Identificación de regiones con variación en el número de copias en el genoma porcino
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Resumen

En el genoma de diferentes especies se ha descrito un tipo de variación estructural que se caracteriza por la existencia de variaciones en el número de copias (CNVs). A diferencia de los microsatellites y los SNPs, los CNVs han sido poco estudiados en la especie porcina. El objetivo del presente trabajo fue la identificación de CNVs en el genoma autosómico porcino utilizando el sistema de genotipado de Illumina Porcine SNP60 Beadchip. Se analizaron un total de 55 individuos pertenecientes a 4 generaciones del cruce IBMAP. Para el análisis bioinformático se empleó la predicción múltiple de tres programas (cnvPartition v2.4.4, GADA y PennCNV) anotando únicamente los CNVs detectados por lo menos con dos programas y en un mínimo de dos individuos. Nuestros resultados muestran una mayor precisión del software PennCNV para este tipo de estudios. Se han identificado un total de 49 CNVRs, observandose en todos los casos herencia mendeliana.
1. Introducción

En las últimas décadas se han desarrollado nuevas herramientas para el análisis del ADN, que han incrementado sustancialmente nuestra capacidad para caracterizar la variación genética. Así, en el genoma de diferentes especies, además de reorganizaciones cromosómicas, cambios nucleotídicos y variaciones en secuencias repetitivas, se han encontrado numerosas deleciones y duplicaciones con tamaños que pueden oscilar desde kilobases (Kb) hasta megabases (Mb). A este tipo de variación estructural se le denomina variación en el número de copias (CNVs) [1]. Estudios recientes, sugieren que aproximadamente el 5-12 % del genoma humano y el 4,2 % del genoma del perro contiene CNVs 
 ADDIN EN.CITE 
[2-5]
. Se ha demostrado que este tipo de polimorfismo puede afectar la expresión génica, ya sea por la modificación directa de la dosis génica o mediante un efecto posicional. Influye tanto sobre caracteres simples como multifactoriales y contribuye, por tanto, en la variabilidad fenotípica interindividual 


[1, 6-9] ADDIN EN.CITE . 

A diferencia de los microsatélites y SNPs, los CNVs han sido poco estudiados en la especie porcina. Estudios previos han descrito la presencia de CNVs en algunos cromosomas del genoma porcino utilizando microarrays y una aproximación de hibridación genómica comparada (CGH). 
 ADDIN EN.CITE 
[10, 11]
. Una metodología alternativa para la detección de CNVs es el uso de Chips para el genotipado masivo de SNP 
 ADDIN EN.CITE 
[12-14]
, aproximación que, sin embargo, no ha sido empleada hasta la fecha en la especie porcina. Recientemente, la empresa Illumina ha desarrollado el Porcine SNP60 BeadChip que contiene sondas para determinar el genotipo de 62.612 SNPs [15]. Estos SNPs se distribuyen a lo largo de todo el genoma porcino, con una distancia media entre SNPs de 39,6 Kb para los autosomas y 81,3 Kb en el cromosoma X. (Sscrofa9 assembly) 
El principal objetivo del presente trabajo ha sido la identificación a lo largo del genoma autosómico porcino de regiones con variaciones en el número de copias (CNVRs) utilizando el Porcine SNP60 BeadChip (Illumina).

2. Material y Métodos

Material animal. Se analizaron un total de 55 individuos (13 machos y 42 hembras) pertenecientes a cuatro generaciones del cruce IBMAP 
 ADDIN EN.CITE 
[16, 17]
. Esta población se originó al cruzar tres sementales ibéricos de la línea Guayerbas con 31 reproductoras de la raza Landrace. En nuestro estudio analizamos los tres individuos ibéricos fundadores, 24 madres Landrace, 17 F1, dos F2 y ocho animales de un retrocruce. 

Genotipado. La totalidad de individuos fueron genotipados con el Porcine SNP60 BeadChip (Illumina) utilizando el protocolo Infinium HD Assay Ultra (Illumina). Para el análisis de los datos se usó el módulo de genotipado del programa GenomeStudio (Illumina), obteniéndose para todas las muestras un call rate superior a 0.98. El Porcine SNP60 BeadChip está diseñado para genotipar un total de 62.612 SNPs. Sin embargo, en nuestro estudio se seleccionaron 50.572 de estos SNPs que corresponden a cromosomas autosómicos y se conoce su posición en el borrador de la secuencia del genoma porcino (Sscrofa9 assembly).
Análisis bioinformático. 

Inicialmente se realizaron detecciones independientes empleando programas con algoritmos diferentes, primero se utilizó el plug-in cnvPartition v2.4.4 asociado al software GenomeStudio (Illumina). Posteriormente, se exportaron  los estadísticos logRratio (LRR) y B allele frequency (BAF) para ser analizados con el programa GADA (R package for Genome Alteration Detection Algorithm) [18], algoritmo que implementa inferencias Bayesianas para predecir el cambio en el número de copias. A continuación se utilizó el software PennCNV, que integra dentro de su algoritmo cadenas de Markov ocultas (HMM) considerando además la información familiar [19]. Siguiendo las recomendaciones de Winchester y col. (2009), con el objetivo de incrementar la fiabilidad del análisis y disminuir el número de falsos positivos, se empleó la predicción múltiple de estos tres programas. Se anotaron únicamente los CNVs detectados al menos por dos programas y como mínimo en dos individuos. Por tanto, las regiones identificadas pueden considerarse como regiones con variaciones en el número de copia (CNVRs). Debido al limitado número de animales analizado y a la baja densidad de marcadores resulta difícil definir el tamaño exacto de los CNVRs. Para definir el tamaño de un CNVR se ha utilizado sólo la región genómica en la que solapa la predicción del CNV en un mínimo de dos programas y dos animales. 

Análisis de ontología génica  (GO)

La anotación de los genes ubicados dentro de los CNVRs detectados se realizó utilizando la herramienta bioinformática Biomart (www.biomart.org) y la  base de datos del Ensembl (Genes 57 Database, Sscrofa9 Dataset). Las reducciones de la terminología GO (GOslim) fueron obtenidos desde la plataforma AmiGO [20] (http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi) y están compuestas por veintitrés subcategorías incluidas en las ontologías paternas de la especie porcina para procesos Biológicos (datos no mostrados).  Finalmente, los estadísticos del GO fueron calculados utilizando el buscador GOquick browser (http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GMultiTerm ) [21].
3. Resultados y Discusión

El número inicial de CNVs detectados de forma individual por programas fue de 94 con cnvPartition, 200 con GADA y 84 con PennCNV. Al realizar la predicción múltiple, o sea, considerar sólo aquellos CNVRs detectados como mínimo en dos animales e identificados por lo menos con dos programas, se encontraron un total de 49 CNVRs localizados en 13 de los 18 cromosomas autosómicos. (Tabla 1)
Tabla 1. Descripción de los CNVRs detectados por cromosomas.  

	Cromosoma
	Número de CNVRs
	Tamaño medio (Kb)

	1
	14
	1645,61

	2
	3
	416,51

	3
	1
	145,04

	4
	5
	296,29

	5
	4
	517,37

	7
	4
	205,81

	8
	3
	186,01

	10
	1
	222,48

	11
	3
	516,15

	13
	5
	201,61

	14
	4
	1100,92

	15
	1
	272,49

	17
	1
	109,81


En la Figura 1 se muestra la comparación entre las predicciones múltiples de los programas. El porcentaje de CNVRs identificados por cada programa fue del 44,05 % para el PennCNV, 17 % para el GADA y 31,91 % para el cnvPartition. Resultados similares fueron descritos por Winchester y col. (2009), al comparar diferentes algoritmos para la detección de CNVs, sugiriendo que el software PennCNV es más robusto en la predicción de CNVs a partir de datos generados con plataformas para genotipado masivo de SNPs de Illumina. Además, este programa muestra un menor porcentaje de falsos positivos que los otros programas [22]. 

PennCNV es el software más empleado en la identificación de CNVs a partir de plataformas de genotipado masivo de SNPs, su superioridad respecto a otros métodos puede ser parcialmente explicada por la implementación en su algoritmo del análisis de la información familiar como elemento de validación de los CNVs inicialmente detectados. El bajo porcentaje de CNVRs identificados por el programa GADA podría ser consecuencia de la baja densidad del Porcine SNP60 BeadChip.

Figura 1. Comparación entre el número de CNVRs detectados por programas
                                  
[image: image1]
El tamaño de los 49 CNVRs detectados oscila desde 44,7 Kb hasta 10,7 Mb, con un tamaño medio de 754,6 Kb. La utilización del Porcine SNP60 BeadChip como plataforma para la detección de CNVs permite aprovechar la información generada en proyectos de genotipado de SNPs. Sin embargo, presenta algunas limitaciones como son la baja densidad de marcadores, la no uniforme distribución de los SNPs a lo largo del genoma porcino y la ausencia de marcadores específicamente diseñados para la detección de CNVs. La detección de CNVRs de este trabajo esta sesgada probablemente hacía los de mayor longitud. Esta limitación explica las diferencias encontradas en la longitud mínima de los CNVRs entre nuestro trabajo (44,6 Kb) y el estudio realizado con la técnica CGH (9,3 Kb) [10]. 
Es de esperar que la utilización de plataformas de genotipado de mayor densidad y el análisis de un mayor número de animales de diversos orígenes permita identificar un mayor número de CNVRs y de un tamaño menor. Uno de los CNVRs identificados (CNV35) fue detectado en dos animales mientras que los cuarenta y ocho restantes en tres o más animales, observándose en todos los casos herencia Mendeliana. 
Genes anotados dentro de los CNVRs
La anotación de los genes se realizó con el programa Biomart, encontrándose un total de 153 genes que codifican para proteínas, cuatro miRNA, seis miscRNA, tres pseudogenes, dos rRNA, dos snoRNA y 12 snRNA. Los resultados del GO son similares a los obtenidos en el análisis de CNVs en otros organismos 
 ADDIN EN.CITE 
[4, 5, 23]
. Dentro de los procesos biológicos, las subcategorías más representadas fueron las relacionadas con regulación biológica, procesos celulares, receptores y rutas metabólicas. Catorce de los CNVRs identificados contenía sólo un gen, quince más de uno y veinte no contenían genes. La ausencia de genes en estas regiones puede ser parcialmente explicada por la incompleta anotación de la versión del genoma porcino actualmente disponible (Sscrofa9). La identificación de un CNVR en el cromosoma 8 (CNV45) que contiene el gen KIT demuestra la fiabilidad de la metodología utilizada ya que variaciones en el número de copias de este gen han sido ampliamente caracterizadas y asociadas a la determinación del color blanco dominante en la capa del cerdo. 


[24-26] ADDIN EN.CITE 
No obstante, estudios previos empleando este tipo de aproximación en otras especies describen la identificación mediante técnicas experimentales de falsos positivos y falsos negativos 
 ADDIN EN.CITE 
[5, 9, 27]
. Por ello, será necesaria la validación de los CNVRs detectados mediante PCR cuantitativa en tiempo real.
4. Conclusiones
Se ha evaluado la utilidad del Porcine SNP60 BeadChip para la detección de CNVRs en un cruce entre cerdos Ibéricos x Landrace. Nuestros resultados muestran una mayor precisión  del software PennCNV para este tipo de análisis. Han sido identificados un total de 49 CNVRs, observándose en todos los casos una transmisión mendeliana. 
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