAACGTAGCAGCGGTGGACAAGAGCACGGGCAAAGAGAACAAGATCACCATCACC
ATCCTAAATGTGTCGGCGGCGGACAAAAGCACCGGAAAACAGAACAAGATCACCATCACC
TTCCTGAACGTGTCGGCGGTGGATAAAAGTACAGGCAAGGAGAACAAGATCACCATCACC

TTCCTGAACGTGTCGGCGGTGGATAAAAGTACCGGCAAAGAGAACAAGATCACCATCACC
Eokk kb bk F kb ckkok ko kE bk kb bR RRoR R R Rk bk bk ok ok

AACGACAAGGGCCGGCTCAGCAAAGAGGATATTGAGAGGATGGTGCAGGACGCTGACAAA
AACGACAAGGGCCGGCTCAGCAAAGAGGATATTGAGAGGATGGTGCAGGACGCTGACAAA
AACGACAAGGGCCGGCTCAGCAAAGAGGATATTGAGAGGATGGTGCAGGACGCTGACAAA
AACGACAAGGGCAGGCTGAGCAAAGAGGAGATCGAGAGAATGGTGCAGGAGGCCGACAAG
AACGACAAGGGGCGACTCAGTAAAGAAGACATAGAGAGGATGGTGCAGGATGCAGACAAA
AACGACAAGGGGCGACTCAGTAAAGAAGACATAGAGAGGATGGTGCAGGATGCAGACAAA

ERE R R R F k¥ Rk Aokdkokk kok Rk dokokdok dokokokpokdokdokdk g deokskkok

TACAAAGCTGAGGATGACGCACAGAGGGAGAAGATAGCTGCCAAGAACTCCCTGGAGTCG
TACAAAGCTGAGGATGAAGCACAGAGGGAGAAGATAGCAGCCAAGAACTCCCTGGAGTCG
TACAAAGCTGAGGATGATGCACAGAGGGAGAAGATGGCAGCCAAGAACTCCCTGGAGTCA
TACAAAGCTGAAGACGATCTGCAGAGAGAGAAGATTTCTGCCAAAAACTCCCTGGAGTCT
TACAAAGCTGAGGATGATGCCCAGAGGGAGAAGATTGCAGCCAAGAACGGTTTGGAGTCC

TACAAAGCTGAGGACGATGCTCAGAGGGAGAAGATCGCAGCCAAGAACGGTTTGGAGTCC
Fohdddk bbbk kk ko Fhdokok chdokokkkdd b bbokdor ok ok EEEEEE

TACGCCTTCAATATGAAGAGCAGCGTGGAAGACGACAACATGAAAGGC
TACGCCTTCAATATGAAGAGCAGCGTGGAGGACGACAACATGAAAGGC
TACGCCTTCAATATGAAGAGCAGCGTGGAGGACGACAACATGAAAGGC
TACGCCTTCAACATGAAGAACAGTGTGGAAGACGACAACCTGAAAGGC
TACACGTTCAACATGAAGAGTAGTGTAGAAGACCCAAACCTGGCAGGG
TACACATTCAACATGAAGAGTACTGTAGAAGACCCAAACCTGGCAGGG

fodok ko Rokokdkok okokkkokokok * Kok ko okook *dk HoA LR

Figura 3.11: Alineamiento de parte del gen Hsp70 correspondiente a la region
secuenciada. El alineamiento muestra los 9 SNPs encontrados. En celeste se encuentra
la posicién de los PSVs sinénimos, en amarillo la posicién del PSV no sinénimo y en rojo
los SNPs que no resultaron heterocigotos en todos los individuos (MSVs). El alineamiento
muestra también los sitios conservados entre el gen Hsp70 de D. rerio (DR hsp70), del
cDNA previamente caracterizado para S. salar (ssal cdna), de los genes parélogos en
O. mykiss (omyk a y omyk b) y de las dos secuencias putativas de la parte de gen
secuenciado para salmén en este estudio.

64




T ey

y asf, muchos individuos presentarén sélo un alelo debido a que la fijacion de éstos
esta relacionada con la funcionalidad que le entrega la mutacion.

También es probable que las regiones no codificantes no sélo 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, la divergencia
presente entre los duplicados en el genoma del salmén es menor debido a que el evento
es relativamente reciente.

El alineamiento de parte del gen Hsp70, que se muestra en la figura 3.11, muestra las
diferencias y las partes mas conservadas entre fres 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 salménida. Las diferencias
se pueden calcular a partir de la razdn entre el Ka y Ks.

El calculo de la tasa de sustituciones sinénimas Ks y de sustituciones no sinénimas
Ka para las secuencias alineadas en la figura 3.11, y la razén enire estos dos valores
(Ka/Ks) como medida de la seleccién (cuadro anexo A.4) indica que los parélogos de
Hsp70 de O. mykiss han sufrido més variaciones sinénimas en comparacion con los
paréalogos en salmén del Atlantico respecto al ortélogo tnico de Danio (ver cuadro anexo
A.4). En el modelo neutral esto indicaria un tiempo de divergencia mayor, lo que no es
posible bajo la hipbtesis aceptada que ambos pares de parélogos se originaron en el
mismo evenio de duplicacion. Esto indica que la variacién en sitios silentes no siempre
se ajusta a la teorfa neuiral, ya que es posible que exista una preferencia por el uso de
cierios codones distinto en cada especie. También, se ha observado en la literatura que
usualmente cuando el nimero de sustituciones aminoacidicas (Ka) varia entre paralogos,
el valor de Ks lo hace en una medida similar. Esto se aprecia en ambas copias, tanto en

trucha como en salmoén, confirmando la apreciacién que los sitios sinénimos también
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estan bajo seleccion purificadora.

No obstante, el valor de Ks para cada par de paralogos entre si (variante ‘a’ respecto
a 'b’ en ambas especies) es de 0,14 lo que indica que ambos sitios han acumulado
mutaciones sinénimas bajo la misma tasa de sustituciones, a partir del momento de
divergencia de estos paralogos. Esio es consistente con la teoria neutral y permitiria
estimar el tiempo de divergencia de los paralogos con la obtencién de datos més precisos
y un mayor niimero de genes duplicados.

A pesar que estas observaciones son correctas a nivel génico, algunos autores (Hany
col., 2009) han propuesto que la seleccién positiva sélo actlia sobre un pequefio grupo de
aminoécidos en un periodo corto luego de la duplicacién. Considerando esto, es probable
que la tasa Ka/Ks medida no sea representativa del gen completo ya que puede que los
aminoécidos que han cambiado a lo largo de la evolucidén se encueniren en otros sitios
de la proteina no analizados.

Para la validacién de un SNP encontrado in silico es necesario que sélo un individuo
presente la condicidén heterocigota. Los estudios utilizan muiltiples individuos para
determinar una frecuencia alélica en la poblacién y asf darle un uso préactico al marcador.
El uso de un nimero bajo de individuos limita las posibilidades de éxito de la validacion,
debido a que la condicién minima para que se considere como SNP es que el alelo menos
frecuente se encuentre en un 1% de la poblacién, 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 in silico (una tasa de éxito de 66 %) utilizando sélo tres individuos.
Este valor resultaria sorprendente si se considera que estos SNPs corresponden a SNPs
reales y no varianies paralogas, pero, como se ha descrito en la literatura, los SNPs

enconirados en regiones duplicadas presentan una tasa de heterocigozidad mayor. Por

lo tanto, la probabilidad de encontrar individuos heterocigotos (independiente del nimero




de individuos genotipados) es a su vez, mayor.

Esto Gltimo, mas la evidencia enconirada en cada cromatograma analizado para
cada regién, indica que la esirategia utilizada result6 efectiva al momento de capturar
duplicados debido principalmente al éxito con que se validaron los sitios polimérficos
reportados en el ensamblaje. De esta forma, es posible generar una base de datos con
SNPs que corresponden realmente a PSVs o0 MSVs y los cuales deben ser descartados
para el uso como marcadores en estudios de mapeo 0 asociacion. Finalmente, se debiese
generar una lista exahustiva de este tipo de polimorfismos para todas las especies y, asi,

determinar el estado de variacién intragenémica presente en cada una.
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4. Conclusiones y perspectivas

4.1. Genoma del salmon

E| anélisis de las secuencias BES del genoma del salmén permitié determinar que
el porcentaje A+T en esta especie es de 58,1% y de G+C es 41,9 %. Las secuencias
obtenidas representan un 4,9% del genoma total del salmén, de este porcentaje, un
15% se ensamblé en contigs que fueron utilizados para el anélisis posterior. El ensamble
arroj6 25277 contigs con un largo promedio de 895 pb que representan un 0,75% del
genoma total del salmén.

El genoma del salmén presenta un 32% de secuencia proveniente de elemenios
repetitivos al utilizar la base de datos de salménidos. Con las bases de datos de Fuguy D.
rerio este porcentaje diminuye a 5% y 9 %, respectivamente. Esto sugiere una expansion
importante de estos elementos asociado al evento de duplicacién sufrido por las especies
salmonideas. La mayor diferencia enire estas especies se da para los DNA transposones
que corresponden a casi un 16 % del total en comparacion con lo obtenido usando D.
rerio de un 4 %. El nimero de microsatélites, en el que se pueden disefiar partidores, fue
de 1266, siendo los que presentan una secuencia de dinucleétidos repetida los de mayor
presencia.

A priori no es posible documentar el estado duplicado del salmén, sin embargo, de
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los contigs obtenidos existe un 0.5% que presentan una cobertura mucho mayor a lo
esperado (>17), probablemente proveniente de segmentos duplicados en tandem con un
alto ndmero de copias, 0 a la presencia de un gran niimero de transposones. El ensamble
permite observar diferencias nucleotidicas o SNPs, a partir de los contigs que presenten
4 lecturas o mas (parametro establecido en la metodologia), que en total representan

5211 secuencias.

4.2. Seleccion de contigs y validacion experimental

Utilizando el pipeline bioinformético propuesto fue posible generar un set de contigs
con secuencias genémicas provenientes de un Unico individuo de salmén y predecir
a priori un set de SNPs de forma que pudiesen ser validados y genotipados en
distintos individuos. Se enconiraron 4991 SNPs en 1352 contigs, de los cuales sélo 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%). El
resultado de la secuenciacién arrojé 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 validacién de 66 %).

El resultado indica que 6 de estos contigs corresponden a regiones duplicadas. El
set inicial comprendi6é 10 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 algin 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 validacién de los SNPs. En una nueva versién del pipeline se inciuirdn los filtros que

consideren ambos pardmetros.

4.3. Region 6, gen Hsp70

Una de las regiones, el contig 6, presenté 9 SNPs y con la mayorfa de ellos en estado
heterocigoto para cada uno de los individuos. Esto es ejemplo de PSVs, variantes de
secuencias parélogas, donde las diferencias nucleotidicas observadas corresponden a
dos genes paralogos de secuencia similar ubicados en distintas posiciones y que s6lo
difieren en estos nucléotidos. La accién de la presién selectiva sobre la proteina HSP70
produce que la mayoria de estas diferencias se encuentren en posiciones sinénimas.
El patrén observado es caracteristico de genes que no han sufrido mucha divergencia
entre si, ya sea por un corto tiempo evolutivo de separacion o por una fuerte accion de la
seleccién.

Es necesario identificar si las versiones enconiradas del gen Hsp70 representan
diferentes funciones siendo expresadas ubicuamente, o representan la optimizacion de
alguna subfuncién del gen ancestral, expreséndose 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
permitié escapar a la seleccién 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 posicién 554 que cambi6 ef aminoacido serina por treonina debido
a que es el Gnico cambio no sinénimo observado. Esto es poco probable debido a que
las propiedades quimicas de ambos amino&cidos son similares y deben existir multiples

SNPs en posiciones que no fueron exploradas a lo largo de la secuencia del gen.
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El genoma del salmén puede llegar a presentar 8 copias de cualquier gen debido a
las 4 rondas ocurridas. El presente trabajo muestra que al menos existen mas 2 y que
esas copias se encuentran funcionales, lo que concuerda con la hipétesis 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 seleccién (no se
han convertido en pseudogenes), ambos loci siguen sujetos a la seleccion purificadora
que se encarga de eliminar las mutaciones deletéreas de la poblacién y sélo permite

mutaciones sinénimas que no afectan la secuencia de la proteina.

4.4. ldentificacion de regiones duplicadas

Existen multiples métodos y estrategias para la identificacién de regiones parélogas
basados en arboles filogenéticos y homologfa, pero, a la fecha, ninguno ha combinado
el ensamble de secuencias genémicas con la bisqueda de SNPs en un solo individuo.
Todos los modelos actuales de preservacion de genes duplicados estan basados en la
adquisicién de mutaciones que le confieran una propiedad que les permita escapar a la
seleccién purificadora. Estas mutaciones fijadas pueden ser a nivel génico o intergénico
y pueden ser identificadas como SNPs al momento de alinear secuencias parélogas
provenientes de un mismo individuo.

Las metodologias actuales en la bisqueda de SNPs en salmones han tratado
de solucionar la presencia de SNPs duplicados (MSVs o PSVs) intentando generar
partidores mas especificos (método IPEC) o realizando validacién cruzada de SNPs
provenientes de diferentes librerfas de ESTs. Con el primero, los resultados indican que
la validacién mejora sustancialmente pero la estrategia no permite diferenciar si la region
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 validacién cruzada este niimero se redujo a 800, es decir,
s6lo un 11% de los SNPs putativos iniciales. La estrategia empleada en este irabajo
representa una alternativa atractiva para descubrir este tipo de variantes y mejorar la
tasa de validacién de SNPs reales.

La presencia de presién selectiva en paralogos esta exenta de los problemas
que acarrean los test comparativos en términos de estructura poblacional y procesos
demégraficos (Nielsen, 2005). En este caso, la poblacion esta representada por las
mdltiples copias del gen en un Gnico individuo. Si bien este individuo esta bajo los efectos
de ambos procesos, la variacién observada es producto de la fijacién de las mutaciones
producidas al interior de su genoma y no entre genomas de distintos individuos. Ademas,
es necesario desarrollar métodos estadisticos apropiados para la deteccion de fuerzas
selectivas que actiian en regiones no codificantes para obtener una vision mas amplia de

cémo estan actuando estas fuerzas sobre el organismo.

4.5. Variacion intragenémica

Uno de los objetivos de este trabajo es complementar la informacién dada por la
presencia de los SNPs con sus consecuencias funcionales en regiones duplicadas.
El salmén fue elegido por ser una de las especies mas representativas de la familia
salmonidae, que sufrié un evento de WGD relativamente reciente, lo que debiese
reflejarse en una menor divergencia evolutiva y, por ende, una mayor precision en
identificar las mutaciones que llevaron a estos duplicados a preservarse. Ademas,
serfa interesante comparar genes candidatos en especies salmonidas que presenien
resistencia a cierto tipo de enfermedades (gj. Virus ISA) y determinar si existen SNPs
ligados a estos rasgos en loci tinicos o paralogos. Por ejemplo, es probable que el salmon

coho presente variantes, ya sea a nivel de paralogos o genes (nicos, que den cuenta de
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una resistencia mayor al virus ISA, y que puedan ser clasificados como PSVs, MSVs o
SNPs normales a través de la metodologia presentada en esta memoria.

A pariir de esto, es importante incorporar el concepto de variacién intragenémica
individual. A nivel de DNA existe variacidén entre especies, subespecies, poblaciones e
individuos. Es necesario plantearse otro nivel de variacién donde en un mismo individuo
existen dos proteinas que realizan funciones similares, y cuyos genes no provienen de
la misma localizacién cromosémica, pero que en algin momento compartieron la funcion
ancestral, probablemente ubicados bajo un mismo locus que sufri6 una duplicacién. Estos
genes se han especializado para actuar en distintos iejidos o en distintas etapas del
desarrollo y a nivel de secuencia no representan variabilidad entre individuos sino que
simplemente representan la variacion presente en su propio genoma. El gen Hsp70 y

sus copias paralogas representan un ejemplo de ésto.

4.6. Proyecciones

Los duplicados encontrados presentan una alta similitud a nivel de secuencia lo
que permitirfa utilizar la técnica FISH para generar sondas y observar su ndmero
y localizacién en distintos cromosomas. Para esto se requiere seleccionar un mayor
nimero de SNPs para genotipar y asf calcular la razén Ka/Ks entre los duplicados
putativos. De esta forma se podrd identificar los paralogos que estan bajo una fuerte
presién selectiva como en el caso del gen Hsp70 y que, por ende, se encueniran
altamente conservados.

El uso de SNPs como marcadores genéticos esta sujeto a la necesidad de determinar
si estos provienen de regiones duplicadas. La estrategia in silico propuesta considera una
validacién cruzada de los SNPs encontrados bajo el ensamble de secuencias de un sélo

individuo con los SNPs encontrados en mdliiples individuos. Por ejemplo, en estudios de
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mapeo o ligamiento es necesario filirar los SNPs encontrados para quedarse s6lo con los
SNPs reales que provengan de regiones Unicas.

Entonces, una de las proyecciones mas importantes de este trabajo es la posibilidad
de diferenciar SNPs producto de la variacién intergenémica, dada para una poblacion de-
terminada de individuos de cualquier especie, de la variacién intragenémica proveniente
de un s6lo individuo de esa especie. De esta forma, la aplicacién del pipeline descrito
en el presente trabajo, denominado ParalogiT?, se podra combinar con la prediccién de
SNPs en miuiltiples individuos, y asf, generar dos set de SNPs donde los polimorfismos
compartidos en ambos sets se clasifican como SNPs duplicados (PSV o MSV). Sélo los
SNPs reales seran utilizados para estudios de asociacién o mapeo (Fig. 4.1) y los SNPs
duplicados podrén ser identificados para estudios de evolucion y divergencia.

Con las tecnélogias de secuenciacién actuales, donde cada vez es menos costosa
la secuenciacion de un genoma individual, la estrategia propuesta representara un
paso obligado en la prediccion de SNPs in silico. Cada vez sera mas facil diferenciar
variacién intragénomica de las variantes alélicas presentes en distintos individuos de
una especie y se podra realizar un catdlogo individual de los SNPs presenies. Una
vez las secuencias del genoma del salmén estén a disposicién publica, 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 cudles de ellas son las responsables de la preservacion de
los duplicados funcionales, y asf establecer las variantes relevantes a la evolucion de los

organismos, basada en el modelo propuesto por Ohno (1970) 40 afios atras.
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Figura 4.1: Pipeline propuesto para la identificacion de SNPs paralogos y reales. La
figura muestra paso a paso la obtencién de un set de SNPs proveniente de la busqueda
en las secuencias genémicas de un Unico individuo y de miltiples individuos para la
identificacién final de SNPs reales o variantes provenientes de regiones duplicadas.
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Repeat element

Specie DB

D. rerio (%)

T. rubripes (%) Salmonids (%)

Retroelemenis 2.73 1.15 3.68
-SINEs 0.11 0.01 0.54
-LINEs 1.79 0.58 1.79
-LTRs 0.83 0.57 1.35

DNA transposons 4.3 1.98 15.78
Unclassified 0 0.01 4.61
Total interpersed 7.02 3.14 24.07
Simple repeats 1.06 1.15 1.12
Low complexity 0.75 0.77 0.65
Small RNA 0 0 0.01
Minisatellites 0 0 0.03
Total repetitive DNA 8.83 5.05 32.77

Cuadro A.3: Elementos repetitivos. El cuadro muestra el porcentaje presente de esios
elementos a lo largo de los contigs obtenidos, se observa el porcentaje utilizando fres

bases de datos distintas.

Sequence Ka Ks Ka/Ks P-Value(Fisher)
omykb - ssala 0.0477 5.4163 0.0088 7,6e — 40
omykb - ssalb 0.0550 5.4496 0.0101 0
omyka - ssala 0.0591 4.9801 0.0119 2,82e — 38
omyka - ssalb 0.0701 4.3719 0.0160 5,12e — 36
DRhsp70-ssala 0.0887 5.2485 0.0169 0
DRhsp70 -ssalb  0.0951 5.1201 0.0186 0
omyka - DRhsp70 0.0624 2.6548 0.0235 9,1le — 31
omykb - DRhsp70 0.0471 1.7382 0.0271 2,19¢ — 25
ssala - ssalb 0.0052 0.1430 0.0366 5,13e — 06
omykb - omyka 0.0124 0.1491 0.0829 0

Cuadro A.4: Valores y razén entre Ka y Ks. El cuadro muestra los resultados obtenidos
del célculo de Ka y Ks para cada par de genes obtenidos de salmo salar (ssal ay b) y
Onchorhyncus mykiss (omyk a y b) y su ortélogo en Danio rerio (DRhsp70).
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B. Figuras
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Figura B.1: Cromatograma en regién 6. Se muestra la presencia de distintos SNPs en
distintas posiciones a lo largo de la secuencia mostrada.
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Figura B.2: Cromatograma en region del SNP del contig 7. La figura muestra la
posicién del snp y los individuos heterocigotos para este marcador.
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Figura B.3: Cromatograma de region 8. La figura muestra la presencia de multiples
peaks sobrelapados a cada lado de la regién poly-N. Este hecho se puede producir por el
salto de la polimerasa explicado en el texto o por la presencia de dos templados (regiones

paralogas).
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Figura B.4: Cromatograma de la region 10. En la figura se aprecia la presencia de
heterocigotos para el SNP buscado.
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C. Glosario y lista de abreviaturas

BAC : Bacterial Artificial Chromosome, librerfa de clones usando bacterias.

Baja complejidad : Regiones que presentan secuencias corias repetidas sin un
pairén claro ni preciso.

BES : BAC End Sequences, secuencias provenientes de los exiremos de clones BAC.

BioPerl : Proyecto bioinformatico de codigo abierto que permite desarrollar scripts
para el andlisis de datos gendmicos, entre otros.

CDS : Coding sequence, secuencia codificante.

cGRASP : Genome Research in Atlantic Salmon Project Consortium.

CNVs : Copy Number Variation, variacién en el nimero de copias.

Cobertura : Nimero de lecturas de DNA que dan cuenta de la misma posicién
nucleotidica a lo largo de una secuencia.

Contigs : Agrupacién de mas de una secuencias con similitud determinada por el
ensamble.

Cromatograma : También llamado electroferograma. Corresponde al gréfico que
muestra la secuencia de datos producida por una mAjquina de secuenciacién de DNA.

Deriva Génica : Se refiere al cambio estocastico en la frecuencia poblacional de una
mutacion determinada dada por el proceso de muestreo inherente de la reproduccion.

DDC : Duplication, Degeneration, Complementation process, modelo de preservacion
de duplicados por duplicacién, degeneracién y complementacién.

EAC : Escape from Adaptive Conflict, modelo de preservacién de duplicados por
escape del conflicto adaptativo (ver introduccién para referencias).

Elementos Repetitivos : Secuencias de DNA de largo arbitrario repetidas mltiples
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 ocurririan al
azar de una secuencia determinada contra una base de datos especifica. A menor valor
mas significativo el resultado.

Enmsacarar : Término asociado al proceso de identificar cierto tipo de secuencia y
excluirla de los andlisis posteriores, sin perder el contenido de esta.
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Ensamblaje : Proceso inform’Ajtico en el que se comparan multiples secuencias de
DNA 'y se evalda, bajo ciertos parametros, si pertenecen a un mismo grupo o contig.

Fijacion : Situacién en el que una mutacién ha alcanzado una frecuencia de 100 %
en una poblacién natural.

FISH : Fluorescent In Situ Hibridization, técnica de hibridacién in situ por sondas
fluorescentes.

GHM : Gene Homology Matrix, matriz para la blisqueda de homologia enire genes.

Hit Blast : Resultado eniregado por el programa de alineamiento Blast.

Homélogo : En genética se refiere a un par de secuencias que comparten funciones
semejantes y se derivan de un origen comun.

Indels : Insercién 6 duplicacién.

Ks : Tasa de sustituciones sinénimas por sitio sinénimo.

Ka : Tasa de sustituciones no sinénimas por sitio no sinénimo.

LINEs : Long Interspersed Elements, elementos transponibles clase | de secuencia
larga.

LTRs : Long Terminal Repeats. Repeticiones de secuencias corta ubicadas en los
extremos de secuencias transponibles.

MAF : Minor Allele Frequency, frecuencia de la variante alélica en menor proporcién.

Mapa fisico : Mapa generado por el patrén de restriccidon dado en una libreria
gendmica.

MAS : Marker Assisted Selection, seleccién asistida por marcadores.

MSV : Multiple Sequence Variants, variantes producto de sitios polimérficos en copias
duplicadas.

NF : Namero de brazos cromosémicos.

Ortdlogo : El término se refiere a genes que cumplen la misma funcién en diferentes
especies.

Paralogo : El término se refiere a genes que no necesariamente cumplen la misma
funcién pero tienen un origen coman dado por un evenio de duplicacién.

Presion selectiva : Se refiere a cualquier fenémeno externo que altera la capacidad
de supervivencia de un organismo vivo bajo un ambiente determinado.

Porcentaje de variacion : Proporcién de lecturas que dan cuenta de un alelo con
respecto al total de lecturas presentes en una posicién nucleotidica especifica.

Pseudogen : Secuencia nucleotidica 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 : Restriction Fragment Length Polymorphism, polimorfismos producio de
diferencias observadas en el pairén de restriccion.

SINEs : Short Interspersed transposable Elements, elementos transponibles clase |
de secuencia corta.
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Sustitucion sinénima : Cambio de base en una secuencia codificante que no altera
el amino&cido codificado por el codén respectivo.

Sustitucién no sinonima : Cambio de base en una secuencia codificante que altera
el aminoacido codificado por el coddn respectivo.

Script : Conjunto de instrucciones utilizando lenguaje informatico.

Secuencia consenso : Secuencia de DNA (nica y de referencia generada por el
alineamiento de mdltiples lecturas provenientes de una misma regién.

Seleccion natural : Mecanismo evolutivo que se define como la forma en que el
ambiente externo a un organismo, dentro de una poblacién, afecta la reproduccién exitosa
de éste a partir de caracteristicas determinadas.

Seleccion Positiva : Seleccién actuante sobre mutaciones que le confieren una
ventaja adaptativa al organismo.

Seleccion Negativa : Seleccién encargada de eliminar de la poblacién las mutaciones
deletéreas.

Seleccion Purificadora : Seleccién encargada de eliminar de la poblacién las
mutaciones deletéreas o que provoquen un cambio directo en la funcién del gen.

Singletons : Contigs con una lectura.

SNPs : Single Nucleotide Polymorphisms, variantes de secuencia en un sélo
nucelétido.

SSCP : Single Strand Conformation Polymorphism, polimorfismos producto de
diferencias observadas en su estructura secundaria en gel denaturante.

SSR : Short Sequence Repeats 6 microsatélites.

Suite : Conjunto de programas informéticos bajo un mismo nombre representativo.

Tandem : Término asociado a una serie de elementos repetidos consecutivamente.

Touchdown PCR : Protocolo de PCR que incorpora una disminucién de la
temperatura de annealing cada cierto nimero de ciclos.

UTR : Uniranslated Region, regiones no traducidas de los genes.

WGD : Whole genome duplication, duplicacién de genoma completo.

YAC : Yeast Articial Chromosome, librerifa de clones usando levadura.
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