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RESUMEN

Recientemente se ha reportado la secuencia completa del genoma de Ia levadura
Saccharomyces cerevisiae. Se ha calculado que en este genoma, de mas de 12
mega-bases, se localizan alrededor de 6,000 genes. Los criterios en la asignacion de
regiones codificantes se han basado en similitudes con genes reportados (genes
anotados}, presencia de regiones de lectura abierta [ORFs} con capacidad
codificante de mas de 100 residuos de aminodcidos y utilizacion preferencial de
codones de acuerdo al diolecto del cédigo genético de esta levadura (genes
potenciales). Sin embargo, se ha notado una discrepancia en la distribucién de
tamanfio entre los genes anotados y los genes potenciales. En estos Ultimos aparece
un exceso de ORFs de tamario pequefio (~ 100 codones). Esta discrepancia se
debe a que en una secuencia de nucledtidos al azar {no codificante),
estadisticamente existe ia probabilidad de que aparezcan ORFs de ese tamafio. £l
problema que hemos abordado es el de intentar discriminar enfre los ORFs
pequenos generados al azor de aquelios potencialmente codificantes.
Metodologicamente hemos utilizado la caracteristica de distribucion asimétrica de
purinas/piimidinas que es distintiva de genes tanto procariontes como eucariontes.
Como resultado, se logrd la identificacion diferencial de ORFs pequefics con
potencial codificante y sin potencial codificante denfro de las categorias de ORFs
cuestionables e hipotéticos, los cuales no habian sido previamente definidos en el
genoma de la levadura.



1- INTRODUCCION.

El estudic genético de la levadura Saccharomyces cerevisidge comenzo en el
afio de 1935 con el descubrimiento de ias fases haploide y diploide en el ciclo de
vida de este microorganismo; estas investigaciones las llevé a cabo QOjvind Winge
en los laboratorios Carlsberg, en la ciudad de Copenhage (Mortimer, 1993 ). Este
descubrimiento, a su vez, dié origen a una serie de investigaciones sobre los
sistemas de intercambic sexual en la levadura y. de forma independiente, al
descubrimiento del fendmeno de heterotalsmo o sistema de polaridad en el

apareamiento de esporas por parte de Carl y Gerlrude Lindegren en 1943 [ Roman,
1984).

Las razones para la eleccion de Saccharomyces cerevisiage como organismo
modelo para estudios genéticos han sido las siguientes: simplicidad de cultivo ,
corfo tiempo de generacidn, caracterizaciéon biquimica avanzada, facilidad de
identificacion de sistemas celulares haploides y diploides y sencillez en la
manipulacion genética para el aislamiento de mutantes asi como para el
intercambio cromosdmico {Oshima, 1993).

Fue durante la década de 1970 que el estudio genético y biogquimico de la
levadura se profundizd con el desamollc de nuevas técnicas tales como Ia
clonacion molecular de DNA ribosémico (Petes y Botstein, 1977 ). la construccién
de las primeras bibliotecas gendmicas de levadura {Ratzkin y Carbon,1977) vy el
desamollo de métodos de transformacion de células de levadura con plasmidos
conteniendo genes de la propia levadura (Beggs. 1978; Hsiao y Carbon, 1979 ). Por
esa época. también comenzaron a desarrollarse los primeros experimentos de
aislamiento de secuencias de los centrémeros, utilizando la técnica de hibridacion
de secuencias sobrelapadas, conocida como “chromosome walking”' (Chinault vy
Carbon. 1979). asi como la construccién de los primeros cromosomas arlificiales o

YACs (Yeast Artificial Chromosomes) {Clarke y Carbon, 1980; Murray y Szostak, 1983:
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Carbon, 1993). Con estas técnicas esenciales, el estudio de la genética de Ia
levadura a nivel molecular avanzd rapidomente durante los afos  80s,
incorporando, durante esta década, nuevos métodos de andlisis, tales como la
ransformacion  permanente por plasmidos recombinanies {Struhl, 1983) v o
disrupcion de genes {Rothstein, 1983).

A partir de 1989 y con la automatizacién de las técnicas de secuenciacion de
nucledtidos, diversos laboratorios europeos, norteamericanos Y japoneses, unieron
sus esfuerzos en un gran Megaproyecioc de secuenciacién del genoma de
Saccharomyces cerevisiae, dirigido por André Goffeau, de la Universidad Catdlica
de Lovaina, Bélgica (Goffeau, 1994 ), el cual fue completado a principios de 1994 y
puesto a disposicion de la comunidad cientifica internacional el 24 de abril de ese
ano en la Red Mundial internet en dos direcciones:
hﬂp://grnome-www.stonford.edu/Saccharomyces.
hﬁp://speedy.mips.biochem.rnpg.de/mips/yeost—genome-www.htmlx.

Las dos direcciones anteriores corresponden al Genome Database (SGD ) de la
Universidad de Stanford, en Califomia, y al Martinsried Institute for Protein
Sequences (MIPS), dependiente del Instituto Max Planck, en Munich, Alemania,
respectivamente. Con la secuenciacion del genoma completo de la levadura se
abrid una nueva etapa en e estudio de la genética molecular, ya que representd
el conocimiento de la primera secuencia integra del genoma de un organismo
eucarionte y que, ademds, fue puesta a disposicion publica en diversos formatos y

con informacién complementaria especifica.

Como resultado de la secuenciacién de su genoma, Saccharomyces cerevisioe se
consolidd como uno de los sistemas experimentales modelos mdss compietos del
dominic eucarionte, considerdndolo como un “recurso indispensable para el
andlisis detallado de la funcién genética asi como de Ia arquitectura del genoma”
{Clayton et al, 1997).



Una vez secuenciado el genoma, e siguiente nivel involucra el andlisis de esta
informacion desde diferentes enfoques; un primer enfoque consiste en el andlisis de
la secuencia misma, fratando de identificar sefales informativas tales como
promotores, regiones de activacion o secuencias consenso de intrones (Staden,
1990), asi como busquedas de contenido, es decir, el andlisis para discriminar entre
secuencias con probabilidad de codificacion vy secuencias no  codificantes
(Gribskob et al, 1984; Shepherd, 1990: Staden, 1990; Gelfand,1990; Snyder y Stormo
1993-1995). Un segundo nivel andlifico estaria representado por la busqueda de
similitudes  entre una secuencic dada del genoma de ia levadura y otras
secuencias registradas en las bases de datos internacionales; este nivel de andlisis,
al caracterizar la secuencia problema en funcidén de su similitud con ofras)
secuencia(s). constituye unq de tas estrategias primarias en la identificaciéon de
nuevos genes (Doolittle, 1987; 1990: Das et al, 1997). Un tercer nivel de andlisis -y el
definitivo- lc constituyen las diversas estrategias experimentales entre las cuagies
figuran la interupcion funcional de una regidn genética determinada y su
caracterizacién fenotipica resultante, asi como los andlisis por control metabdlico
utilizando desafios fisiolégicos tales como choque térmico, estrés por frio, choque
osmdtico o diferentes limitaciones nutrcionales (Oliver,1994; 1997; Goffeau et al,
1996; fromont-Racine et al 1997). Aunada a las técnicas anteriores, recientemente
s¢ ha desamollado una nueva metodologia denominada Andlisis Serial de la
Expresion det Genoma (SAGE, en inglés), la cual ufiliza sistemas de aislamiento de
transcritos (RNA mensajeros) para identificar las regiones gendmicas con actividad
transcripcional {Velculescu et al, 1995; 1997); esta caracterizacién del conjunto de
genes expresados durante el ciclo de vida de la levadura. el asi llamado
transcriptoma, ha aportado recientemente una extraordinaria capacidad de
andlisis de los patrones de expresion de los genes en la levadura, asi como un nivel
de comparacién cuantitative Unico de los genes expresados en una gran variedad
de condiciones fisioidgicas, metabdlicas y de desamollo (Velculescu et al, 1995). La
identificacidn del conjunto de proteinas sintetizadas por o levadura, lo cual

constituye el proteoma, es ofro de los objetivos derivados de o secuenciacion del
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genoma: para ja caracterizacion del proteoma se estdn utilizando dos técnicas
fundamentaies: la electroforesis bidimensional y la espectrometriac de masas

(Boucherie et al, 1994; Shevchenko et al, 1996; Fey et al, 1997: Garrels et al, 1997},

Los fres niveles de andfisis amba mencionados representan las estrategias
metodoldgicas hoy en dia mas utilizadas en la caracterizacion del genoma de
Saccharomyces cerevisice, asi como de los genomas total o parcialmente
secuenciados de ofros organismos (Nowak, 1995; Goffeau et al, 1996: Koonin et al,
1996; Fromont-Racine et al, 1997; Oliver, 1997; Lashkari et al, 1997).

(QUE SE CONOCE Y QUE NO SE CONOCE DEL GENOMA DE Saccharomyces
cerevisiae?

Durante muchos afios, el nimero exacto del complemento cromosémico de Ia
levadura y el tamafic de su genoma pemmanecié sin resolver, debido a las bajas
resoluciones de los métodos de separacidn y andlisis empleados. Las estimaciones
del tamafio del genoma de la levadura a partir de la cinética de reasociacion del
DNA y del ndmero de cromosomas estimado por estudios genéticos, sugerian que
los cromosomas mds pequefios de la levadura tenian solamente unos poCos
cientos de kilobases. Esta situacién cambid hacia 1983 con el desarrolic de la
técnica de electroforesis de campo pulsatil {Oison, 1991); una de sus primeras
aplicaciones consistid en la separacién del complemento cromosdémico de la
levadura, y para 1985, el carotipo electroforético compieto de este
microorganismo fue publicado {Care y Olson, 1985). Por este método fueron
resueltos los 16 cromosomas de Saccharomyces cerevisige asi como también fue
determinado el famaro real del genoma haploide, estimado en aproximadamente
13,000 kilobases, sin incluir el genoma mitocondrial, el cual ha sido estimado en
78,500 nucledtidos {Goffeau et al, 1994). Estas primeras determinaciones del
genoma de g levadura se realizaron utilizando la cepa $288C., la cual carece de
algunas de las familias de genes que se encuentran en ias cepas de levaduras
empleadas en la indusfric cervecera, fales como las fomilios MEL {para

5



degradacion de melobiosa), la familic MAL (para degradacion de maltosa) y SUC
(utilizacidn de sacarosa); no obstante, ia estimacion antes mencionada se
considera comoe la mas cercana al tamano real del genoma de la cepa silvestre
(wild type) de la levadura.,

De esta manera. el carotipo eleciroforético aportd un mapa inicial de baja
resolucién del genoma, con la gran ventajo técnica de que al comenzarse a
clonar fragmentos del DNA de la levadura, éstos se pudieron asignar con precision
a un cromosoma determinado, utilizando la hibridacidn por transferencia de geles.
Con esta técnica se pudo i asignando genes a cromosomas especificos y
detallondo el mapa genético hasta un nivel de resolucidén nunca antes logrado; al
mismo tiempo, la electroforesis de campo pulsatit simplificd el andlisis de 1os
reareglos cromosdmicos tales como fransiocaciones y deleciones: incluso g
aneuploidia (duplicacidn desigual de cromosomas). la cual es un fendébmeno no
frecuente en levaduras, puede ser detectada por inspecciéon y comparacion de las
intensidades relativas de las bandas en el gel (Olson, 1991).

Al principio del proyecto de Secuenciacién del Genoma de Saccharomyces, su
mapa genético tenia asignados alrededor de 1.000 genes, ya fueran codificantes
para proteinas o para RNA: el andlisis inicial de la secuencia completa del genoma
definid 5885 marcos de lectura abiera {open reading frames, ORFs), entre ios
cuales figuraban genes ya caracterizados asi como proteinas hipotéticas aln sin
caracterizar, ademds, se detectaron 140 genes codificantes para RNA ribosdmico
en un ampiio areglo en tdndem en el cromosoma Xil, 275 genes codificantes para
RNA de transferencia (perfenecientes a 43 familias) v 40 genes codificantes para
pequenios RNAs de localizacién nuclear: tanto los genes de RNA de transferencia
como estos Ultimos se encuentran diseminados a lo largo de los 16 cromosomas
(Goffeau et al 1996).

La densidad génica en la levadura, calculada a partir del nimero de ORFs v del
tamario del genoma es aproximadamente de un gene por cada 2 kilobases; en

6



comparacion, en el genoma de Eschecrichia coli se presenta un gene por cada
1000 pares de bases. mientras que en Caenorhabditis elegans. un nemdtodo,
aparece un gen por cada 6 kilobases; en el genoma humano la densidad génica
es aproximadamente de un gene por cada 30 kilobases [Nowak, 1995; Koonin et al,
1996). La alta compactacién del genoma de Saccharomyces se ha relacionado
con la escasez de infrones, pues mientras la levadura de fisién
Schizosaccharomyces pombe muestra una densidad génica de un gene por cada
2.3 kiobases y el cuarenta por ciento de sus genes contiene intrones, en
Saccharomyces cerevisige solamente existen 4% de genes conteniendo infrones, y
entre ellos, el 50% comresponden a genes codificantes para proteinas ribosémicas
(Rodriguez-Medina y Rymond, 1994).

Otra caracteristica notable del genoma de Saccharomyces cerevisiae consiste en
el hecho de que 55 agrupaciones de genes se encueniran duplicadas entre los 16
cromosomas. Estas regiones duplicadas representan mas del 30% del genorna total
{Clayton et al, 1997}. Las proteinas derivadas de el {los} evento{s) de duplicacién
representan el 13% de todas las proteinas de la levadura -el también flamado
proteoma- e incluyen factores de transcripcidn, cinasas, miosinas, ciclinas,
feromonas. asi como genes involucrados en el metabolismo aerdbico y anaerdbico

y genes codificantes para proteinas de membrana (Wolfe y Shields.1997).

Un hecho inferesante que ha revelade el andlisis del genoma de la levadura es la
variacion en el contenido de guanina mds citosina {G+C) a lo large de ios distintos
cromosomas; estas varaciones se comrelacionan con las variaciones en la densidad
génica y con la frecuencia de recombinacidon, ya que se ha reportado que ios
dominios ricos en G+C exhiben alta densidad génica y. en el caso de los
cromosemas mas pequefos -, Ill, Vi y IX- estas regiones coresponden a dreas de

alta frecuencia de recombinacion (Goffeau, 1996).

Pasando al andlisis del proteoma, es decir, al conjunto de todas las proteinas que
una célula sintetiza, el andlisis por computadora basado en las similitudes de
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secuencias de aminodcidos codificadas por la levadura respecto a las proteinas
de funcidn conocida, ha presentado el siguiente panorama: la levadura asigna el
11% de su proteoma a funciones metabdlicas generdles, 3% a la produccidn y
conservacién de energia -incluyendo procesos aerdbicos y anaerdbicos-: 3% a
replicacion del DNA asi como O procesos de reparacidon y recombinacion

mediados por la proteina REC: 7% al proceso de transcripeidn y 6% a traduccion .

Ademds de lo anferior, 430 proteinas estdn involucradas en transporte infracelular y
sefidlizacion y 250 proteinas han demostrado tener una funcidn estructural;
asimismo, se han identificado cerca de 200 factores de franscripcion y 250
proteinas de fransporte (Goffeau, 1996). Las estimaciones anteriores se refieren
solamente a aquellas proteinas para ias cuales se han identificado una o varias
similifudes significativas; al integrar el nimero de proteings  caracterizadas
bioquimicamente -aunque no totalmente en su papel fisioldgico-, resulta que
existen alrededor de 2,300 ORFs en Saccharomyces cerevisiae sin funcidn conocida

y sin similitud con otras secuencias de funcion caracterizada [Clayton et al, 1997).

Una vez obtenida la secuencia completa de los 16 cromosomas de la levadurg,
una de las primeras fases del andlisis realizado por los equipos responsables de este
Megaproyecto, fue el identificar ios marcos de lectura abierta -ORFs- presentes en
la secuencia completa. Los criterios pora asignar un ORF a una determinada

secuencia fueron los siguientes:

a ) Presencia de un coddn de inicio -ATG- y un coddn de término -TAA, TAG, TGA-

en la misma fase de lectura.

b } Presencia de al menos 100 codones codificantes configuos, incluyendo el
codon inicial ATG.



¢ } Que un ORF no esté contenido dentro de ofro ORF, es decir, se excluyen los
ORFs de menor tamafio presentes en un ORF mayor, ambos comespondientes a Ia

misma fase de lectura.

d } ORFs conteniendo menos de 150 codones de extensidn y con un valor de CAl
menor a 0.110 se consideran ORFs cuestionables. &l valor de CAl se refiere al Codén
Adaptation Index (indice de Adaptacién de Codones) y representa la medida de
utllizacién preferencial de codones por los genes de la levadura; un alio valor de
CAl significa que el ORF - o &l gen, en sy caso- utiliza de manera preferencial cierfos
codones (en ef caso de codones sindnimos); este sesgo en ta utiizacion de
codones es una caracteristica compartida por los genes con un alto nivel de
expresion y es especie-especifico. Un bajo valor de CAl, por otra parte, indica,
generaimente, un bajo nivel de expresion, asi como una utiizacion de codones que
no es la que con mayor frecuencia se detecta en la levadura. El CAl, por lo tanto,
es una estimacion probabilistica del grado de utilizaciéon de codones codificantes y
del nivel de expresion de un gene, aplicable también, de manera estadistica,
como un elemento de prediccion de la capacidad codificacion de un ORF (Shamp
y Li .1987 ; Dujon et al, 1994 ; Li y Luo ,1996 ). El criterio de considerar como
cuestionable a ORFs con valores de CAl menores a 0.110 y con una extension
menor a 150 codones se basa en consideraciones estadisticas ya que existen genes
caracterizados los cuales, sin embargo, tienen longitudes menores a 150 codones Y
muestran valores de CAl inferiores a 0.110 - este limite es un valor empirico derivado
de la cuantificacion de la utitizacién preferencial de codones y es, por lo tanto, una
cofa operacional. Utilizando los critefios antes mencionados, el proyecto de
secuenciacion del genoma de Saccharomyces cerevisiae reveld la existencia de
6.275 ORFs que, tedricamente, podrian codificar proteinas de una longitud mayor
de 99 aminodcidos (297 nucledtidos); en estos 6,275 ORFs estan incluidos los genes
ya caracterizados asi como las secuencias sin funcidn conocida. Del numero total
de ORFs, 390 fueron considerados como cuesfionables por las razones

anteriormente mencionadas (Goffeau et al, 1994): de esta maneraq, se postula que



en la levadura existen aproximadamente 5885 genes codificantes para productos
profeicos. aunque actualmente se estiman alrededor de 2,300 ORFs o genes
putativos sin funcidn conocida vy sin similitud con genes de funcidn caracterizada.
Se ha senalado gue estos 2,300 genes “huérfanos™ son un vasto temitorio virgen
para los genetistas y los quimicos de proteinas y constituyen, actuaimente, uno de
los programas de investigacion mas ambiciosos para identificar su funcién {Clayton,
1997); de hecho, el primer gran paso en esta direccion lo constituye la
caracterizacion del transcriptoma de la levadura: este andlisis ha revelado la
presencia de 60,633 franscritos comespondientes a 4.665 genes con funcién
conocida vy no conocida, y con niveles de expresion variables entre 0.3 y 200
transcritos por gen (Velculescu et al, 1997},

Junto a este programa de caracterizacion de lo expresion del genoma de esta
levadura, recientemente se ha integrado un nuevo proyecto de andlisis
denominado Proyecto de Delecidon del Genoma de Saccharomyces cerevisioe;
este programa de investigacion estd integrade por ocho  laboratorios
norteamericanos y ocho laboratorios europeocs; su objetivo es generar un conjunto
completo de mutantes por delecidn con el propdsito de asignar una funcidn
especifica a cado uno de los ORFs de funcidn desconocida a través del andlisis
fenotipico de las mutaciones generadas (Baudin et al, 1993; Guldener et al, 1994).
Lo estrategia experimental estd basada en generar deleciones, utilizando la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). con el fin de producir interrupciones
completas desde el coddn de inicio al de témmino en un ORF determinado. Como
parte del proceso de delecidn, cada una de las secuencias es marcada
especificamente con un oligémero de 20 nucledtidos. La presencia de estas
marcas o efiquetas puede ser detectada via hibridacidn a un conjunto de
oligonucledtidos, permitiendo que el crecimiento de fenotipos individuales pueda
ser analizado en paralelo (Baudin et al. 1993; Wach et al, 1994; Shoemaker et al,
1996}



Ahora bien, haciendo una recapitulacion de lo que se conoce del genoma de
Saccharomyces cerevisiae resulta que, detl total de ORFs registrados,(6.275), 390
ORFs (6%} son considerados como cuestionables, por lo que restan 5,885 ORFs con
potencial codificante; de estas secuencias, se tienen identificados como genes

con funcion caracterizada 3,025 {5 %), y 2,860 (49%) sin funcion conocida ni similitud

registrada.

Por ofro lado, los datos obtenidos de la caracterizacion det transcriptoma revelan
la expresion de 4,665 genes; este nimero, respecto al total de ORFs con potencial
codificante -5885, registra una diferencia de 1,220 secuencias cuyo pape! se
desconoce. Si existen 2,860 secuencias sin funcién conocida, de los cuales 1,220
parecen no codificar ningdn producto -aungque se desconoce cudles son estas
secuencias -, el problema que se plantea estriba en discfiminar cudles de estos
2860 ORFs tfienen potencial codificante, ¥y en tomo a los cudles no existe
informacién sobre su rol genético. En este contexto se ubica el objetivo de la
presente investigacidn de tesis, la cual estd inserta en el Proyecto de Andlisis del
Genoma de Saccharomyces cerevisiae que se lleva a cabo en el Laboratorio de

Biologia Molecutar en la Facultad de Ciencias de la UNAM baijo ia direccién del M.
en C. Victor Valdes Lépez.

El problema, en concreto, puede ser planteado de la siguiente manera: 3como se

pueden reconocer, entre los 2860 ORFs, los que son codificantes?

Otra forma de exponer este programa de investigacion es: scudles son los
elementos informacionaies que son indicativos de la capacidad de codificacion

en una secuencia de nucledtidos?
LA ELECCION DE UNA ESTRATEGIA DE ANALISIS DEL GENOMA.

Existen dos tipos de informacién que pueden ser usados para la identificacidn de

regiones potencialmente codificantes: la primera consiste en la presencia de
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secuencias senal tales como promotores, sefiales de activacidon, potenciadores
[enhancers) o secuencias consensc en las zonas de procesamiento infrén-exdn. El
segundo tipo de informacidn consiste en la identificacion de pautas o formatos en
la seriacién de nucledtidos de una regidon gendmica determinada; tal tipo de
busqueda también se denomina busqueda por contenido y, a diferencia del tipo
de informacién por sefial, la busqueda por contenido utiliza un mayor nimero de
criterios estadisticos (Staden, 1984; 1990; Sharp y L. 1987: Shepherd. 1990; Gelfand,
1990; Fickett y Tung, 1992; Snyder y Stormo, 1993; Barry et al. 1996).

Dado que en ef genoma de la levadura ias secuencias consenso de promotores,
potenciadores (enhancers} y sefiales de terminacion no estan bien caracterzadas,
y dada la bajisima presencia de intrones en el genoma -aproximadamente el 4 %-
{Goffeau et al, 1996}, el desamrolio de métodos de bisqueda por contenido, ha sido
de gran utilidad en la identificacion de regiones con potencial de codificacién
{Stormo, 1987; Staden, 1990).

Entre estos Ultimos métodos, desamoliados para la determinacion de regiones
genéticas en secuencios de acidos nucleicos, los de mayor ufilidad son de dos
tipos: Aguellos que se basan en la cuantificacién de la ulilizacion preferencial de
codones, esto es, en el uso desigual de codones sindnimos (lkemura, 1985; Sharp y
Li. 1987}, y aquellos basados en la bisqueda de asimetrias posicionales de las bases
en codones (Shepherd, 1981; 1990); este segundo tipo de método busca una
commelacion entre nucledtidos en posiciones definidas en tripletes de bases, incluso
sin fomar en cuenta la utiizacion preferencial de codones (Stormo, 1987).

En la actualidad existe un gran ndmero de dalgoritmos disefiados para 1o
identificacién de regiones codificantes en genomas, pero casi todos ellos son
variantes de los dos métodos bdsicos arriba mencionadoes. Evidentemente, ambas
estrategias de andlisis comparten un denominador comun, y este consiste en la
identificacidn inicial de un marco de lectura abierta -ORF- &n una regién dada del
genoma; esta identificacion tiene como finalidad el discrimingr entre ORFs

12



posiblemente codificantes y ORFs generados al azar. Para el genoma de la
levadura, ia probabilidad de la ocurencia al azar de un ORF igual o mayor a 100
aminodcidos -300 pares de bases- ha sido estimada en menos del 0.2 % (Oliver et
al., 1992); también ha sido calculado que la probabilidad, en una secuencia
aleatoria, de aparicidon de un ORF con una extension de 50 codones es menor al 10
%. Ya que existen 3 codones de témino, en una secuencia al azar de composicion
de bases uniforme, la longitud promedio de un ORF generado en fomna aleatoria
es de 21 codones (Staden, 1990). Puesto que la mayoria de las proteinas estudiadas
hasta ahora tienen mas de 100 aminodcidos de longitud, ia bUsqueda aislada de
ORFs de mayor extensidn es una estrategia de andlisis estadisticamente vdlida; lo
anterior esta basado en que la probabilidad de aparicién de un ORF al azar mayor
de 100 codones es menor de 1% (Stormo, 1987; Oliver et al, 1992). Por otra parte, ia
existencia de infrones en los genomas eucariontes disminuye la eficacia de los
métodos de busqueda de ORFs largos en secuencias de DNA, aunque ko escasez
de infrones en el genoma de la levadura descarta en gran parte esta dificultad. Asi
pues, la identificacion de marcos de lectura ablerta es el paso inicial en o
busqueda de una regién codificante putativa, aungue & problema principal, una
vez identificados los ORFs, adn subsiste: acomo identificar un ORF codificante

respecto a otro ORF generado al qzare.

Los criterios utilizados actualmente en busquedas por contenido para discriminar
entre estas regiones se basan en dos factores principaies: a) uso desigual de
codones en secuencias codificantes; b) frecuencia diferencial de las bases en ias 3
posiciones del coddn en secuencios codificantes. Esta condicion se ha

denominado variacion periddica de bases.

Respecto a los métodos utilizados para la identificacion de ORFs con potencial
codificante basados en ia presencia diferencial de codones, se han desarroliado
diversos algoritmos que emplean indices de utilizacidn diferencial: estos indices.
enfre los cuales destaca el CAl, han sido Utiles en este contexto, particutarmente ol

localizar genes de expresion elevada; sin embargo, Ias dificultades aparecen en la
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interpretacion de secuencias con valores bajos de CAl y de esta manera, mientras
un valor alto de CAl es una buena indicacion respecto a la existencia de una
region codificante en un marco de tectura abierlq, un valor bajo de CAl puede
indicar: 1} un bagjo nivel de expresion de un gen; 2} un gen adquiido por
transferencia horizontal {gen heterdlogo) y 3) una regidn no codificante en la que
por azar no aparecen codones de términc (Sharp y Li, 1987; Dujon et al, 1994). A
este respecto es importante sefialar que el valor de CAl estimado para una
secuencia aleatoria se ubica en 0.17, fo cuat sefidla que valores de CAl mds bajos
que éste indicarian secuencias no codificantes o con muy pequefa probabilidad
de cedificacion {Sharp y Li, 1987); sin embargo, algunos valores de CAl asignados a
genes de Saccharomyces cerevisiae son del orden de 0,06, lo cual es un valor casi
tres veces menor al asignado a una secuencia aleatoria. Esta es la razdén por la cuat
Sharp y Li, los creadores del indice de adaptacidén de codones -CAl- son cautelosos
al aplicar este criterio al andlisis global de genomas, puesto que los niveles
diferenciales de expresidn genética asi como la misma extension de los ORFs
pueden introducir desviaciones importantes en los valores de CA! y conducir, por lo
fanto, a interpretaciones equivocadas respecto a la capacidad de codificacién

de una secuencia (Sharp y Cowe, 1991: Oliver et al, 1992; Dujon et al, 1994; Li y Luo,
1996).

Respecto al tamano de los ORFs y su relacién con su potenciat de codificacion, los
investigadores involucrados en el Proyecto de Secuenciacion del Genoma de
Saccharomyces cerevisiae definieron un umbral minimo de 100 codones amiba del
cual un marco de lectura abierta es considerado como una secuencia codificante
putativa (Dujon, et al. 1994). Para evaluar la posiblidad de que algunos ORFs
predichos pudieran haberse generado al azar, estos investigadores generaron una
secuencia aleatoria del mismo tamano y composicion de bases que la secuencia
del cromosoma 11 de la levadura. Esta secuencia aleatoria generd 37 ORFs de
tamafno comprendido entre 101 y 150 codones con valores promedio de CAl de

0.10, es decir, vatores por debajo del umbral de 0.17 definido por Sharp y Ui para
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valores de CAl relacionados con secuencias al azar; por esta razon, secuencias
con longitudes menores de 150 codones y mostrando valores de CAl menores q
0.110 fueron consideradas por los autores del proyecto de secuenciacion como
ORFs cuestionables. De hecho, los mismos autores sefaian que la existencia de
ORFs como genes funcionales ha sido sistemdticamente examinada, utilizando,
como criterios de posible identificacién, su indice de adaptacion de codones junto
con su tamafio; no obstante esto, los autores reconocen que no existe una
cofrelacion general entre el valor de CAl y el tamaiio del ORF (Qliver, et al, 1992;
Dujon, et al, 1994; Mewes, et al, 1997). Actuaimente se tienen idenfificados 85
genes con una longitud menor a 100 codones con una funcion proteica asignada
(MIPS, 1998); a este respecto, Das et at (1997) llamaron la atencién al hecho de que
la cantidad de ORFs registrados con una longitud entre 100 y 110 codones es tres
veces superior al numero de ORFs de longitudes mayores, pero que los ORFs de 100
codones comresponden casi en su totalidad al grupo en el que no se ha reportado
similitud con ofras secuencias; o anterior significa gue las secuencias de ORFs con
funciones asignadas comresponden a ias mas estudiadas y por lo tanto estan
representadas en forma desproporcionada en las bases de datos, generando un
sesgo en la identificacidn de sus similares en la levadura. Este hecho sefala ia
necesidad de analizar con m@s cuidado la poblacidn de ORFs de tamafo
reducido en la cual puedan, potenciaimente, descubrirse nuevas proteinas de las
que aun estd por caracterizarse su funcidn bioquimica y bioldgica (Oliver, 1996;
Bany et al, 1996: Das et al, 1997; Clayton et al, 1997; Andrade et al, 1997: Qlivas et
al, 1997; Rudd et al, 1998).

Como prueba de lo anterior, es necesario mencionar que el gene mas pequeno
conocido consta tan sdlo de 6 pares de bases, codificantes para un minipéptido
de 2 aminodcidos, el dipéptido formil-metionina-isoleucing, el cual estd involucrado
en mecanismos de toxicidad celular; a este gene se le ha denominado bar y estd
considerado el minigen mds pequeno (Valadez et al, 1997); también se han

reportado minigenes de 5 y 7 codones con funciones de resistencia o antibidticos,
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tates como el penfapéptido E {15 codones) vy la microcina C7, un heptapéptido
lineal que inhibe la sintesis de proteinas en Enterobacterias {Gonzdlez Pastor et al,
1994). En Saccharomyces cerevisiae, los péptidos mds pequefnos descubiertos
hasta ahora coresponden G proteinas ibosomales y son codificadas por genes de
25 codones {MIPS, 1998}.

Toda esta evidencia apunta al hecho de que el pequenico tamafio de un ORF y un
bajo valor de CAl no son factores que, por si solos, puedan -o deban- ser elementos
discriminativos de secuencias identificadas como marcos de lectura abiertq,

independientemente de que muestren, o no, similitud con secuencias reportadas.

En relacién con los métodos por blisqueda de contenido, basados en la
autocomelacién de nucledtidos asociada a tripletes, el mas conocido es el
olgoritmo de Shepherd (Shepherd, 1981: 1990); su utilizacion estd basada en el
reconocimiento -en una secuencia de nucledfidos -, de un palrdn de
posicionamiento de ios bases en los codones, es decir, cada base muestra
posiciones preferenciales en el coddn, gjustandose, en términos estadisticos, al
formato RNY, en donde R=purinas {adenina y guanina) Y=pirimidinas (citosina y
timina) y N=purina o pirimidina. Et andlisis de multiples genes a lo largo de la escala
flogenética ha mostrado que las secuencias codificantes muestran, en sus
codones, una periodicidad del tipo RNY; ia explicacion de esta perodicidad ha
sido muy debatida, aunque existe cierto consenso de que el exceso de codones
RNY es probablemente atribuible a la mayor abundancia de RNAs de fransferencia
comespondientes a codones del tipo RNY asi como a una mayor presencia de
aminodcidos codificados por codones de tipo RNY en proteinas (Stoden,
1984; Jukes, 1996). Este método es independiente del conocimiento que se tenga de
la vutiizacidon preferencial de codones en la secuencia analizoda: como
consecuencia de las propiedades aniba mencionadas, el algoritmo de Shepherd
indica la fase de lectura mds probable de la secuencia, es decir, esie programa
reconoce el marco de lectura con mayor preponderancia de codones con el

formato RNY. Este método ha side empleado en ei andiisis de un gran nimers de
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genes asi como de regiones no codificantes, siendo aplicado af primer genoma del
cual se tuvo la secuencia completa, el del virus ¢X174 (Shepherd, 1981); el
programa fue valorado al analizar 2,000 secuencias tomadas al azar del banco de
datos del EMBL (European Molecular Biology Laboratory), e incluyendo todo tipo de
organismos, con el resultado de que en el 90% de los casos, €l algoritmo fue un
excelente elemento de prediccion de las fases de lectura comrectas, asi como en Ia
discrirnincciéh de secuencias codificantes y no codificantes (Staden, 1984; Stormo,
1987: Watson et al, 1987; Shepherd, 1990). Dado su alto nivel de confiabilidad, su
versatilidad de aplicacion a multiples tipos de secuencias y su faciidad de manejo
como programa informatico, el algoritmo de Shepherd fue escogido por nosotros

como algoritmo basico de andlisis dei genoma de Saccharomyces cerevisiae.



2- OBJETIVO.

En este contexto se ubica la presente investigacion, la cual tuvo por objetivo Ia
valoracidn de secuencias de tamafio reducido -menores de 150 codones- del
genoma de la levadurq, incluyendo los ORFs considerados como cuestionables, asi
como el andlisis de secuencias de mayor tamano -300 codones o mas -, todas ellas
sin funcidn conocida, discriminando los ORFs con potencial de codificacion
respecto a los generados en forma aleatoria, mediante la aplicacion del algoritmo
de Shepherd.

3- ESTRATEGIA DE ANALISIS.

- Breve descripcidn de la base de datos.

La secuencia completa del genoma de la levadura, es accesible a fravés de la
Red Intermet y presenta, en cualquiera de los dos bancos de datos en los cuales se
locdliza, la siguiente nomenclajura: Una letra inicial maydscula Y igual para todos
los ORFs (Y para Yeast = levadura), una segunda letra mayudscula indicando el
numero de cromosoma: A, representando el cromosoma |, B, por el cromosoma |,
C, por el cromosoma [ll, y subsecuentes hasta la letra P, la cual representa al
cromosoma XVI; una tercera tetra maylscula, L o R, indicando Ig ubicaciéon del ORF
en el brazo izquierdo -L = left- o en el brazo derecho -R = right- , de un determinado

cromosoma; a confinuacion un nimero indica la posicidn del ORF a partir del
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2- OBJETIVO,

En este contexto se ubica la presente investigacién, la cual tuve por objetivo la
valoracion de secuencias de tamano reducido -menores de 150 codones- del
genomd de la levadura, incluyendo fos ORFs considerados como cuestionables, asi
como el andlisis de secuencias de mayor tamanio -300 codones o mas -, todas ellas
sin funcién conocida, discriminando los ORFs con potencial de codificacion
respecto a los generados en forma aleatoria, mediante la aplicacion del algoritmo
de Shepherd.

3- ESTRATEGIA DE ANALISIS.

- Breve descripcién de la base de datos.

La secuencia completa del genoma de la levadura, es accesibie a través de la
Red Internet v presenta, en cualquiera de los dos bancos de datos en los cuales se
localiza, la siguiente nomenclatura: Una letra inicial mayuscula Y igual para todos
los ORFs (Y para Yeast = ievadura), una segunda letra mayulscula indicando el
numero de cromosoma: A, representando el cromosoma i, B, por el cromosoma |,
C. por el cromosoma lil, y subsecuentes hasta la letra P, la cual representa al
cromosoma XVI; una tercera letra mayUscula, L o R, indicando la ubicacién del ORF
en el brazo izquierdo -L = left- o en el brazo derecho -R = right- , de un determinado

cromosoma; a contfinuacién un nimero indica o posicion del ORF a partir del
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centromero, 001, 023, 148, etc., y una lefra mindscula w & ¢, indicando si Ia
secuencia se encuentra en la cadena Watson con polaridad 5'-3° o en la cadena
Crick con polaridad 3'-5"; asi, un ORF del genoma de la levadura es representado
en los bancos de datos en ia siguiente forma: (ejemplo) YGLI73w. A cada ORF
registrado en las bases de datos antes mencionadas se le asigna un par de
coordenadas numéricas, Ias cuales seialan el nimero del nucledtido en el cual se
inicia et ORF y el nimero del nucledtido en el cual finaliza (en la cadena Watson,
un ORF siempre fiene coordenadas ascendentes, mientras que si se encuenira en

la cadena Crick mostrard coordenadas descendentes).

La secuencia de cada ORF se puede presentar en diversos formatos, siendo el mds
adecuado para su conversion a programas de andlisis el formato en el que la
secuencia se presenia como una asociacion de nucledtidos sin anotaciones
marginales y sin encabezados numéricos; desde luego que el contexto fisico de
una secuencia, tal como el cromosoma en el que se encuentra Y sU posicion en el
mépo asi como su nivel de similitud con ofras secuencias, o su valor de CAl, son
elementos muy importantes en la valoracion de un ORF, pero esta informacion es
anexada por separado en la recuperacion de la secuencia. Esta recuperacidn
puede ser llevada a cabo mediante diversas enfradas: por registro del ORF, por el
nombre del gen anotado o por sus comespondientes coordenadas, indicando el
cromosoma. Desde luego que en la recuperacién de una secuencia es posible
anexar también cierta extension de nucledtidos que flanqueen al ORF elegido en
cualquier direccién; esto es importante para observar y analizar el contexto que
rodea a una deteminada secuencia; en la presente investigacion, cada ORF
seleccionado se recuperd junto con una extension de 300 pares de bases

contiguos al exirerno 5' y 300 pares de bases contiguos al 3'.
- Seleccion de ORFs.

De los 16 cromosomas que integran el complemento genético haploide de
Saccharomyces cerevisiae, se seleccionaron los cromosomas con nimero impar,
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ya que enfre estos se encueniran cromosomas representativos del genoma en su
conjunto tales como cromosomas de tamafio pequefio -300 a 500 kilobases-
{cromosomas LILV y IX ), de tamafio intermedio -700 a 900 kilobases- {cromosomas
Xly Xiil}, asi como cromosomnas de mds de una megabase (cromosomas VIl y XV ).
Como la densidad génica es similar en los 16 cromosomas, el muestreo de ORFs es
un refiejo del numero de secuencias no caracterizadas (ORFs cuestionables e
hipotéticos} presentes en cada cromosoma en funcion de su longitud. De esta
manera, los cromosomas grandes fendrdn un nimero mayor de secuencias no
caractefizadas, mieniras que los cromosomas de tamaiio intermedio o pequefio

tendrén un nimero de ORFs proporcional a su extensién.

Como los ORFs mas abundantes en el genoma de la levadura son aquellos de un
tamarno comprendido entre 100 y 150 aminodcidos (Das et al, 1997; Andrade et al,
1997), se recuperaron las secuencias de todos los ORFs cuestionables presentes en
los ocho cromosomas seleccionados, sumando un fotal de 126 secuencias, con la
condicion de que aparecieran registradas tanto en la base de datos de MIPS
como en SGD; estas secuencios muestran una extensién aproximada de 300 pares
de bases, comespondientes aproximadamente a 100 aminodacidos; también, de
cada cromosoma seleccionado se muestrearon ORFs considerados como
hipoteticos, es decir presumiblemente codificantes, de una longitud varioble entre
300 y 900 pares de bases, con el fin de cubrir un rango amplio de longitudes en las
secuencias sujetas a andlisis. Asi, el total de ORFs considerados como hipotéticos
analizados fue de 157 secuencias, comrespondiendo 103 a ORFs de 300 pares de
bases y 54 a ORFs de 900 pares de bases o mayores; de esta manera, el total de
secuencias analizadas respecio a su capacidad de codificacién fue de 283. La

lista completa de ORFs y genes analizados aparece en el Apéndice de esta tesis,

Como un conlrol positivo del programa de Shepherd somefimos a andlisis Ias
secuencias completas de genes caracterizados funcionalmente, itambién
denominados genes anotados, y de tamano similar a las de los ORFs no

caracterizados, analizando un total de 101 genes presentes en los ocho
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cromosomas seleccionados. B programa de Shepherd reconccid el formato RNY
en el 85% de estos genes, presentdndose, en promedio, en el 74% +12% de la
longitud del ORF en su fase codificante. considerandose el valor de 62% como el
umbral minimo de reconocimiento del formato RNY {Figura 1}. Como controles
negativos del algoritmo utitizamos secuencias al azar con longitudes de 100, 300 vy
1.600 pares de bases, generadas mediante el programa informdtico Shuffle,
desamollado por Genetics Computer Group (GCG) de la Universidad de Wisconsin:
este programa. al serle dada una secuencia de bases, redistibuye al azar los
nucledtidos de la secuencia, manteniendo constante su composicién nucleotidica.
Las secuencias al azar fueron analizadas por el programa de Shepherd,
identificdndose el patrén RNY entre el 30 y el 40% de la longitud tolal de Ia

secuencia, en promedio, considerdndose estas secuencias como controles
negativos { Figura 1).

PORCENTAJE DE RECONOCIMIENTO DEL FORMATO RNY EN REGIONES
CODIFICANTES Y EN SECUENCIAS AL AZAR UTILIZANDO EL PROGRAMA COD
(SHEPHERD)

100 ;
o0 [ I
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70

[m1smcmistoNCO m300CD30ONC D D 100 C w100 NC}

FIGURA 1.- La grdéfica senala las diferencias en los porcentajes de reconocimiento del seral
RNY por el programa de Shepherd { COD RNY | en secuencias codificantes {C] ¥ no
codificantes {NC} de 1600, 300 y 100 pares de bases, utilizadas como confroles,
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La suma total de secuencias estudiadas del genoma fue de 384- incluyendo ORFs
cuestionables e hipotéficos y genes anotados, lo cual equivale al 6.3% del genoma
de Saccharomyces cerevisiae (Stanford Genome Daia Base, 1998 }{ Figura 2).

ORFS ANALIZADOS DEL GENOMA DE Saccharomyces
cerevisiae, EN LOS CROMOSOMAS I, ill, V, VII. IX, X3,

XMl Y XV
GENES ons¥ GENES ORFs ORFS CUESTIO-
HIPOTERCOS HIPOTENCOS  NABLES
=00 ph =10 p = 300 pb X0 pb = 300 ph
40 54 61 103 126

TOTAL = 384

FIGURA 2.- La tabla muestra el nimero de ORFs analizados en el genoma de la levadura,

comespondiendo a secuencias de genes anotados Y Q secuencias de ORFs hipotéticos y
cuestionables,

El fotal de secuencios analzadas equivale aproximadamente al 6% del genoma de
Saccharomyces cerevisige.

-Descripcidn del Algoritmo de Andlisis (Programa COD RNY de Shepherd).

Una secuencia de nucledtidos de una longitud determinada, L, es convertida a
una serie de purinas R, y pirimidinas Y, Y @ partir del primer nucledtido, la secuencia

es examinada en los 3 marcos de fecturg posibles en una determinada polaridad
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para definir cudl de las 3 fases muestra la menor desviacidn de una secuencia
patrén formada Onicamente de tripletes RNY, donde N = purinas ¢ pirimidinas. El
programa divide la secuencia bajo andlisis en grupos de 3 bases -fripletes-
analizando los primeros tres nucledtidos para la fase de lectura 1, los nucledtidos 2,
3y 4 para la fase de lectura 2 v los nucledtidos 3, 4 y 5 para las fase de lectura 3.
Por iteracion, el programa andliza toda la longitud dada registrando cudl marco de
lectura se djusta con mayor aproximacion al serial RNY. El marco de lectura que
presenta la menor desviacién respecto a este codén de referencia es regisirado vy
graficado en el punto medio de la longitud L, indicando que esta fase de lectura es
la que muestra el menor nimero de desviaciones respecto al coddn serial. Ef
procedimiento se repite después de avanzar S nimero de bases {paso de avance)

siempre en la direccidn 5'-3' g lo largo de la secuencia seleccionada.

Un punto importante de sefialar es el hecho de gue en la seleccidn de la extensién
del paso de avance S, mientras mds pequeno sea este paso mayor serd la
sensibilldad del andlisis, ya que al mantener sin variaciéon la longitud de andlisis
ventana) y avanzar una unidad (fres pares de bases es la minima unidad de paso
de avance en el programa de Shepherd), el cdiculo se vuelve a repetir,
obteniéndose un mayor detalle de cada seccidn de la secuencia; esfo es debido
Q gue cada ventana se sobrelapa con la seccidn previa en toda su longitud,
menos a unidad de avance (Shepherd, 1981, 1990; Staden, 1990). De esta manera,
si escogemaos una seccion de longitud L de 60 nucledtidos Yy un paso de avance S
de 3 nucledtidos, cada triplete sucesivo serd inspeccionado desde [a base 1 a la
base 60 (fase 1), desde la base 2 hasta la base 61 {fase 2) y desde la base 3 a la
base 63 (fase 3): una vez que el programa haya analizado fos primeros 40,
avanzard hasta et nucledtido 63 y redizara nuevamente la inspeccidn de 60
nucledtidos, comenzando este nueve andtisis a partir del nucledtido 3 de la seccidon

previa, y por iteracion, hasta el final de la secuencia.

En los casos en donde se presentan iguales valores minimos de desviacionen 26 3

fases de lectura respecto al serial RNY, el computo se lleva a cabo sobre una
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extension mayor pere ain cenfrado sobre el mismo punto medio de la seccidn

previa,

Los resultados son presentados en forma grdfica: fa secuencia es representada en
el eje de las X y los resultados anaiiticos son graficados en el eje de las Y. en el cual
se registran los 3 marcos de lectura, con sus respectivas sefidles de terminacion si es
que estan presentes. La grdfica indica cudl de los 3 marcos de lectura presenta lo
menor desviacion del serial RNY en cada triplete a lo largo de la secuencio,
sefialando con un punto dicha posicidn: si una fase de lectura muestra la menor
desviacion en muchas posiciones consecutivas (fripletes contiguos), los puntos
preducirén una linea continua en el marco de lectura comespondiente, indicando
la fase con mayor probabilidad de codificacion potencial. Por el confrario, si los
puntos muestran aftemancia enfre 2 & 3 fases, la grafica mostrard una serie de
picos y mesetas, indicando desviaciones respecto al formato RNY entre 2 & 3
marcos. En ofros casos una fase de lectura puede mosirar una preponderancia de
la seriacién RNY Hlinea continua- punteada por desviaciones hacia los otros marcos

de lectura (estos picos pardsitos se han interpretado como eventos mutacionaies).

Con base en observaciones de los pairones de graficas obtenidas de secuencias
codificantes, se ha propuesto que las regiones codificantes muestran en general
poOcos cambios de marcos de lectura, v cuando esto sucede, se observa
principalmente en genes con infrones, en donde los exones pueden ser leidos en
distintas fases, mientras que en regiones no codificantes no existe una preferencia
hacia una fase de lectura determinada en la cual se conserve el formato RNY
(Stormo, 1987; Shepherd , 1990). La cuantificacion del porcentaje del serial RNY se
levé a cabo midiendo la extension del ORF en la cuatl se presenta el formato RNY,
considerandose el total de bases como el 100%; de esta manera. los ORFs
analizados presentaron porcentajes variables detl serfial RNY, lo cual, segun el criterio

de Shepherd, estd en relacién con su potencial de codificacién (Figura 3).

24



Lina 0l ) ;\ ] 1 Lau X 4

n + i LI AP R NY R [ 4 ETN] [N Y

f ' - Py - o' BB+ A T A A - i - i i
Tlot of the MY (rems anelyalt Tot wsance VELATM. Plot ul the WY Frams aselysis Dur puquonts YMRSC.
#o binee 1 te (M2 mavmtnd W Torgth of B0 by, ulh & step of 9 by 1 basen 1 ta B0 computad by Lingth of 138 by, with o stap of 9 by
' u + 2. 141 I W 11 1 1} RN LI T ) + oddd il sl + M

1L |

Ly a4 [ O S T IS L 0 YT . vao [ |
TUMIR e AL L+ i S s T e A - SR+ B A

b
Tot of the WY Frend awelpeiz foar sopewca ORRYINS.
1 to 908 computad by Length of 2 ke with & stop of I by,

Plot of tha WY fraes amalywin for soputsn YEULYSE. 3
P biser 1 la 93 compuind by lusgth of 188 by with o stag of ¥ kg, O hamen

FIGURA 3.- Estas cuatro graficas de Shepherd muestran los distintos porcentagjes de
reconocimienio del formato RNY en diferentes secuencias : 100% en lo gréfica del extremo
superior zquierdo, 75% en la grafica del extremo superior derecho v 50% en la grafica
inferior izquierda; en estas fres graficas la fase de lectura abierla se encuentra en el marco
1. La grdafica inferior derecha, por su parle, muestra el comportamiento de una secuencia
generada al azar en la cual nc se aprecia un marco de lectura preponderante,
comespondiendo a cada fase aproximadamente un 30% del serial RNY.

El programa de Shepherd, incluido en el paquete informdtico PC Gene de
intellegenetics Inc, and Genofit SA, Ver. 601 (1989, con denominacidn COD RNY,

se como en una computadora Acer 386 con 640 kb de memoria RAM: las
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secuencias fueron copiadas en formato GCG y recuperadas de la base de datos
Stanford Genome Data Base (SGD). utilizando el listado de ORFs del genoma de
Saccharomyces cerevisidae elaborado por el Martinsried Institute For Protein

Secuences [MIPS) en Munich, Alemania.

Programa BLAST.- Este programa de busqueda de similitudes enfre secuencias de
proteinas fue utiizado para tratar de identificar secuencias de aminodcidos
correspondientes a ORFs cuestionables e hipotéticos; el programa BLAST {Basic
Alignment Search Tool) es un algortmo de busqueda de similitudes entre
secuencias, comparando segmentos similares enfre una secuencia dada y las
secuencias registradas en las bases de datos; el programa evalla la significancia
estadistica de las similitudes enconiradas y reporia sélo los apareamientos gque

satisfagan un umbral de significancia establecido previamente.
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4- RESULTADOS.

Los resultados de los andlisis realizados son descritos para cada cromosoma por
separado.

CROMOSOMA | -, Para el cromosoma 1, MIPS sefiala 2 ORFs cuestionables, YAL
056c-A v YAL 034c-B, de 118 v 117 codones respectivamente. Stanford no tiene
registrados estos ORFs, por lo que no se recuperaron dichas secuencias. Este
cromosoma tiene 15 ORFs registrados como proteinas hipotéticas sin similitud con
alguna secuencia reportada: de estos 15 ORFs, ocho secuencias mostraron
porcentajes de reconocimiento del serial RNY mayores de 62%, considerado como
cota minima de reconocimiento, de las cuales seis tienen una longitud promedio
de 300 pares de bases y las dos restantes una longitud promedio de 900 pares de
bases: estos ocho ORFs, considerados como genes putativos segun el algoritmo de
andlisis, muestran un valor de CAl de 0.10 en promedio, el cual es considerado un
valor bagjo, indicando que en estas secuencias no es manifiesta la utilizacion
preferencial de codones consignada para los genes de la levadura. El Gnico ORF
que mostrd un valor de CAl elevado, 0.48, y con un porcentaje de concordancia
con ef foomato RNY de 100% fue YAR 020c el cual muestra similiiud con una
proteina registrada en la base de datos de MIPS (Figura 4). Los ocho ORFs
reconocidos con potencial codificante por el programa de Shepherd fueron: YAL
045¢ (102 codones), YAR 020c (55 codones}, YAR 040c {119 codones), YAR Q64w (99
codones), YAR 069¢ (97 codones), YAR 070¢ (99 codones),YAL 056w ({847 codones) y
YAL 027w (261 codones).

Respecto a los genes anotados y utilizados como confrol, el algoritmo de Shepherd
reconocio el formato RNY en tres de los cinco genes analizados: los dos genes no
reconocidos por Shepherd comresponden a una proteina de membrana y O una
proteina del sistema del holo-citocrome C, con una CAl promedio para ambos

genesde 0.12.
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FIGURA 4.- En esta secuencia se observa que el ORF correspondiente a la secuencia
YARO20c comienza aproximadamente en la base 270 y fermina en la base 465 (eje de
abcisas), en el marco de lectura 1 (eje de ordenadas); el algoritmo de Shepherd identifica
el patrdn RNY a todo lo large de la secuencia (linea horizontal), extendiéndase. inclusive.
mas alld del coddn de témino. Las flechas verlicales, presentes en los tres marcos de
lectura, sehalan la posicion de los codones de témino,

CROMOSOMA lI-. En este cromosoma se tienen registrados nueve ORFs
cuestionables en los bancos de datos MIPS y Stanford, de los cuales tres, al
cuantificar su porcentgje de seguimiento del formato RNY, fueron considerados
como secuencias con potencial codificante: YCL 0046c {109 codones), YCL 023¢c
{115 codones) y YCR 041w {110 codones). El valor promedio de CAl para estas
secuencias es de 0.1. De estos tres ORFs, consideradas como genes potenciales,
YCL 006c e YCL 023¢c muestran una concordancia absoluta con el formato RNY, ol

no presentar desviaciones respecto a este coddn de referencia.
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En relacion con los ORFs considerados como hipotéticos por MIPS y Stanford, se
andlizaron catorce secuencias, de las cuales cinco mostraron porceniajes de
concordancia con el seriat RNY en el 80% de su longitud; estas secuencias son: YCL
058c (152 codones), YCR 006c (157 codones), YCR 043c (127 codones), YCR 085w
(117 codones). YCL 061c (329 codones) e YCR 017¢ (953 codones); las dos ditimas
secuencias, de considerable extensidn, sefiolan hacia una alta probabilidad de
codificacion, ya que su longitud, aunada a un valor promedio de CAl de 0.16,
refuerza la probabilidad de ser genes potenciales.

Es de senalar que ninguna de estas cinco secuencias mosfraron similitud con
alguna ofra reportada en las bases de datos.

Respecto a los genes anotados, de diez secuencias seleccionadas, siete fueron
cuantificados como codificantes; entre estas secuencias figura el gen ribosomat
YCR 031c¢, el cual contiene un intrén que abarca desde el codén 3 hasta el coddn
103, seguido por un exdn terminal de 135 codones. Este exdn es reconocido por el
programa de Shepherd en fase 2, de manera lineal, hasta ef coddén de término
{Figura 5). El primer exdn abarca los dos primercs codones, presentandose en el
marco de lectura 1. La grdfica ilustra de manera clara la capacidad de deteccion
del dlgoritmo de Shepherd de regiones no codificantes (infrones) y codificantes
{exones) asi como sus transiciones de fase .

CROMOSOMA V-, Para este cromosoma, en el catdlogo de MIPS aparecen
senalados como ORFs cuestionables trece secuencias, de las cuales solamente
figuran tres en la base de datos del SGD; como los criterios para considerar como
ORFs a secuencias no anotadas varian entre ambas bases de datos, se considerd
adecuado incluir solamente aquellos ORFs que estuvieran registrados en Ias dos
bases de datos y que no mostraran discordancia respecto a la asignacién de
coordenadas; por esta razdn, se recuperaron tres ORFs considerados como
cuestionables, de los cuales solamente uno, YER 119c-A, generd una grdfica lineal
aungue en fase 3, ta cual estd puntuada por codones de término, mientras gue el
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ORF esta registrado en fase 1. La interpretacion de la grafica sefala que este ORF
no tiene potencial codificante, aungue por el comimiento en la distribucién del

formato RNY, el programa registra la sefie codificante en la fase 3.
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FIGURA 5. En este grafica de Shepherd del gen YCRO31c. se muesira al intrén abarcando
desde la base 307 hasta la base 612, observandose fluctuaciones del patrén RNY hacia los
tres marcos de leclura: a partir de la base 412, se abre un ORF en fase 2. extendiéndose
hasta la base 1018, en la que aparece un coddn de témmino sefalando el fin del exdn. E
formato RNY es reconocide por el programa y. sefalado como una linea horizontal en toda
la extensidn de la secuencia del exén en fase 2.

Respecto a los ORFs hipotéticos. de las veinte secuencias seleccionadas en este
cromosoma, quince mostraron porcentajes del formato RNY mayores de 62% - 82%
en promedio -, de las cuales diez comesponden o ORFs de airededeor de 150
codones y las ofras cinco a ORFs de 500 codones promedio. Estas secuencias con
potencial codificante fueron: YEL 008w (124 codones). YEL 010w (116 codones), YEL
Ol4c (101 codones), YEL 028w {153 codones}, YEL 048c (110 codones), YEL 075¢ {122
codones), YER 035w (145 codonas). YER 047w {161 codones). YER 071c (124
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codones), YER 12lw {114 codones). YEL Ot7w {337 codones). YEL 023c (682
codones), YEL 057¢ (234 codones). YER 038c (464 codones) e YER 080w (627
codones). Estos ORFs muestran un valor de CAl promedio de 0.12.

Las graficas de la mayoria de las secuencias analizadas mostraron algunas
desviaciones respecto a la fase de lectura en la cual se encuentra el ORF principal.
aungue en todos 10s casos el aigoritmo de Shepherd seficla el marco de lectura
coincidente con el anotado por las bases de datos.

Respecto ¢ los genes anotados y ulllizados como contfrol, de catorce genes
seleccionados, el programa de Shepherd registré nueve como concordantes con
el formato RNY. Entre estos genes figura YER 117w (137 codones), el cual codifica
para una proteina ribosomal; como en ef caso de YCRO31c, este gen también
confiene un intron, el cual fue registrado por el algoritmo, identificando ta fase de
codificacion del exdon. Nuevamente, en este caso se demuestra el valor predictivo

del programa en relacidn con las regiones con potencial codificante.

CROMOSOMA Vii-. En este cromosoma fueron identificados freinta y siete ORF's
considerados como cuestionables; de este total de secuencias, diez fueron
cuantificadas como posibles secuencias codificantes, aunque cinco de ellas
presentaron, en algunos casos, marcadas fluctuaciones respecto a la fase
codificante putativa. Por ofra parte, los cinco ORFs restantes generaron registros
completamente fineales en toda su extensién en concordancia con el formato RNY
en fase 1. Estos cinco ORFs fueron los siguientes: YGL 072¢ (119 codones). YGR 064w
{122 codones}, YGR 114c (129 codones), YGR 219w {113 codones) e YGR 242w (102
codones). Los valores de CAl para estas secuencias oscilaron enfre 0.07 y 0.24,
comrespondiendo este Ultimo valor al ORF YGR 219w, lo cual lo sefiala como un ORF
con una probabilidad de codificacion.

Respecto a los cinco ORFs cuestionables que mostraron desviaciones respecto al

sefial RNY, su valor promedio de CAl fue de 0.10y su porcentadje de seguimiento del
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sefial RNY fue de 74% en promedio. Estos ORFs fueron los siguientes: YGL 007w {125
codones), YGL 034c {121 codones}, YGR 045c (120 codones)., YGR 144w (111
codones) e YGR 269w (108 codones).

En relacion con los ORFs hipotéticos, se andalizaron veintiOn secuencias, de las
cuales nueve ORFs mostraron un promedio de 85% de concordancia con el
formato RNY, considerdndose como secuencias potencialmente codificantes: ios
tamarics de estos ORFs varian entre 57 y 713 codones. Las secuencias que
mostraron  grdficas lineates comespondiendo con el serial RNY, es decir.
concordanies, en toda su exiensidn, con la caracteristica de codificacion, fueron
YGL 188c (57 codones) - este ORF es uno de ios de menor longitud y con potencial
codificante detectados en esta investigacion (Figura é)-, YGR 030c {158 codones) e
YGR 294w (120 codones). Esta Ultima secuencia mosird un valor de CAl de 0.45, con
una alta probabilidad de ser un gen potencial. Otros dos ORFs, YGL 230c (147
codones) e YGR 035¢ (116 codones), también mostraron una pauta de lectura
asociada a la fase 1, aunque presentaron fluctuaciones hacia la fase 3 a lo largo
de sus secuencias. Los cuairo ORFs restantes de mayor tamafo que mostraron en
sus grdficas de Shepherd mayor concordancia con el formato RNY fueron: YGL
138c (345 codones), YGL 183¢ (174 codones), YGR 103w {605 codones), YGR 113w
(335 codones) e YGR 128c (703 codones); el valor medio de CAl fue de 0.16 con un

porcentaje de seguimiento del serial RNY de 75%, en promedio.

Enfre los genes anotados y andlizados comoe controles, de los trece seleccionados,
el algoritmo identificd a doce como secuencias codificantes. Dos de estos genes
contienen intrones, YGL 103w (149 codones) (proteina ribosomal) e YGL 087¢c {137

codones) ( ubiquiting ). En ambos genes el programa registra las regiones de los
exones en forma precisa.

CROMOSOMA IX-. De este cromosoma, se recuperaron de la base de datos fres
ORFs clasificados como cuestionables, de fos cuales dos fueron registrados por el
programa y postefiormente cuantificados como secuencias con potencial
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codificante: YiL 141w {129 codones) e YiL 163c (117 codones). Bl valor de CAl para
ambas secuencias es de 0.11, presentando ambos ORFs desviaciones minimas
respecto al coddn RNY. El tercer ORF recuperado. YIL 040w (144 codones), es
reconocido por el algoritmo, con su pauta de lectura mostrando absoluta
linearidad con la fase 3, mientras que el ORF registrado en la base de datos se
despliega en la fase 1: este efecto puede ser debido a la persistencia del formato
RNY en la fase 3 a pesar de la presencia de codones de témino. Desde luego. los
codones de terminacién presentes en la fase 3 eliminan la posibiidad de que la

secuencia codificante se encuentre en esta fase.
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FIGURA 6.- YGL188c es uno de los ORFs hipotéticos mds pequenos identificados en el
genoma de lo levadura. Este ORF se extiende desde la base 301 hasta la base 472 (57
codones] en el marco de lectura 1: el aigoritmo de Shepherd identifica el formato RNY
asociado a esla secuencia en toda su longitud. Se pueden apreciar las fluctuaciones o
cambios de fase en el patrdn RNY que flanquean ia regién del ORF.
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De nueve ORFs hipotéticos seleccionados de este cromosoma, siete secuencias
mostraron una fuerte comrespondencia - 89% - entre el serial RNY y el registro
generado por el programa. El valor de CAl para estas secuencias es, en promedio,
de 0.13, con excepcion de los ORFs YIL 176c{120 codones) y de YIR 041w {124
codones) os cuates mostraron vaiores de CAl de 0.65. Cabe sefialar que la region
gue flanquea a las secuencias de -300 a +1 es idéntica en ambos ORFs (Figura 7);
probablemente ambas secuencias son un ejemplo de duplicacidn génica, aunque
en el andlisis de 1as regiones duplicadas del genoma de la levadura realizado por
Wolfe y Shields (1977).no sefialan a ambas secuencias como secciones duplicadas.
En el laboratoric comparamos estas secuencias mediante un  alineamiento
apareqdo, utilizando el programa NALIGN [ Myers y Miller, 1988 ), mostrando ambas
una simititud de 87.3% en la region del marco de lectura abierta y un 91.3% de
similitud al adicionar la seccién comprendida entre -400 vy el sitio de inicio; estos
resultados indican que ambos ORFs, residiendo en posiciones extremas del
cromosoma IX y muy cercanas a las regiones teloméricas - YIL 176c en el brazo
izquierdo y YIRO4lw en el brazo derecho - pueden representar un evento de
duplicacion génica no sdlo de las regiones codificantes sino también de las

secuencias precedentes, “upstream”, probablemente de cardacter regulatorio.

Las secuencios comespondientes a ORFs hipotéticos que mostraron porcentajes
elevados de seguimiento del serial RNY -92% en promedio- y consideradas con
potencial codificante fueron las siguientes: YIL 008w (99 codones), YiL 032c {118
codones ), YIL 058w (94 codones), YIL 059¢ {121 codones). YIL 084c (102 codones),
YIR 007w {764 codones | y YIRO20¢ (100 codones |.

CROMOSOMA XI-. En este cromosoma se seleccionaron diecinueve ORFs
cuestionables, de los cudles Unicamente cinco fueron considerados como
secuencias con pofencial de codificacion; estas cince secuencias muestran
valores de CAl situados entre 0.09 v 0.20, lo cual, par a ORFs considerados como
cuestionabiles, representan valores intermedios. Las secuencias fueron las siguientes:

YKL 053w {124 codones}, YKL1 18w {103 codones), YKL 153w (169 codones), YKL1469C
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{127 codones} y YKR 040c (167 codones). En el caso de YKL 153w, toda la
secuencia registra una concordancia absoluta respecto al formato RNY. mientras
que las otras dos secuencias presentan picos pardsitos al inicio y al término de su
longitud. El porcentaje de concordancia con el serial RNY en estos cinco ORFs es

de 91%. 1o cual los situa como probables genes putativos.
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FIGURA 7.- Aqui se observa que las secuencias YIL17éc y YIRO4iw, de similar jongitud,
comparien las mismas posiciones de sus codones de témine en los 230 pares de bases
previos al inicio de sus respectivos ORFs, ambos en el marco de lectura 1. £l andlisis de sus
secuencias revel un porcentaje de similitud de 87% en sus regiones codificantes putativas,
las cuales se extienden desde la base 301 hasta la base 640, aproximadamente yun ?21%
de simnilitud en los 600 pares de bases previos al coddn de inicio. Estos porcentajes sugieren
que ambas secuencias son producto de un evento de duplicacion.

Respecto a los ORFs considerados como proteinas hipotéticas, de veinticuatro
secuencias seleccionadas , catorce fueron consideradas como potencialmente
codificantes, debido al grado de concordancia con el serial RNY: enfre los ORFs de
mayor famafio se encuentra uno de 1,764 codones, asi como ofros de tamaro
intermedio, fo cual sugiere un origen no aleatorio para estas secuencias. Por ofra
parte, la mayoria de estos ORFs no muesiran similitud con secuencias reportadas
previamente. las secuencias con probabiidad de codificacidn - 78% de
seguimiento del formato RNY - fueron ias siguientes: YKL 031w (137 codones) YKL
102¢c (101 codones), YKL 137w {103 codones), YKL 225w {115 codones), YKL 061w
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{113 codones), YKL 014c (1.764 codones), YKL 183w {306 codones ), YKL 189w (399
codones), YKL 221w (473 codones). YKL 222c (705 codones), YKR 044w ({443
codones), YKL 107w (309 codones), YKL 151c (337 codones) e YKL 195w (427
codones).

Respecto a los genes anotados, en el 90 % de los casos el algortmo registra
concordancia entre el formato RNY y el marco de lectura abierta propio del gen; al
igual que en ofros cromosomas, en el caso de genes de proteinas ribosomales con
intrones, el algoritmo asigna las pautas de lectura del serial RNY a las fases en las

cuales estan expresados 1os exones.

CROMOSOMA XliI-. En este cromosoma, uno de los de mayor tamafio, con 924,430
pares de bases, se tienen registradas veintidds secuencios consideradas como
cuestionables; cinco de estas secuencias mostraron concordancia con el coddn
RNY en la fase 1. De estos cinco ORFs, cuatro mostraron ligeras desviaciones a lo
largo de sus secuencias respecto al formato RNY; también se observa una alta
comespondencia - 75% - entre este serial y el marco de lectura abierta registrado
por el programa; la nomenclatura de estos ORFs es la siguiente: YML 08%c (122
codones), YMR 031w-A {108 codones), YMR 244c-A {104 codones} e YMR 316¢-A
{103 codones); el quinto ORF considerado con potencial codificante, YMR 173w-A
{394 codones), mostrd una serie de caracteristicas particulares, las cuales se

detallan a continuacion:

a) Su secuencia de bases muestra 2 marcos de lectura abierta, comrespondientes
alas fases 1 y 3 : en ta fase 1, el ORF tiene una extensidon de 1,182 pares de bases,
comespondiendo a 394 codones -este ORF, con un valor de CAl de 0.09,
corresponde al registrade en las bases de datos. El segundo ORF, en fase 3, tiene
una extensién de 1,290 pares de bases {430 codones) v un valor de CAl de 0.35,

mostrando una region de sobrelape de 1,081 pares de bases con el ORF anterior. El
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programa de Shepherd visualiza la fase de lectura de esta secuencia en el marco

3, sin presentar desviaciones a otras fases (Figura 8).
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Plot of the B frame analyziz for sequence YMRI7NA.
On bases 1 to 1785 compated by lemgth of 144 bp. with a step of 15 bp.

FIGURA 8.- Dos ORFs sobrelapados. En este gréfico de Shepherd se observan dos marcos de
lectura abierta, situados en las fases 1 y 3, mostrando un sobrelape de 1380 pares de bases
{460 codones); el ORF que aparece en fase 3 coresponde al gen DDR48, codificante para
una proteina de choque témico y el cual es identificado por el algoritmo de andlisis. El ORF
en fase 1 posiblemente comesponde a una secuencia codificante para una proteina de
membrana; este ORF estd considerado como cuestionable hasta el momento.

b} Las bases de daios regisfran un ORF contiguo a YMR 173w-A designandolo
como YMR 173w y codificante para una profeina de 430 aminodcidos, anofada
como proteina de choque térmico (DDR 48). Este es el ORF que visualiza el
programa de Shepherd: sin embargo, et ORF consignado por las bases de datos,
con una longitud de 3%4 codones {YMR173w-a)y no visualizado por el programa de

Shepherd, muestra, al analizar su secuencia de aminodcidos, ocho dominios de
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transmembrana, sugikiendo un posible papel de proteina integral. Esta proteina
putativa fliene un peso molecular estimado de 43.9KD y un valor de CAl de 0.09.

<) Al redlizar una bUsqueda de similitud del ORF YMR173w-a de 394 pb con ofras
secuencias, utilizando el programa BLASIP 2.0.4., se encontrd una similitud parcial
de 59% con una proteina de 63.5 KD de la levadura de fisidn S pombe:; esta
proteina perfenece a la familic de trasiocasas para resistencio o farmacos;
asimismo, el programa BLASTP reportd una similitud parcial de 55% con ofra
proteina de fransmembraona (hipotética) de Haemophilus influenzae, designada
como proteina integral de membrana. Estos resultados apuntan a que la regidn
YMR 173w contiene, probablemente, dos genes sobrelapados, uno de ellos
anotado -DDR 48- y ofro de cardcter putativo - YMR173w-a con potencial
codificante para una proteina de membrana. Este hecho de sobrelapamiento de
genes en la levadura no ha sido reportado anteriormente, representando una via

de investigacion prometedora respecto al estudio de la organizacién del genoma
de la levadura.

En relacidn a los ORFs hipotéticos, se seleccionaron veinticualro secuencias, de las
cuales frece mostraron patrones compatibles con el formato RNY; entre estas
secuencias, cuairo mostraron relaciones casi lineales entre la fase de lectura que
cumple con el serial RNY y e marco de lectura abierta registrado para estas
secuencias, por lo que fueron consideradas como ORFs potencialmente
codificantes. Las secuencias que no mostraron relaciones lineales absolutas
presentan picos pardsitos intemedios o pefiféricos a lo largo del ORF, aunque la
mayor parte de su extension se adapta al formato RNY, con una concordancia
promedio de 88%. Dichas secuencios son las siguientes: YML 108w {105 codones),
YML 090w {128 codones), YMR 324c (80 codones), YMR 325w (124 codones), YMR
107w (115 codones), YMR 122¢ (124 codones), YMR 195w (127 codones), YMR 252¢
(134 codones). YMR 326c {102 codones). YML 071¢c (607 codones), YMR 114c (368
codones), YMR 130w (302 codones) e YMR 204c (420 codones).



Respecto a los genes anotados de control, en el 90% de los casos el programa
identificé en forma comecta la fase de lectura; inclusive, en el caso del gen YML
085¢c, comespondiente al gen de la tubulina 1, el algoritmo regiskté en forma
comecta el marco de lectura abierta de este gen, que comesponde, como caso
particular, a la fase 3 del ORF.

CROMOSOMA XV-. De este cromosoma se recuperaron las treinta y cinco
secuencias consideradas como ORFs cuestionables, idenfificéndose ocho
secuencias, las cuales mostraron una alta comespondencia - 83% - enfre Ia fase de
lectura vy el serial RNY. Esta alta comespondencia nos llevé a conferide a estas
secuencias capacidad potencial codificante. Estas secuencias fueron : YOL 106w
{117 codones), YOL 050c (106 codones), YOL 046c (224 codones), YOR 121c {101
codones}, YOR 169c (154 codones). YOR 225w (109 codones), YOR 379¢c {112
codones) € YOR 218c {139 codones): este Ultimo ORF mostrd una concordancia
absoluta entre el formato RNY v la pauia de lectura en la fase 1.

Respecto a los ORFs considerados como hipotéticos, se seleccionaron treinta
secuencias, de las cuales diecisiete fueron cuantificadas y consideradas como
potencialmente codificantes debido a la elevada concordancia - 84% - entre lg
sefie RNY y la fase de lectura abierta, la cual coresponde, en todos los casos, a la
fase 1. Las secuencias de entre 100 y 150 codones, con potencial codificante,
fueron las siguientes: YOL 166¢ (112 codones), YOL 160w (113 codones), YOL 118c
(102 codones), YOL 085c {113 codones), YOR 252w (141 codones), YOL 026c (113
codones), YOR 015w (119 codones). Estas dos Ultimas secuencias mostraron una
alta comespondencia entre el coddn de referencia RNY y el marce de iectura
ablerta. Como caso especial se puede mencionar al ORF YOR 053w - codificante
para una acefilfransferasa - en cuya secuencia se presentan 3 ORFs simultdneos, ya
que no se observan codones de término al inferior de los 3 marcos de lectura
abierta; en este caso, el algoritmo de Shepherd identifica el formato RNY en forma
absoluta en fase 2, mientras que las bases de datos registran el ORF principal en la

fase 1. Por ofra parte, el tercer ORF se presenta en la fase 3 con una exiensidon casi
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idéntica a la secuencia de ia fase 2 (Figura 9. Es posible que en este caso también
se esté presentando un sobrelapamiento de las secuencias codificantes, pues a
ausencia de codones de término abre la posibilidod de la existencia de genes
sobrelapados, ain sin caracterizar; este gen muestra un valor de CAl de 0.10,
desconociéndose los valores para las otras 2 fases. Por otra parte, las secuencias
consideradas como potencialmente codificantes -con una ocurrencia del formato
RNY en el 75 % de la longitud de los ORFs, en promedio, asi como una extension de
entre 300 y 1200 codones- fueron las siguientes: YOL 091w (609 codones), YOL 078w
{(1.174 codones), YOL 070¢ {501 codones), YOL 043¢ (957 codones), YOR 129¢ (893
codones), YOR 175¢c (619 codones),YOR 292¢ [309 codones). YOR 342c (319
codones) e YOR 352w (343 codones).
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FIGURA 9.- Tres ORFs sobrelapados. Aqui se pueden apreciar Yres regiones de marco de
lecturg abierta sobrelapadas y compartiendo una seccién de 310 pares de bases
{aproximadamente 103 codones); el programa de Shepherd registra el formato RNY en la
fase 2, mientras que el ORF en fase 1 comesponde al gen de la acetiltransferasa y es el que
consignan las bases de datos. Se desconoce si alguno de los ORFs en las fases 2y 3 es
codificante.
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Respecto a genes ancotados utilizados como control del programa, el 90% de las
secuencias seleccionadas en este cromosoma fueron reconocidas por el algoritmo
en corespondencio con el formato RNY. Esta calibracién del programa informatico
es la base para asighare una alta confiobilidad en su capacidad predictora

respecto al reconocimiento de regiones gendmicas con potencial codificante.
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5-. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Al integrar los resuliados del andlisis levado a cabo en ocho cromosomas de
Saccharomyces cerevisige, lama la atencidn la diferencia entre e! porcentaje
enconfrado de ORFs cuestionables pero con potencial codificante, equivalente a
27.7%, respecto a los ORFs hipotéticos que también mostraron este potencial, 62%
{Figura 10); aunque estos resultados son concordantes con las categorias bajo las
cuales estan clasificados estos ORFs en las bases de datos, esto es, como
cuestionables y como hipotéticos, esta diferencia sefiala una caracteristica del
genoma de la levadura: la mayoria de los genes potenciales analizados
pertenecen a la fraccion de ORFS con marcos de lectura abierta de una longitud
mayor de 100 codones, sin que los vakores bajos de CAIl representen un criterio
definitivo para discriminar endre regiones con & sin potencial de codificacion; Ia
longitud promedio de los ORFs cuestionables potenciaimente codificantes
analizados en este estudio fue de 135 codones., mientras que ia de los ORFs
hipotéticos con potencial codificante fue de 286 codones:; esta diferencia refleja
la gran varabilidad en la longitud de los ORFs en los que se manifiesta el formato
RNY. Ahora bien, el andlisis del franscriptoma de la levadura ha indicado la
presencia de al menos 160 genes no cordcterizodos ni anotados como ORFs en las
bases de datos, pero cuyos niveles de expresién son detectables {Velculescu et
al,1997): una caracteristica comun en estos ORFs es su tamaiio reducido, del orden
de 66 codones en promedio, lo cual sefiala la necesidad de prestar mas atencion
a secuencias de longitud reducida. Por ofra parte, estos 160 ORFs apenas
representan el 3.4 % del total de genes expresados defectados y fan sdlo ef 2.6 %
del total de ORFs anotados en las bases de datos: ung limitacidén importante
respecto al conocimiento de estas secuencias es que aun no estdn disponibles sus
coordenadas, impidiendo, por ahora, su andlisis por medios computacionales. Por
otra parte, los dos tipos de ORFs analizados en el presente estudio y que mostraron

potencial codificante, no presentaron diferencias apreciables en sus valores de CAl
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: 012 para los ORFs cuestionables y 0.14 para los ORFs considerados como
hipotéticos. Esta falta de corelacion entre el tamadio de un ORF y su valor de CAl
fue observada por Dujon et al (1994} al analizar la secuencia del cromosoma XI,
aunque en el mismo estudio, los autores sehalan que la bisqueda de ORFs como
genes funcionales se ha basado, generalmente, en ka utilizacién del CAl como
criterio de discriminacion, junto con su tamafio; la presente investigacién sugiere
que, para ORFs de extensidn moderada -menores de 300 codones- el valor de CAl
no es un elemento critico para la definicidn de un gene potencial, mienfras que
para ORFs de mayor longitud, su misma extensibn minimiza su probabilidad de

ocurrencia al azar a valores por debajo del 0.2 % {Sharp y Cowe, 1991; Qliver et al,
1992).

PORCENTAJE DE ORFs CON POTENCIAL
CODIFICANTE

bl

orfs hipotéticos con
potencial de codificacién
M orfs hipotiticos sk
potencial de codificacién
D orfs cuestionabies con
potencial de codificacion
B orfs cuestionables sin
potancial de codificacion

-

o B88E88838388

ORFS ORFS
CUESTIONABLES HIPOTETICOS

FIGURA 10.- iLa gréfica sefiala las diferencias en el potencial de codificacién en ORFs
cuestionables e hipotéficos: los ORFs cuestionables mostraron un 27% de potencial
codificante mientras que en los ORFs hipoléticos este porcentaje es de 62%; estos resuitados
concuerdan con las estimaciones de los autores del Proyecto de Secuenciaciéon del
Genoma de Saccharomyces cerevisiage para estas secuencias.
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Otro resuitado importanie que se observd respecto al famano de los ORFs con
potencial codificante consistid en que las ocho secuencias menores @ 100 codones
que se identificaron, comesponden a la categoria de ORFs hipotélicos y ne a ORFs
cuestionables, mostrando un valor promedic de CAl de 0.14, propio de ORFs
hipotéticos. tnire esias secuencias, la de menor tamarno que fue reconocida por el
programa de Shepherd con potencial de cedificacidn se encontrd en el
cromosoma Vil, con una longitud de 57 codones v sin similitud con ofra secuencia
reportada; su valor de CAl se ubicd en 0.20. Por ofra parte. una secuencia con
extensidon menor a 100 codones fue reconocida en el cromosoma |, constando de
99 codones, sin similitud conocida y con un valor de CAl de 0.09; de esta manerq,
el escaso nimero de secuencias con potencial codificante de una lengitud menor
de 100 codones, asi como ! bajo nimero total de ORFs pequefios -291 secuencias
menores de 100 codones con 6 sin funcidn conocida -, presentes en el genoma de
Saccharomyces cerevisiae, refuerza la idea de que la blsqueda computacional
de ORFs con capacidad cedificante (enfre las mds de 2800 secuencias sin
caracterizacién genética), debe poner especial énfasis en la  respuesta que
generen las secuencias a los algoritmos de busqueda por contenido, mientras que
el criterio del valor de CAl -de indudable ufilidad-, puede ser aplicado para estimar
el nivel de expresidn de los ORFs identificados como potencialmente codificantes.
Estas dos condiciones, junto con los resultados obtenidos de ia caracterizacion del
franscriptoma de la levadura, pueden servir para definit prioridades en los
programas experimentales de investigacion genética, bioquimica y biolégica de

ias regiones codificantes del genoma de Saccharomyces cerevisiae.

Respecto al digoritmo de buisqueda por contenido utilizado en esta investigacién,
el programa de Shepherd demostré una gran capacidad de discriminacion de las
regiones con potencial codificante respecto a las no codificantes en las dos clases
de secuencias analizadas comespondientes a genes anotados y ORFs hipotéticos y

cuestionables {Figura 11). asi como con genes conteniendo intrones, discriminando,
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en estos Uitimos, las secuencias comespondientes a los exones, y sefialando, con

gran precision, los limites exdn -intrén- exdn,

% de reconocimiento RNY en genes anotados, en
ORFs hipotéticos y ORFs cuestionables

0 10075 %
H50-75%
0<50 %
300pb
FIGURA 11.- La grafica muestra los porcentajes de reconocimiento del formato RNY en

genes y ORFs de diferente longilud. Los rangos a la derecha de la grafica indican, en
términos porcentuales, ia extensidn de la secuencia en la que estd presente el formato RNY.
Los mayores porcentajes de presencia del serial RNY se encontraron en genes de 900 vy 300
pares de bases, mientras que los menores porcentdjes se observaron en ORFs considerados
como cuestionabies.

El programa informatico se aplicé escogiendo los parametros que ofrecieran la
mayor sensibilidad de andlisis, aunque, en algunos casos, se amplificaron las
desviaciones respecio al serdal RNY, ocasionando “ruido” {presencia de picos
pardsitos en la grafica), sin que este efecto obstruyera la interpretacion de los
datos. Tal como los resultados sefalan, e programa generd dos tipos principales de
graficas; las de tipo lineal, enia cua! el ORF muesira una comrespondencia absoluta

con el formato RNY, vy la de fipe puntuado, en la que aparecen desviaciones, en la
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secuencia del ORF, respecto a este mismo formato. En términos generales, ias
configuraciones linedles se observaron en ORFs de una extensién de 100 a 150
codones, mientras que lo registros graficos con desviaciones del serial RNY se
presentaron en aquellos secuencias con longitudes comprendidas entre 200 y 700
codones; desde luego, pueden presentarse casos de ORFs pequefios con
desviaciones del serial RNY asi como secuencias de longitud considerable -
mayores de 300 codones- que muestren comporfamientos  lineales en
concordancia con este codén de referencia (Shepherd, 1990: Staden, 1984,1990).

En relacion con la probable presencia de genes sobrelapados en el genoma de la
levadura, el caso observado en el cromosoma Xlil en la regién YMR 173 apunta o
tas siguientes consideraciones: la presencia de dos marcos abiertos sobrepuestos
en la misma secuencia es, evidentemente, ia condicién necesand, aungue no
suficiente, para la existencia de genes sobrelapados; se conoce que la secuencia
comespondiente af gen anotado, DDR 48, fiene una longitud de 430 codones
presenfes en la fase de lectura 3, mientras que el segundo ORF muestra ung
longitud de 1,182 pares de bases -394 codones- presenies en fase 1, generando
una region de sobrelapamiento de 1,081 pares de bases -360 codones-; una
caracteristica importante de estos 2 ORFs es que ninguno de ellos esta contenido
en et ofro, y que ambos se presentan con la misma polaridad 5'—3'. El gen DDR 48
se exftiende del nucledtido 93 al 1.382, mientras que el ORF considerado
cusstionable se extiende del nucleétidd 301 al 1,482, es deck. el gen DDR 48
principia aproximadamente 200 pares de bases antes que el ORF cuestionable y
termina 100 pares de bases antes; es importante sefialar que el valor de CAl
asignado para DDR 48 es de 0.35 mientras que este valor para el ORF YMR 173w-A
es de 0.09. El hecho de que e ORF considerado como cuestionable tenga una
extension de 394 codones hace muy improboble su presencia por procesos
aleatorios aungue no se puede descartar esta posiblidad. Respecio a ia
busqueda de similitud de la secuencia del ORF cuestionable con alguna otra

reportada, se encontré corespondencia con dos proteinas de membrana, lo cual,
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aunado al andlisis de su composicion de aminodcidos, sefiala que es muy verosimil
gue este ORF coresponda a un gen codificante para un polipéptido presente en
membrana. 1a prediccidn sobre la capacidad codificante de este ORF. YMR173w-
Q, puede ser verfificada experimentaimente mediante la técnica del andlisis serial
de la expresién del gene, SAGE, desconociéndose hasta ef momento, si el andiisis
del proteoma de Saccharomyces ha identificado esta regidn respecto a sus
productos de expresidn génica. Por ofra parte, la observacién de secuencias
pertenecientes a ORFs cuestionables y en los cuales se presentan ORFs
sobrelapados entre las fases 1 y 3, indica que la compactacion de genes en el
genoma de la levadura puede favorecer el sobrelape de regiones potencialmente
codificantes; como en el caso del cromosoma Xili, en el XV las secuencias
sobrelapadas se presentan en las fases 1 y 3, aunque et programa de Shepherd
registra Unicamente una fase como codificante, ia cual muestra, en forma linedl,
una total concordancia con el patrén RNY. De esta manera, resulta de sumo interés
el caracterizar, de forma experimental, la probable capacidad de codificacién de
los ORFs que muestran sobrelapamiento en sus secuencias, independientemente
de que estén considerados como ORFs cuestionables, condicion ésta que no

representa una designacion excluyente respecto al potencial de codificacién de
estas secuencias,

En resumen, el panorama resultante de esta investigacidn puede ser visualizado de

la siguiente manera:

1.- Mediante este estudio se descubrié que el 27% de los ORFs cuestionables vy el
62% de los ORFs hipotéticos analizados mostraron potencial codificante, lo cual
sugiere un esquema de prioridades en el andlisis funcional de las secuencias que

pudieran corespender a nuevos genes.

2-. Los ORFs pequenos considerados como cuestionables pueden ser estudiados
por algoritmos de busqueda por contenido, independientemente de sus valores de
CAl, los cuales, pueden vincularse con los niveles de expresién y no tomarse como
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criterios restrictivos respecto a su capacidad codificante: esto es aspecialmente
sefialado para ORFs que muestran valores de CAl ubicados enire 0.05 y0.12.

3.- La distribucién de ORFs cuestionables e hipotéticos en los ocho cromosomas de
la levadura estudiados en esta investigacion, estd en funcidn de la longitud y de la
densidad génica en los cromosomas, sin que se observe un sesgo respecto a lg
frecuencia de aparicidn de esta clase de ORFs en algun cromosoma en particular;
la anomdalia respecto a ta carencia de algunos ORFs cuestionables en la base de
datos de Stanford puede deberse a problemas en Ia asignacién de las
coordenadas comespondientes, lo cual revela las discordancias en la anotacién
de secuencias entre las dos principales bases de datos que manejon lo secuencia
completa del genorna de Saccharomyces cerevisiae.

4-. El descubrimiento de una regién de sobrelapamiento en las secuencias de ORFs
en el cromosoma Xl y otras regiones en el cromosoma XV, apunta hacia un andlisis
en profundidad de estas secuencias, en dos direcciones complementarias: por una
parte, la bisqueda de similitudes con ofras secuencias reportadas, y por ofra, su
cofrelacidn con los resultados derivados del andlisis del tfranscriptoma, el cugl a la
fecha, estd siendo publicado en forma parcial por el grupo de investigacion de Ia

Escuela de Medicina de la Universidad Johns Hopkins en Balfimore (Velculescu et
al, 1997).

5. £l algoritmo de Shepherd demostrd su capacidad de reconocimiento de
secuencias en relacién con su potencial de codificacion, registrando con gran
precision secuencias que por sus caracteristicas de cambios de fase, presentan
dificultades para su deteccién, incluso utilzando algoritmos de busqueda por sefal
- como es el caso de genes conteniendo intrones- [Claverie, et al, 1990). Este
programa informdtico presenta una gran versatiidad en sus aplicaciones, pues al
basar su busqueda de regiones codificantes en tomo al formato RNY, prescinde de
criterios mds limitantes tales como la utilizacion preferencial de codones -
particularmente en genes pulativos con bajo nivel de expresion -, la ubicacién de
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codones de inicio o de término o la presencia de secuencias consenso en el ORF
analizado y en regiones contiguas. Es, por lo tanto, un algoritmo que deberia ser
mas utilizado en los programas de busqueda por contenido.

CONCLUSIONES FINALES

1) Se logré la identificacién diferencial de ORFs pequefios con potencial
codificante y sin potencial codificante dentro de las categorias de ORFs
cuestionables e hipotéticos, los cuales no habian sido previamente definidos en el
genoma de ig levadura.

2) Los resultados sefialan la factibilidad de un andlisis experimental detallado en los
ORFs con potencial codificante, sefalando priofidades y posibiltando  Ia
identificacidn funcional de nuevos genes,

3} La aplicacién det algoritmo de Shepherd -basado en Ia identificacion del
formato RNY en ORFs aun no caracterizados en el genoma de la levadura- es una
heframienta valiosa en el reconocimiento de regiones potencialmente
codificantes; esto es especialmente apropiado en ORFs considerados como
cuestionables por criterios tales como su limitada extensidn vy por presentar bajos
valores de CAl
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codones de inicio o de término o la presencia de secuencias consenso en el ORF
andlizado y en regiones contiguas. Es, por Io tanto, un algoritmo que deberia ser

mas utilizado en los programas de bisqueda por contenido.

CONCLUSIONES FINALES

1) Se logrd la idenfificacion diferencial de ORFs pequefios con potencial
codificante y sin potencial codificante denfro de ias categorias de ORFs
cuestionables e hipotéficos, los cuales no habian sido previamente definidos en el

genoma de la levadura.

2) Los resultados sefialan la factibilidad de un andlisis experimental detallado en los
ORFs con potencial codificante, sefalando prioridades y posibilitondo la
identificacién funcional de nuevos genes.

3} La aplicacion del algoritmo de Shepherd -basado en la idenfificacion del
formato RNY en ORFs ain no caracterizados en i genoma de la levadura- es ung
heramienta valiosa en el reconocimiento de regiones potencialmente
codificantes; esto es especialmente aprepiade en ORFs considerados como
cuestionables por criterios tales como su limitada extension Yy por presentar bajos
valores de CAL
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APENDICE

LISTADO DE ORFs ANALIZADOS EN EL GENOMA DE Saccharomyces
cerevisiae

GENES ANOQTADOS ORFs HIPOTETICOS ORFs
CUESTIONABLES
=%00pb | ~300pb =900 pb | =300 pb = 300 pb

YALOOSC | YALO3OW YALOZ7W  [YALO3DC 1YCLOOGC
YALO20C [YARO29W | YALOB4WA |YALO4SC [YCL023C
YALO39C YCL007C YALOS6W  [YALD46C | YCLOAIC
YCLOZ29C |YCLOZ2C YCLO61C 1 YALDA6C | YCLO4A2W
YCROOSC |YCLO66W  |YCROV7C [ YALD&AW | YCLOAW
YCRO21C |YCRO14C YELOI7W  (YALO66W | YCRO4tw
YELOSOW |YCRO20CA IYELO23C |YARQ20C |YCRD49C
YELOS3C | YCRO24CA |YELOS57C | YARQ4OC |YCROS4C
YEROIIW |YCRO?6C | YERO3BC | YARQ47C | YCROB7W
YGLO73W | YELOO3W YEROBOW | YARO64W | YERDBAW
YGLIZSC | YELO3OW YGLO79C [YARQG6PC | YER119CA
YGL212W | YELO39C YGLI3BC |[YARQ70C | YERIBIC
YGL225W | YELO4YW YGLIS3C [YCLOO2C | YGLOO7W
YILO35C | YELD54C YGLI9SW |YCLO16C | YGLO4W
YIL134W | YELOS3C YGL219C | YCLD56C {YGLO34C
YiL142w | YERO1IW YGROO2C 1YCLOSBC | YGLO3PC
YIROO8C | YEROS8SW YGRIO3W I YCROOIW | YGLO72C
YIRO34C | YERI09CA |YGRI13W |YCRO04C |YGLO74C
YKLO1} YERI17W YGRI28C |YCRO22C |YGLOBBW
YKLOI9W | YERI3IW YILIOIC YCRO25C [YGLIO9W
YKLO73W | YER159C YIROC/W _ |YCR0O43C |YGROVIW
YKLOBSW |YGLOS8W [ YKLO14C  [YCRO48W [YGL118C
YKLO?4W | YGLO70C YKLIO7W | YCROBSW | YGRO18C
YKL201C | YGLO87C YKLIO8W | YELOOBW | YGRO39W
YKRO48C |YGLO89C YKLISIC IYELOIOW | YGROASC
YKROS52C | YGLIO3W [ YKLI83W |YELOI4C | YGROS0C
YMLO32C |YGROOBC | YKLI8OW [YFLO2BW |YGROSIC
YMLOB5C |YGRO20C | YKLI9SW  IYELOG7W | YGROS2W
YMLIIOC |YGRO37C  |YKL206C | YELOS68C | YGROA4W
YOLOD6AC [YGROA3C  IYKL22IW  {YELO75C | YGRO&SW
YOROOSC | YIL062C YKL222C ] YERQ3SW [ YGR104W
YORO27W | YILOA9C YKRO44W | YERD44C |YGRI115C
YORO6IW | YILI7IW YMLO71C | YERO46W {YGRI137W
YOR136W | YIROOPW YML114C | YERO71C | YGR139W
YOR143C {YKLO49C YMRIIOW | YERO?2W |YGR151C




LISTADO DE ORFs ANALIZADOS EN EL GENOMA DE Saccharomyces

cerevisige
GENES ANOTADOS ORFs HIPOTETICOS ORFs
CUESTIONABLES
= 900 pb = 300 pb =900 pb | =300 pb ~ 300 pb
YORZ3I7W i YKLO58W YMRI30W (YERIZIW |YGR140W
YOR288C |YKLO97WA [YMRI35C |YER135C |YGR144W
YORZ2YIW | YKL 56W YMR204C |YERI37C IYGRI74W
YOR313C | YKL192C YMR163C | YGLOIOW | YGR182C
YKROS7W YOLO63C [YGLOISC I YGR190C
YMLOO9C YOLO70C |YGLI21C |[YGR228W
YMLIZ29C YOLO72W | YGLI88C | YGR230W
YMROZ22W _ [YOLO78W  [YGL230C [ YCGR235C
YMRO42W | YOLOIW | YGRO3DC | YGR259C
YMRI23W  [YORI129C |[YGRO35C | YGR265W
YMRI75W IYORI3BC [YGR215C |YGR269W
YMRI24W  1YORI75C | YGR290OW | YILOSOW
YMR251TWA {YOR205C [YGR2?1C |YIL14IW
YMR256C YOR245C [YGR293C |YIL143C
YOLO20C YOR292C | YGR294wW | YKLO3OW
YOLOS3CA | YOR30IW | YILOOBW YKLO36C
YOL109W YOR342C | YILO32C YKLO76C
YOR167C YOR3S2W | YILOSBW YKLOB3W
YOR210W YILOSPC YKL1IC
YOR224C YILO86C YKL115C
YOR265W YIRO20C YKL118W
YOR304CA YIR040C YKL123W
YKLO3'TW | YKL131w
YKLO44W | YKL136W
YKLOSIW [ YKL147C
YKLOBAW  [YKL177W
YKL102C [ YKL202wW
YKLI137W  [YKRO12C
YKL158W | YKRO33C
YKL223W | YKRO4A7W
YKL225W  [YMLO13CA
YKRO32W | YMLO3 1WA
YKROA9C | YMLOSBCA
YKRO73C | YMLOB?C
YKROB83C | YMLIQ2CA
YMLOSBW | YMROS2CA
YMLCP0OW | YMRO75CA
YMLI08W | YMROBACA
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LISTADO DE ORFs ANALIZADOS EN EL GENOMA DE Saccharomyces

cerevisige

ORFs HIPOTETICOS

ORFs
CUESTIONABLES

= 300 pb

= 300 pb

YML122C

YMR119WA

YMROS7C

YMRI135WA

YMR0O82C

YMRIS3CA

YMRI03C

YMR138WA

YMRI1O7W

YMR172CA

YMR122C

YMRI73WA

YMRISIC

YMRI193CA

YMR195W

YMR290OWA

YMR230W

YMRZ94WA

YMR252C

YMR304CA

YMR254C

YMR306CA

YMR324C

YMR316CB

YMR325W

YOLO35C

YMR326C

YOLO37C

YOL026C

YOL044C

YOLO48C

YOLOS0C

YOLo85C

YOLO99C

YOLI18C

YOLI06W

YOLI3IW

YOL134C

YOL160W

YOLI150C

YOLI66C

YORO41C

YORO15W

YOROS5W

YORO24W

YORD82C

YORO29W

YOR102W

YORODS3W

YORIOSW

YORI83IW

YORI121C

YOR252W

YOR135C

YOR268C

YORI139C

YOR343C

YOR146W

YORJI76W

YOR169C

YOR170W

YOR199W

YOR200W

YOR218C

YOR225W

YOR235W

YOR248W

YOR263C
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LISTADO DE ORFs ANALIZADOS EN EL GENOMA DE Saccharomyces

cerevisiae

ORFs
CUESTIONABLES

a300pb

YOR277C

YOR282W

YOR300W

YOR309C

YOR331C

YOR333C

YOR345C

YOR366W

YOR379C
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