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RESUMEN.

Los genomas procariontes convencionales consisten de una sola
molécula circular de DNA y su tamano es variado. Sobre esta
molécula de DNA los genes se encuentran dispuestos de manera
secuencial, con relativamente poco espacio intergénico. Dado que el
genoma es circular, la ubicacidon de genes se puede dar de acuerdo
a su posicion en pares de bases o en referencia a sus coordenadas
en el mapa gendémico circular. Sin embargo, la direccion de la
transcripcion no es unica. Algunos genes se transcriben en el
sentido de las manecillas del reloj y otros en sentido contrario.
Convencionalmente, las coordenadas gendmicas parten del sitio de
origen de la replicacion y dado que ésta va a proceder de manera
bidireccional, a una cadena se le denomina positiva (lider) y a la otra
negativa (retrasada), en referencia al avance de las horquillas de
replicacion. Cuando el genoma replica, el proceso termina
aproximadamente en el lugar opuesto al sitio de origen, lo cual le da
al genoma una division simétrica respecto a este proceso. Desde
hace tiempo, se notd que existe una asimetria en la direccidon
transcripcional, en el sentido de que un mayor numero de genes se
transcriben en la misma direccion global del proceso de replicacion
en cada una de las dos mitades del genoma. La hipotesis mas
simple es que si la replicacién y la transcripcion proceden al mismo

tiempo, pero en direcciones opuestas, se darian “colisiones” entre la
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DNA polimerasa y la RNA polimerasa; entonces la asimetria
dependeria simplemente del nivel de expresion, de tal manera que
aquellos genes con mayor nivel de transcripcién se ubicarian en la
direccion global de la replicacion. Una hipotesis alternativa propone
que los genes que se transcriben en la misma direccion que la
replicacion corresponden a genes “esenciales” para la supervivencia
del organismo, si bien no es sencillo definir qué significa que un gen
sea esencial ya que esto depende de las condiciones de desarrollo y

las caracteristicas del propio organismo.

Las predicciones y resultados de ambas propuestas siguen
debatiéndose. Nuestro enfoque para evaluar la controversia fue
cuantificar la asimetria transcripcional en 41 genomas procariontes
representativos de diferentes grupos, incluyendo arqueas, y llevar a
cabo una comparacion de los genes que se transcriben en una u
otra cadena, para determinar si existe una correlacion entre los
diferentes genomas. Dicho de otro modo, se hicieron comparaciones
para establecer si en diferentes genomas se encuentra una relaciéon
entre los genes y su asimetria transcripcional. Nuestros resultados
confirman las asimetrias reportadas y aportan un nuevo enfoque

sobre las causas de las mismas.
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INTRODUCCION.

Los seres vivos estan integrados por células y éstas a su vez por
moléculas. Cuando se examinan individualmente, estas moléculas
se ajustan a todas las leyes fisicas y quimicas que rigen el
comportamiento de la materia inerte. Los sistemas bioldgicos son
altamente complejos y tienen un alto grado de organizacion, poseen
estructuras internas que contienen muchas clases de moléculas
complejas, de bajo peso molecular -tales como lipidos, carbohidratos
etc.- y de alto peso molecular -como las proteinas y el DNA-. En
especial, el DNA ha sido y sigue siendo de gran interés para la

comunidad cientifica®.

El descubrimiento del DNA se remonta al invierno de 1868-1869
cuando un joven doctor suizo llamado Friedrich Miescher, (el cual
trabajaba en el laboratorio de Felix Hoppe-Seyler en la Universidad
de Tubingen) realizaba experimentos sobre la composicién quimica
de leucocitos. En sus experimentos, Miescher notoé un precipitado de
una sustancia desconocida. Sus propiedades durante el
procedimiento de su aislamiento y su resistencia a la digestion por
proteasas indicaron que la nueva sustancia no era una proteina o un
lipido. En trabajos subsecuentes con otros tejidos tales como
higado, testiculos, riidn, eritrocitos nucleados y levaduras, Miescher

mostrdé que la molécula era un componente caracteristico de todos
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los nucleos y a partir de sus observaciones y el aislamiento de ésta,

la llamé “nucleina’.

Miescher estaba ansioso de caracterizar mejor el precipitado vy
escribié varios protocolos para obtener mayores cantidades de
nucleina. Después de haber desarrollado el protocolo con el cual
aislé nucleina con suficiente pureza y en grandes cantidades,
Miescher se dio a la tarea de establecer su composicion elemental.
El procedimiento involucraba el calentamiento de la sustancia para
ser analizada en presencia de varios agentes quimicos que
reaccionaban selectivamente con los diferentes elementos
constitutivos. Los productos de las reacciones fueron pesados para
cuantificar cada elemento. Miescher estuvo muy consciente que el
analisis elemental era crucial para ayudar a descubrir la verdadera
naturaleza de la nucleina y si ésta en realidad era distinta a otras

moléculas organicas.

Encontré varios elementos tipicos de las moléculas organicas como
carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrégeno y notablemente grandes
cantidades de fésforo. Esto revelé que era diferente a las proteinas
y que como Miescher confirmé mas tarde, carecia de azufre, lo cual
lo llevé a concluir que “... estamos trabajando con una entidad sui
generis no comparable con cualquier grupo conocido hasta ahora”
(Miescher, 1871).
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Durante un cuarto de siglo, Miescher trabajé con la nucleina y
desarroll6 varias teorias sobre sus funciones. La idea inicial fue que
la nucleina servia como almacenamiento de fosforo dentro de la
célula o actuaba como un precursor para la generacion de otras
moléculas. Después de haber descubierto nucleina en células
germinales, por ejemplo, su gran abundancia en espermatozoides,
Miescher lleg6 a sospechar que la nucleina estaba involucrada en el
mecanismo de fertilizacion (la fusiéon de dos células derivadas de un

macho y una hembra).

El final del siglo XIX fue un tiempo de intensa investigacion y
especulacion sobre los mecanismos que controlan la fecundacioén y
la transmision de rasgos hereditarios de una generacion a otra. En
este contexto, las publicaciones de Miescher de 1874 sobre la
aparicion de grandes cantidades de nucleina en esperma de
diferentes especies de vertebrados causaron gran interés dentro de
la comunidad cientifica. EI mismo Miescher estuvo cerca de
contestar correctamente a la pregunta. En su publicacién Die

Spermatozoen einiger Wirbeltiere escribio: “...si uno quiere asumir
gue una unica sustancia es la causa especifica de la fertilizacion,
entonces se debe sin duda considerar primero a la nucleina”
(Miescher, 1874). Sin embargo, Miescher descarté la idea de que la

nucleina contenia la informacion hereditaria porque pensaba que era
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poco probable que la misma sustancia pudiera dar como resultado la

diversidad de diferentes especies animales.

Miescher presumia que la informacion hereditaria podria ser
codificada en el estado estereoquimico del atomo de carbono. Al
igual que un alfabeto de 24 a 30 letras es suficiente para representar
todas las palabras y conceptos en diferentes lenguajes, estos
estereoisomeros podrian ser usados para crear moléculas
conteniendo diferente informacion. EI enorme numero de carbonos
asimétricos a lo largo de las moléculas organicas, tales como el de
las proteinas, podrian permitir un inmenso numero de
estereoisomeros. Una proteina que contenga 40 carbonos
asimétricos podria tener 2*° estereoisémeros: un numero
suficientemente grande que pudiera codificar para la informacion

hereditaria de todas las diferentes formas de vida.

Miescher contrajo tuberculosis a principios de los 1890s y cayo
seriamente enfermo y tuvo que dejar de trabajar. Estuvo en un
sanatorio en Davos donde no recuperd su salud y finalmente el 26

de agosto de 1895 Friedrich Miescher murié.

Después de la muerte de Miescher, otros investigadores continuaron
con su trabajo de la naturaleza de la nucleina influenciados por
Hoppe-Seyler, entre ellos, Albrecht Kossel y Richard Altmman,

quienes desarrollaron protocolos que les permitieron purificar
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nucleina libre de proteina y de esa manera pudieron examinar los
componentes quimicos. Finalmente, Altmman logré la separacion del
DNA de las proteinas en sus preparaciones y en 1889, basado en el
hecho de que se comportaba como un acido, él nombré a la
sustancia “Nucleinsaure” (acido nucleico). Kossel, a su vez, llevé a
cabo un trabajo pionero identificando la construccion fundamental de
la nucleina y determiné que estaba compuesta por cinco bases
diferentes -dos bases derivadas de la purina: adenina y guanina; y
tres bases de la pirimidina: timina, citosina y uracilo- ademas de un
azucar y acido fosférico. Asimismo confirmé que esto era exclusivo
del nucleo®’. Mas adelante el bioquimico ruso Phoebus Levene
estudio la estructura y funcién de los acidos nucleicos y encontrd
que existian diferentes tipos quimicos (DNA y RNA). Sus modelos de

estudio fueron levaduras y células del timo.

Dado que las levaduras tienen un citoplasma comparativamente mas
grande que su nucleo el acido nucleico en mayor abundancia es
RNA, a diferencia de los timocitos que tienen un nucleo mas grande

que su citoplasma siendo el acido nucleico mayoritario el DNA.

El demostrd que la pentosa que aparecia en la nucleina de la
levadura era ribosa. Esto fue porque sus desarrollos experimentales
los realiz6 en medio alcalino para hidrolizar el acido nucleico, y con

dicho procedimiento, en realidad el estudio se enfocé en la
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composicion y estructura del RNA porque el DNA no se hidroliza en

medio alcalino®.

Al final de su carrera, Levene, asumiendo que los acidos nucleicos
eran macromoléculas, hizo un supuesto simplificador, en donde
propuso que el DNA y el RNA eran “polimeros de tetranucleotidos”.
Este principio se basé en su analisis de la composicion molar de
bases en el DNA y habia llegado a la conclusion de que las
proporciones de A, T, G, y C eran equimolares y conformaban una
molécula basica denominada tetranucleétido, el cual constituia la
unidad basica del DNA. Esta unidad se repetiria de manera
invariante hasta formar la macromolécula. Esta interpretacion
enfatizé la idea de que los acidos nucleicos no tenian un papel
importante en la transmisidén hereditaria (informacional) y que solo
eran elementos estructurales. Esta idea la retomaron un grupo de
cientificos llamados “el grupo del fago” integrado por Max Delbrick y
Salvador Luria, entre otros, donde consideraban que los acidos
nucleicos eran parte del andamiaje de los cromosomas por una
razon intuitivamente aceptable: si las proteinas estaban constituidas
por veinte aminoacidos (20 unidades) y los acidos nucleicos por solo
cuatro nucledtidos (4 unidades), lo mas razonable era considerar
que las instrucciones genéticas tendrian que ser codificadas por las

proteinas y no por los acidos nucleicos®.
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Mientras tanto, un bacteriélogo britanico llamado Frederick Griffith, el
cual era especialista en la epidemiologia y patologia de la neumonia
bacteriana, en 1928 public6 un articulo demostrando Ia
transformacién bacteriana. En su trabajo inyect6 ratones con dos
tipos de neumococos: bacterias virulentas muertas por calor junto
con bacterias no virulentas vivas. Muchos ratones murieron después
de cierto tiempo y en el tejido cardiaco encontré gran cantidad de
bacterias vivas virulentas, causantes de la muerte de los ratones. Lo
que Griffith descubrié fue que durante la infeccidon, las bacterias
muertas por calor habian transmitido su capacidad patogénica a las
bacterias no virulentas, es decir, las habian “transformado” y esta
capacidad virulenta se mantenia a través de generaciones®. La
hipétesis mas probable fue que algun compuesto de las bacterias
patdogenas era el responsable de la transformacion. Quedaba
esclarecer entonces la naturaleza quimica de este principio

transformante.

Quien se propuso dilucidar la naturaleza quimica del “principio
transformante” fue un médico canadiense llamado Oswald Avery, y
en 1943 demostrd que la sustancia era DNA y no proteina. Esto lo
logré mediante un estudio en el que hizo un analisis detallado del
fendbmeno de transformacion de algunos tipos especificos de
neumococos. De éste concluyd que la fraccion aislada que contenia

acido desoxirribonucleico de neumococos tipo Il capsulados
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(patdégenos), era capaz de transformar neumococos tipo Il no
capsulados (no patégenos) a capsulados. Concluyé que la
informacion genética estaba contenida en genes: “...la sustancia que
induce transformacién al igual que el antigeno capsular, el cual se
produce en respuesta a la misma ha sido considerada como un

gen...””.

Posteriormente en 1952 Martha Chase y Alfred Hershey confirmaron
los resultados de Avery. Ellos hicieron sus trabajos infectando
bacterias de Escherichia coli utilizando el fago T2 (un virus que sélo
infecta bacterias E. coli y se reproduce dentro de ellas). Dado que,
las proteinas no contienen fosforo y el DNA no contiene azufre,
marcaron el DNA del fago con fésforo radiactivo (P-32) y las
proteinas con azufre radiactivo (S-35) para poder diferenciar cual de
los dos componentes entraba a la bacteria. Analizando los
resultados se dieron cuenta de que las proteinas del fago se
encontraban fuera de la bacteria, y su DNA se encontraba dentro de
la misma®. Con base en estos resultados concluyeron que las
proteinas del fago no tienen una funcibn en el crecimiento
intracelular del mismo y que el DNA es la parte del fago que infecta a
las bacterias, por lo tanto, el material hereditario de los fagos era el
DNA.
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Después de que Oswald Avery identifico que el DNA era la molécula
capaz de transmitir la informacion hereditaria, en 1944 el bioquimico
austriaco Erwin Chargaff y colaboradores se interesaron en el
estudio del DNA y en 1949 nuevamente analizaron la equivalencia
de bases en dicha molécula. En su primer estudio reportaron la
distribucion de purinas y pirimidinas en el DNA derivado del timo y
bazo de ternera’. Posteriormente realizaron estudios similares con
B. subtilis y espermas de erizo de mar® y encontraron una relacién
en la proporcion de cada una de las diferentes bases, en donde

(Purinas)

[A]I=[T] y [G]=][C] lo cual los condujo a que "~
(Pirimidinas)

=1y aesta

proporcion se le llama la relacion de simetria de Chargaff. Dicha
relacion no es compatible con la hipotesis del tetranucledtido

propuesta por Levene’. Por otro lado con los resultados obtenidos

(A+T)

en sus trabajos también los condujeron a que ;< #1, lo cual es

(G+C)
una caracteristica especifica de cada genoma, llamando a ésta, la
relacion de asimetria®. Todas las investigaciones de Chargaff
aportaron informacion sumamente importante para establecer la

estructura fisica del DNA.

Mientras la evidencia genética y bioquimica iba acumulandose en
torno al DNA como el material hereditario, los estudios sobre su

estructura fisica se llevaron a cabo en Inglaterra utilizando la
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difraccion de rayos X, desarrollada por W. Henry y W. Lawrence

Bragg, padre e hijo respectivamente, a principios del siglo XX.

Desde luego que el conjunto de técnicas implicadas en la
cristalografia de rayos X requiere de un conocimiento profundo de
fisica y matematicas, razén por la cual, hacia principio de la década
de 1950, existian muy pocos especialistas en esta area. Entre ellos
se encontraban Rosalind Franklin, Maurice Wilkins y Francis Crick,

entre otros.

Rosalind Franklin fue una quimica y cristalégrafa inglesa que en
1952 en el King's College en Londres, hizo estudios de difraccion de
rayos X de fibras de DNA. Ella describié dos formas de dichas fibras,
a las que llamé forma A y B respectivamente’®. Posteriormente, en
1953, escribié un articulo donde presento la fotografia de difraccion
de rayos X de la forma B del DNA " que fue la clave necesaria para
confirmar el modelo de la doble hélice propuesto por Watson &

Crick en el mismo ano.

Francis Crick fue un fisico britanico que habia desarrollado diversos
métodos matematicos para la interpretacion de los patrones de
difraccion de rayos X. Trabajando en el laboratorio Cavendish en la
Universidad de Cambridge conocié a un bidlogo norteamericano que
se unio al laboratorio, llamado James Watson, y asi comenzé una

labor de cooperacion entre ambos cientificos.
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Watson y Crick consideraban de gran interés biolégico determinar la
estructura fisica del DNA y en abril de 1953 publicaron un articulo
en el cual proponen la estructura fisica y quimica del DNA, la cual

describen de la siguiente manera: “...esta estructura tiene dos
cadenas helicoidales cada una enrollada alrededor del mismo eje.
Nosotros hemos hecho supuestos en la quimica, a saber, que cada
cadena consiste de grupos fosfatos unidos por un enlace diéster, a
su vez unidos a residuos de B-D-desoxiribofuranosa con enlaces
3' 5”12 También, basados en los resultados de Chargaff, ellos
propusieron la complementariedad de las bases y las condiciones
para la formaciéon de los puentes de hidrégeno que mantienen
unidas las cadenas de DNA. “... ellas se encuentran unidas en pares,
una sola base de una cadena se enlaza a una sola base de la otra
cadena mediante puentes de hidrégeno... uno de los pares debe ser
una purina y la otra una pirimidina para que ocurra la union... Los
pares son: adenina (purina) con timina (pirimidina) y guanina (purina)

con citocina (pirimidina)”*2.

Mas tarde, en otra publicacion del mismo afio, propusieron que dicha
estructura explicaba el mecanismo de copiado del material genético;
este modelo tenia una gran relevancia en la transmision de la
informacion genética, el cual fue postulado de la siguiente manera:
“...una cadena que conforma el DNA es complementaria a la otra.

Por ese motivo dicha molécula podria duplicarse por si misma,
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porque, si las cadenas se separan rompiendo los puentes de
hidrogeno, una cadena seria el molde para la formacién de la otra
cadena, entonces se tendrian dos cadenas donde antes sélo se

tenia una”'.

Después del modelo de la “doble hélice”, todavia existian preguntas,
una de ellas era: ;Cémo el DNA dirige la sintesis de proteinas?. Ya
que en ese tiempo no existia evidencia, solo se sabia que el DNA
era una molécula exclusiva del nucleo y las proteinas del citoplasma,
se pensaba que debia de existir una molécula mensajera
intermediaria entre estas dos. Los cientificos Sydney Brenner,
Francois Jacob y Matthew Meselson, explicaron e identificaron la
naturaleza de la molécula intermediaria a la cual llamaron RNA
mensajero -mRNA- y se dieron cuenta que dicha molécula era la que
acarreaba la informacién genética del nucleo a los ribosomas en el

citoplasma para la produccion de proteinas™.

Desde que los cientificos determinaron que el mRNA servia como
una copia de los genes en el DNA y con el conocimiento de la
secuencia de residuos de aminoacidos de una proteina,
inmediatamente surgieron mas preguntas acerca de la formacion de
una proteina. Especificamente se sabia que las proteinas estaban
compuestas por 20 diferentes aminoacidos y que sélo existian 4

nucledtidos en el mRNA -adenina (A), citocina (C), guanina (G) y
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uracilo (U)-. Pero ;cémo exactamente podrian 4 nucleétidos
codificar para 20 aminoacidos?. Algunas de estas respuestas fueron
dilucidadas por F. Crick y colaboradores. Los resultados de sus
trabajos los llevaron a concluir que el mMRNA debe ser descifrado en
tripletes (3 nucledtidos) y a esto lo llamaron coddn. También
determinaron que existen 64 codones y que varios de ellos son
redundantes -varios codones codifican para el mismo aminoacido- y

a esto lo llamaron el cédigo genético™.

Aunque la estructura de la doble hélice ya se habia propuesto, varias
décadas pasarian antes de poder analizar una secuencia de
nucledtidos del DNA en el laboratorio. El producto directo de la
secuenciacion es el ordenamiento de nucledtidos. ElI obtener
informacion de estos nucleétidos se llama anotacion, asi se puede
extraer informacién acerca de la composicibn de bases, su
estabilidad termodinamica, posibles estructuras secundarias,
periodicidades o repeticiones en la secuencia, entre otras'®, pero
principalmente, saber cual es la region codificante y reguladora. El
primer gen que se secuencio por W. Fierst y colaboradores, codifica
para una proteina de envoltura del bacteri6fago MS2 (virus de RNA)
por también fue el primer genoma completo de RNA secuenciado
por el mismo investigador en 1976'. Con el paso del tiempo se

fueron perfeccionando las técnicas de secuenciacién hasta poder
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secuenciar nucledtidos de DNA ya que se necesitaba otras técnicas

diferentes para poderlo hacer.

En este campo destaca un bioquimico britanico llamado Frederick
Sanger. Sus primeros trabajos se basaron en conocer la estructura
de las proteinas, especialmente la estructura de la insulina. El, junto
con otro investigador llamado Alan Coulson, secuenciaron pequefios
segmentos de nucledtidos de DNA de cadena simple, con una
técnica a la que nombraron “Plus and minus”. En esta técnica
sintetizaban pequefos iniciadores, marcaban los cuatro nucleétidos
con fosforo radiactivo (P-32) y utilizaban una enzima llamada DNA
polimerasa | de E. coli, para polimerizar el fragmento de DNA. Este
meétodo se utilizd para poder determinar dos secuencias del
bacteriéfago ®X1748.

Ellos sustituyeron la técnica “Plus and minus”, logrando desarrollar
otro procedimiento mas rapido y mas exacto. Esto gracias a la
implementacion de didesoxinucledtidos -nucledtidos que carecen del
grupo 3'-OH en la desoxirribosa-; estas moléculas terminan la
polimerizacién de la cadena de DNA debido a que no se forma el
enlace fosfodiéster, y de esta manera podian controlar el
didesoxinucledétido que se agrega al medio, encontrando diferentes
tamanos de la misma cadena de DNA polimerizada al revelarlos en

un gel de agarosa. Esta técnica secuenciaba fragmentos hasta de
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600 bases, con ello pudieron secuenciar el genoma completo del
bacteriéfago ®X174 (virus de DNA de cadena simple) que contiene

5,386 nucledtidos. A este método se le llamé “Sanger sequencing”'®.

En los afios 1990s, con el comienzo de investigaciones que
requerian secuenciacion, se promovié la mejora de estos métodos y
mediante la implementacion de didesoxinucledtidos con
fluorescencia, perfeccionamiento y automatizacién del proceso, se
lograron secuenciar hasta 96 muestras de DNA en un tiempo corto,
procesando entre 500 y 1,000 bases. Poco a poco, se han ido
reportando mas y mas secuencias de genomas completos desde el

genoma del virus ®X174%°, hasta el genoma humano?®' #

, pasando
por genomas mitocondriale323, de cloroplasto, plasmidos, virus,
bacterias®*, arqueas, levaduras, moscas?®, gusanos® y plantas?’. Si
bien en cada genoma secuenciado se encuentran caracteristicas
peculiares, en una perspectiva global éstos se pueden separar en

dos tipos biolégicos: eucariontes y procariontes®.

Las caracteristicas del genoma procarionte (bacterias y arqueas)
muchas veces sirve para contrastar y tomarlo como punto de
referencia para abordar la descripcion particular del genoma
eucarionte, sin embargo, los genomas procariontes son muy
diferentes a los eucariontes, en particular en su organizacion fisica

dentro de la célula. El concepto general ha sido que el genoma
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procarionte esta contenido en una sola molécula circular de DNA, la

cual se encuentra en el nucleoide.

Independientemente de cual sea la funcion asignada a cada gen, los
genomas procariontes comparten muchas particularidades tales

como:

o Densidad genética alta. Entre genes contiguos existe una
pequeia region de DNA intercistréonica, pero no existen grandes

cantidades de DNA espaciador.

o El tamafio de los genes individuales es variable, unos
cortos y unos largos, pero, en la mediana, el tamafio canonico de un

gen procarionte es de 1,000 pares de bases.

o Los genes son unidades discretas en los genomas y por lo
tanto, estan definidos y delimitados. En este sentido, un gen ocupa
una posicion definida en el genoma. Sin embargo, un gen se tiene
que transcribir y por lo tanto, independientemente de su ubicacion,
una de las dos cadenas del DNA va a servir como molde. Esto
depende de la posicién del promotor, el cual determina la direccion

de la transcripcion.

o Algunos genes estan asociados, formando unidades de

transcripcion que llamamos operones
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A pesar de estas caracteristicas y otras, la organizacion estructural
del genoma es altamente conservada (Figura 1). Por ejemplo, al
hacer una comparaciéon de los mapas genémicos de E. coli y Bacillus
subtilis (bacterias), los cuales divergieron hace varios millones de
anos, eéstos son mas similares entre si que dos genomas de
levaduras (eucariontes), los cuales divergieron hace pocos millones
de afos. Por lo tanto, los cromosomas bacterianos tienden a una

arquitectura en donde son complejos y plasticos al mismo tiempo °.

Figura 1| Arquitectura del genoma procarionte. Se muestran los elementos
organizacionales que en general se han encontrado en la mayoria de los
genomas bacterianos. Tomado y modificado [29].
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La organizacion del genoma de las arqueas ha recibido menos
atencion, aunque éstas comparten muchas similitudes con las
bacterias. Notablemente, las arqueas también tienen operones
conservados y acoplamiento de transcripcion-traduccion. Sin
embargo, a diferencia de las bacterias, muchas especies tienen

sincronizados multiples origenes de replicacidon 30

, aunque otras
tienen origenes facultativos que hasta ahora no se han encontrado

entre las bacterias *'.

El origen de replicacidon en bacterias, solo esta en una regidn
esencial cis-acting secuencias de DNA vecinas de un gen

necesarias para su expresion®?.

En el sitio de origen se abren las cadenas de DNA y aparecen dos
horquillas de replicacion las cuales se desplazan siguiendo
direcciones opuestas hasta llegar al sitio de término, el sitio dif,
donde toma lugar la decatenacion (separacién de las cadenas) del
cromosoma (Figura 1). Finalmente, el cromosoma es separado en
dos mitades (replicoros) replicados a partir de las diferentes
horquillas. El paso de las horquillas de replicacion remodela la
estructura del nucleoide y desplaza todas las moléculas que

interaccionan fisicamente con el cromosoma.

Existe la posibilidad de iniciar un nuevo evento de replicacién antes

de que una ronda previa finalice. Por ejemplo, en E. coli se tienen
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rondas de replicacion simultaneas, ya que la division celular toma
20 minutos y la replicacion del cromosoma toma tres veces mas
tiempo. El numero estimado de eventos de replicacion simultaneos
(R) es la razon entre el tiempo requerido para replicar todo el
cromosoma Y el tiempo entre dos divisiones celulares sucesivas. Si
R es cercano a cero entonces la replicacion del cromosoma es
escasa. Cuando R>1, las células experimentan multiples eventos de

replicacion. Cuando un gen esta mas cerca del origen, éste sera en

" R r rd
promedio 2 mas abundante en la célula que un gen cerca del
término. Dicho de otro modo, los genes cerca del origen tienen un

mayor numero de copias cuando R es alto.

Ahora, si se compara el proceso de replicacion en los genomas de
las arqueas y los eucariontes, contra las bacterias, se observan
diferencias, por ejemplo, la unica DNA polimerasa reconocida en el
genoma de Methanococcus jannaschii (arquea), es homodloga a la
polimerasa de replicacion nuclear de un eucarionte, pero estas
enzimas no estan relacionadas a su contraparte funcional en E. coli
y otras bacterias -DNA polimerasa Ill- *. También otro ejemplo son
los componentes de los aparatos de transcripcién. Las arqueas y
eucariontes son versiones similares entre si, comparandolas con
cualquiera de las bacterias. Las holoenzimas de las arqueas
contienen un numero adicional de subunidades que tienen

contrapartes solo en los eucariontes®.
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Desafortunadamente, en la actualidad se ignoran muchos
mecanismos celulares basicos de las arqueas, complicando el

analisis de sus efectos sobre la organizacion del genoma.

Se ha propuesto que la organizacién especifica del genoma
procarionte se puede deber a que algunos de los procesos celulares
interaccionan directa o indirectamente con el DNA a diferentes
escalas, local como la expresion de genes y global, tal como la
replicacion, afectando asi la estructura del genoma. Las causas
moleculares de estos procesos imponen restricciones y/o conducen
a la seleccion de muchas configuraciones favorables para efectos
genomicos. Naturalmente si dos procesos interaccionan en el
cromosoma, entonces se requiere una fina y sincronizada
organizacion. Como ejemplo de estas caracteristicas en la
organizacion, se incluye la sobreabundancia de genes en la cadena
lider (Figura 2) que posiblemente es causada por la interaccion
antagodnica entre la replicacion y la transcripcion. Se ha postulado
que este sesgo en la distribucidon de genes posiblemente favorece la
segregacion del cromosoma, ya que, existirian menos encuentros
fisicos (colisiones) entre la RNA polimerasa y la DNA polimerasa,

siendo asi la segregacion mas eficiente >° 3°.

La naturaleza de los encuentros entre el complejo de replicacion del

DNA y una RNA polimerasa activa, depende de la orientacién
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relativa del gen en relacion con la horquilla de replicacion. Si un gen
tiene su sitio de inicio de la transcripcion en el mismo sentido que el
movimiento de las horquillas de la replicacion, ambas polimerasas
se moveran a lo largo del templado en la misma direccion. Sin
embargo, ya que las horquillas de replicacion se mueven diez veces
mas rapido que los complejos transcripcionales, una DNA
polimerasa podria alcanzar y chocar con una RNA polimerasa por la
parte trasera ya que ésta se mueve mas lentamente. Tal encuentro
podria tener dos consecuencias, una podria ser que al chocar la
DNA polimerasa con la RNA polimerasa, la moviera del templado de
DNA y como consecuencia se abortaria prematuramente la
transcripcion. La otra seria que la DNA polimerasa disminuyera su
velocidad de sintesis al alcanzar a la RNA polimerasa, asi las dos
sintetizarian a la misma velocidad®” y no se abortaria ningln

proceso.
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Figura 2| Ejemplo esquematico de la asimetria transcripcional en genomas
bacterianos. Las barras de los dos circulos externos representan los genes,
iniciando en el origen de la replicacién (arriba). El circulo mas externo
muestra a los genes que se transcriben en el sentido de las manecillas del
reloj y el siguiente circulo, los genes que se transcriben en sentido contrario.
En ambas orientaciones, la gran mayoria de genes estdn situados en la
cadena lider.

Del mismo modo, cuando un gen transcripcionalmente activo, se

transcribe en sentido opuesto a la direccion de las horquillas de

Gy 0 ) U SO0 U 0 | P SO - Uy S 0 s ) o 3 U s S I s (U g L W 30 Ut | Pt Rt



Pagina |28

replicacion, el complejo de la DNA polimerasa se encontrara de
frente con la RNA polimerasa (colisién de frente). Esto se debe a
que el complejo de proteinas que forman la horquilla de replicacion
incluye una o mas proteinas que estan localizadas a lo largo de la
cadena retrasada de DNA con una polaridad opuesta a la direccion
de la polimerizacién. Estas proteinas son esenciales para el avance
de la horquilla de replicacion, como la helicasa que desenrolla el
DNA de doble cadena y la primasa que provee de iniciadores para la
polimerizacion de la cadena retrasada del DNA. Debido a que se
translocan a lo largo de la cadena retrasada, dichas proteinas
podrian encontrarse de frente con cualquier RNA polimerasa que se
esté moviendo en direccion opuesta a la horquilla de replicacion
(Figura 3). Sin un mecanismo de regulacion esto podria impedir que
contintie el movimiento de ambas . Por esta razdn se ha planteado
que los genes altamente expresados son posicionados
preferentemente en la cadena lider para permitir una rapida
replicacion y minimizar la interrupcion de la transcripcion 9
Entonces, la alta expresividad tendria como resultado un rapido
crecimiento de la célula. Por lo tanto, células de rapido crecimiento
tendrian un alto sesgo de sus genes en la cadena lider. A pesar de
esto, existe evidencia que recientemente ha cambiado este énfasis.
Primero en estudios en E. coli y B. subtilis, se encontré6 que en

promedio el 78% de los genes que codifican en la cadena lider, no
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son altamente expresados. Segundo, el mayor sesgo de genes en la
cadena lider que se ha encontrado, ha sido en bacterias con tasas

bajas de crecimiento, por ejemplo Borrelia burgdorferi.

Sin  embargo, existe una hipotesis que sugiere que el
posicionamiento preferencial de los genes en la cadena lider, es

debido a la esencialidad de los mismos, no a su expresividad*.

Si bien el concepto de gen “esencial” es ambiguo, ya que en
principio todos los genes son necesarios para el suministro basico
de metabolitos que son indispensables para la célula bajo
circunstancias generales o especiales. Lo que se ha propuesto como
un gen esencial, es un grupo de genes que estan involucrados
particularmente en la transferencia de la informacion hereditaria y la

compartamentalizacion del genoma*.

Una manera de agrupar a los genes se logra al determinar su
funcién, de esta manera se les asigna un codigo que los identifica -
Cluster Ortology Groups (COG)- independientemente de la especie
de que se trate. Asi se ha llegado ubicar que, en la cadena lider,
preferencialmente se posicionan genes que codifican para la
estructura del ribosoma, traduccion, biogénesis, control del ciclo

celular y division celular®’.
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También se ha reportado que los genes en la cadena retrasada son
en promedio 48% mas cortos que los ubicados en la cadena lider y
que los genes que codifican para proteinas para un tamafo mayor a
200 aminoacidos son muy escasos en la cadena retrasada. Se
piensa que probablemente el tamafo esta correlacionado al nivel de

conflicto entre la interaccion de la replicacion y la transcripcién42.

Figura 3| Tipos de colisiones entre la DNA polimerasa y RNA polimerasa.
En esta figura se muestran los diferentes resultados que se esperarian
cuando chocan la DNA polimerasa y la RNA polimerasa. Las colisiones de
frente se dan cuando la RNA polimerasa estd operando en la cadena
retrasada y las colisiones co-orientadas se dan cuando la RNA polimerasa
opera en la cadena lider. Cabe mencionar que hay elementos de las
polimerasas que no se representan para no complicar el esquema.
Tomado y modificado [35].
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JUSTIFICACION

Evolutivamente los genomas procariontes tienen un nivel de
organizacion altamente conservado. Entre muchas
caracteristicas, una que resalta es el posicionamiento preferencial

de genes en la cadena lider con respecto a la cadena retrasada.

Se han propuesto varias hipétesis para poder atribuir dicho sesgo en
la cadena lider, sin embargo, sigue sin establecerse a qué se debe

esta tendencia.

Por tal razon, los analisis que realizan comparaciones gen por gen
de genomas completos, son una estrategia mas fina que aun no se
ha explorado exhaustivamente y ayudaria a fortalecer o refutar las

teorias antes planteadas y poder asi proponer otras.
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OBJETIVOS.

o Corroborar que existe una asimetria transcripcional en los

genomas procariontes.

o Identificar los genes anotados en las bases de datos y analizar

su ubicacién en la cadena lider y/o retrasada.

o Inferir el nivel de expresion de algunos genes seleccionados en
ambas cadenas utilizando el Codon Adaptation Index (CAl), para

genes que son considerados esenciales y no esenciales.
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MATERIALES Y METODOS.

Se seleccionaron 30 genomas de bacterias que no fueran
parasitos intracelulares (que no dependa de otro organismo para
su supervivencia) y 11 genomas de arqueas; éstos tenia que
estar anotados y reportados en las bases de datos de National
Center for Biotechnology Information (NCBI) y Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG); (Tabla 1) con el fin

de hacer mas robusto el analisis.
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Tabla 1| Genomas utilizados®

Organi: Clave KEGG Clave NCBI Tamaiio del (pb) | Nimero de Genes

Francisella philomiragia fph NC_010336 2045775 1911
Runella slithyformis rsi NC_015703 6568739 5458
Nostoc punctiforme npu NC_010628 8234322 6086
Desulfurispirillum indicum din NC_014836 2928377 2571
Nitrosococcus halophilus nhl NC_013960 4079427 3749
Escherichia coli K-12 eco NC_000913 4639675 4146
Pusillimonas T7 7 put NC_015458 3883605 3696
Acidiphilium cryptum acr NC_009484 3389227 3063
Candidatus Koribacter versatilis aba NC_008009 5650368 4777
Geobacter lovleyi glo NC_010814 3917761 3606
Rhodoferax ferrireducens rfr NC_007908 4712337 4169
Escherichia coli (EHEC) ece NC_002655 5528445 5298
Methylococcus capsulatus mca NC_002977 3304561 2956
Actinobacillus succinogenes asu NC_009655 2319663 2079
. |Nitrobacter winogradskyi nwi NC_007406 3402093 3122
Bacteria | 1 obium meliloti sme NC_003047 3654135 3359
Bradyrhizobium sp. bra NC_009445 7456587 6717
Yersinia enterocolitica palearctica yep NC_015224 4552107 3936
Pseudogulbenkiania NH8B pse NC_016002 4332995 4012
Corynebacterium efficiens cef NC_004369 3147090 2838
Erwinia tasmaniensis eta NC_010694 3883467 3427
Pelodictyon phaeoclathratiforme pph NC_011060 3018238 2707
Sulfurimonas denitrificans tdn NC_007575 2201561 2096
Nautilia profundicola nam NC_012115 1676444 1730
Dictyoglomus thermophilum dth NC_011297 1959987 1912
Exiguobacterium sibiricum esi NC_010556 3034136 3007
Bacillus subtilis bsu NC_000964 4215606 4176
Clostridium acetobutylicum cac NC_003030 3940880 3671
Clostridium botulinum cho NC_009495 3903260 3592
Leuconostoc citreum Ici NC_010471 1796284 1702
Nitrosopumilus maritimus nmr NC_010085 1645259 1796
Methanocaldococcus jannaschii mja NC_000909 1664970 1714
Caldivirga maquilingensis cma NC_009954 2077567 1963
Sulfolobus tokodaii sto NC_003106 2694756 2826
Thermoproteus neutrophilus tne NC_010525 1769823 1966
Arquea |Hyperthermus butylicus hbu NC_008818 1667163 1603
Methanosarcina acetivorans mac NC_003552 5751492 4540
Pyrobaculum arsenaticum pas NC_009376 2121076 2299
Methanococcus aeolicus mae NC_009635 1569500 1490
Methanothermobacter thermautotrophicus mth NC_000916 1751377 1873
Thermococcus kodakaraensis tko NC_006624 2088737 2306

®En la columnas se presenta el nombre del organismo (organismo), la clave con la cual se
identifica en la base de datos del KEGG (clave KEGQ), la clave con la cual se identifica en
la base de datos del NCBI (clave NCBI), el tamario del genoma en pares de bases
(tamaiio del genoma en pb) y el niimero total de genes que tiene cada organismo en su

genoma (ndimero de genes). Para bacterias y arqueas
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Se obtuvieron las listas de genes de cada genoma completo en el
servidor FTP del NCBI y se realizé la revisidn de las caracteristicas
de cada gen, tales como ubicacién en el genoma, cadena en la que
esta codificado, tamafio, coédigo COG (Cluster of Orthologous
Groups) y producto. Asimismo se corroboré su ubicacion en el mapa

gendémico del NCBI correspondiente (Figura 4).

Figura 4| Corroboracion de los genomas anotados. En la imagen A se
presenta el genoma anotado de £. coliK-12 en el servidor FTP del

NCBI y en la figura B se muestra el mapa genémico correspondiente,
esto con el fin de corroborar que no existieran errores en la anotacién.
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Una vez corroborado que los datos coincidian, se cargaron los
archivos del servidor FTP del NCBI en hojas de calculo

independientemente (Figurab).

Figura 5| Transferencia de los genomas anotados en FTP de NCBI a hojas
de cdlculo. Se ejempilifica la transferencia de los datos anotados en el
servidor FTP del NCBI para su posterior tratomiento Bioinformético.
Todos los genomas anotados en el del NCBI que se seleccionaron (Tabla 1)
fueron transferidos a hojas de cdlculo.
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Para determinar qué genes se ubican en la cadena lider y cuales en
la cadena retrasada, se dividio el tamafo del genoma a la mitad a
partir del origen de la replicacion, de este modo se tuvieron dos
mitades. En la base de datos FTP del NCBI, de toda la informacién
que arroja la anotacién de los genomas, un dato de gran relevancia
es en qué cadena se ubica cada gen. Cuando un gen se localiza en
la cadena sentido, se indica con un signo “+” y cuando se encuentra

en la cadena antisentido se indica con un signo “”. Entonces, al
tener el genoma dividido en dos mitades, los genes que se
encuentran en la primera mitad y estan anotados con el signo
positivo, corresponden a genes ubicados en la cadena lider, y los
que tienen el signo negativo, corresponden a los genes ubicados en
la cadena retrasada. De lo contrario, en la segunda mitad, los genes
anotados con signo positivo corresponden a genes ubicados en la
cadena retrasada y los genes anotados con el signo negativo, son

genes que se ubican en la cadena lider.

Posteriormente se contaron de los genes que codifican en la cadena

lider y en la cadena retrasada, en cada genoma.

Finalmente, para todos los genomas analizados, se realizé una
macro en donde se le dio las instrucciones necesarias para que
ubicara cada gen, en que genomas se encontraba y la cadena en la

que codificaba.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

A partir de los archivos tenian el nombre del gen y la cadena en que
se localiza, se llevo a cabo la separacion de los genes que se ubican
en la cadena lider y en la cadena retrasada y se cargaron
independientemente en nuevas hojas de calculo donde se contaron
el numero de genes ubicados en cada cadena y se hizo una relacion
porcentual con respecto al numero total de genes en todo el
genoma. Esto se repitié para todos los genomas y se obtuvieron dos
listas independientes para cada genoma una en la que se tienen los
genes codificantes en la cadena lider y otra que contiene los genes

codificantes en la cadena retrasada.

Asimetria transcripcional.

Con el fin de observar si existe una asimetria en la transcripcién en
los genomas analizados, se realizé un histograma de los genes que
codifican en la cadena lider y en la cadena retrasada, el cual
muestra una tendencia a contener mas genes en la cadena lider
(Grafica 1).

UL PP U U RO AP U SO U Ul



Pagina |39

a0

U]

Pt

IR i U g L N 1]

>

T

s
4
9

Grafica 1| Se muestra una clara tendencia a contener mayor cantidad de genes en la cadena lider
(arriba de 50%) para la mayoria de los genomas de las bacterias, no asi para los genomas de las arqueas.
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Como se puede apreciar en la Grafica 1, efectivamente se confirma
un sesgo transcripcional hacia la cadena lider en la mayoria de los
genomas bacterianos; no asi en los genomas de arqueas. Por esta
razon soélo se continud el trabajo con bacterias. Cabe mencionar que
una caracteristica de los genomas de las arqueas, es que, a
diferencia de las bacterias, pueden tener varios origenes de
replicacion. Otro genoma analizado parcialmente fue el de
Saccharomyces cerevisiae y de igual manera no se percibe un

sesgo transcripcional (datos no mostrados).

Tomando en cuenta el sesgo, se quiso analizar si existe alguna
relacion filogenética. Para esto, se observd que las Proteobacterias
tienen genomas mas simeétricos que los Firmicutes, en donde existen
tendencias muy marcadas a contener mas genes en la cadena lider
(Figura 6).

Gy 0 ) U SO0 U 0 | P SO - Uy S 0 s ) o 3 U s S I s (U g L W 30 Ut | Pt Rt



Pagina |41

Figura 6] En rojo se muestran los Firmicutes y en azul las Proteobacterias,
observando que se encuentran alejados filogenéticamente, ubicdndose en
los extremos del arbol para el Dominio Bacteria. Tomado [47].

Validacion del sesgo en las cadenas.

Con el fin de establecer si es representativo el sesgo que se muestra
en la Grafica 1 y validar la tendencia existente en los genomas de
Bacterias, se realizé una prueba Ji cuadrado. Dicha prueba arrojo
como resultado un valor de Ji cuadrado de 101.17, usando una
frecuencia esperada de 50. El resultado se comparé con los valores
criticos de la distribucion de Ji cuadrado para un intervalo de
confianza de 99.9% y como parametro 29 grados de libertad, siendo
58.30. El resultado obtenido es mayor al reportado en las tablas de

Ji cuadrado, por lo tanto, es rechazada la hipdtesis de que la
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densidad génica es igual en ambas cadenas para los genomas de

bacterias.

Adicionalmente, se llevdé a cabo una comparacion de los genes que
se transcriben en una u otra cadena, utilizando el COG (Cluster
Orthologous Groups) que es un codigo especifico para cada gen,
con el propédsito de saber su funcion y poderlo asociar con las
categorias reportadas en la literatura. Dicho de otro modo, se
hicieron comparaciones para establecer si en diferentes genomas se
encuentra una relacion entre los genes y su asimetria
transcripcional, ya que una hipétesis alternativa propone que los
genes que se transcriben en la misma direccion que la replicacion
corresponden a genes ‘“esenciales” para la supervivencia del
organismo. Para esto se realizé una macro en Excel, en la cual se
buscaron asociaciones del mismo COG en las treinta listas que
corresponden a cada genoma bacteriano por cadena. Se realizé un

histograma con los resultados obtenidos (Grafica 2).
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Grdfica 2| Los resultados arrojaron tres genes que siempre se ubican en la
cadena lider en los 30 genomas de las bacterias y 2 genes que se ubican en
29 genomas en la cadena retrasada.

Tabla 2/ Nombre de los genes comunes encontrados.

Cadena Lider

Cadena Retrasada

Numero de

(eo]c] Gen genomas en los que
se encuentra
3-oxoacyl-ACP
reductase Signal
COG1028IQR | (related to short- 30 COG0642T transduction 29
chain alcohol histidine kinase
dehydrogenases)
Methylase
involved in Response
COG2226H |[ubiquinone/men 30 regulators
aquinone consisting of a
biosynthesis TS CheY—Iik.e receiver .
domainand a
. winged-helix DNA
Signal binding domain
COG0642T transduction 30
histidine kinase
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Dado el sesgo transcripcional reportado en los genomas
bacterianos, si la mayor cantidad de los genes ubicados en la
mayoria de los genomas bacterianos tienden a estar en la cadena
lider, se podria esperar que la conservacién de genes comunes
fuese mayor en la cadena lider con respecto a la cadena retrasada
en cada evento de comparacion. Como se muestra en la Grafica 2,
el porcentaje de genes comunes localizados en la cadena lider y en
la cadena retrasada, disminuye de manera similar cuando se

comparan mayor numero de genomas.

Asi, se puede predecir que si aumentamos el numero de genomas
analizados, habra un momento en el cual ya no existan genes que

sean comunes en ninguna de las cadenas.

Este hecho indica la no conservacion en la localizacion de genes
individuales en la cadena lider o retrasada en los 30 genomas

analizados.

Esto sugiere que la posicion de los genes (cadena lider o cadena
retrasada) en genomas bacterianos es un proceso de ubicacion

aleatoria.

Un parametro no analizado fue la ubicacién fisica de los genes en el

mapa gendmico, con respecto a otros genomas.
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Estos resultados contradicen la hipdtesis de la esencialidad,
planteada por algunos investigadores, ya que en el analisis
realizado, los genes que siempre se encontraron ubicados en la
cadena lider, no codifican para productos relacionados con la
estructura del ribosoma, traduccion, biogénesis, control del ciclo

celular o division celular*'.

Por el contrario, nuestro analisis muestra que son pocos los genes
que se presentan con alta frecuencia en la cadena lider y retrasada
de los genomas analizados. En el caso de la histidincinasa, que esta
localizada con una alta frecuencia en ambas cadenas, es probable
que represente una familia multigénica derivada por eventos de

duplicacion.

Los dos genes encontrados en la cadena retrasada, se encuentran
en el operdn llamado Vic. Este operdn contiene 3 genes. A los dos
presentados en la Tabla 2, se les ha encontrado funcién, mientras
que el tercero aun no se ha descrito y aparece anotado como

proteina hipotética **.

Sirven para adaptarse a cambios en el
ambiente, teniendo distintas vias para una amplia variedad de
estimulos, incluyendo nutrientes, estados celulares redox, cambios

en la osmolaridad, quorum sensing, antibidticos y mas **.

Asimismo, se hizo un analisis comparativo para poder determinar si

los genes comunes encontrados en ambas cadenas estan presentes
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con alta frecuencia en todos los genomas utilizados,
independientemente de si estan ubicados en la cadena lider o
retrasada (Tabla 3).

Tabla 3/ Nimero de copias por genomd’.

Bacteria €0G
1028IQR 2226H 064217 [/ Z
Acidiphilium cryptum JF-5 32 9 7 11
Actinobacillus succinogenes 1307 6 3 3 3
Bacillus subtilis subsp. subtilis str 25 8 15 14
Bradyrhizobium sp. ORS 278 51 19 36 17
Candidatus Koribacter versatilis 14 18 21 26
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 8 9 21 22
Clostridium botulinum A ATCC 3502 5 5 25 27
Corynebacterium efficiens YS-314 8 7 5 6
Desulfurispirillum indicum S5 4 7 23 8
Dictyoglomus thermophilum 7 2 1 3
Erwinia tasmaniensis Et1/99 9 4 14 10
Escherichia coli K-12 MG1655 15 6 17 14
Escherichia coli 0157:H7 EDL933 (EHEC) 17 8 18 15
Exiguobacterium sibiricum 255 15 19 3 11 16
Francisella philomiragia 9 2 2 3
Geobacter lovleyi 3 15 51 16
Leuconostoc citreum 8 2 2 6
Methylococcus capsulatus str 5 13 10 7
Nautilia profundicola 4 4 4 11
Nitrobacter winogradskyi Nb-255 8 10 14 9
Nitrosococcus halophilus 6 15 8 7
Nostoc punctiforme 29 29 68 38
Pelodictyon phaeoclathratiforme 8 7 5 2
Pseudogulbenkiania NH8B 13 7 17 14
Pusillimonas T7 7 32 5 13 15
Rhodoferax ferrireducens 24 11 26 19
Runella slithyformis DSM 31 16 26 15
Sinorhizobium meliloti 1021 26 5 11 8
Sulfurimonas denitrificans 3 6 18 22
Yersinia enterocolitica palearctica 11 7 14 12

b . . L
Se muestra el nimero de copias que estan presentes por genoma para los genes con
alta frecuencia de la Gréfica 2. No se tomé en cuenta la cadena en la cual se ubican, por

lo tanto, se utilizaron los genomas completos.
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Con el fin de determinar si los genes comunes encontrados en
ambas cadenas tienen la caracteristica de ser altamente
expresados, se obtuvieron los valores de CAl (Codon Adaptation
Index), los cuales se asocian y pueden predecir el nivel de
expresion de un gen. Comunmente, los valores de CAIl son usados
como referencia de genes altamente expresados de una especie,
determinando el uso de cada codén sindnimo *°. Asi, se obtuvieron
los valores de CAIl de Nautilia profundicola ya que se encuentran

reportados “°.

Los resultados no fueron estadisticamente significativos (datos no
mostrados); por lo anterior, decidimos hacer un analisis mas

enfocado.

Se eligieron algunos genes que se consideraron esenciales, los
cuales codifican para la estructura del ribosoma, la estructura de la
DNA polimerasa, algunas chaperonas y los genes comunes
encontrados en el analisis anterior, para la cadena lider, hasta sumar
un total de diez genes. Se obtuvieron las secuencias, se hizo un
concatenado de las diez secuencias y se utilizé el programa llamado
Codon Usage Database para traducir la secuencia concatenada y
visualizar el uso de codones preferenciales, y asi compararlos con
los valores de CAIl reportados. Lo mismo se hizo para la cadena

retrasada (Tabla 4). Los resultados se presentan en la Tabla 5.
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Tabla 4| Genes utilizados para hacer la secuencia concatenada®.

Cadena lider Cadena retrasada

50S ribosomal protein L25/general stress protein Ctc Chaperonin GroS

DNA polymerase Il delta prime subunit HolB Chaperonin GroEL

Chromosomal replication initiator protein DnaA DNA polymerase Il subunit alpha

DNA-directed RNA polymerase subunit beta UDP-N-acetylglucosamine acyltransferase
Replicative DNA helicase Sensory box/ggdef domain protein

PAS/PAC sensor signal transduction histidine kinase Amidophosphoribosyltransferase

Arabinose efflux permease DNA primase dnaG

30S ribosomal protein S2 Putative cupin domain protein
Anthranilate/para-aminobenzoate synthases component | |Dihydroxy-acid dehydratase

Chaperone protein DnaJ Ribosomal large subunit pseudouridine synthase C

‘Indica los genes que se consideraron para hacer dos secuencias independientes

concatenadas, una para la cadena lider (azul) y otra para la cadena retrasada (rojo).

I ) g L W S 3D Ut | Pt

s 15 ) g o G 00 U s S R U o 1 1 e It | Pt



Tabla 5/ Uso preferencial de codones.

Cadena Lider
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vuu|372| 162 vcul 94 | a1 UAUl 33 | 144 1.4 6
Phe Tyr Cys
vucl|is| 46 veel 21 9 vac| 83 36 vece|l 14 6
UuAl282] 123 | |ucal 108 | 47 o 0A A 21 9 |Aw|uGA| 02 1
vuel 92 | 40 vcel 3 13 vuagl o o [mluee 32 14
Leule v 423 180 ccul 1 [ 65 [ [cay w06 | 4 ceul 3 13
cucl| 46 | 20 cce| o9 4 cacl 57 | 25 cec|l o7 3
cual 78| 32 |"°lccal 69 30 [ fcaal s | e Al cal o2 1
cual 85 | 37 ccal 92 | 40 cAacl 1 48 ceal o 0
AUU| 50 | 218 acul 124 | 54 |, Jaaul s03 | 132 Ser- 15.8 69
refauclsr| 7o | Jlacc| ss5 | 24 Aac| 22 % AGc| 69 30
A UA|301]| 131 acal 177 | 7 AAA|l 101 | 440 AGA| 337 | 147
Met|A U G| 24.3 | 106 AcaGl 62 27 |"laagl 87 | 38 |"facsl 57 25
GUU| 204 128 Geul o9 |4 [, _eaul 95 | 172 Geul 252 | 110
cuc| 25 | 12 Gee| 87 | 38 GAc| 184 | s0 6|l 32 14
Vallc ual234| 102 |"lecal 200 | a1 o |GAA| esa | 208 Wlscal 197 86
cual 83| 36 ccao|l 83 | 36 GAGl 193 | s4 666l 69 30
AA |Coddn |/1000|Numero|AA |Coddn| /1000 |Numero| AA |Coddn| /1000 [Numero| AA |Codon| /1000 |Numero
|0 U] 278 | 133 vcul 793 |38 | Juad 2zos | 101 |~ 5.43 26
vucliz7| ss vcel 459 | 22 vac| 1712 | s vee|l 27 13
UoAl224] 117 I |ucal 1023 | 40 o|VAAl 125 6 |Alo|luGA| 042 2
vuglase| 2 ucel 25 12 vagl 042 | 2 [mpluce| 118 9
MRS ccul 1378 | 66 |, [CAY o8 | 47 ceul 313 15
cucloss| 44 |, lccc| 202 | 14 cacl 930 | 45 | lcGc| 125 6
cualsse| 4 ccal 438 | 21 [_Tcaal 1044 [ 50 ceal o021 1
cuglos| 44 cca| 1461 | 70 cagl 1273 | e cG6l 042 2
AUU| 367 176 acul 1106 | 53 | _aaul 2 | 15 | |acul ss 28
e |laucl|273| 131 accl 48 | 23 AAc| 2064 | 142 1565 | 75
aualazs| 157 |™acal 1837 | ss AAAl o1 | 436 AGA| 2588 | 124
Met|A UG| 24 | 115 acal 981 | 47 |"landl 501 | 24 |"ace] 52 25
GuuUl203| 97 Geul 167 | a0 |, leau| 5277 | 157 GGUl 2087 | 100
|ouc|az| 20 |, locc| 1378 | 65 Gac| 2567 | 123 | l66c| 1315 | 63
Vallc ual 255 | 122 6cal 263 | 126 [ Teaa| 7681 | 368 GGAl 2526 | 121
cuglz72| 37 Gca| 1273 | 61 GAG| 1315 | 63 666l 501 24

El analisis del uso de codones para diez genes en cada direccion

transcripcional se muestra en la Tabla 5 para el mismo genoma, el

cual

es de Nautilia profundicola. En verde se muestran las

coincidencias, las no coincidencias en rojo; y en amarillo se muestra

cuando dos codones tienen una frecuencia aproximada. Como se

AU PO P
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puede observar esta comparacion muestra una preferencia similar
en el uso de codones sindnimos, siendo una indicacion de que no
existe sesgo en los niveles expresion en ninguna de las cadenas y
que ésta no es una fuerza mayoritaria para la ubicacion de los

genes.
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CONCLUSIONES.

o Nuestros resultados confirman que existe un sesgo
transcripcional en la distribucion de genes en las cadenas de

genomas de las 30 bacterias analizadas.

o En los genomas de las 11 arqueas estudiadas no se encontrd

un sesgo transcripcional.

o No se encuentra una direccidn transcripcional especifica para

genes “esenciales”.

o Los genes que siempre se encuentran situados en la cadena
lider son pocos, no encontrando sesgo por genes especificos, por lo
tanto, no existe evidencia de que su distribucion sea debido a su

esencialidad.

o Se evalu6 si el sesgo es debido a la expresividad, y los
resultados indican que el uso de codones es parecido en ambas
cadenas, por lo tanto, la expresividad no es un factor que influya en

el posicionamiento de los genes en las cadenas.

o La asimetria transcripcional en una caracteristica gendmica

evolutiva que no depende de los genes encontrados en el genoma.
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