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Propiedades estructurales y termodinamicas del DNA y sus
posibles implicaciones evolutivas.
por

Gabriela Santos Rodriguez

Resumen

La molécula del DNA presenta variaciones estructurales debido a la diferente composiciéon
de bases nitrogenadas y a su interaccion con el resto de elementos que la conforma.
Estas variaciones estructurales son necesarias para la interacciéon con proteinas para la
regulacion de la expresion génica y para su compactacion. La variacion de la estructura de
la molécula del DNA ademas de observarse en secuencias codificantes y no codificantes,
se observa en los genomas de organismos de diferentes dominios.

En 1995 Miramontes y colaboradores desarrollan el indice de homegeneidad, IDH, para
determinar la variacion estructural de secuencias codificantes (CDS) de quince organis-
mos reportadas hasta el momento. Las propiedades estructurales que consideraron en
su anéalisis fueron la cantidad de enlaces de hidrogeno, si la base nitrogenada es ptrica
o pirimidinica y el tipo de grupo funcional que presentaban las bases nitrogenadas. De
acuerdo a estas propiedades estructurales concluyeron que la molécula del DNA presenta
un estilo estructural de acuerdo al dominio taxonémico del organismo del que proviene
y tiene un fenotipo interno con sus propias presiones de seleccion y evolucion, siendo la
organizacion estructural un factor tentativo de seleccion.

Debido al aumento de la secuenciacion de genomas completos de diferentes organismos,
en este trabajo se extendi6 el analisis realizado por Miramontes y colaboradores en 1995.
Se determino el IDH de los 19, 239 marcos abiertos de lectura (ORF) de Homo sapiens del
ensamblado del genoma GRCH38, los 4,294 ORF del genoma de Escherichia coli K-12
MG1655 con registro en NCBI NC_000913.3. Ademaés se determiné el IDH de 320,089
secuencias Alu de H. sapiens. Los valores de IDH de las tres variaciones estructurales de
las diferentes secuencias analizadas se graficaron en tres dimensiones para comprobar si
se agrupaban de acuerdo a su estilo estructural. La grafica de dispersion de las nubes de
puntos de los valores de IDH de los ORF de H. sapiens y de E. coli K-12 MG1655 muestra
que las secuencias se agregan de manera independiente dependiendo del organismo del
que provienen. La independencia de ambos conjuntos de datos se confirmd con la prueba
estadistica de Welch. La gréafica de dispersion de las nubes de puntos de los valores
de IDH de las secuencias Alu y los ORF de H. sapiens muestra que se agregan en
la misma region. Sin embargo la prueba de Welch no confirm6 que ambas muestras
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tuvieran la misma distribuciéon. Debido a esto se analiz6 la distribucion de los valores
de IDH de las tres variaciones estructurales de la molécula del DNA de las secuencias
Alu. A partir de este anélisis se encontré que la distribucion de los valores de IDH para
el tipo de base en las secuencias Alu presenta una distribuciéon bimodal, por lo cual se
invalida el resultado de la prueba de Welch. Por lo tanto, se concluye que las secuencias
codificantes de H. sapiens y E. coli presentan un estilo estructural. Sin embargo para
las secuencias codificantes y no codificantes de H. sapiens no podemos confirmar lo
mismo. Para comprobar si las secuencias Alu y las secuencias codificantes de H. sapiens
presentan el mismo estilo estructural se propone se realicen pruebas de Monte Carlo, asi
como determinar el IDH en otro tipo de secuencias no codificantes como las LINE, lo cual
podria realizarse con los programas desarrollados en este trabajo. También se propone
se realice este andlisis con mas organismos de diferentes clados y diferentes modos de
vida, por ejemplo angiospermas o gimnoespermas que presentan una mayor proporcion
de DNA no codificantes, y organismos procariontes simbiontes de organismos eucariontes
para analizar si este modo de vida influye en el estilo estructural de la molécula del DNA.
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Introduccion

Descripcion de la molécula de DNA

El 4cido desoxirribonucleico, DNA, es el repositorio de la informacion genética. Las se-
cuencias de aminoacidos de todas las proteinas y las secuencias nucleotidicas del acido

ribonucleico, RNA, se encuentran codificadas por él.

El DNA estd compuesto por grupos fosfato, desoxirribosa y bases nitrogenadas; éstas
tltimas son: la adenina, la timina, la citosina y la guanina . La adenina y la guanina son
bases piiricas, y la citosina y la timina son bases pirimidinicas. La adenina y la citosina
presentan un grupo amino (N Hs) en el carbono 6 y en el carbono 4 respectivamente. En
cambio la guanina y la timina presentan un grupo ceto en el carbono 6 y en el carbono

4 respectivamente (figura 1) (Nelson et al., 2008).
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Figura 1: Bases nitrogenadas (figura modificada de Brown, 2011).

El nucle6tido de DNA esta formado por la unién de un grupo fosfato a una desoxirribosa y
a la base nitrogenada (figura 2). Los nucleotidos estan unidos en la molécula del DNA por
medio de enlaces fosfodiéster. Estos enlaces son a partir de la unién del grupo fosfato 5’ de
un nucledtido con el grupo hidroxilo 3’ de la desoxiribosa del siguiente nucledtido. Todos
los enlaces fosfodiéster presentan la misma orientacion en la secuencia de nucledtidos. Por
lo tanto, cada hebra de DNA presenta una polaridad especifica y diferentes terminaciones

5y 3 (figura 3) (Nelson et al., 2008).
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Figura 2: Nucleotidos de DNA (figura modificada de Nelson et al., 2008)
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Figura 3: Enlace fosfodiéster entre los nucle6tidos de DNA. Se observa la union del grupo fosfato
5’ del desoxitimidilato con el grupo hidroxilo 3’ del desoxiadenilato (figura modificada de Nelson
et al., 2008).

Debido a la uniéon de los nucle6tidos por medio de los enlaces fosfodiéster, las desoxi-
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rribosas de dos nucledtidos unidos presentan una distancia de 6 A 6 0.6 nm. Las bases
nitrogenadas de los dos nucledtidos dejan un espacio entre si de 2.7 A y cada una de ellas

tiene un grosor de 3.3 A (figura 4) (Calladine et al., 2004).

R
3.3 A T
2.7 A © 6 A
3.3 A .__
o S

Figura 4: Esquema que muestra dos nucledtidos y sus distancias relativas. Se observa el tamano
de cada base, el espacio entre estas y la distancia entre cada desoxirribosa (dr: desoxirribosa, P
: grupo fosfato) (figura modificada de Calladine et al., 2004).

La union de las bases nitrogenadas de dos hebras de DNA entre si se da por medio
de enlaces de hidrégeno. La adenina forma dos enlaces de hidrégeno con la timina y la
citosina forma tres enlaces de hidrogeno con la guanina (figura 5) (Nelson et al., 2008).
Esta interaccion especifica entre las bases nitrogenadas se denomina apareamiento tipo
Watson y Crick. Cuando dos cadenas de nucledtidos se aparean entre si presentan una

distancia horizontal total de 18 A (figura 6) (Calladine et al., 2004) .
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Figura 5: Apareamientos tipo Watson y Crick. Del lado izquierdo se muestra el apareamiento de
dos hebras de DNA. Del lado derecho se muestran los apareamientos de las bases A-T y G-C. La
A y la T presentan dos enlaces de hidrogeno, y la G y la C presentan tres enlaces de hidrogeno
(figura modificada de Nelson et al., 2008).

Figura 6: Esquema que muestra a las bases nitrogenadas apareadas y la longitud total de nu-
cledtido a nucledtido de manera horizontal (figura modificada de Calladine et al., 2004).



La forma helicoidal de la molécula de DNA se debe por el apilamiento de los nucle6tidos
con un angulo de giro de 36° (Calladine et al., 2004). Debido al apareamiento de las
dos hebras de DNA, la molécula helicoidal forma dos surcos, el surco menor, de 12 A de
ancho, y el surco mayor, de 22 A de ancho (figura 7) (Nelson et al., 2008). Entre mayor
sea el tamano del surco, la region expuesta de las bases nitrogenadas es mas accesible.
Debido a ésto existen un mayor niimero de proteinas que se pueden unir a secuencias

especificas que se encuentran en las bases nitrogenadas expuestas en el surco mayor.

Figura 7: Surcos mayor y menor de la molécula del DNA (figura modificada de Nelson et al.,
2008).

El giro de los nucledtidos provoca que los grupos fosfato aledafios se encuentren a una
distancia vertical de 6 A entre si a lo largo de la hélice v las bases nitrogenadas asciendan

cada 3.3 A (Watson y Crick, 1953) (figura 8).
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Figura 8: Esquema que muestra la distancia entre cada grupo fosfato superior e inferior de la
cadena de nucleotidos, 6 A, y la distancia entre un par de bases y el siguente, 3.3 A (figura
modificada de Calladine et al., 2004).

Cada grupo fosfato de la periferia se encuentra a una distancia de 9 A del centro del par
de bases, con un angulo de 32.3°. Por lo tanto cada grupo fosfato conforma 1/11 de giro

de la hélice de la molécula del DNA (figura 9).
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Figura 9: El esquema del lado izquierdo muestra el giro del esqueleto de los grupos fosfato
alrededor de un radio de 9 A. Del lado derecho se esquematiza la vista superior del esquema del
lado izquierdo, mostrando el angulo 6 de separacion entre cada grupo fosfato (figura modificada
de Calladine et al., 2004).

La variacion de posiciones en cada uno de los elementos de la molécula del DNA provoca
diferentes conformaciones. Las conformaciones mejor caracterizadas son la B, que es
la descrita por Watson y Crick, la A y la Z. La conformaciéon B es la mas estable en
condiciones fisiologicas, presenta un diametro aproximado de 20 A y una direccion de
giro hacia la derecha con 10.5 grupos fosfato por giro (Watson y Crick, 1953; Franklin
y Gosling, 1953). La conformacién A presenta un didmetro aproximado de 26 Ay una

direccion de giro hacia la derecha con 11 fosfatos por giro. Los pares de bases en la
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conformacion A presentan una inclinaciéon de 20° respecto al eje vertical de la hélice. La
inclinacion de los pares de bases provoca que el surco mayor sea mas profundo y que el
surco menor sea méas superficial. La conformacion Z presenta un diametro de 18 A y una
direccion de giro hacia la izquierda con 12 grupos fosfato por giro. En esta conformacion
el esqueleto del DNA toma una apariencia en zigzag y el surco mayor es superficial, a
diferencia del surco menor que es méas profundo y angosto (figura 10) (Nelson et al.,

2008).

Figura 10: De izquierda a derecha se muestran las conformaciones A, B y Z de la molécula de
DNA (WikimediaCommons, 2015)

La composicion de la molécula del DNA puede describirse de acuerdo al contenido de GC,
es decir, a la suma de la proporcion de bases de G y C (Krebs et al., 2009). Esta proporcion
varfa dentro del genoma! de un mismo organismo y entre los genomas de diferentes
organismos. Dentro de un mismo genoma, los genes presentan una mayor proporciéon de
GC. Entre diferentes organismos, las diferentes proporciones de GC pueden deberse a la

variacion de la presion de seleccion sobre las diferentes secuencias del genoma, a un sesgo

'El conjunto de informaciéon que se encuentra en el DNA de un organismo. En él se encuentra
codificada toda la informacion de las proteinas y moléculas de RNA que el organismo puede sintetizar.
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mutacional y a un sesgo de recombinacién asociado a la reparacion del DNA (Birdsell,
2002). De acuerdo al anélisis de polimorfismos y a patrones de sustitucion en los genomas
de mamiferos se ha demostrado que el contenido de GC ha evolucionado debido a un sesgo
de la recombinaciéon que favorece la fijacion de mutaciones que cambian Ay T por G y
C (Spencer et al., 2006; Duret y Ardnt, 2008). Por otra parte, en bacterias y arqueas el
contenido de GC en los genomas se encuentra afectado por factores ambientales como la

temperatura o la disponibilidad de oxigeno y nitrogeno (Foerstner et al., 2005).

Compactacion de la molécula del DNA

Los eucariontes compactan su genoma en cromosomas, los cuales consisten en moléculas
de DNA asociadas a proteinas que empaquetan las hebras de DNA de manera mas com-
pacta. El complejo de DNA y proteinas de empaquetamiento se denomina cromatina. A
diferencia de los eucariontes, las bacterias compactan su genoma en una sola molécula
circular de DNA, la cual también se encuentra asociada con proteinas de empaquetamien-
to pero que son diferentes a las de los eucariontes (Alberts et al., 2002). Las proteinas
encargadas de empaquetar el DNA en las bacterias son: HU (proteina similar a histona)
para enrollar, FIS (factor for inversion stimulation) y IHF (integration host factor) para
doblar, y HNS (histone-like nucleoid structuring) para compactar. El conjunto de estas
proteinas y el DNA se denomina nucleoide. La compactacion del genoma en las bacterias
se debe al superenrrollamiento de la molécula de DNA, es decir, que segmentos de la do-
ble hebra de DNA se encuentran enrollados entre si. Las topoisomerasas son las enzimas

responsables del superenrrollamiento de la molécula del DNA (Hartl y Ruvolo, 2011).

En los eucariontes, las proteinas que se unen al DNA para formar cromosomas son las
histonas y las proteinas no histonas. El primer nivel de compactaciéon de la molécula de
DNA se produce por la formacion el complejo de histonas-DNA con un tamano apro-
ximado de 10 nm, el nucleosoma. Este consiste en dos moléculas de las histonas H2A,

H2B, H3 y H4, y un segmento de DNA de aproximadamente 147 pares de bases. Cada
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nucleosoma se separa por una region de DNA, DNA de unién, de una longitud variable

cercana a los 80 pares de bases (figura 11).

Figura 11: Esquema que muestra la estructura de un nucleosoma. Se observa el complejo de
ocho histonas con el DNA y el DNA de uni6n (figura modificada de Klug et al., 2012 ).

Ademaés cada nucleo de histonas presenta una “cola” N-terminal la cual se extiende fuera
del nicleo de DNA-histonas (figura 12). En la region de contacto entre el DNA vy las
histonas se forman aproximadamente 142 enlaces de hidrégeno. La mayoria de estos
enlaces es entre los aminoacidos de las histonas y el esqueleto de azicar-fosfato del DNA

(Alberts et al., 2002).
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Figura 12: Esquema que muestra las colas de histona en el nucleosoma en rojo se esquematiza
al DNA (figura modificada de Alberts et al., 2002).

El siguiente nivel de compactacion es la fibra de 30 nm. En ella los nucleosomas se
encuentran empaquetados uno encima de otro. De acuerdo a iméagenes de microscopia
electronica se propone que los nucleosomas se empaquetan de manera intercalada for-
mando una estructura solenoidal. El empaquetamiento de los nucleosomas se debe a la
unioén entre sus “colas” de histonas, ademas de la presencia de la histona de unién, histona

H1, la cual se une a cada nucleosoma (figura 13) (Alberts et al., 2002).
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Figura 13: Esquema que muestra fibra de 30 nm y la organizacién de los nucleosomas en ésta.
Del lado izquierdo se muestra la fibra de 30 nm conformada por el empaquetamiento de los
nucleosomas. Del lado derecho se observa la organizacién de los nucleosomas entre si por la
histona H1 y el DNA de uni6n (figura modificada de Abu El-Soud, 2007).

Dentro del ntcleo, la fibra de 30 nm se dobla en bucles de cromatina, cada uno con
aproximadamente 100 kb. Posteriormente éstos son organizados en dominos de croméatina
de 1 Mb. Durante la mitosis el empaquetamiento del DNA en la fibra de 30 nm se condensa

en una cromatida de un cromosoma en metafase (figura 14) (Hartl y Ruvolo, 2011).
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Figura 14: Esquema que muestra las diferentes niveles de empaquetamiento del DNA. La molé-
cula del DNA se empaqueta en los nucleosomas, posteriormente éstos forman la fibra de 30 nm
(solenoide). El solenoide forma bucles de cromatina de 300 nm, éstos se compactan en la fibra
de 700 nm y se condensa en una crométida (figura modificada de Hartl y Ruvolo, 2011).

En los eucariontes existen dos tipos de cromatina, la heterocromatina que se encuentra
altamente condensada, y la eucromatina que se encuentra menos condensada. El DNA

en la heterocromatina presenta un menor nimero de genes. Los genes en las regiones
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de eucromatina que se compacten en heterocromatina dejaran de expresarse debido al
mayor empaquetamiento. Las diferentes estructuras de cromantina se deben a las modifi-
caciones covalentes, reversibles, de las cuatro histonas en el ntcleo del nucleosoma. Estas
modificaciones son mono, di y tri metilaciones, asi como acetilaciones. La combinaciéon de

estas modificaciones en cada nucleosoma es un codigo de histonas (Alberts et al., 2002).

Regulacion de la expresion génica

El gen se define como un segmento de DNA que codifica la informaciéon para sintetizar
un producto bioloégicamente funcional. Este producto es RNA y posteriormente puede
sintetizarse a proteina.Los procesos celulares para que la informacién en la secuencia de
DNA pase a RNA y a proteinas son la transcripcion y la traduccion (Nelson et al., 2008).
Estos procesos presentan una regulacion y control para que los diferentes procesos celu-
lares sean coordinados y que la cantidad necesaria de productos se sintetice en el lugar y
momento indicado. La célula presenta dos redes que coordinan el funcionamiento celular,
la red enzimatica que manipula a los metabolitos y la red regulatoria que manipula a los
genes, transcritos y proteinas. Por lo tanto, los procesos de transcripcion y traduccién

son dinamicos (Lesk, 2013).

La regulaciéon de la expresion génica sucede a nivel transcripcional, traduccional y post-
traduccional (figura 15) (Lesk, 2013). El control transcripcional inicia al permitir la re-
gulacion sincronizada de multiples genes que codifican a productos necesarios para acti-
vidades independientes. La transcripcion es regulada por interacciones DNA-proteina, en
especial aquellos dominios proteicos que componen a la RNA polimerasa (Nelson et al.,

2008).
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Figura 15: Esquema que muestra los diferentes niveles de regulacion de la expresion génica. Se
observa que durante la expresion génica existen diferentes tipo de regulacién a nivel transcrip-
cional, traduccional y post-traduccional (figura modificada de (Lesk, 2013)).

La RNA polimerasa se une al DNA e inicia la transcripciéon en las regionas promotoras,
cuyas secuencias varfan considerablemente afectando la afinidad de uni6on de la RNA
polimerasa, y por lo tanto la frecuencia de inicio de la transcripcion. El inicio de la
transcripcion también es regulado por proteinas que se unen a regiones promotoras o a
regiones cercanas a éstas. El nivel basal de transcripcion se determina por el efecto de las
secuencias promotoras en la funciéon de la RNA polimerasa y por sus factores de trans-
cripcidn asociados. Existen al menos tres tipos de proteinas que regulan la transcripcion

por medio de la RNA polimerasa: los factores de especificidad, que alteran la especifici-
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dad de la RNA polimerasa en regiones promotoras; los represores, que impiden la union
de la RNA polimerasa al promotor; y los activadores que aumentan la interaccién entre

la RNA polimerasa y la region promotora (Nelson et al., 2008).

Regulacion de la expresion génica en procariontes

En los procariontes la regulacion de la expresion génica sucede, principalmente, a nivel
transcripcional rio arriba del inicio del gen del sitio de unién de la RNA polimerasa
al DNA (region 5’). La regulacion de la expresion génica es regulada por represion y
activacion. Los represores detienen la transcripcion al bloquear el sitio de unién de la
polimerasa al unirse a regiones especificas cercanas al promotor denominadas operadores
(Lesk, 2013; Nelson et al., 2008). Los activadores aumentan la interaccion de la RNA
polimerasa con el promotor. Los sitios de unién de los activadores normalmente se en-
cuentran en regiones cercanas al promotor. En los procariontes un ejemplo de proteina
que regula el inicio de la trancripciéon actuando como un factor de especificidad es la

subunidad o de la holoenzima de la RNA polimerasa (Nelson et al., 2008).

En las bacterias la coordinacion de la expresion de genes necesarios para un mismo
proceso es mas sencilla que en eucariontes debido a que los genes se transcriben juntos.
Los RNA mensajeros (mRNA) con miltiples genes en un solo transcrito se denominan
policistronicos. La regulacion de la transcripcion ocurre en un solo promotor. El operén
es el conjunto de genes, el promotor y las secuencias necesarias para la regulaciéon de los

genes (figura 16) (Nelson et al., 2008).
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Figura 16: Esquema que muestra el conjunto de elementos que forma un operén. Se observa el
sitio de unién al activador, la secuencia promotora, el sitio de unién al represor y las letras A,B
y C representan los genes que se transcriben juntos (figura modificada de Nelson et al., 2008)

Regulacién de la expresion génica en eucariontes

Los represores vy activadores, al igual que en procariontes, se unen a regiones de la secuen-
cia de DNA afectando la transcripcion, sin embargo, los sitios de union de estas proteinas
pueden ser en regiones distantes al promotor. Para el caso de los activadores, los sitios de
union en la secuencia de DNA se denominan aumentadores (enhancers) (Nelson et al.,

2008).

Los promotores en los eucariontes se encuentran generalmente inactivos, ya que el acceso a
éstos esta restringido por la estructura de la cromatina, a que predominan los mecanismos
de regulacion positiva (presencia de proteinas de activacion) y a que hay una separacion
en tiempo y espacio de la transcripcion, que se realiza en el nicleo, y la traduccion,
que se realiza en el citoplasma. Por lo tanto el primer paso de la expresiéon génica se ve
regulado a nivel de remodelamiento de cromatina.? Los principales procesos para activar
la cromatina para la transcripcion son la acetilacion y la desacetilacion de las histonas

(Nelson et al., 2008).

Para que la holoenzima de RNA polimerasa II (Pol II) se una a los promotores necesita

de la participaciéon de los factores de transcripciéon basales, de los transactivadores de

2Proceso enzimdtico que provoca cambios estructurales en la cromatina. Las enzimas modifican co-
valentemente el nicleo de histonas del nucleosoma.
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unién a DNA? y de coactivadores.? (Nelson et al., 2008)

El control de la expresion génica en los eucariontes es mas complejo que en los proca-
riontes, debido al mayor nimero de proteinas reguladoras y a la combinaciéon de éstas.

(Nature Education, Consultado 2015-28-08)

Dominios de unién al DNA de proteinas reguladoras

Las proteinas reguladoras de la expresion génica se unen a regiones especificas de la
secuencia del DNA. Para que las proteinas puedan unirse de manera especifica necesitan
reconocer caracteristicas de la molécula del DNA. Las proteinas diferencian entre los

pares de bases de acuerdo a los grupos funcionales de éstos expuestos en el surco mayor

(figura 17) (Nelson et al., 2008).
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Figura 17: Esquema que muestra los grupos funcionales disponibles en la molécula del DNA. Se
observa los grupos funcionales de los cuatro pares de bases en los surcos mayores y menores del
DNA. Los grupos funcionales que pueden servir para el reconocimiento de pares de bases por
las proteinas de uniéon al DNA se muestran en rojo (figura modificada de Nelson et al., 2008).

Algunos ejemplos de motivos de unién a DNA por proteinas reguladoras son: hélice-
giro-hélice, dedos de zinc, homeodominio y horquilla-hélice-hélice. También hay motivos
con interacciones proteina-proteina para formar dimeros que interactiian con el DNA,

ejemplos de éstos son: el zipper de leucina y el motivo hélice-bucle-hélice. Ademas de los

3Proteinas que se unen a enhancers para facilitar la transcripcion.
4Proteinas necesarias para la interaccién entre los transactivadores de unién al DNA y el complejo
formado por la Pol II y los factores de transcripcion.
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dominios antes mencionados existe un motivo importante para el inicio de la transcripcion
que se encuentra en la proteina de union a TATA® (TBP, TATA binding protein) (Nelson
et al., 2008). Tgualmente las proteinas involucradas en la compactacion del DNA también
presentan motivos de interaccién con el DNA. Las histonas presentan el motivo de plegado

de histona (histone fold) (Xu y Morrical, 2010).

Evolucion y DNA

Seleccién natural: origen e implicaciones

El mecanismo de seleccion natural propuesto por Charles Darwin postula que cambios
sutiles que provean una ventaja a los organismos provocan su evolucion (Darwin, 1859).
La teoria de evolucion de Darwin fue influenciada por dos conceptos definidos en el siglo
XIX para explicar la causa de la morfologia que presentan los organismos: la ley de
condiciones de existencia y la ley de unidad de tipo. El concepto de ley de condiciones
de existencia define que los organismos presentan la morfologia que tienen debido al
ambiente en el que viven, es decir, todos sus érganos y estructuras son necesarias para las
circunstancias en las que se encuentran. En cambio, el concepto de unidad de tipo define
que los organismos estan conformados por un mismo plano estructural independiente
de las funciones particulares de 6rganos y estructuras necesarias para el ambiente en el
que se encuentren. Los naturalistas de la época debatian respecto a cuél de estos dos

conceptos era que explicaba la morfologia de los organismos. (Appel, 1987; Gould 2002).

Bajo este contexto, los naturalistas del siglo XIX empezaron a preguntarse la razéon por
la cual las formas de los organismos van cambiando. Los naturalistas que argumentaban
que el concepto de condiciones de existencia es el que determina la morfologia de los
organismos afirmaban que las formas de los organismos cambian de acuerdo a la utilidad

que le proveen. Por otra parte, los naturalistas que argumentaban que el concepto de

5Secuencia rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién que es rica en T y A denominada caja
TATA.
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unidad de tipo es el que determina la morfologia de los organismos, afirmaban que la
utilidad de las formas es complementaria y por lo tanto los cambios en éstas no se deben

a la funcion que realizan.

El principal postulador del concepto de la ley de condiciones de existencia fue George
Cuvier. Cuvier sostenia que los organismos son intransformables y por lo tanto se en-
cuentran disenados de acuerdo al contexto en el que viven. La argumentacion de George
Cuvier se define como una vision funcionalista de los organismos, debido a que le atribu-
y6 una mayor importancia a la especializacion de los 6rganos. Por otra parte, Geoffroy
Saint Hilaire fue el principal postulador del concepto de la ley de unidad de tipo. Saint
Hilaire argumentaba que los organismos presentan un plano estructural en comiin y que
posteriores transformaciones estan restringidas a leyes estructurales impuestas por este
molde. Los argumentos de Saint Hilaire se definen como una visién estructuralista de los

organismos debido a que le atribuy6 una mayor importancia a la organizacién morfologica

general (Appel, 1987; Gould, 2002).

Los conceptos de la ley de condiciones de existencia y la ley de unidad de tipo se con-
sideraban opuestos. Darwin logr6é conjuntarlos con su teoria evolutiva. Sin embargo, le
atribuy6 una mayor importancia al concepto de ley de condiciones de existencia debido
a que lo consider6 dentro del concepto de adaptacion argumentando que las estructuras
definidas dentro del concepto de ley de unidad de tipo son adaptaciones pasadas. Por lo
tanto, la teoria de evoluciéon de Darwin es una explicacion funcionalista, por medio del
concepto de adaptacion, del proceso evolutivo (Gould, 2002). Darwin logr6 integrar el

conocimiento biolégico del siglo XIX por medio de su teoria de la seleccion natural.

Sintesis moderna

El estudio de la genética de poblaciones logré unir bajo la teoria darwiniana a las va-
riaciones debido a las mutaciones con las variaciones en los organismos . A partir del

estudio de la genética de poblaciones , de la genética experimental y la sistemética es
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que se proponuso la sintesis moderna de la evolucién.

La sintesis moderna toma su nombre del libro de Julian Huxley en 1942, Evolution, The
Modern Synthesis. A partir del libro de Huxley se conjuntaron las leyes de Mendel con la
teoria de evolucion de Darwin por medio de la demostracion matematica de que presiones
de seleccion sobre pequenas diferencias genéticas pueden provocar cambios evolutivos. El
principal objetivo de la sintesis es explicar el proceso evolutivo por medio de mecanis-
mos genéticos, por lo tanto, al inicio de su desarrollo se aceptaban otros mecanismos
evolutivos ademés de la seleccion natural. Un ejemplo de estos mecanismos es la deriva
génica propuesta por Sewall Wrigth, el cual es el proceso de cambio en la frecuencia de
los alelos en la poblacion debido al muestreo aleatorio de los individuos. Sin embargo,
posteriormente la sintesis moderna restringio a la seleccién natural como el principal me-
canismo evolutivo. Un ejemplo de esto es la reformulada argumentaciéon de Sewall Wrigth
del proceso de deriva génica donde expone que es un mecanismo adaptativo. Wrigth jus-
tificd lo anterior al definir que la deriva génica actia como el productor de los elementos

necesarios para el proceso de seleccion interdémica (Gould, 2002).

Evolucion molecular

Después de la consolidacion de la sintesis moderna aunado al desarrollo de la biologia
molecular es que se iniciaron los estudios evolutivos a nivel molecular (Koonin, 2009).
La similitud en las secuencias genéticas entre los organismos muestra un origen evolutivo
comun y las diferencias que presentan se deben a mutaciones a lo largo de la histo-
ria evolutiva de los organismos. Las mutaciones que se heredan pueden ser letales para
los organismos pero en algunos casos pueden otorgarle algin beneficio para que pueda
sobrevivir mejor al ambiente en el que se encuentra, es decir, le otorgan una ventaja
adaptativa. Por lo tanto, la molécula del DNA puede ser vista como un registro histérico
de los cambios que han presentado los organismos desde el origen de la vida hasta la

actualidad (Nelson et al., 2008).
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Las primeras implementaciones del analisis molecular evolutivo se realizaron por Zuc-
kerkandl y Pauling demostrando que las secuencias de aminoacidos del citocromo ¢ y de
las globinas se encuentran altamente conservadas en animales lejanamente emparentados
(Zuckerkandl y Pauling, 1965). Posteriormente definen al reloj molecular como la tasa
constante de la evolucion de la secuencia caracteristica de cada proteina en ausencia de
un cambio evolutivo (Zuckerkandl, 1987). Después, Carl Woese demostro la conservacion
de la molécula del RNA ribosomal en todas las formas celulares proponiendo su uso para

el andlisis filogenético (Woese y Fox, 1977).

A finales de la decada de los sesenta y principios de los setentas Mooto Kimura propuso la
teoria neutral de la evolucion molecular, la cual establece que la mayoria de las mutaciones
fijadas a lo largo de la evolucion son neutralmente selectivas (Kimura y Ota, 1974).
Ademas apoya la hipotesis del reloj molecular de Zuckerkandl y Pauling dado que la
teoria neutral de la evolucién argumenta que las secuencias génicas evolucionan a una
tasa relativamente constante a lo largo de intervalos de tiempo largos y toman valores
semejantes en especies distintas. Por lo tanto, se concluyd que las mutaciones benéficas
para el organismo que estén bajo seleccion natural son lo suficientemente raras como para
inferir que son la principal causa del proceso evolutivo. Estudios posteriores definieron
mejor la teoria neutral de la evolucién al mostrar que no se necesita que una mutacion
sea neutral sino que s6lo ejerza un ligero efecto deletéreo con la capacidad de no ser

eliminado por la selecciéon purificadora.

A la modificacion de la teoria neutral se le denomina la teoria casi neutral de la evolucién
molecular, la cual es la que mas se aleja del paradigma seleccionista enfatizado en la
sintesis moderna, dado a que postula que la mayoria de las mutaciones fijadas durante

la evolucion no son afectadas por seleccion positiva (Ohta, 1992).
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Sintesis extendida

Actualmente se argumenta que la teoria evolutiva necesita extenderse para tomar en
cuenta los avances metodolégicos y disciplinarios de la biologia, incluyendo la genética
molecular, la biologia del desarrollo y las “6micas” (genémica, transcriptomica, metabolo-
mica, etc.). Una de las propuestas de la sintesis extendida es integrar diferentes enfoques
de la biologia evolutiva, como andlisis filogenéticos, genética de poblaciones, evolucion
molecular y ecologia evolutiva, por mencionar algunos. Normalmente la mayoria de los
estudios evolutivos s6lo utilizan uno de estos métodos. Esto se debe a que en el desa-
rrollo de la sintesis moderna se considera al gen como la principal unidad de seleccion.
Al mismo tiempo se desarrolla la tecnologia para secuenciar proteinas y DNA lo que
reforzo esta perspectiva. El gen se convirtié en la principal unidad para los analisis en
genética de poblaciones y en el estudio de la evolucién molecular. El gen se consideraba
conceptualmente aislado de las influencias ambientales, los procesos regulatorios e inter-
acciones con el resto del genoma. El estudio aislado de los genes respecto al ambiente y
al resto del genoma se debia a que no se conocia la influencia de factores externos como
para agregarlos al analisis y es 1til para cierto tipo de preguntas porque deja de lado
los factores que le imponen ruido. Sin embargo, este enfoque del gen aislado es limitante
ya que los organismos se encuentran en ambientes que varian en el tiempo y el espacio,
porque los alelos funcionan en diversos contextos genéticos y los genes afectan rasgos que

tienen consecuencias ecologicas (Pigliucci y Miiller, 2010).

Ademas de conjuntar diferentes enfoques en el estudio de la biologia evolutiva, la sintesis
extendida también propone, a partir de analisis genémicos, estudiar procesos evolutivos
a través de toda la escala genética de organizacion. La informaciéon obtenida a partir del
genoma es més precisa y menos sesgada que la informacion obtenida a partir de un solo
gen o de un nimero de ellos. Cada gen presenta diferentes niveles de variaciéon y fijacion,
lo que refleja las diferentes combinaciones de las fuerzas evolutivas para mantener su

funcionalidad. A partir de datos gendémicos se puede estudiar la interaccion de diferentes
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genes entre si, lo que ha mostrado que el contexto genémico tiene un gran efecto en la
expresion fenotipica. Por lo tanto se ha concluido que los genes no evolucionan de manera
aislada sino en contexto del resto del genoma. Los datos genémicos nos son titiles para
conjuntar las diferentes disciplinas bajo un analisis comin. Por ejemplo, las secuencias
genomicas facilitan el desarrollo de marcadores genéticos ttiles para la genética cuantita-
tiva, proveen informaciéon para desarrollar modelos mas precisos para el estudio evolutivo
de las secuencias y también proveen de informaciéon para probar el efecto de la seleccion
en el genoma, permiten inferir cambios en las secuencias regulatorias como enhancers
y microRNAs (miRNA) e identificar posibles diferencias genéticas que puedan explicar
las diferencias fenotipicas. Los estudios evolutivos, como se mencion6 anteriormente, se
han enfocado en el estudio del gen. Actualmente con datos gendémicos se puede acceder
a los limites inferiores y superiores del gen, logrando estudiar por ejemplo, haplotipos y
particiones génicas (exones, intrones, regiones transcritas pero no traducidas del gen en
5y 3’ y regiones regulatorias). A partir del aumento del niimero de genomas secuencia-
dos es posible realizar estudios de genémica comparativa bajo un marco evolutivo. Esto
ha permitido examinar la diversificacion de la estructura del genoma y la funciéon de los
genes que lo compone. Por medio de la informaciéon obtenida de los analisis genémicos es

posible comprender mejor los mecanismos evolutivos. (Pigliucei y Miiller, 2010)

Organizacion del genoma

Estructura del genoma

A partir de la comparacién de diferentes genomas se ha encontrado que hay una pro-
porcion diferente de secuencias codificantes y secuencias no codificantes en los diferentes
organismos. Por ejemplo, los genomas de organismos procariontes presentan aproximada-
mente un 20 % (Elgar y Vavouri, 2008) de secuencias no codificantes, en cambio, organis-
mos eucariontes como el del ser humano presenta un 98 % de secuencias no codificantes

(Morris, 2012).
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Existen diferentes tipos de secuencias no codificantes, como los RNAs no codificantes, los
elementos regulatorios, los intrones, los pseudogenes, las secuencias repetidas, los trans-
posones y las secuencias teloméricas. Los RNA no codificantes son aquellas secuencias
que codifican a RNA ribosomal, a RNA de transferencia y a RNA pequenios como los
micro RNAs que sirven como reguladores post transcripcionales. Los elementos regulato-
rios son secuencias que se encargan del control de la transcripcion de los genes. Estos se
pueden encontrar en las regiones 5" y 3’ no traducidas de los genes (UTRs, untranslated
regions) o en los intrones. Los intrones son las secuencias no codificantes de un gen que
se transcriben en la secuencia precursora del RNA mensajero y posteriormente son re-
movidas a través del splicing de RNA. Los pseudogenes son secuencias que perdieron su
capacidad para codificar a proteinas debido a mutaciones que previenen la transcripcion
del gen. Las secuencias teloméricas son las regiones repetidas del DNA al final del cro-
mosoma que protegen el deterioro cromosomal durante la replicacion del DNA (Pigliucci

y Miiller, 2010).

Los transposones son los principales elementos no codificantes del genoma y son elemen-
tos genéticos moviles, es decir, que pueden cambiar su posicion dentro del genoma, lo
que puede provocar mutaciones dependiendo del sitio genémico al cual se inserten. El
tipo de mutaciones que pueden provocar son las inserciones y deleciones. Ejemplos de
transposones son los elementos dispersos cortos y largos (SINE, short interspersed ele-
ments y LINE, long interspersed elements). Junto con los SINE y LINE los elementos
LTR (long terminal repeats) y los transpoones de DNA conforman aproximadamente el

40 % del genoma humano (Gu et al., 2000).

Las secuencias Alu son parte de los elementos dispersos cortos, SINE y existen cerca
de 600,000 secuencias en el genoma humano (Kapitonov y Jurkal, 1996). Las secuencias
Alu constan de aproximadamente 300 nucle6tidos y se componen por dos promotores de
RNA polimerasa III, una regiéon intermedia rica de adeninas que divide a la secuencia de

nucledtidos en dos y la termina con una cola corta de poliadeninas (figura 18) (Deininger,
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2011).

A B8 ) = (T~ DNA
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Figura 18: Esquema de un elemento Alu. Los bloques A y B representan los componentes internos
de los promotores de la RNA polimerasa III, la region rica de adeninas esquematiza por AA y
la secuencia termina con la cola de poli adenina (imagen modificada de Deninger, 2011

Secuenciacién de genomas

La secuenciacion de genomas se considera una consecuencia de la revoluciéon tecnologica
en la biologia molecular durante los anos setentas. Esta revolucion fue resultado del
aumento del conocimiento de la molécula del DNA. Por lo tanto, histéricamente, el
desarrollo de la secuenciacion se inici6 con la determinacién de la estructura del DNA
por James Watson y Francis Crick y el estudio del codigo genético. Posteriormente, a
finales de los anos setenta e inicio de los ochenta, se empezaron a secuenciar genomas
de organismos cada vez méas complejos y en 1985 y 1986 se considerd la factibilidad de

secuenciar el genoma humano (HGP) (Garcia-Sancho, 2012).

Genoma de Escherichia coli K-12 cepa MG1655

Escherichia coli K-12 fue uno de los primeros organismos cuyo genoma fue secuenciado,
en parte debido a que es uno de los organismos modelo preferidos en el estudio de la

genética, en la biologia molecular y en la biotecnologia (Blattner et al., 1997).

El genoma de FE. coli K-12 consiste de 4,639,221 bp en un complejo circular diplex de
DNA, 87.8% de él consiste de genes que codifican a proteinas, 0.8 % codifica para RNAs

estables, 0.7 % consiste de secuencias repetidas no codificantes y aproximadamente 11 %
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codifica a secuencias regulatorias (Blattner et al., 1997).

Proyecto del Genoma Humano

El principal objetivo del proyecto del genoma humano (HGP, por sus siglas en inglés) fue
determinar la identidad de los 3 mil millones de nucledtidos que comprenden al genoma
humano, asi como caracterizar a todos los genes codificados, almacenar la informaciéon en
bases publicas de datos y desarrollar y /o mejorar herramientas para analizar los datos de
secuenciacion. En 1988 el panel del National Research Council decidi6 apoyar el proyecto.
En ese momento las recomendaciones del panel fueron construir mapas fisicos de cada
cromosoma y que se estudiaran genomas de organismos mas simples antes de realizar
la secuenciaciéon de todo el genoma humano. El HGP inici6 oficialmente el primero de
octubre de 1990 junto con la secuenciacion de Mycoplasma capricolum, FEscherichia coli,

Caenorhabditis elegans y Saccharomyces cerevisiae (Kumar et al., 2015).

El HGP ha ayudado a comprender mejor la genética humana, comprender como el DNA
modifica el desarrollo de las especies, su evolucion, biologia y susceptibilidad a enferme-
dades. Ademas ésto ha provocado el desarrollo de disciplinas de investigaciéon como la
anotacion y comparacion de genomas. Antes del HGP se estimaba que el genoma humano

presentaria de 35,000 a 150,000 genes.

En septiembre de 2003 el National Human Genome Research Institute (NHGRI) lanzo
el consorcio de investigacion ENCODE, the ENCyclopedia Of DNA Elements, para inte-
grar las anotaciones del genoma humano e identificar todos los elementos funcionales. El
proyecto se inici6é con una prueba piloto donde se probaron y compararon los diferentes
enfoques de anotacion a 1% del genoma humano. Los resultados del proyecto piloto mos-
traron que el proceso de transcripcion no sélo sucede en genes que codifican a proteinas
sino que también suecede con mayor frecuencia de la esperada en RNAs no codificantes y
pseudogenes. Ademaés se encontr6é que los genes que codifican a proteinas presentan una

complejidad poco esperada en regiones no traducidas (UTRs), en exones que se encuen-
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tran hasta 200kb de distancia y en loci sobrepuestos o intercalados (ENCODE Project
Consortium, 2004).

En 2007 el proyecto ENCODE se expandi6 para estudiar todo el genoma humano y
actualmente se enfoca en la anotacion de genes, codificantes y no codificantes para pro-
teinas, asi como de sus transcritos de RNA y regiones de reguladores transcripcionales

(Birney et al., 2007).

El ensamble mas reciente del genoma humano es el GRCh38 de diciembre de 2013. La
informacion de éste proviene de modelos génicos construidos a partir de los alineamientos
del proteoma y cDNA humano. La tabla 1 resume la informacién del ensamblado del geno-

ma GRCh38 (Flicek et al., 2013) (http: //www.ensembl.org/Homo sapiens/Info/Annotation)

Tabla 1 : Ensamblado del genoma GRCh38

Pares de bases 3,545,834,991
Genes codificantes 20,296
Genes no codificantes 25,173

Genes no codificantes pequenos | 7,703

Genes no codificantes largos 14,889

Pseudogenes 14,424

La categoria de genes no codificantes pequenos se refiere a genes de menos de 200 pares
de bases y la categoria de genes no codificantes largos se refiere a genes mayores a 200

pares de bases los cuales son RNAs con funcion biologica (Flicek et al., 2013).

Genémica comparativa y evoluciéon del genoma

La genémica comparativa ha ayudado a comprender las relaciones evolutivas entre las
especies. Las similitudes y diferencias entre las secuencias genémicas sirven para inferir
relaciones filogenéticas entre especies de la misma manera que los rasgos morfolégicos y

fisiologicos se utilizaban en el pasado para distinguir especies. Antes de poder utilizar
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ensambles de genomas completos, los andlisis de gendmica comparativa se realizaban
con un pequeno ntmero de genes homologos, lo cual era una importante limitacion.
Actualmente con la disponibilidad de genomas de diferentes especies se pueden realizar
mejores comparaciones que han conllevado a resultados mas informativos (Kumar et al.,

2015).

El analisis de las conformaciones locales de la molécula del DNA en los genomas ha
mostrado que existen motivos de DNA repetidos en diferentes especies. La distribuciéon
de éstos motivos en el genoma no es al azar. Los andlisis de secuencias de genomas
completo® sugieren la inestabilidad genomica’ debido a conformaciones diferentes a la
conformacion B del DNA las cuales pueden provocar cambios evolutivos rapidos. Las
conformaciones del DNA diferentes a la conformacion B afectan a la replicacion y a la

transcripcion (Zhao et al., 2010).

6 Analisis de una variacién genética a lo largo de todo el genoma con el objetivo de identificar su
asociacién a un rasgo observable.
"Mayor frecuencia de mutaciones en el genoma de un linaje celular.
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Antecedentes

En la revision de Travers y Muskhelishvili en 2015 acerca de la estructura y la funcion del
DNA se concluye que la informacion que codifica la molécula del DNA a nivel estructural
es igual de importante que la informacion de secuencias que codifican para la sintesis de
proteinas. Esto se debe a que la informacion estructural permite el empaquetamiento de
la molécula y la regulacion de la expresion génica. La informacion estructural depende
de las propiedades fisicoquimicas de la secuencia y de las propiedades fisicas de los pares

de bases consecutivos.

La interaccion entre las proteinas y el DNA se debe al reconocimiento entre éstas. Los
reconocimientos pueden clasificarse como directos e indirectos. En los directos las bases
nitrogenadas del DNA se unen de manera especifica a la proteina, por ejemplo, debido
a la secuencia de nucle6tidos se forman curvaturas locales en la molécula lo que provoca
que en el surco mayor se encuentren mas expuestos los nucleotidos que en el surco menor.
Los pares de bases A-T y T-A se pueden diferenciar en el surco mayor debido al cambio
del patron de cargas parciales por al grupo metilo en la timina. De manera similar, los
pares de bases de G-C y C-G son distinguibles por el cambio de posicion del grupo amino
en el carbono 4 de la cisteina (figura 19). En cambio, en los reconocimientos indirectos la
afinidad de la uniéon depende del reconocimiento de la estructura del DNA y no del tipo

de pares de bases que se encuentre expuesto (Travers y Muskhelishvili, 2015).
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Figura 19: Grupos funcionales expuestos en los pares de bases del DNA en el surco mayor (M)
y menor (m). En amarillo se observa el grupo funcional metilo de la timina, en azul los grupos
funcionales bésicos: en el surco mayor se observan los grupos amino 6 de la adenina y el 4 de la
citosina. En el surco menor se observa el grupo amino-2 de la guanina. En rojo se encuentran
los dtomos de oxigeno y los nitrogenos ciclicos (Travers y Muskhelishvili, 2015).

Ademas de las interacciones entre proteina y DNA para la regulacién de la expresion
génica Travers y Muskhelishvili también mencionan la importancia de la capacidad de la

molécula del DNA para cambiar su conformacién para compactarse y descompactarse.

La molécula de DNA puede modelarse como una cadena lo suficientemente elastica para
curvarse de acuerdo a las configuraciones necesarias para su empaquetamiento. Estas
configuraciones son dependientes de las bases nitrogenadas que conformen a la secuencia
de DNA (Zhurkin, 1983; Koo et ak., 1986; Satchwell et al., 1986; Luijsterburg et al., 2008;
Travers y Muskhelushvili, 2015). El empaquetamiento del DNA se debe a la interaccion
del nucleosoma y el DNA enrrollado en él. La compactacion del DNA en el nucleosoma se
facilita porque la molécula tiene direcciones de curvatura preferenciales. Esta preferencia
de curvatura se debe a secuencias cortas de G-C y de A-T que van alternando. En general,
las secuencias codificantes presentan una mayor proporciéon de G-C. Esto se debe a que
los codones de los amino acidos més abundantes también tienen una mayor proporcién
de G-C. Por lo tanto, las secuencias no codificantes presentan una mayor proporcion
de A-T. Esta distribucion de los pares de bases en el genoma implica que las secuencias

codificantes son menos flexibles, sin embargo en los cromosomas eucariontes las secuencias
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codificantes se encuentran en los nucleosomas en mayor proporcién que las secuencias
codificantes. Esto posiblemente se deba a otro tipo de interaccion fisica (Struhl y Segal,
2013), y a una consecuencia evolutiva de la interaccion DNA-nucleosoma estudiada en
2015 por Xing y He, donde concluyen que existe un sesgo mutacional, favoreciendo la

presencia de G-C en los genomas eucariontes.

El indice de homogeneidad, IDH

En 1995 Miramontes y colaboradores analizaron la homogeneidad estructural de la mo-
lécula del DNA en diferentes organismos a partir de un indice que valora variaciones
estructurales del DNA: el indice de homogeneidad, IDH. Las propiedades estructurales
que tomaron en cuenta fueron: el tipo de enlace entre los pares de bases, si las bases son
puricas o pirimidinicas y si el grupo funcional que presentan es amino o ceto. Para el caso
de el tipo de enlace lo definieron como fuerte o débil de acuerdo al nimero de enlaces
de hidrégeno que unen a los pares de bases. Un enlace fuerte es aquel que presenta tres

enlaces de hidrogeno y un enlace débil es el que presenta dos enlaces de hidrogeno.

A cada nucleotido de la secuencia de DNA a la que se determina el IDH se le asigna
un valor de cero o de uno de acuerdo al tipo de propiedad estructural que presenta. Por
ejemplo, al analizar el tipo de enlace se asigna el uno a los nucle6tidos que forman enlaces

fuertes y cero a los nucledtidos que forman enlaces débiles.

A partir de la secuencia binaria que proviene de la secuencia de nucleétidos de DNA se
cuantifica el tipo de variacion estructural en dos nucledtidos contiguos de acuerdo a sus
valores de cero y uno y se cuantifica el total de ceros y unos en la secuencia. Por ejemplo,
la secuencia AATGCAATGA traducida a codigo binario de acuerdo al tipo de enlace
es 0001100010 y presenta dos pares de nucledtidos 00, un par de nucle6tidos 01 y dos
pares de nucleotidos 10 con un total de siete ceros y tres unos. El indice de IDH, d, se

calcula a partir de estos datos. El valor de IDH para el tipo de enlace de la secuencia

AATGCAATGA se calcula de la siguiente manera:
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_ NooNit — NotN1ig — (2)(0) — (1)(2)

a NN (00B)

= —0.0952381

Donde: N;; es el nimero de ij dinucledtidos (i = 00,10,01,11 ), Ny y Ny es el namero
total de ceros y de unos en la secuencia y el producto de éstos normaliza el indice al

intervalo [—1, 1]

Cuando el IDH se calcula sobre la secuencia binaria obtenida a partir de la dicotomia
fuerte-débil, se le denomina dWS y analogamente se le llama dYR y dMK para los casos

purina-pirimidina y amino-ceto.

En el citado estudio, se propuso que el IDH para el caso WS es una parametrizacion de
la energia libre (Breslauer et al, 1989) y que YR es una medida de la varianza de los

angulos estructurales, sin tener una interpretacién semejante para el caso MK.

Miramontes y colaboradores en 1995 encontraron que existen caracteristicas fisicas de la
molécula del DNA que correlacionan con el dominio taxonoémico al que pertenecen las
secuencias de los quince organismos que analizaron. Para su estudio analizaron los CDS
(coding secuences) de los quince organismos disponibles hasta ese momento. A las carac-
teristicas fisicas de la molécula del DNA que correlacionan con el dominio taxonémico
de las secuencias de los organismos analizados se les definieron como estilos estructurales
de la molécula del DNA. Al graficar los valores de IDH para tipo de enlace,dW .S, y tipo

de base,dY R, observaron que éstos se agrupan en diferentes cuadrantes (figura 20).
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Figura 20: Gréafica de valores de IDH para tipo de base (dYR) y tipo de enlace (dWS). En el
cuadrante superior izquierdo se encuentran agrupados los organismos procariontes y en el cua-
drante inferior derecho se encuentran agrupados los organismos eucariontes. (imagen modificada
de Miramontes et al., 1995

A partir de sus resultados concluyen que el genoma de los organismos analizados pre-

senta un fenotipo interno con sus propias presiones de seleccion y evoluciéon siendo la

organizacion estructural un factor de seleccion tentativo.
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Justificacion

En 1995, Miramontes y colaboradores (Miramontes et al., 1995) desarrollaron un método,
el IDH, indice de homogenidad de DNA, para cuantificar la variacién estructural en se-
cuencias codificantes y encontraron que los organismos de diferentes dominios presentan
estilos estructurales particulares. Aunado a ésto, la revision de Travers y Muskhelushvili
en 2015 acerca de la estructura y la funcion del DNA (Travers y Muskhelishvili, 2015)
concluye que la informacion estructural en la molécula del DNA permite el empaque-
tamiento de la molécula.. Estudios recientes también muestran que el genoma de los
procariontes y eucariontes presentan diferencias topologicas (Xing y He, 2015; Teves y
Henikoff, 2014). Debido al aumento exponencial del nimero de genomas secuenciados de
diferentes organismos se propone extender el analisis de Miramontes a un mayor niimero
de secuencias codificantes asi como a comparar los estilos estructurales de secuencias

codificantes y no codificantes del mismo genoma.
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Hipoétesis y objetivos

Hipotesis
Las secuencias codificantes de H.sapiens presentan un estilo estructural diferente a las

secuencias codificantes de E. coli K-12 MG1655, y las secuencias, codificantes y no codi-

ficantes, de H. sapiens presentan el mismo estilo estructural.

Objetivo general

Determinar y comparar el IDH de las secuencias codificantes y no codificantes de los

genomas de H. sapiens y de E. coli K-12 MG1655.

Objetivos particulares

= Obtener secuencias codificantes y no codificantes del ensamblado del genoma de

H.sapiens GRCh38 y del de E. coli K-12 MG1655.
= Determinar el IDH de las secuencias de H.sapiens GRCh38 y E. coli K-12 MG1655..

= Comparar el IDH de las secuencias codificantes de H.sapiens GRCh38 con el de las

secuencias codificantes de F. coli K-12 MG1655.

= Comparar el IDH de las secuencias codificantes con el de las no codificantes de

H.sapiens GRCh38
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= Realizar una prueba estadistica que permita determinar si se encuentran diferencias

significativas entre los estilos estructurales de las secuencias comparadas.
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Material y métodos

Obtencién de secuencias codificantes y no codificantes de H. sa-

piens 'y E. coliK-12 MG1655

Los genomas utilizados en este estudio fueron el ensamblado del genoma de H. sapiens
GRCh38 y el genoma de E.coli K-12 MG1655 con registro en NCBI NC _000913.3. Las
secuencias de E. coli se obtuvieron de la base de datos Regulatory Sequence Analysis
Tool (RSAT). Las secuencias de H. sapiens se obtuvieron de las bases de datos: CCSB
Human Orfeome Collection, la base de datos Ensembl, utilizando un programa escrito
en R (apéndice 1), y del UCSC Genome Browser utilizando la aplicacion Table Browser

(apéndice 2).

Las secuencias seleccionadas para E. coli K-12 MG1655 fueron 4,294 ORF (open reading
frames). Las secuencias codificantes seleccionadas para H. sapiens fueron 19,239 ORF,
y 6,915 secuencias codificantes (CDS, coding secuence). Se tomaron en cuenta los ORF
y las CDS de manera separada porque las secuencias ORF presentan exones e intrones,
y las secuencias CDS son todos los exones concatenados que son traducidos a proteinas
(figura 21). Como secuencias no codificantes se seleccionaron 320, 089 secuencias Alu, al
ser el tipo de secuencia més abundante de los elementos SINE en el genoma humano (Gu

et al., 2000).
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Figura 21: Esquema que muestra la diferencia entre un ORF y una secuencia CDS. La secuencia
de DNA presenta la regiéon promotora, los sitios de union de factores de transcripcién, intrones
y exones. El transcrito primario presenta el codén de inicio (aug) y los codones de paro (uga,
uaa y uag), exones e intrones. Después del splicing se obtiene el mRNA maduro que presenta
las secuencias 5’ y 3 UTR y los exones concatenados que seran traducidos a proteina (CDS)
(figura modificada de www.biostars.org/p/47022/).

Determinaciéon del IDH a las secuencias de H. sapiens y E. coli

K-12 MG1655

Se escribié un programa en el lenguaje de programaciéon Python con la biblioteca Biopyt-
hon para leer las diferentes secuencias, traducirlas a c6digo binario de acuerdo al tipo de

propiedad estructural y posteriormente obtener sus valores de IDH (figura 22)(apéndice
1).
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Figura 22: Diagrama de flujo que explica el programa escrito en Python para obtener los valores
de IDH de dWS, dYR y dMK de las secuencias de E. coli y de H. sapiens.



El primer paso del programa fue leer las secuencias, de manera independiente, de cada
organismo. Posteriormente se defini¢ la funciéon para traducir las secuencias a codigo
binario de acuerdo a la propiedad estructural. Por tltimo, se contabilizé el nimero de
00,01,11,10 y el total de ceros y unos de las secuencias para obtener los valores de IDH

y se guardaron en un archivo de texto.

A partir de los valores de IDH con los tres tipos de propiedades estructurales, se hicieron
tres diferentes graficas de dispersion en tres dimensiones con un programa escrito en el
lenguaje de programacion R (apéndice 1). Para el primer analisis se compararon los ORF
con los CDS de H. sapiens, para el segundo anélisis se compararon los ORF de H. sapiens
con los ORF de E. coli K-12 MG1655 y para el tercer anilisis se compararon los ORF

de H. sapiens con las secuencias Alu de H. sapiens.

Por tltimo se hicieron las pruebas estadisticas de Welch con un programa escrito en
el lenguaje de programacion R (apéndice 1) de los valores de IDH de los tres tipos de
propiedades. Las pruebas estadisticas se hicieron para evaluar si los ORF y CDS de H.
sapiens, los ORF de H.sapiens y los ORF de E. coli K-12 MG1655 , y las secuencias Alu

y los ORF de H. sapiens presentaban diferencias significativas.
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Resultados y discusion

A las secuencias ORF de E. coli, los ORF, las CDS y las secuencias alu de H.sapiens se
les determiné el IDH para dWS, dY R y dM K. A partir de los tres valores de IDH se
hicieron graficas de dispersion para comparar los estilos estructurales de la molécula del
DNA de H. sapiens y de E. coli. Ademas se realiz6 la prueba estadistica de Welch (Welch,
1947) para determinar si hay diferencias significativas entre los estilos estructurales de

las secuencias de H. sapiens y de E. coli

Debido a que las secuencias ORF de H.sapiens presentan intrones se compararon sus
valores de IDH con los valores de IDH de las secuencias CDS de H. sapiens para mostrar
que presentan el mismo estilo estructural y por lo tanto, poder compararlas con los ORF

de E. coli y las secuencias Alu.

La comparacion de los valores de IDH de las secuencias CDS y ORF de H. sapiens
muestran que pese a que los ORF contienen intrones, se comportan de la misma manera
que las secuencias codificantes. La grafica de dispersion en tres dimensiones muestra que
ambas nubes de puntos se encuentran en la misma region (figura 23). El valor p de la
prueba t de Welch para estas secuencias es de 0.7221 por lo que no se rechaza la hipétesis
nula y se concluye que las distribuciones tienen la misma media. A partir de la grafica
de dispersion y la prueba estadistica podemos afirmar que las secuencias CDS y los ORF

de H. sapiens presentan el mismo estilo estructural.
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Figura 23: Grafica de dispersion en tres dimensiones de valores de IDH para ORF (rojo) y CDS
(morado) de H. sapiens. En el eje x se encuentran los valores de dY R, en el eje y se encuentran
los valores de dWS y en el eje z se encuentran los valores de dM K.

A partir de los valores de IDH de los ORF de E. coli y de los valores de IDH los ORF
de H. sapiens se construyo6 la grafica de dispersion en tres dimensiones para comparar el
estilo estructural de la molécula del DNA de ambos organismos. En esta grafica (figura
24) se observa que la nube de puntos de los valores de IDH de las secuencias ORF de H.
sapiens se agrupa de manera independiente que la nube de puntos de los valores de IDH
de los ORF de FE. coli. Ambas nubes de puntos presentan un desplazamiento en direccion
opuesta. El valor p de la prueba de Welch fue de 6.57 x 1071¢ por lo que se rechaza
la hipotesis nula y se concluye que las muestras tienen diferente estilo estructural. De
acuerdo a este resultado se confirma lo propuesto por Miramontes y colaboradores en

1995 de que organismos de dominios diferentes presentan un estilo estructural distinto.
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Figura 24: Grafica de dispersion en tres dimensiones de los valores de IDH de los ORF de H.
sapiens (rojo) y E.coli (cian). En el eje = se encuentran los valores de dY' R, en el eje y se
encuentran los valores de dW S y en el eje z se encuentran los valores de dM K.
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Al comparar los valores de IDH de las secuencias Alu y los valores de IDH de los ORF
de H. sapiens se observa que la nube de puntos de las secuencias Alu y los ORF de H.
sapiens se agrupan en la misma region de la grafica en tres dimensiones (figura 25) con
lo cual se puede argumentar que las secuencias codificantes y no codificantes presentan
el mismo estilo estructural. Sin embargo el valor p de la prueba Welch fue de 2.2 x 10716
por lo que se rechaza la hipétesis nula con lo cual se puede argumentar que las secuencias

no presentan el mismo estilo estructural.

dMK

Figura 25: Grafica de dispersion en tres dimensiones de los valores de IDH para los ORF de H.
sapiens (rojo) y las secuencias Alu (negro). En el eje x se encuentran los valores de dY R, en el
eje y se encuentran los valores de dW .S y en el eje z se encuentran los valores de dM K.
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Debido a los resultados anteriores, se analizé las distribuciones de los valores de IDH
de las secuencias ORF y Alu de H. sapiens son distintas. Por lo que construimos los
histogramas de los valores de dWS, dY Ry dM K de las secuencias Alu (figura 26). En
el histograma de los valores de dY R se observa una distribucién bimodal, por lo que

podemos concluir que existen dos subpoblaciones de tipos de secuencias Alu.
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Figura 26: Histograma polar de los valores de IDH dW S (azul) , dY R (rojo) y dM K (verde)
de las secuencias Alu de H. sapiens.

Debido a la bimodalidad de la distribucion de los valores de IDH de dY R de las secuencias
Alu se invalida a la prueba Welch porque ella supone que las distribuciones son normales.
Consecuentemente, no podemos comparar las medias de los valores de IDH de los ORF y
de las secuencias Alu de H. sapiens. Hasta donde sabemos, no hay pruebas paramétricas
que comparen la semejanza de las medias de dos muestras cuando no se cumple el supuesto

de normalidad.

La presencia de dos subpoblaciones de tipos de secuencias Alu podria explicarse debido a
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la diferencia de la longitud de la cola de poli adenina. En 2002 Roy-Engel y colaboradores
dividieron a los elementos Alu en las subfamilias Alu J y S; y en las subfamilias AluYbS8,
Alu Yab y Alu Yaba2, de acuerdo a la edad relativa de insercion de las secuencias. La
subfamila Alu J es la méas antigua, la subfamila S es edad intermedia y el resto de
las subfamilias son las mas jovenes. La longitud media de las colas de poliA’s para las
subfamilias Alu J y S es de 21 + 8 y para las subfamilias AluYb8, Alu Yab y Alu Yaba2
va de 26 a 30 + 9 a 11. La diferencia de subfamilias respecto al tamano de las colas de
poli adenina se relaciona con la tendencia de mutaciones que favorece la proporciéon de

G y C en los genomas eucariontes que menciona Xing y He en 2015 (ver antecedentes).

La diferencia de tamanos de las colas de poli adeninas podrian afectar la distribuciéon de
los valores de IDH de dY R. Recordando que indice IDH se calcula mediante la siguiente

formulas:

_ NooN11 — No1 Ny

d
NoN,

donde las adeninas toman el valor de cero cuando se traducen a binario para el tipo de
base, dY R, por lo tanto Nyy en nuestra féormula podria ser lo suficientemente grande

como para que d sea > 0.

Miramontes y colaboradores en 1995 propusieron que la organizacion estructural del ge-
noma de un organismo es un factor tentativo de seleccién y que presenta un fenotipo
interno. De acuerdo a la sintesis extendida a partir de analisis genémicos, se pueden
estudiar los procesos evolutivos a través de toda la escala genética de organizacion, enfa-
tizando que al estudiar la interaccion de los diferentes genes entre si se puede observar su
efecto en la expresion fenotipica (Pigliucci y Miiller, 2010). Por lo tanto, el estudio de la
organizacion estructural de la molécula del DNA deberia de tomar en cuenta el contexto
genético de las secuencias que se estan analizando, es decir, la presencia de secuencias

que se encuentren bajo seleccién positiva, las diferentes tasas de mutaciéon y recombi-
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nacion, y la posicion de las secuencias dentro del genoma, por mencionar algunas. De
manera particular en nuestro estudio los diferentes tamafios de las colas de poli adenina
en las secuencias Alu posiblemente estan siendo afectados por el contexto en el que se
encuentran, provocando un aumento o una disminucion de la longitud de las colas de poli

adenina.
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Conclusion y perspectivas

La estructura de la molécula del DNA en el genoma no es uniforme. Las secuencias co-
dificantes y no codificantes varian estructuralmente debido a la diferente composicion
de bases nitrogenadas y a la interaccion entre los diferentes elementos que conforman
a la molécula. Las diferencias estructurales que presenta la molécula son necesarias pa-
ra su interaccion con las proteinas. Estas diferencias estructurales también se observan
en los genomas de organismos de diferentes dominios, lo cual no es de extranarnos de-
bido al distinto orden y proporcién en que se encuentran las secuencias codificantes y
no codificantes; y los diferentes mecanismos de regulacion de la expresion génica y de

compactacion del DNA.

En el presente trabajo de acuerdo a los valores de IDH de los ORF y CDS de H. sa-
piens se concluye que pese a que los ORF presentan intrones las secuencias presentan el
mismo estilo estructural. Ademas los valores de IDH de las secuencias codificantes de H.
sapiensy E. coli se confirma que presentan un estilo estructual distinto. En cambio para
las secuencias codificantes (ORF) y no codificantes (Alus) de H. sapiens no podemos
confirmar que presenten el mismo estilo estructural debido a que los valores de dY R
de las secuencias Alu presentan una distribuciéon bimodal. Para comprobar si presentan
el mismo estilo estructural se propone realizar pruebas de Monte Carlo. Estas pruebas
calculan la distancia (Dg) entre las medias de las poblaciones que se quieren comparar,
posteriormente se toman submuestras aleatorias de cada una de las poblaciones y se

calcula nuevamente la distancia de las medias. Este procedimiento se realiza miltiples
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veces con nuevas submuestras aleatorias. Por iltimo se comparan las distancias de las
medias calculadas de las submuestras con la distancia original (Dy), si la mayorfa de las
distancias de las submuestras es menor a Dj se puede concluir que ambas poblaciones
son iguales, es decir, presentan la misma media. Ademéas para comprobar si las secuen-
cias codificantes y no codificantes de H. sapiens presentan el mismo estilo estructural,
se podria determinar el IDH de otro tipo de secuencias no codificantes como los elemen-
tos dispersos largos, LINE. Otro tipo de secuencias clasificadas como no codificantes,
como los pseudogenes, podrian darnos resultados sesgados debido a que anteriormente
codificaban a proteina y no podriamos considerarlos completamente como secuencias no
codificantes. Los programas desarrollados en este trabajo para la descarga de secuencias

y determinacion del IDH podrian ser nuevamente utilizados para futuros analisis.

Debido a los resultados obtenidos de las secuencias no codificantes de H. sapiens propo-
nemos que el andlisis se realice en un mayor ntimero de organismos que presenten una
mayor proporcion de secuencias no codificantes, por ejemplo las gimnoespermas y las an-
gioespermas debido a que son representantes de organismos con genomas grandes donde
la mayor parte de éste es no codificante. Ademaés seria interesante analizar secuencias de
organismos simbiontes para saber si el simbionte ha modificado el estilo estructural de

su genoma debido a su interaccion con el hospedero.

ol



Apéndice 1

Programa utilizado para descargar las secuencias codi-

ficantes CDS de H.sapiens

A continuaciéon se muestra el esquema que explica el programa escrito en el lenguaje de

programacion R para descargar las secuencias CDS de H. sapiens (figura 36) asi como el

€!/Ensembl @

codigo del mismo.

CDS ATATGCGTATGGCTATA

1-23 - Coding.fasta

Homo sapiens

Figura 27: Diagrama que explica el programa escrito para obtener las secuencias codificantes
de H. sapiens. A partir de la base de datos Ensembl se obtuvieron las secuencias codificantes
(CDS) de H. sapiens por medio del lenguaje de programacion R. Las secuencias se obtuvieron
de cada uno de los 23 cromosomas y se guardaron en un solo archivo tipo fasta.



Cédigo en R para descargar secuencias CDS de H. sapiens

library("biomaRt")
#browseVignettes("biomaRt")
ensembl=useMart ("ensembl")

#listDatasets (ensembl)

ensembl = useMart("ensembl",dataset="hsapiens_gene_ensembl")
filters = listFilters(ensembl)

#filters

library(Biostrings)

#Secuencias codificantes

#Toma todas las secuencias codificantes de los cromosomas

# Se hace una solicitud a la base de datos de Ensembl pidiendo el tipo
#de secuencia (en este caso codificante) y la regidén en donde la debe de
#buscar, en nuestro caso es cada uno de los cromosomas y especificamos

#tel tamafio de cada uno de los cromosomas

Cl1 = getSequence(chromosome=1, start=1, end=248956422,
type="entrezgene",seqType="coding", mart=ensembl)

C2 = getSequence(chromosome=2, start=1, end=242193529,
type="entrezgene",seqType="coding", mart=ensembl)

C3 = getSequence(chromosome=3, start=1, end=198295559,
type="entrezgene",seqType="coding", mart=ensembl)

C4 = getSequence(chromosome=4, start=1, end=190214555,
type="entrezgene",seqType="coding", mart=ensembl)

C5 = getSequence(chromosome=5, start=1, end=181538259,

type="entrezgene",seqType="coding", mart=ensembl)
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Ccé

Cc7

C8

C9

C10

C11

C12

C13

C14

C15

C16

C17

C18

C19

getSequence (chromosome=6, start=1, end=170805979,

type="entrezgene",seqType="coding",

getSequence (chromosome=7, start=1, end=159345973,

type="entrezgene",seqType="coding",

getSequence (chromosome=8, start=1, end=145138636,

type="entrezgene",seqType="coding",

getSequence (chromosome=9, start=1, end=138394717,

getSequence (chromosome=10,

getSequence (chromosome=11,

getSequence (chromosome=12,

getSequence (chromosome=13,

getSequence (chromosome=14,

getSequence (chromosome=15,

getSequence (chromosome=16,

getSequence (chromosome=17,

getSequence (chromosome=18,

getSequence (chromosome=19,

type="entrezgene",seqType="coding",
start=1, end=133797422,
type="entrezgene",seqType="coding",
start=1, end=135086622,
type="entrezgene",seqType="coding",
start=1, end=133275309,
type="entrezgene",seqType="coding",
start=1, end=114364328,
type="entrezgene",seqType="coding",
start=1, end=107043718,
type="entrezgene",seqType="coding",
start=1, end=101991189,
type="entrezgene",seqType="coding",
start=1, end=90338345,
type="entrezgene",seqType="coding",
start=1, end=83257441,
type="entrezgene",seqType="coding",
start=1, end=80373285,
type="entrezgene",seqType="coding",
start=1, end=58617616,

type="entrezgene",seqType="coding",

ITI

mart=ensembl)

mart=ensembl)

mart=ensembl)

mart=ensembl)

mart=ensembl)

mart=ensembl)

mart=ensembl)

mart=ensembl)

mart=ensembl)

mart=ensembl)

mart=ensembl)

mart=ensembl)

mart=ensembl)

mart=ensembl)



C20 = getSequence(chromosome=20, start=1, end=64444167,
type="entrezgene",seqType="coding", mart=ensembl)
C21 = getSequence(chromosome=21, start=1, end=46709983,
type="entrezgene",seqType="coding", mart=ensembl)
C22 = getSequence(chromosome=22, start=1, end=50818468,
type="entrezgene",seqType="coding", mart=ensembl)
C23 = getSequence(chromosome=23, start=1, end=156040895,

type="entrezgene",seqType="coding", mart=ensembl)

#Juntamos las secuencias de cada cromosoma en un solo objeto
Coding= data.frame()

Coding=rbind(Coding, as.list(C1,C2,C3,C4,C5,C6,C7,C8,CI,
c10,C11,C12,C13,C14,C15,C16,C17,C18,C19,C20,C21,C22,C23))
#Eliminamos todas las entradas que no presenten secuencias
pos=which(Coding[,1] == "Sequence unavailable")
Coding=Codingl[-pos,]

#Las secuencias obtenidas las pasamos a un archivo .fasta
library(seqinr) #Para crear archivos fasta utilizamos este paquete
write.fasta(as.list(Codingl[,1]), names= as.list(Codingl[,2]),

file.out="coding.fa", open="w", nbchar=60, as.string=FALSE)

Programa escrito en Python para determinar los valores

de dWS, dYRy dMK

Funcién para traducir a cédigo binario de acuerdo a dW S

#Para obtener dWS

v



from string import *

letras = [’A’, °C’, °G’, ’T’]

#Se define una funcion para traducir a binario
def to_binarydWS(x):

if x==?A° or x=="T’0r x==’a’ or x==’t’:

return ’0°

elif x=="C’ or x==’G’ or x==’c’ or x ==’g’:
return 1’

else:
pass

#print(x.id)



Funcién para traducir a cédigo binario de acuerdo a dY R

#Para obtener dYR

from string import *

letras = [’A’, °C’, ’G’, ’T’]

#Se define una funcion para traducir a binario
def to_binarydYR(x):

if x==’A’ or x=="G’or x==’a’ or x==’g’:

return 0’

elif x==’C’ or x==’T’ or x==’¢’ or x ==’t’:
return ’1°

else:
pass

#print(x.id)

Funcién para traducir a c6digo binario de acuerdo a dM K

#Para obtener dMK

from string import *

letras = [’A’, °C’, °G’, ’T’]

#Se define una funcion para traducir a bimnario
def to_binarydMK(x):

if x==’A’ or x==’C’0r x==’a’ or x==’c¢’:

return ’0’

elif x=="T’ or x==’G’ or x==’t’ or x ==’g’:
return ’1’

else:
pass

#print(x.id)

VI



Funcién para hacer un ciclo en un archivo .fasta y leer cada secuencia por
separado, después con la funcién TO  BINARY(X) anterior se traducen las
secuencias a cédigo binario. A continuacién se muestra el cédigo para dWS.
Los cédigos para dY Ry dM K, son equivalentes s6lo se debe cambiar la funcién

TO BINARY (X) a la correspondiente para cada uno de ellos.

#Se define una funcion para hacer un ciclo sobre nuestras secuencias las cuales

#pasaran a binario con la funcion anterior

def ParseSec(x):
segWsS = 7’
x = next(record_iterator)
dna = x.seq
r = range(len(dna))
#print (len(dna))
for i in r:
if dnal[i] in letras:

seqWS = seqWS + to_binarydWS(dnalil)

segWsS = " ".join(seqWS[i:i+2] for i in range(0, len(seqWS), 2))
dOWS = seqWS.count(’0?)

d1WS = seqWS.count(’1’)

dOOWS = seqWS.count(’00?)

d11WS = seqWS.count(’11’)

dO1WS = seqWS.count(’01’)

d10WS = seqWS.count(’10’)

dws = (1.0*%d00OWS*d11WS-d10WS*d01WS) /(dOWS*d1WS)
#print (len(seqWS), ’long bin’)
#print (dws, ’dWS’)

print (dws)
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#Con el paquete de Biopython hacemos un interador de

#secuencias de nuestro archivo fasta

from Bio import SeqlO

record_iterator = SeqlO0.parse("ecoli.fasta", "fasta")

#obtenemos el numero de secuencias en nuestro archivo fasta

records = list(SeqIO0.parse("ecoli.fasta", "fasta"))

#el numero de registros sera la longitud en que trabaje la funcion ParseSec
recrange = range(len(records))

for i in recrange:

ParseSec(record_iterator)

Programa para hacer las graficas de dispersion de valo-

res de IDH

#Se abren los archivos .txt de los distintos valores de IDH de todas las secuencias.

#Para alus
AludYR= data.matrix(read.table("GenomaAlusYR.txt"))

AludWs

data.matrix(read.table("GenomaAlusWS.txt"))

AludMK

data.matrix(read.table("GenomaAlusMK.txt"))

#Para ORF H.sapiens

sapiensdYR = data.matrix(read.table("dYRORF2.txt"))

sapiensdWS = data.matrix(read.table("dWSORF2.txt"))

sapiensdMK = data.matrix(read.table("dMKORF.txt"))

#Para CDS
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sapiensCdYR = data.matrix(read.table("dYRcoding.txt"))
sapiensCdWS = data.matrix(read.table("dWScoding.txt"))
sapiensCdMK = data.matrix(read.table("dMKcoding.txt"))

#Para coli

colidYR = data.matrix(read.table ("dYRcoli.txt"))
c0lidWS = data.matrix(read.table("dWScoli.txt"))
c0lidMK = data.matrix(read.table("dMKcoli.txt"))

#Para graficas 3D

library(rgl)

#0RFsapiens vs Alu
plot3d(AludYR, AludWS, AludMK,
xlab="dYR", ylab="dWsS", zlab="dMK")

points3d(sapiensdYR, sapiensdWS, sapiensdMK, col="red")

#0RFsapiens vs CDS
plot3d(sapiensdYR, sapiensdWS, sapiensdMK, col='"red",
xlab="dYR", ylab="dWS", zlab="dMK")

points3d(sapiensCdYR, sapiensCdWS, sapiensCdMK, col="blueviolet")

#0RFsapiens vs ORFcoli
plot3d(sapiensdYR, sapiensdWS, sapiensdMK, col="red",
xlab="dYR", ylab="dWS", zlab="dMK")

points3d(colidYR, colidWS, colidMK, col="cyan")
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Programa escrito en R para la prueba de Welch

#Para realizar la prueba Welch

#Se abren los archivos .txt de los distintos valores de IDH de todas las secuencias.

#Alus
AludYR= data.matrix(read.table("GenomaAlusYR.txt'"))

AludWS

data.matrix(read.table("GenomaAlusWS.txt"))

AludMK

data.matrix(read.table("GenomaAlusMK.txt"))

#Para ORF H.sapiens

sapiensdYR = data.matrix(read.table("dYRORF2.txt"))

sapiensdWS = data.matrix(read.table("dWSORF2.txt"))
sapiensdMK = data.matrix(read.table("dMKORF.txt"))
#Para CDS

sapiensCdYR = data.matrix(read.table("dYRcoding.txt"))
sapiensCdWS = data.matrix(read.table("dWScoding.txt"))
sapiensCdMK = data.matrix(read.table("dMKcoding.txt"))

#Para coli

colidYR = data.matrix(read.table ("dYRcoli.txt"))
c0lidWS = data.matrix(read.table("dWScoli.txt"))
co0lidMK = data.matrix(read.table("dMKcoli.txt"))

#Hacemos una matrix de todas las secuencias

Alus = matrix()



Alus = cbind(AludYR, AludWS, AludMK)

ORFsapiens = matrix()

ORFsapiens = cbind(sapiensdYR, sapiensdWS, sapiensdVMK)

Coding = matrix()

Coding = cbind(sapiensCdYR, sapiensCdWS, sapiensCdMK)
ORFcoli = matrix()

ORFcoli = cbind(colidYR, colidWS, colidMK)

#Prueba de Welch
t.test(ORFsapiens, Coding)
t.test (ORFsapiens, Alus)
t.test (ORFsapiens, sAlus)

t.test (ORFsapiens, ORFcoli)
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Apéndice 2

Parametros utilizados en la aplicacién Table Browser del

UCSC Genome Browser

Las secuencias Alu de H. sapiens se obtuvieron de la base de datos del UCSC Genome
Browser utilizando la aplicaciéon Table Browser, los pardmetros utilizados para descargar

las secuencias de todo el genoma son los siguientes.

Tabla 3 : Parametros utilizados para descargar secuencias Alu de la aplicacion Table Browser

Clade Mammal
Genome Human
Assembly Dec. 2013 (GRCh38/hg38)

Group Repeats

Track RepeatMasker

table rmsk

Region genome

Filter edit

Output format sequence
file type returned gzip compressed

Dentro del parametro Filter se editaron los siguientes parametros (Tabla 4)
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Tabla 4 : Parametros editados en el pardmetro Filter de la aplicaciéon Table Browser

repClass

SINE

repFamily

Alu
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