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ANALISIS Y PREDICCION DE SECUENCIAS DE RROMOTORES BACTERIANOS
DEPENDIENDO DE LOS FACTORES SIGMA Y ALPHA Y DE OTROS FACTORES
REGULADORES DIFERENTES A LA RNAP.

Tesis de doctorado en Ciencias Biomédicas.

por

Araceli Huerta Moreno

Resumen.

En este trabajo se presenta un analisis computacional que muestra que los promotores
reconocidos por la sigma endégena ©70) de Escherichia coli se encuentran Inmersos en
regiones con altas densidades de senales tipo promotor. Fendémeno que encontramos presente en
una gran variedad de genomas bacterianos. Utilizando 599 promotores de E. coli mapeados
experimentalmente se construyeron y evaluaron mas de 200 matrices de peso. Las matrices que
generaron los mejores modelos estadisticos no correspondieron al modelo canoénico del
promotor sigma70 reportado en la literatura. Sin embargo, las matrices correspondientes a tal
modelo se desempefiaron mejor como herramientas de reconocimiento de promotores
funcionales. Al utilizar estas matrices para buscar senales tipo promotor en regiones
intergenicas de 250 bp se encontraron en promedio 38 sefiales promotoras. En mas del 50% de
las regiones analizadas, el promotor mapeado no tuvo la mejor calificacion de homologia al
consenso de sigma70. Lo que se observo es que los promotores funcionales existen dentro de
regiones con una alta densidad de senales tipo promotor superpuestas. Se evaluaron diferentes
estrategias para identificar al promotor funcional y se fue capaz de reconocer correctamente el
86% de los promotores mapeados generando un promedio de 4.7 promotores putativos por
region, de los cuales el 3.7 en promedio existen in clusters formando una serie de sitios de
pegado potencialmente competentes para el pegado de la RNAP. Esta densidad de sefiales se
encuentra presente solamente en las regiones intergenicas entre genes divergentes. Estos
resultados son consistentes con evidencia experimental que muestra la existencia de multiples
promotores superpuestos que se vuelven funcionales bajo ciertas condiciones experimentales.
Esta densidad es formada probablemente por vestigios de promotores que quedaron como un
resultado del proceso de la evolucion. Nosotros sugerimos que los reguladores transcripcionales
juegan un papel muy importante para mantener esas sefiales latentes suprimidas.

Palabras clave: promotores sigma70; Escherichia coli, predicciones computacionales; sefiales
sobrepuestas o sobrelapadas.

Director de Tesis: Dr. Pedro Julio Collado Vides.
Titulo: Director del Programa de Genémica Computacional en el Centro de Investigacién sobre
la Fijacion del Nitrogeno, UNAM Campus Morelos, México.



ANALYSIS AND PREDICTION OF BACTERIAL PROMOTER SEQUENCES
DEPENDING ON SIGMA AND ALPHA FACTORS AND OTHERS REGULATORY
FACTORS THAN RNAP

PhD Thesis in Biomedical Science.

by

Araceli Huerta Moreno

Abstract.

We present here a computational analysis showing that sigma70 housekeeping
promoters are located within zones with high densities of promoter-like signals in Escherichia
coli and we introduce strategies that allow for the correct computer prediction of sigma70
promoters. Based on 599 experimentally verified promoters of E. coli K12, we generated and
evaluated more than 200 weight matrices optimizing different criteria to obtain the best
recognition matrices. The alignments generating the best statistical models did not fully
correspond with the canonical sigma70 model. However, matrices that correspond to such
canonical model performed better as tools for prediction. We tested the predictive capacity of
these matrices on 250bps long regions upstream of gene starts, where 90% of the known
promoters occur. The computational matrix models generated an average of 38 promoter-like
signals within each 250 bps region. In more than 50% of the cases, the true promoter does not
have the best score within the region. We observed, in fact, that ral promoters occur mostly
within regions with high densities of overlapping putative promoters. We evaluated several
strategies to identify promoters and we were able to correctly identify 86% true promoters
generating an average of 4.7 putative promoters per region as output, of which 3.7 on average
exist in clusters, as a series of overlapping potentially competing RNAP binding sites. This high
signal density is mainly found within regions upstream of genes, contrasting with coding
regions and regions located between convergently transcribed genes. These results are
consistent with experimental evidence that show the existence of multiple overlapping promoter
sites that become functional under particular conditions. This density is probably the
consequence of a rich number of vestiges of promoters in evolution. We suggest that
transcriptional regulators as well as other functional promoters play an important role in
keeping these latent signals suppressed.

Keywords: sigma70 promoters; Escherichia coli; computational predictions; overlapping
signals.

Research Supervisor: Dr. Pedro Julio Collado Vides.
Title: Head of the Computational Genomics Program at the Nitrogen Fixation Research Center,
UNAM Campus Morelos, México.
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CAPiTULO 1. INTRODUCCION.

I.1 QUE ES UN PROMOTOR.

Los mecanismos que regulan la expresion genética en organismos bacterianos les
permiten adaptarse facilmente a los cambios en su medio ambiente. Los elementos que
desempeiian un papel en estos mecanismos son el DNA, y productos difusibles como el
RNA y las proteinas; estas Gltimas se unen a sitios especificos en el DNA [Raibaud 1984,
Walker 1987, Gralla_1990, Snyder 1997].

La expresion genética en organismos procariontes estd regulada basicamente al
nivel de la transcripcion, que es el proceso de sintesis de RNA usando el DNA como
templado y que es llevado a cabo por la holoenzima RNA-polimerasa (RNApol, 0o RNAP),
ver Figura I.1.

DNA
HOLOENZIMA
RNAP
RNA

Figura I.1. El DNA es copiado a RNA como resultado del proceso de la transcripcion.

La etapa mas importante de la regulacion de la expresion genética es el inicio de la
transcripcion. Este proceso se realiza por la asociacion o pegado especifico de la RNApol
a un segmento de secuencia particular que estd presente en el DNA -el promotor. Los
promotores estan localizados en las regiones previas (rio arriba, o upstream) a la de los
genes transcritos [Snyder_1997]. La frecuencia con la que se inicia la transcripcion
depende de la afinidad de la RNAP por el promotor; se sabe que esta frecuencia puede
incrementarse hasta 100 veces dependiendo de las pares de bases (bp por sus siglas en

Inglés), o secuencia de nucledtidos, que conforman al promotor [Mulligan 1984,
Weller _1994].

Los promotores de Escherichia coli son de las sefales reguladoras en el DNA
mejor estudiadas. La RNAP de E. coli es un complejo multimérico compuesto por las
subunidades: o2,8,8°, ® y o [Chan_ 1994, Murakami 2002, Murakami_2002b]. Se ha
descrito que la subunidad o (factor) es quien le confiere la especificidad a la RNAP por el
promotor en el DNA [Burgess 1969]. Al factor sigma que participa en la transcripcion de
la mayoria de los genes que componen un genoma, se le conoce como sigma endogeno,
primario o “house-keeping”. El factor 6"’ es el sigma primario responsable del
reconocimiento de la mayoria de los promotores mRNA, rRNA, y tRNA en muchos
organismos bacterianos [Dombroski_1992, Hertz_1996]. Escherichia coli puede hacer uso
de otros 6 factores sigmas secundarios para el reconocimiento de promotores en el DNA.
La mayoria de los factores sigma bacterianos forman una familia conocida como la familia
o70 [Paget_2003]. Los factores sigmas pertenecientes a esta familia reconocen promotores
en el DNA con una estructura muy similar a la reconocida por el factor 70 de E. coli, la
cual se describe a continuacion.



Cuando la RNAP reconoce un promotor se pega a una de las caras del DNA de
doble cadena de la region promotora protegiendo una region de 75 a 80 bp
aproximadamente [Mooney 1998].

(INT B‘
oNTD, B
Regidn c70 Regién
C CTD 4.2 — 2.4
Elemento UP || TTGACA TATAAT

< 17 bp —

Figura 1.2. Modelo del reconocimiento de los promotores 670 de E. coli [Gourse 2000]. La region
correspondiente al motivo TTGACA es conocida como la caja -35, y la region de TATAAT se le llama la
caja -10. Ademas de estas cajas existe un tercer elemento de reconocimiento, el elemento UP, caracterizado
hasta ahora en los promotores ribosomales. Las regiones 4.2 y 2.4 del factor 670 reconocen respectivamente
las cajas —35 y —10 del promotor.

Los analisis funcionales y estadisticos sobre las secuencias promotoras reconocidas
por la RNAP-c’ de E. coli han hecho posible la identificacion de dos hexameros
consenso, TTGACA y TATAAT. localizados respectivamente a ~35 y 10 bp arriba del
punto de inicio de la transcripcion, y también han identificado un espacio entre ambos
hexameros que puede ser de 15 a 21 bp, con una preferencia a ser de 17 bp [Hawley 1983,
Harley 1987, Lisser_1993], ver Figuras .2 y 1.3.
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Figura 1.3. Consensos més representativos de las 3 grandes colecciones que se han publicado sobre los
promotores reconocidos por el factor 670. (a) Frecuencias de las bases mas conservadas de las cajas -10 y
-35 basadas en 112 promotores en color azul, en 263 promotores en color purpura, y en 298 promotores en
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color amarillo [Hawley 1983, Harley 1987, Lisser_1993]. (b) Distribucién de 263 promotores respecto al
inicio de la transcripcién [Harley 1987]. (c) Distribucion de promotores respecto al espacio, en bp,
separando a las cajas -10 y -35 [Harley 1987].

Estos tres elementos se convirtieron en los canones que caracterizan a un promotor
o', Cada par de base de ambos hexdmeros esté localizada en una posicién especifica, sin
embargo son secuencias que tiene mucha variabilidad. Tan solo en la coleccion de los
primeros 6 promotores de Escherichia coli, las cajas -10 tuvieron solo 2 posiciones
conservadas de las 6 del hexdmero [Stormo_2000, Pribnow 1975], ver figura 1.4. Esta
variabilidad se conservé en las subsecuentes colecciones ampliadas de promotores que se
publicaron en la literatura [Hawley 1983, Harley 1987, Lisser 1993]. Para ambas
regiones el promedio de conservacion es de 7.9 nt por promotor y aproximadamente solo el
10% de los promotores eficientes son iguales al consenso en 5 de las seis posiciones
[Lisser 1993, Ozoline _1997].

TACGAT

TATAAT

TATAAT

GATACT

TATGAT

TATGTT

TATAAT  Secuencia Consenso
IATRNT  Secuencia Consenso alterada

Figura 1.4. La regiéon -10 de los seis promotores de Pribnow [Pribnow 1975], y dos posibles
representaciones del consenso de las secuencias [Stormo_2000].

1.2 ELEMENTOS NO CANONICOS QUE SON PARTE DEL PROMOTOR.

Aproximadamente 25 afios después del descubrimiento del factor ¢ fue encontrado
un tercer elemento de reconocimiento para promotores bacterianos, el cual estd
reconocido por la subunidad o de la RNAP [Ross 1993, Rao 1994, Gaal 1996,
Estrem 1998]. Este tercer elemento, una secuencia de nucledtidos rica en (A+T),
localizado en la regién rio arriba de los hexdmeros -10 y -35 del promotor ribosomal
rrnBpl, fue llamado el elemento UP (por “upstream”), ver figura 1.5. Dicho UP, en
ausencia de otros factores adicionales a la RNAP, estimula la transcripcién por un factor
de 30 veces in vivo como in vitro. Las secuencias UP han mostrado incrementar las
actividades de varios promotores E. coli y Bacillus subtilis, in vitro, bajo la misma
condicion anterior [Ross 1993]. Asimismo estudios estadisticos y computacionales han
detectado estas regiones ricas en (A+T) rio arriba de muchos promotores [Ozoline 1997,
Deuschle 1986, Galas 1985, Plaskon_1987].
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Figura 1.5. Estructura de la region del promotor ribosomal rrnBpl. El “core™ del promotor incluye las cajas
-10 y -35 (rectangulos naranja y rosa). El elemento UP (la region de -40 a -60 bp; rectangulo azul)
incrementa a 30 veces (fold) la actividad del promotor en ausencia de otros factores diferentes a la RNA
polimerasa, y es considerado parte de un promotor “extendido™ [Rao_1994]. Los sitios de pegado para la
proteina activadora FIS se muestran en rectangulos verdes.

Varios experimentos han mostrado también la existencia de promotores cuya
transcripcion es dependiente de una secuencia conservada 5°-TG-3" localizada una base rio
arriba de la caja -10 [Gross 1998, Burr 2000, Mitchell 2003]. Lo interesante de este
motivo, conocido como la “caja -10 extendida™, es que hace innecesario el requerimiento
de una caja -35 para que se de el proceso de la transcripcion. Este motivo ha sido reportado
en el 30% de los promotores en E.coli, pero en algunas bacterias gram-positivas estd
presente en el 50% de los promotores.

Por otro lado en promotores dependientes de un activador, la caja -35 puede ser
sustituida por sitios de pegado para proteinas reguladoras de la transcripcion las cuales
tienen la misma funcién de una caja -35. EI compromiso de la regién -35 por acomodar
estos sitios de pegado y su dispensabilidad debido al motivo TG hace que las secuencias
correspondientes a esta region muestren una amplia heterogeneidad.

Toda la amplia gama de posibles cajas -35 y -10 que pueden formar un promotor
funcional hace que un algoritmo computacional no pueda diferenciar con certeza cuando
una region puede ser un promotor o no. Esta limitante provoca que no se puedan generar
algoritmos eficientes para la busqueda de sitios de promotores, ya sea usando
calificaciones estadisticas, o usando reconocimiento por identificacion de patrones
(“pattern matching™) de las bases candnicas del promotor.

I.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La RNAP se pega de manera reversible a una cara del DNA de doble cadena
cuando reconoce al promotor. Experimentos de “footprinting” del complejo RNAP-DNA
indican que la RNAP cubre una region de 70 a 80 bp que se extiende de -55 a
aproximadamente +20 con respecto al sitio de inicio de la transcripcion [Mooney 1998].
La identificacion de promotores en organismos ya sean procariontes o eucariontes €s un
problema extremadamente dificil dada la alta heterogeneidad de las secuencias que
conforman al promotor. Una gran variedad de estrategias ha sido usada para dar solucién al

4



problema de caracterizar las secuencias consensos de promotores y reconocerlos en una
secuencia de DNA dada [Vanet 1999]. Con el advenimiento de la era gendmica, y por
ende con la disponibilidad de«la secuencia completa del genoma de un organismo, el
problema de predecir promotores en el DNA puede contextualizarse a las regiones no
codificadoras entre genes no convergentes las cuales presumiblemente pueden tener un
promotor. Esto se traduce en buscar promotores en regiones de aproximadamente 250 bp
ya que la mayoria de los promotores descritos en la literatura se encuentra en ese rango de
distancia desde el inicio de la traduccidn, como se mostrara mas adelante.

En este proyecto se defini6 y desarrolld algoritmicamente un método analitico para
la deteccion de patrones candnicos y no-candnicos, que estan presentes imperfectamente
en conjuntos de secuencias promotoras. Este método estd basado en la metodologia de
Teoria de la Informacion y de Conjuntos, y toma en consideracion toda la informacion
biologica disponible acerca del factor ¢ que da la especificidad de pegado a la RNA
polimerasa. En este trabajo hemos explorado los conceptos de Teoria de Conjuntos y
Relaciones pertenecientes al area de las Matematicas Discretas para trabajar con este tipo
de informacion biologica. El método que se ha desarrollado es capaz de detectar sefiales
promotoras usando los argumentos candnicos y no-candnicos del promotor. El elemento
no-candnico que es usado aqui se define por primera vez en este trabajo. Especificamente
nuestro algoritmo emplea la siguiente informacion biolégica:

Canonica:

a) Los consensos de la caja -10 y la caja -35.
b) Las distancias entre las cajas -10 y -35.

No candnica:
¢) La posicion del mas uno con respecto al inicio del gen.

En el estudio de las bases bioldgicas y tedricas necesarias para el desarrollo de este método
se contemplo la obtencién de las siguientes metas especificas:

A. Basandose en una colecciébn de mas de 560 promotores con inicio de la
transcripcion mapeado; re-evaluar la variabilidad de las secuencias versus el
consenso candnico.

B. Evaluar la frecuencia de los otros elementos que conforman al promotor para
analizar su utilidad en la deteccién de predicciones positivas de promotores c”".
Este andlisis intentara verificar la sugerencia, hecha en [Estrem 1998,
Estrem 1999], de que los elementos UP son un componente comin de los
promotores en E. coli. Hasta ahora, el elemento UP mas extensamente
caracterizado es aquel que fue localizado en uno de los siete E.coli promotores
ribosomales de E. coli, rrnBpl, el cual tiene una fuerza de activacién de la
transcripcién extraordinaria [Ross 1993, Rao 1994, Gaal 1996].

, T . 70
C. Proponer métodos de prediccion de promotores reconocidos por el factor o™ por
medio de la deteccion de patrones candnicos, y no-canonicos.



D. Establecer algunas de las caracteristicas propias de las secuencias promotoras que
las distinguen de otro tipo de secuencias a nivel genémico. ;Como la RNAP
reconoce especificamente en el DNA las cajas —35 y —10 las cuales estan separadas
por longitudes variables de pares de bases? Es una pregunta que permanece aun sin
ser completamente contestada [Murakami 2002b]. Los resultados tedricos
expuestos aqui pretenden dar algunas sugerencias que podrian ayudar a contestar
esta pregunta.

E. Aplicar algunos de los métodos de prediccion de promotores desarrollados en este
trabajo para el reconocimiento de promotores de otras sigmas alternativas. Ya que 5
de las 6 sigmas alternativas de E. coli pertenecen a la familia 670, la aplicacion de
las metodologias desarrolladas para 70 se extiende de manera automética para
estos otros tipos de sigmas. En particular se intentara aplicar la metodologia en el
reconocimiento de promotores ¢32.

F. Asumiendo que la mayoria de los factores sigma bacterianos pertenecen a la
familia 670 y asumiendo que los sigmas “house-keeping™ reconoceran secuencias
que presenten las mismas caracteristicas de las secuencias promotoras reconocidas
por el sigma “house-keeping” de E. coli, se propondréa expandir este andlisis a otros
genomas bacterianos.

1.4 CONTENIDO DEL TRABAJO.

En el capitulo 1 se dio una introduccion al area en la que se circunscribe este
proyecto, presentando al lector el concepto del promotor bacteriano, los elementos que lo
componen en el DNA, y una descripcion del problema de identificarlos inequivocamente
en secuencias de DNA no-codificantes.

En el capitulo 2 presenta un breve resumen de los diferentes esquemas que se han
utilizado para resolver el problema de identificar sefiales de control, como la de los
promotores, en secuencia de DNA, presenta una descripcion de la manera clasica que se
usod para detectar estas sefiales, y finalmente presenta las bases tedricas en las que se
sustenta la metodologia que se introduce aqui para la deteccion de promotores.

En el capitulo 3 se dan los resultados del analisis realizados con las metodologias
presentadas en este trabajo para el reconocimiento de promotores 70. Aqui se replantea
brevemente los elementos estructurales que forman parte de un promotor, y se anexa el
articulo en el que nuestros resultados fueron publicados. En este articulo presentamos 2
modelos alternativos para la caracterizacion de promotores: Cover Function y DRHES
Method. Como un afiadido se explica la metodologia general que implementamos a través
de un ejemplo en la regién promotora del gen tyrR.

El capitulo 4 presenta los resultados colaterales de nuestro andlisis e incluye los
resultados de aplicar los algoritmos presentados en el capitulo 3 a la deteccion de
promotores tipo 632 en el genoma de E. coli, asi mismo se presenta en este capitulo los
resultados de un andlisis comparativo entre las predicciones de 632 y los resultados de dos
experimentos de micro-arreglos en los cuales la condicion ensayada fue un choque de calor
a 50° (“heat-shock™). Los resultados del andlisis comparativo de las predicciones de 32
con los experimentos de micro-arreglos mostraron que el desempefio del algoritmo de
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prediccién de promotores para esta sigma es muy baja, ademas de que se encontré que no
existe ninguna correlacion entre el valor de la expresion del gen, y la calificacion (score)
de homologia del promotor 632 predicho. Una explicacién posible de esta disparidad
puede ser el ruido presente en mucho de los experimentos de micro-arreglos y a que la
literatura ha reportado sobre promotores en choques de calor de 37 a 47° condiciones muy
diferentes a las de los experimentos analizados aqui. En ese capitulo se propone un criterio
de congruencia para evaluar la bondad de un experimento de transcriptoma, y se muestran
los resultados de este andlisis de la congruencia en 18 diferentes experimentos de
micro-arreglos. También se presenta al lector la herramienta de web que se desarroll6 para
andlisis de los datos que vienen de experimentos de perfiles globales de expresion en
Escherichia coli. Se incluyen resultados preliminares del uso de la metodologia
presentada aqui para el estudio de promotores en 2 genomas, uno cercano a E. coli,
Salmonella typhimurium LT2, y uno alejado, el plasmido simbidtico de Rizhobium etli
CFN42.

En el capitulo 5 presentamos la discusion y las conclusiones de este trabajo asi
como las perspectivas de trabajos futuros inmediatos a desarrollar.

El capitulo 6, Materiales y Métodos, presenta los datos que se utilizaron en el
desarrollo de este proyecto de doctorado. La eficiencia del método para predecir
promotores depende en gran medida de la eleccion de las matrices consensos que se usaran
para el reconocimiento de los promotores; en este capitulo se describe el procedimiento
que se siguid para las construcciones de las matrices y los criterios de seleccion de las
mejores matrices a usarse como sensores de promotores en el DNA. Mas de 200 matrices
fueron analizadas y se encontré que los patrones canénicos se comportan mejor como
herramientas predictivas aun cuando no resultaros ser los mejores modelos estadisticos. La
presencia de otros elementos parece ser importante para distinguir lo que es una regién
reguladora de una que no lo es, problema que aun en la literatura no se encuentra resuelto.
El anexo A presenta un resumen somero de la Teoria de la Informacién aplicada al
descubrimiento de patrones de control en un conjunto no alineado de secuencias
biolégicamente relacionadas.

Finalmente el capitulo 7 contiene la bibliografia.



CariTULO II. ANTECEDENTES.

Este proyecto involucra dos éreas del conocimiento, Biologia y Ciencias
Computacionales. En ambos campos el problema de detectar o identificar patrones de
control en cadenas de simbolos, como el DNA, ha evolucionado dentro de una area activa
de investigacion. Este problema puede dividirse en dos sub-problemas, el primer problema
es el de extraer un consenso (el motivo comin) de un conjunto de secuencias; y el segundo
problema es el de la busqueda en un genoma por un consenso (un motivo) previamente
definido [Vanet 1999]. Esto quiere decir que, primero, dado un conjunto de secuencias
biologicamente relacionadas encontrar el patrén de control comun y la posicion de éste en
cada una de las secuencias esas secuencias, dando como resultado una representacion de la
especificidad del factor que las regula; y segundo, usar la representacion de esos sitios para
buscar secuencias nuevas, prediciendo de manera confiable el lugar donde un sitio
adicional puede ocurrir en el DNA [Stormo_2000, Waterman_1984a].

Los métodos que se han propuesto para resolver este tipo de problemas vienen de
paradigmas  deterministicos como: “String-Pattern  Matching” [Cormen_1990],
Programacién Dinamica (comentados en [Waterman _1984a, Landau_1986]), y métodos de
Teoria Lingtiistica como las Gramaticas Generativas [Collado Vides 1992, Dong 1994,
Lafebvre 1996]; y de paradigmas heuristicos: como los modelos de Teoria de la
Informacién [Schneider 1986, Hertz_1990, Hertz _1999], de Teoria de Mecénica
Estadistica [Berg_1987, O'Neill_1989], métodos probabilisticos como los de Funciones de
densidad de Probabilidad [Waterman 1984b, Mulligan 1984, Staden 1984, van
Helden 1998, Bockhorst 2003], modelos de optimizacion de similaridad local
[Altschul 1990, Pearson 2000], modelos de Redes Neuronales y cadenas de Markov
[Stormo_1982, Lukashin_1989, O'Neill_1992, Pedersen_1996], modelos estocasticos como
los basados en los métodos de Montecarlo [Lawrence 1993]; y de modelos hibridos que
mezclan ambos paradigmas [Roth 1998]. Cabe notar que se han mencionado solo los
modelos mas representativas de cada paradigma.

Todos estos enfoques han sido empleados para caracterizar secuencias de control
y/o para descubrir nuevos patrones de control en secuencias de aminoacidos, DNA y RNA.
Algunos de los métodos toman una cantidad de tiempo prohibitiva para su ejecucion, son
de naturaleza no-polinomial, como lo son todos los algoritmos deterministicos que crecen
exponencialmente en tiempo y espacio de acuerdo al nimero y tamafio de las secuencias a
analizar; otros necesitan secuencias ya alineadas con respecto a alglin punto ya conocido,
como puede ser el punto de inicio de la transcripcion. Otros han sido usados para detectar
sitios de pegado de proteinas u otro tipo de sefiales por entrenamiento, auto-aprendizaje, o
procesos estocasticos. Estos ultimos han demostrado una eficiencia buena en el
reconocimiento de sefiales en contextos definidos, sin embargo ellos no pueden ser usados
para mostrar cdémo la prediccion fue hecha (cajas negras) contribuyendo poco al
conocimiento bioldgico, o carecen de una evaluaciéon cuantitativa que refleje una
correlacion con la actividad del proceso bioldgico real, y en algunos casos es dificil
incorporarles conocimiento biologico nuevo.

La bondad de un algoritmo de reconocimiento de sitios de pegado de proteinas o de
cualquier motivo especial en secuencias de letras es cuantificada de varias maneras. Dos de
las mas importantes medidas son la sensibilidad y la especificidad. las cuales son
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respectivamente, la capacidad del método para reconocer correctamente las sefiales de
interés y la capacidad de discriminar las secuencias que no son una sefal deseada.

I1.1 METODO CLASICO PARA CARACTERIZAR SECUENCIAS DE
PROMOTORES.

El método usado inicialmente para analizar secuencias de promotores, y en general
para analizar los sitios de pegado de proteinas en el DNA o el RNA ha sido el alineamiento
de las secuencias reconocidas por una misma molécula, e. g. proteinas reguladoras,
RNAP’s, etc. [Schneider 1986, Vanet 1999]. Una vez alineadas se seleccionan las bases
mas comunes en cada posicidn para crear una secuencia consenso, o expresion regular, ver
el tope de la figura II.1. Es dificil trabajar con un esquema como éste, ademas de que no es
confiable a la hora de buscar por sitios nuevos, ésto se debe a que mucha informacion se
pierde cuando la frecuencia relativa de las bases presentes en cada posicion es ignorada.
Para evitar este problema el siguiente esquema empleado para representar la informacién
de la alineacion (alineamiento) fue el histograma o matrices que registran la frecuencia de
cada base en cada posicion de las secuencias alineadas obteniéndose entonces la frecuencia
relativa de cada base por posicién [e. g. Staden 1984, Schneider 1986], ver la parte
inferior de la figura II.1.

A partir de entonces se han empleado diferentes esquemas estadisticos para hacer
alineaciones y caracterizar numéricamente las secuencias alineadas, generando matrices de
peso, que sirvan primero, para distinguirlas de otros conjuntos de secuencias, y segundo,
para evaluar la pertenencia o no de nuevos elementos al conjunto de sitios reconocidos por
el mismo reconocedor molecular. Una lista por orden de apariciéon de estos métodos es
resumida en [Stormo 2000]. Uno de los métodos mas ampliamente usado para la
generacion de matrices de peso por posicion (PWM) fue el propuesto por
[Schneider 1986, O'Neill _1998] el cual aplica el indice de Contenido de Informacién de
Shannon para evaluar la significancia de cada posicion dentro del consenso de una familia
de secuencias alineadas cuando son comparadas con su frecuencia en el genoma
[Schneider 1986, Berg 1987, O'Neill 1989]. Mas adelante se propuso una estadistica de
normalizacion (log-likelihood ratio) del indice de contenido de informacién que puede ser
usada para estimar la significancia de la matriz consenso completa [Hertz 1999,
Stormo_2000, Benos_2002].



Métodos Computacionales Cléasicos

CATACTGTGTATATATACAGT
TATGCTGTATATAAAACCAGT
ACCAGTGGTTATATGTACAGT
TTTGCTGTATATACTCACAGC
ATAACTGTATATACACCCAGG

[A/T][A/T]T[A/G]CTGTATATA[T/C]A[C/T]ACAGT

A {2 D  issssene 0

cC {1 0 1

G IO 1 1

i L 4 3
Las frecuencias se
traducen a frecuencias
relativas

A o4 ...00 _....... 0.0

c lo2 : 00 : 0.2

c | 00 0.2 . 0.2

T {04 = 08 ' 0.6
Se calcula el
contenido
informacional

e . fFii D
Calificacion =3 3 f jjIn [f_l,.l_)
Pi
\ /
Figura II.1. Método clasico para la prediccién de promotores y sitios de pegado. En la formula f; es la

frecuencia relativa de la letra i-esima en la columna j-esima de la matriz de frecuencias relativas. P; es la
probabilidad a priori de encontrar la i-esima letra al azar.

Ver en la figura 1.2 un ejemplo de como calificar una secuencia blanco usando una
matriz de peso, calculando la calificacién con la metodologia de indice de COontenido de
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Informacién. Una matriz de peso asigna un peso a cada posible nucledtido en cada
posicién de un sitio de pegado putativo y da como la calificacion final del sitio la suma de
esos pesos. Es obvio que una matriz de peso da una descripcion mas informativa de la
especificidad del sitio de pegado que una secuencia consenso [Schneider 1986,
Hertz 1990, Fickett 1997, Stormo_1998, Hertz_1999].

Matriz deAlineamiento Matriz dePeso
AATTAN
AGQAOTE C
AGGATG
AGGCGT
Al4 10101 £, Al|12:.0 -6 0 180
Cl|0 001 11] fi*xln ™ C|-1616 46 0 010
G|O0 33021 ' Py G|-16 ;96 1.9 -18 ©59:0
T Lo 0 1.2 11 »Tl46 16 0 (59 0 0
COMSEXETE: A G G T G N SECUENCLABLANCO: A G G T G C

SCORE FINAL=1.2 +0.96 +0.96 +0.53 + 0.53 +0

Figura I1.2. Ejemplo del modelo de matrices para medir cuantitativamente la relacion de las secuencias en
una alineacién y para calificar la cercania de una secuencia blanco al alineamiento. En la formula f ;; es la
frecuencia relativa de la base i en la posicion j, y P, es la probabilidad a priori de la letra i (0.25 para este
ejemplo) [Hertz_1999].

La seleccion del algoritmo, o de la metodologia, mas eficiente para extraer la mejor
matriz consenso de las secuencias promotoras que pueda ser usada como sensor por
algoritmos de reconocimiento de promotores en secuencias reguladoras, es un paso critico
en cualquier método de deteccion de promotores. Entre mejor represente una matriz al
elemento del promotor que se desea buscar, mejor sera la capacidad de los algoritmos para
identificar de manera especifica a una region promotora en el DNA.

La ventaja de utilizar los modelos estadisticos de matrices de peso, como el de la
figura 1.2, es que son simples, y permiten establecer correlaciones bioldgicas entre la
calificacion de una secuencia particular y su actividad como promotor, u obtener un
estimado de la contribucion de energia de pegado de cada base en cada posicion
[Mulligan_1984, Berg 1987, Stormo_1998]. El estudio de la proteina Mnt es un buen
ejemplo que demuestra que la matriz de peso generada con la familia de sitios de Mnt
generados por SELEX es un estimador bueno de la matriz de afinidad calculada por las
mutaciones Unicas de todas posibles bases en cada posicion del sitio silvestre
[Stormo_1998]. Las limitantes de este tipo de modelos son que asume que las bases en
cada posiciéon son mutuamente independientes, lo cual no es el caso de algunas sefales en
el DNA donde la contribucion de los nucleétidos a la fuerza o especificidad del sitio no es
individual [Fickett 1997, Benos 2002]. En esos casos de no siempre existe una
correlacién entre la calificacion de un sitio y la energia de pegado [Man_2001,
Bulyk 2002]. Otra limitante es que no se toma en cuenta informacion del contexto de las
secuencias, como puede ser la conformacion local del DNA, o la presencia en fase de
ciertos elementos del DNA [Vanet 1999]. A pesar de estas limitantes se ha demostrado
que el uso de Teoria de Informacion, para la representacion de los sitios de pegado de una

11



proteina, es un buen modelo para medir las interacciones proteina-DNA, y un método
conveniente para la busqueda de nuevos sitios [Stormo_1990, Benos_2002].

El problema de encontrar patrones desconocidos que ocurren imperfectamente a lo
largo de una secuencia gendémica, y/o el de buscar posiciones nuevas de motivos conocidos
en un genoma que también ocurren imperfectamente en secuencias geondmicas, €s un
problema no trivial. Nosotros pensamos que herramientas de las Matemdticas Discretas
pueden ofrecernos alternativas para su solucion.

I1.2 ANTECEDENTES TEORICOS.

Conjunto.
Un conjunto es una coleccion de objetos de cualquier tipo. Un objeto a que
pertenece a un conjunto A es llamado un elemento de ese conjunto. Y se denota por a € A.

Inclusion de un conjunto.

Si A y B son dos conjuntos cualesquiera y si todo elemento de A es un elemento de
B, entonces se dice que A es un subconjunto de B, o que A esta incluido en B, o que B
incluye a A. Simbdlicamente esta relacion se denota por A < B.

Conjunto Potencia.
Para cualquier conjunto A, el conjunto vacio @ y el conjunto A son subconjuntos de

A. También para cualquier elemento a € A, el conjunto {a} es un subconjunto de A. De
manera similar se pueden estimar otros subconjuntos de A. El conjunto de todos los
posibles subconjuntos de A es llamado el conjunto potencia de A. Para cualquier conjunto

A, su conjunto potencia se denota como p(A4), o ZJA , donde |A| es el nimero de elementos
en A.

Relacion.
Asociado a la idea de una relacion esta el acto de comparar objetos los cuales estan

relacionados a otro. Dos elementos, a y b forman una pareja ordenada si ellos pueden
relacionarse o ser comparables bajo una relacion dada R. Entonces se dice que a, b € R
donde R es la relacion, y se denota por a R b. lo que se lee como, aestd en relacion R con

b.

Las siguientes son las propiedades que puede tener una la relacion R sobre un
conjunto A cualquiera.

* Res reflexiva, si para cualquiera € A,a R a.

e R es simétrica, si para cualquieray b en A, siempre queaR b, bR a.

* R es transitiva, si para cualquier a, b,y c en A, siempre queaRbybRc.,aRc.
e Resirreflexiva, si para cualquiera € A, (a, a) ¢ R.

* R es asimétrico, si para cualquier ay b en A, siempre que a R b entonces (a,b) ¢
R.
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I1.2.1 ORDENES PARCIALES.

Se dice que un conjunto esta ordenado si existe una relacion de orden sobre ese
conjunto. Un orden siempre implica una jerarquia entre los elementos ordenados. Una
relacion R en un conjunto P es llamada una relacion de orden parcial o un semi-orden en
P si y so6lo si R es reflexiva, asimétrica, y transitiva [Tremblay 1987]. Es una convencién
denotar al orden parcial por el simbolo “<”. Este simbolo no necesariamente significa
“menor o igual que”, como se usa para los nimeros reales. Ya que la relacion de
semi-orden es reflexiva, la llamaremos de aqui en adelante una relacién sobre un conjunto
digamos P. Si < es un semi-orden sobre P, entonces el par ordenado (P, <) es llamado un
conjunto parcialmente ordenado.

Obsérvese que no es necesario tener a < b o b < a para cualquier a y b en un
conjunto parcialmente ordenado P. De hecho, a podria no estar relacionado con b, en cuyo

caso diremos que a y b son incomparables. Dos relaciones de orden parcial usadas
frecuentemente son, la relacion Menor o Igual que:

e (Z, <) donde < es la relacién conocida cominmente “mernor o igual que™ definida
sobre el conjunto de los nimeros enteros.

y la relacion Inclusion:

e (p(X), ) donde p(X) es el conjunto potencia del conjunto X y la relacion de semi-
orden esta dada por <, la relacion cominmente conocida como inclusion.

I1.2.2 LA COBERTURA DE UN CONJUNTO.

Dejemos que S sea un conjunto dado y A = { Ay, Ay, ..., Ay, } donde cada Aj, 7=
m
l,..., m, es un subconjunto de S y la unién de todos los subconjuntos de Aes S, Y A; =S,

i=]
entonces el conjunto A es llamado la cobertura de S, y se dice que los subconjuntos Aj,
Ay, ..., Ay cubrena S [Tremblay 1987].

Cualquier relacion de orden parcial aplicada sobre un conjunto define una
cobertura del conjunto. Para cada subconjunto de la cobertura de S se puede definir un
borde superior y un borde inferior.

Sea (P, <) un conjunto parcialmente ordenado y A un subconjunto de P, A < P.
Cualquier elemento X € P es un borde superior de A si paratodaa € A, a < X. De manera
similar, cualquier elemento X € P es un borde inferior de A siparatodaa € A, X <a.
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CaAriTULO III. RESULTADOS.
I11.1 RECONOCIMIENTO DE PROMOTORES c70.

El factor 670 es el sigma de mantenimiento endégeno del genoma E. coli y por si
mismo da forma a toda una familia de factores sigmas que comparten las mismas
caracteristicas y dominios conservados que ejercen la misma funcién bioldgica
[Arthur 1998]. Caracteristicas que se han conservado a través de la evolucion
[Helmann_1988, Conaway_ 1990, Lonetto_1992]. Resolver el problema de deteccion de
promotores 670 sienta las bases para el reconocimiento de todo factor perteneciente a la
misma familia de factores 670 en bacterias.

Como ya se mencioné en el capitulo I, los elementos estructurales en el DNA que
componen a un promotor tipo 670 pueden ser: una region -10; una regién -35 que puede
estar presente 0 no dependiendo de la presencia de una proteina activadora que supla la
funcién de la caja -35: los espacios permitidos a los que una caja -35 puede estar de una
posible caja -10; una subregion (TG) 1 base rio arriba de la caja -10 que da forma a lo que
se le llama la “caja -10 extendida™, que puede estar presente o no, y cuya presencia hace, al
igual que algunas proteinas activadoras, que la region -35 no sea funcionalmente necesaria
[Gross_1998, Burr_2000, Mitchell_2003]; un elemento UP que se encuentra localizado
aproximadamente 4 bases rio arriba de la caja -35 y que le confiere una fuerza de pegado
extraordinaria al promotor [Ross 1993]. Podemos decir que todos estos elementos y la
mezcla de alguno de ellos pueden hacer que una regidén en el DNA sea reconocida por una
RNApol y sea factible de tener una funcion de promotor. Las combinaciones generales que
pueden definir a un promotor pueden ser aquellas determinadas por las reglas de la figura
III.1. Esto no implica que otras combinaciones no puedan darse en la naturaleza.

a) PromotorFuerte - (ElementoUP, Caja-35, [15...21], Caja-10)

b) PromotorCandnico = (Caja-35, [15...21], Caja-10)

¢) Promotor-10Extendida - (ElementoTGn, Caja-10)

d) PromotorClasell - (SitioActivador, Caja-10)

e) Promotor~Clasel = (SitioActivador, ElementoUP, Caja —-35, Caja-10)

Figura IIL.1. Reglas generales de los elementos que pueden componer a un promotor 670. Estas reglas
asumen que cada elemento se encuentra en las distancias convenientes a las diferentes topologias que
aseguran que los contactos de la RNAP y el promotor y/o proteina activadora se mantendran. La regla (a)
modela los a promotores ribosomales [Gourse_1998]. La regla (b) da cuenta por la mayoria de los
promotores en E. coli y no sugiere algiin tipo de regulacion particular [Youderian 1982, Lisser 1993].
La regla (c) muestra como la caja —35 es dispensable, pudiendo ser ignorada o permitiendo que su
localizacion esté mas alla de las 21 bases como espaciador [Mitchell 2003]. La regla (d) asume la presencia
de una proteina activadora aun cuando este motivo no es parte del promotor per se. Esta regla da cuenta por
los promotores dependientes de activacion de la clase 11, es decir aquellos donde la interaccion del activador
con la RNAP es la unica base de la activacion y el sitio del activador se superpone a la caja -35
[Dhiman_2000, Benoff 2002]. La regla (e) permite la descripcién de promotores en los cuales la
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interaccion de la RNAP con el activador es una de muchas interacciones involucradas en la activacion; da
cuenta por promotores de clase I y III [Busby_ 1999, Ishihama_2000]. Esta regla contempla los casos en que
las otras interacciones involucradas son con uno de los elementos que componen al promotor, en los casos
reportados este otro elemento puede ser parte del elemento UP ya que se asume que el activador esta rio
arriba del promotor y RNAP esta haciendo contacto con este y con el elemento UP para mediar la
transcripcion.

E. coli es, hasta donde se sabe, el primer genoma bacteriano completamente
secuenciado con caracterizacion experimental y computacional de una gran variedad de
elementos tales como operones, genes, promotores y sitios de pegado de proteinas
reguladoras. Esta anotacion exhaustiva y esfuerzo predictivo esta soportado en la riqueza
de la informacion disponible para Escherichia coli. Para la implementacion del método de
prediccion de promotores usamos una colecciéon promotores contenida en RegulonDB,
(http://www.cifn.unam.mx/Computational Biology/regulondb), una base de datos
relacional de regulacion transcripcional y organizacion de operones [Salgado 2001].
RegulonDB tiene un conjunto de 599 inicios de transcripcion mapeados en el genoma de
E. coli. Como parte de esta coleccion se encuentra el conjunto de promotores reportados en
[Hawley 1983, Harley 1987, Lisser_1993], asi como informacion detallada sobre la
regulacion de la transcripcion de algunos de los promotores ahi colectados.

El analisis del genoma completo de E. coli ha representado un reto dada la gran
cantidad de conocimiento bioldgico que se genera sobre esta bacteria [Neidhardt 1996]. El
grado de integridad del analisis en E. coli proveera una referencia para la investigacion de
un gran numero de nuevos genomas en donde la Biologia no estd aun ricamente
documentada. El siguiente articulo muestra los resultados del andlisis y de las estrategias
implementadas en este trabajo para resolver el problema de caracterizar y reconocer
promotores 670 en el genoma de E. coli.
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II1.2 LA FUNCION “COVER”.

El problema de seleccionar un promotor entre un conglomerado de sefiales que
parecen promotor fue resuelto usando la funcién cobertura (“Cover”), la cual fue
introducida en el articulo anterior [Huerta_2003]. El aplicar la funcién cobertura en un
conjunto de sefiales tipo promotor implica la deteccion de esta serie de posibles sefiales en
el DNA.

El método general de reconocimiento de promotores presentado aqui fue
implementado para que como primer paso, usando las matrices de peso, realice una
busqueda de todas las posibles sefiales promotoras en una region y después compare los
valores relativos de los promotores putativos encontrados en la region, y seleccione el
mejor candidato. Los valores a tomar en cuenta para cada sefial tipo promotor son: la suma
de las calificaciones de las cajas —10 y —35 y la posicion de la caja —10 de la sefial tipo
promotor respecto del inicio del gen. Este paso es el tinico que hace que este método sea
claramente dependiente sobre el contexto de blsqueda de secuencias y el unico que
claramente distingue a nuestro método de otras herramientas estandares. La figura II1.2
muestra como este método trabaja usando la funcién cobertura aplicada a cada subconjunto
de posibles promotores candidatos para una region dada; estos subconjuntos fueron
generados al clasificar los promotores por los espaciadores conocidos que hay entre las
cajas -10 y -35.
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Figura II1.2. Método para predecir promotores. Los cilindros azules corresponden a los datos que viene de la
base de datos RegulonDB, los cuadros rojos corresponden a programas que ejecutan las instrucciones que se
pueden leer al interior de estos cuadrados. Los rectangulos incompletos de color verde representan las salidas
de los programas (datos) y que sirven como entrada a otros programas.
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La esencia del reconocimiento de promotores estd basada en la idea de divide y

venceras, muy socorrida en Programacion Dindmica, y en el uso de un ordenamiento
parcial - la funcion cobertura - y fue implementado en 2 pasos:

Io

La seleccion del mejor par -10 y -35 para cada region reguladora fue hecha en dos
pasos. En el primer paso clasificamos a todos los posibles promotores por el
espacio entre las cajas -10 y -35, espacios de 15 a 21 pares de bases fueron
permitidos, obteniendo subconjuntos los cuales llamaremos subconjuntos-espacio.

Una relacion de orden parcial, llamada la relacion de inclusiéon, fue aplicada a cada
una de las 7 clases o subconjuntos-espacio. Esta relacion de inclusion esta basada
en la comparacion de los tres valores para cada promotor. Un promotor dado A se
dice que esta incluido por otro promotor B si y solamente si los valores del
promotor B son calificaciones mejores que las del promotor A, decimos que A ¢
B. La relacion < define una cobertura para cada una de los subconjuntos-espacio.
Las matrices de peso para las cajas -10 y -35 fueron usadas para generar las
calificaciones. Las posiciones absolutas fueron modificadas para reflejar la
distribucién de las posiciones conocidas con relacién al inicio del gen. Ver
Materiales y Métodos.

El mejor candidato es seleccionado desde los subconjuntos que forman la cobertura de
cada uno de los subconjuntos-espacio. La seleccion es hecha de la siguiente manera,
fueron elegidos aquellos subconjuntos cuya cardinalidad fuera la mayor; para cada uno de
estos subconjuntos con cardinalidad mayor se calcularon los elementos borde superior,
estos son los mejores candidatos para cada subconjunto-espacio disponible.

I11.2.1 UN EJEMPLO.

Se corri6 una busqueda usando las matrices descritas en la seccion VI.2 de

Materiales y Métodos en la regién promotora del gen #yrR, el umbral fue establecido a ser p
- 2.50. Los resultados son mostrados en la figura I1I.3a. Se encontraron 22 promotores
putativos para esta region. Para localizar al promotor funcional, se agrupan los 22
promotores por clase de espaciador entre las cajas -10 y -35, la figura II1.3b nos muestra la
renglon para cada subconjunto-espacio.
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Figura II1.3. a) Resultados de correr una biisqueda de promotores usando matrices de peso, y permitiendo un
umbral de p - 2.50. En rojo se puede ver al promotor reportado experimentalmente y en azul a las
predicciones de promotor. La altura de los rectangulos en la base de cada simbolo-promotor es proporcional a
su calificacion, por ejemplo, en el renglén 15 frR, el cuarto simbolo-promotor es el de mayor calificacion.
b) El problema de encontrar el promotor(es) funcional(es) tyrR entre 22 posibles predicciones de promotor se
divide en este caso en encontrar la mejor prediccién de promotor en cada clase. Esta figura muestra el
resultado de dividir el problema usando los espaciadores como criterio de clasificacion. La idea de separar a
los promotores por su clase también fue propuesta por [Oneill _1989b] aduciendo que existen 3 principales
clases de espaciadores, 16, 17, 18 bp, en las cuales los promotores divergen en la secuencia.

En la tabla III.1 se muestra los resultados de esta busqueda. El mas-uno del
promotor funcional reportado en RegulonDB estd a 28 bp arriba del inicio del gen. El
promotor funcional puede ser entonces cualquier promotor predicho cuya caja -10 este en
la posicion 37, 40, 43, e incluso el de 50, arriba del inicio del gen.

Espacio | Posicion de | Calificacion | Calificacion Caja-35 Espacio Caja-10
enbp | lacaja-10 -10 -35
14 37 1.34 0.87 TGTCATATC aatagtgtcatatc ATCATATTA
18 37 1.34 1.68 TGTCATATC tccaaatagtgtcatatc | ATCATATTA
19 40 2.02 1.83 TAGTGTCAT gctatccaaatagtgtcat | ATCATCATA
18 40 2.02 -0.57 TAGTGTCAT ctatccaaatagtgtcat | ATCATCATA
15 40 2.02 1.68 TAGTGTCAT tccaaatagtgtcat ATCATCATA
16 43 3.09 1.83 AAATAGTGT gctatccaaatagtgt CATATCATC
15 43 3.09 -0.57 AAATAGTGT ctatccaaatagtgt CATATCATC
15 51 1.43 0.48 TGCTATCCA cettectgetatcea AATAGTGTC
19 51 1.43 3.24 TGCTATCCA gaaaccttcctgetatcca | AATAGTGTC
17 53 0.58 3.24 CCTGCTATC gaaaccttectgetate | CAAATAGTG
13 53 0.58 0.48 CCTGCTATC ccttcetgetate CAAATAGTG
14 59 1.89 1.41 AACCTTCCT acagaaaccttcct GCTATCCAA
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Espacio | Posicién de | Calificacion | Calificacion Caja -35 Espacio Caja-10
enbp | lacaja-10 -10 -35
18 147 1.35 -0.36 GAAAAATAA | acgcccagegaaaaataa | TGCAATATC
17 147 1.35 -0.25 GAAAAATAA cgcccagegaaaaataa | TGCAATATC
19 154 0.37 0.97 GCCCAGCGA | aaggcaaaacgcccagega | AAAATAATG
17 157 0.54 0.75 AACGCCCAG | aaaggcaaaacgcccag | CGAAAAATA
16 157 0.54 0.97 AACGCCCAG aaggcaaaacgcccag | CGAAAAATA
18 157 0.54 1.38 AACGCCCAG | aaaaggcaaaacgcccag | CGAAAAATA
15 171 1.21 4.10 CTGCAAAAA gaaacgctgcaaaaa GGCAAAACG
18 179 0.48 1.08 AAGAAACGC | gtcaggtgaaagaaacge | TGCAAAAAG
15 209 1.84 0.13 ATTTCCGTC tcggggatttcegte GTCAGCTTA
14 209 1.84 0.27 ATTTCCGTC cggggatttcegte GTCAGCTTA

Tabla III.1. Las sefiales que calificaron a ser un promotor en la regiéon promotora del gen fyrR. La primera
columna muestra los espacios que hay entre las cajas -10 y -35, estos coinciden con aquellos de la literatura,
ya que la caja -10 encontrada es de 9 bp y en el extremo izquierdo hay 2 bp que el hexdmero -10 canénico no
tiene, esto quiere decir que, por ejemplo, el espacio de 13 bp es el equivalente al espacio de 15 bp reportado
en la literatura, y asi sucesivamente para el resto de los espacios, ver la figura V1.6 de la seccién de
Materiales y Métodos.

El proceso para seleccionar al mejor candidato empieza por clasificar a los
promotores por su espaciador entre las cajas esto nos deja los siguientes
subconjuntos-espacio:

subconjunto_espacio 13 = { (53,0.58,0.48) }
subconjunto_espacio 14 = { (209,1.84,0.27), (37,1.34,0.87), (59,1.89,1.41) }
subconjunto_espacio 15 = { (171,1.21,4.10), (209,1.84,0.13), (40,2.02,1.68),
(43,3.09,-0.57), (51,1.43,0.48) }
subconjunto_espacio 16 = { (157,0.54,0.97), (43,3.09,1.83) }
subconjunto_espacio 17 = { (147,1.35,-0.25), (157,0.54,0.75), (53,0.58,3.24) }
subconjunto_espacio 18 = { (147,1.35,-0.36), (157,0.54,1.38), (179,0.48,1.08),
(37,1.34,1.68), (40,2.02,-0.57) }
subconjunto_espacio 19 = { (154,0.37,0.97), (40,2.02,1.83), (51,1.43,3.24) }

donde cada elemento en los subconjuntos-espacio queda definido por los siguientes
atributos, posicion de la caja -10, la calificacion de la caja -10, y la calificacion de la caja
-35.

La relacion de orden parcial es una competencia entre los promotores que
pertenecen a cada subconjunto-espacio, llamémosla una competencia local. Decimos que
un elemento P; contiene a otro P;, cuando P; es mejor en sus atributos, entonces decimos
que P; c P; . Para efectos de la comparacion, las calificaciones -10 y -35 de cada promotor
se suman ya que son eventos independientes, ver la figura VI1.8a de la seccién de Materiales
y Meétodos, y las posiciones de las cajas -10 se codifican de acuerdo a la formula (h)

descrita en la misma seccion. Para todo subconjunto_espacio y para todo elemento P;
=(a,b,c) y P;= (X,y,w) € subconjunto_espacio, se dice que P; c P; si:
(ath) <= (xty) & (c<=w) (e)

esta relacién de orden parcial nos divide a los subconjuntos _espacio en subconjuntos como
se muestra en la figura I11.4.
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Subconfunto espacio 13| | Subconjunto_espacio 14 | | Subconjunto espacio IS | | Subcontunte espacio 16 | | Submniunte espacio 17 | | Subkoniunto_espaco 18 | | Subconjunta_espacio 19
(53 0.58 0.48) (37 1.34 0.87) (40 2.02 1.68) (43 3.09 1.83) (53 0,58 3.24) (37 1.34 1.68) (40 2.02 1.83)
209 1.840.27 209 1.84 0.13 157 0.54 0.97 157 0.54 0.75 179 0.48 1.08 154 0.37 0.97
51143048 147 1.35 -0.25 157 0.54 1.38
(59 1.89 1.41) 43 3.09 -0.57 (157 0.54 0.97) 147 1.35 -0.36 (51 1.43 3.29)
14 209 1.84 0.27 (147 1.35 -0.25) 154 0.37 0.97
14 37 1.34 0.87 (43 3.09 -0.57) (40 2.02 -0.57)
209 1.84 0.13 {157 0.54 0.75) 147 1.35 -0.36 {154 0.37 0.97)
(14 209 1.84 0.27) 51 1.43 0.48
{147 1.35 -0.36)
(51 1.43 0.48)
(157 0.54 1.38)
{171 1.21 4.10)
209 1.84 0.13 (179 0.48 1.08)
147 1.35 -0.36
(209 1,84 0.13)

Figura II1.4. Después de aplicar la relacién de orden parcial a cada subconjunto_espacio estos quedan a su
vez divididos en subconjuntos, la unién de los cuales forma la cobertura de cada subconjunto_espacio. Los
promotores en color uva son los elementos borde-superior de cada subset.

Se selecciona para cada subconjunto-espacio el subconjunto con mayor
cardinalidad, en el caso del subconjunto-espacio 15, el subconjunto con mayor cardinalidad
es el que aparece, primero en la tercera caja de la figura I11.4, con 4 elementos. De cada
subconjunto seleccionado como el de mayor cardinalidad se obtiene el borde-superior y
este es el que se considera el candidato optimo a ser el promotor de la region. Aqui se
muestran los resultados de esta seleccion en cada uno de los subconjuntos_espacio:

subconjunto_espacio 13 = { (53.0.58,0.48) }
subconjunto_espacio 14 = { (59,1.89,1.41) }
subconjunto_espacio 15 = { (40.2.02.1.68) }
subconjunto_espacio 16 = { (43,3.09,1.83) }
subconjunto_espacio 17 = { (53.0.58.3.24) }
subconjunto_espacio 18 = { (37.1.34,1.68) }
subconjunto_espacio 19 = { (40.2.02.1.83). (51.1.43.3.24) }

Al final quedan 6 promotores con posiciones 37, 40, 43, 51, 53, y 59, de entre los
cuales elegir cual es el mejor. La distancia entre 59 y 37 es de 22 bp, y hemos dicho que la
RNAP cubre aproximadamente 60 bp. Si se desea un resultado mas fino y preciso, los
criterios para filtrar este iltimo conjunto de resultados pueden ser varios.

Por ejemplo por posicion repetida, en este caso es obvio que los promotores en las
posiciones 37,40 y 43 pueden definir a un mismo promotor, se puede elegir a 40 como el
candidato. También podemos pensar que 51, 53 y 59 definen también a un solo promotor,
se puede elegir a 53 como el promotor candidato, de esta manera para la region de fyrR se
tendran dos candidatos posibles a ser un promotor, siendo la posicién 37 el verdadero.

También puede elegirse como candidato a ser promotor aquel que es borde-superior
del subconjunto con mayor cardinalidad, podemos decir el que “cubri¢” a mas promotores
en proporcion al tamafio del subconjunto-espacio. Los resultados para cada borde-superior
son los mostrados en la tabla II1.2. En este caso se seleccionaria a los promotores con
posicion 43 y 59, de esta manera se tendran dos candidatos posibles a ser un promotor

subconjuntos _espacio | borde_superio | cobertura
r
subconjunto _espacio 13 | (53.0.58.,0.48) -
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subconjunto espacio 14 | (59,1.89,1.41) | 100% (3/3)
subconjunto espacio 15 (40,2.02,1.68) | 80% (4/5)
subconjunto espacio 16 | (43,3.09.1.83) | 100% (2/2)
subconjunto espacio 17 (53.0.58.3.24) | 3/3% (3/3)
subconjunto espacio 18 (37.1.34.1.68) | 80% (4/5)
subconjunto espacio 19 (40,2.02,1.83) | 67% (2/3)

(51,1.43,3.24) | 67% (2/3)

Tabla II1.2. Para cada borde superior del subconjunto-espacio se calculo un porcentaje de cobertura que es
igual al nimero de elementos los cuales son menores que el borde superior entre el tamafio del
subconjuto_espacio al que pertenece.

Otra opcion para el filtrado podria ser eligiendo el borde superior més fuerte,
usando la formula descrita en la figura 3 del articulo [Huerta 2003]. En este caso el
promotor en la posicién 43 seria el ganador. En la tabla II1.3 se ven los valores para cada
borde superior en cada subconjunto_espacio.

Espacio | Posicion caja | Calificaciéon | Calificacion — | Posicién | Suma Total
(bp) -10 -10 35 codificada | -10 y -35
13 53 0.58 0.48 0.0948 1.06 |1.24103
14 59 1.89 1.41 0.1379 3.3 3.48103
15 40 2.02 1.68 0.2758 3.7 |3.91552
16 43 3.09 1.83 0.1896 492 |5.13552
17 53 0.58 3.24 0.0775 3.82 4.00103
18 37 1.34 1.68 0.0775 3.02  |3.09759
19 40 2.02 1.83 0.1465 3.85 |14.06552

Tabla I11.3. Para cada borde_superior se calcula su calificacion final con la formula descrita en la figura 3 del
articulo [Huerta_2003]. Se suman las calificaciones -10 y -35, y se codifica el espaciador basandose en la
formula (i), ver Materiales y Métodos, y se suma a las calificaciones de las cajas.

La tltima fase de filtrado es opcional, y debe hacerse sobre todo cuando se requiere
de predicciones mas precisas. Como se ha mostrado hay varios criterios para filtrar el mejor
promotor putativo. Puede hacerse mezclas como el de mayor cobertura y el més fuerte, en
ese caso, 43 y 59 serian los posibles promotores putativos de fyrR.
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CAPITULOIV. RESULTADOS ADICIONALES.

IV.1 VARIABILIDAD DE LAS SECUENCIAS PROMOTORAS VS. EL CONSENSO
CANONICO.

RegulonDB es al momento la base de datos con la mayor cantidad de promotores
670 con mas uno mapeado. Esta enorme nueva cantidad de promotores justifica un analisis
sobre la variabilidad en los consensos generados por el alineamiento de estos promotores
versus el consenso candnico generado a partir de conjunto de promotores mas pequeiios. Se
alienaron 584 promotores 670 utilizando la estrategia mencionada en la figura VI.3 de la
seccion de Materiales y Métodos. Las matrices seleccionadas por los criterios mencionados
en la estrategia, Minima Frecuencia Esperada, Maximo Contenido de Informacién,
Distribucion méds compacta de las calificaciones de los promotores, y homologia al
consenso canonico, resultaron no muy ser diferentes de aquellas generadas para los 116
promotores del conjunto de entrenamiento. Las matrices representando los consensos
candnicos fueron encontradas usando este conjunto de 584 promotores. Sin embargo al
igual que con las matrices del conjunto de entrenamiento los mejores modelos estadisticos,
aquellas matrices con la menor frecuencia esperada o con el méaximo contenido de
informacion no arrojaron los consensos canénicos. En estos casos, patrones como A-tracks
(polyAAA), el consenso del elemento UP generado por SELEX y el consenso UP como el
encontrado en el promotor rrnBpl aparecieron para el alineamiento correspondiente a la
regién —35. Para la region —10 las matrices contienen el motivo TG perteneciente a una caja
—10 extendida. La figura IV.] muestra la conservacién de cada posicion de los hexdmeros
candnicos en el conjunto alineado de los 584 promotores ¢70.

BT e
TG A CaA Bl " e 10 U
65% 99% 57% 37% 35% 22% 88% 99.8% 39% 41% 38% 76%
Caja -35 Caja-10

Figura IV.1. Porcentaje de conservacion de cada una de las bases del consenso canénico en un conjunto de
584 promotores c70.

IV.2 RECONOCIENDO PROMOTORES 632 EN £. coLiK12.

Cuando la célula se expone a un cambio brusco a altas temperaturas necesita
generar una respuesta que le permita ajustarse a su nueva condicion de crecimiento. Esta
respuesta celular es cldsicamente conocida como heat-shock (hs). La respuesta hs es
transciente y por medio de cambios mantiene homeostasis. Durante el heat-shock se
presenta un aumento en la cantidad de un conjunto de proteinas, las proteinas hs (hsp), se
ha observado que en la mayoria de los casos esta induccién ocurre a nivel del proceso de
la transcripcion de los genes que las codifican [Gross 1996].
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La mayoria de los genes que codifican para hsp son transcritos por la holoenzima RNApol
que contiene al factor 632. Hasta ahora se han descrito 22 promotores que se inducen
durante el heat-shock y los cuales son dependientes de 632. Este factor sigma pertenece a
la familia de factores ¢70.

La metodologia presentada para detectar promotores ¢70 se probd en la deteccion
de promotores 32 en el genoma de E. coli K12. Se compararon estos resultados con
experimentos globales de expresion de genes (micro arreglos), hechos en el laboratorio del
Dr. Blattner [Richmond_1999], que midieron la respuesta celular a hs.

IV.2.1 PERFIL DE EXPRESION GLOBAL EN E. coLlI K12 A UN CHOQUE DE
CALOR (HEAT-SHOCK).

El experimento realizado para medir la respuesta celular a un choque de calor se
hizo con una sola colonia de E. coli K12 para inocular 60 ml de preparado de Luria-Bertini
(LB) en matraces de Elenmeyer de 250 ml y se dejé crecer a un ODAgy entre 0.8 y 0.9 a
37°C con una constante ventilacién. La induccion del heat shock se realizé dividiendo un
cultivo mid-log* en 2 muestras de 30 ml, manteniendo el cultivo de control a 37° durante 7
minutos mientras que el cultivo experimental se expuso a un choque de calor de 50°C
agitandolo en agua por 7 minutos. Para el monitoreo en el tiempo, las células se dejaron
crecer en medio rico (rich defined medium) a un OD600 = 0.8 y se tomaron muestras de 30
mla 0,5, 10, 15 y 20 minutos después de la transferencia de temperatura de 37 a 50°C. Las
muestras se marcaron, se hibridizaron en un array y se midié la intensidad de las sefiales
para los 4290 genes de la versién m54 de E. coli K12.

Con el experimento se pudo detectar el conjunto de genes que fueron afectados
durante el choque de calor, se tomd como criterio arbitrario de afectacién una razéon de 5
veces entre la condicién de heat-shock y el control. Es decir, todos aquellos genes que
presentaron una induccién o represion de 5 veces (fold), respecto de la muestra control,
fueron dichos a ser genes que participan en la respuesta celular que se dispara en E. coli al
recibir el choque de calor. La tabla IV.] muestra el nimero de genes que fueron afectados.

Experimento | Total de Genes | Inducidos | Reprimidos
> +5 fold

Heat-Shock 119 77 42

Tabla IV.1. Namero de genes afectados por un fold = 5.

IV.2.2 COMPARANDO PREDICCION DE PROMOTORES 632 VS. EXPERIMENTOS
GLOBALES DE EXPRESION.

Se recolectd de la literatura toda la informacion disponible acerca del regulén de
heat-shock, en total se obtuvieron 22 promotores c32, ver tabla V1.5 de la seccion de
Materiales y Métodos. Debido a que se disponia de un conjunto muy pequeiio de
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promotores ¢32 se decidié usar la coleccion de 17 promotores c32 reportadas en
[Gross_1996] como el conjunto de entrenamiento, ver tabla V1.5a. El conjunto total de 22
promotores que incluye los 17 del conjunto de entrenamiento mas 5 reportados en
[Zhou 1988, Lesley 1990, Raina_1990, Dartigalongue 1998, Decker 1998] fue
seleccionado como el conjunto de prueba, ver tabla VI.5b.

Con los 17 promotores de la tabla VI.5a se gener6 una alineacién usando el
programa de wconsensus [Hertz_1990] para obtener las cajas -10 y -35, las cuales en su
mayoria coincidieron con aquellas reportadas en [Gross 1996], ver la columna 5 de la
tabla VI.5 de Materiales y Métodos. Se calcularon los estadisticos de la media y la
desviacion estandar (u,0) y se encontr6 que el 90% de los promotores del conjunto de
entrenamiento estd contenido en la p + 1.5 * ©. Esta desviacion estandar fue establecida
como umbral de corte para decir cuando una secuencia blanco puede ser un promotor ¢32.
Con las matrices generadas se corrié la busqueda de promotores 632 en el conjunto de
entrenamiento de los 21 promotores. El programa detecté 18 de esos 22 promotores. Se
obtiene una sensibilidad del 81% con una especificidad del 100%.

Comparando los datos reportados en la literatura con los resultados del experimento
con el micro arreglo pudimos observar que solo 16 de los 22 promotores fueron transcritos.
Los 6 promotores que no parecen ser afectados en el experimento son mostrados en la tabla
IV.2. 3 de estos 6 promotores no fueron detectados por el programa usando un umbral de
corte de 1.5 * o debajo de la media de los promotores del conjunto de entrenamiento.

Genes Micro arreglos | Programa

HtgA 1] nodetectado
GapA -1.3 detectado
rfaDFCL (htrM) -1.7 detectado

HtrC 1.2 nodetectado
YbaU -1.3 detectado

Milc 2 nodetectado

Tabla IV.2. Genes hs reportados en la literatura y que no fueron afectados en el experimento global micro
arreglos. La tercera columna muestra si el promotor fue detectado por el programa usando un umbral de corte
de 1.5 desviaciones estandar por debajo de la media de las calificaciones de los 18 promotores que componen
el conjunto de entrenamiento.

Desde las condiciones del experimento podemos explicar porque algunos de los
genes, reportados en la literatura a ser expresado durante un heat-shock, no fueron
afectados. htgA, y gapA son genes paralogos entonces su no-afectacion puede deberse a una
mala hibridizacion de los mRNAs. ybaU fue marcado para exclusion por mal producto de
PCR. mlc tienen un promotor 670 conocido, entonces su poca induccién puede deberse a
un intercambio de sigma, es decir ya era producido el mRNA antes del hs. Algunos genes
tienen promotores para ¢70 y ¢32.
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Se hizo una busqueda de promotores 632 en el genoma de E. coli K12. Se
encontraron 66 predicciones de promotores ¢32. Nota que estas 66 no incluyen los 22
promotores conocidos.

Se verificaron estos resultados con aquellos 119 genes que se detectaron en el
experimento de heat-shock usando el micro arreglo [Richmond 1999]. 13 de esos 119
corresponden a genes regulados por un 632 conocido. Solo 4 de las predicciones hechas
con nuestros programas coincidieron con genes afectados con al menos + 5 fold en el micro
arreglo. Este quiere decir que 102 genes no tienen ninguna prediccion de ser regulados por
032. Los genes con un promotor 32 predicho son mostrados en la tabla IV.3.

Bnumber | Posicion +1 | Calificacié | Calificacio | Gen | MicroArray
n-10 n -35
b3498 -71 7.57 422 priC 16.7
b0209 -65 5.79 5.44 yafD 6.7
b0032 -121 3.58 3.26 carA -23.27
b0660 -61 1.57 3.14 b0660 5.94

Tabla IV.3. Genes afectados en el experimento de hs usando micro arreglos a los cuales el programa les
detecto un promotor 632.

Tomando en cuenta la especificidad del método, se asume que las predicciones de
632 son en su mayoria correctas. Es decir, los 62 promotores predichos en genes cuyos fold
de afectacion no estan arriba del corte de £5 usado para el micro arreglo, presentan alguna
de las siguientes caracteristicas mostradas en la tabla 1V.4, las cuales podrian dar evidencia
de porque no se trata de una mala prediccién computacional si no condiciones “especiales”
del experimento:

Caracteristicas de los genes No. Genes
Paralogos 9
Excluidos (mal producto de PCR) 7

Funcién que coincide con las de los genes 22

HS*

Posible regulacién por cambio de sigma® 25

Tabla IV.4. Caracteristicas que presentaron los genes en los cuales se detecto una prediccion de promotor
632. Excluidos son aquellos genes cuyo producto de PCR no fue bueno, o no hibridiz6 en el micro arreglo,
ver referencia [Richmond 1999]. * Debiesen haber sido detectados en el experimento. ¥ Evidencia de
regulacion por G70.

Se analizaron las predicciones de promotores en términos de su calificacién y
posicion dentro de los operones, no existe correlacion entre la calificacion del promotor vs.
su posicion dentro del operon, es decir, se queria ver si las calificaciones eran bajas en
predicciones inter-operon, datos no presentados aqui muestran que no existe dicha relacion,
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de hecho la mayoria de las calificaciones "bajas" caen en la posicion 1* del operon, es decir
en la regién de regulacion del primer gen del operon. Y el 62% de las predicciones cayeron
en la posicion 1* del operon, el resto fueron predicciones intergenicas las cuales estarian
evidenciando nuevas unidades de transcripcion dentro de estos operones.

Se graficd las calificaciones de las predicciones de promotores versus los indices de
afectacion de los genes a los que transcriben, y no se vio una correlacion que indicara que
en folds altos, es decir, que en genes con niveles de expresion altos tienen promotores
predichos con una alta calificacion. La grafica de la figura IV.2 muestra los resultados de
dos repeticiones del experimento de heat-shock, y en los cuales se predijeron promotores
032, la grafica muestra que no existe una relacion entre folds de afectacion bajos y
calificacion de la prediccion del promotor.

Grafica de scores vs folds para
Heat Shock Radio-Micro

40 . ® FoldRadio
¢ FoldMicro

i

Folds
]

_: E"%PNM

=25

=30
T 7.23 7.5 7.75 8 8.25 8.5 8.75 9 9.25 9.5 9.75 10

Score

Figura 1V.2. Genes inducidos en el experimento de hs usando micro arreglos vs. las calificaciones de los
promotores ¢32 predichos. Cada punto corresponde a un promotor. La distribucién en rojo corresponde a los
resultados del experimento de expresién global hibridizado en membrana de nylon. La distribucién azul
corresponde al experimento hibridizado en el microarreglo de vidrio.

IV.2.3 CONGRUENCIA EN LA EXPRESION DE GENES EN OPERONES Y EN
CLASES FUNCIONALES.

Cuando estuvimos analizando el conjunto de predicciones de promotores 632 que
fueron localizados por nuestros programas en regiones inter-operon, es decir promotores al
interior de operones que pudieran estar definiendo unidades de transcripcién internas, y su
correlacién con su calificacion de homologia a los consensi de 632, nos encontramos con
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un comportamiento en la expresion de los genes, agrupados en operones, que fueron
afectados con folds altos. La figura I'V.3 muestra el conjunto de operones que contienen al
menos un gen afectado arriba o igual a +5 fold.
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Figura IV.3. Gréfica de los operones afectados durante heat-shock. La grafica fue hecha usando el programa
feature-map [van Helden_2003] (http://embnet.cifn.unam.mx/rsa-tools).
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Después de un heat-shock de 50°, 119 genes se detectaron como afectados con al
menos *5 fold [Richmond 1999]. Estos 119 genes dan cuenta por 100 unidades de
transcripcion de las cuales 52 son unidades de transcripcion de mas de un solo gen, estas 52
agrupan a un conjunto de 153 genes. En la figura IV.3 se marca con color azul los genes
que fueron inducidos y en rojo los genes reprimidos, es claro que la mayoria de las lineas
que marcan las 52 unidades polisincronicas de transcripcion o son todas azules o son todas
rojas, solo 6 lineas presentan una mezcla de colores indicando que esos operones contienen
genes que estan siendo reprimidos e inducidos al mismo tiempo, es decir operones cuya
afectacion no es congruente. Para cuestiones de la grafica todo gen con fold negativo es
considerado reprimido (rojo) y todo gen con fold positivo es considerado inducido (azul).
Sobre esta premisa nosotros establecemos que usando un umbral de afectacién de =5 fold el
experimento muestra un 88% de operones siendo congruentemente afectados.

Esta observacion nos llevo a hacernos las siguientes preguntas:

a) /Que tan bajo puede ser el umbral de corte tal que aun podamos encontrar una alta
congruencia?

b) Si agrupamos los genes por su clasificacion de funcién fisiologica [Riley 1996],
(veremos también congruencia como lo hicimos al agrupar a los genes en sus operones?”

c) (Estas observaciones son propias de la respuesta de la célula a heat-shock, o podriamos
encontrar congruencia en otras respuestas celulares?

Las figuras IV.4 a y b muestran las graficas de la congruencia en operones y clases
fisiologicas para el experimento de heat-shock.
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Figura IV 4. (a) Grafica de la congruencia en operones en diferentes umbrales. (b) Grafica de la congruencia
en clases funcionales.

Las graficas anteriores se generaron con las siguientes definiciones de medidas de
congruencia.
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MEDIDAS DE CONGRUENCIA.

Definimos dos medidas de congruencia que nos permitieran  medir el
comportamiento de los experimentos a lo largo de diferentes folds de expresion:

CongrigrsOperonl fold)= # de Operones completamente inducidos o reprimidosen fold;
Total de operones afectadosen fold;

Ys 9]

# de Clases completamente inducidas o reprimidasen fold;

CongruenteClase( fold;) =
¢ ey Total de clases afectadasen fold;

usando estas formulas analizamos 13 diferentes condiciones o respuestas celulares y el
comportamiento de congruencia fue parecido que para heat-shock. Solo un pequefio
namero de clases fisioldgicas u operones permanecen incongruentes cuando seleccionamos
umbrales de folds altos. Los resultados son mostrados es las figuras [V.5ay b.
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Figura IV.5. (a) Grafica de la congruencia en operones en diferentes umbrales para 13 condiciones
experimentales diferentes. (b) Grafica de la congruencia en clases funcionales en diferentes umbrales para 13
condiciones experimentales.

Como un resultado de este analisis se diseiié una herramienta de web que permite la
comparacién de experimentos de micro arreglos con informacion reportada en la literatura.
Esta herramienta hace uso de la informacién contenida en la base de datos RegulonDB
[Salgado 2001]. El articulo anexo explica esta herramienta.
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IV.3 USANDO LA FUNCION “COVER” EN OTROS GENOMAS.

El alineamientos hechos para las sigmas enddgenas de las mayoria de los
organismos bacterianos secuenciados al momentos nos muestran que las regiones de
contacto con las regiones consenso del promotor es ampliamente conservado. Esto indica
que la estructura de los promotores se conserva permitiéndonos migrar nuestras
metodologias de analisis a otros genomas bacterianos.

Para probar la funcién Cover en la prediccion de promotores 670 en otras bacterias
seleccionamos dos genomas, uno muy cercano a Escherichia coli: Salmonella typhimurium
LT2, y el otro alejado: el plasmido simbidtico de Rhizobium etli CFN42. La figura 1V.6
muestra la posicion de estos genomas en el arbol taxonémico generado de acuerdo a la
clasificacion de la base de datos de taxonomias de NCBI a Octubre del 2003
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/Taxonomy/CommonTree/wwwemt.cgi)

Bacteria (Eubactena)
ke Protechactena
L. Alphsprotechacteria
Rhizobiales
L Phylicbacteriacese
L Mesorhzobium
L. Mesorhizobium loti
Bhluzobiace ae
Rhizobium/4 grobactenium group
L Rluzobium
Ly Rhizobiumedli
Sinprhizobium/Ensifer group
Ly Sinorhizobium
Le Sinorhizobium melilofi
= Gammaprotecbactena
Le Enterobacteriales

L+ Enterohacteriaceas
Eschenichia
L. Escherichia coli

Escherichia coli CFT073
Escherichia coli K12
Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli 0157:H7 EDL933
Salmonella
[ Salmone [la typhumunum

Ls Salmonella typhimurium LT2
Salmonella enterica
L Salmone lla entenica subsp . enterica

rica subsp. enteri :

Salmonells nierica serovar Typhi
t Salmonella enierica subsp. enterica serovar Typhi Ty2

Figura IV.6. Arbol taxondémico que muestra la ubicacién de E. coli K12 respecto a S. typhimurium LT2 y al
plasmido R. etli CFN42.
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I1V.3.1 SALMONELLA TYPHIMURIUM LT2.

La obtencién y andlisis del genoma de Salmonella typhimurium son relevantes ya
que se trata de una bacteria causante de la gastroenteritis humana, asi como es un modelo
en ratones de la fiebre tifoidea que afecta a los seres humanos. S. typhimurium fue
secuenciada, analizada y publicada en [McClelland_2001]. Hicimos la prediccién de
promotores para este genoma usando la funcién Cover, los promotores anotados estén
contenidos en [GenBank accession number AE006468]. Y presentamos aqui un breve
resumen de los resultados.

Para las bulsquedas de sefiales tipo promotor usamos el juego de matrices
“Matrix_18 15 13 2 1.5” descrito en [Huerta 2003]. Se recalcularon los umbrales de
corte calibrando las matrices con las frecuencias de las bases de las regiones estrictamente
no-codificantes del genoma S. typhimurium. Se analizé si con las matrices calibradas el
fendmeno de las densidades localizadas en regiones estrictamente no-codificantes visto en
E. coli también se presentaba en S. fyphimurium. La figura IV.7 muestra la densidad
promedio de sefiales tipo promotor en regiones codificadoras y en regiones no codificantes.

De la figura se puede observar que S. typhimurium muestra el mismo
comportamiento visto para E. coli (figura 5 de Huerta_2003). S. typhimurium tiene 4450
ORFs, 28% de ellos no estan en E. coli [McClelland_2001]. De los 3240 restantes, el 77%
de los genes tiene predicciones de promotor por Cover en ambos genomas. 2476
predicciones estan en la misma posicion para 1234 genes es decir el 40% de los genes. La
distancia entre E. coli y S. typhimurium es del 87%, esta distancia esta basada en el
parecido de todos los genes ortélogos [Moreno_Hagelsieb 2002].

Densidad en Salmonella_typhimurium_LT2
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Figura IV.7. Densidad promedio de senales promotor en regiones codificadoras y en regiones no
codificantes de Salmonella typhimurium. Después de hacer la busqueda usando las matrices de peso y umbral
de la p- 30, se alinearon las regiones no-codificantes respecto al inicio de la traduccion y se obtuvo el
promedio de las sefiales en intervalos de 10 bp (curva azul). Para la distribucion de las regiones
codificadoras, en color rojo, se tomaron genes mayores de 1000 bp, el 0 hace referencia a la posicion media
adentro de cada gen, tal que la grafica representa las primeras 1000 bases centrales de los genes. Las regiones
convergentes se usaron como control ya que son regiones estrictamente no-codificantes en las que no deberia
haber un promotor. El pico al final de los genes es explicado por interacciones de la RNAP con el final de los
mismos.
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Se buscé en la literatura analisis comparativos de regiones promotoras entre S.
typhimurium y E. coli para comparar estos resultados con los arrojados por la funcion
Cover. En un estudio comparativo del gen crp en diferentes genomas se demostr6 que este
gen codifica para una de las proteinas mas conservadas que se han observado hasta el
momento [Cossart 1986]. Hay un aminoacido de diferencia entre la secuencia de
aminoécidos del crp de S. typhimurium y la de E. coli, y 77 cambios en la secuencia de
nucledtidos. Aqui presentamos un andlisis comparativo de la region corriente arriba del gen
crp en ambos genomas usando los resultados de la funcién Cover. La figura IV.8 muestra
que las predicciones encontradas son casi las mismas para ambas regiones sugiriendo que
la region de regulacion es también bastante conservada.
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Figure IV.8. Region promotora del gen crp en S. typhimurium y E. coli. Las predicciones de la funcion Cover
son casi iguales en ambas regiones. E. coli presenta un promotor mas que S. typhimurium, con una caja -10 a
-123 bp del codén de inicio.

Un anélisis comparativo de la regién promotora del gen flid, el cual codifica para el
factor o628 (flagellum), en Salmonella typhimurium mostr6 que el operon fliAYZ es
transcrito desde un promotor ¢70 y un promotor ¢28 [Ikebe 1999]. El inicio de la
transcripcién del promotor 670 fue reportado a -29 bp arriba del codén de inicio del gen
JliA. Ese estudio también comprob6 que, como en E. coli, en presencia de las proteinas
FIhD y FIhC el promotor es transcrito, lo que sugiere que funcionalmente la region
promotora se conserva en ambos genomas. La figura IV.9 muestra los resultados de la
funcién Cover en las regiones promotoras de 200 bp arriba del gen flid en S. typhimurium y
E. coli.
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Figura IV.9. Region promotora de f1i4. El promotor funcional es representado en color azul cielo. El cluster
de 3 promotores superpuestos en la region del promotor descrito experimentalmente coincide con los
resultados observados para los promotores o70 de Escherichia coli [Huerta 2003]. El promotor funcional en
S. typhimurium tiene la caja -10 localizada a -41 bp del codon de inicio de flid, y en posicion -42 para E. coli.
Dos promotores adicionales son encontrados en el gen fli4 de S. typhimurium uno con la caja -10 en posicién
=126 y otro con una caja -10 a -126 bp arriba del inicio del gen.
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De las anteriores figuras podemos observar que para las regiones de regulacion
conservadas en ambos genomas, la funcién Cover encuentra predicciones similares. Esto
nos puede ayudar para anotar los promotores reportados en de E. coli en S. typhimurium
con un grado de certeza. Del arbol de la figura IV.6 sabemos que S. typhimurium y E. coli
son genomas cercanos y que la homologia entre ellos es alta. Nos interesa ahora saber
como se comportara la funcién Cover en un genoma no tan cercano a E. coli.

IV.3.2 EL PLASMIDO SIMBIOTICO DE RHIZOBIUM ETLICFN42.

Rhizobia es un término que congrega las especies Rhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium y Bradyrhizobium. Estas son bacterias simbidticas que interactian con las
raices de las legumbres e inducen la formacion de nédulos que fijan nitrégeno, el cual es
necesario para el crecimiento de las plantas y su desarrollo. Se sabe que el nitrégeno es un
nutriente limitante del crecimiento de la planta del frijol, el alimento basico en muchos de
los paises latinoamericanos, entonces el entendimiento del proceso biologico de la fijacion
del nitrégeno es importante por razones econémicas y humanitarias [CIFN_2001].

En los Rhizobia, los genes esenciales para la simbiosis estdn contenidos en los
plasmidos simbidticos o en islas simbidticas dentro del cromosoma. La secuencia completa
del plasmido simbidtico de Rhizobium etli CFN42 ha sido obtenida [Gonzélez 2003].
Predicciones de promotores fueron hechas en este plasmido con nuestros programas y aqui
presentamos brevemente los resultados de la funcién Cover. Del drbol taxonémico de la
figura IV.6 podemos observar que R. etli no es tan cercano a E. coli como lo es S.
typhimurium. La distancia en términos de homologia entre ortdlogos entre Bradyrhizobium
Jjaponicum, Sinorhizobium meliloti, Mesorhizobium loti, y Escherichia coli es del 32%,
33%, y 32% respectivamente. Podria esperarse que el fenémeno de las densidades
localizado en las regiones estrictamente no-codificadoras del genoma de E. coli no se
presentase en genomas alejados a él. Usando el juego de matrices
“Matrix 18 15 13 2 1.57, descrito en [Huerta 2003], se corrieron busquedas en las
distintas regiones de los genomas de Sinorhizobium meliloti y Mesorhizobium loti. La
figura IV.10 (a y b) muestra los resultados de estas busquedas.
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c) Densidad en Rhizobium etli CFN42
NC_004041 Numero de Promotores x Posicion
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Figura IV.10. (a.b). Densidad promedio de sefiales promotor en regiones codificadoras y en regiones no
codificadoras de S. meliloti y M. loti. Como con S. typhimurium, las matrices “Matrix_18 15 13 2 1.5"
fueron calibradas a las frecuencias de las bases presentes en las regiones codificadoras de los dos genomas
analizados. La diferencia entre las densidades en regiones codificadoras y no-codificantes es evidente. (c)
Densidad promedio de sefiales promotor en regiones codificadoras y en regiones no-codificantes del
plasmido simbidtico CFN42. Las bisquedas fueron hechas utilizando matrices generadas con 34 promotores
de Rhizobias. La diferencia entre las regiones codificadoras y no-codificantes en términos de densidad de
sefiales no es muy limpia mas alla de las 200 bp arriba de los genes. La distribucion de las sefiales en las
regiones divergentes no se muestra ya que solo 16 regiones presentaron la caracteristica de ser regiones
divergentes de mas de 50 bp.

Se obtuvo de la literatura secuencias de promotores en rhizobias que evidenciaran la
existencia promotores tipo 70 en estos organismos. SigA ha sido identificado en varias
rhizobias como el factor de mantenimiento endégeno que reconoce promotores del tipo —
35/-10 de E. coli [Beck_1997]. La figura IV.11 muestra los consensi de 34 promotores de
rizhobias, el cual, como ya reportado en la literatura, resulta muy parecido al de E. coli.
SigA es considerado un factor de la familia 70 con un porcentaje de identidad de 50%
entre el 670 y sigA.
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Figure IV.11. Consensi de 34 promotores tipo 670 encontrados en diferentes Rhizobias.

Busquedas en las regiones codificadoras y estrictamente no-codificantes del
plasmido CFN42 fueron hechas con las matrices obtenidas de los 34 promotores para
verificar el fendmeno de las densidades en el plasmido. La figura IV.10 (c) muestra
distribuciones mas ruidosas que las presentadas en los cromosomas, (a) y (b). Las
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secuencias promotoras de los genes simbioticos carecen de similitud con los promotores
670 de Escherichia coli. Los genes de fijacion de nitrogeno nif son reconocidos por la
RNApol requiriendo el factor 54 [Beck 1997]. Ya que muchos de los genes involucrados
en la simbiosis se encuentran en los plasmidos pareceria 16gico que no existan muchas
sefiales reconocidas por el “house-heeping” sigA en el plasmido CFN42.
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CAPITULO V. DISCUSION, CONCLUSION Y PERSPECTIVAS.

V.1 DISCUSION.

Hasta ahora se ha pensado que el promotor es una region bien definida de
aproximadamente 60 bp la cual contiene dos hexdmeros bien definidos: la caja -35 y la caja
-10 separadas por secuencias variables de 15 a 21 bp de tamafio. Pero lo que hemos visto
aqui es que los promotores existen en clusters de sefiales tipo promotor, como una serie de
sitios de pegado de la RNAP potencialmente competentes. También observamos que una
alta densidad de sefiales tipo promotor estd localizada en las regiones no-codificantes del
genoma de E. coli vs. aquella vista en las regiones codificantes, indicando que estas sefiales
tienen un papel funcional y evolutivo en el contexto genémico.

Esta nueva vision de las regiones de regulacion de un genoma replantea el problema
de reconocer por medios computacionales una sefial promotor funcional. El problema se
convirtié en uno que plantea la pregunta de como elegir una sefial promotora funcional
entre un conglomerado de sefiales tipo promotor. Nosotros no sabemos realmente como se
da este reconocimiento especifico del promotor por la RNAP en medio de este cimulo de
sefiales, sabemos que existen muchos factores que afectan este proceso de reconocimiento,
como son la presencia de proteinas activadoras, el supercoiling del DNA, la curvatura del
DNA producida por la presencia de A-tracks (polyAAAA), concentraciones de salinidad en
el medio ambiente, etc. La solucion aqui presentada es una estrategia que no resuelve el
problema al 100%, pero es una herramienta que nos permiti6 estudio in silico mas detallado
de las secuencias promotoras.

El primer punto interesante con el que nos encontramos en el andlisis de los
promotores en E. coli fue que no siempre el promotor mejor calificado en una region es el
promotor descrito experimentalmente. Posibles razones pueden deberse a la naturaleza de
los promotores analizados y a al contexto en el que se encuentran, es decir, la secuencia
del promotor puede estar influida por el tipo de regulacion a la que este estd sometido y por
la presencia de otros elementos adicionales como el motivo TG de la caja -10 extendida o
el elemento UP. Sin embargo, los elementos adicionales como el UP o el TG de la caja
extendida no mostraron ser muy utiles en E. coli para discriminar entre un conjunto de
posibles candidatos al promotor funcional. Creemos que son las proteinas reguladoras las
que determinan cudl es el promotor que debera “usarse” mediante la inhibicién de los otros
sitios de pegado del promotor al dirigir a la RNAP al promotor apropiado. La region
promotora del gen lac es el ejemplo idéneo que evidencia esta conclusion
[Reznikoff 1992]. El promotor lac (P1) coexiste con 5 sefiales tipo-promotor que se
superponen, y es la proteina activadora CRP la que le permite a la RNAP el transcribirlo.
En ausencia de CRP los promotores lac P2 y P3 son transcritos, y los 3 restantes se vuelven
activos por una simple mutacién en cualquiera de ellos, representando lo que nosotros
hemos llamado vestigios de promotores producto de la evolucién. Lo que hemos
demostrado aqui es que este fendmeno de sefiales promotoras superpuestas no es exclusivo
del promotor ac, si no que es un fendmeno presente en los promotores bacterianos.

El segundo punto interesante es que el espectro de las calificaciones de homologia
al consenso mostrado por los promotores funcionales es muy amplio, variando hasta 7
veces. Esto genera un problema muy serio a la hora de determinar los umbrales de corte a
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partir de los cuales podemos decir que una secuencia blanco es o no una sefial promotor.
Entre mejores sean las matrices consensi que se construyan para censar regiones en busca
de promotores putativos, menos variabilidad en las calificaciones de los promotores puede
encontrarse. La construccién de las matrices de peso, o sensores, es clave en cualquier
método de prediccion de promotores.

Y tercero, se piensa que promotores regulados positivamente tiene sefiales -35 muy
débiles, o que promotores con sefial -10 extendida pueden incluso no tener una caja -35.
También se piensa que un promotor regulado negativamente tiene sefiales -10 y -35 fuertes.
En la figura V.1 se muestra las calificaciones promedio de las cajas -10 y -35 por tipo de
regulacion. El promedio de las calificaciones de los 116 promotores del conjunto de
entrenamiento nos muestra que las cajas -35 no presentan ninguna variabilidad con respecto
al tipo de regulacion. Sin embargo, las cajas -10 de los reprimidos (repressor) muestran una
calificacion promedio mas alta que las de los duales y activados, en una razon aproximada
de 1.25 veces. Hace sentido pensar que un promotor que es estrictamente reprimido deberia
tener sefiales -35 y -10 buenas tal que, sin el represor presente se comporte como un
promotor constitutivo. En general podria decirse que si un promotor regulado
negativamente no tiene calificaciones -10 y/o -35 buenos, entonces debe haber ahi algin
otro mecanismo no reportado que de cuenta por la transcripcion en ausencia del represor.

Average Score by Regulation Type
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Figura V.1. El promedio de las calificaciones de los 116 promotores del conjunto de entrenamiento visto por
elemento del promotor. Los 116 promotores fueron agrupados por el tipo de regulacion a la que son sometidos
de acuerdo a la informaci6n reportada en RegulonDB. El conjunto de los promotores reprimidos es mostrado
en color rojo en la figura, e incluye solamente aquellos promotores que son estrictamente regulados
negativamente, es decir, no existe reportado en la literatura otro mecanismo de regulacion que no sea el de
represion. El conjunto de promotores regulados tinicamente por mecanismo de induccion se presenta en color
azul. El conjunto de promotores que son regulados positiva y negativamente se presenta en color amarillo, los
mecanismos de induccién y represion se activan dependiendo de la condicion celular.

En cualquier modo de regulacion las cajas -10 muestran una calificaciéon promedio
mas alta que el de las cajas -35. De la figura VI.7b de la seccién de Materiales y Métodos,
se puede ver que la distribucién de las calificaciones de la caja -10 se encuentra sesgada a
la derecha indicando que no hay muchas calificaciones débiles y que las cajas -10 se
encuentran muy conservadas.

La distribucién de las calificaciones de las cajas -35 indica la presencia de varias
calificaciones bajas. De acuerdo a la teoria de Contenido de Informacion, calificaciones
negativas representan secuencias que no pertenecen al conjunto de patrones que definen al
consenso. Es decir una caja -35 negativa representaria la ausencia de esa sefial, esto quiere
decir que para esos promotores debe haber un elemento extra que ayude a la RNAP a
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anclarse en el promotor una vez que ya reconocid la caja -10, estos elementos pueden ser
sitios de pegado de proteinas activadoras, y en muy pocos casos la -10 extendida, o quiza
un elemento UP. La tabla V.1 muestra los promotores del conjunto de entrenamiento con
cajas -35 negativas o muy alejadas del consenso.

Promotor Calificacion — Caja -35 Calificacion Caja -10 Calificacion
35 -10 -10 + -35

phoHp1 0.93 CACTGTCAT 0.61 AGTAGAAAC 1.54
gInL 0.90 TGCTTCGCG 6.24 GCTATAATG 7.14
glpD 0.70 AATGTTACC 5.10 GCTAATATG 5.8
| gInBp2 0.65 GGGGCGCAA 445 TATAAACTG 5.1
argE 0.63 CGGCTGGTG 4.28 GTTAGTGTA 4.91
purFpl 0.52 ATCCCTACG 5.92 GTTAGAATG 6.44
glnApl 0.49 AAGGTCATT 4.17 CTTAATGTT 4.66
focAp2 0.38 ATGTAGGCT 5.86 GTTATATTA 6.24
dmsA 0.05 TAATTACTC 1.66 ACTACTTTC 1.71
narKpl -0.03 TTACATCAA 2.66 ACTAAGGTG 2.63
tsxp2 -0.13 AACGAAACA 5.96 TTTATAATA 5.83
malPQ -0.13 GATGAGGAA 3.14 GGCAAACTA 3.01
ced -0.19 AGATCACAT 4.38 CGTAAACTG 4.19
purH -0.30 CGAGCGTTG 5.73 GTTACAATG 5.43
nirB -0.31 CAATAAGCG 4.13 GTTAAGGTA 3.82
ycfCp -0.33 AACGGTGAA 5.60 GGTATTATT 5.27
ilvY -0.45 TGACAGGAA 4.57 tGATATATTC 4.12
rpoHp5 -0.68 CACGGTCTG 3.51 tGATAACCTC 2.83

Tabla V.1. 18 de los 116 promotores del conjunto de entrenamiento tiene calificaciones bajas
para las cajas -35, incluso 10 de ellos tienen calificaciones negativas.

De esta tabla puede verse que, por ejemplo, el promotor rpoHpS5 tiene una caja -10
extendida, los promotores con -10 extendida pueden prescindir de una caja -35 sin ningtn
problema ya que el motivo “TG” en -15 y -14 respectivamente anclan a la polimerasa como
lo harfa una caja -35 [Gross_1998], rpoHpS5 tiene reportado un mecanismo negativo de
regulacion dado por los complejo de proteinas formado por cAMP-CRP y CytR, y un
mecanismo de activacion por CRP en -48. El promotor i/vY tiene también una caja -10
extendida y sufre auto-regulacién negativa teniendo un sitio para el represor IlvY en -18. El
promotor ycfCp tiene reportado un mecanismo negativo ejercido por PurR a 837.5 bp del
promotor, este promotor tiene una caja -10 muy conservada, solo 1 substitucion desde el
consenso, se sugiere aqui que este promotor debe tener asociado algiin mecanismo de
regulacion positiva que aun no se ha reportado.

El problema de reconocer promotores endogenos es un problema complejo y
representa aun un reto para las ciencias computacionales el resolverlo. En este trabajo se
presentaron algoritmos que para el reconocimiento de promotores de la familia 70. Estos
algoritmos estdn contextualizados a secuencias arriba de un inicio de gen y usa la
informacion de la distancia del promotor al codon de inicio como elemento de analisis. Este
recurso es ficticio ya que no existe un mecanismo bioldgico mediante el cual la RNAP
cense esta distancia. Cuando enfrentados con una secuencia intergenica los algoritmos
determinan cual es la mejor(es) subsecuencia a ser promotor, pero no son capaces de decir
cuando una secuencia por sus caracteristicas no puede tener un promotor. Esfuerzos en este
sentido mejorarian la especificidad de los algoritmos aqui presentados. Pero mejor aun, el
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disefio de programas que emulen el proceso biolégico del reconocimiento del promotor por
la RNAP ayudaran a entender mejor como este se lleva a cabo.

V.2 CONCLUSION Y PERSPECTIVAS.

Pensar en los promotores como un ciimulo de sefiales del mismo tipo compitiendo
con el promotor “funcional” por el pegado de la RNAP nos puede dejar un mal sabor de
boca si nuestra tarea es la de estudiar las propiedades bioquimicas de un promotor de
manera experimental, o si nuestra tarea es la de reconocer de manera inequivoca al
promotor funcional por medios computacionales y/o analiticos. Las complicaciones que
esta idea de promotores sobrepuestos supone a la biologia experimental son
[Reznikoff 1987]: mutaciones las cuales aumentan o no alteran la expresion del gene
estudiado podrian estar desenmascarando un promotor latente; y pruebas bioquimicas que
miden la actividad de un promotor se complican en la presencia de reacciones de
competencia inesperadas entre la RNAP con otras sefiales promotoras funcionales. Las
complicaciones practicas a la que los métodos computacionales se enfrentan son:
generalmente el promotor funcional reportado en la literatura califica mas bajo que algunas
de las sefiales tipo promotor con las que se superpone; y si una simple mutacidén en un
nucleétido puede dar vida a un promotor que no era funcional, como puede cualquier
metodologia ser capaz de medir esto para decrementar la calificacion asignada a esa sefal
tipo promotor tal que pueda ser discriminada como un falso promotor.

Por otro lado esta nueva perspectiva de lo que un promotor es nos abre la puerta a
nuevas lineas del pensamiento que expliquen el porqué los promotores existen dentro de
clusters de potencialmente funcionales y completamente funcionales promotores. Quizas
este cimulo de sefiales promotoras latentes y funcionales nos este hablando de la robustez
del proceso de la transcripcion a mutaciones que el DNA puede sufrir al azar. Este conjunto
de sefales disponibles capaces de ejecutar la misma funcién ofrece una vasta gama de
recursos que la célula puede usar ante cambios que puedan afectar el mecanismo de la
transcripcion en una region promotora particular.

También podemos pensar de los promotores latentes, esas sefiales potencialmente
funcionales que con una mutacién cobran vida, como vestigios evolutivos de promotores
que nos estarian hablando de la existencia de mecanismos de transcripcién que por alguna
razén dejaron de funcionar. Pudiera ser que la transcripciéon en ese promotor del gen
corriente abajo, estando en una célula de un organismo ancestro, se diera por la presencia
de factores de la transcripcion o debido a condiciones particulares que no existieron en la
célula a la que el gen emigrd, forzando asi una mutacidn que permitiera el
desenmascaramiento de un nuevo promotor que diera cuenta por la transcripcion de ese
gen.

Las sefales completamente funcionales, esas que compiten con el promotor
mapeado experimentalmente pero que no se han reportado en la literatura, pueden estar
presentes para responder a diferentes condiciones ambientales en las cuales el promotor
“conocido” no puede realizar su funcién. En estos casos factores de la transcripciéon como
las proteinas reguladoras o las proteinas que cambian la estructura del DNA deben estar
jugando un papel clave para la seleccion del promotor a transcribir.
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La bondad en términos computacionales de la presencia de ese cimulo sefiales es
que nos permitira distinguir inequivocamente en donde se encuentran las regiones inicio de
unidades de transcripcion en un genoma. La densidad de sefiales tipo promotor solo se da
en ese tipo de regiones. La deteccion de esas regiones ayudara al biélogo experimental a
seleccionar las regiones en donde vale la pena hacer experimentos de mapeo de
promotores.

Trabajos futuros encaminados a detectar solo a los promotores funcionales en estos
conglomerados de sefiales putativas, ofrecen un reto tanto experimental como tedrico.
Anélisis del comportamiento de los promotores en otros genomas bacterianos en donde no
haya datos experimentales ni métodos de prediccion de promotores implementados
representan un trabajo futuro que ayudara a la anotacion de esos genomas. Inferir el papel
de la regulacion mediada por las proteinas en los diferentes genomas dependiendo del
arreglo que formen los promotores en el DNA, si existen densidades de sefiales o no, es
también un trabajo que aportard nuevo conocimiento a las ciencias gendmicas.

En E. coli seria interesante conocer si existen diferencias al nivel de las matrices
consensi de las cajas —10 y —35 entre promotores regulados positiva, dual y negativamente
asi como verificar la aseveracion que dice que promotores constitutivos no existen. Este
analisis iria encaminado a sentar las bases de un modelo de prediccion del tipo regulacion
que un promotor puede sufrir dependiendo solo del anélisis de su secuencia.
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CApPiTULO VL. MATERIALES Y METODOS.

Se realiz6 una recopilacion bibliografica referente al mecanismo del inicio de la
transcripcion mediada por la RNAP, y los factores 670 y 632 que permitieran un analisis
del proceso del reconocimiento del promotor y el disefio de algoritmos para el
reconocimiento de estos inicios.

Para el desarrollo de los algoritmos se utilizaron dos diferentes conjuntos de
secuencias promotoras reguladas por o©70, un conjunto de entrenamiento de 116
promotores de la coleccion publicada en [Gralla_1996], y un conjunto de prueba de 392
promotores, ambos colectados en la base de datos RegulonDB
(http://www.cifn.unam.mx/Computational_Biology/regulondb). Para 32 se tomo de la
literatura un conjunto de 22 promotores heat-shock, esta coleccion también se encuentra en
RegulonDB. Se extrajo de RegulonDB la informacién de las posiciones absolutas en el
genoma de E. coli K12 del inicio de la transcripcién de cada uno de los promotores
mencionados. La tabla VI.I muestra los tipos de sigmas y el nimero de promotores
transcritos por éstas y que estan colectados en RegulonDB.

' Tipo de Sigma Nimero de promotores regulados |
| sigmal9 = 1 |
| sigma24 B 4 o
L sigma28 - 3

| sigma32 | 26 |
| sigma38 { 4 |
| sigma54 _'; - 12 ‘
| sigma70 _: i . 580
| total | 672 |

Tabla VI.1. Factores sigma recolectados en RegulonDB, y_l'iﬁﬁe:o de promotores regulados por cada sigma.

Las evidencias que RegulonDB tiene para los promotores utilizados en este trabajo
pueden verse en la tabla VI.2.

a)
Tipo de Evidencia Namero de
Promotores
Identificacion de las cajas -35 y/o -10 68 (58)
Mapeo del inicio de la transcripcion & “footprinting” con la RNA polimerasa 4(3)
Mapeo del inicio de la transcripcion & Identificacion de las cajas -35 y/o -10 164 (127)
Mapeo del inicio de la transcripcion 165 (86)
Total 401
b)
Analisis del conjunto de promotores 70 #Promotores con evidencia
Conjunto de entrenamiento (116 promotores) 114
Conjunto de prueba (392) 160
Total 274
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Tabla VI1.2. (a) Evidencias de los promotores en colectados en RegulonDB. (b) Numero de evidencias que se
tienen en RegulonDB para cada una de las colecciones usadas en este analisis. RegulonDB incluye entre sus
promotores las colecciones publicadas en [Hawley 1983, Harley 1987, Lisser_1993].

En RegulonDB solo se tiene reportada la base del inicio de la transcripcion para
los 584 promotores tipo 70. Se hizo una analisis de las distancias de estos inicios de la
transcripcion al inicio de la traduccidn, es decir al codon de inicio del gen. La figura VI.1
muestra esta distribucion para la coleccion completa de promotores sin considerar su tipo
de sigma asociada y la distribucion de solo los promotores reconocidos por el factor ¢70.
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Figura VI.1. Distribucién de las distancias entre el mas-uno de los promotores y el codén de inicio de los
genes transcritos. En (a) la distribucion de las distancias de los 678 promotores reportados en RegulonDB.
En (b) la distribucion de los 584 promotores tipo 670 en azul, y la distribucién de un subconjunto de estos
(116 promotores) que conforman el conjunto de entrenamiento - curva rosa -.

Puede verse que existe una marcada preferencia de los promotores a estar a -50 bp
del inicio del gen. El 90% de los promotores se encuentra ubicado en las primeras 200
bases arriba de un gen. Tabulamos las distancias del +1 al inicio del gen en intervalos de
10 pares de bases. Hicimos 20 grupos desde el intervalo [0-10] hasta el intervalo [240-
250] y fue calculada la probabilidad relativa de cada uno, ver formula (h),

numero de promotores en el intervalo/ (h)

numero total de promotores analizados

Score _ Position (i) =
Por lo tanto, las regiones favorecidas son aquellas cuya cercania es de 100 pares de
bases al inicio del gen.

También en RegulonDB se consulto el modo de regulacién de los 584 promotores
670. La gréfica de la figura VI.2 muestra que casi la mitad de los promotores reportados en
la literatura no tiene un modo regulacion asociado.
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Figura V1.2. Distribucién de los modos de regulacion de los promotores 670 colectados en RegulonDB. En
rojo se presenta la informacion para la coleccion de entrenamiento de 116 promotores.

En la tabla VI.3 puede verse las 116 secuencias del conjunto de entrenamiento -
publicada en [Gralla_1996] - y el modo de regulacién de cada uno de estos promotores.
Este conjunto de promotores fue elegido arbitrariamente para ser el conjunto de andlisis
que determina los elementos y argumentos que nuestro algoritmo de reconocimiento de
promotores usa.

Promotor RegulonDB Tipode Mas-uno Cadena Secuencia del Promotor

referencia regulacion (alineacion hecha con el programa weonsesus )
pyrD  ECK120009425 repressor 1003955 +  CCGCAGGTCAATTCCCT fitggtccgaactc GCACATAATA g
fabA ~ ECK120009421 activator ~ 1015721 CTGATCGGACTTGTTCA  gegtacacgigtt AGCTATCCTG  cgtg
ompA  ECK120009446 repressor 1019414 CGGAGTTCACACTTGTA  agttticaactacg TTGTAGACTT t
sulA ECK120009441 repressor 1020168 GAAAATAGGGTTGATCT  tigttgtcactgg ~ ATGTACTGTA catccatac
putA  ECK120009724 unknown 1078148 - ATTTAACATGGTTGCAC aaagttgcaacatc ATGGATATTT  cac
putPpt ECK120009726 wunknown 1078391 +  AAATAGTGTCGCTGAGC actaaaatttaat GTAAATGGTG tgt
phoHp! ECK120009263 activator ~ 1084088 +  CATCACTGTCATCACTC  fgtcatctticca GTAGAAACTA  algic
pyrC  ECK120009434 repressor 1121868 TTTATTTTTCGTGCAAA  ggaaaacgtitcc GCTTATCCTT  tgtgt
ycfCp  ECK120009100 repressor 1191909 CTTCTATAACGGTGAAG  tgtgccteggtgg CGGTATTATT  gagcage
aroP  ECK120009483 repressor 121671 - GCGGGTGCATTCGCTGC cgeataccattat TCTTGATCTG  acgg
narKp! ECK120009467 activator 1277155  + GATTTA CATCAAATTGC  cittagctacaga CACTAAGGTG  gcagac
narG  ECK120009466 activator ~ 1279037 +  ATTCCCACGCTGTTTCA gagogttaccttgc CCTTAAACAT t
trp ECK120009442 repressor 1321132 - AAATGAGCTGTTGACAA  ttaatcatcgaact AGTTAACTAG  tacge
cysB  ECK120009602 repressor 1331812 +  AAATGATATAGTGGTTA  tagttagcacctt  TTTTATTATT  aaatc
tyrR ECK120009444 repressor 1384716 +  GACAGAAACCTTCCTGC tatccaaatagty TCATATCATC  atatta
for ECK120009085 repressor 1397576 - TTGCTTAGACTTACTTG  clccctaaagaga TGTTAAAATT  gacaa
purR  ECK120009457 repressor 1735713 + TTTTTACCACTTCCCCT  titegtcaagatc GGCCAAAATT  ccacgct
aroH ECK120009094 repressor 1786342 +  ACTAGAGAACTAGTGCA  ttagcttatttit =~ TGTTATCATG cta
tyrP ECK120009378 dual 1987666 +  TAACGTCGGTTTGACGA agcagecgttatg CCTTAACCTG  cgecge
alkA ECK120009088 activator ~ 2145581 - ATATGAAAGCAAAGCGC agcgtctgaataac GTTTATGCTG  aaage
ccd ECK120012682 unknown 2229839 + GATTCAGATCACATATA aagccacaacgggt TCGTAAACTG  tate
galS ECK120009470 dual 2239730 GACTCGATTCACGAAGT  ccigtaticagigc  TGACAAAATA  gecgee
cirp1 ECK120009461 dual 2244962 GATATAAAATTTAACAT  figgattgataat TGTTATCGTT  tgcatt
cirp2  ECK120009462 dual 2244949 TAACATTTGGATTGATA  atfgttatcgttty ~ CATTATCGTT  acgeege
ada ECK120009405 dual 2308447 CAAGATTGTTGGTTTTT  gegtgatggtgacc GGGCAGCCTA  aaggct
ompCp1 ECK120009426 dual 2310850 - CATATTCGTGTTGGATT  affctgeattttt ~GGGGAGAATG  gac
nrd ECK120009469 activator 2342775 +  CCACAAAGTTATGCACT tgcaagagggtcat TTTCACACTA _ ftettgca
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Promotor RegulonDB Tipode Mas-uno Cadena Secuencia del Promotor
referencia regulacién (alineacion hecha con el programa wconsesus )

glpTQ  ECK120009452 dual 2350471 - GCGGCAATTCACATTTA  atffatgaatgttt TCTTAACATC  gegge
glpACB  ECK120009450 dual 2350603 +  GCATGAAATCACGTTTC  actttcgaattaty AGCGAATATG  cgeg
purFpl ECK120009605 repressor 2428820 - GGAAATCCCTACGCAAA  cgtttfctitttc ~ TGTTAGAATG  cgeee
fadl ECK120009431 repressor 2459225 +  AAACATACTTGCAACAT tccagctggtccg ACCTATACTC  tegee
cyskpl ECK120009410 activator 2530397 + CTAAATCCTTACTTCCG  catattctctgage GGGTATGCTA  ccigtt
ptsp0  ECK120009190 activator ~ 2531521 +  CCCTCCTGGCATTGATT cagcctgtcggaac TGGTATTTAA  ccagact
phoE  ECK120009400 activator ~ 259382 AATCTGTAATATATCTT  taacaatctcagg TTAAAAACTT tect
purC  ECK120009453 repressor 2595801 - TACAGGGCTGGAATCAT  ccggecctttittc  TGATATGATA  cgcaa
pur ECK120009456 repressor 2619173 + TAAAGCAGTCTCGCAAA  cgiftgetttccc TGTTAGAATT  gegee
ginBp2 ECK120009379 repressor 2685523 -  CGAGAATGGCGGGGCGC aaccggacagaatt TTATAAACTG  cfttece
purl ECK120009455 repressor 2693609 CACGCAAACGGTTTCGT cagcgeatcagatt CTTTATAATG  acgeec
arof ECK120009092 repressor 2739221 CCAAATATGGATTGAAA  actitactttaty  TGTTATCGTT  acgic
recA ECK120009414 repressor 2821841 - TCTACAAAACACTTGAT  actgtatgagcata CAGTATAATT  gette
argF ECK120009474 repressor 289564 - GTGAAATGGGGTTGCAA atgaataattacac ATATAAAGTG  aatitt
cysJH ECK120009409 activator ~ 2889987 - CTATCCCGTCTTTAATC  cacaccgittgcce CGTTAACCTT  acct
carAp2 ECK120009460 repressor 29619 + CAGATTTGCATTGATTT  acgtcatcattgty AATTAATATG caa
araE ECK120009408 dual 2980232 GTTTCCGACCTGACACC  tgcgtgagttgttc  ACGTATTTTT  teact
ansBp2 ECK120009407 activator 3098770 GTTTAACGTCAAATTTC  ccatacagagcta AGGGATAATG  cgtage
mtr ECK120009422 dual 3303501 - GCTTTTTTTCTGTCTTT  fgtactegtgtac TGGTACAGTG  caatge
argRp1 ECK120009476 repressor 3382312 +  CTGACTGTTTGCATAAA  aatfcafctgtatg CACAATAATG tt
fis ECK120009084 repressor 3407883 + AAGTTTGGCCTTTCATC  tcgtgcaaaaaat GCGTAATATA  ogce
nirB ECK120009468 dual 3491624  + GATTTACATCAATAAGC  gggattgetgaat CGTTAAGGTA  ggeggt
malPQ ECK120009435 dual 3550143 -  CCGCAGGATGAGGAAGG tcaacatcgagec TGGCAAACTA  gegat
malT  ECK120009420 dual 3550657 +  ACGTCATCGCTTGCATT  agaaaggtttcty GCCGACCTTA  taacc
glpD ECK120009451 dual 3559604  + TTTTTCAATGTTACCTA  aagcgegatictt TGCTAATATG  ticgat
ugpp!  ECK120009181 unknown 3590009 - CAAAAAAGTTATTTTTC  tgtaattcgagca TGTCATGTTA  cccc
rpoHp4  ECK120009433 repressor 3598494 - CATTGAACTTGTGGATA aaatcacggtctga TAAAACAGTG aat
rpoHp5 ECK120009416 dual 3598480 GGATAAAATCACGGTCT gataaaacagtgaa TGATAACCTC  gftge
lac ECK120009481 dual 365567 CACCCCAGGCTTTACAC  ftftatgcttccgge  TCGTATGTTG  fgtgg
tdh ECK120009398 dual 3790204 - ACGCGTTATCTCGTCGC  gacctataagtt GGGTAATATG  tgctg
tnaA  ECK120009399 activator ~ 3886040 +  AACAATTTCAGAATAGA caaaaactcigag TGTAATAATG  tagecte
pstS ECK120009298 activator 3909196 TATTCCTTACATATAAC  fgtcacctgitty =~ TCCTATTTTG  cficte
ilvy ECK120009478 repressor 3955488 - ACTATATGACAGGAAAT  ttattgcggaaat  TGATATATTC ac
ivC ECK120009419  activator 3955533 + AATATATCAATTTCCGC  aataaatttccty TCATATAGTG a
cya ECK120009463 repressor 3988612  + CGCATCTTTCTTTACGG  tcaatcagcaagg TGTTAAATTG  atcac
uwD  ECK120009404 repressor 3995520 +  GAAATTTCCCGGTTGGC atcictgaccicge TGATATAATC  agcaa
phoA  ECK120009596 activator ~ 400931 +  AACAGCTGTCATAAAGT fgtcacggcogag ACTTATAGTC gttt
fadBA  ECK120009430 repressor 4028603 - AATCTTTTGTTTGCATA  ttittaacacaaa  ATACACACTT  cgacte
spf ECK120009146 unknown 4047479 + CAAAAAGTGCTTTCTGA  aclgaacaaaaaa GAGTAAAGTT  agtege
ginL ECK120009449 repressor 4053951 - CTCTGATGCTTCGCGCT  ftttatccgtaaaa AGCTATAATG  cact
ginApt  ECK120009448 dual 4055802 - GGTTATCCAAAGGTCAT  tgcaccaacatggt GCTTAATGTT tecatigaa
aroL  ECK120009095 repressor 405504  + TATTATTTACACTTCAT  fcttgaatatttat TGGTATAGTA aggggtat
rhaS ECK120009415 activator ~ 4095293 + TCGAAAATTTAAGGTAA gaacctgacctegt GATTACTATT  tcgecg
sodA  ECK120009417 dual 4098338 + ATTGATAATCATTTTCA  afatcatttaatt =~ AACTATAATG  aac
cytR ECK120009149 unknown 4122089 - GAAAATTCTGTAACCGT  tticacgegetatc  TGCTAAAAAT  gttgeeg
metlp1 ECK120009129 unknown 4126138 - TCAATACATCTGGACAT  ctaaactictitgc GTATAGATTG  agca
met8  ECK120009110 unknown 4126216 +  TCCAGATGTATTGACGT ccaftaacacaat GTTTACTCTG  gtgect
metF  ECK120009438 repressor 4130126 +  CATTTTTCGGTTGACGC  ccticggettttc ~ CTTCATCTTT a
katG ~ ECK120009479 activator 4131392 + ATTAATTCAATTATAAC  ftetetctaacget GTGTATCGTA  acggta
argE  ECK120009473 repressor 4152476 - GGCTGGTGGGTTTTATT  acgctcaacgtta GTGTATTTTT attc
argCBH ECK120009472 repressor 4152464  + TTGTTTTTCATTGTTGA  cacaccictggtca TGATAGTATC  aatattc
oxyR  ECK120009428 repressor 4156036 +  GTCAGAATGCTTGATAG ggataatcgticat TGCTATTCTA  cotatc
phoB  ECK120009429 activator 416325  + CGAGCTTTTCATAAATC  ftgtcataaatcty ACGCATAATG  acgic
purH  ECK120009454 repressor 4205205 - AAAAATTCGCGAGCGTT  gegcaaacgtttt CGTTACAATG  cggge
metAp! ECK120009437 dual 4211812 +  ACATGCAGGCTCGACAT  tggcaaattttct ~GGTTATCTTC  aget
aceBAK ECK120009087 dual 4212981  + GGAAATTGTTTTTGATT  ttgcaftttaaat GAGTAGTCTT  agtt
queA  ECK120009285 unknown 424209 +  GGGGTAAAGGTTGCAGG gagagegecccgg CACTAGACTA  cocge
malE  ECK120009458 activator ~ 4244043 -  GGAGGATGGAAAGAGGT tgecgtataaaga AACTAGAGTC c
malk  ECK120009459 activator ~ 4244315 +  GGGGGTGGAGGATTTAA gecatctectgaty ACGCATAGTC  ageee
lexA ECK120009482 repressor 4254666 +  GCAGTTTATGGTTCCAA  aatcgectitget GTATATACTC  acage
tyrB ECK120009383 repressor 4264661 +  GAACATCCACTCGATCT  fogecttcticeg  GTTTATTGTG titta
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Promotor RegulonDB Tipo de Mas-uno Cadena Secuencia del Promotor
referencia regulacion (alineacion hecha con el programa weonsesus )

uvrA  ECK120009445 repressor 4271512 - CCAATACTGTATATTCA  ticaggtcaattty TGTCATAATT  aacc
ssb ECK120009418 repressor 4271590 +  CAGTATTGGAATGCATT  acccggagigtty TGTAACAATG t

tsxp1 ~ ECK120009287 repressor 431463 -  TGCGTCCCGCAACATCT tteccegtcattt  TGTTACTCTG  citac
tsxp2 ~ ECK120009286 dual 431315 - GAAACGAAACATATTTT  tgtgagcaatgat  TTTTATAATA  ggcte
melR  ECK120009436 dual 4339228 GCTCCCACTCGCAGTCA  tecteceteactec  TGCCATAATT  cigat
frd ECK120009086 dual 4379990 TCTCGTCAAATTTCAGA  cftatccatcaga CTATACTGTT  gtacctat
argl ECK120009475 repressor 4475907 - TGCTTTAGACTTGCAAA  tgaataatcatcc  ATATAAATTG  aatttt
deop! ECK120009464 repressor 4614248 + AACGTTTTATTCGAACA  tcgatctegtetty TGTTAGAATT  ctaac
deop2  ECK120009081 dual 4614847 +  GATGTGTATCGAAGTGT gttgeggagtaga TGTTAGAATA  ctaac
trpR ECK120009443 repressor 4630273 +  ACGTCGTTACTGATCCG  cacgtttaigata TGCTATCGTA  ctettt
purE  ECK120009432 repressor 552365 -  CCACGCAACCGTTTTCC tgetctettteceg TGCTATTCTC  fgtgcc
ahpC  ECK120009406 activator 638144 +  GGAAACGCATTAGCCGA atcggcaaaaatt GGTTACCTTA  catcte
araBAD ECK120009089 dual 70075 GGATCCTACCTGACGCT  fttttatcgcaact  CTCTACTGTT  tctecat
nagB  ECK120009440 dual 702848 - GTTACGCTTAAAGATGC ctaatcogccaacg GCTTACATTT tact
nage  ECK120009465 dual 703078  + GATACGAATTAAATTTT  cacacactctigta GCAGATGATC taacaat
araC  ECK120009090 dual 70241 +  TGCCGTGATTATAGACA ctittgttacgegt  TTTTGTCATG gett
kdpABC ECK120009480 activator ~ 728072 - GCAGATTTTTGCGAAAT  cfttgcagccagaa  TTCTACCCTT  ccggt
aroG  ECK120009093 repressor 784815 - GTAAAACCCCGTTTACA catictgacggaag ATATAGATTG  gaagt
galpl  ECK120009471 dual 791304 ATTCCATGTCACACTTT  fcgcatctttgtta TGCTATGGTT  affte
galp2  ECK120009447 repressor 791309 AATTTATTCCATGTCAC  acttttegcatctt TGTTATGCTA  tgatt
bioA  ECK120009484 repressor 808515 - TCTCCAAAACGTGTTTT  tigtigttaaticy  GTGTAGACTT  gtaa
bioB ECK120009485 repressor 808525 + CATAATCGACTTGTAAA  ccaaaftgaaaag ATTTAGGTTT  acaagtc
uvrBp2 ECK120009403 repressor 812685 + AAATATTATGGTGATGA  acigttitiitatc ~ CAGTATAATT  tgttg
ilviHp1 ECK120009597 activator ~ 85597 +  CTGGCTGCCAATTGCTT aagcaagatcggac GGTTAATGTG it

dmsA  ECK120009082 dual 940053  + GAACAATAATTACTCCT  cacttacacgtaa TACTACTTTC  gagtgaa
focAp1 ECK120009114 dual 953715 - GATCTATATCAATTTCT  catctataatgett TGTTAGTATC  tegic
focAp2 ECK120009255 activator 954037 - CTACGCAATGTAGGCTT  aatgattagtcty AGTTATATTA  cgggge
ompF  ECK120008427 dual 986315 CACTTTCACGGTAGCGA aacgttagtitgaa TGGAAAGATG  ccige

Tabla VI.3. La columna 4 corresponde a la posicién absoluta del mas-uno del promotor en el genoma
completo de E. coli K12. F o R en la columna 5 indican si la secuencia no-templado del promotor esta en la
cadena mas (5’-3’), o en la cadena menos (3°-5") del genoma. Las secuencias en mayusculas corresponden a
las secuencias mas significativas en términos de contenido de informacién y las secuencias en minusculas
indican regiones del promotor que no fueron alineadas; el algoritmo que se utilizd para generar el
alineamiento es wconsensus v5c¢ de [Hertz_1999]. La tabla muestra 116 promotores o70 pertenecientes al
conjunto de entrenamiento reportado en [Gralla_1996] y que se encuentra colectada en la base de datos
RegulonDB (http://www.cifn.unam.mx/Computational Biology/regulondb).

Del trabajo que se ha realizado con los elementos UP en el laboratorio del Dr.
Gourse [Estrem 1998] recibimos las secuencias de los mejores elementos UP generados
por SELEX, la tabla V1.4 muestra una la coleccién de 32 secuencias UP.

Nombre de la secuencia UP

Actividad Relativa

Secuencia UP (UpStream)

4192
4181
4176
4173
4209*
4206
4202
4196
4193
4179
4203
4191
4204

326
320
316
297
293
274
269
268
265
265
262
262
257

GGAARATTTTTTTTCAAAAGTA
AGAAATTTTTTTTCGAARAAACA
TAARARATTTTTTTTGARAAGGG
CARAARATATTTTTGAARAAAGA
GGAAATATTTTTTCATAAACCC
AGAAARATATTTTCGAAAACTA
AARRATATTTTTTCGAAAAGTA
TAAATTTTTTTTTGCARAAGTA
ACAAARATATTTTTCAAAACCC
TTARATTTTTTTTCGTAAACCC
TTAAATTTTTTTTCATARACCC
TCARATTTTTTTTTGCAAACCC
CARATTTTTTTTTGCTAAACCC
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Nombre de la secuencia UP Actividad Relativa Secuencia UP (UpStream)

4190 248 ARAAATATTTTTTTGAAMAAGTA
4219* 245 TAARAATATTTTTCGTTTACCC
4198 240 ACAARAAATATTTTTCGAAACCC
4200 239 TCAARAATTTTTTTTGCAAAGTA
4218+ 238 TGAATTTTTTTTTCGTCTACCC
4171 228 AGAAAAATATTTTTGAAAACTA
4177 222 GCAARATAATTGTAAAAAAGTA
4220* 221 AGAAATTTATTTTAAAAAAGGG
4205 215 TGAAARAATATTTTTGARAACTA
4199 213 TAAACTATTTTTTCRAARAGGA
4174 210 TGAAATTTATTTTGCGAAAGGG
4197 206 TAAACTTTTTTTTTCGAAAGTG
4207 199 TGABRATATTTTTTTGAAAACCC
4194 194 AGATTTTTTTTTTGTAAAAGTG
4168 193 GCAAAARATATTTCGTCAAACCC
4201 185 GAARAATATTTTTGATARAGTA
4185 178 GCAARAATTATTTTGCTAARAGTA
4195 136 GAABRATATATTTTTCAAAAGTA
WI-rrnB pl 69 AGAARAATTATTTTAAATTTCCT
core rrnB pl 1 GACTGCAGTGGTACCTAGGAAT

Tabla VI.4. 32 secuencias Upstream, y las actividades relativas en promotores, seleccionadas in vitro.

Se tomaron 22 promotores regulados por 632 en E. coli reportados en la literatura y
colectados en RegulonDB para hacer el analisis de los elementos usados por el programa
para reconocer secuencias de promotores de tipo 632. La tabla VI.5 muestra las secuencias
de estos 22 promotores.

(a)
Promotor RegulonDB referencia Mas-uno  Cadena Secuencia del Promotor
(alineacion hecha con el programa weonsesus)
htgAp1 ECK120009520 10644 + TTGAGGGGAA aatgaaaatittc = CCCGGT  ticoggtat
dnaKp1 ECK120009279 12047 + CCCCCTTGAT gacgtggtttacga  CCCCAT tagtagt
dnaKp2 ECK120009269 12121 + GGCAGTTGAA accagacgtttcgc ~ CCCTAT tacagac
clpPp1 ECK120009288 455801 + TTAGCGTAAC  aacaaaagaftgttaty CTTGAA at
lon ECK120009096 458039 + CGGCGTTGAA tglgggggaaacat CCCCAT  atactgacgtac
htpGp1 ECK120009266 494299 + CTCGCTTGAA attattcteecttgt CCCCAT cletecca
htpGp2 ECK120009267 494308 + CTCCCTTGTC Cecatetete CACAT cetgtt
gapAp1 ECK120009231 1860642 + TGCCCTTTAA aattcggggegeccga CCCCAT  glggteteaa
htpX ECK120009516 1910642 - CAGACTTGAA aatagtegegta ACCCAT  acgatgtggat
cipB ECK120009187 2732225 - TAACCTTGAA taattgagggatga  CCTCAT  ttaatctce
gpE ECK120009177 2748768 - TTCCCTTGAA accclgaaactgat CCCCAT  aataagega
rpoDp3 ECK120009552 3210329 + CACCCTTGAA  aaactgtcgatgtggga CGATAT  agcagat
ftsdp2 ECK120009174 3325372 - TGGGATTGAA aacgggtcattctac  CGCCAT cteecatat
htr ECK120009098 3791492 + CCGCCATGAA ggactagctaaa ~ ACCCAA actagt
ibpA ECK120009097 3865145 - AAGGCTTGAA aagttcattccag ~ ACCCAT tittacatc
hslV ECK120009148 4119934 - GGGGGTTGAA accetcaaaatccc CCCCAT ctat
mopB ECK120009126 4368194 + CCCCCTTGAA __ggggegaagectcat CCCCAT ttetctgate
(b)
Promotor RegulonDB referencia Mas-uno Cadena
hnak ECK120009531 12144 +
topAp1 ECK120009509 1329004 +
htrC ECK120009515 4187331 +
ybaUp1 ECK120009584 461062 -
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Promotor RegulonDB referencia Mas-uno Cadena
micp2 ECK120012510 1666615

Tabla VL.5. La tabla muestra 22 promotores 632 con el mas-uno mapeado que se encuentra colectada en la
base de datos RegulonDB. La columna 3 corresponde a la posicién absoluta del mas-uno del promotor en el
genoma completo de E. coli K12. F o R en la columna 4 indican si la secuencia no-templado del promotor
esta en la cadena mas (5’-3’), o en la cadena menos (3°-5") del genoma. (a) Las secuencias de promotores en
mayusculas corresponden a las secuencias mas significativas en términos de contenido informacional y las
secuencias en minusculas indican regiones del promotor que no fueron alineadas; el algoritmo que se utilizd
para generar el alineamiento es wconsensus v5c de [Hertz_1999]. (b) Este conjunto formé parte del conjunto
de prueba.

VI.1 ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS Y SELECCION DE LA MATRIZ
CONSENSO.

Como se menciond anteriormente el problema de reconocer secuencias promotoras
en una cadena de DNA es un problema sujeto a muchas variables, principalmente la poca
homogeneidad entre las secuencias del promotor y las regiones canonicas -10 y -35 que
definen un promotor es una limitante. Por lo tanto la eleccion del alineamiento que
produzca la matriz ptima para la prediccién de la ocurrencia de nuevos sitios promotores
es de critica importancia [Stormo_2000].

Para el alineamiento de secuencias, y la obtencion de las matrices de peso que
seran utilizadas para asignar una calificacién a una secuencia blanco y saber si esta es una
caja -10 o una caja -35, se utilizaron los programas de wconsensus y patser [Hertz_1990,
Hertz_1999]. Estos programas estdn basados sobre la metodologia de Teoria de la
Informaciéon para encontrar el mejor alineamiento en un conjunto de secuencias
biolégicamente relacionadas, y generan una matriz consenso que representa este
alineamiento. El programa patser permite usar esta matriz consenso para calificar
secuencias blanco, asignandoles una calificacion que es estadisticamente significativa y
que mide la cercania de la secuencia blanco al consenso definido por la matriz.

Los alineamientos para encontrar las cajas -10 y -35 se llevaron a cabo de la
siguiente manera:

a) Se obtuvo de E. coli K12 las secuencias de los 116 promotores 670 de la coleccion
publicada en [Gralla_1996], se alinearon estas 116 secuencias con respecto al inicio
de la transcripcion.

b) Se cortdé un nimero determinado X de bases desde cada inicio de la transcripcion
obteniéndose subsecuencias de tamafio X. Se sabe que la distancia del hexdmero
-10 al mas-uno del promotor es de 4 a 12 bp [Harley 1987], esta consideracion fue
tomada en cuenta en la seleccion de ese numero X.

c) Este nuevo subconjunto de secuencia se us6 como entrada al programa wconsensus
[Hertz_1999] para encontrar la mejor matriz consenso que representara a la caja
-10. Se hicieron 6 diferentes corridas del programa con subsecuencias de longitudes
de 15 a 20 bp, y con desviaciones estandares de 0.5, 1.0, 1.5, y 2.0.

d) Se aline6 el conjunto original de secuencias ahora con respecto a la primera letra de
la caja -10 encontrada.

e) Se tomd un nimero determinado (¥ + W) de bases desde la primera letra de la caja
-10, y se cortaron las primeras ¥ bases, obteniéndose subsecuencias de tamafio Y.
Se sabe que la RNAP se puede pegar con cierta flexibilidad al DNA, las distancias
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permitidas entre los dominios de la RNAP que contactan al DNA son de 15 a 21 bp
en medidas de DNA, esta consideracion fue tomada en cuenta en la seleccion del
nimero W. En este trabajo se eligi6 arbitrariamente una W= 13.

Este nuevo subconjunto de secuencias se us6 como entrada al programa
wconsensus para encontrar la mejor matriz que representara a la caja -35.

Una vez que se obtuvieron todas las pajeras de matrices -10 y sus correspondientes -35 se
calcularon los otros atributos de los promotores de la siguiente manera:

g

h)

i)

Para cada pareja de alineamientos se calcularon los espaciadores entre las cajas -10
y -35 de cada promotor. Se calcul6 la probabilidad relativa de cada espaciador para
cada pareja de matrices o alineamientos como:

numero de promotores con espaciador s

(i)

Score _ Espaciador (s)=— -
nimero total de promotores analizados

Para cada alineamiento se calcul6 la distancia de la primera letra corriente arriba de
la caja -10 al codén de inicio del gen transcrito y se calculé la probabilidad relativa
como se describe para la formula (h). Se usé el logaritmo natural de esa calificacion
para cualquier prediccion de caja -10.

Para cada alineacion se calculd la distancia de la caja -10 al inicio de transcripcion,
el +1, la distancia minima y la maxima fueron utilizadas para determinar si una
prediccion de caja —10 era una prediccion positiva verdadera.

La figura V1.3 muestra un diagrama de la estrategia que se siguié en este trabajo para
la busqueda de la matriz méas Optima para reconocer promotores tipo ¢70. Los primeros
consensos reportados en la literatura para las cajas -35 y -10 fueron identificados por
comparacion de muy pocos promotores, por ejemplo, se usaron 6 para identificar la caja
-10 [Pribnow_1975, Rosenberg 1979]. Anélisis en colecciones grandes de promotores
fueron hechos por [Hawley 1983, Harley 1987, Lisser 1993] utilizando métodos
estadisticos que tomaron como punto referencia los consensos TTGACA y TATAAT,
alineando de tal manera que se maximizara la homologia a las 12 bp. En este trabajo no se
sembré ninguna semilla inicial o de arranque que guiara el alineamiento. Se permitié que
el programa de weonsensus determinara la matriz consenso del patréon mas conservado en
el conjunto de secuencias a analizar, y por lo tanto la longitud de éste.
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Meétodo para Obtener las marices consensus -10 y -35

Obten Secuencias para buscar el consensus -10
(17,19) (0.5,2.0)
Se elige la la. matriz del segundo ciclo.

¢

Para cada matriz -10: Obten Secuencias para buscar el consensus -35
(13) (15,18) (0.5,2.0)
Se elige la la. matriz del segundo ciclo.

{

Para cada matriz pareja de matrices:

- Espaciadores entre caja -10 y -35

- Distancias del més unoc a la caja -10

- Distancia de la caja -10 al inicio del gene

- Se cbtiene el score de cada palabra en el alineamiento -10 y-35
- Se calcula la media y la desviacidén standard de los scores.

{

Se ordena el conjunto de 96 matrices por:

|

|Expected Frequency ] | Information Content ] [Desviacicn Media | No. de Promotores en
(Media - 1lDesvStand)

Figura V1.3. Proceso seguido para obtener las matrices consenso -10 y -35.

El programa de wconsensus selecciona la mejor matriz maximizando el indice de
contenido de informacién de las secuencias y minimizando la frecuencia esperada de
encontrar la matriz al azar. La seleccion de las probabilidades a priori de cada nucledtido
pueden ser dadas al programa o dejar que este use las frecuencias observadas de las letras
en las secuencias a analizar. La correccion del contenido de informacién de cada matriz
esta dado por un valor de desviacion estandar esperado de un alineamiento hecho al azar.
Se recomiendan valores de desviacion estandar de 0.5, 1, 1.5, y 2. Siguiendo el
procedimiento de la figura V1.3 se generé una libreria de 96 diferentes matrices para
representar a las dos sefiales del promotor. La eleccién de la pareja de matrices -35 y -10,
que sea la mejor en la tarea del reconocimiento de promotores, puede seguir 4 diferentes
criterios:

—_—

Aquellas con el mayor contenido de informacion.

2. Aquellas con la minima frecuencia esperada

3. Aquellas que contienen la mayor cantidad de promotores agrupados en p de las
calificaciones menos una desviacion estandar (o).

4. Aquellas cuyo consenso homologd a los patrones canoénicos -35, -10 vy

espaciadores entre las cajas de 15 a 21 bp.

Las matrices fueron usadas para calificar a cada una de las cajas alineadas de los
116 promotores, y se obtuvo asi el conjunto de calificaciones de cada promotor. Se

¥ ¢ TA TESIS NO SALE
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calcularon los estadisticos de la media y la desviacion estandar de estas calificaciones.
Estos estadisticos fueron usados en la determinacion del umbral de corte a partir del cual
se dice si una secuencia blanco es una caja-10 o -35.

V1.2 ELIGIENDO LAS MATRICES QUE CUMPLEN CON LOS CANONES DE UN
PROMOTOR.

Secuencias arriba del +1 de longitud de 18 bp para la regién -10 y de longitudes de
15y 16 para la regién -35 con desviaciones estandares de 1.5 y 2.0 produjeron las matrices
consenso cuyas posiciones mas conservadas son aquellas de los elementos candnicos que
definen a un promotor. Para efectos de ejemplificacion, a este juego de matrices le
llamaremos “Matriz.18.16.13.2.2”. La figura V1.4 muestra el consenso obtenido y las
frecuencias de cada base en cada posicion. La figura VI.5 muestra las matrices consensi
correspondientes a estos alineamientos.
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Figura VI.4. Distribucién de las bases en las secuencias alienadas con weonsensus.

%Frequency
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c1l 37 3 40 18 14 11 34 47 8
G| 32 29 22 24 5 62 18 0 31
T | 18 36 14 74 88 35 17 25 25

C A A/C T T G A C/A A
-35
Figura VL5. (a) Matriz consenso -10 generada con el programa wconsensus. Cabe notar que a diferencia con
el patron reportado en la literatura esta matriz contiene 9 bp en lugar de 6. (b) La matriz -35 también resulta

en un patrén de 9 bp a diferencia del consenso reportado en la literatura de 6 bp.
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Una vez ubicadas ambas cajas en las 116 secuencias promotoras, se calcularon los
espaciadores que hay entre cada una las cajas -35 y -10. Se calcul6 la probabilidad relativa
para cada una de los espacios que se encontraron. Mds adelante, nuestro algoritmo usaré
estos espacios entre las cajas -10 y -35 como un argumento de clasificacién
[Mulligan 1985, Harley 1987, Oneill 1992]. La figura V1.6 muestra la distribucion de los
espaciadores en conjunto de entrenamiento.

0.3
0.25

02 +

0.15
0.1 -
B H 5 6 w 18 B

Spacers between -13 & -10

%Frequency

Figura VL.6. Distribucién de los espacios encontrados en los 116 promotores del conjunto de entrenamiento
después de haber obtenido las matrices para las sefiales -10 y -35. Debe observarse que los espacios
corresponden a aquellos de la literatura, ya que la caja -10 encontrada es de 9 bp y en el extremo izquierdo
hay 2 bp que el hexamero -10 canénico no tiene, esto quiere decir que, por ejemplo, el espacio de 13 bp es el
equivalente al espacio de 15 bp reportado en la literatura.

Usando las matrices de la figura VI.5 se asigno una calificacion a cada una de las
secuencias resultantes del alineamiento. Se obtuvo la media y la desviacion estandar de las
calificaciones de las cajas -35 y de las calificaciones de la -10, asi como los de la suma de
las calificaciones -35 + -10. Se calculo la distribucion de frecuencia de las calificaciones, lo
que resulto en lo que ya se sabia, que hay gran variabilidad para cada caja. La figura V1.7
muestra la distribucion de frecuencias de las 116 calificaciones de las cajas -35 y -10. Se
buscaron correlaciones entre las cajas -35 y -10, y entre la suma de las calificaciones y el
espaciador entre las cajas. La figura VI.8 muestra que no existe correlacién entre las
calificaciones de estos elementos del promotor.
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Figura VI.7. Distribucion de las calificaciones de las cajas -35 y -10. Las medias de las cajas
-35y-10 son 2.31 y 3.85 respectivamente.
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a) Correlation between -10 and -35 boxes b) Correlation betweem scores and spacers
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Figura VI.8. (a) La correlacion entre las calificaciones de las cajas -10 y las calificaciones de las cajas -35
indica que una caja -10 muy cercana al consenso no tiene necesariamente una caja -35 débil. (b) Correlacion
entre la calificacion completa, el valor en -10 mas el valor en -35, y los diferentes espacios en bp que estin
permitidos por la RNAP para pegarse al DNA.

Finalmente, generamos una busqueda usando estas matrices y el programa patser
[Hertz_1999] en el conjunto potencial de regiones reguladoras del genoma de E. coli, que
suman 4290 regiones, permitiendo un espacio de 15 a 21 pares de bases entre cada caja
potencial -10 y -35, y guardando aquellas posibles sefiales cuyos cajas tuvieron
calificaciones mds altas que el respectivo umbral, y aplicamos nuestra funciéon Cover para
obtener los promotores “funcionales™.

Todo este proceso fue realizado para detectar las cajas -10 y -35 de los promotores
032 usando los promotores mostrados en la tabla VI.5 y promotores 54, datos no
presentados. Los programas para la prediccién de promotores fueron escritos en Perl
[Wall_1991].

V1.3 ANEXO A.

Diferentes métodos han sido usados para buscar sefiales de regulacion en el DNA.
Busquedas con matrices de peso por posicion han sido usadas en numerosos estudios para
caracterizar la distribucion de bases en cada pocién in la secuencia reconocida
(Vanet 1999, Stormo_2000).

Una matriz de peso por posicion es generada mediante el alineamiento de un
conjunto secuencias que maximiza la conservacion de la secuencia. En estas matrices un
valor especifico es asignado a cada nucleétido para cada posicion en la secuencia indicando
la contribucion de esa base particular a la especificidad de la secuencia-sefial o sitio de
pegado. La calificacion total de una secuencia de blanco de igual longitud a la
secuencia-sefial o sitio de pegado es la suma de todos los valores para cada posicion. La
calificacion entonces refleja la afinidad de pegado o especificidad de la secuencia por la
molécula o proteina que se pega a DNA, y permite que diferentes secuencias sean
cuantitativamente comparadas como secuencias-sefial o sitios de pegado potenciales. Esto
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es cierto cuando no existe dependencia entre las bases del sitio de pegado, caracteristica
que no todas los sitios de pegado de proteinas tienen.

Una matriz de peso por posicion puede ser generada desde una tabla de frecuencias
u ocurrencias usando diferentes enfoques matematicos. Cada enfoque intenta dar una
calificacion, cpp, para cada nucleétido base (b) in la posicién (p) de las secuencias-sefial
alineadas, o sitios de pegado. Para cualquier secuencia a calificar de la misma longitud que
el sitio de pegado, una calificacion total (C) puede ser calculada como una combinacion
estrictamente linear de las calificaciones asignadas a cada base en la secuencia analizada de
la siguiente manera:

C=%sbp

donde L es la longitud de la secuencia.

La teoria de la informacioén ofrece una manera de interpretar matrices de peso por
posicion. Este enfoque intenta determinar que tan restringido, u obligado, esté la seleccion
de una base en cada posicién dentro de la secuencia-sefial o sitio de pegado, y entonces
estima la cantidad de informacién local que estd codificada en una secuencia como la
sumatoria lineal de las calificaciones en cada posicion. La transformacién logaritmica
estandar usada para calcular las calificaciones de las posiciones individuales es la siguiente:

fy
Spp = 108, q—:

donde f,, es igual a la frecuencia observada del nucledtido b en la posicion p en la serie de

secuencias alineadas, y q, es la frecuencia de encontrar el nucledtido b dentro de la

secuencia o fuente gendémica del sitio de pegado o secuencia-sefial (determinada por la
composicion de nucledtidos en el genoma). Ya que solamente un numero limitado de sitios
son usados para generar la matriz, la frecuencia en la cual algunos nucledtidos son
observados en una posicion particular puede ser igual a cero. Esto crea una calificacion
indefinida en la ecuacion anterior. Una simple solucidn a este problema es introducir un
pardmetro que es llamado un “seudo-contador” (s) para asegurar que la fraccion de la
ecuacion anterior nunca sera cero para el caso de un nucleétido no observado. En lugar de
calcular el nimero de ocurrencias observadas (o, ) dividido por el numero total de sitios

(N), la frecuencia f,, puede ser calculada usando la siguiente formula:

f = th +qu
bp N+

S

Puede verse que el contenido total de informacion de una secuencia sera
generalmente positivo si hay mas informaciéon en la secuencia de lo que podria ser
esperado al azar. Ademas, entre mas alto es la calificacién total (C), mas grande se vuelve
la similitud entre la secuencia particular y la lista de sitios usada para ejecutar la
busqueda.
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