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Resumen

Los retropseudogenes (y) son secuencias producidas por un evento de
retrotranscripcion a partir de un molde de mRNA maduro y una reincorporacion
aleatoria en el genoma. Los g, usualmente, dejan de ser funcionales desde el
momento de su reincorporacion al genoma ya que las secuencias insertadas
carecen de promotores y la seleccion natural libera su presion sobre dichas
secuencias, con lo gue comienzan a acumular mutaciones, inserciones vy
deleciones, por ende l0s y siguen un proceso de evolucion neutral por lo que se
consideran “fosiles moleculares”. Si datamos, mediante el reloj molecular, a
cada uno de dichas sec-uencias estamos en posibilidad de cuantificar la
frecuencia de la generacion de y y evaluar si existen tendencias temporales de
generacion con lo que se puede determinar ef nivel de expresion genética en el
pasado. tratando de correlacionar dichos eventos con presiones de seleccion
que obligaran al crganismo a elevar la tasa de transcripcion y de esta forma
aumentar la probabilidad de generar un y. Utilizamos las chaperoninas
mitocondriales hsp10 y hsp60, debido a |a sensibilidad a cambios ambientales y
estres para la regulacion de su transcripeion, ademas de que en nuestro grupo
de trabajo contamos con datos del humano para estos . La busqueda inicial se
hizo en la base de datos del Ensembl, encontrando 27 whsp10 con edades de 7
a 67 millones de afios y 40 whsp60 con una antigledad de entre 4 a 68
millones de anos. Adicionalmente caracterizamos un retrogen, mediante la
combinacion de andlisis bioinformatico y [a busqueda de Etiquetas de Expresidn
de Secuencias (ESTs), correspondiente al Factor Temprano de Embarazo
(EPF) producto de una retrotranscripcion de {a hsp10 que adquiridé una nueva
funcion. en el humano se desconoce el locus del EPF y se sugiere que es el
mismo que el de la hsp10, por lo que el ratdn tiene una ruta alternativa en la
regulacion de la expresion del EPF, ubicando el locus del EPF en un contexto

genomico independiente.
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1. Introduccién

¢ Qué es pseudogen y retropseudogen?

Un pseudogen es una secuencia presente en el genoma de una poblacion dada
y se caracteriza por tener una alta similitud con uno o mas genes paralogos
(Mighell, et al. 2000). El consenso para definir a los pseudogenes es gue son
copias no funcionales, desactivadas y remanentes de un gen funcional. De
manera general, existen dos sucesos principales en la generacion de

pseudogenes en los genomas: la duplicacion génica y la retrotranscripcion.

Los pseudogenes generados por duplicacion génica, son conocidos como
pseudogenes no procesados o de forma comun, pseudogenes. Como la
duplicacion génica genera copias completas del DNA gendmico se puede

identificar la presencia de intrones del gen original.

Por el otro lado, los genes producidos por un evento de retrotranscripcion
son conocidos como retropseudogenes o pseudogenes procesados. La
retrotranscripcion se da a partir de un molde de mRNA maduro. Su posterior
retrotranscripcion a ¢cDNA y reincorporacion al genoma es aleatoria. Ya gue los
retropseudogenes son generados a partir del mRNA ya maduro una

caracteristica es que no existen intrones del gen original.

El término pseudogen surge a partir de una investigacion del genoma de
Xenopus laevis en el ano de 1977 (Jacq et al. 1977 en Mighell et al. 2000) Solo
se puede aplicar el término, sensu stricto, a secuencias no codificantes
relacionadas a una secuencia funcional. Existen varias formas de denotar
formalmente a los pseudogenes, las mas comunes son: anteponer la letra ‘¥ al
nombre del gen, por gjemplo Y'hsp60; o bien un sufijo con la letra ‘P’, por
gjemplo, hsp10P. No existe consenso sobre la simbologia especifica para

represantar un retropseudogen.
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Caracteristicas y génesis de un pseudogen no procesado

Un pseudogen no procesado, se genera cuando existe una duplicacion

génica de un gen funcional.

La duplicacién génica es considerada como un proceso, posiblemente
aleatorio, catalizado por las enzimas que se encargan de los procesos de
recombinacion. Los eucariontes, sin embargo, poseen un sistema enzimatico
encargado de unir las dos puntas de un DNA roto, por lo que eventos como las
duplicaciones asi como las inversiones, deleciones y traslocaciones pueden
SUrgir como consecuencia de la reunién de fragmentos cromosomicos que han
sido rotos en mas de un punto. Cuando las secuencias de DNA duplicado se
encuentran unidas cabeza con cola, se dice que se encuentran repetidas en
tandem. Una vez que una repeticion en tandem aparece, se puede extender
rapidamente en series largas de repeticiones en tandem, debido a los eventos
de recombinacion desigual entre dos cromosomas homologos. La duplicacion
del DNA seguida de una recombinacion no homologa, o dasigual, promueve la
amplificacion del DNA (Alberts et al. 2004). Los pseudogenes tienen una alta
probabilidad de quedar adyacentes a sus paralogos funcionales, sin embargo,

tambien pueden ser insertados en diferentes cromosemas (Mighell et al. 2000)

Después de gue se ha generado ¢l segmento duplicado, existe la
posibilidad de un incremento en la produccion del polipéptido, pero la
diferenciacién funcional entre las secuencias puede tomar dos caminos: En el
primero, no existe el cambio funcional y sencillamente se da la duplicacion de la
produccion del polipéptido. La otra opcidn, es que la funcion de la secuencia
original se mantenga en ol nuevo DNA, pero que exista clerto grado de
diferenciacion entre las secuencias por la acumulacidn de mutaciones, de tal
forma que se generen variaciones de la secuencia de la proteina (Griffiths et al.
2000).
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Se ha propuesto que, si ademas de la duplicacion se da un svento de
traslocacion de la secuencia, se pueden llegar a adquirir nuevas funciones que
aumenten la adecuacion del organismo, ya qué en una nueva ubicacion
genomica tiene la oportunidad de evolucionar independientemente a la
secuencia en cuestion (Alberts et al. 1994) Si las variaciones de dichas
proteinas siguen siendo funcionales y selectivamente positivas, se generan

familias genicas, por ejemplo las globinas humanas.

En ocasiones, pueden llegarse a adquirir funciones cualitativas totalments
distintas de las del gen de origen. Un ejemplo de esto es el gen de la lisozima,
gen compartido entre aves, mamiferos y algunos otros eucariontes. Este gen ha
sido duplicado en mamiferos, siendo una secuencia que produce una proteina
no enzimatica, la v-lactoalbdmina. El gen de la w-lactoalbimina muestra la
misma estructura de intrones-exones que el gen de la lisozima, arreglo que
sugiere un evento de duplicacion multiple en el origen de la lisozima y de la «-

lactoalbumina (Griffiths et al. 2000).

La generacion de las familias génicas y su mecanismo de formacién, asi
como la adquisicion de nuevas funciones cualitativamente diferentes a las
originales. enfatizan la importancia de |la duplicacion genica comao una forma
efectiva de generar nuevas funciones en los genes y su papel en la evolucion

molecular

Los pseudogenes representan genes que perdieron su capacidad
funcional y que se mantienen en el genoma aungue no brinden ventajas
selectivas al organismo en terminos evolutivos,; si bien hay que enfatizar que
estan en proceso de acumular mutaciones al grado de perder totalmente la
identidad con la secuencia funcional de la cual provienen. Esta interpretacion se
hace considerando que la secuencia duplicada era funcional inmediatamente
después de la duplicacién. Posteriormente podria ser inhabilitada por
mutaciones en codones que codifican  aminoacidos  funcionalmente

irremplazables, inserciones y deleciones que generen cambios en los marcos de




lectura o mutaciones en regiones regulatorias y en sitios de procesamiento. Si la
duplicacidn es incompleta, la secuencia seria un pseudogen a priori (Mighell et
al. 2000; Harrison y Gerstein 2002).

Caracteristicas y génesis de un retropseudogen.

Los  retropseudogenes, originados por retrotranscripcion  y
retrotransposicion se caracterizan tipicamente por la ausencia de promotores en
el extremo 5, carencia de intrones, la presencia de repeticiones directas
flanqueando la insercidn conocidas como Secuencias con Molde Dirigido, TSDs
(por sus siglas en inglés), y finalmente en algunos casos una secuencia de PoliA
en el extremo 3’ del retropseudogen. Los retropseudogenes son parecidos a los
retrotransposones reinsertados en el genoma como una secuencia de doble
cadena de DNA, generada a partir de una secuencia de RNA de cadena simple
(ver Figura 1).

Ora funsianal Hetropwwudogen

s Ty B I -

qendmico

Trausanipalan y
progresmienin

Rotroinsoraion en el
ganama

mHNA B AR

maduro ——en

Iransaciptage
reveras

oDNA

Figura 1. Mecanismo de formacion de retropseudogenes. Los retropseudogenes son la
consecuencia de la actividad accidental de la transcriptasa reversa que utiliza un mRNA coma
molde y genera una copia de DNA que se inserta en el genoma. Carecen de promotor e intrones
y pueden contener restos de la cola de poliA. (Fuente: Valdés-Ldpez et al. 2004).
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Generalmente los retropseudogenes no son funcionales desde el -
momento de su reincorporacion al genoma (Ophir y Graur, 1997). Esto se debe a
que las secuencias insertadas carecen de promotores. Por esta razon no se
transcriben y por lo tanto no tienen presiones de seleccion sobre la secuencia,
de tal manera gue pueden empezar a acumular inserciones, deleciones y
sustituciones que dan origen a corrimientos del marco de lectura y la aparicion
de codones de termino prematuros (Strichman-Almashanu et al. 2003), Sin
embargo, existen reportes de casos donde la secuencia retroinsertada queda en
un ambisnte gendmico en el que existe un promotor vy la secuencia puede flegar
a ser expresada y seguir siendo funcional (Rogalla et al. 2000; Birger et al. 2001,
Strichman-Almashanu et al. 2003; Kornev et al.; en Harrison et al. 2001). Si la
secuencia es expresada se le denomina retrogen y algunos autores los ‘

denominan copias retropuestas (Almashanu, 2003).

Un gjemplo de un retrogen es el gen del Factor de Embarazo Temprano
(EPF) en el genoma del ratén, reportado por Summers et a/. (2001). Se trata de
una secuencia sin intrones, que tiene tres diferencias a nivel de nucleétidos con
respecto a la de la hsp10. Se sabe que el EPF es asencial para la iniciacion y el
mantenimiento del embarazo (Athanasas et al. 1989), pero su funcion no esta
limitada a la gestacion. £l EPF es secretado por celulas normales, transformadas
y neoplasicas durante el crecimiento y la division celular; también se sabe que es
requerido para el crecimiento celular. Aparte de estas funciones regulatorias en
el crecimiento celular el EPF fiene una actividad inmuno-moduladora (Fletcher et

al. 2001 en Barberan-Soler, 2002).

Se han descrito caracteristicas generales, que debe cumplir un gen para
generar retropseudogenes que logren fijarse en el genoma del hospedero

(Devor et al. 2003; Goncalves et al. 2000)

a) Deben de proceder de genes con un alto nivel de expresion. En realidad
este no es un requisito como tal. Sin embargo, dado que la probabilidad

de que un mRNA especifico sea usado como sustrato por la transcriptasa
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reversa depende de su abundancia, genes con un bajo nivel de
transcripcion tiene menos probabilidades de ser retrotranscritos.

b) Para que se fij@ en el genoma del hospedero y para que el
retropseudogen sea heredado, debe aparecer en la linea germinal. Por
supuesto, también se da la generacidn de retropseudogenes a nivel
somatica, pero que en este caso no serian heredados

c) Preferencialmente la retrotransposicion se da en mRNAs cortos,
considerando que el tamafo promedio de un mMRNA es de 1000 pb
aproximadamente,

d) Los retropseudogenes se generan a partir de genes con bajo contenido
de GC (Barberan-Soler, 2002; Gongalves et al. 2000).

Asi, quiza los hechos mas trascendentes para la generaciér\ de
retropseudogenes dependen de las probabilidades independientes de
retrotranscripcion del mRNA maduro, su transferencia al nucleo y la final

reincorporacion al cromosoma.

Caracteristicas Generales de las Proteinas de Choque Térmico
de 60 y 10 kDa

El plegamiento de las proteinas ha sido visto como el proceso resultante
de las propiedades inherentes de la estructura primaria de los polipéptidos
(Anfinsen, 1973). En algunos casos sin embargo, se requiere la participacion de
otras proteinas para lograr un plegamiento correcto y el subsecuente ensamblaje
de los oligomeros (Hemmingsem et al, 1988), Estas moléculas auxiliares son
conocidas como chaperonas moleculares o asistentes de plegamiento. Una
subfamilia de estas son las chaperoninas: las heat shock proteins: la hsp60 y
hsp10.

Las chaperoninas son requeridas para un crecimiento normal, demostrado
por el hecho de que no existen mutantes de E. coli para los genes de las

chaperoninas en un rango de temperatura de 20 a 43°C. Estos genes se
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sobreexpresan por estrés, ayudando a estabilizar o proteger de la
denaturalizacion a polipéptidos bajo condiciones de choque térmico (Prasad y
Stewart, 1992). Las chaperoninas de tipo | se encuentran presentes en
eubacterias, mitocondrias y cloropastos y requieren la accion concertada de dos
polipéptidos, la hsp60 y la hsp10, que integran un gran oligomero de 14
subunidades de hsp80 y siete de hsp10. Las chaperoninas de tipo |l se
encuentran en el citoplasma de eucariontes y en arquecbacterias y el oligomero

esta constituido por un solo tipo de polipéptido homologo a la hsp60.

En condiciones de estrés fisioldgico se da una desnaturalizacién de las
proteinas dentro de la célula. Bajo estas condiciones, se piensa que las
proteinas de chogue térmico, actuando como asistentes de plegamiento,
disminuyen el dafo celular. Una gran cantidad de proteinas mitocondriales han
sido observadas asociadas a la hsp60-10 a temperaturas elevadas (Martin et al.
1992, en Langer y Neupert, 19896), También se ha demostrado que el
macanismo de replegamiento mediado por la hsp60-10 es dependiente de ATP
(Langer y Neupert, 1996).

La chaperonina de 10 kDa, hsp10, ¢pn10 ¢ groES en bacteras, es un
oligomero en forma de anillo, de entre 6 a 8 subunidades idénticas, mientras que
la hspGO, cpnB60 & groEL en bacterias, conforma una estructura que contiene 2
anillos apilados, cada anillo con 7 subunidades idénticas (Hemmingsem et al.
1988). Estas estructuras en forma de anillo se ensamblan en presencia de Mg™*
y ATP. La cavidad central del tetradecdmero cilindrico de la hsp60 da un
ambiente aislado que favorece al plegamiento de las proteinas, mientras que la
hsp1Q se une a la hsp60 y sincronizan la fiberacion de la proteina plegada en
una dependencia de Mg™ —ATP (Schmidt et al. 1992; Prasad y Stewart, 1992).
La unidn de la hsp10 con la hsp&0 inhibe la débil actividad de ATPasa de la
hsp60.
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3. Objetivo General.

Un motivo para estudiar a los retropseudogentes de las chaperoninas
mitocondriales @s que se trata de secuencias conservadas en practicamente
todo ser viviente (eubacterias, arqueobacterias y homologos citosolicos en

eucariontes), ademas de las caracteristicas de expresion de las mismas.

En el 2002, Barberan-Soler, llavd a cabo su tesis de licenciatura en la cual
describe los retropseudogenes de la hspl10 y la hsp60 en el genoma del
humano. Ademas de la busqueda, realizd la calibracion de un reloj molecular

para calcular a edad de cada retropseudogen.

En el presente trabajo se busca identificar los retropseudogenes de las
chaperoninas mitocondriales del genoma del raton, realizar la datacion de cada
retropseudogen y ver si existe algun tipo de patrén temporal distinguible. Hemos
mencionado que la expresion de las chaperoninas se vincula a estrés ambiental,
choque téermico, respuesta inmune, etc. (Langer y Neupert, 1996; Hemmingsem -
et al. 1988, Coates, 1996). Como hipotesis de trabajo proponemos que el patron
cuantitativo de expresion de los genes funcionales podria variar evolutivamente y
estar vinculado a respuestas ambientales. En funcion de esta premisa, la
probabilidad de que aparezca un retropseudogen estara en funcion del nivel
particular de expresion del gen, y este podria variar en el tiempo. Dicho de otro
modo, de igual manera que los niveles de expresion de un gen pueden variar en
ol desarrollo ontogenético de un organismo o presentar diferencias de expresion
en diferentes tejidos del adulto, evolutivamente un organismo puede adaptarse a
presiones del medio ambiente aumentando o disminuyendo los niveles de
expresion de genes especificos. El estudio de los niveles de expresion en
celulas y tejidos se han realizado usando principalmente hibridacion de acidos -
nucleicos v. gr. Experimentos de tipo "Northern” y actualments usando los
llamados microarreglos. En este sentido, los retropseudogenes podrian ser

considerados como paleo-microarreglos, con la diferencia de que la hibridacion
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de secuencias se lleva a cabo de manera virtual en las bases de datos.
Resultados de nuestro grupo de trabajo efectivamente sugieren que los
retropseudogenes podrian ser una ventana molecular para certificar dichos

aventos.

Objetivos particulares.

» |dentificar las coordenadas cromosoémicas de los genes hsp60y hsp10
en el genoma del raton,

« Confirmar la estructura genomica de los genes funcionales de las
chaperoninas mitocondriales.

« Caracterizar e identificar a los retropseudogenes y pseudogenes de las '
chaperoninas mitocondriales en el genoma del ratén.

« Datar a los retropseudogenes.

+ Analizar el potencial de codificacion de los retropseudogenes.

= Buscar el EPF en el genoma del raton.

+ Analizar posibles causas de la generacion y ubicacion de los
retropseudogenes en el genoma desl ratén,

« Contrastar los resultados entre los retropseudogenes de las chaperoninas

mitocondriales del humano y el raton.
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4. Metodologia

Caracterizacion de los retropseudogenes

Para realizar la busqueda inicial de retropseudogenes de hsp10 y hsp60
en el genoma del raton se llevd a cabo en la version 14.30.1 del genoma del

raton en el sitio de Ensembl (hilp:/frww aensembl org), mediante un BLASTN .

{Altschul ef a/., 1990) gendmico en la misma base de datos del Ensemb! y en el

NCBI (Fittp MAvenghi rib gqey) con un valor E de 0.01, ademas de utilizar un

filtro para secusncias simples,

Nuestras secuencias iniciales de busqueda fueron el cDNA de la hsp10y
de la hsp60 con los numeros de acceso ENSMUST00000043474 vy
ENSMUSTQO0000027123 respectivamente, de |la base de datos del Ensembl, que
se utilizaron como ‘query’ en el BLASTn para la busqueda genomica de dichas

secuencias.

Para buscar gy utilizando el cDNA de los genes de origen, permite
realizar una busqueda centrada en retropseudogenes, ya que como se menciond
anteriormente, se trata de secuencias reincorporadas al genoma a partir de un
mRNA maduro, por lo que el cDNA del gen funcional es la secuencia idonea
para ejecutar estas busquedas. Si utilizaramos el gen completo no tendriamos
sensibilidad de busqueda, al menos no para retropseudogenes. Para efectuar la
busqueda de pseudogenes no procesados se realizé el mismo procedimiento
pero en lugar del cDNA se utilizo toda la secuencia gendmica de la hsp60 y la

hsp10 (incluidos los intrones).

Con los resultados del BLAST se genera el primer panorama general
sobre la ubicacién cromosdmica de cada alineamiento resultante. El siguiente
paso es revisar uno a uno los alineamientos resultantes y depurar los que

formen parte de una misma secuencia pero que el BLAST divida en varios
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independientes, dada la caracteristica de que este programa busca el mejor
alineamiento local por lo que una insercion puede dividir a una secuencia real en -
mualtiples  Con el siguiente ejemplo se ilustra la manera de depurar los
resultados del BLAST:

Chefs 20234046- 30235 444 +/- 423 2 Em-Al
Chr 30230 141-30238224 +1- &30 2619

En la primera columna tenemos accesos directos a la alineacion [A], a la
obtencion de la secuencia [S], y la vista de la region cromosomica en la que se
encuentra [C]. La segunda, nos dice la ubicacidon en las coordenadas
cromosomicas, la polaridad de la secuencia (+/-), el valor del alineamiento y el

valor E del mismo.

Si se observa el ejemplo anterior, se puede notar que tenemos
ubicaciones colindantes en nuestros resultados. Por ejemplo las secuencias
6.39234845-39235144 y 6.39235141-39235225 ambas con polaridad (+/-) se
pueden juntar en un solo alineamiento si unimos los extremos de 639235144 y
de 6.39235141, lo que indica que existe una insercion de 3 pb que no permite un
alineamiento continuo, A continuacion, ambas secusncias son empalmadas in
silico y se observa la congruencia del empalme en un alineamiento pareado, de

la secuencia resultante con el cDNA.

Este tipo de criterios para depurar los resultados del BLAST ya ha sido
utilizado vy justificado por otros autores y por lo general el factor limitante es el
tamano de la insercidn para considerar si se trata de una sola secuencia o dos.
El criteric estandar es tomar en cuenta inserciones no mayores de 60 ph. Este
razonamiento se basa en la demostracion de gue el 95% de los intrones en
marmiferos son mayores a 60 pb (Lander et al. 2001, en Zhang et al. 2002,
Zhang et al. 2004). Ademas, se puede revisar en el alineamiento si la insercion
corresponde 0 no con la posicion exacta de un intrén en el gen funcional.

Adicionalmente, en nuestra depuracion de resultados, se analizd la posicion de
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los “hits” por pares dentro de un mismo cromosema, examinando a la secuencia
adyacentes para verificar si se trata de la continuacion de la secuencia anterior y
no descartar la posibilidad de una insercién mayor entre ambos fragmentos. Con
este método se pueden detectar inserciones mayores a 60 pb entre dos

fragmentos.

Posterior a la localizacion y depuracion de los alineamientos del BLAST,
se obtuvieron las coordenadas cromosomicas de cada secuencia y la polaridad
de la misma. Mas adelante, con las coordenadas genémicas se bajaron dichas
secuencias con un exceso de 200 pb en cada extremo, para tener mayor
probabilidad de identificar repsticiones en los flancos de las secuencias y buscar

posibles promotores y otras senales como colas de poliadenilacién.

Cada secuencia obtenida de la base de datos, se almacenaron
localmente y se procedid a convertir a todas las secuencias a la misma
polaridad, 5’ - 3' con el programa BioEdit (Hall, 1999). El objetivo de lo anterior
es trabajar con todas las secuencias en una misma orientacion, con lo cual

alineamientos posteriores sean coherentes entre si.

Con todas las secuencias en una misma polaridad se procede a hacer los
alineamientos pareados de la secuencia genomica y el cDNA con el programa
ClustalX v1.81 (Thompson et al. 1997). Este alineamiento permite obtener los

porcentajes de identidad entre cada secuencia y el cDNA.

Los porcentajes de identidad obtenidos de los alineamisentos pareados
pueden considerar la longitud del alineamiento global o solo considerar el grado
de conservacion del hit (ldentidad relativa). La ofra forma de considerar el
alineamiento, es ponderar la longitud del tamaro de ambas secuencias para
calcular la identidad global entre ambas (ldentidad Real). En este trabajo -

obtuvimos ambos valores ya que un resultado nos habla de la conservacion de
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la secuencia en general con respecto al cDNA y el otro nos dics el porcentaje del

cDNA original que cubre la secuencia en cuestion.

Con cada una de las secuencias obtenidas alineada con su respectivo
cDNA, se procedid a analizar cada secusncia para ver si existia avidencia de
que dicha secusncia fuera un retropseudogen o un pseudogen y dentro de cada
caso ver si existen duplicacionas de estos eventos o si efectivamente se trata de

eventos independientes por cada copia con la que se cuente.

Para identificar si se trata de un retropseudogen se buscan e identifican
algunos elementos exclusivos a eventos de retrotranscripcién, como por
ejemplo, ubicar los sitios de procesamiento unidos, o dicho de otra manera,
encontrar una estructura de un gen ya procesado (solamente los exones) y -
observar la union entre los mismos y buscar sitios de poliadeninacion. La
identificacion de dichos clementos de retrotranscripcion se realizé en el
programa BioEdit, realizando un alineamiento pareado de |a secuencia gendmica
con el cDNA ubicando a los exones del mismo. Los sitios de poliadeninacion

fueron analizados mediante el programa Genscan (Burge y Karlin, 1997).

Midiendo el potencial de transcripcion

Otro elemento importante para la caracterizacion de retropseudogenes es
la identificacion de las deshabilitaciones que hacen que dichas secuencias .
pierdan su potencial de codificacion. Para la busqueda de estas caracteristicas
primero se realizd una inspeccion visual del alineamiento pareado con el cDNA,

en BioEdit y se anoto si la secuencia se encuentra truncada hacia 3' 0 5.

Mediante Genscan es posible detectar el potencial de que una secuencia
tenga la capacidad de transcribirse. Este es el programa que utiliza el Ensembl
para la prediccion de ORFs y ademas da estimados de la probabilidad de que

una secuencia en cuestion sea codificante o no, independientemente de las
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bases de datos de expresion (ESTs). Genscan busca potencial de transcripcion

en los 6 marcos de |actura posibles ademas de sefiales de promotores (ver

Figura 2).

GENSCAN 1.0 Data run 18-Nov-103 Time: 06:43:09

Sequence hap1O0mRNA - 462 bp - 46 75% C+G | lsochore 2 (43.00 - 51.00 C+G5'%)
Parametar matrix: Humanlso smat
Pradlcted genas/exdns:

Gn Fx Type 5 Begin. .End .Len Fr Ph I/Ac Do/T CodRg P, Tser

79 347 309 0 0 82 44 20
434 438 6

0.784
-3.24

101 Sngl + 1100

102 PlyA +

Predicted peptide sequence(s)

=hsp1OMRNA|GENSCAN_predicted _peptide_1|102_aa
MAGQAFRKI LPLFDRVLVERSAAETVTHGGIMLPEKSQGKVLQATVVAY

GSGGKGKSGEIEPVSVKVGDKVLLPEYGGTKVVLDDKDYFLFRDSDILG J

Gn Ex  ghin numbor, axén numbsr
(e refnronce)
Typa  Init = Il oxén

= oppoxlie arand)

Begin lginnug ol cadn of signal
(numberad onnpul atraned)

End  and pawr of wxon o signal
{numbornd an input srand)

Leon  ength of axon or ragnial (bp)
Fr taading iramo (a codon anding
ul x o fruma b x mad 3)

Ph  nelohaze of wion (length mod
3

I/Ac inibabion mignal or aceapton
aplice wile score (x 10}

DodT  donor rnphico st o terminastion
signnl ycors (x 10)

CodRyg  coding region scare (x 10)

P

parsay, cubbaming exon)
Tecr  aion score (depride on
lanplh, tAg, Do/ and CodRg foorms,

Intr = intwrand exdn

Tatn = Tourinal exdn

Sngl - Single-exdn gane
Prom = Promater

FiyA = poly-A mignal

DhA mtrand (+ = Input flinnd

. probability of exdn (£ oven all

Figura 2. Ejemplo dec un resultado tipico del programa GENSCAN. En la columna de la
izquierda se puede observar la ventana de resultados y en la columna de la derecha se explican

las abreviaciones utilizadas por el programa para denotar sus resultados.

Adicionalmente a Genscan, se llevo a cabo una busqueda exhaustiva de

ORFs en los 6 marcos de lectura para cada una de las secuencias, utilizando el

programa Artemis v6.0 (Rutherford et al. 2000).

Dicho algoritmo

indica

graficamente la longitud de ORF, cada codon de inicio y término por cada marco

de lectura, ademas de graficar el contenido de GC a lo largo de cada secuencia.
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Figura 3. Resultado tipico del programa Artemis. usando al mRNA de la hsp60. Se muestra la
proporcion de GC por regiones en la secuencia. Las siguientes tres lineas esquematizan los tres
marcos de leclura en direccion 5" =2 3’y on las renglones inforioros los tres marcos de lectura en
sentido contrario, Las lineas verticales de color rojo Idontifican un posible codén de inicio. y las
lineas negras un codon de lérmino. En cuadros azules se muestran las regiones potenciaimente
coditicanles y su longitud.

Definicion practica de retropseudogen

l.os andlisis anteriores ayudan a determinar que secuencias son
retropseudogenes y cudles pseudogenes. Algunos autores han generado los
conceptos retropseudogen ‘intacto’ y fragmento pseudogénico. La diferencia .
estriba en gue un retropseudogen ‘intacto’ conserva =>70% del| tamano e
identidad con la secusncia funcional y todo fragmento pseudogenico es aquella
secuencia con identidad estadisticamente significativa a la secuencia funcional,
pero que no cusnta con {a longitud minima estipulada anteriormente (Venter et
al. 2001; Zhang et al. 2002). En este trabajo, consideramos que todo fragmento

retropseudogénico @s un retropseudogen, ya gque también pueden existir
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retropseudogenes altamsnte conservados pero de una longitud correspondiente

a tan solo un par de exones del gen original, como minimo.

No siempre es posible la obtencidn de alineamientos mdltiples con este
tipo de secuencias, debido a marcadas diferencias de tamano entre los distintos
fragmentos, y a que la distancia genética permitida se excede. En el caso de los
retropseudogenes de la hsp10 fue posible realizar un alineamiento multiple ya
que la longitud de las secuencias no involucraba diferencias que excedieran los
parametros de los algoritmos de alineamiento. Por su parte la hsp60, una
secusncia con un tamano al menos 5 veces mayor que la hsp10, cuenta con
retropseudogenes de una composicion mas heterogénea con respecto al
tamano, por lo que no fue posible realizar un alineamiento multiple con todas las

secuencias.

Mas alla de la posibilidad real de alinear las secuencias o no, si partimos
de la base teorica de que la generacion de cada retropseudogen es un evento
independiente, un dendrograma con la representacion de los alineamientos del
total de los pseudogenes no reflejaria necesariamente una relacion de edades
de los retropseudogenes. En este sentido, la calidad del andlisis que podamos
hacer de todos los retropseudogenes en conjunto podria ser equivoca, ya qgue
dichos alineamientos y arboles nos agruparian a las secusncias por simple
similitud sin que necesariamente exista un sentido evolutivo y bioldgico, ademas
de que la distancia genética permisible por los algoritmos es claramente violada.
Dado lo anterior, en este trabajo optamos por analizar a cada secuencia como
un evento independiente, por lo que al momento de realizar los andlisis de cada

retropseudogen se obtienen tasas de sustitucion individual.

La identificacién de secuencias duplicadas se llevd a cabo mediante la
inspeccion visual de los alineamientos pareados entre las secuencias de
acuerdo al porcentaje de identidad real que existe entre dicha secuencia y el gen

original. Ademdas se analizan las repeticiones en los flancos de
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aproximadamente 200 pb en cada extremo. Por Ultimo, se realizo una inspeccion
de la vecindad gendmica independientemente del cromosoma en donde se ubica

la secuencia

Para verificar nuestros resultados de busqueda se consideraron las
anotaciones del Ensembl y del NCBI para revisar la existencia de
retropseudogenes dentro de las chaperoninas mitocondriales, ademas de
considerar a los miembros de las familias génicas de dichas proteinas. Para la
discriminacién de la probabilidad de generacidon de transcritos a partir de las
secuencias aqui descritas, utilizamos las bases de datos de Etiguetas de

Expresion de Secuencias (ESTs).

Datacion de los retropseudogenes

Para realizar la datacion de cada retropseudogen se calculo la identidad _
de cada secuencia con respecto a su gen funcional. Con este proposito, se
astima el total de identidades, el total de mutaciones y el total de inserciones y/o
deleciones existentes enire ambas secuencias. Para el calculo de [a distancia
genetica (d) se utilizo el modelo de sustitucion de nuclectidos de dos parametros
de Kimura (1980) ya que este modelo cuenta con una correccion para dar el
valor d tomando en cuenta las tasas de sustitucion transicionales y
transversionales, asumiendo que la frecuencia de los cuatro nucleotidos y las
tasas de sustitucion no varian a traves de los sitios. El modelo de dos
pardmetros de Kimura, ha sido considerado por varios autores como la
estimacion mas aproximada de tasas de sustitucion en los pseudogenes y
retropseudogenes (Li, 1997 y Zhang et al. 2002). Todos los calculos de dichas
distancias genéticas se realizaron en el programa MEGA2 (Kumar et al. 2000).
La distancia genética por medio de este método se calcula conforme a la

siguiente ecuacion:

d=- l In(ow,)— ; tn(w, )
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Donde,

wi=1-2P-Q
W2=1—2Q

Siendo P y Q las frecuencias de os sitios con diferencias transicionales y

transversionales (Nei y Kumar, 2000).

Con la distancia genética es posible conocer la tasa de sustitucion por
afio entre la secuencia funcional y el retropseudogen (Kab), utilizando como
grupo externo la secuencia funcional del humano (Kac, Kbc) y considerando un
tismpo de divergencia entre sl humano y el raton de 85 millones de afos
(Barberdn-Soler, 2002; Bromham et al. 1999). La formula empleada para el
calculo del ndmero de sustituciones por sitio por afo fue:

= Nuct Khe
2f

Con el proposito de hacer comparables los resultados de la calibracion de
nuestro reloj molecular con trabajos realizados por otros autores, decidimos
utilizar otras tasas de sustitucion empleadas en otros trabajos para el analisis de
los retropseudogenes (Zhang et al. 2002, Barberan-Soler, 2002). Usar las tasas
de sustitucion empleadas en otros analisis no resulta trivial, ya que como
estamos trabajando con secuencias no codificantes eéxiste un fuerte debate
sobre como calcular la tasa de sustitucion que existe en este tipo de secusncias

(Li, 1981 y Li 1997)

Las tasas de sustitucion calculadas en este trabajo (Método 1) se obtienen
individualmente para cada retropseudogen, calculando la distancia genética
(Kab) con respecto al gen funcional en el genoma del ratdn, la distancia con
respecto al gen funcional en el genoma humano (Kac) que sirve de grupo

externo, y finalmente la distancia entre ambas secusncias funcionales en el raton -
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y el humano (Kbc). La principal observacion metodoldgica es que para obtener
las distancias genéticas de cada alineamiento se considera a cada secuencia
como un evento independiente, por o que se genera una tasa de sustitucion por
cada uno de los retropseudogenes. Si bien el promedio de sustituciones por sitio,
por afo calculada de esta forma es de 2.58 x 10 contamos con la tasa de

sustitucion de cada una de [as secuencias de los retropseudogenes.

Las tasas utilizadas de otros autores son de 3.5 x 10 sustituciones por
sitio por afo (Li, 1981), 2.55 x 10° (Barberan-Soler, 2002), 1.5 x 10° (Zhang et
al. 2002). Una observacion importante es que en los trabajos anteriores se
trabaja con promedios globales de tasas de sustitucion por lo que podria llegar a
despreciarse en alguna forma la dinamica de sustituciones de cada secuencia

particular.
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5. Resultados y Discusion

La estructura genémica de las chaperoninas mitocondriales.

Se ha determinado en trabajos anteriores la estructura genomica vy
localizacion de los genes de las chaperoninas mitocondriales en humano y en
rata. En ambos casos se encontro que la estructura de hsp60 y hsp70 contiene
intrones y se encuentra en una configuracion frente a frente con un promotor
bidireccional. Por lo cual se espera un arreglo similar en la estructura gendmica .

del raton (Hansen et al. 2003; Ryan et al. 1997).

Comprobacion de la estructura gendmica y localizacion de la
hsp60 y la hsp10 en el genoma del ratén.

El gen hspb0 tiene el codigo de acceso ENSMUSG00000025980 de |a
base de datos del Ensembl, se localiza en el cromosoma 1, enlacadena 3’ — &
a 55.7 Mb del centromero, abarcando un total de 9.99 kb en dicha region. El
transcrito de esta proteina cuenta con 13 exones que comprenden 2220 pb,

generando un polipéptido de 574 residuos de aminoacidos.

La media del tamafio del exon es de 170.85 pb, mientras que el intron
promadio de este gen es de 647.17 pb. La estructura de los exones de este gen

se muestra en la figura 4
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Por otro lado, el gen hsp70 tiene el codigo de acceso
ENSMUSG00000038382. Se localiza en el cromosoma 1, en la cadena 5' — 3" a
557 Mb, abarcando un total de 2.87 kb. El transcrito de esta proteina se
compone de 4 exones gue comprenden 466 pb, con una longitud de 129

residuos de aminoacidos en la traduccidn.

La media del tamafio del exdén es de 116.5 pb, mientras que el intron
promedio de este gen es de 800.67 pb. La estructura de los exones de la HSP10

se muestra en la figura 5.
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Flgura 5. Estructura gendmica de la hsp70. Tomado de wyy
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Ambos genes comparten los promotores y se encuentran en un mismo
arreglo que en el humano y en el ratén, con una configuracion frente a frente y

contien intrones en su estructura gendmica.

BLAST genomico y caracterizacion estructural de los
rotropseudogenes hsp10 y hsp60

En el BLAST gendmico para la busqueda inicial de los pseudogenes de
hsp10 y hsp60 se encontraron un total de 51 hits para hsp70 y 43 hits para
hsp60 en todo el genoma del raton (Figura 6a y b).
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Un dato interesante es que en la blsqueda inicial ninguna secuencia,
inclusive los ¢cDNAs utilizados como controles, identificaron a los loci de los
respectivos genes funcionales. Los cDNAs mostraron una identidad mayor

(»95%), el hsp60 con una identidad del 98.9% con una secuencia del
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cromosoma 11, y Asp70 con un 93.7% de identidad con una secuencia del
cromosoma 18. El hecho de que el BLAST detecte la mayor identidad de los
cDNA, con secuencias ubicadas en cromosomas distintos, a los del locus
funcional, nos dio la pauta para identificar a las primeras dos retrocopias de lag
chaperoninas.

Del total de aciertos del BLAST ya depurados contamos con 41
secuencias reales para el caso de hsp60 y con 28 secuencias para hsp10,
mismas que seran las que se analizardn y se determinard si son

refropseudogenes.

Con las secuencias depuradas, se procedid a realizar los alineamientos
pareados entre los aciertos del BLAST y el cDNA de la secuencia funcional. En
primera instancia se obtuvieron los porcentajes de identidad relativa y

posteriormente la identidad real.
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Flgura 7. Valores de identidad real y relativas (ver texto) de las alineaciones pareadas de los
retropseudogenes de hsp10 con el MRNA funclonal, en el genoma del ratdn.

En la figura 7 se muestran los valores de identidad del alineamiento
pareado para el caso de hsp10. La secuencia 1 en la figura es el cDNA, como
control y referencia, el cual tiene ambos valores de identidad, relativa y real, del

100%, siendo el control, mientras que el valor mas bajo de identidad real se
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encuentra cercano al 21%, asi como el valor mas bajo de identidad relativa de

dichas secuencias es del 63%.
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Figura 8. Valores de identidad real y relativas (ver texto) de las alineaciones pareadas de los
retropseudogenes hsp60 con el cDNA funcional, en el genoma del ratén.

En el caso de hsp60 (ver figura 8) también analizamos la identidad
relativa contra la identidad real, siendo el cDNA el maximo de identidad contra si
mismo, con 100%. En hsp60 se observa un claro descenso en la identidad real
ya que siendo un cDNA funcional de 2,220 pb no se observan secuencias que
conserven dicha longitud original ademas de una conservacién de la secuencia
en si, contrastante con el hecho de tener valores de identidad relativa por encima

del 60% cuando la identidad real no rebasa el 10%.

Lo que expresan las figuras de identidad relativa y real es una
caracteristica inherente a nuestras secuencias; en el caso de hsp70 no existen
diferencias tan marcadas entre los porcentajes de identidad relativa y real, lo que
significa que el tamafo entre las secuencias y el ¢cDNA no difiere tan
drasticamente como en el caso de las secuencias de hsp60. Esto puede ir ligado
a que es mas probable una retrotranscripcion completa de un cDNA corto como
hsp10 (460 pb) que a un cDNA largo como hsp60 (2,220 pb). Partiendo de los

resultados anteriores, dedujimos que un alineamiento maltiple de las secuencias
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no seria una busena opcidn con tamanos tan heterogéneos de secuencia. Sin
embargo, con la hsp10 que muestra un tamano mas homogéneo de secuencias,
nos aventuramos a realizar un alineamiento multiple de las secuencias para
poder inferir en base a éste, posibles duplicaciones y ver si un dendrograma (ver

Fig. 8) de dichos alineamientos podria aclarar el panorama de las relaciones de

las secuencias entre si,

probablemente no cuente con un significado biologico o evolutivo, sino mas bien

estando conscientes de que el

de relacionss de los porcentajes de identidad entre las secusencias.

Figura 9. Arbol de Nelghbor-Joining de los retropseudogenes hsp10 encontrados en el genoma
del ratén. Donde N es el cromosoma en el que se encuentra y P son las coordenadas
cromasomicas do inicio y lérmino de la secuencia reportada. Se ulilizé el modelo de Kimura dc 2
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Las secuencias seleccionadas muestran evidencias de retrotranscripcion
como encontrar copias procesadas de al menos dos exones juntos sin
inserciones mayores a 60 pb. Se tomo nota de cuales exones del gen funcional
eran los que se conservaban en las retrosecuencias. Hasta este paso solo se ha
desechado una secuencia de hsp60 que muestra conservada solamente la
region 3' UTR, por lo gue se elimina de analisis ulteriores. Para desechar
duplicaciones génicas entre segmentos, se realizaron alineamientos pareados
entre secuencias que presentaban un rango de identidad similar (x 5%), no

encontrando pruebas fehacientes de ser duplicaciones génicas en ningun caso.
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Figura 10. Grado de conservacion de los retropsudogenes de hsp60 (a) y hsp10 (b) en el
genoma del raton. Se considera la presencia o ausencia del exon o region UTR correspondiente
en el alineamiento parcado de la retrosecuencia con el cDNA funcional.

Graficando la conservacion por exonas, respecto del cDNA funcional, se
puede observar en las retrosecuencias de hsp70 que el extremo 3’ se encuentra
conservado en su totalidad a partir del exon 3 hasta la region 3 UTR, como se
muestra en la figura 10 Por otro lado, si analizamos la conservacion de las
retrosecuencias de hsp60, se observa que existe una tendencia a mantener el
extremo 3', ya que el 88% del total de las secuencias muestran intacta esta

region, en contraste con la decreciente conservacidn hacia el extremo 5', donde
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el porcentaje de las secuencias que conservan dichas regiones no pasa del 60%
del total. Este hecho puede estar ligado a la manera en la que la
retrotranscripcion actia, ya que la transcriptasa reversa se ancla en la region 3'
del mRNA maduro y durante la retrotranscripcion se puede desanclar de la
secuencia, por lo que es mas probable observar que los retropseudogenes

conserven el extremo 3"

Las diferencias en la forma en la que se esta conservando una region
entre las retrosecuencias hisp70 y hspB0 obedecen a la diferencia de tamaros
entre ambas secuencias. La hsp60, con un tamafo casi 5 veces mayor que
hsp10, genera una variedad heterogénea de tamanos de retrosecuencias, Sin
embargo, el patréon de tender a conservar el extremo 3' es similar en ambos

casos, consistente con el mecanismo de retrotranscripcion.

Con las identidades entre las secuencias y los cDNAs funcionales se
realizé la busqueda sistematica de elementos repetidos entre Ias secuencias
mas cercanas. Sin embarge, no fue posible encontrar algun par o mas
secuencias que tuvieran pruebas fehacientes de duplicacion genica. Asimismo,

no encontramos ningdn pseudogen no procesado ni de hsp10 ni de hspE0

L.a lista de retropseudogenes generada en este trabajo, junto con las
coordenadas gendmicas, porcentajes de identidad real y relativa, ademas de |a
conservacion por exones con respecto al cDNA funcional se puede consultar en

la tabla 1 para hsp10y en la tabla 3 para el caso de hsp60.
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Tabla 1. Secuencias de retropseudogenes de hsp70 en el genoma del raton y sus caracteristicas
generales como el porcentaje de identidad con respecto al ¢cDNA y su caracterizacion de
conservacion por regiones del cDNA (1=presencia; O=ausencia) *Reportado como parte de la
familia génica en bases de datos,

Toda secuencia considerada en las tablas 1y 2, es de un tamano menor
en terminos absolutos que la secuencia de cDNA de la cual derivan. Si
consideramos que existe evidencia de procesamiento en las secuencias y paor el
tamario menor de las mismas con respecto al cDNA, podemos considerar como

relropseudogenes a dichas secusncias.



Alcaraz-Peraza LD. 2004. Facultad de Ciencias, UNAM 36

Secueneia
{cromosoma- Iddentidudd  Identidad &

]
secuencia)  Base iniclal  Polaridad real Relatvall %ge UIR 1 2 3 4 6 § 10 11 12 UTR

1-1 | sor22e6 | o« _ | 8102 | 7eow Jagem| 1 Jt|afafafalafa|af1] 0l 1
12 45740418 + 90.42 3910 1366 | v rlafaffafafafafafa ]| 1]
13 49949470 | - 88,19 vryo Jasas| v {afaarfaf |ty ] 4
1-4 67415968 v 58.61 5167 |argd| 1 [t |afsya]afafafef || 1 |

24 99551657 | +___| 8343 | 2698 |3796| o |ololololg il
2.2* 50039757 - 91.21 2001 {43.06 4 1 |1|1]1]1]4 o|lolo]| o

-1 33595384 |« | 6094 | 5356 jazes| v |1]af1]1]|1 tlida |

12+ | 6764n3az - 81.89 8005 1 39 | v [v|a|afalefalafafef ]

33 TE/3ATE | - 9,44 7437 4120 1 [1]1]|1]1[1 )]
_ 41 | 89368466 ' 79.16 | 4860 |36606) 0 [1|1|1[t{1[1f1]n 1110
o4z oremsnaoz - | ssas | 28m7 (4834 o Joft|tf1]1]t|s1{1][1|1]olo] 0
_ 43 | oerossesd { . | 7274 | e85 j4a08| 1 |alafeloft)rfafafafa 1)1 1
44 | 103852328 -1 saze | sere J4241) o |ojojololololi|t|r] 1|11 1

51 80547098 |  » | 7557 2257|4262 o |ojojojojofofojol1] 11| 1| 1

52 | 90952719 ¢ | .tere | 115 ases) o _lo1ftf1]ololofalojofo|o] o

5-3 82620817 3 50.00 5730 (3387 [ 1 |r|adr)fefaqafafrf |1
61 Gr41841 4544 |43.43| o [ofojolololo|afafrfa 11| 1
62" 12351304 7527|4118 o |ojolofofojoli{t|1|1[1]1] 1

7-1 21538373 2387|3088 | o ojojojojofolafofol |14 ] 1
B18280/2 _ssa faear| o [afr g fadaleliata || o
83 | 18630024 3563 [4004] 0 jojofafolojofalif1]1 1|1 | 1
| B4 41088401 | 6505 |40 ) o |afrv|ofu)efalapal )1
8-5 21913160 c536  |asTt ) el
86" | 61654842 8820|4109 | 1 |r|tfafaaf a1 1] 1
8l 12828253 4815|3894 | o lolojojololota{rlt| 11| 4
101 ___ | _1uB1au 5508 |atae | 1 [v|afafvfaf a0t o
gz | 27IBats i 83.47 18.87_ |a7e9) o |ololojofolelelololojo| 1] 1
11| 41822615 . 98,92 98.76  |43.48 | 1 (1|t alalafifa) o] o
12-1 20214665 . 93 10 2019 |4186| o |ojojojolofojojojoltti 1] 1
1220 nrseTis | - |.81s6 | sr7o 33| 1 {rjv|e |t 1ijololo]| 1
13 34493741 8437 1896 3533 v Jrlafef|effugaay a1
sz 105032749 | - | 6950 | 2802 |4436] 0 |olofojolafojolt 11|t | 1] 1
141 | eoaknAY . 657.70 5506 |4595| 0 |11 EIREREE 1)
-zt | 92521718 v | or2e | 8910 fara2 | 1 [v{ejrltpr )il
15 1 24782480 - B.1.76 B203 39430 1 ()b afadafalfafaf1 1] a
161 61739409 + us 43 3698 |4042) o |ojojofolofolofojol 11| 1] 1
171 47087800 - 5105 779 |4789] o0 |1|1jolojofofojo|ojo]o]o| o
X1 TATQAT | - | (5567 | 5184 140291 1 ittt
¥-2 79373480 . 26 78 Base (3820} 1 [l afaft| 11| 1|

k3 101508479 - asy | a3%1 |asz2 | o |olololofojolofiftf {1 ]| a] 1

Tabla 2. Secuencias de retropseudogenes de hsp60 en el genoma del ratén y sus caracteristicas
generales como el porcentaje de identidad con respecto al cDNA y su caracterizacion de
conservacion por regiones del cDNA (1=presencia; O=ausencia) *Reportado como parle de la
familia génica en bases de datos.
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Basados en el criterio de autores representativos en el area (Devor et al.
2003, Gerstein y Zhang, 2003 Zhang et al. 2002; Mounsey et al. 2002; Harrison
et al. 2001) en el presente trabajo encontramos un total de 6 retropseudogenes
completos y 34 fragmentos retropseudogénicos para hsp60, mientras que hsp10
cuenta con 4 retropseudogenes completos y 23 fragmentos retropseudogénicos.
El criterio bajo el cual se denominan dichas categorias es totalmente arbitrario y
solo refleja vagamente la conservacion de los retropseudogenes ya que el
concepto de retropseudogen completo, segun estos autores, representa
dnicamente un retropseudogen relativamenta joven y conservado en una
longitud equiparable al mRNA del cual procede. Si consideramos el criterio
anterior como valido, despreciamos una enorme cantidad de informacion de
retropseudogenes mas antiguos y de fragmentos’ que pueden revelar incluso

mas detalles de Ia historia evolutiva que un retropseudogen completo v joven.

En el presante trabajo se considera bajo |a categoria de retropseudogen a
todas y cada una de las secuencias que muestran evidencia de
retrotranscripcion, independientemente de la edad o nivel de identidad con
respecto al cDNA del cual proceden. No tenemos ofra limitante mas que la
busqueda de identidad por parte de los algoritmos como el BLAST vy contrastar
con las anotaciones realizadas a la familia genica que estamos analizando en las

bases de datos.
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Analisis de causas y efectos de la generacién de
retropseudogenes hsp10y hsp60, en el genoma de Mus
musculus,

Se ubicaron fisicamente las secuencias de los retropseudogenes hsp10y
hsp60 en sus respectivos loci, para posteriormente tratar de analizar dichas
posiciones y ver si muestran algin arreglo aleatorio o no, asi como ver si existe
alguna relacion entre la distancia a regiones como el centrémero y la ubicacion
de dichas secuencias. En la figura 11 se muestra la ubicacion fisica de las
secuencias dentro de cada cromosoma, es conveniente recordar que todos los
cromosomas del raton son acrocéntricos y graficamente representamos al

centromerc como la posicion 0 dentro de nuestras figuras,

Como consecuencia de la ubicacion cromosomica, surge el interés de
resolver si es que los pseudogenes muestran una distribucion aleatoria en su
distribucion a través de todos los cromosomas o si existe un desequilibrio o
preferencia por algun cromosoma en particular. Aungue en otros estudios
(Harrison y Gerstein, 2002) se haya demostrado una correlacion positiva entre el
tamarfio del cromosoma vy la cantidad de retropseudogenes existentes, no se ha
analizado de manera particular por cada grupo de retropseudogenas, sino que
se trata de una aseveracion generalizada. En nuestro caso, partiendo de una '
hipdtesis nula de que los retropseudogenes muestran una distribucion aleatoria
de insercion en los cromosomas aplicamos una probabilidad esperada de

Poisson (Kennedy y Neville, 1982).
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Figura 11. Ubicacion en coordenadas cromosdmicas de las secuencias reportadas en este
trabajo para retropseudogenes hsp10 y la hsp60. Es conveniente aclarar que es posible graficar
su ubicacién de esta forma debido a que todos los cromosomas en el ratdn son acrocéntricos, y
se representa el centrémero en la posicion 0 y el telémero en el valor maximo por cromosoma.
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Tabla 3. Tahla de contingencia para analizar la aleatoriedad de la distribuclén de las secuencias
de los retropseudogenes Asp10 por cromosoma.

Resolviendo la x* tenemos para hsp10 una x*= 0.7714 (g.I. = 2, ¥ w005 =
5.99), y para hsp60 una x° = 1.4 (g1 = 4, y%.m005 = 9.488) por lo que en
ambos casos se acepta la hipdtesis nula y estamos observando una distribucion
aleatoria del nUmero de retropseudogenes por cromosoma. Cabe mencionar que
en ambos casos realizamos una correccion por frecuencia minima de clase

(Kennedy y Neville, 1982)
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Tabla 4. Tabla de contingencla para analizar la aleatoriedad de la distribucion de las secuencias

de los retropseudogenocs de la hsp60 por cromosoma.

Con los datos generados hasta el momento también podemos analizar si
existe alguna region especial dentro de cada cromosoma en la que los
retropseudogenes de las chaperoninas se incorporen con mayor frecuencia, ya

sea mas cercano al centromero, en el telémero o en alguna region genémica
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especifica. Para este andlisis consideramos un tamafo relativo de todos los
cromosomas donde O es el centrdmero y 1 es el telomero gracias a los
cromosomas acrocéntricos del ratén es posible hacer esta aproximacion, y
correlacionar estos valores relativos con la ubicacion de |os retropseudogenes.
Como se muestra en la figura 12, no existe correlacion significativa en ninguno

de los casos analizados.
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Figura 12. Analisis de la correlacion entre la distancia relaliva entre el centromero y los
retropseudogenes de ta hsp10 (derccha) y la hsp60 (izquierda) por cromasoma.

Calibracion y resultados del reloj molecular

Para el calculo de la edad (ver tablas 5 y 6) de los retropseudogenes de
las chaperoninas mitocondriales del raton, se calibraron cuatro relojes
moleculares con las tasas de sustitucion descritas en la metodologia cada
metodo es independiente. Fueron evaluadas las diferancias cuantitativas sntre |a
estimacion (ver figura 13), para cada una de las diferentes tasas de sustitucion,
fue evaluada y no existen diferencias significativas sea con 1as mismas entre el
metodo de Barberan-Soler (2001), de Li (1980) el aqui empleado. Resultan
diferencias significativas cuando comparamos cualquiera de los tres métodos
antes mencionados con la tasa de sustitucion empleada por Gerstein, et al,

(2002) sienda una tasa constante propuesta por Lien 1997,
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En el metodo de Gerstein se tiende a calcular las fechas mas remotas, a
diferencia de los otros tres. Si consideramos el reloj molecular con la tasa de
sustitucion de dicho método estariamos hablando de que la mayor parte de los
retropseudogenes de estas dos proteinas se generaron antes de la divergencia
entra el humano y el raton, situacion que no parece légica debido al alto
porcentaje de conservacion de un gran ndmero de estas secuencias, que nos

estaria hablando de un origen bastante reciente.

Consideramos que con el método empleado para la calibracién de las
tasas de sustitucion y el relo] molecular en este trabajo, ganamos sensibilidad al
momento de analizar cada retropseudogen como un caso particutar. Si se
trabaja con las estimaciones realizadas a partir de una tasa de sustitucion
promedio se desprecia toda la informacion sobre la dinamica de sustitucion de

cada retropseudogen en particular.
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Figura 13. Diferencias cuantitativas entre las 4 tasas de sustilucion emplcadas para la
calibracion del reloj molecular
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Partiendo del hecho de que no existen diferencias significativas entre los
tres primeros métodos (ver Figura 13), de aqui en adelante consideraremos las
edades ponderadas a partir del metodo utilizado en este trabajo (M1) para
calcular las tasas de sustitucidn, considerando una tasa de sustitucion

independiente para cada retropseudogen.

En el caso de hsp10 (ver tabla 5), observamos que la edad mas reciente
para sus retropseudogenes datan de hace 10-12 millones de afios, mientras que
los mas antiguos detectados por esta metodologia son de hace 64-67 millones
de afios. Con el propdsito de visualizar claramente |as fluctuaciones temporales
en la aparicion de retropseudogenes, organizamos los datos por categorias de 4
millones de afos. El periodo donde mas retropseudogenes se gensraron para
hsp10 fue hace 54-57 millones de afos (18.5% del total), aunque existen otros
picos de generacion. Asi, en segundo lugar estan las categorias que van de 36-
39, de 47-49 y de 5760 millones de afos (14.8% del total por categoria)
Adicionalmente, se aprecia un pico un poco menor hace 9-12 millones de afos
(11.1%) y un nive! basal (3.7% por categoria) de generacién de pseudogenes en
diversos periodos de tiempos intermedios entre las categorias. La categorizacion

por edades de los retropseudogenes de hsp10 se puede apreciar en la figura 14
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Tabla §. Calibracion del relo) molecular para los retropseudogenes de la hsp10,
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Figura 14. Histograma de edades, en millones de aflos, de los retropseudogones de hsp10en el
genoma dol raton.

Por su parte las edades de la hsp60 (ver tabla 6), oscilan entre los 4y 68
millones de anos. En este caso, la mayor parte de los retropseudogenes se
generaron de manera mas temprana gue en el caso de la hsp10. El mayor pico
de generacion de retropseudogenes se dio hace 65-68 miliones de anos (15%
del total). Las siguientes categorias con importancia en la generacién de
retropseudogenes datan de hace 54-61 millenes de afios considerando que son
dos categorias y juntan al 25% del total de retropseudogenss Otro nivel menor
de expresion se dio en dos periodos distantes entre si hace 44 y 63 millones de
anos aproximadamente (10% del total por categoria). En las subsecuentes
categorias se observa un nivel basal de generacion de retropseudogenes, De
manera global y a diferencia de los retropseudogenas de hsp10, en este caso se
observa una tendencia a una disminucion de retropseudogenes a 10 largo del
tiempo lo cual indica una disminucidn gradual del nivel de expresion de hsp60.

Estos resultados se representan graficamente en la figura 15.
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Tabla 6. Calibraclon del reloj imolecular para los retropseudogenes de la hsp10.
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Figura 15. Hislograma de edades, en millones de afias, de los retropseudogones de Hsp60 en el
genoma del raton.

El objetivo de datar las secuencias y presentarlas en agrupaciones por
edad en un histograma, es tratar de visualizar la existencia de algun patron dc
expresion diferencial a través del tiempo vy analizar si en una ventana temporal la
probabilidad de generar un retropseudogen fue mayor con respecto a otras. Con
este tipo de andlisis podemos realizar inferencias sobre posibles escenarios
evolutivos que hayan requerido un aumento significativo en la sintesis de estas
proteinas En este caso, el aumento de la cantidad de chaperoninas moleculares
podria auxiliar en el plegamiento correcto de otras proteinas. Como se ha
mencionado, las chaperaninas son proteinas especialmente sensibles a cambios
ambientales y a estres inducido al organismo. Consecuentements, un cambio en
las condiciones de “normalidad” requerira un aumento en la expresion de dichas
proteinas, aumentando la tasa de transcripcion y traduccion de las mismas. Con

el aumento de la tasa de transcripcion se hace mas probable que un mRNA
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maduro de dichos genes se reincorpore al genoma, via retrotranscriptasa,
generando una retrocopia o retropseudogen de si mismo. Las diferencias en los
picos de generacion presentes entre los retropseudogenes de hsp10 y hsp60
pueden deberse, ademas de dichas condiciones de densidad a que las
subunidades que componen el oligomero de las chaperoninas pusden tener
funciones cualitativamente distintas y podemos esperar diferencias en la
generacion de retropseudogenes cuando no necesitamos una coordinacion entre

ambaos genes para poder generar al oligdmero funcional.

También se revisO si existia algun tipo de relacién entre la edad de los
retropseudogenes y sus coordenadas cromosomicas, observandose una ligera,
mas no significativa, correlacion entre una edad menor y una cercania al

centromero, ¢como se aprecia en la figura 16.
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Figura 16. Analisis de la relacion entre la edad, en millones de aflos, y la posicion relativa del
cromosoma de los retropseudogenes de hsp70 y hsp60, se ohsciva una ligera correlacion
posiliva (r = 0.2222), aungue no 05 signilicativa.

El contenido de GC se analiza para ver si existe alguna relacion con
respecto a la edad de los retropseudogenes y tambien para ver si las
coordenadas cromosémicas estan influenciadas por el porcentaje de GC en ia

secuencia. En ambos casos se muestra una ligera correlacion negativa, no
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significativa, por lo que el contenido de GC en el caso de estos
retropseudogenes no es un factor relacionado con la edad o con la posicion

dentro de los cromosomas, como se muestra en la figura 17.
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Figura 17. Andlisis do la relacién entre el contenido de GC y la edad de los retropseudogenes de
hsp10 y hsp60 (izquierda), observandose una correlacién negaliva (r= -0.1287), sin licgar a ser
significativa. A la derecha sc observa la posicion rolativa de los relropseudogenes de hsp60 y
hsp10 slendo analizadas contra el porcentaje de GC, observandose una correlacion negaliva (r =
-0.0169) sin llegar a ser significativa.

Se considera como un paradigma en el analisis de este tipo de
secuencias por diversos autores, que hay factores genéticos y genomicos
determinantes de la aparicion de retropseudogenes, como el contenido GC del
gen funcional del cual provienen los retropseudogenes y la longitud del mismo
en pares de bases. Para verificar la validez de dichas aseveraciones, se efectuo
una bhusqueda de retropseudogenes en la base de datos
http://www. pseudogene.org donde tomamos como muestra a los 250
retropseudogenes de humano vy raton con el mayor numero de
retropseudogenes, tomando nota del porcentaje GC de la secuencia codificante
a partir de la cual se originan y la longitud de la misma y tratando de
correlacionar dichos valores con el numero de retropseudogenes caracterizados,
Como se esquematiza en la figura 18, no pudimos establecer una relacion

causa-efacto entre estas variables y la aparicion de retropseudogenes.
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Matnz de correlaciones del namero de retropseudogenes (RP)
vs la longitud del gen funclonal del que provienen (AA) y
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Figura 18. Conelaciones entre el numero total de retropseudogenes (RG) contra la longitud en
aminoacidos (AA) del cDNA del que derivan y el porcentaje de GC del cDNA original. Realizada
a partir de la base de datos de Gerstein (http://www.pseudugene.org) contando con una N = 250
No se observa ninguna correlacion significativa.

Si comparamos el patron de generacion de retropseudogenes con otros
organismos es posible generar hipotesis evolutivas. Como se demostré que no
existen diferencias significativas entre nuestro método para calibrar el reloj
molecular y el utilizado por Barberan-Soler (2002), es posible comparar los
resultados de ambos trabajos directamente, sin necesidad de estandarizar, por
lo que estamos en posibilidad de comparar el patrén de generacion de
retropseudogenes de las chaperoninas mitocondriales entre los genomas del

humano y el raton.

Se observa que en el caso de la hsp10, el raton ha tenido picos de
generacion de retropseudogenes mayores, en términcs globales, en
comparacion con el humano, aunque también se observa gue en los Ultimos 10

millones de afos el hombre ha obtenido una intensa generacidén de
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retropseudogenes de la hsp10y en el murino se observa un decaimiento de la

generacién de retropseudogenes en el mismo periodo (Ver Figura 19a).
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Figura 19. Comparacién de las edades de los retropseudogenes de hsp10 y hsp60 presentes en
el genoma del raton y del humano.

En la generacién de retropseudogenes de la hsp60, la tasa en el raton es
significativamente mayor que en el humano. Con un pico de generacion de entre
hace 30 y 60 millones de afios, con un descenso claro en la actividad de
retrotranscripcion desde hace 20 millones de afios, pero con un nivel basal de
generacion compartido con humanos (Ver Figura 18b). Por lo anterior, volvemos
a corroborar que a diferencia de los retropseudogenes de hsp10, podemos
constatar una disminucion gradual del nivel de expresidn de hsp60 a lo largo del

tiempo.
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Potencial de transcripcidn de los retropseudogenes hsp10 y
hsp60

En el presente trabajo trataremos de ahondar en otros aspectos de los
retropseudogenes, como el analizar su potencial de transcripcion y las
implicaciones que este hecho conlleva. Para medir el potencial de transcripcion
no existe otro método mas confiable que realizar la busqueda experimental in
vivo o in vilro para comprobar dicha expresion. Aqui utilizamos los métodos in

silico para detectar el potencial de expresion de las secuencias aqui reportadas.

Mediante el programa Genscan (Burge y Karlin, 1997) es posible rastrear
en una secuencia especifica, la existencia de sefiales como promotores y otros
) rasgos como sefales de procesamiento, en todo marco de lectura posible.
Ademéas, podemos obtener la posible secuencia de residuos de aminoacidos que
codificaria. Otro andlisis realizado, fue la busqueda extensiva de ORFs enlos 6
marcos de lectura posible con el programa Artemis v6.0 (Rutherford et al 2000),
aungue como ya se menciond en metodologia, consideramos tnicamente a los
ORFs probables en los 3 marcos de lectura con polaridad 5 = 3'. Con dicho

analisis se obtienen las secuencias de los posibles ORFs.
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Ban(ORF) Dlaa genscan

Figura 20. Estimaciones de la longitud de la posible secuencia codificante de los
retropseudogenes de la hsp60 por la longitud de ORF y por Genscan.

En el caso de las retrosecuencias de hsp60, el cDNA se utilizd como
control y Genscan es el método que estima exactamente la longitud del
transcrito de este gen con 574 residuos de aminoacidos, mientras que con la
bisqueda de ORFs se tiende a sobreestimar un poco el tamafio del transcrito,
an el caso del mRNA, de 588 residuos de aminoacidos (ver Figura 20).

El retropseudogen w(hsp60)11-1 es el que tiene la mayor probabilidad de
transcripcion y si lo hiciera seria de 573 residuos de aminoécidos, uno menos
que el gen funcional, al mismo tiempo que este retropseudogen muestra una
identidad del 98.9% a nivel de nucledtidos con el cDNA, la mas alta de todos los
retropseudogenes reportados para hsp60 y se estima que se generd hace unos
4.5 millones de afios (ver Figura 21). Es posible que dicha retrocopia sea
funcional ya que existen diversos reportes de ESTs que confirman su presencia
(Kempe et al. 2004; Mootha et al. 2003; Danial et al. 2003; FANTOM Consortium
y RIKEN Genome Exploration Research Group, 2002; Lotscher y Allison, 1990;
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Venner y Gupta, 1890). Para entender si la secusncia y(hsp60)11-1 se
encuentra bajo presiones de seleccion utilizamos el coeficiente R que calcula la
tasa entre transiciones/transversiones obteniendo un valor globalde R=2.0, lo
que nos indica que existe presion de seleccion, ademas de un valor R = 0.7 para
las sustituciones en terceras posiciones, lo cual es indicativo de que la mayor

cantidad de sustituciones son en la tercera posicion,
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Figura 21. Alineamiento pareado entre el cDNA de hsp60 y whsp60)11-1.

En los casos restantes de whsp60, ademas de la anotacion de los ESTs
actuales, observamos que si los retropseudogenes fueran expresados serian de
un tamano menor que el gen funcional del cual proceden. Se puede llegar a
pensar que 14 retropseudogenes y(hsp60) han perdido el potencial de
transcripcidn y traduccién, al menos de una secuencia de tamafio similar a la
HspBO, ya sea por corrimientos de marcos de lectura o codones de término
prematuros, tanto por los resultados bioinformaticos como por la comparacion de

dichos resultados con las bases de datos,

En el caso de whsp?0, se encuentran cerca de 17 secuencias gue
perdieron totalmente la capacidad de codificar para algun polipéptido, al menos
no detectable por los métodos aqui empleados (ver Figura 22), ni por ESTs De
las 11 secuencias restantes con posible capacidad de codificacion, segun
métodos bionformaticos, cuentan con un tamano menor o igual al mRNA de
origen. De las 11 secuencias solo se tiene apoyo experimental de expresion para

una secuencia: w(hsp10)18-2.
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Potenclal de expresién Genscan vs ORFs (Hsp10)
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Figura 22. Estimaciones de la longitud de la posible secuencia codificante de los
retropseudogenes de hsp10 por la longitud de ORF y por Genscan.

La w(hsp10)18-2 es la secuencia con el mas alto indice de identidad
(93.72%) al cDNA, con una edad aproximada de generacion de 7.857 millones
de afios de antigledad. Se estima una longitud aproximada de 119 a 102
residuos de aminodacidos, recordando que la longitud del cDNA es de 128
residuos, para el caso de hsp10.

La secuencia w(hsp10)18-2 esta presente en las anotaciones de la base
de datos de Ensembl como perteneciente a la familia génica de las chaperoninas
mitocondriales, con fa notacion Hspe-rs1, misma que aparece con la entrada
AF247846 en Genbank y que coincide con la secuencia reportada por Summers
et. al, 1996, como el Early Pregnancy Factor (EPF), ademés de contar con ESTs
que confirman la expresion de dicha secuencia (Mootha et al. 2003; FANTOM
Consortium y RIKEN Genome Exploration Research Group, 2002; Fletcher et al.
2001). Como ya se menciond, el EPF es una secuencia sin intrones con
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minimas diferencias a nivel de nucledtidos con la secuencia de hsp70 con
93.72% de identidad, considerando 5'UTR y 3'UTR. En la figura 23 se
esquematiza el alineamiento entre la Secuencia Codificante (CDS) del cDNA de

la hsp10y el de la secuencia w(hsp10)18-2.
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Figura 23 Alineamiento pareado entre ¢l cONA de hsp10y w(hsp10)18-2.

Partiendo de los resultados anteriores, podemos constatar que la
secuencia y(hsp10)18-2 es el Early Pregnancy Factor, por ser una secuencia
que en su estructura gendmica no cuenta con intrones y con un 93.7% de
identidad a nivel de nucledtidos, a nivel global de transcrito (Fletcher et al. 2001);
podemos considerarlo como un retrogen que se origina a partir de un evento de
retrotranscripcion de un mRNA madura de la hsp10 y la reincorporacion posterior
de dicha secuencia al cromosoma 18 del raton, de forma aleatoria conjugandose
con un evento fortuito en el gue la secuencia fue retroinsertada junto a un
promotor potencial o un elemento ‘enhancer”, generando un producto
polipeptidico con una funcion alternativa y por lo cual su funcion no fue

deletérea.
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Cuando hablamos de retrogenss, tenemos que dslimitar si son paralogos
o bien parte de una familia génica al interior del genoma. Es dificil determinar la
edad del evento de retrotranscripcion por los métodos aqui empleados ya que la
retrosecuencia es funcional y conserva su papel o ha adquirirido uno nuevo, de
esta forma conserva presiones de seleccion desde el inicio del evento de
retrotranscripcion. La presion de seleccion deja de ejercer en las secuencias no
funcionales y un proceso de deriva génica es el que gobierna la evolucion de las
sacuencias en dicha situacion, por lo que la tasa de sustitucidon se eleva en

comparacion con sus paralogos funcionales.

El efecto de {a liberacion de la presion de seleccion sobre los
retropseudogenes se puede analizar bajo la ldgica de que un evento de
retrotranscripcion reciente guarda una identidad total con del mRNA del cual
deriva, dicha identidad va decreciendo en funcion del tiempo del evento de
retrotranscripcion. Si partimos de la hipotesis de que un retropseudaogen joven
guarda mas probabilidad de transcribir un gen similar al del mRNA del que
diverge, podemos aseverar que dicha probabilidad  descendera
proporcionalmente a la tasa de mutacion a la cual se encuentre sujeta. Podemos
observar en la figura 24 la correlacién negativa (r,=-0.6433, p=0.000; r,=-0.4146,
p=0.008) que existe entre el potencial de codificacion detectado por metodos
b'i.oinforméticos, contra la edad de los mismos; en otras palabras, los
retropseudogenss jovenes tienen mayor probabilidad de transcribirse y generar

un polipéptido funcional.
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Figura 24, Correlacion entre la edad de los retropseudogenes y el potencial de transcripcion
predicho por meétodos bioinformaticos. Se observa una correlacion negativa significativa en
ambos casos (r1=-0,6433, p=0.000; r,=-0.4146, p=0.008).

Con base en el potencial de los retropseudogenes jovenes para
expresarse, se plantea un modelo de generacion de familias génicas por este
mecanismo. A mayor nivel de expresion de un gen tendremos un aumento en la
concentracion de su mRNA y la probabilidad de que una transcriptasa reversa lo
copie a cDNA y se reincorpore al genoma de manera aleataria. Por probabilidad,
una retrosecuencia puede reincorporarse en el genoma en vecindad con
promotores constitutivos o inducibles, por lo que podremos ver la generacion de
transcritos con un alto grado de identidad con su secuencia de origen. Ahora
bien, esto tiene que ser un proceso inmediato a la retrotranscripcion, de otra
manera las mutaciones y la deriva génica actuaran sobre la secuencia
agregando o quitando partes de la secuencia que originaran corrimientos del

marco de lectura, paros prematuros en la traduccion, stc.

En el caso concreto del EPF en el raton, podemos verificar que es una .
secuencia que potencialmente se esta transcribiendo y traduciendo con
funciones cualitativas distintas a las de Hsp10, por lo que la edad calibrada para
el EPF puede ser un artefacto ya que es probable que la secuencia exista de

forma previa a la separacion del linaje de los hominidos y los roedores, ya que
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se ha reportado que dicho gen tambien se encuentra presente en el humano -
(Athanasas et al. 1989) por lo que es mas probable una generacién previa a la

separacion de los linajes, que una generacion independiente en ambos linajes.

Con el EPF identificado en el ratdn, realizamos una busqueda en el
genoma humano para tratar de identificar el locus ortdlogo. Se consideran dos
candidatos probables para ser el EPF en el humano, el primero se encuentra
localizado en el brazo largo del cromosoma 16 con una identidad a nivel de
nucledtidos del 81.22% y la otra secuencia en el brazo largo del cromosoma 5
con solo un 49.6% de identidad en nucleotidos. Estas aseveracionss se basan

en una busqueda con tBLASTY, y constatado con ESTs (ver Figura 25).

b—-Jl l

Figura 25. Resultados del tBLASTx para la busqueda del EPF en el genoma humana, tomado de
www . ensermhbl.org
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(Por qué considerar una secuencia con cerca del 50% de identidad? El
candidato mas aceptable por homologia resuita ser la secuencia presente en el
cromosoma 16 del genoma humano, ya que incluso hay ESTs que confirman su
expresion, sin embargo, partiendo de gue es muy probable que el EPF se
generara previo a la divergencia entre el linaje humano y del ratdn podemos
pensar que dichas secuencias se encontrarian en sintenia en los dos genomas.
El EPF caracterizado en el raton se encuentra alrededor de 50 Mb del
centromero del cromosoma 18 y la sintenia de dicha regidn corresponde al
cromosoma 5 de humanos (ver Figura 26), por lo que inicialmente se pensaria
encontrar al ortdlego en dicha region, sin embargo en su lugar, encontramos a

un retropseudaogen.
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Figura 26. Mapa de Sintenia del cromosoma 18 del genoma dcl raton con el genoma hurnano. el
EPF se localiza en la regidn de 50Mb del genoma del ratén, con su respecliva rogién sinténica
en el cromosoma 5 humano. Tornado de http:/fiwww.cnsembl.org
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La hipdtesis que se plantea es que quiza originalmente la secusncia del
EPF se encontraba en el cromosoma 5 humano, pero un evento ancestral de
duplicacion génica es el que generd a la secuencia presente actualmente en el
cromosoma 5, para posteriormente darse un evento de traslocacion o

transposicion que colocd al EPF en el cromesoma 16 en humanos.

Otro posible escenario plantea |a posibilidad de que el EPF en el raton es
muy reciente y la funcién del EPF en el humano sea cubierta por el mismo locus
de Asp10. Esto se deriva de un alto grado de homologia entre la secuencia
funcional del hsp70 y el EPF en el humano y en el raton, con una tasa de
sustitucion de cas! el doble de la humana se generara esta retrosecuencia,
creando una ganancia de funcion. También se piensa esto ya que las busquedas
extensivas del EPF en humanos (Barberan-Soler, 2002) no han determinado
precisamente un retrogen con las caracteristicas del EPF en ratdén. Por lo que
guiza el enfoque practico para resolver dicha disyuntiva sea comprobar en base
a ESTs la capacidad codificante de los posibles candidatos para codificar el EPF

en el humano.
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6. Conclusiones y perspectivas

La evaluacion de retropseudogenes vistos como fésiles moleculares nos
permite entender la dinamica de la generacion de los mismos y ver que lejos de
seguir un patrdn aleatorio de generacion en una escala temporal tenemos picos

de genaracion de estas secuencias,

interpretando los picos de generacion temporal de los retropseudogenes,
de las chaperoninas mitocondriales, tenemos la hipotesis que sugiere gue la
generacion no aleatoria de dichas secuencias refleja cambios evolutivos en los
patrones de expresion de dichos genes y pueden correlacionarse con respuestas

adaptativas del organismo ante el ambiente.

Las diferencias entre los picos de generacion de retropseudogenes hsp10
y hsp60 entre el ratdn y humano son un reflejo de cémo varia la respuesta
adaptativa entre dichas especies. El analisis de los retropseudogenes en los
distintos genomas puede brindar pistas sobre los niveles de expresion génica en
tiempos paleontologicos, pudiendo determinar las diferentes respuestas de
genes que se sobreexpresan por induccion o presion medio ambiental, entre
distintas especies y evaluar el papel que juegan dichas diferencias de expresion

génica en procesos evolutivos.

Otra interpretacion evolutiva trascendente es la posibilidad de que no
siempre un evento de retrotranscripcién y subsecuente reincorporacion al
genoma genera un retropseudogen. Aunque la retrotranscripcion y la
reincorporacion son aleatorias, algunas veces podemos tener una retrocopia gque
se hospeda en vecindad con algun promotor potencial y seguir siendo funcional,
transcribirse y ftraducirse, con lo que podemos aseverar que aste es un
mecanismo poco estudiado para la formacion de familias genicas y la

adquisicion de nuevas funciones divergentes del gen de origen.
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Con la secuenciacion, en camino, de distintos genomas eucariontes,
podremos analizar un conjunto de datos que nos permitan dilucidar patrones de
generacién de retropseudogenes, analizar estos fosiles moleculares y ver si
existe algun patron en la generacidn de retropseudogenes en una escala
temporal que nos permita ver con mas claridad las posibles implicaciones
evolutivas. El refinamiento de las técnicas de busqueda biocinformaticas, junto
con la depuracion de ESTs, nos permitird tener caracterizados de manera total a

los pseudo y retropseudogenes de genomas completos,
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6. Glosario

bp (pares de bases): En una cadena doble de acidos nucleicos, una purina y una
pirimidina en diferentas cadenas que interactlan mediante puentes de
hidrégeno, siendo lo mas comun una GC o AT.

Cap: estructura en el extremo 5’ de los mMRNAs eucariontes; afiadida después de
la transcripcion, por la union & - 5’ del trifosfato terminal de una 7-metil -
guanosina.

cDNA: DNA sintético transcrito a partir de un molde de RNA especifico mediante
una enzima especifica.

Codon: triplete de nucledtidos gue representa un aminoacido o una sefial de
termino.

Consenso, secuencia: secuencia idealizada en la que cada posicion representa
la base mas comun cuando varias secuencias son comparadas.

Corrimiento de marco de lectura: La insercién o delecidon de uno o mas
nucledtidos causando una disrupcion del marco de lectura de la
traduccion

Cromosoma: estructura compuesta de una larga molécula de DNA y proteinas
asociadas que tiene parte (o toda) de la informacion genética de un
organismo. Especialmente evidente en las células sufriendo mitosis o
meiosis, cuando cada cromosoma se compacta y se vuelve visible.

Delecion: se generan por la pérdida de una secuencia de DNA, las regiones a
cada uno de los lados se unen.

DNA repetitivo: secuencias idénticas o parecidas que se prasentan cientos o
miles de veces en el genoma, no tienen que estar adyacentes.

DNA satélite: consiste de muchas repeticiones agrupadas (idénticas o similares)
de una pequefa unidad repctitiva.

EST: Etiqueta de expresion de secuencia, una secusncia parcial codificante
alslada aleatoriamente de una biblioteca de cDNA, utilizado en la
identificacion y mapeo de sacuencias codificantes, para el descubrimiento

de nuevos genes mediante identidad.
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Exdn: Proviene de la fusion de las palabras “expression region”. Se refiere a una
region de un gen eucarionte que se fraduce a una secuencia de residuos '
de aminoacidos.

Intrén: region no codificante de un gen eucarionte, que se transcribe a una
molécula de RNA, pero luego es cortada durante su procesamiento,

Locus; posicién en un cromosoma en donde reside un gen en particular.

Mutaciones neutrales: cambios de nucledtidos en una secuencia con respecto a
otra, que no cambian la funcionalidad del producto polipeptidico del gen.

ORF: Marco de lectura abierto. Seccion de una secuencia de DNA que comienza
con un coddn de inicio y termina con un codén de paro de Ia traduceion.

polyA, sitio: Sitio de unidn de la secuencia de poliadenilaciéon durante el
procesamiento del mRNA.

Promotor: Region regulatoria en el DNA, usualmente hacia 5 de un gen,
actuando como sitio de union para factores transeripcionales.

Retrotranscripcion: |a sintesis de DNA con un templado de RNA,; realizado por |a
enzima transcriptasa reversa ya sea in vivo 0 in vitro.

Sitio donador: El sitio en el pre-mRNA que corresponde al extremo 3' de un exan
y al 5" de un intron.

SNP: (Polimorfisme de nuclectidos sencillos), un polimorfismo causado por el
cambio de un solo nucledtido. La mayoria de |a variacién génica se debe
a estos SNPs.

Traduccion: La sintesis de una proteina a partir de un molde de mRNA,

Transcripcion, sitio de inicio (TSS): La posicion de un gen donde |a sintesis del
mRNA comienza. El primer nucledtido transcrito se denota como +1.

Transcripcion: La sintesis de RNA mediante un molde de DNA.

Transcriptasa reversa; enzima presente en los retrovirus, que a partir de una
cadena sencilla de RNA hace una copia de DNA, enddgeno de genomas
mamiferos en secuencias altamente repetitivas como las LINE, que
codifican para su propia transcriptasa reversa.

Trans;-)osc')n: segmento de DNA gue se puede mover de una posicién en el

genoma a otra.
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UTR: Region No Traducida, region del mRNA que no se traduce,
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