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l. INTRODUCCION

11 ANTECEDENTES

El secuenciamiento o secuenciacion de genomas de especies agropecuarias da pie
a comprender patrones evolutivos y hacer investigacién sobre mejora genética de
rasgos productivos. En afios recientes, se han hecho estudios de caracterizacion
genética (conocidos también como genotipificaciébn o genotipado) en organismos
modelo y especies como aves, caninos, equinos, porcinos y bovinos [1]. En el 2009, el
Consorcio de Andlisis y Secuenciado del Genoma Bovino publicé la anotacion del
genoma bovino Btau 4.0, dando a conocer una longitud estimada del genoma de 2.87
giga pares-base, y aproximadamente 22,000 genes codificantes[2] [3]. Zimm et al
public6 también en el 2009 el ensamble alterno UMD 3.1 del genoma bovino [4]. Ese
mismo afio el Consorcio del Mapa de Haplotipos Bovino (Bovine HapMap) usé como
base la secuencia de una hembra Hereford y secuencias comparativas de seis razas
adicionales para desarrollar pruebas en 37,470 polimorfismos de nucleétido simple
(acronimo en inglés: SNP, “Single Nucleotide Polymorphism”). Las proporciones
intragénicas, intronicas y exonicas de los SNPs fueron 63.74, 34.90 y 1.35 %
respectivamente. Algunos estudios iniciales realizados en base a esta informacion

fueron correlacion entre razas, desequilibrio ligado, tamafio de poblacién efectiva,
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taza de mutacion, heterocigocidad en pares base de nucledtidos, barrido selectivos,
variantes del nimero de copias (“CNV”, o “Copy Number Variation” por su
significado en inglés), y grado de diferenciacion entre subpoblaciones [5]. Las
plataformas de arreglos o matrices de SNPs a gran escala se han usado ampliamente
como paneles de referencia estandar en estudios genomicos. La informacion arrojada
de dichos paneles llevaron a estudios de asociacién de genoma completo (GWA, o
“Genome-Wide Association Study” por sus siglas en inglés) e identificacion de locus
de caracter cuantitativo (QTL por su acrénimo en inglés “Quantitative Trait Loci”)
[6]. Se requieren paneles de densidades de mas de 580,000 SNPs a lo largo de todo de
genoma bovino, para generar estudios profundos de GWA, y realizar ciertos analisis
como la caracterizacion de estructura de bloques de haplotipos [7]. El afio 2010
estuvieron disponibles al publico paneles de mayores densidades. La casa comercial
Illumina ofrecio el panel “Bovine BeadChip Genotyping Array” el cual cubre 777,962
SNPs a lo largo de todo el genoma; por su parte la casa Affymetrix ofrecio el panel
“Axiom Genome-Wide Bos 1 Array” con 648,874 SNPs [8]. Estos paneles
permitieron ampliar la cobertura y mejorar la calidad de estudios y evaluaciones
gendmicas previas.

En contraste con estudios de rasgos en humanos, los modelos de especies
agropecuarias se enfocan mayoritariamente en el fenotipo (que es la manifestacion
externa de un conjunto de caracteres hereditarios que dependen tanto de los genes
como del ambiente) y el mérito genetico (el conjunto de caracteristicas de mayor
interés econdémico, para las cuales un individuo transmite genes a su progenie).
Tipicamente, un estudio de asociacion de genoma completo (GWA) registra un rasgo
de interés en un grupo de individuos, después, dichos individuos son “genotipados”

con un panel de SNPs para detectar asociaciones estadisticas entre el rasgo de interés



y el polimorfismo. Los marcadores validados del estudio de GWA en especies
agropecuarias son usados para seleccionar mejores animales a través de seleccion
asistida por marcadores (“Marker Assisted Selection”, o “MAS” por su acrénimo en
inglés). Uno de los dos tipos de “MAS” utiliza mutaciones causales que fueron
localizadas en genes o regiones regulatorias (por ejemplo, SNPs en regiones
codificantes); el segundo “MAS”, utiliza SNPs que estan en desequilibrio ligado con
locus de caracter cuantitativo (QTL) [9].

El descubrimiento de asociacién de genes y polimorfismos se realiza tipicamente
de dos formas: la primera es realizada “en base a su rol en la fisiologia del rasgo”; el
otro enfoque utiliza marcadores genéticos para asignar genes a una ubicacion
cromosomica y asi estudiar rasgos de interés [9].

Uno de los objetivos principales de los estudios genéticos es entender el papel que
desempefian los polimorfismos y su relacion con determinados fenotipos [10]. Dentro
de las variaciones presentadas en un genoma, se cree que las variantes que tienen
mayor impacto en salud y/o fenotipo son las ubicadas dentro de regiones codificantes,
como los polimorfismos de nucledtido simple no sinénimo (nsSNP: “non synonym
Single Nucleotide Polymorphism™), ya que estos polimorfismos representan un
potencial cambio en la estructura de una proteina, y dada la variacion estructural, dan
pie a un posible cambio en la funcion de ésta [11].

Existen en la actualidad diversas formas de estimar el potencial impacto a
nivel funcional que representan los polimorfismos de nucle6tido simple no sindbnimo
(nsSNP); puede ser analizado por homologia de secuencias, homologia de estructura
proteica, y/o incluir anotacion. Para obtener predicciones de la funcion de proteinas,
se disefiaron metodos como SIFT [12], SNAP [13], y PANTHER PSEC [14] que

utilizan homologia de secuencia; SNPs3D [15], PMUT[16], TopoSNP [17], y



nsSNPAnalyzer [18], que utilizan homologia de secuencia y estructura; y PolyPhen
[19], que usa secuencia, estructura, y anotacion.

En la basqueda de genes involucrados con determinados rasgos, la asociacion
genotipo-fenotipo no conduce directamente a la identificacion de estos. Una
alternativa para trabajar con esta problemaética, es la seleccién de genes candidatos
involucrando una seleccion a priori de genes para anélisis de asociacion basados en
funciones bioldgicas representativas documentadas [20].

Los polimorfismos de nucleotido simple no sinbnimo ocurren con una menor
frecuencia que los sinénimos [21]. Asi mismo, se ha estimado que del 20% al 30% de
los nsSNPs alteran la funcion proteica. Debido a lo antes mencionado, los nsSSNPs
pasan a ser de sumo interés, por su potencial efecto en la funcion de la proteina
codificada y su consecuente influencia en fenotipos de interés [22]. Tomando ventaja
de la informacion arrojada por una de las mas recientes tecnologias de
genetopificacion en ganado bovino, el panel Illumina SNPchip HD que genotipifica
mas de 700,000 polimorfismos, las técnicas existentes de prediccion de estructuras
secundarias de proteinas, la anotacion del genoma bobino UMD 3.1, entre otras

herramientas:

1.2 OBJETIVO DEL PROYECTO
El presente estudio propone un procedimiento de deteccién y analisis de
polimorfismos de nucledtido simple no sinénimo, habilitando la caracterizacion a

priori de informacion disponible antes de estudios de asociacion.



II. MARCO TEORICO

2.1  BOVINOS, ORGANISMO DE ANALISIS

La evolucion humana ha ido de la mano junto con la domesticacion del
ganado. Al emerger la civilizacion moderna esta fue acompafiada por la adaptacion,
sistematizacion y crianza de animales en cautiverio. La domesticacion del ganado
inicio hace algunos 8,000 a 10,000 afios. Desde entonces se han establecido mas de
800 razas de ganado, esto representa un importante patrimonio para la humanidad y
un recurso que le permite a la ciencia la comprension de la genética de rasgos
complejos. A la fecha, entre vacas, ovejas y cabras, hay aproximadamente 3.4 miles
de millones de cabezas de ganado domesticado. Esto provee una fuente mayoritaria de
proteinas para 6.6 miles de millones de humanos en el mundo. Cerca de tres cuartos
de las tierras de cultivo del mundo producen forraje apto para la crianza de estos
rumiantes. Los rumiantes son valorados también por sus pieles, pelo y capacidad de
trabajo. Estos animales son fuente de alimento y proporcionan energia como

animales de tiro.



Dada entonces la importancia de los bovinos en la sociedad surgen las

siguientes necesidades de informacién y tecnologia:

2.2

1) Tener poblaciones de animales con mediciones fenotipicas precisas y sus
muestras de ADN gendmico.

2) Marcadores de polimorfismos de ADN posicionados en todo el genoma.

3) Tecnologia de laboratorio para realizar analisis de una alta densidad de
marcadores.

4)  Algoritmos y métodos para el andlisis de datos genotipicos y

fenotipicos.

SECUENCIACION DEL GENOMA Y MAPA DE HAPLOTIPOS (HAPMAP) EN LOS
BOVINOS

A través de centros de investigacion y universidades, varios paises unieron

esfuerzos y el 2004 generaron dos consorcios con el fin de secuenciar el genoma y

crear un mapa de haplotipos (conocido como HapMap) del ganado bovino.

e The Bovine Genome Sequencing and Analysis Consortium.
e The Bovine HapMap Consortium.

Las metas comunes de ambos consorcios fueron: Contribuir a la salud

humana. Ofrecer mejor conexién entre el ADN de los humanos y otras especies.

Expandir el entendimiento de los procesos evolutivos. Mejorar la salud animal con la

aplicacién de métodos basados en genoma. Deteccién de genes que afectan las

caracteristicas de rendimiento productivo (ejemplo: calidad y cantidad de leche

producida). Estudiar la diversidad genética del organismo. Seleccién y prediccion

gendmica.



En abril del 2009, inicié una secuencia de publicaciones sobre los resultados
de estos trabajos. Se publicé la secuencia del genoma bovino junto con més de veinte
trabajos de investigacion sobre la caracterizacion de la estructura genética de la
especie. El articulo publicado por “The Bovine Genome Sequencing and Analysis
Consortium* en la revista Science [2], dicta que “En la anotacion Btau 4.0, se coloco
el 95% del total de la secuencia genémica en los 30 cromosomas. El tamafio estimado
del genoma es de 2.87 Gpb. En consenso, el conjunto de genes codificadores de
proteinas del Btau 3.1, consiste en 26,835 genes con una validacion del 82%. Con
esta base, se estima que el genoma bovino contiene al menos 22,000 genes
codificadores de proteinas. EI genoma bovino y sus recursos asociados facilitara la
identificacion de novedosas funciones y sistemas regulatorios de gran importancia
en mamiferos, y podra proveer herramientas para mejora genética en las industrias
lechera y de carne.” Asi mismo, “The Bovine HapMap Consortium” publica en la
misma revista [5], “Un ensamblaje de secuencias de lecturas shotgun de una vaca
Hereford y secuencias comparativas muestreadas a partir de seis razas adicionales
fueron usadas para desarrollar sondas de busqueda de 37,470 SNPs en 497
individuos provenientes de 19 razas de diversas procedencias geograficas y
bioldgicas. 14 B.taurus (n = 376), 3 B. indicus (n = 73), dos razas hibridas (n = 48)
dos individuos respectivamente de las razas Bubalus quarlesi & Bubalus bubalis
(divergente de Bos taurus). La proporcion de SNPs en regiones intergenicas,
intronicas y exoénicas fue de 63.74, 34.9, y 1.35%, respectivamente, similar a su
representacion en el genoma. Algunos estudios realizados fueron: Desequilibrio
ligado (asociacion no aleatoria de dos alelos en dos o més loci; Tamafio de
poblacion efectiva (Ne); Tasa de mutacion de poblacion (6); Heterozigocidad de

pares de nucledtidos (r); Métodos para detectar seleccion genomica en el ganado™



Figura 1 - Science, vol. 324, pp. 522-528, April 24, 2009.

2.3 ADN, PROTEINAS Y POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDO SIMPLE NO SINONIMO
La unidad fundamental de todo ser vivo es la célula. Dentro del nicleo de la
célula se encuentra el &cido desoxirribonucleico, conocido como ADN. Esta molécula
contiene toda la informacion que nos define en el aspecto biol6gico como especie y a
su vez como individuos, posee también la informacion necesaria para generar
proteinas que haran diversas funciones en el organismo. EI ADN se compone de dos
cadenas de nucle6tidos enlazadas en una estructura de doble hélice. Los nucledtidos
estan formados por las bases nitrogenadas adenina, timina, guanina o citocina (A, T,
C, G), una pentosa llamada desoxirribosa y un grupo fosfato. Ambas cadenas de la
doble hélice se mantienen unidas gracias a la formacion de puentes de hidrégeno entre
las bases AT o CG. La cadena de ADN (Fig. 2) estd compuesta por aproximadamente

tres miles de millones de pares de bases (pb). La informacion en el ADN esta dividida



en unidades discretas llamadas genes que contienen de 50000 a 100000 nucledtidos.
Los humanos tenemos de 20000 a 25000 genes. A su vez la cadena de ADN es
dividida en 23 pares de paquetes discretos Ilamados cromosomas, de los cuales uno de

sus elementos proviene del padre y el otro de la madre.

Cromosoma
Telomero
Centromero

Célula humana
i
Cilio

Membrana celular

ADN (doble hélice)

Mitocondria N S
Nucleo Y :
A
Cromatida
Telémero

Reticulo endoplasmatico
Aparato de golgi

Esqueleto Azucar-fosfato 2

- I —

\ ! Adenina f l.’
Guanina " |
Nucledtidos o

Citosina
Timina

Figura 2 - La cadena de ADN.

Fuente: Portal Virtual Medical Centre, Australia [23].

No obstante la secuenciacion de diversos genomas, se desconoce todavia
mucha informacién sobre el ADN y sus funciones. Por el momento se conoce la
funcion de solo el 5% del genoma humano, del cual el 1.5% pertenece a la funcion
mas estudiada que es la codificacion de proteinas a partir de los genes codificadores.
El 3% a 3.5% restante pertenece a regiones reguladoras de genes, entre otras
funciones.

Las proteinas son las moléculas de trabajo de la célula y realizan actividades
programadas que son codificadas por los genes. Estas son monomeros lineales que
contienen de diez a varios miles de aminoacidos unidos por enlaces polipéptidos.

Segun su funcién las proteinas son (Fig. 3):
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Tabla 1 - Clasificacion de proteinas segun su funcion.

Funcion
rigidez estructural a

Tipo de proteina
Estructurales

Proveen la
celula.
Controlan el flujo de materiales a

través de las membranas celulares.

De transporte

Reguladoras Actuan como sensores e
interruptores para controlar las
actividades de las proteinas la
funcidn de los genes.

De sefialamiento Transmiten sefiales externas al

interior o exterior de la célula.
Provocan Movimiento.

Aceleran una reaccién quimica.
Fuente: Loadish, Molecular Cell Biology [24].

Motoras
Catalizadoras

Regulacion Sefalizacion
(uoﬁ |x) ‘/
o :\.
Estructurales FUNCION Transporte

/\ .
%\u }/ Motoras ~ Catalizacién GD

N\ .

Figura 3 - Las funciones de las proteinas.

Fuente: Loadish, Molecular Cell Biology [24].

Los bloques de construccion de las proteinas son los aminoacidos. Hay 20
distintos aminoacidos que varian en forma, tamafio, capacidad de diversos tipos de
enlaces, hidrosolubilidad o hidrofobisidad y composicion quimica. Las proteinas de

cualquier tipo de células eucariotas (entre otros organismos) estan conformadas del
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mismo conjunto de 20 amino&cidos.

siguientes:

Los 20 aminoéacidos conocidos son los

Tabla 2 - Aminoéacidos

Arginina y lisina

Carga positiva.

Acido aspartico y Acido glutamico

Carga negativa.

Histidina

Positiva 0 sin carga.

Asparagina y Glutamina

Sin carga pero con cadenas laterales
polares que contienen capacidades de
enlaces de hidrogeno.

Serina 'y Treonina

Similar a la anterior, pero con grupos de
hidroxilos.

Alanina, Valina, Leucina, Isoleucina
y Metionina

Consisten en su  totalidad de
hidrocarbonos, excepto por el aomo de
sulfuro en la metionina y son no polares.

Fenilalanina, Tirosina y Triptéfano

Son cadenas laterales aromaticas “de
bulto”.

Cisteina Puede oxidar para formar un enlace
covalente disulfuro

Glicina El aminodcido méas pequefio, tiene un
atomo de hidrogeno en su grupo R.

Prolina Se “dobla” para formar un anillo

covalente a un &tomo de nitrégeno
(grupo amino) atado al Ceo.

Fuente: Lehninger Principles of Biochemistry 4™ edition [25].

Una proteina funciona adecuadamente Unicamente cuando su estructura final es

la correcta. Las proteinas tienen cinco niveles estructurales. Menciono aqui los

primeros dos (Fig. 4). El nivel primario, que es la simple cadena de aminoacidos. El

nivel secundario, consiste en varios arreglos “espaciales” resultantes de los pliegues

(dobleces) de segmentos de la cadena polipéptida. Hay dos estructuras secundarias

principales, las hélices alfa y las ldminas beta.

Las proteinas son sintetizadas a pa

rtir del ADN, el cual se “transcribe” hacia

ARN pre-mensajero, se depura para dejar unicamente regiones codificantes (exones)

en la cadena dando pie al ARN mensaje

ro, para que esta cadena posteriormente se

“traduzca” en secuencias de tres en tres nucleétidos (llamados codones), a la cadena

final de aminoéacidos que da origen a las p

roteinas.
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(a)
Enlace peptidico

Figura 4 - Niveles estructurales de las proteinas.

(a) Estructura primaria, (b) estructura secundaria, lamina beta, (c) estructura secundaria, hélice alfa,

(d) estructura terciaria, hélice-bucle-hélice, (e) estructura terciaria, dedo de zinc, (f) estructura

terciaria, hélice superenrollada, (g) estructura terciaria, dominios funcionales. Fuente: Loadish,
Molecular Cell Biology [24].

El conjunto de procedimientos por los cuales se codifica este intercambio de
nucledtidos a aminoécidos se le denomina “cddigo genético”. El codon de inicio
indica el punto inicial a partir del cual la secuencia de ARN mensajero se debe
empezar a traducir en aminoacidos. El codon de inicio en los organismos con células
eucariotas es el codon AUG. El codon de paro no se traduce en un aminoéacido, solo
indica la detenciéon de la sintesis de la cadena de ARN mensajero. EXxisten tres
codones de paro: AUG, UAG y UAA. La traduccion de codones de bases a
aminoacidos se encuentra descrita en la figura 5.

Las diferencias genéticas que existen entre individuos de la misma especie son
Ilamadas polimorfismos (ver figura 6), estas variaciones ocurren en la secuencia de un
lugar determinado del ADN entre los individuos de una poblacion. La mayoria de
estas variaciones se presenta en forma de inserciones o borrados de tamafio pequefio,
o en forma de polimorfismos de nucleétido simple. Un polimorfismo de nucle6tido
simple (SNP por su acrénimo en inglés) se refiere a cualquier posicion del genoma en

la cual se segregan dos o mas distintos nucledtidos en una poblacion. Uno de los
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enfoques actuales en la investigacion es el uso de polimorfismo de nucleétido simple
para identificar variaciones responsables a nivel gendmico de diversas variantes

fenotipicas, incluyendo la susceptibilidad a enfermedades.

Segunda Letra
u C A G
uGu u
HHE Fenilalanina HEE Hﬂg Tirozina UGC | Cisteina c
Serina pEEEEIRES L Cadigo d

DR | VS uaa | e |BEILE |4
eUcina (stop codan] I@l Triptéfano G
...................................................... 5

cuu CCU CAU | istidina | |CGU
® o cuc CCC | oL cac | CGC | trginina | C
= cua | M@ llecg T can | CGA A
o cuG CCG CAG | Futaming CGG G

m — —

o AUU : AAU AGU u
@ ALC | Foleueina ﬂgg AAC [fzparagina | |AGC | Serinm c
E I ALUA ACH " Treonina e A

- .- ALD o AGA
o[ feemm, (A ARG | sin | AGG | wanime |
Gal Beido u

G Guc alina Manina O GGC Glici

GUA GCA GAR | feide GGA icina A
GUG GCG GAG | Glutimico GGG G

Figura 5 - El codigo genético.

Fuente: Portal biologia.edu.ar [26].

Los SNP son los polimorfismos més recurrentes en el genoma y ocurren en
promedio un SNP cada kilobase entre los dos cromosomas de un individuo (en el caso
de los humanos).

SNP

AACGGATCGTG...
TTGCCTAGCAC...

AACGAATCGTG...
TTGCTTAGCAC...

Figura 6 - Polimorfismo de Nucle6tido Simple, SNP
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Un polimorfismo de nucleétido simple, SNP, es una posicidn especifica en el
ADN, que contiene un valor de alelo distinto, en al menos 5% de la poblacion.

Fuente: Portal AbacusBio LTD [27].

Una consecuencia de la existencia de un SNP en la cadena de ADN, es que
puede o0 no producir un cambio en la traduccion de las secuencia de ARN mensajero a
la cadena de aminoécidos.

Se les llama polimorfismos sindnimos, silenciosos o neutrales a los
polimorfismos que debido al fenomeno de “degeneracion del codigo genético” (varios
codones codifican un mismo aminoacido) no modifican a la cadena de aminoacidos
resultante en el proceso de traduccién. En contraparte, los polimorfismos no
sindnimos causan una modificacién en la cadena de aminoécidos traducida por el
ARN mensajero. El efecto potencial de esta modificacion de cadena es el cambio en
la secuencia de aminoacidos de una proteina, afectando asi este cambio su estructura,
y debido a que la forma tridimensional de una proteina esta dictada por la secuencia
de aminoacidos, su funcion también es afectada. Un ejemplo del tipo de efectos de
estas variaciones es la enfermedad “anemia falciforme”, donde la sustitucion de A por
T en el codon 6-Glu de la hebra no transcrita (GAG), o de T por A en la hebra
transcrita, conduce a un codon GUG en el ARN mensajero, que codifica Val en lugar

de Glu. Esta tnica mutacion (hemoglobina S, ayB®) es la causa de dicha enfermedad.
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2.4  TECNOLOGIAS DE GENOTIPIFICACION DE POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDO

SIMPLE

El descubrimiento y caracterizacion de miles de marcadores SNPs en el
genoma bovino y otros genomas de especies pecuarias trajo como consecuencia una
reduccion en los costos de genotipado. La casa comercial Illumina en Estados Unidos,
puso a la venta a mediados del 2009 el SNPchip50 para capturar un conjunto de
55,609 polimorfismos a lo largo de los 30 cromosomas de los bovinos. Los estudios
de validacién de este chip muestrearon 565 individuos de 19 razas distintas, ubicadas
alrededor de mundo. EI SNPchip50, en solo unos meses se convirtié en el estandar
para realizar estudios genéticos de las razas de ganado B.taurus[6] . EI 2010 Illumina
ofrecio el SNPchip HD. Muestrea mas de 777,000 SNPs a lo largo de todo el
genoma, con intervalos de 3.47Kb en promedio. La validacion se hizo en 639

individuos en las razas: 20 B. taurus, 3 B. indicus y 4 razas hibridas [28].

SNPchips D Dl Il . i
WGA sin PCR 1 1 (]

5 (=l = = | ] [ ] i

200ng de ADN genémico U i $

Hibridacién del AND

Tecnologia BeadChip
— b
a4 ddNTP

@ Del ADN alos datos es un proceso de 3 dias

@ Proceso totalmente automatizado

www.illumina.com

Figura 7 - Proceso automatico de deteccion de multiples SNPs
Proceso automatico de deteccion de multiples SNPs a través de la tecnologia BeadChip ofrecida por la

casa comercial lllumina. Fuente: Portal lllumina.com [29] .
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2.5 HERRAMIENTAS ADICIONALES

25.1 LENGUAJE DE PROGRAMACION PERL

Perl es el lenguaje computacional mas usado en analisis de informacion
bioldgica, es de libre acceso, multiplataforma, permite conexion directa a bases de
datos y es extensible (hay mas de 500 mddulos de aplicacion). Este lenguaje es muy
adecuado para indagar informacion de busqueda de patrones de cadenas y es muy
potente en busqueda de expresiones regulares. El modulo de aplicacidon BioPerl es una
de las herramientas mas potentes de este lenguaje en el ambito bioldgico vy
bioinforméatico [30]. Este mddulo de libre acceso, es capaz de ejecutar analisis y
procesar resultados de operaciones tan complejas como busquedas especializadas de
secuencias y proteinas entre otras; ejecutar traducciones, BLAST, ClustalW; acceso a

bases de datos especificas tales como GenBank, SwissProt, Kegg, NCBI, etc.

2.5.2 PREDICCION DE LAS ESTRUCTURAS SECUNDARIAS DE PROTEINAS.

Jpred 3 es una herramienta de prediccion de estructuras secundarias de
proteinas. El servidor Jpred corre bajo el algoritmo de prediccién Jnet el cual combina
multiples redes neuronales [31]. Este algoritmo provee predicciones de tres estados,
ya sea: hélice o, lamina B, 0 bobina; presenta una precision de 81.5%. Utiliza
secuencias de aminoacidos como informacion de entrada, estas pueden ser sometidas
de manera Unica o mdltiple, y los resultados de prediccion son obtenidos
posteriormente via correo electrénico o via web en forma de texto, HTML, PostScript,
PDF o editor JalView [32]. Cuando se hace prediccion de una sola cadena de
aminoacidos, Jpred 3 utiliza PSI-BLAST con el marco de referencia UniRef30.
Después por redundancia, se filtra el alineamiento utilizando un modelo escondido de

Markov (HMM). Los perfiles de una matriz de puntajes de posicion especifica
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(PSSM) y el perfil del HMM son usados como entrada. Cuando se procesan multiples

secuencias solo se procesa el perfil del HMM.

2.5.3 BASESDE DATOS

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) es una base de datos
que alberga informacion sobre las funciones y utilidades de alto nivel de sistemas
bioldgicos, como la célula, organismos y ecosistemas, a un nivel molecular, dados las
grandes escalas de informacién generadas por los Ultimas tecnologias de salida
masiva. Esta base de datos nos permite acceso en un mismo portal a informacion
sobre, genes, genomas, ortologias, rutas bioldgicas (pathways), farmacos y
compuestos relacionados con dichas rutas, entre otros. Asi mismo, proporciona su
propio modulo de programacion (API), herramienta Perl que permite obtener
informacidn de esta base de datos en una manera mas sencilla en el caso de multiples

busquedas [33].
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I1l. METODOLOGIA

3.1 DETECCION Y SELECCION DE LOS NSSNPS DE ANALISIS.

La deteccion de nsSNPs se basé en la informacién provista por el SNP chip
BovineHD de Illumina. El archivo de salida del equipo de genotipado masivo, es un
archivo en formato estandar CSV. La informacion provista por el archivo de salida
contiene: nombre asignado al polimorfismo (que permite identificar también si es un
SNP no antes analizado por el panel SNPchip 50), cromosoma en el que esta
posicionado, coordenada del polimorfismo (locus), y secuencia fuente (cadena de
flanqueo anterior + [valor del alelo “Wild Type”/ valor variante del alelo] + cadena de

flanqueo posterior), ver figura 8.

Name |Chr Coord |SourceSeq

ARS- CTCAGAAGTTGGTCCCCAAAGTATGTGGTAGCACTTACTTATGTAAGTCATCACTC

BFGL- AAGT[A/GIATCCAGAATATTCTTTITAGTAATATTTITGTTAATATTGAAATTTTTAAA

BAC-10172{14 6371334 |ACAATTGAAA

Figura 8 - Renglon de informacion del archivo de salida de la maqguina de genotipado
masivo. Fuente: USDA.
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Ya que este archivo contiene 783,163 renglones (uno por SNP), por motivos
de simplificacidn y organizacion de la informacidn, se separ6 toda la informacion en

30 distintos archivos (uno por cada cromosoma).

Se inspeccionaron todos los alelos (valores basales de los SNPs) y sus cadenas
de flanqueo (oligonucle6tidos) anterior y posterior, leyéndolos en sus seis posibles
alternantes, positivo en 1™-2%-3" y negativo o reverso en 1-2%-3" hase de inicio en
el codon, en sus posiciones (locus) especificas. Este primer paso se realizé tomando
cada uno de los polimorfismos y analizando las secuencias de nucleétidos antes
mencionadas (cadena de flanqueo anterior + alelo + cadena de flanqueo posterior) con
valor de base en su forma comtn (“wild type”) y variante, en cada una de las seis
alternantes. Este procedimiento genera doce secuencias a ser analizadas para cada
SNP, 6 alternantes Wild Type, y sus respectivas variantes. Posteriormente, cada
alternante es traducida de cadena de nucle6tidos a cadena de aminodcido, se define al
SNP como no sinénimo cuando se presentan diferencias entre las secuencias de

aminodcidos traducidos de los valores Wild Type y variantes (ver figura 9).

CTCAGAAGTTGGTCCCCAAAGTATGTGGTAGCACTTACTTATGTAAGTCATCACTCAAGT
Pl, ComunAATCCAGAATATTCTTTTAGTAATATTTTTGTTAATATTGAAATTTTTAAAACAATTGAAA
Traduccionl R W SPKYVVALTYVSHHSSNPEYSFSNIFVNIEIFKTIE

PI, CTCAGAAGTTGGTCCCCAAAGTATGTGGTAGCACTTACTTATGTAAGTCATCACTCAAGT
Variante |GATCCAGAATATTCTTTTAGTAATATTTTTGTTAATATTGAAATTTTTAAAACAATTGAAA
Traduccionll RSW SPKYVYVALTYVSHHSSDPEYSFSNIFVNIEIFKTIE

Figura 9 - Deteccion de nsSNPs. Cadenas alternantes y traduccion de secuencias.
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Una vez detectados los SNPs no sindnimos se procede a ubicarlos dentro de la
anotacion del genoma UMD 3.1. La anotacion del genoma completo se encuentra
contenida en un formato llamado gff, que es un registro de extensiones que puede ser
usado para identificar subcadenas o secuencias bioldgicas [34]. Los campos
utilizados de este archivo describen: Nombre de la secuencia, caracteristica (gen,

exon, CDS, coddn de inicio, codon de paro), inicio y fin (figura 10).

HFHEType DNA GKOOODOL . 2
FETwpe DRA O GKOOOOOL . 2
GKOOOOO01L .2 gene 20372 25558 +
GKOOOO01L. 2 gene &ool83 arlls —
GKOOOO001L . 2 gene FO01L92 71121 —
GKOOOOO01L . 2 gene 124635 179713
GKOOOO01L. 2 exon 178433 179713
GKOOOO0O0L . 2 aexon 1LISS7F5 18084
GKOOOO001L . 2 exon 1L3IFS834 137959
GKOOOO01L. 2 exon 137158 137264
GKOOO0O0L . 2 exon 1LIS8S20 126000
GKOOOOO01L . 2 exorn 124635 125014
GKOOOO01L. 2 CDS 178433 179713
GKOOOO0L . 2 Chs 1I8&75 1 IE084

Figura 10 - Informacion de la anotacion UMD 3.1 extraida del formato gff.

Fuente: The Bovine Genome Sequencing and Analysis Consortium.

Una vez ubicados los nsSNPs dentro de la anotacion, se detectd sobre qué
campo caracteristico recae el SNP: gen, exén, CDS, codon de inicio o coddn de paro.
Una vez ubicados los SNPs dentro de estos campos, el criterio de seleccion de los
nsSNPs previamente detectados fue el de elegir todos los valores que recaen en “Gen”
y”otra clasificacion” simultdneamente.

La informacion de entrada/salida y procesos de esta primera fase son descritos

en las figuras 11, 12 y 13.
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Informacion de Entrada:
Archivos “csvflancos#.txt”

Figura 11 - PASO 1

Formacion de secuencias de andlisis a partir de los “flanking sequences”, valores comin (wild type) y
variante de todas los SNPs. Genera todos los posibles alternantes Positivo o Fwd 1, 2, 3y Reversa 1,
2, 3. Deteccién de nsSNPs V1.3.2

Informacion de Entrada:
Archivos
*Antchri#Hereford.txt
*nssnpinfoS#.csv

Figura 12 - PASO 2

Posicionamiento de todos los nsSNPs dentro del genoma UMD 3.1
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Una vez determinadoﬁ
los nsSNPs dentro de la
anotacion se clasifican
como cds, exon, start,
Informacion de entrada: stop, gen. Se seleccionan
Archivos los nsSNPs dentro de la

*antchri#Hereford.txt anotacién que se sitden *Estadisticas-tipo-
sinfo-an-ns-#-S.csv dentro de las

nssnps.xls
I .f. 0 i, 7 l-) .
clasificaciones “gene” y +Estadisticas-

“otra clasificacion” clasificacion-

simultaneamente. simultanea.xls
ns-tipo.pl /

Figura 13 - PASO 3

Seleccion de nsSNPs de estudio. Todos los valores que recaen en “Gen” y “otra clasificacion”
simultaneamente.

3.2  DETECCION DE LOS NSSNPS QUE AFECTAN ESTRUCTURA SECUNDARIA.

Una vez seleccionados los nsSNPs de analisis, el siguiente paso del
procedimiento propuesto es detectar cuales de estos polimorfismos causan un cambio
en la estructura secundaria que generan las secuencias de aminoacidos “wild type”
con respecto a sus mismas secuencias en forma variante. Dadas las ventajas que
ofrece el sistema JPRED 3, como lo son, sometimiento mdltiple de cadenas, relativa
alta velocidad de procesamiento y alta precision de prediccion (81.5%), se determino
utilizar este sistema para la tarea de prediccion de estructuras secundarias de las
secuencias de aminoacidos. El ingreso de informacion se realiz6 por medio del portal
www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/advanced.html, perteneciente a la universidad

Dundee del Reino Unido (Figura 14).
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L C | [1 www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/advanced.htm
) Scogle [ Global Online Enroll... [ 0 Motificaciones 41 [ 0 MNotificaciones Facebook [l Tiempo Mexicali - C... &7 Inbox () [

NERSIT.
e Yo,

) r The
= e Barton
1 ti t Group
DUNDEE ncorporating Jne

Advanced Jpred

Paste your sequence data here: neio
APAFSVSPASGASDGERSVSVSVARAGETYYIAQCAPVGGRDACNPATATSFITDASGA. . .

Or upload a file: gz

Seleccionar archivo | Mo se eligié archivo

Select type of input: pais
Single Sequence: © Raw/Fasta © Batch Mode
Multiple Alignment: © MSF © BLC @ Fasta

Figura 14 - Jpred 3

Fuente: Portal Jpred 3 de la Universidad de Dundee, Reino Unido [32].

La forma de ingreso de secuencias se realiza transfiriendo archivos FASTA
de no méas de 200 secuencias por archivo. Posteriormente, los resultados de prediccion
se obtuvieron via correo electronico en forma de texto y fueron procesados para
detectar los cambios de estructuras secundarias.

La informacion de entrada/salida y procesos de esta segunda fase son descritos

en las figuras 15 y 16.
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Informacion de Entrada:
Archivos
*Snpcodificantes-#-S.csv

Recepcion de
predicciones via correo
electrénico

Figura 15 - PASO 4

Someter a prediccion de estructuras secundarias todas las secuencias de analisis seleccionadas
previamente en su forma comdn y variante, para todos los alternantes.

Informacién de entrada:
Archivos
*Snpcodificantes-#-S.csv
*Predicciones-#-
strand.csv

*Est-cambio-
estructura.xls

Figura 16 - PASO 5

Deteccion de cambio de estructuras secundarias a partir de las predicciones generadas.
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3.3  ASOCIACION CON RUTA BIOLOGICA Y/O FARMACOS Y COMPUESTOS

RELACIONADOS CON LA RUTA.

Concluida la fase de seleccion de los polimorfismos de analisis, la siguiente
etapa del estudio permite asociar los polimorfismos con fenotipos. Esta asociacion se
hace automaticamente a través de programacion Perl y programacion Perl con
interface KEGG [33]. Via programacion Perl, se obtienen los NUmeros de
Identificacion NCBI de los genes (GenelD) a donde corresponden los polimorfismos
previamente seleccionados. Obtenemos esta informacion a partir de la coordenada del
polimorfismo y ubicandola en la anotacion UMD 3.1. Por simplificacion de proceso,
una vez obtenidos estos identificadores de gen, se genera la lista especifica de genes a
ser buscados en la base de datos KEEG para obtencion de fenotipo, ya que varios

polimorfismos se encuentran ubicados dentro de un mismo gen (ver figuras 17 y 18).

- . 'a
Informacion de entrada: Obtener GenelD (NCBI)a

Archivos partir de la anotacion
*Antchri#Hereford.csv geneidextractor.pl
(generar csv en lugar de txt) \ Y,

Informacion de entrada: & ) ., I
. Vinculacion con los
Archivos .
. nsSNPS previamente
esnpcambioestuctura-#- N
seleccionados.

S.csv Asociaciongeneid-snp.pl
*Geneneidchr#.csv £ £

Figura 17 - PASO 6.1

Asociacion de proteinas con los SNPs via “Kegg” y“GO”.
(Obtencion del identificador del gen y vinculacion con los nsSNPS previamente seleccionados)
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Informacion de entrada:
Archivos
*Geneid-snpcambio-#-
S.csv

Figura 18 - PASO 6.2

Asociacién de proteinas con los SNPs via “Kegg” y“GO”.
(Obtencion de listas Unicas por cromosoma de los genes que van a ser analizados)

Con las listas de los identificadores de gen “GenelD” generadas, por medio de
la interface Perl:KEEG, se procede a la conversion al identificador de gen Kegg. Se
realiza también la conversion al identificador de gen Uniprot [35]. Se detectan las
rutas bioldgicas (Pathways) sobre las cuales actia el gen. Posteriormente se
identifican los motifs, farmacos y compuestos relacionados con la ruta. El
identificador Uniprot permite que a traves del EBI (European Bioinformatics

Institute) se realice la busqueda de ontologias del gen (GO term). Ver Figura 19, 20 y

Informacion de entrada:
Archivos
*Todosgenes-#.csv

[ Informacion de entrada:

21.

Archivos
*Ncbi-uniprot-#.csv

Figura 19 - PASO 6.3.

Asociacion de proteinas con los SNPs via “Kegg” y“GO”.
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Figura 20 -Asociacion Via KEGG

Figura 21 - Asociacion con funcién Via GO

27




IV. ANALISISY DISCUSION DE RESULTADOS

Se desarroll6 un procedimiento secuencial (“pipeline”) que utiliza las 783,163
posiciones de los SNPs muestreadas por el panel lllumina BovineHD SNP chip a
través de sus correspondientes secuencias de flanqueo, la anotacién del genoma
bovino UMD 3.1, y los valores de alelo comtn (“wild type” o alelo ancestral) y alelo
variante derivados de genotipificar mas de 150 animales de razas B. taurus y B.
indicus y tres grupos externos [28], para formar seis hebras legibles (lecturas
alternantes), realizar la traduccién ADN-Aminoacido, y detectar los nSSNPs dentro de

los 30 cromosomas del genoma bovino.

4.1 DETECCION DE NnSSNPS EN TODOS LOS POSIBLES ALTERNANTES

El SNP chip BovineHD contiene en promedio 26,105 nsSNPs por cromosoma,
en total genotipa 783,163 SNPs en todo el genoma[28]. Dado el total de SNPs
contenidos en el panel, el primer paso consistid en detectar cuantos de estos 783,163
son no sindnimos en sus distintos seis alternantes positivos o reversa (P1, P2, P3 'y
R1, R2, R3). Podemos observar en la Tabla 3 que en el genoma completo, mas del

90% en las alternantes P1,P3,R1 y R3 resultaron tener traducciones no sinénimas,
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mientras que en las alternantes P2 y R2, menos del 20% resultaron no sindnimas.
Podemos observar que cuando el polimorfismo se encuentra en la parte central del
codon, tiene una probabilidad aproximada a 0.2 ser un polimorfismo no sinénimo.
Por otro lado cuando el SNP se encuentra en un extremo, independientemente del
sentido de la lectura, tiene una probabilidad mayor al 90% de ser un polimorfismo no
sinénimo. Esta variabilidad presenta un comportamiento esperado debido a que en el
codigo genético existen aminoécidos que son codificados por mas de un coddn
distinto, y la mayor variabilidad en dichos codones se encuentra en las posiciones de

los extremos del codon.

Tabla 3- Promedio de nsSNPs por lectura a lo largo del todos los cromosomas.

Alternante positivo Alternante Reverso
1" posicién | 2%posicién | 3™ posicién | 1™ posicién | 2%posicion | 3™posicion
nsSNPs | 24609.63 4054.63 25535.10 24892.47 4334.33 25167.80
(promedio)
% 94.31 15.31 97.85 95.37 16.39 96.49

Las columnas representan la posicion del nsSNP en el codon generador del aminoacido. Los renglones
representan el promedio de nsSNPs en genoma completo, y el porcentaje de SNPs que fueron
clasificados como nsSNPs.

El cromosoma uno resulto contener la mas alta cantidad de nsSNPS en todo el
genoma, 195457; mientras que el cromosoma 25 contuvo la menor cantidad, 53695
(La Tabla 3 muestra los promedios de nsSNPS encontrados, la Tabla 4 contiene la
informacién de nsSNPs por cromosoma en todas sus alternantes). La razon de tener
mas polimorfismos en el primer cromosoma es debido a que el cromosoma 1 es en

tamario el més grande de los 29 cromosomas autosomales del organismo de estudio.
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Tabla 4 — Cantidad de nsSNPs por lectura en todos los cromosomas.

Alternantes Positivas

Alternantes Reversas/Negativas

1% posicion | 2% posicién | 3% posicion | 1™ posicion | 2% posicién | 3% posicién Total
Chr1l | 44143 7776 45774 44615 8125 45024 195457
Chr2 | 38053 6464 39455 38488 6907 38806 168173
Chr3 | 33930 5629 35182 34310 5978 34646 149675
Chr4 | 33252 5635 34526 33637 6114 34032 147196
Chr5 | 33277 5503 34498 33610 5854 33881 146623
Chré | 33671 5871 34924 34174 6333 34417 149390
Chr7 | 31568 5206 32805 31977 5633 32310 139499
Chr8 | 31943 5425 33049 32318 5789 32603 141127
Chr9 | 29531 4972 30607 29863 5404 30126 130503
Chr 10 | 29045 4924 30201 29428 5155 29760 128513
Chr 11 | 30383 4886 31576 30780 5151 31147 133923
Chr 12 | 25090 4325 26032 25378 4608 25637 111070
Chr 13 | 22591 3456 23395 22810 3662 23065 98979
Chr 14 | 23558 3917 24429 23844 4275 24122 104145
Chr 15 | 23677 4013 24648 23993 4138 24317 104786
Chr 16 | 23069 3664 23926 23321 3946 23580 101506
Chr 17 | 21117 3377 21982 21431 3612 21675 93194
Chr 18 | 18507 2846 19200 18710 3018 18995 81276
Chr 19 | 18030 2589 18774 18240 2920 18514 79067
Chr20 | 20372 3368 21167 20602 3583 20849 89941
Chr21 | 20150 3150 20926 20397 3348 20700 88671
Chr22 | 17159 2596 17775 17307 2908 17531 75276
Chr 23 | 14552 2193 15116 14749 2402 14992 63934
Chr24 | 17708 2819 18356 17874 2968 18179 77904
Chr25 | 12348 1662 12804 12406 1846 12629 53695
Chr 26 | 14501 2363 15034 14637 2397 14835 63767
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Chr 27 | 12576 2026 13021 12710 2217 12807 55357
Chr 28 | 12450 2005 12912 12558 2144 12738 54807
Chr 29 | 14094 2247 14585 14216 2387 14454 61984
Chr X | 37944 6732 39373 38390 7253 38733 168425

Las columnas representan la posicion del nsSNP en el codon que genera el aminoacido. Los renglones
representan el nimero de nsSNPs por lectura, por cada cromosoma.

4.2

NSSNPs DENTRO DE LOS LIMITES DE LA ANOTACION DEL GENOMA BOVINO
UMD3.1

Los nsSNPs detectados, se posicionaron (coordenada o locus) dentro de los

limites de la anotacion UMD 3.1. El promedio de nsSNPs que recae en una 0 mas

categorias dentro de la anotacion fue de 43,44%, mientras que el resto no recayd en

ninguna categoria (ver Gréafica 1).

Gréfica 1 - Porcentaje de nsSNPs dentro de la anotaciéon UMD3.1

100% -
80% -
60% -
- nsSNPs fuera
de anotacion
40% -
- nsSNPs dentro
20% - de anotacidn
0%
PO|P1|P2 RO|R1|R2
Porcentaje

Porcentaje de nsSNPs a través del genoma completo para todas las alternantes. P1, P2, y P3
corresponden a alternantes positivas; R1, R2, y R3 corresponden a alternantes negativas o reversa.
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Se analizo la clasificacién de cada nsSNP contenido en la anotacion y se
calcul6 la frecuencia de aparicién por cada categoria. Resultdé que, a través del
genoma completo, para todos las 6 alternantes, 94.41% de los nsSNPs recaen en la
categoria de Gen (Gene), 3.5% en exon, 2.15 en region codificadora (CDS), 0.0019%
en codon de inicio (Start Codon) y 0.001% en codon de paro (Stop Codon)
respectivamente (Gréfica 2). Las tablas 3 y 7 muestran la descripcién de cantidades
para cada cromosoma, la gréafica 2 muestra los porcentajes de nsSNPs que recaen

dentro de la anotacién UMD 3.1.

Gréafica 2 - Incidencia dentro de la anotacion UMD 3.1

100% +
99% -
98% -

97% - m Cododn de paro
96% - H Coddn de inicio
0, .
95% m CDS
94% -
93% - W Exon
0
92% - B Gen

91% -
90% T T T T T 1
PO P1 P2 RO R1 R2

Porcentajes de nsSNPs encontrados en el genoma completo por alternante dentro de los rangos de la
anotacion.
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Tabla 5 - Porcentajes por categoria de la anotacion UMD 3.1 en todas las alternantes
de los nsSNPs (Porcentaje total en genoma completo).

Alternantes Positivas Alternantes Reversas/Negativas
1% posicion | 2% posicién 1" posicién 2% posicion 1" posicién 2% posicién
Gen 7418.23 1250.23 7512.93 6900.23 1064.73 7162.97
(93.33%) | (95.07%) | (93.28%) | (93.20%) (95.99%) (93.17%)
Exén 320.63 40.77 326.83 304.43 29.57 317.10
(4.03%) (3.16%) (4.17%) (4.23%) (2.70%) (4.24%)
CDS 209.37 24.10 214.07 198.63 14.93 207.90
(2.63%) (1.83%) (2.66%) (2.68%) (1.35%) (2.70%)
Codon de 0.133 0.000 0.133 0.133 0.033 0.133
inicio (0.0017%) | (0.00%) | (0.0017%) | (0.0018%) | (0.003%) | (0.0017%)
Codén de 0.100 0.033 0.100 0.100 0.000 0.0667
paro (0.0013%) | (0.0025%) | (0.0012%) | (0.0014%) (0.00%) (0.0009%)
Gen + otra 300.53 40.40 312.40 291.50 28.47 303.67
(4.10%) (3.27%) (4.21%) (4.28%) (2.71%) (4.29%)

Las columnas representan la posicion del nsSNP en el codon que genera el aminoacido. Los renglones
representan el porcentaje total en genoma completo que recaen dentro de cada una de las categorias de
la anotacion (Gen, Exon, CDS, coddn de inicio, coddn de paro, y Gen mas otra categoria).

Los polimorfismos de seleccién para analisis fueron todos los nsSNPS

detectados que recayeron dentro de los limites de la anotacion UMD 3.1 en la
clasificacion “gene” y simultdneamente en alguna de las categorias adicionales. Este
criterio de selecciébn nos permitira que los polimorfismos seleccionados estén
localizados dentro de regiones codificantes, y asi, que estos tengan efecto en la
funcion de la proteina. La grafica 3 muestra las cantidades promedio de nsSNPs
encontrados en el genoma para todas las alternantes, y las cantidades promedio de
nsSNPs que recayeron en categorias simultaneas de la anotacion. Las alternantes PO,

P2, RO y R2 tienen aproximadamente 400 SNPs que recaen en clasificaciones
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simultaneas, P1 y R1 tienen aproximadamente 45 polimorfismos en clasificacion

simultanea.

Gréfica 3 - Incidencia simultanea dentro de la anotacion UMD 3.1: “gene” y "otra

simultanea”.
R2 406.1 Total nsSNPs
| 9967.7
/1 52.27 Total nsSNPs
| 1679.
RO 392.2 Total nsSNPs
| 9849.8 mGeny
411.4 Total nsSNPs  clasificacién
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b1 39.70 Total nsSNPs .
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9738.8
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Se muestra los porcentajes de nsSNPs encontrados en el genoma completo por alternante dentro de los
rangos de la anotacion, y los porcentajes de nsSNPs que recayeron dentro de clasificaciones
simultaneas dentro de la anotacién.

En promedio, la cantidad maxima de nsSNPs encontrados dentro de los
limites de la anotacion pertenecié a las alternantes P2, teniendo 10103.20
polimorfismos. EI minimo encontrado fue para las alternantes P1, resultando con
1528.37 nsSNPs. El porcentaje para clasificacion simultanea varia del 2.60% (P1) al
4.07% (P2/R1). La Tabla 5 muestra los porcentajes por categoria de la anotacion
UMD 3.1 en todas las alternantes de de los nsSNPs (Porcentaje total en genoma
completo). La tabla 3 también expone los porcentajes de polimorfismos que recaen en
seleccion simultanea dentro de la anotacion (ultimo renglén de la tabla), esto es al
seleccionar polimorfismos que estan situados dentro de un gen y en una region

codificante (exon, cds, codones de inicio 0 paro), nos aseguramos que nuestro
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polimorfismo seleccionado previamente sera traducido. Este grupo de polimorfismos

fue seleccionado para realizar el resto del andlisis.

4.3 NsSSNPS QUE AFECTAN LA ESTRUCTURA SECUNDARIA EN EL

OLIGONUCLEOTIDO TRADUCIDO

Las cadenas de amino&cidos traducidas por medio de BioPerl, para
cada polimorfismo previamente seleccionado en sus formas “wild type” o comun y
variante, se sometieron las a prediccion de estructura secundaria por medio del
sistema Jpred 3. Cabe mencionar que mas de 135,000 secuencias de aminoacidos
fueron sometidas a prediccion de estructura secundaria en 675 distintos archivos
FASTA, y que, dados los limites de procesamiento del servidor Jpred 3 de 10,000
secuencias 0 menos por dia, el tiempo total de procesamiento en este paso para el
estudio en particular fue de 15 dias.

Una vez procesados los resultados de prediccion, se detectaron las posibles
variaciones de estructura por medio de programacién en Perl. Posteriormente, se
seleccionaron todos los nsSNPs que causaron un cambio a nivel de su estructura
secundaria ya que hay una probabilidad més alta de que estos den origen a cambios en
la funcion de la proteina, y eventualmente estén relacionados a un fenotipo especifico.
En promedio 67% de las alternantes P1 y R1 causaron cambios en sus estructuras
secundarias. Las alternantes que causaron los menores porcentajes de cambios en
estructura secundaria fueron las PO/RO. La grafica 4 nos muestra las cantidades
porcentuales por alternante de nsSNPs que causaron cambio en las estructuras
secundarias. La Tabla 6 muestra los cambios de estructura secundaria por

cromosoma/alternante.
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Gréafica 4 — Cambios de estructuras secundarias por alternante.

75.00
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Cambio de Promedio | Total G+ | SC
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/ estructura PO 56.35 394.9 222.5
60.00 i
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55.00 alternante P2 60.14 411.4 247.4
50.00 . . . . . . RO 57.65 392.3 226.1
PO p1 P2 RO R1 R2 R1 69.32 52.27 36.23

R2 62.65 406.1 254.4

Cantidades porcentuales por alternante de nsSNPs que causaron cambio en las estructuras secundarias.
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Tabla 6 - Cambios de estructura secundaria por cromosoma/alternante.

Alternantes Positivas

Alternantes Reversas/Negativas

1" posicién 2% posicién

3" posicion

1" posicion

2% posicién

3™ posicion

G+ sC % G+ sC % G+ sC % G+ sC % G+ | sC % G+ sC %
Chr1 510 300 58.82 46 31 67.39 528 | 335 | 6345 | 513 | 296 | 57.70 65 48 7385 | 522 | 352 | 67.43
Chr 2 545 336 61.65 56 37 66.07 571 | 346 | 60.60 | 541 | 325 | 60.07 76 49 64.47 | 560 | 353 | 63.04
Chr3 677 380 56.13 70 43 61.43 701 | 430 | 61.34 | 686 | 384 | 55.98 89 59 66.29 | 692 | 442 | 63.87
Chr 4 380 214 56.32 31 16 51.61 394 | 238 | 60.41 | 382 | 243 | 63.61 48 36 75.00 | 389 | 245 | 62.98
Chr5 619 354 57.19 95 68 71.58 661 | 399 | 60.36 | 630 | 363 | 57.62 78 48 6154 | 649 | 413 | 63.64
Chr 6 371 220 59.30 39 21 53.85 377 | 230 | 61.01 | 370 | 202 | 54.59 59 41 69.49 | 379 | 228 | 60.16
Chr7 712 391 54.92 70 50 71.43 735 | 442 | 60.14 | 716 | 387 | 54.05 89 59 66.29 | 726 | 446 | 61.43
Chr 8 497 268 53.92 52 28 53.85 512 | 284 | 55.47 | 485 | 268 | 55.26 69 46 66.67 | 505 | 317 | 62.77
Chr 9 285 165 57.89 30 17 56.67 306 | 200 | 65.36 | 295 | 175 | 59.32 35 24 68.57 | 301 | 203 | 67.44
Chr 10 502 308 61.35 55 38 69.09 515 | 315 | 61.17 | 503 | 287 | 57.06 60 46 76.67 | 514 | 341 | 66.34
Chr11 483 284 58.80 45 30 66.67 509 | 297 | 5835 | 486 | 279 | 57.41 68 44 6471 | 501 | 321 | 64.07
Chr12 221 126 57.01 19 11 57.89 238 | 145 | 60.92 | 229 | 136 | 59.39 28 19 67.86 | 232 | 156 | 67.24
Chr 13 462 269 58.23 49 33 67.35 478 | 289 | 60.46 | 461 | 259 | 56.18 78 54 69.23 | 476 | 308 | 64.71
Chr 14 299 161 53.85 29 19 65.52 317 | 186 | 58.68 | 308 | 151 | 49.02 44 31 70.45 | 314 | 185 | 58.92
Chr 15 443 245 55.30 55 37 67.27 457 | 282 | 61.71 | 447 | 262 | 5861 65 48 73.85 | 455 | 280 | 61.54
Chr 16 392 218 55.61 41 24 58.54 406 | 238 | 58.62 | 397 | 228 | 57.43 46 33 7174 | 401 | 249 | 62.09
Chr17 356 183 51.40 19 10 52.63 373 | 228 | 61.13 | 361 | 217 | 60.11 30 19 63.33 | 360 | 202 | 56.11
Chr 18 531 293 55.18 61 38 62.30 559 | 346 | 61.90 | 358 | 314 | 87.71 7 56 7273 | 556 | 329 | 59.17
Chr 19 610 341 55.90 66 44 66.67 627 | 341 | 5439 | 617 | 345 | 5592 87 64 7356 | 628 | 371 | 59.08
Chr 20 198 108 54.55 11 9 81.82 213 | 130 | 61.03 | 209 | 108 | 51.67 20 11 55.00 | 203 | 128 | 63.05
Chr21 302 168 55.63 30 19 63.33 318 | 187 | 58.81 | 301 | 159 | 52.82 35 29 8286 | 310 | 194 | 62.58
Chr 22 314 159 50.64 27 18 66.67 324 | 184 | 56.79 | 316 | 178 | 56.33 35 24 68.57 | 320 | 179 | 55.94
Chr 23 389 216 55.53 38 27 71.05 413 | 259 | 62.71 | 402 | 237 | 58.96 43 33 76.74 | 405 | 254 | 62.72
Chr 24 204 113 55.39 15 11 73.33 213 | 124 | 5822 | 210 | 108 | 51.43 22 15 68.18 | 214 | 143 | 66.82
Chr 25 326 168 51.53 28 15 53.57 328 | 179 | 5457 | 312 | 179 | 57.37 49 33 67.35 | 323 | 189 | 5851
Chr 26 189 109 57.67 20 14 70.00 193 | 130 | 67.36 | 188 | 107 | 56.91 28 15 5357 | 190 | 124 | 65.26
Chr 27 139 78 56.12 12 9 75.00 147 95 64.63 | 143 91 63.63 23 16 69.57 | 146 99 67.81
Chr 28 182 109 59.89 19 13 68.42 187 | 110 | 58.82 | 182 | 100 | 54.95 32 20 6250 | 182 | 116 | 63.74
Chr 29 246 136 55.28 17 15 88.24 260 | 146 | 56.15 | 251 | 138 | 54.98 27 19 70.37 | 257 | 155 | 60.31
Chr X 463 256 55.29 46 35 76.09 482 | 307 | 63.69 | 469 | 258 | 55.01 63 48 76.19 | 474 | 311 | 6561

Cada renglon representa un cromosoma. Cada cromosoma muestra las cantidades de seleccionadas en

clasificacion “simultanea” (G+), y la cantidad de cambios en estructura secundaria observados (SC).
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Tabla 7 — Cantidad de nsSNPs por cromosoma que recaen dentro de las distintas categorias de la anotacion UMD3.1

Alternantes Positivas

Alternantes Reversas/Negativas

1" posicion 2% posicion 3" posicion 1" posicion 2% posicion 3" posicion

G E C St | Sp | G+ | G E C St [ Sp | G+ | G E Cc St | Sp |G+ |G E ¢ St | Sp | G+ | G E C St | Sp| G+ | G E ¢ St | Sp | G+
Chr1 16331 524 351 0 0 510 2743 49 26 0 0 46 16959 543 363 0 0 528 16521 528 348 0 0 513 2892 65 33 0 0 65 16658 537 359 0 0 522
Chr2 15641 581 403 0 0 545 2557 58 32 0 0 56 16184 607 416 0 0 571 15791 574 396 0 0 541 2790 85 50 0 0 76 75991 596 410 0 0 560
Chr3 14728 708 419 0 2 677 2385 71 31 0 0 70 15232 732 434 0 2 701 14869 718 424 0 1 686 2602 89 50 0 1 89 15013 724 431 0 2 692
Chr 4 15389 404 279 2 0 380 2521 35 22 1 0 31 15963 418 292 2 0 394 15546 402 279 2 0 382 2811 53 35 0 0 48 15701 413 287 2 0 389
Chrs 13679 642 407 0 1 619 2167 97 51 0 0 95 14158 684 430 0 1 661 13815 651 407 0 1 630 2360 82 51 0 0 78 13914 672 425 0 1 649
Chr6 12917 403 253 0 0 371 2082 40 15 0 0 39 13375 410 259 0 0 377 13107 400 252 0 0 370 2330 63 32 0 0 59 13200 409 261 0 0 379
Chr7 12149 742 500 1 0 712 1850 73 41 0 0 70 12651 763 513 1 0 735 12312 742 500 1 0 716 2084 91 56 0 0 89 12472 755 504 1 0 726
Chr8 12048 507 332 0 0 497 1907 53 23 0 0 52 12422 521 345 0 0 512 12124 495 329 0 0 485 2013 69 38 0 0 69 12274 515 342 0 0 505
Chr9 10116 297 193 0 0 285 1594 31 12 0 0 30 10478 319 209 0 0 306 10282 308 201 0 0 295 1812 35 16 0 0 35 10330 313 209 0 0 301
Chr 10 12142 508 354 0 2 502 2024 55 25 0 0 55 12624 523 357 0 1 515 12304 515 342 0 2 503 2134 58 35 0 0 60 12453 522 355 0 2 514
Chr 11 12586 503 325 0 0 483 1909 47 22 0 0 45 13082 530 345 0 0 509 12738 506 330 0 0 486 2128 68 37 0 0 68 12937 522 340 0 0 501
Chr 12 7914 230 149 0 0 221 1326 21 10 0 0 19 8199 248 165 0 0 238 8016 239 159 0 0 229 1454 29 16 0 0 28 8118 242 159 0 0 232
Chr 13 9999 479 283 0 0 462 1507 50 21 0 0 49 10343 494 296 0 0 478 10096 477 280 0 0 461 1633 79 39 0 0 78 10197 493 293 0 0 476
Chr 14 8619 317 218 0 0 299 1381 29 13 0 0 29 8932 338 235 0 0 317 8714 328 225 0 0 308 1551 45 28 0 0 44 8789 335 235 0 0 314
Chr 15 9382 451 325 0 0 443 1514 55 30 0 0 55 9729 465 333 0 0 457 9487 455 324 0 0 447 1610 65 43 0 0 65 9632 462 329 0 0 455
Chr 16 9632 408 275 0 0 392 1528 42 19 0 0 41 10019 422 286 0 0 406 9772 411 280 0 0 397 1645 46 25 0 0 46 9866 417 284 0 0 401
Chr 17 8242 377 248 0 0 356 1207 19 14 0 0 19 8552 394 261 0 0 373 8361 382 257 0 0 361 1335 32 22 0 0 30 8446 381 252 0 0 360
Chr 18 8065 554 365 2 0 531 1181 62 35 1 0 61 8372 582 383 2 0 559 8156 561 369 2 0 358 1292 49 51 0 0 7 8293 577 383 2 0 556
Chr 19 9521 641 395 0 0 610 1314 81 52 0 0 66 9931 658 410 0 0 627 9647 648 401 0 0 617 1526 102 66 0 0 87 9821 659 407 0 0 628
Chr 20 6877 202 138 0 0 198 1092 11 4 1 0 11 7156 219 151 0 0 213 6967 215 147 0 0 209 1245 20 13 0 0 20 7073 209 143 0 0 203
Chr 21 7624 322 204 1 0 302 1142 31 17 0 0 30 7926 339 216 1 0 318 7711 320 204 1 0 301 1252 36 22 0 0 35 7840 331 212 1 0 310
Chr 22 8649 346 242 0 0 314 1220 27 14 0 0 27 8988 360 252 0 0 324 8725 351 246 0 0 316 1423 38 22 0 0 35 8863 355 249 0 0 320
Chr 23 6331 408 248 0 0 389 919 38 14 0 0 38 6566 432 266 0 0 413 6419 421 255 0 0 402 1032 44 20 0 0 43 6498 424 263 0 0 405
Chr 24 6387 210 137 0 0 204 957 15 7 0 0 15 6622 221 144 0 0 213 6453 218 139 0 0 210 1040 22 13 0 0 22 6556 222 144 0 0 214
Chr 25 6179 332 207 0 0 326 811 30 14 0 0 28 6422 334 208 0 0 328 6199 318 198 0 0 312 929 49 25 0 0 49 6323 329 207 0 0 323
Chr 26 6823 208 135 0 0 189 1062 20 7 0 0 20 7081 213 141 0 0 193 6898 207 139 0 0 188 1092 30 16 0 0 28 6984 210 140 0 0 190
Chr 27 3465 145 76 0 0 139 549 12 5 0 0 12 3610 151 80 0 0 147 3513 149 78 0 0 143 622 23 13 0 0 23 3551 152 79 0 0 146
Chr 28 6066 191 126 0 0 182 921 20 10 0 0 19 6268 196 130 0 0 187 6101 190 127 0 0 182 1026 35 18 0 0 32 6194 191 125 0 0 182
Chr 29 6043 258 183 0 0 246 941 17 12 0 0 17 6558 272 190 0 0 260 6093 262 185 0 0 251 990 27 19 0 0 27 6210 269 189 0 0 257
Chr X 12148 497 310 0 1 463 2086 48 27 0 0 46 12658 519 321 0 1 482 12352 501 314 0 1 469 2309 68 38 0 1 63 12459 511 318 0 1 474
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V. CONCLUSIONES

El presente trabajo utiliz6 como base dos recursos principales; el primero fue una de las mas
recientes tecnologias en genotipificacion masiva disponibles en el mercado, el SNPchipHD que
caracteriza mas de 700,000 polimorfismos de nucledtido simple a lo largo de todo el genoma
bovino. El segundo recurso utilizado es la informacion de anotacion de genoma completo en los
bovinos. Ambos recursos estan disponibles en la mayoria de organismos de interés agronémico y
comercial, esto nos permite reproducir el procedimiento secuencial (“pipeline”) en distintas

especies de estudio que cuenten con proyectos de mapas de haplotipos (HapMap).

Las herramientas utilizadas para llevar a cabo el procedimiento son de libre acceso y estan

disponibles en linea.

La caracterizacion a priori de polimorfismos de nucleétido simple no sinénimos es llevada a
cabo generalmente partiendo de un gen causal de un fenotipo, estudiando su secuencia y después

localizando los SNPs responsables de dicho fenotipo.
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La aportacion principal del presente procedimiento propone el camino contrario; partir de
cadenas de oligonucle6tidos ya conocidas en polimorfismos especificos, y detectar los causales
de variacion de estructura a nivel proteina, para asi proponer nsSNPs de estudio mediante
comparacion de secuencias. Esto nos permite una caracterizacion a priori de polimorfismos de
nucleétido simple no sinénimo del organismo de estudio. Cabe mencionar que a la fecha no se
han utilizado las tecnologias de genotipificacion masiva en ninguna especie para la

caracterizacion de nsSNPs.

Una de las ventajas que presenta el método desarrollado es la caracterizacién de
polimorfismos no sindénimos en un genoma completo, definiendo la cantidad de polimorfismos
candidatos a ser relacionados con enfermedades y fenotipos de forma anticipada, por lo que una
vez identificada una enfermedad se tiene un conjunto de posibles polimorfismos a ser

potencialmente relacionados con la misma.

Al realizan estudios evolutivos y de asociacion en distintas especies, este método de
caracterizacion de polimorfismos no sinénimos nos ayudara a identificar genes, segmentos de
genes o codones individuales que presenten presion selectiva de cambio, ayudando a identificar
patrones evolutivos que involucren seleccion positiva (la seleccion natural que favorece los
cambios de aminodcidos) en sistemas de evolucion rapida como lo son patégenos diversos.
Otras aplicaciones de este procedimiento es que puede auxiliar en el desarrollo de herramientas
de investigacion de farmacos, en prediccion de estructuras en proteinas e interpretacion de

secuenciado de genomas.
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5.1

5.2

ProbDucCTOS

La version inicial de baja densidad del presente procedimiento secuencial (basada en el
[llumina SNPchip50) fue propuesta en el Segundo Congreso Nacional de Estudiantes de
Posgrado del Instituto de Ingenieria, presentando el articulo intitulado “ Efecto de los
polimorfismos no sindnimos en la estructura secundaria de las proteinas (Caso de estudio:

Ganado bovino)” [36] y poster. El articulo se muestra en la seccion anexa, “Producto 1.

Se presento la version de alta densidad (utilizando el SNPchipHD) del procedimiento en
el congreso “Plant and Animal Genome XX” en la ciudad de San Diego el mes de enero
del 2012, por medio del poster intitulado “An Approach for Genome-wide
Characterization of nsSSNPs using the Illumina BovineHD SNPchip” [37] . El resumen se

muestra en la seccidn anexa, “Producto 2”.

Tesis para obtener el grado de Maestria en Ciencias con especialidad en Bioinformatica.

TRABAJO FUTURO

Como continuacién del estudio se trabaja en los siguientes proyectos:

1. Asociacion con ruta biologica y/o farmacos y compuestos relacionados con la ruta.

Estudio de Resultados.

2. Articulo sobre el procedimiento secuencial planteado y los resultados obtenidos; a ser

sometido en revista indexada.
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Efecto de los polimor fismos no sindnimos en la estructura
secundaria de las proteinas (Caso de estudio: Ganado bovino)
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Abstract

Omne of the main areas of research in drug development is the study of the three-dimensional
structure of proteins, since it defines its biological function. Recently, there has been an
increased interest in finding the hereditary link of the protein three-dimensional
conformation with the genetic variation of DNA, such information increases the statistical
power in association studies of genes with disease. Non synonymous polymorphisms are a
type of genetic variation that allow us to determine the primary, non epigenetic cause, of
many changes in protein structure between groups of individuals in case and control. We
present a method for identifying non-synonymous polymorphisms, based on genotypes
obtained from commercial SNPchips. The method has been applied to catfle genotype
information, captured with SNPchip50 from Nlumina. This initial analysis will be used to
develop a simulator of the possible evolution paths in organisms with high mutation rate
(virus for example ), and assist in the implementation of personalized medicine strategies.

Keywords: Mon synonymons pol ymorphisms, genotype, SNPchips, protein strocture,
Resumen

Una de las principales dreas de investigacion en el desarrollo de medicamentos es el estudio
de la estructura tridimensional de las proteinas, puesto que esta define su funcidn bioldgica.
Recientemente, se ha incrementado el interés por encontrar el vinculo hereditario de la
conformacién tridimensional de la proteina con las variaciones gendticas a nivel ADN,
cuya informaciin aumenta el poder estadistico en estudios de asociacidn de genes con
enfermedades. Los polimorfismos no sindnimos son un tipo de variacién genética que nos
permite determinar la causa primaria, no epigenética, de muchos de los cambios en la
estructura de las proteinas, entre grupos de individuos de caso vy de control. En este trabajo
presentamos un método para la identificacion de polimorfismos no sindnimos, partiendo de
genotipos captiurado con SMPchips comerciales. El método ha sido aplicado a informacitn
genotipica del ganado Bovino, capturada con el SNPchip50 de la empresa Hlumina. Este
trabajo inicial serd utilizado para desarrollar un simulador de posibles evoluciones de
microorganismos con tasa de mutacidn alta (g). virus), v asistic en la implementacion de
estrategias de medicina personalizada.
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Palabras clave: Polimorfismos no sindnimos, genotipos, SNPchips, estructura de las
proteinas.,

1. Introduceidn

Una de las principales dreas de investigacion en el desarrollo de medicamentos es el estudio
de la estructura tridimensional de las proteinas, puesto que esta define su funcidn bioldgica.
Recientemente, se ha incrementado el interés por encontrar el vinculo hereditario de la
conformacién tridimensional de la proteina con las variaciones genéticas a nivel ADN,
cuya informacién aumenta el poder estadistico en estudios de asociacion de genes con
enfermedades.

Las diferencias genéticas que existen entre individuos de la misma especie son
Namadas polimorfismos (ver figura 1), variaciones en la secuencia de un lugar determinado
del ADN entre los individuos de una poblacion. La mayoria de estas variaciones se presenta
en forma de inserciones o borrados de tamafio pequefio, o en forma de polimorfismos de
nucledtido simple. Un polimorfismo de nucledtido simple (SVP por su acrénimo en inglés)
se refiere a cualquier posicidn del genoma en la cual se segregan dos o mis distinios
nucledtidos en una poblacidn. Uno de los enfoques actuales en la investigacidn es el uso de
polimorfismo  de nuclebtido simple para identificar variaciones responsables a nivel
gendmico de diversas variantes fenotipicas, incluyendo la susceptibilidad a enfermedades
[1]. Los SNFP son los polimorfismos mids recurrentes en el genoma y ocurren en promedio
un SVP cada kilobase entre los dos cromosomas de un individuo.

SHP MNP
-! AAGOGATCOTO .
5-.

GOCIABCAL, .

AACGAATIGTG

TTGOTTAGOAD. .

Figura 1. Un polimorfizme de nucledtido simple, SNP, o una posicidn especifica en el
ADM, gue contiene un valor de alelo dsting, en al menos 5% de la poblacidn.

Una consecuencia de la existencia de un SNF en la cadena de ADN, es que puede o
no producir un cambio en la traduccion de las secuencia de ARN mensajero a la cadena de
aminodcidos. Se les llama polimorfismos sindnimos, silenciosos o neutrales a los
polimorfismos que debido al fendmeno de “degeneracion del cidipo penético™ (varios
codones codifican un mismo aminodcido) no modifican a la cadena de aminodcidos
resultante en el proceso de traduccién. En contraparte, los polimorfismos no sindnimos
causan una modificacidn en la cadena de aminodcidos raducida por el ARN mensajero [2].
El efecto potencial de esta modificacién de cadena es el cambio en la secuencia de
aminodcidos de una proteina, afectando asi este cambio su estructura, v debido a que la
forma tridimensional de una proteina estd dictada por la secuencia de aminodcidos, su
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funcitn también es afectada. Un ejemplo del tipo de efectos de estas variaciones es la
enfermedad “anemia falciforme”, donde la sustitucidn de A por T en el codin 6-Glu de la
hebra no transcrita (GAG), o de T por A en la hebra transcrita, conduce a un codbn GUG en
€l ARN mensajero, que codifica Val en lugar de Glu. Esta Gnica mutacidn (hemoglobina 5,
a:fy ) es la cansa de dicha enfermedad.

En este trabajo presentamos un método para la identificacién de polimorfismos no
sindnimos, partiendo de genotipos capurado con SNPchips comerciales. El método ha sido
aplicado a informacidn genotipica del ganado Bovino, capturada con el SNPchipS0 de la
empresa Illumina. Este trabajo inicial serd wtilizado para desarrollar un simulador de
posibles evoluciones de microorganismos con tasa de mutacion alta (gj. virus), v asistir en
la implementacidn de estrategias de medicina personal izada.

2. Material y Métodos

El andlisis de variacidn en la cadena de aminodcidos provocados por polimorfismos no
sindnimos, se realizd a partir de la secuencia gendmica del cromosoma 6 del genoma
bobine UMD3.1 obtenida de la base de datos NCBI [3] Esta secuencia gendmica se
compard contra el archivo de polimorfismos del mismo cromosoma en la raza Limousine
adquiridos de la prucba con el SNPchip50. Las diversas pruebas involucrando ambos
archivos se programaron en PERL [4]). Asi se sithan los diversos SNFy dentro de la
anotacion y el genoma y se determina si los polimorfismos analizados son no sindnimos.
En ¢l caso afirmativo se simularon a nivel de estructura secundaria los cambios produci dos
con el simulador serafeh protein predictor [ 5).

2.1. La anotacion UMD 3.1 del genoma bobino

Ensamblar penomas completos conlleva modificaciones segln lo requiera el andlisis v
actualizaciones de la informacidn. La versidn del genoma bovino utilizada en este andlisis
&5 la anotacidn UMD3.1. Fue publicada el 2009 y es de libre acceso a través de NCBI[6].

2.2, El cadigo genético

El conjunto de procedimientos por los cuales se codifica el intercambio de nucledtidos
{ARN mensajero) a aminodcidos se le denomina “eddign genético™ [7]. El codin de inicio
(AUG en células encariotas) indica el punto inicial a partir del cual la secuencia de ARN
mensajero se debe empezar a traducir en aminodcidos. El coddn de paro no se traduce en un
aminodcido, sélo indica la detencidn de la sintesis de la cadena de ARN mensajero. Existen
tres codones de paro: AUG, UAG v UAA La traduccidn de codones de bases a
aminodcidos se encuentra descrita en la figura 2. Los 20 aminodcidos son: fenilalanina
(PHE/F), serina, (Ser/S), tirosina (TveY), cisteina (Cys/C), leucina (Lew'L), prolina
(Pro/P), histiding (HisH), triptéfano (Trp/W), arginina (Arg/R), glutaming (GlniQ),
isoleucina (IleT), treonina (The/T), aspamgina (Asn/N), lisina (Lys/K), metionina
(Met'M/comienzo), valina (Val'V), alanina (Ala/A), dcido aspdrtico (Asp/D). glicina
(Gly/G) v dcido ghitdmico (GIWE). Basada en esta informacion se traduce la secuencia
gendmica seleccionada del genoma UMD?3.1 en la cadena de aminodcidos final. Asi mismo
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se reemplazan los valores de los polimorfismos no sinénimos de frecuencia de alelo mayor
y de frecuencia de alelo menor, y se hacen las traducciones con dichos remplazos.
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u lca | =ina Cidigode | [IGA |Cedico e A
uua UcG | UAA | =T | parada ")
UUG  Leusna Um s Gosknt W Trigtdano G
cw ccy CAU | itidine | (CGU
g c E$ L mina ggﬁ RN | ... CGC | arginina z
2 cuG CCG (C:% Clutarina G
[
1™ AAL u
L ﬁ% Enleacing Rg - AAC | feparaging Sena C
.E A AUA - ACA Trwarirs ,:A—:A.n_. A
o | Ao (0 ARG | LS |IAGG | wanm | g
%AU Aado U
GUU GCU F e GGU
6 | GUC g GCC  yanina ﬁ plion GGC i S
GUA GCA GAR | do GG A s A
GUG GCG 9_&._ Glitamicn GGO ‘ a
Figura 2. El o6digo genético.

2.3. Genotipos del cromosoma 6 capturados en la raza Limousin con el Bovine SNP
chip 50

La empresa Illumina, en colaboracién con la USDA y las universidades de Missoun y de
Alberta desarrollo el BovineSNP50 BeadChip, este hace pruebas para 54,609 pruebas de
SNPs a través del genoma completo. Este habilita estudios de genética comparativa, entre
otros [8]. En el 2009 se publicaron los resultados del estudio hecho en ganado bobino con
el BivineSNP50 para comprobar la utilidad de la prediccion gendémica asociada. Se
genotiparon 12,591 toros y vacas de distintas razas bajo esta plataforma y por condiciones
de restriccién se quedaron en caso de estudio 5,503 individuos [9].

2.4. Lenguaje de programacién Perl
Perl es el lenguaje computacional mas usado en andlisis de informacién biologica, es de

libre acceso, multiplataforma, permite conexién directa a bases de datos y es extensible
(hay mas de 500 mddulos de aplicacion). Este lenguaje es muy adecuado para indagar
informacion de bisqueda de patrones de cadenas y es muy potente en bisqueda de
expresiones regulares [10]. El procedimiento de determinacion de las diversas cadenas de
aminodcidos fue el signiente:
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Se programd un codigs en Perl para obtener todos los rangos en el cromosoma 6
a partir del archivo UMD3.1.gff. La informacidn extraida se guardd en forma de
tExto.

Usando archivos de polimorfismos del cromosoma 6 para la raza Limousine, se
desarrollo un programa en Perl. Con este se identificaron los SNPs heteroci gotos,
se obtuvieron las posiciones de los polimorfismos, las frecuencia de alelo mayor,
frecuencia de alelo menor, v s genero un archive de texto con dicha
informacidn.

Usando el archivo de informacién UMD3.1, se identificd la posicién de los
polimorfismos v sus frecuencias de alelo mayor vy alelo menor. Con esta
informaciin se realizo un tercer programa que realiza lo siguiente:

Primero, ubica cuantos SNPs recaen dentro v foera de los rangos establecidos en
la anotacidn. Estos resuliados se reflejan en la tabla 1 de la seccidn de Resultados.
Una de de las salidas que este programa genera es informacion sobre la ubicacion
de los polimorfismos, los cuales pueden caer en: exdn, CIOS, gen, coddn de pare
o codin de inicio. Los polimorfismos que caen dentro de estas categorias, fueron
contados de forma individual. Los resultados se muestran también en la tabla 1 de
la seccion de resultados.

Otra salida de este programa indica las posiciones de cada polimorfismo que cayd
dentro de las categorias. Esta informacidn se puardd en un archivo de texto
independiente.

Una salida adicional del programa describe: El nimero de rango, que tipo de
informacidn contiene, inicio de rango, final de ranpo, posicidn del primer SNP,
frecuencia de alelo mayor, frecuencia menor, v asi sucesivamente para cada SNP
contenido dentro de las cateporias descritas,

Analizando la salida anterior, se observd que el rango que contiens mayor
cantidad de polimorfismos es el rango nimero 3,057, Se obtuvo un archivo en
formato FASTA de la secuencia gendmica perteneciente a este rango, de la base
de datos NCEIL

Un cuarto programa en Perl genera los archivos FASTA con las secuencias de
nucledtidos originales v las sustitociones de “frecuencia de alele mayor™ y
sustituciones de “frecuencia de alele menor™.

Un quinto programa traduce las secuencias de nucledtidos a aminodcidos.

Por razones de limite de aminodcidos del simulador de estructuras, se obuvieron
secuencias de 100 aminodcidos, iniciando en la posicidn del primer cambio,
menos dos aminodcidos, hasta donde ocurrid el primer cambio, mas 98
aminodcidos, paratodas las cadenas de nucledtidos.
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2.5, Simulador de estructuras secundarias Scrafch Protein Predicior

La prediccidn de la estructura de una proteina ha sido un gran reto en la biologia
computacional. Se han creado diversas herramientas bioinformiticas disponibles en
internet, que son de libre acceso. El simulador utilizado foe “Seratch profein predictor”,
dste simulador integra métodos de aprendizaje computacional, patrones evolutivos, librerias
fragmentadas de la base de datos “profein data bank™ (PDB) v funciones energéticas para
predecir caracteristicas estructurales. Uno de los diez modulos de simulacion contenidos en
Serateh protein predicfor”es el mbdulos SSproB, este tiene una eficiencia estimada del
63%. Las clasificaciones de salida son: H: hélice alfa, G: hélice 3-10-, I: hélice pi (inusual),
E: hebra extendida, B: puente beta, T: giro, S: doblez, C: “the rest”f5]. Bajo este modulo
se sometieron diversas secuencias de aminodcidos de forma directa en la pdgina web de
este simulador, v posteriormente se recibieron las simulaciones via correo electronico.

3. Resultados y Discusion

3.1, Polimorfismos situados dentro de los rangos de anotacidon

El primer paso del andlisis consistid en determinar si los S¥FPs del cromosoma 6 registrados
para la raza Limousine se sithan dentro de los miltiples rangos dictados en la anotacidn del
penoma bovino (UMD3.1). Segin es descrito por el estindar GFF en el tercer campo de
informacidn [11], dentro del archivo de anotacidn, las secuencias pueden recaer en: gen,
exdn, secuencia codificadora de ADN, coddn de inicio o codén de paro. Este primer paso
nos dio comoe resultado que: de 2,186 SNPr polimdrficos, s6lo 789 (36.14%) caen dentro de
los rangos establecidos, v de estos TEE SAPy un 1009 estdn situados dentro de genes (ver
tablal).

Tabla 1. Polimorfismo s sitados dentro de los rangos de anotacidn.

Polimorfismos fuera de rango Polimorfismos dentro de rangos
1,394 T8
63.85% 36.14%
Tipo de secuencia del rango Caniidad — Porcentaje
Regidn codificadora de ADN 0 — 0%
Exin 0- 0%
Gen 789 — 100%
Codin de inicio 0— 0%
Codén de paro 0—0%

3.2, Proteina de estudio

Una vez analizados los diversos locus de los polimorfismos v sus lugares dentro de la
anotaciin, se determind que el rango donde se situaron méis SVPs foe el de las posiciones
33,473,221 al 33,809,586, Dentro de este rango cayeron 59 polimorfismos. De estos 59
polimorfismos, 33 SNPs provocaron vatiacion en los aminodcidos de la cadena final en la
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secuencia de frecuencia de alelo mayor, asi también, estos mismos polimorfismos cansaron
31 variaciones de aminodcidos en la secuencia de frecuencia de alelo menor (ver figura 2).
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Figura 5. Polimorfismos sindnimos v no sindnimos,

3.3. Cambios en la estructura a nivel secundario

Utilizando el simulador scrafch protein predicior se sometieron las secuenciass de
aminodcidos de la traduccion de la secuencia original, la secuencia con las sustituciones de
frecuencia de alelo mayor v la secuencia con las sustituciones de frecuencia de alelo menor
(ver tabla 2). Se presentan aqui los cambios provocados por el primer polimorfismo no
sindnimo en ambas cadenas. En el caso de frecuencia de alelo mayor el primer
polimorfismo se sitlia en el aminodcido nimero 6,155, cambiando un triptéfanc de la
secuencia original por una lencing. Este cambio de aminodcido no genero un cambio en la
simulacion de la estructura secundaria. Para la secuencia de frecuencia de alelo menor el
primer polimorfismo estd situado en el aminodcido nimero 5,904, cambiando un dcido
ghitimico por una glicina. El simulador presenta dos cambios en la estructura secundaria,
originalments se tienen 2 giros v en la sustitucién se muestran dos “the rest™ (segin lo
define el médulo S5pro8 del simulador “scrafch ™).

Tabla 2. Variacién en s secuencias de aminodcidos v estructuras socundaria. Los cambios remarcados en
gris. “FAMs", Frecuencia de alelo mayor, “FAMe™ Frocuencia de alelo menor.

Secuencia | Secuencia de aminodcidos

Original LEWMYFHSE SITNKENCFFEVT CAILNIVPFTLRNY SSFYFTRMLSIPKL
FaMa LFLMYFHSESITNKEENCFFEVTCAILNIVPFTLRNYSSFYFTRNLSIPEIK

| Original GREGYVERLHVELPFPAVFOOVNVEKCFTTTOHVIY SLAINHFFSFSETP

FAMe GRGGVKRLHVRLPFPAVFQQVNVEKCFITTQHVIVSLAINHFFSFTETP

Secoencia | SECUENCIA DE ESTRUCTURAS SECUNDARIAS

| Original CEEEEEECSEECCHTTCEEEEEEHEE EEECEEEEECCEEEEEETCCHHH

FAMa CEEEEEECSEECCHTTCEEEEEEHEEEEECEEEEECCEEEEEETCCHHH
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| Original CCITEEEEEEECCCCHEE EEEEHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEECCS

FaMe

CCCCEEEEEEECCCCHEEEEEEHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEEECS

4. Conclusiones y Recomendaciones

En este trabajo, se demostrd de manera didéctica que una sola variacién en la secuencia de
nucledtidos de las plantillas de ADN es suficiente para causar cambios en la estructura final

de una

proteina. Este andlisis se sigue trabajando para obtener simulaciones de estructuras a

nivel terciario, v también para simular cambios con sustituciones aleatorias o establecidas
por el nsnario.
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0217 An Approach for Genome=-wide Characterization of nsSNPs using the Illumina BovineHD
SNPchip

Patricia Carvajal-Lopez , Universidad Auténoma de Baja California, Mexicali, Mexico
Lakshmi K Matukumalli , NIFA, USDA, Washington, DC

Curtis P, VanTassell , USDA-ARS, Bovine Functional Genomics, Beltsville, MD

Rafae| Villa-Angulo , UABC, Calexico, CA

SNPs are the most recurrent polymorphisms at the genome and they appear about one per each kilobase between
both chromosomes of an individual. A principal approach of research investigation is the use of SNPs to identify
genomic variation of diverse phenotypic traits, A method for identifying nsSNPs for any given organism, based on
genotypes obtained from commercial SNPchips, is presented. Using the Illumina BovineHD SNPchip, which covers
about 777,000 polymorphisms (an average of 26,105,43 per chromosome), nsSNPs were discovered by processing
the SNP values and their corresponding flanking sequences. Translation was obtained analyzing the sequences in
all forward and reverse strands, leading to the detection of nsSNPs. The non synonym sequences detected were
located within the UMD 3.1 annotation; all sequences which fell into the “gene / every other” category were
selected for further analysis, The second phase of the research was to detect all the previously selected sequences
which lead to a change at the secondary structure of the protein product. Once the sequences that originated a
secondary structure change were detected they were linked to their phenotype via GO and KEGG, An average of
39,79% of nsSNPs fell into the boundaries of the UMD3,1 annotation; out of this percentage, a 3.65% occurred
within the “gene / every other” simultaneous selection of the annotation categories. 62.28% of these “gene / every
other” - nsSNPs originate a change in their secondary structure,
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