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RESUMEN

Recientemente se ha reportado la secuencia completa del genoma de la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Se ha calculado que en este genoma, de mas de 12
mega-bases, se localizan alrededor de 6,000 genes. Los criterios en la asighacion de
regiones codificantes se han basado en similifudes con genes reportados {genes
anotados), presencia de regiones de lectura ablerta (ORFs} con capacidad
codificante de mas de 100 residuos de aminodcidos y utilizacion preferencial de
codones de acuerdo ol didlecto del coédigo genético de esta levadura [genes
potenciales). Sin embargo, se ha notado una discrepancia en o distibucién de
tamanfio entre los genes anotados y 1os genes potenciales. En estos Oltimos aparece
un exceso de ORFs de tamaro pequenc {~ 100 codones). Esta discrepancia se
debe a que en una secuencia de nucledtidos al azar (no codificante),
estadisticamente existe ia probabilidad de que aparezcan ORFs de ese tamafhio. El
problema que hemos abordado es el de intentar discriminar entre los ORFs
pequencs generados al aqzar de aqguellos potenciaimente codificantes.
Metodoldgicamente hemos utilizado la caracteristica de distribucion asimétrica de
purinas/pifimidinas que es distintiva de genes tanto procariontes como eucariontes.
Como resultado, se logrd la identificacidn diferencial de ORFs pequefios con
potencial codificante y sin potencial codificante dentro de las categorias de ORFs
cuestionables e hipotéticos, los cuales no habian sido previamente definidos en el
genoma de la levadura.



1- INTRODUCCION.

£l estudio genético de la levadura Saccharomyces cerevisiae comenzd en el
afio de 1935 con el descubrimiento de ias fases haploide y diploide en el ciclo de
vida de este microorganismo; estas investigaciones las llevo a cabo Ojvind Winge
en los loboratorios Carlsberg, en la ciudad de Copenhage (Mortimer, 1993 ). Este
descubrimiento, a su vez, did origen a ung serie de investigaciones sobre [os
sistemas de intercombio sexual en la levadura y, de forma independiente, al
descubrimiento del fendmeno de heterotalismo ¢ sistema de polaridad en el

apareamiento de esporas por parte de Carl y Gertrude Lindegren en 1943 ( Roman,
1984).

Las razones para la eleccidn de Saccharomyces cerevisiage como organismo
modelo para estudios genéticos han sido las siguientes: simplicidad de cullivo ,
corto flempo de generacién, caracterzaciéon biguimica avanzada, faciidad de
identificacién de sistemas celulares haploides y diploides y sencillez en la
manipulacién genética para el aislamiento de mutantes asi como para el

intfercambio cromosomico {Oshima. 1993).

Fue durante la década de 1970 que el estudio genético y bioquimico de la
levadura se profundizd con el desarollo de nuevas técnicas tales como la
clonacién molecular de DNA ribosémico (Petes y Botstein, 1977 ), la construccion
de las primeras biblictecas gendmicas de levadura (Ratzkin y Carbon,1977) vy el
desamollo de métodos de transformacidon de células de levadura con plasmidos
conteniendo genes de la propia levadura (Beggs, 1978; Hsiao y Carbon, 1979 ). Por
esa época, fambién comenzaron a desamcllarse los primeros experimentos de
aislarmiento de secuencias de los centromeros, utilizando la técnica de hibridacién
de secuencias sobrelapadas, conocida como “chromosome walking'' (Chinault y
Carbon, 1979}, asi como la construccion de los primeros cromosomas artificiales o

YACs (Yeast Artificial Chromosomes) [Clarke y Carbon, 1980; Murray y Szostak, 1983;
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Carbon, 1993). Con estas técnicas esenciales, el estudio de la genética de la
levadura a nivel molecular avanzdé rdpidamente durante los aros 80s.
incorporando, durante esta década. nuevos métodos de andlisis, tales como la

transformacion  permanente por plasmidos recombinantes [Struhl, 1983) y o
disrupcion de genes (Rothstein, 1983).

A portir de 1989 y con la automatizacién de las técnicas de secuenciacion de
nuctedtides, diversos laboratorios europeos, norteamericanos y japoneses, unieron
sus esfuerzos en un gran Megaproyecto de secuenciacidon del genoma de
Saccharomyces cerevisiae, dirigido por André Goffeau. de a Universidad Catdlica
de Lovainag, Bélgica (Goffeau, 1994 ), el cual fue completado a principios de 1996 y
puesto a disposicién de la comunidad dentifica intermacional el 24 de abril de ese
aho en la Red Mundial Intemet en dos direcciones:

hitp://grmome-www .stanford.edu/Saccharomyces.
http://speedy.mips.biochem.mpg.de/mips/yeast-genome-www.htmix.

Las dos direcciones antericres comresponden al Genome Database (SGD ) de la
Universidad de Stanford, en Cdlifornia, y al Martinsried Insfilute for Prolein
Sequences (MIPS), dependiente del Instituto Max Pianck, en Munich, Alemania,
respectivamente. Con la secuenciacion del genoma completo de la levadura se
abrio una nueva etapa en e estudio de la genética molecular, ya que representd
el conocimiento de la primera secuencia integra del genoma de un organismo
eucarionte y que, ademds, fue puesta a disposicidn plblica en diversos formatos y

coh informacidén complementara especifica.

Como resultado de la secuenciacion de su genoma, Saccharomyces cerevisiae se
consolidd como uno de los sistemas experimentales modelos mds completos del
dominic eucarionte, consider@ndolo como un “recurso indispensable para el
andlisis detaliado de la funcién genética asi como de ia arquitectura del genoma”
[Clayton et al, 1997).



Una vez secuenciado el genoma, el siguiente nivel involucra el andlisis de esta
informacion desde diferentes enfoques; un primer enfoque consiste en el andlisis de
la secuencia misma, tratando de identificar sefiales informativas tales como
promotores, regiones de activacion o secuencias consenso de infrones (Staden,
1990), asi como busquedas de contenido, es decir, el andlisis para discriminar entre
secuencias con probabilidad de codificacion y secuencias no codificantes
{Gribskob et al, 1984: Shepherd, 1990; Staden, 1990; Gelfand,1990; Snyder y Stormo
1993-1995). Un segundo nivel andlifico estaria representado por la bisqueda de
simiitudes enfre una secuencia dada del genoma de la levadura y oftras
secuencias registradas en las bases de datos internacionales; este nivel de andlisis,
al caracterizar la secuencia problema en funcidén de su similifud con otfrafs)
secuencia(s). constituye una de las estrategias primarias en la identificacidén de
nuevos genes (Doolittte, 1987; 1990: Das et al, 1997). Un tercer nivel de andlisis -y el
definitivo- lo constituyen las diversas estrategias experimentales entre las cuales
figuran ia intemupcién funcional de una regidn genética determinada y su
caracterizacion fenotipica resultante, asi como los andlisis por control metabdlico
utilizando desafios fisiolégicos tales como chogque térmico, estrés por frio, choque
osmotico o diferentes limitaciones nufricionales {Oliver,1994; 1997; Goffeau et al,
1994; fromont-Racine et al 1997). Aunada ¢ las técnicas anteriores, recientemente
se ha desarollado una nueva metodologia denominada Andiisis Seriat de la
Expresion det Genoma (SAGE, en inglés), la cual utiliza sistemas de aislamiento de
transcritos (RNA mensajercs) para identificar las regiones gendmicas con actividad
transcripcional {Velculescu et al, 1995; 1997); esta caracterizacion del conjunto de
genes expresados durante el ciclo de vida de la levadura, el asi llamado
franscriptoma, ha aportado recientemente una exfraordinario capacidad de
andlisis de los patrones de expresion de los genes en la levadura, asi como un nivel
de comparacion cuantitativo Unico de los genes expresados en una gran vanedad
de condiciones fisioldgicas, metabdlicas y de desarolle (Velculescu et al, 1995). La
identificacién del conjunto de proteinas sintefizadas por la levadura, lo cual

constituye el proteoma, es otro de los objetivos derivados de la secuenciacion del
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genoma; para la caracterizacion del proteoma se estan utifzando dos técnicas
fundamentales: la electroforesis bidimensional y la espectrometric de masas

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

Los tres niveles de andlisis armiba mencionados representan las estrategios
metodolégicas hoy en dia mds utilizadas en la caracterizacion dei genoma de
Saccharomyces cerevisiae, asi como de los genomas total o parcialmente
secuenciados de otros organismos (Nowak, 1995; Goffeau et al, 1996; Koonin et al,
1996; Fromoni-Racine et af, 1997; Oliver, 1997; Lashkari et al, 1997).

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

Durante muchos afios, el nimero exacto del complemento cromosémico de la
levadura vy el tamafo de su genoma permanecid sin resolver, debido a las bajas
resoluciones de los métodos de separacion y andlisis empleados. Las estimaciones
del tamahio del genoma de la levadura a parfir de la cinética de reasociaciéon del
DNA y del nimero de cromosomas estimado por estudios genéticos, sugerian que
ios cromosomas mas pequenos de la levadura tenian solamente unos pocos
clentos de kilobases. Esta situacion cambid hacia 1983 con el desarrolio de la
técnica de eleciroforesis de campo pulsatil {Oison, 1991); una de sus primeras
aplicaciones conskstid en la separacidn del complemente cromosémico de la
levadura, y para 1985, el carotipo electroforético completo de este
microorganismo fue publicado {Care y Olson, 1985). Por este métode fueron
resueltos los 16 cromosomas de Saccharomyces cerevisige asi como tambien fue
deferminado el tamano real del genoma haploide, estimado en aproximadamente
13,000 kilobases, sin incluir el genorma mitocondrial, el cual ha sido estimado en
78,500 nucledtidos {Goffeau et al, 1994). Estas primeras determinaciones del
genoma de la levadura se realizaron utilizando la cepa $288C, la cual carece de
algunas de las familias de genes que se encuentran en las cepas de levaduras
empleadas en la industia cervecera, taies como las familias MEL (para
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degradacion de melobiosa), la tamilia MAL (para degradacion de maltosa} y SUC
(utilizacién de sacarcsq); no obstante, ia estimacién antes mencionada se
considera como la mds cercana al tamano real del genoma de la cepa sivestre
(wild type) de la levadura.,

De esta manera. el cariotipo eleciroforético aportd un mapa inicial de bagja
resolucidn del genoma, con la gran ventaja técnica de que al comenzarse a
clonar fragmentos del DNA de la levadura, éstos se pudieron asignar con precision
a un cromosoma determinado, utilizando la hibridacién por transferencia de geles.
Con esta técnica se pudo ir asignando genes a cromosomas especificos y
detallando el mapa genético hasta un nivel de resolucién nunca antes logrado; ai
mismo tiempo, la electroforesis de campo pulsatii simplificd el andlisis de los
reameglos cromosdmicos tales como fransiocaciones y deleciones: incluso Ia
aneuploidia (duplicacidn desigual de cromosomas), la cual es un fendmenc no
frecuente en levaduras, puede ser detectada por inspeccion y comparacion de las
intensidades relativas de ias bandas en el gel (Olson, 1991).

Al principio del proyecto de Secuenciacion del Genoma de Saccharomyces, su
mapa genético tenia asignados alrededor de 1,000 genes, ya fueran codificantes
para proteinas o para RNA: el andlisis inicial de fa secuencia completa del genoma
definid 5885 marcos de lectura abierfa {open reading frames, ORFs), enfre ios
cuales figuraban genes ya caracterizados asi como proteinas hipotéticas aun sin
caracterizar;, ademds, se detectaron 140 genes codificantes para RNA ribosémico
en un amplio aregle en tdndem en el cromosoma Xll, 275 genes codificantes para
RNA de fransferencia (pertenecientes a 43 familias} v 40 genes codificantes para
peguenos RNAs de localizacion nuclear; tanto los genes de RNA de transferencia
como estos Ultimos se encuentran diseminados a lo largo de los 16 cromosomas
(Goffeau et al 1996).

La densidad génica en la levadura, calculada a parfir del nimero de ORFs y del
tamaic det genoma es aproximadamente de un gene por cada 2 kilobases; en
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comparacién, en el genoma de Eschecrichia coli se presenta un gene por cada
1000 pares de bases, mientras que en Caenorhabdifis elegans, un nemdatodo,
aparece un gen por cada 6 kilobases; en el genoma humano la densidad génica
es aproximadamente de un gene por cada 30 kilobases {Nowak, 1995; Koonin et al,
1994). La alta compactacién del genoma de Saccharomyces se ha relacionado
con la escasez de intrones, pues mienfras la levadura de fision
Schizosaccharomyces pombe muestra una densidad génica de un gene por cada
2.3 kiobases y el cuarenta por ciento de sus genes contiene intrones, en
Saccharomyces cerevisiae solamente existen 4% de genes conteniendo intrones, y
entre ellos, el 50% comesponden a genes codificantes para proteinas ribosdmicas
(Rodriguez-Medina y Rymond, 1994).

Oftra caracteristica notable del genoma de Saccharomyces cereviside consiste en
el hecho de gue 55 agrupacioneas de genes se encuentran duplicadas entre los 14
cromosomas. Estas regiones duplicadas representan mds del 30% del genorna total
(Clayton et al, 1997]. Las proteinas derivadas de el {los} eventols) de duplicacion
representan el 13% de todas las proteinas de la levadura -el también llamado
proteoma- e incluyen factores de transcripcidn, clinasas, micsinas, ciclinas,
feromonas, asi como genes involucrados en el metabolismo aerébico y anaerdbico

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

Un hecho interesante que ha revelado el andlisis del genoma de la levadura es la
variacion en el contenido de guanina mas citosina (G+C) a lo largo de los distintos
cromosomas; estas variaciones se comelacionan con las variaciones en la densidad
génica y ¢on la frecuencia de recombinacion, ya que se ha reportado que los
dominios ricos en G+C exhiben alta densidad génica y, en el case de los
cromosomas mas pequenos -, lll, Vi y IX- estas regiones coresponden a dreas de

alta frecuencia de recombinacion (Goffeau, 1994).

Pasando al andlisis del proteoma, es decir, al conjunio de todas las proteinas que
una célula sintetiza, el andiisis por computadora basado en ias similitudes de
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secuencias de aminodcidos codificadas por la levadura respecto a las proteinas
de funcion conocida, ha presentado el siguiente panorama: la levadura asigna el
11% de su proteoma a funciones metabdlicas generales, 3% a la produccién y
conservacion de energia -incluyendo procesos aerdbicos y anaerdbicos-; 3% a
replicacion del DNA asi como a procesos de reparacidon y recombinacion

mediados por la proteina REC; 7% al proceso de transcripeion y 6% a fraduccion .

Ademas de lo anterior, 430 proteinas estan involucradas en fransporte intracelular y
sefalizacidbn y 250 proteinas han demostrado tener una funcion estructural;
asimismo, se han identificado cerca de 200 factores de franscripcion y 250
proteinas de transporte (Goffeau, 1996). Las estimaciones anteriores se refieren
solamente a aquetlas proteinas para las cuaies se han identificado una © varias
similitudes significativas; ai integrar el numero de profeinas  caracterizadas
bioguimicamente -aunque no totalmente en su papel fisioldgico-, resulta que
existen alrededor de 2,300 ORFs en Saccharomyces cerevisioe sin funcion conocida

y sin sirmilitud con olras secuencias de funcion caracterizada {Clayton et al, 1997).

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

secuencia fueron los siguientes:

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

en la misma fase de lectura.

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



¢ } Que un ORF no esté contenido dentro de otro. ORF, es decir, se excluyen los

CRFs de menor tamano presentes en un ORF mayor, ambos corespondientes a la
misma fase de leciura.

d } ORFs conteniendo menos de 150 codones de extension y con un valor de CAl
menor a 0.110 se consideran ORFs cuestionables. £l valor de CAl se refiere al Coddn
Adaptation index {indice de Adaptacion de Codones) y representa la medida de
utilizacidn preferencial de codones por los genes de la levadura; un alto valor de
CAl significa que el ORF - o el gen, en su caso- utiliza de manera preferencial ciertos
codones (en el caso de codones sindnimos); este sesgo en la utilizacion de
codones es una caracteristica compartida por los genes con un alfo nivel de
expresion y es especie-especifico. Un bajo valor de CAl, por ofra parte, indica,
generalmente, un bgjo nivel de expresidn, asi como una ulilizacidn de codones que
no &s la que coh maydl frecuencia se detecta en la levadura. El CAl, por 1o tanto,
es una estimacion probabilistica del grado de utilizacion de codones codificantes y
del nivel de expresion de un gene, aplicable también. de manera estadistica.
como un elemento de prediccion de la capacidad codificacion de vn ORF (Shamp
y Li 1987 ; Dujon et al, 1994 ; Li y Luo ,1996 ). El criteric de considerar como
cuestionable a ORFs con valores de CAl menores a 0.110 y con una extension
menor a 150 codones se basa en consideraciones estadisticas ya que existen genes
caracterizados los cuales, sin embargo, tienen longitudes menores a 130 codones y
muestran valores de CAl infericres a 0.110 - este limite es un valor empirico derivado
de la cuantificacion de la ytilizacién preferencial de codones y es, por 1o tanto, una
cota operacional. Ufiizando los criterios antes mencionados, el proyecto de
secuenciacion del genoma de Saccharomyces cerevisiae revels la existencia de
6,275 ORFs que, fedricamente, podrian codificar proteinas de una longitud mayor
de 99 amincdacidos {297 nucledtidos); en estos 6,275 ORFs estan incluidos fos genes
ya caracterizados asi come las secuencias sin funcién conocida. Del numero total
de ORFs, 390 fueron considerados como cuestionables por las razones

anteriormente mencionadas (Goffeau et al, 1994); de esta manera, se postula que
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en la levadura existen aproximadamente 5885 genes codificantes para productos
proteicos, aunque actualmente se estiman alrededor de 2,300 ORFs © genes
putativos sin funcidon conocida vy sin similitud con genes de funcidn caracterizada,
Se ha sefalado que estos 2.300 genes “huérfanos™ son un vasto temitoric virgen
para los genetistas y los quimicos de proteinas y constituyen, actualmente, uno de
los programas de investigacion mas ambiciosos para identificar su funcién (Clayton,
1997); de hecho, el primer gran pasc en esta direccidn lo constituye ia
caracterizacion del transcriptoma de la levadura; este andlisis ha revelado la
presencia de 60,633 transcritos comespondientes a 4.665 genes con funcion
conocida y no conocida, y con niveles de expresion variables entre 0.3 v 200

transcritos por gen (Velculescu et al, 1997).

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



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

con funcion caracterizada 3,025 {5 %). y 2860 {49%) sin funcion conocida ni similitud

registrada.

Por ofro lade. los datos obtenidos de la caracterizacién del tfranscriptoma revelan
ta expresion de 4,665 genes: este nimero, respecto al total de ORFs con potencial
codificante -5885-, registra una diferencia de 1,220 secuencias cuyo papel se
desconoce. Si existen 2,860 secuencias sin funcidon conocida, de las cuales 1,220
parecen no codificar ningin producto -aunque se desconoce cudles son estas
secuencias -, el problema gue se plantea estriba en discriminar cudles de estos
2,860 ORFs tienen potencial codificante, vy en tomo a los cuales no existe
informacion sobre su rol genético. En este contexto se ubica el objetivo de la
presente investigacion de tesis, la cual estd inserta en el Proyecto de Andlisis del
Genoma de Saccharomyces cerevisioe que se lleva a cabo en el Laboratorio de
Biologia Molecutar en la Facultad de Ciencias de la UNAM bdijo la direccién del M.

en C. Victor Valdes Lopez.

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

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

Ofra formao de exponer este programa de investigacion es: zcudles son ios
elementos informacionales que son indicativos de Ia capacidad de codificacion

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

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

regiones potencialmente codificantes: la primera consiste en la presencia de
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secuencias senal tales como promotores, sefiales de activacién, potenciadores
{enhancers) © secuencias consensc en las zonas de procesamiento infron-exon. El
segundo tipo de informacidn consiste en la identificacion de pautas o formatos en
la seriacion de nucledtidos de una region gendmica determinada; tal tipo de
busqueda también se denomina busqueda por contenido v, a diferencio del tipo
de informacion por senal, la busqueda por contenido utiliza un mayor nimero de
criterios estadisticos (Staden, 1984 1990: Sharp y Li, 1987: Shepherd. 1990: Gelfand,
1990; Fickett y Tung, 1992; Snyder y Stormo, 1993; Barry et al, 1996).

Dado que en el genoma de la levadura ias secuencias consensc de promotores,
potenciadores (enhancers) y sefales de terminacidn no estdn bien caracterizadas,
y dada la bajisima presencia de infrones en el genoma -aproximadamente el 4 %-
{Goffeau et al, 1994}, el desamrollo de métodos de biUsqueda por contenido, ha sido
de gran utiidad en la identificacion de regiones con potencial de codificacion
{Stormo, 1987; Staden, 1990).

Enfre estos Ultimos métodos, desarrollados para la determinacion de regiones
genéticas en secuencias de Acidos nucleicos. los de mayor ufilidad son de dos
tipos: Aquellos que se basan en la cuantificacion de la utilizacién preferencial de
codones, esto es, en el uso desigual de codones sindnimos (lkemura, 1985; Sharp v
Li, 1987). y aquellos basados en la busqueda de asimetrias posicionales de las bases
en codones (Shepherd, 1981; 1990); este segundo tipo de método busca unag
correlacion entre nucledtidos en posiciones definidas en tripletes de bases, incluso
stn tornar en cuenta lq utilizacion preferencial de codones {Stormo, 1987).

En la actudlidad existe un gran nimero de algorimos disefiados para la
identificacion de regiones codificantes en genomas, pero casi todos ellos son
variantes de los dos métodos basicos amiba mencionadoes. Evidentemente, ambas
estrategias de andlisis comparten un denominador comin, y este consiste en la
identificacidn inicial de un marco de lectura abierta -ORF- en una region dada del
genoma; esta identificacién tiene como finalidad el discriminar entre ORFs
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posiblemente codificantes y ORFs generados al azar. Para el genoma de la
levadura, la probabilidad de la ocumencia al azar de un ORF igual o mayor a 100
aminoacidos -300 pares de bases- ha sido estimada en menos del 0.2 % (Oliver et
al.. 1992); también ha sido calculado que la probabilidad. en una secuencia
aleatoria, de aparicidon de un ORF con una extension de 50 codones es menor al 10
%. Ya que existen 3 codones de témine, en una secuencia al azar de composicion
de bases uniforme, la longitud promedio de un ORF generado en forma aleatoria
es de 21 codones (Staden, 1990). Puesto que la mayoria de las proteinas estudiadas
hasta ahora tienen mas de 100 aminodcidos de longitud, la blisqueda aislada de
ORFs de mayor extension es una estrategia de andlisis estadisticamente vdlida; lo
anterior esta basado en que la probabilidad de aparicidon de un ORF al azar mayor
de 100 codones es menor de 1% (Stormo, 1987; Oliver et al, 1992). Por ofra parte, ia
existencia de infrones en los genomas eucariontes disminuye la eficacia de los
métodos de busqueda de ORFs largos en secuencias de DNA, aunque la escasez
de infrones en el genoma de la levadura descarta en gran parte esta dificultad. Asi
pues, la identificacidon de marcos de lectura ablerta es el paso inicial en la
busqueda de una regién codificante putativa, aunque el problema principal. una
vez identificados los ORFs, aun subsiste: 3cdmo identificar un ORF codificante

respecto a ofro ORF generado al azarg.

Los criterios utilizades actualmente en busquedas por contenido para discriminar
enfre estas regiones se basan en dos factores principales: a) uso desigual de
codones en secuencias codificantes; b) frecuencia diferencial de las bases enlas 3
posiciones del coddn en secuencias codificantes. Esta condicidn se ha

denominado variacidon periddica de bases,

Respecto a los métodos utilizados para la identificacion de ORFs con potencial
codificante basados en ia presencia diferencial de codones, se han desaroliado
diversos algoritmos que emplean indices de utilizacion diferencial; estos indices,
entre los cuales destaca el CAl, han sido Utiles en este contexto, particularmente al

localizar genes de expresion elevada; sin embargo, las dificultades aparecen en la
13



interpretacion de secuencias con valores bajos de CAl y de esta manera, mientras
un valor alto de CAIl es una buena indicacidn respecto a la existencia de una
region codificante en un marco de lectura abierla, un valor bajo de CAl puede
indicar: 1) un bajo nivel de expresidn de un gen; 2} un gen adquiido por
transferencia horizontal {gen heterdlogo) y 3} una regidn no codificante en la que
por azar no gparecen codones de término (Sharp y Li, 1987; Dujon et al, 19%94). A
este respecto es importante sendlar que el valor de CAl estimado para una
secuencia aleatoria se ubica en 0.17, lo cual sefiala que valores de CAl mds bajos
que éste indicarian secuencias no cedificantes o con muy pequena probabilidad
de codificacion {Shamp y Li, 1987); sin embargo, algunos valores de CAl asignados a
genes de Saccharomyces cerevisiae son del orden de 0.06. lo cual es un valor casi
tres veces menor al asignado a una secuencia aleatoria. Esta es la razén porla cual
Sharp v L, ios creadores del indice de adaptacion de codones -CAl- son cautelosos
al oplicar este criterio al andlisis global de genomas, puesto que los niveles
diferenciales de expresion genéfica osi como ka misma extensidon de los ORFs
pueden infroduci desviaciones importantes en los valores de CAl y conducir, por o
tanto, a interpretaciones equivocadas respecto a la capacidad de codificacién
de una secuencia (Sharp y Cowe, 1991; Oliver et al, 1992; Dujon et al, 1994; Liy Luo,
1996}.

Respecto al tamano de los ORFs v su relacion con su potencial de codificacion, los
investigadores involucrados en el Proyecto de Secuenciacion del Genoma de
Saccharomyces cerevisiae definieron un umbral minimo de 100 codones arriba del
cual un marco de lectura abierta es considerade como una secuencia codificante
putativa (Dujon, et al, 1994). Para evaluar la posibiidad de que algunos ORFs
predichos pudieran haberse generado al azar, estos investigadores generaron una
secuencia aleatoria del mismo tamafio y composicidon de bases que la secuencia
del cromosoma 11 de la levadura. Esta secuencia aleatoria gener$ 37 ORFs de
tamafo comprendido entre 101 y 150 codoneas con valores promedio de CAl de

0.10. es decir, valores por debajo del umbral de 0.17 definido por Sharp y U para
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valores de CAl relacionados con secuencias al azar; por esta razén, secuencias
con longitudes menores de 150 codones y mostrando valores de CAl menores a
0.110 fueron consideradas por los autores del proyecto de secuenciacion como
ORFs cuestionables. De hecho, los mismos autores senaian que a existencia de
ORFs como genes funcionales ha sido sistemdticamente examinada, utilizando,
como criterios de posible identificacion, su indice de adaptacién de codones junto
con su tamaio; no obstante esto, los autores reconocen que no existe unag
comelacion general entre el valor de CA! y el tamaiio del ORF (Oliver, et al, 1992;
Dujon, et al, 1994; Mewes, et dl. 1997]). Actuaimente se tienen identificados 85
genes con una longitud menor a 100 codenes con una funcion proteica asignada
{MIPS, 1998); a esie respecto, Das ef ot (1997) llumaron la atencidn al hecho de que
la cantidad de ORFs registrades con una longitud entre 100 y 110 codones es tres
veces superior al nimero de ORFs de longlitudes mayores, pero que los ORFs de 100
codones comesponden casi en su totalidad al grupo en el que no se ha reportado
similitud con otras secuencias; to anterior significa que las secuencias de ORFs con
funciones asighadas corresponden a las mds estudiadas y por lo tanto estan
representadas en forma desproporcionada en las bases de datos, generando un
sesgo en la identificacidn de sus similares en la levadura. Este hecho sefala ia
necesidad de analizar con mds cuidado la poblacidn de QRFs de tamaio
reducido en la cual puedan, potencialmente, descubrirse nuevas proteinas de las
que aun estd por caractefizarse su funcidn bloquimica y biolégica (Oliver, 1996;
Bamy et al, 1996; Das et al, 1997; Clayton et al. 1997: Andrade et of, 1997; Olivas et
al, 1997; Rudd et al, 1998).

Como prueba de lo anterior, es necesario mencionar que el gene mds pequeno
conocido consta tan sdlo de 4 pares de bases, codificantes para un minipéptido
de 2 aminodcidos, el dipéptido formil-metionina-isoleucing, el cual estd involucrado
en mecanismaos de toxicidad celular; a este gene se le ha denominado bar y estd
considerado el minigen mds pequeno (Valadez et al, 1997); también se han

reportado minigenes de 5 y 7 codones con funciones de resistencia a antibidticos,
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tales como el pentapéptido £ {15 codones) y la microcina C7, un heptapéptido
lineal que inhibe la sintesis de proteinas en Enterobacterias (Gonzdlez Pastor et al,
1994). En Saccharomyces cerevisige, los péptidos mds pequenos descubiertos
hasta ahora comesponden a proteinas ribosomales vy sen codificadas por genes de
25 codones {MIPS, 1998).

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

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

En relacion con los métodos por blsqueda de contenido. basados en la
autocomrelacién de nucledtidos ascciada a tripletes, el mdas conocido es el
algoritmo de Shepherd (Shepherd, 1981; 1990} su utilizacién estd basada en el
reconocimiento -en uno secuencia de nucledtidos -, de un patrdn de
posicionamiento de las bases en los codones, es decir. cada base muestra
posiciones preferenciales en el coddn, ajustdndose, en términos estadisticos, al
formato RNY, en donde R=purinas {adenina y guanina) Y=pirimidinas (citosing vy
timina) y N=purina o pirimidina. El andlisis de multiples genes a lo largo de la escala
flogenética ha mostrado que las secuencias codificantes muestran, en sus
codones. una periodicidad del tipo RNY; la explicaciéon de esta perodicidad ha
sido muy debatida, aunque existe cierto consenso de que el exceso de codones
RNY es probablemente atribuible a la mayor abundancia de RNAs de fransferencia
comespondientes a codones del tipo RNY asi como a una mayor presencia de
aminodcidos codificados por codones de tfipo RNY en proteinas (Staden,
1984: Jukes, 1996). Este método es independiente del conocimiento que se tenga de
la ufilizacidon preferencial de codones en la secuencia andlizada; como
consecuencia de las propiedades ariba mencionadas, el algoritmo de Shepherd
indica la fase de lectura mds probable de la secuencia, es deci, este programa
reconoce el marce de lectura con mayor preponderancia de codones con el

formato RNY. Este método ha side empleado en el andiisis de un gran nimero de
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genes asi comoe de regiones no codificantes, siendo aplicado al primer genoma del
cudl se tuvo la secvencia completa, el del virus $X174 (Shepherd, 1981); el
programa fue valorado al anglizar 2,000 secuencias tomadas al azar del banco de
datos del EMBL (European Molecular Biology Laboratory), e incluyendo todo fipo de
organismos, con el resultado de que en el 90% de los casos, el algoritmo fue un
excelente elemento de prediccion de las fases de lectura comrectas, asi como en la
discriminac:iéh de secuencias codificantes y no codificantes (Staden, 1984; Stormo,
1987; Watson et al, 1987; Shepherd, 1990). Dado su dito nivel de confiabilidad, su
versatiidad de aplicacion a multiples tipes de secuencias y su facilidad de manejo
como programa informdatico, el algoritmo de Shepherd fue escogido por nosotros

como algoritmo basico de andlisis del genoma de Saccharomyces cerevisiae.,



2- OBJETIVO.

En este contexto se ubica la presente investigacidn, la cual tuvo por objetivo la
valoracion de secuencias de tamano reducido -menores de 150 codones- del
genoma de la levadura, incluyendo los ORFs considerados como cuestionables, asi
como el andlisis de secuencias de mayor tamano -300 codones © mas -, todas ellas
sin funcidn conocida, discriminando fos ORFs con potencial de codificacion
respecio a los generados en forma aleatoria, mediante la aplicacion del aigontmo
de Shepherd.

3- ESTRATEGIA DE ANALISIS.
- Breve descripcion de la base de datos.

La secuencia completa del genoma de la levadura, es accesible a fravés de la
Red Intemet y presenta, en cualquiera de los dos bances de datos en los cuales se
locailiza, ia siguiente nomenclafura: Una ietra inicial mayuscula Y igual para todos
los ORFs (Y para Yeast = levadurq), una segunda letra mayuscula indicando el
numero de cromosoma: A, representando el cromosoma |, B, por el cromosoma |,
C, por el cromosoema li, y subsecuentes hasta la letra P, la cual representa al
cromosoma XVI: una tercera letra maylscula, L o R, indicando la ubicacion del ORF
en el brazo izquierdo -L = left- o en el brazo derecho -R = right- . de un determinado

cromosoma; a continuacion un nOmero indica ia posicidon del ORF a partir del
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centromero, 001, 023, 148, etc., v una lefra mindscula w & ¢, indicando si la
secuencia se encuentra en la cadena Watson con polaridad 5'—3' o en la cadena
Crick con polaridad 3'-5"; asi, un ORF del genoma de la levadura es representado
en los bancos de datos en la siguiente forma: (ejemplo) YGL173w. A cada ORF
registrado en las bases de datos antes mencionadas se le asigna un par de
coordenadas numéricas, ias cuales sefialan el nimere del nucledtido en el cual se
inicia el ORF y el nimerc del nucledtido en el cual finaliza (en la cadena Watson,
un ORF siempre tiene coordenadas ascendentes, mientfras que sl se encuentra en

la cadena Crick mostrard coordenadas descendentes).

La secuencia de cada ORF se puede presentar en diversos formatos, siendo el mas
adecuado para su conversidn a programas de andlisis el fomato en el que la
secuencia se presenta como una asociacion de nucledtidos sin anctaciones
marginales y sin encabezados numeéricos; desde lvego que el contexto fisico de
una secuencia, tal como el cromosoma en el que se encuentra y su posicion en el
mapa asi como su nivel de similitud con otras secuencias, o su valor de CAl. son
elementos muy imporiantes en ta vaioracion de un ORF, pero esta informacion es
anexada por separado en ia recuperacion de la secuencia. Esta recuperacion
puede ser llevada a cabo mediante diversas entradas: por regisiro del ORF, por el
nombre del gen anotado o por sus comespondientes coordenadas, indicando el
cromosoma. Desde luego que en la recuperacién de una secuencia es posible
anexar también clerta extension de nucledtidos que flanqueen al ORF elegide en
cualquier direccion; esto es importante para observar y anolizar el contexto que
rodea a una determinada secuencia; en la presente investigacion, cada ORF
seleccionado se recuperd junto con una extension de 300 pares de bases

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

De los 16 cromosomas que integran el complemento genético haploide de
Saccharomyces cerevisioe, se seleccionaron los cromosomas con nUmero impar,
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ya que entre esios se encueniran cromosomas representativos del genoma en su
conjunto fales como cromosomas de tamano pequenc -300 g 500 kilobases-
{cromosomas LIILV y IX ], de tamafio intermedio -700 a 900 kilobases- {cromoesomas
Xl y XHl}, asi como cromosomas de mdas de una megabase (cromosomas VIl y XV ).
Como la densidad génica es similar en los 16 cromosomas, el muestreo de ORFs es
un refiejo del nimero de secuencias no caractenzadas (ORFs cuestionables e
hipotéticos) presentes en cada cromosoma en funcidn de su longitud. De esta
manera, los cqomosomas grandes fendran un nomero mayor de secuencias no
caracterizadas, mientras que los cromosomas de tamarno intermedio o pequefio

tendran un nimero de ORFs proporcional a su extension.

Como los ORFs mas abundantes en el genoma de la tevadura son aquellos de un
tamafo comprendido entre 100 y 150 aminodcidos {Das et i, 1997; Andrade et al,
1997). se recuperaron las secuencias de todos los ORFs cuestionables presentes en
los ocho cromosomas seleccionados, sumando un total de 126 secuencias, con la
condicién de que aparecieran registradas tanto en la base de datos de MIPS
como en SGD; estas secuencias muestran una extension aproximada de 300 pares
de bases, comespondientes aproximadamente a 100 aminodcidos; también, de
cada cromosoma  seleccionaodo se muestrearon ORFs  considerados como
hipotéticos, es decir presumiblemente codificantes, de una longitud variable entre
300 y 900 pares de bases, con el fin de cubrir un rango amplio de lengitudes en 1as
secuencias sujetas a andlisis. Asf, el total de ORFs considerados como hipotéticos
analizados fue de 157 secuencias, comespondiendo 103 a ORFs de 300 pares de
bases y 54 a ORFs de 900 pares de bases o mayores; de esta manera, el total de
secuencias analizadas respecto a su capacidad de codificacion fue de 283. La

lista completa de ORFs y genes andalizados aparece en el Apéndice de esta fesis,

Como un conirol positivo del programa de Shepherd sometimos a andlisis las
secuencias completas de genes caracterizados funcionalmente, tambien
denominados genes anotados, y de tamano similar a las de los ORFs no

caracterizados, analizando un iotal de 101 genes presentes en los ocho
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cromosomas seleccionados. Bl programa de Shepherd reconocio el formato RNY
en el 85% de estos genes, presentndose, en promedio. en el 74% +12% de la
longitud del ORF en su fase codificante, considerandose el valor de 62% como el
umbral minimo de reconocimiento del formato RNY (Figura ). Como controles
negativos del algoritmo utitizamos secuencias al azar con longitudes de 100, 300 y
1.600 pares de bases. generadas mediante el programa informdatico Shuffle,
desamrollado por Genetics Computer Group {GCG} de la Universidad de Wisconsin:
este programa, al serfle dada una secuencia de bases, redistribuye al ozar los
nucleétidos de ta secuencid. manteniendo constante su composicidn nucleotidica.
Las secuencias al azar fueron analizados por el programa de Shepherd,
identificandose el patron RNY entre el 30 y el 40% de la longitud total de la

secuencia, en promedio, considerdndose estas secuencias como contfroles

negativos { Figura 1).

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

100 -
00 | I
m_
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[ocmis00NCT w3 cOo3nCD 0100 C m 100 NC|

FIGURA 1.- La grafica senala las diferencias en los porcentajes de reconocimiento del serial
RNY por el programa de Shepherd { COD RNY ) en secuencias codificantes (C) y no
codificantes {NC} de 1600, 300 y 100 pares de bases, utilizadas como coniroles.
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la suma total de secuencias estudiadas det genoma fue de 384- incluyendo ORFs
cuestionables e hipotéticos y genes anotados, lo cual equivale al 6.3% del genoma

de Saccharomyces cerevisiae (Stanford Genome Data Base, 1998 ) Figura 2).

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

XH1 Y XV
GENES onsF GENES ORFS ORFS CUESTIO-
HIPOTERCOS WIPOTENCOS  NABLES
=700 pb =00 pb = 0 pb T 30 pb =300 pb
40 54 61 103 126

TOTAL = 384

FIGURA 2.- La tabla muestra el nimero de ORFs analzados en el genoma de la levadurg,

comespondiendo a secuencias de genes anotados y a secuencias de ORFs hipotéticos vy
cuestionables.,

El tofal de secuencios analzadas equivale aproximadarnente al 6% del genoma de
Saccharomyces cerevisige.

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

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

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

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

Un punto importante de senalar es el hecho de gue en la seleccidn de la extension
del paso de avance S, mientras mas pequeno sea este pasc mayor serd la
sensibilldad del andlisis, ya que al maniener sin variaciéon la longitud de andlisis
fventana) y avanzar una unidad (tres pares de bases es lg minima unidad de paso
de avance en el programa de Shepherd), el cdlculo se vuelve a repetir,
obteniéndose un mayor detalle de cada seccién de la secuencia; esfo es debido
a gue cada ventana se sobrelapa con la seccién previa en toda su fongitud,
menos fa unidad de avance (Shepherd, 1981, 1990; Staden, 1990). De esta manerq,
si escogemaos una seccidn de tongitud L de 60 nuciedtidos v un paso de avance §
de 3 nucledtidos, cada triplete sucesivo serd inspeccionado desde la base 1 a la
base &0 (fase 1), desde la base 2 hasta la base 61 {fase 2) y desde la base 3 a la
base 43 (fase 3); una vez que el programa haya andlizado los primeros 60,
avanzard hasta el nuciedtido 63 y redlizara nuevamente la inspeccion de 60
nucledtidos, comenzando este nuevo andlisis a partir del nucledtido 3 de la seccion

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

En los casos en donde se presentan iguales valores minimos de desviacion en 2 6 3

fases de lectura respecto al serial RNY, el cdmputo se lleva a cabo sobre una
23



extensidn mayor pero adn centrado sobre el mismo punfo medio de la seccion

previa,

Los resultados son presentados en forma grafica: la secuencia es representada en
el gje de las X y los resultados analiticos son graficados en el eje de las Y, en el cual
se registran los 3 marcos de lectura. con sus respectivas sefales de terminacion si es
qQue estan presentes. La grafica indica cudl de los 3 marcos de lectura presenta lo
menor desviacion del serial RNY en cada triplefe g lo largo de la secuencia,
sefalando con un punto dicha posicion: st una fase de lectura muestra la menor
desviacién en muchas posiciones consecutivas (fripletes contiguos), los puntos
producirdn una finea continua en el marco de lectura conespondiente, indicando
la fase con mayor probabilidad de codificacion potencial. Por el contrario, si los
puntos muestran aiternancia enire 2 & 3 fases, la grafica mostrard una serie de
picos ¥y mesetas, indicando desviaciones respecto al formato RNY entre 2 & 3
marcos. En ofros casos una fase de lectura puede mostrar una preponderancia de
ta seriacion RNY -linea continua- punteada por desviaciones hacia los otros marcos

de lectura (estos picos pardsitos se han interpretadc como eventos mutacionales).

Con base en observaciones de los patrones de graficas obtenidas de secuencias
codificantes, se ha propuesto que las regiones codificantes muestran en general
pocos cambios de marcos de lectura, vy cuando esto sucede, se observa
principalmente en genes con infrones, en donde los exones pueden ser ieidos en
distintas fases, mientras que en regiones no codificantes no exste una preferencia
hacia ung fase de lectura determinada en la cual se conserve el formato RNY
(Stormo, 1987: Shepherd , 1990). La cuantificacién del porcentaje del serial RNY se
llevd a cabo midiendo la extension del ORF en la cual se presenta el forrmato RNY,
considerdndose el total de bases como el 100%; de esta manera, los ORFs
analizodos presentaron porcentajes varables del serial RNY. o cual, segun el critefio

de Shepherd, estd en relacidn con su potencial de codificacién {Figura 3).
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FIGURA 3.- Estas cuatro graficas de Shepherd muestran los distintos porcentajes de
reconocimiento del formato RNY en diferentes secuencios : 100% en la gréfica del extremo
superior izquierdo, 75% en la grafica del extremo superior derecho y 50% en la grdfica
inferior izquierda; en estas tres graficas la fase de lectura abierla se encuentra en el marco
1. La grafica inferior derecha, por su parte, muestra el comportamiento de una secuencia
generada al azar en la cual no se aprecia un marco de lectura preponderante,
comrespondiendo a cada fase aproximadamente un 30% del serial RNY.

El programa de Shepherd, incluido en el paquete informatico PC Gene de
intellegenetics Inc, and Genafit SA, Ver. 601 {1989}, con denominacion COD RNY,

se comd en una computadora Acer 386 con 440 kb de memeria RAM; las
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secuencias fueron copiadas en formato GCG y recuperadas de la base de datos
Stantord Genome Data Base [SGD), ufilizando el listado de ORFs del genoma de
Saccharomyces cerevisice elaborado por el Martinsfied Institute for Protein

Secuences [MIPS) en Munich, Alemania.

Programa BLAST.- Este programa de busqueda de similifudes enfre secuencias de
proteinas fue utilizado para tratar de idenfificar secuencias de aminodacidos
comrespondientes a ORFs cuestionables e hipotéticos; el programa BLAST {Basic
Alignment Search Tool} es un algortmo de busqueda de similitudes entre
secuencias, comparando segmentos similares enfre una secuencia dada y las
secuencias registradas en las bases de datos; el programa evallc la significancia
estadistica de las similitudes encontradas y reporta sdlo los apareamientos que

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

Los resultados de los andliss realizados son descritos para cada cromosoma por

separado.

CROMOSOMA | -, Para el cromosorma 1. MIPS senala 2 ORFs cuestionables, YAL
056c-A y YAL 034c-B, de 116 y 117 codones respectivamente. Stanford no tiene
registrados estos ORFs, por lo que no se recuperaron dichas secuencias. Este
cromosoma tiene 15 ORFs registrados como proteinas hipb’réﬁcqs sin similitud con
alguna secuencia reportada:; de estos 15 ORFs, ocho secuencias mostraron
porcentajes de reconocimiento del serial RNY mayores de 62%, considerado como
cota minima de reconocimiento, de las cuales seis tienen una longitud promedio
de 300 pares de bases y las dos restantes una longitud promedio de 900 pares de
bases; estos ocho ORFs, considerados como genes putativos segun el dlgoritmo de
andlisis, muestran un valor de CAl de 0.10 en promedio, el cual es considerado un
valor bajo, indicando que en estas secuencias no es manifiesta la uftilizacion
preferencial de codones consignada para los genes de la levadura. Bl Onico ORF
que mostrd un valor de CAl elevado, 0.48, y con un porcentaje de concordancia
con el formato RNY de 100% fue YAR 020c el cual muestra similitud con una
proteina registrada en la base de dafos de MIPS (Figura 4). Los ocho ORFs
reconocidos con potencial codificante por el programa de Shepherd fueron: YAL
045¢ (102 codones}, YAR 020c (55 codones}, YAR 040c {119 codones). YAR 064w (99
codones), YAR D69¢ {97 codones), YAR 070c {99 codones},YAL 05éw(847 codones| y
YAL 027w (261 codones).

Respecto a los genes anotados y ulilizados como confrel, el algoritmo de Shepherd
reconocid el formato RNY en fres de los cinco genes analizados; los dos genes no
reconocidos por Shepherd comesponden a una proteina de membrana y a una
proteina del sistema del holo-citocrome C, con una CAl promedio para ambos

genes de 0.12.
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Plot of the RHY frame analysiz for sequence YARBZOC.
On bases 1 to 768 computed by length of 188 hp. with a step of 3 bhp.

FIGURA 4.- En esta secuencia se observa que el ORF correspondiente a la secuencia
YARO20c comienza aproximadamente en la base 270 y termina en la base 465 (eje de
abcisas), en el marco de lectura 1 (eje de ordenadas); el algoritmo de Shepherd identifica
el patrén RNY a todo lo large de la secuencia (linea horizontal), extendiéndose. inclusive,
mas allad del coddn de témino. Las flechas verticales, presentes en los tres marcos de
lectura, senatan ia posicion de los codones de 1émino.

CROMOSOMA Ill-. En este cromosoma se fienen regisirados nuyeve ORFs
cuestionables en los bancos de datos MIPS y Stanford, de los cuales tres, al
cuantificar su porcentgje de seguimiento del formate RNY, fueron considerados
como secuencias con potencial codificante: YCL 00é6c (109 codones), YCL 023c
{115 codones) y YCR 041w (110 codones). £l valor promedio de CAl para estas
secuencias es de 0.1. De estos tres ORFs, consideradas como genes potenciales,
YCL 00éc e YCL 023¢c muestran una concordancia absoluta con el forrmato RNY, ol

no presentar desviaciones respecto a este codén de referencia.
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En relacién con los ORFs considerados como hipotéticos por MIPS y Stanford, se
analizaron catorce secuencias, de las cuales cinco mostraron porcentaies de
concordancia con el seriat RNY en el 80% de su longitud; estas secuencias son: YCL
058c¢ {152 codones), YCR Q06c (157 codanes), YCR 043¢ (127 codones), YCR 085w
(117 codones)., YCL061c (329 codones) e YCR O17¢ (953 codones); las dos Ultimas
secuencias, de considerable extensidon, sefialan hacla una alta probabilidad de
codificacion, ya que su longitud. aunada a un valor promedio de CAl de 0.16,
refuerza la probabilidad de ser genes potenciales.

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

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

CROMOSOMA V-. Para este cromosoma, en el catdlogo de MIPS aparecen
sefidlados como ORFs cuestionables frece secuencias, de las cuales solamente
figuran tres en ia base de datos del SGD: como los criterios para considerar como
ORFs ¢ secuencias no anofadas varian entre ambas bases de datos, se considerd
adecuado incluir solamente aquellos ORFs que estuvieran registrados en las dos
bases de datos y que no mostraran discordancia respecto a la asignacidn de
coordenadas; por esta razdn, se recuperarcn tres ORFs considerados como
cuestionables, de los cuales solamente uno, YER 119¢-A, generd una grafica lineal
aungue en fase 3, la cual estd puntuada por codones de término, mientras que el
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ORF estd registrado en fase 1. La interpretacion de 1a grdfica sefiagka que este ORF
no tiene potencial codificante, aunque por el comimiento en la distribucion del

formato RNY, el programa registra la serie codificante en la fase 3.
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Plot of the RNY Frame analysisz for seguence YCRBIIC.
On bases 1 to 1321 computed by length of 188 bp. with a step of 3 bp.

FIGURA 5.— En este grafica de Shepherd del gen YCRO31c, se muestra al intrén abarcando
desde la base 307 hasta la base 612, observandose fluctuaciones del patrdn RNY hacia los
tres marcos de leclura: @ partir de la base 612, se abre un ORF en fase 2. extendiéndose
hasta la base 1018, en la que aparece un coddn de témino sefalando el fin del exdn. E

formato RNY es reconocido por el programa y sehalado como una linea horizontal en toda
la extension de lo secuencia del exdn en fase 2.

Respecto a los ORFs hipotéticos. de las veinte secuencias seleccionadas en este
cromosoma, quince mostraron porcentajes del formato RNY mayores de 62% - 82%
en promedio -, de las cuales diez comesponden a ORFs de alrededor de 150
codones y las otras cinco a ORFs de 500 codones promedio. Estas secuencias con
potencial codificante fueron: YEL 008w (126 codones). YEL 010w (114 codones), YEL
0l4c {101 codones}, YEL 028w {153 codones), YEL 048c {110 codones), YEL 075c {122
codones), YER 035w (145 codones), YER 067w (161 codones), YER 071c {126
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codones), YER 12lw {114 codones), YEL 017w (337 codones). YEL 023c (482
codones), YEL 057c (234 codones), YER 038c (464 codones) e YER OB0w (627
codones). Estos ORFs muestran un valor de CAl promedio de 0.12.

Las grdficas de la mayoria de ias secuencias analizadas mostraron algunas
desviaciones respecto a la fase de lectura en la cuagl se encuentra el ORF principal,
aungue en todos los casos el algoritmo de Shepherd seficla el marco de lectura
coincidente con el anotado por las bases de datos.

Respecto a los genes anotados y ulilizados como confrol, de catorce genes
seleccionados, el programa de Shepherd registré nueve como concordantes con
el formato RNY. Entre estos genes figura YER 117w (137 codones), el cual codifica
para una proleina rbosomal; come en e caso de YCRO31c, este gen también
contiene un intrén, el cual fue registrado por el algoritme, identificando la fase de
codificacion del exdn. Nuevamenle, en esle caso se demuestra el valor predictivo

del programa en relacién con las regiones con potencial codificante.

CROMOSOMA VIHi-. En este cromosoma fueron identificados freinta y siete ORF's
considerados como cuestionables; de este total de secuencias, diez fueron
cuantificadas como posibles secuencias codificantes, aungue cinco de ellas
presentaron, en dlgunos casos, marcadas fluctuaciones respecto a la fase
codificante putativa. Por ofra parte, los cinco ORFs restantes generaron registros
completamente lineales en toda su extension en concordancia con el formato RNY
en fase 1. Estos cinco ORFs fueron los siguientes: YGL 072¢ (119 codones), YGR 044w
(122 codones}, YGR 114c {129 codones), YGR 219w (113 codones) e YGR 242w (102
codones). Los valores de CAl para estas secuencias oscilaron enfre 0.07 y 0.24,
corespondiendo este Ultimo valor al ORF YGR 219w, lo cual lo sefiala como un ORF

con una probabilidad de codificacion.

Respecto a los cinco ORFs cuestionables que mostraron desviaciones respecto al

serial RNY, su valor promedio de CAl fue de 0.10y su porcentaje de seguimiento del
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sefial RNY fue de 74% en promedio. Estos ORFs fueron los siguientes: YGL 007w {125
codones}, YGL 034c (121 codones), YGR 045¢ {120 codones), YGR 144w ({111
codones) e YGR 246%w (108 codones).

En relacidn con los ORFs hipotéticos, se analizaron veintion secuencias., de las
cuales nueve ORFs mostraron un promedio de 85% de concordancia con el
formato RNY, considerandose como secuencias potencialmente codificantes; tos
tamanos de estos ORFs varian entre 57 y 713 codones. las secuencias que
mostraron  grificas lineales corespondiendo con el serial RNY, es decir,
concordantes, en toda su extensidn, con la caracteristica de codificacion. fueron
YGL 188c (57 codones) - este ORF es uno de los de menor longitud v con potencial
codificante detectados en esta investigacion (Figura 6)-, YGR 030c {158 codones) e
YGR 294w (120 codones). Esta ultima secuencia mosiré un valor de CAl de 0.65, con
una alta probabilidad de ser un gen potencial. Otros dos ORFs, YGL 230c (147
codones) e YGR 035¢ (116 codones), también mosiraron una pauta de lectura
asociada a la fase 1, aunque presentaron fluctuaciones hacia la fase 3 a lo largo
de sus secuencias. Los cuatro ORFs restantes de mayor tamano que mostraron en
sus graficas de Shepherd mayor concordancia con el formato RNY fueron: YGL
138c (345 codones), YGL 183c (174 codones), YGR 103w {605 codones), YGR 113w
(335 codones) e YGR 128¢ (703 codones); el valor medio de CAl fue de 0.16 con un

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

Entre los genes anotados y analizados como contfroles, de los trece seleccionados,
el algoritmo identificd o doce como secuencias codificantes. Dos de estos genes
contienen intrones, YGL 103w (149 codones) (proteina ribosomal) e YGL 087¢ {137
codones) [ ubiquiting }. En ambos genes el programa registra las regiones de los
exones en forma precisa.

CROMOSOMA [X-. De este cromosoma, se recuperaron de la base de datos ires
ORFs clasificados como cuestionables, de los cuales dos fueron registrados por el
programa y posteriormente cuanfificados como secuencias con  potencial
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codificante: YIL 141w {129 codones) e YiL 163c¢ {117 codones). Bl valor de CAl para
ambaos secuencias es de 0.11, presentando ambos ORFs desviaciones minimas
respecto al coddn RNY. & tercer ORF recuperado, YIL 060w {144 codones). es
reconocido por el algonitmo, con su pauta de lectura mosirando absoluta
linearidad con la fase 3, mientras que el ORF registrado en la base de datos se
despliega en la fase 1; este efecto puede ser debido a la persistencia del formato
RNY en la fase 3 a pesar de la presencia de codones de témino. Desde luego, los
codones de terminacién presentes en la fase 3 eliminan la posibilidad de que la

secuencia codificante se encuenire en esta fase.
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Flot of the RM¥Y frame analysis for sequence YGL1BBC.
On bascs 1 to 774 computed by length of 100 bp. with a step of 3 bp.

FIGURA &.- YGLI88c es uno de los ORFs hipotélicos mas pequefios identificados en el
genoma de la levadura. Este ORF se extiende desde la base 301 hasta la bose 472 (57
codones) en el marco de leciura 1: el algoritmo de Shepherd identifica el formate RNY
asociado a esta secuencia en toda su longitud. Se pueden apreciar ias fluctuaciones o
cambios de fase en el patron RNY que flanquean ia regién del ORF.
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De nueve ORFs hipotéticos seleccionados de este cromosoma. siete secuencias
mostraron una fuerte comrespondencia - 89% - entre el serial RNY y el registro
generado por el prograrma. El valor de CAl para estas secuencias es, en promedio,
de 0.13, con excepcidn de los ORFs YIL 176c{120 codones) y de YIR 041w {124
codones) los cuales mostraron vatores de CAl de 0.45. Cabe sefidlar que la regidn
que flanquea a las secuencias de -300 a +1 es idéntica en ambos ORFs {Figura 7):
probablemente ambas secuencias son un ejemplo de duplicacidn génica. aunque
en el andlisis de las regiones duplicadas del genoma de la levadura realizado por
Wolfe y Shields {1977}).nc sefialan a ambas secuencias como secciones duplicadas.
En el laboratoric comparamos estas secuencias mediante un  alineamiento
apareqdo, utilizando el programa NALIGN [ Myers y Miller, 1988 }, mostrando ambas
una similitud de 87.3% en la regién del marco de lectura abierta y un 91.3% de
similifud al adicionar la seccidn comprendida entre -600 vy el sitic de inicio; estos
resultados indican que ambos ORFs, residiendo en posiciones extremas del
cromosoma IX y muy cercanas a las regiones teloméricas - YIL 176¢ en el brazo
izquierdo vy YIRO4A1w en e brazo derecho - pueden representar un evento de
duplicacidn génica no sélo de las regiones codificantes sino también de las

secuencias precedentes, “upstream", probablemente de caracter reguiatorio.

Las secuencios comespondientes a ORFs hipotéticos que mostraron porcentajes
elevados de seguimiento del serial RNY -92% en promedio- y consideradas con
potencial codificante fueron las siguientes: YIL 008w (99 codones), YiL 032c (118
codones }, YIL 058w (94 codones), YiL 059¢ {121 codones), YIL 084c {102 codones),
YIR 007w {764 codones ) y YIRO20c (100 codones |.

CROMOSOMA Xi-. En este cromosoma se seleccionaron diecinueve ORFs
cuestionables, de los cuales Unicamente cinco fueron considerados como
secuencias con potencial de codificacion; estas cinco secuencias muestran
valores de CAIl situados entre 0.09 v 0.20, lo cual, par g ORFs considerados como
cuestionables, representan valores intermedios. Las secuencias fueron las siguientes:

YKL 053w {124 codones), YKL118w (103 codones), YKL 153w (169 codones), YKL169C
34



{127 codones) y YKR 040c {167 codones). En el caso de YKL 153w, loda la
secuencia registra una concordancia absoluta respecto al formato RNY. mientras
que las otras dos secuencias presentan picos pardsitos al inicio v al término de su
longitud. B porcentgje de concordancia con el serial RNY en estos cinco ORFs es

de 91%, to cual los sitia como probables genes putativos,
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FIGURA 7.- Aqui se observa que las secuencias YIL17éc y YIRO4iw, de similar jongitud,
comparten las mismas posiciones de sus codones de témino en los 230 pares de bases
previos al inicio de sus respectivos ORFs, ambos en el marco de lectura 1. B andlisis de sus
secuencias reveld un porcenidje de similitud de 87% en sus regiones codificantes putativas,
las cudgles se extienden desde la base 301 hasta la base 640, aproximadomente y un 21%
de similitud en los 600 pares de bases previos al coddn de inicio. Estos porcentajes sugieren
que ambas secuencias son producto de un evento de duplicacion.

Respecto a los ORFs considerados como proteinas hipotéticas, de veintficuatro
secuencias seleccionadas ., catorce fueron consideradas como potencialmente
codificantes, debido al grade de concordancia con el serial RNY; entre los ORFs de
mayor famaho se encuentra uno de 1,764 codones, asi como olros de tamano
intfermediio, to cual sugiere un origen no cleatorio para estas secuencias. Por ofra
parte, la mayoria de estos ORFs no muestran similitud con secuencias reportadas
previamente. las secuencias con probabiidad de codificocion - 78% de
seguimiento de! formato RNY - fueron las siguientes: YKL 031w (137 codones) YKL
102¢c (101 codones), YKL 137w {103 codones}, YKL 225w {115 codones), YKL Délw
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(113 codones), YKL 014c¢ {1,764 codones), YKL 183w {306 codones ), YKL 18%w (399
codones), YKL 221w (473 codones), YKL 222c (705 codones), YKR Q44w {443
codones), YKL 107w (309 codones). YKL 151¢c (337 codones) e YKL 195w (427
codones).

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

cuales estan expresados tos exones.

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

detallan a continuacion:

a) Su secuencia de bases muestra 2 marcos de lectura abierta, comrespondientes
a las fases 1 y 3 @ en fa fase 1, el ORF tiene una extension de 1,182 pares de bases,
comrespondiendo a 394 codones -este ORF, con un valor de CAl de 0.09,
comesponde al registrado en las bases de datos. El segundo ORF, en fase 3, tiene
una extensién de 1,290 pares de bases (430 codones) y un vaior de CAl de 0.35,

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

3, sin presentar desviaciones a otras fases (Figura 8).
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Plot of the ENY frame analysis far sequence YHRI7WA.
On bases 1 to 1785 computed by leagth of 144 bp. with a step of 15 bp.

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

b) Las bases de daios regisiran un ORF contiguo a YMR 173w-A designdndolo
como YMR 173w y codificante para una proteina de 430 aminodcidos, anctada
como proteing de choque témico (DDR 48). Este es el ORF que visugliza el
programa de Shepherd; sin embargo, el ORF consighado por las bases de datos,
con una longitud de 394 codones [YMR173w-ajy no visualizado por el programa de

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

¢) Al realizar una bisqueda de similitud del ORF YMR173w-a de 394 pb con ofras
secuencias, utilizando &l programa BLASTP 2.0.4., se enconird una similitud parcial
de 59% con una proteina de 63.5 KD de la levadura de fisibn 5. pombe:; esta
proteina pertenece a la famiia de trasiocasas para resistencia a farmacos;
asimismo, el programa BLASTP reportd una similitud parcial de 55% con ofra
proteina de transmembrana (hipotética) de Haemophilus influenzae, designada
como proteina integral de membrana. Estos resultados apuntan a que la regién
YMR 173w contiene, probablemente, dos genes sobrelapados, uno de ellos
anotado -DDR 48- y ofro de cardcter putativo - YMR173w-a con polencial
codificante para una proteina de membrana. Este hecho de sobrelapamiento de
genes en la levadura no ha side reportado anteriormente, representando una via

de invesfigaciéon prometedora respecto ai estudio de la organizacion del genoma
de la levadura,

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



Respecio a los genes anotados de contfrol, en el 90% de los casos el programa
identificd en forma comrecta la fase de lectura; inclusive, en el caso del gen YML
085c, comespondiente al gen de la tubuling 1, el algorimo registtd en forma
comecia el marco de lectura abierta de este gen, que comesponde, como caso
particular, a la fase 3 del ORF.

CROMOSOMA XV.. De este cromosoma se recuperaron las freinta y cinco
secuencias consideradas como  ORFs  cuestionables, identificGndose  ocho
secuencias, las cuales mostraron una alta comespondencia - B3% - entre ka fase de
lecturg v el serigl RNY. Esta alta comespondencia nos lievd a conferile a estas
secuencias capacidad potencial codificante. Estas secuencias fueron : YOL 106w
{117 codones), YOL 050c {106 codones), YOL D4é6c (224 codones), YOR 121c {101
codones), YOR 16%9c (154 codones). YOR 225w (109 codones), YOR 37%c (112
codones) e YOR 218c {139 codones): este Ultimo ORF mostrd una concordancia

absoluta entre el formato RNY y la pauta de lectura enla fase 1.

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

fase 1. Por ofra parte, el tercer ORF se presenta en la fase 3 con una extension casi
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idéntica a la secuencia de ia fase 2 (Figura 9}. Es posible que en este caso también
se esté presentando un scbrelapamiento de las secuencias codificantes, pues g
ausencia de codones de término abre la posibilidad de la existencia de genes
sobrelapados, aun sin caracterizar; este gen muestra un valor de CAl de 0.10,
desconociéndose los valores para las ofras 2 fases. Por ofra parte. las secuencias
consideradas como potenciaimente codificantes -con una ocurrencia del formato
RNY en &l 75 % de la longitud de los ORFs, en promedio, asi como una extension de
entre 300 y 1200 codones- fueron las siguientes: YOL 091w (609 codones). YOL 078w
(1.174 codones), YOL 070¢ {501 codones), YOL 043¢ (957 codones), YOR 129¢ (893
codones), YOR 175¢c (619 codones),YOR 292¢c {309 codones)., YOR 342¢ (319
codones) e YOR 352w (343 codones).

[ T A T ' 44 Hooob i

i ) L T S N ) ) il il

LALLALAAR] RALEALAAMA RLARALLARY LUALRASAN RAAAREAAR) RARLLLAANN RARLALALAY LALLLEALLY RLLARALLEN LLA

1 188 288 388 4108 508 688 788 |08 988

Plot of the MY frame amalyszis for sequence YORESW.
On bases 1 to 942 computed by leagth of 144 Mp. with a step of 15 bp.

FIGURA 9.- Tres ORFs sobrelapados. Aqui se pueden apreciar fres regiones de marco de
lecturg abierta sobrelopadas y compartiendo una seccién de 310 pares de bases
{aproximadamente 103 codones); e programa de Shepherd registra el formato RNY en la
fase 2, mientras que el ORF en fase |1 comesponde al gen de la acetiltransferasa vy es el que

consignan las bases de datos. Se desconoce si alguno de los ORFs en las fases 2y 3 es
codificante.
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Respecto a genes ancotados utilizados come control del programa, el 90% de las
secuencias seleccionadas en este cromosoma fueron reconocidas por el algoritmo
en comespondencia con el formato RNY. Esta calibracién del programa informdatico
es la base para asignarle una alta confiabilidad en su capacidad predictora

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

Al integrar los resulicdos def andlisis llevado a cabo en ocho cromosomas de
Saccharomyces cerevisige, llama la atencidn la diferencia entre el porcentaje
enconirado de ORFs cuestionables pero con potencial cedificante, equivalente a
27.7%, respecto a los ORFs hipotéticos que también mostraron este polencial, 62%
{Figura 10); aunque estos resultados son concordantes con las categorias bajo las
cuales estdn closificados estos ORFs en las bases de datos, esto es, como
cuestionables y como hipotéticos, esta diferencia sefialo vna caracternistica del
genoma de la levadura: la mayoria de los genes potenciales analizados
pertenecen a la fraccién de ORFs con marcos de lectura abierta de una longitud
mayor de 100 codones, sin que los valores bajos de CAl representen un criterio
definitivo para discriminar entre regiones con & sin potencial de codificacion; la
fongitud promedio de los ORFs cuestionables potencialmente codificantes
analzados en este esfudio fue de 135 codones, mientras que ia de los ORFs
hipotéticos con potenciat codificante fue de 286 codones; esta diferencia refieja
la gran varabilidad en la longitud de 1os ORFs en los que se manifiesta el formato
RNY. Ahora bien, el andlisis del transcripioma de la levadura ha indicado la
presencia de al menos 160 genes no cardcterizodos ni anotados como ORFs en las
bases de dalos, pero cuyos niveles de expresion son detectables {(Velculescu et
al,1997): una caracteristica comun en estos ORFs es su tamafio reducido, del orden
de 66 codones en promedio, lo cual sefiala la necesidad de prestar mds atencidn
a secuencias de longitud reducida. Por ofra parte, estos 160 ORFs apenas
representan el 3.4 % del total de genes expresados defectados y tan sdlo ef 2.6 %
del totdl de ORFs anotados en las bases de datos; una limitacion importante
respecto al conocimiento de estas secuencias es que aun no estan disponibles sus
coordenadas, impidiendo, por ahora, su andlisis por medios computacionales. Por
otra parte, los dos tipos de ORFs analizados en el presente estudio ¥y que mostraron

potencial codificante, no presentaron diferencias apreciables en sus valores de CAl
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: 012 para los ORFs cuestionables vy 0.14 pora los ORFs considerados como
hipotéticos. Esta falta de corelacion entre el tamano de un ORF v su valor de CAl
fue observada por Dujon et al (1994} al analizar la secuencia del cromosoma Xl,
aunque en el mismo estudio, 1os autores sefialan que la busqueda de ORFs comao
genes funcionales se ha bosado, generalmente, en la utilizacién del CAl como
criterio de discriminacion, junto con su tamafo; la presente investigacion sugiere
que, para ORFs de extensidén moderada -menores de 300 codones- el valor de CAl
no es un elemento critico para la definicidn de un gene potencial, mientras que
para ORFs de mayor longitud, su misma extensidn minimiza su probabilidad de

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

PORCENTAJE DE ORFs CON POTENCIAL
CODIFICANTE

ek

orfs hipotéticos con
potencial de codificacion
A orfs hipotéticos sin
potencial de codificacion
O orfs cusstionabiles con
potenclal de codificaciin
B orfs cuestionables sin
potencial de codificacion

ORFS ' ORFS
CUESTIONABLES  HIPOTETICOS

FIGURA 10.- La grdfica sefiala las diferencias en el potencial de codificacién en ORFs
cuestionables e hipolélicos; los ORFs cuestionables mostraron un 27% de polencial
codificante mientras que en tos ORFs hipotéticos este porcentaje es de 62%; eslos resullados
concuerdan con las eslimaciones de los autores del Proyecto de Secuenciacion del
Genoma de Saccharomyces cerevisiae para estas secuencias.
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Otro resultado importante que se observd respecto al tamano de los ORFs con
potencial codificante consistid en que las ocho secuencias mencres @ 100 codones
que se identificaron, comesponden a la categoria de ORFs hipotéticos y no a ORFs
cuestionables, mostrando un valor promedio de CAl de (.14, propio de ORFs
hipotélicos. Entre estas secuencias. la de menor tamario que fue reconocida por el
programa de Shepherd con potencial de codificacidn se encontrd en el
cromosomaQ VYil, con una longitud de 57 codones vy sin similitud con ofra secuencia
reportada; su valor de CAl se ubicd en 0.20. Por ofra parte, una secuencia con
extension menor o 100 codones fue reconocida en el cromosoma |, constando de
99 codones, sin simiiitud conocida y con un valor de CAl de 0.09; de esta maneraq,
el escasc nimero de secuencias con potencial codificante de una longitud menor
de 100 codones, asi como el bajo nimero total de ORFs pequenos -291 secuencias
menores de 100 codones con & sin funcidn conocida -, presentes en el genoma de
Saccharomyces cerevisiae, refuerza la idea de que la bisqueda computacional
de ORFs con capacidad codificante (entre kas mds de 2.800 secuencias sin
caractefizacidn genética). debe poner especial énfasis en ia  respuesta que
generen las secuencias a los algoritmos de busqueda por contenido, mientras que
€l criterio del valor de CAl -de indudable utilidad-, puede ser aplicado para estimar
el nivel de expresion de los ORFs identificados como potencialmente codificantes.
Estas dos condiciones, junto con fos resultados obtenidos de Ia caracterizacion del
transcriptoma de la levadura, pueden servir para defint prioridades en los
programas experimentales de investigocidon genética, bioquimica vy bioldgica de

las regiones codificantes del genoma de Saccharomyces cerevisiae.

Respecto al algoritmo de busqueda por contenido utilizado en esta investigacion,
el programa de Shepherd demostré una gran capacidad de discriminacion de las
regiones con potencial codificante respecto a las no codificantes en las dos clases
de secuencias analizadas comespondientes a genes anotados y ORFs hipotéficos v

cuestionables (Figura 11), asi como con genes conteniendo intrones, discriminando,
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en estos Gitimos, las secuencias comespondientes a ios exones, y sefalando, con

gran precision, tos limites exon -intrén-— exén.

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

0 100-715 %
H50-T5%
0<50 %
Xopb
FIGURA 11.- La grafica muestra los porcentajes de reconocimiento del formato RNY en

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

Bl programa informdatico se aplicé escogiendo los parametros que ofrecieran la
mayor sensibilidad de andlisis, aunque, en algunos casos, se amplificaron las
desviaciones respecto al serial RNY, ocosionando “ruido® {presencia de picos
pardsitos en la grdfica), sin que este efecto obstruyera la interpretacion de los
datos, Tal como los resultados sefalan, e programa generd dos tipos principales de
graficas: las de tipo lineal, en ia cual el ORF muesira una comespondencia abscluta

con el formato RNY, y la de tipe puntuado, en la que aparecen desviaciones, en la
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secuencia del ORF, respecto a este mismo formato. En términos generales, las
configuraciones linedles se observaron en ORFs de una extensidn de 100 a 150
codones, mientras gue lo registros graficos con desviaciones del serial RNY se
presentaron en aquellas secuencias con longitudes comprendidas entre 200 y 700
codones; desde ivego, pueden presentarse casos de ORFs pequenos con
desviaciones del serial RNY asi comoc secuencias de longitud considerable -
mayores de 300 codones- que muesitren comporfamientos lineales en

concordancia con este codon de referencia (Shepherd, 1990: Staden, 1984,19%0).

En relacidn con la probable presencia de genes scbrelapados en el genoma de la
levadura, el caso observado en el cromosoma Xl en la region YMR 173 apunta @
las siguientes consideraciones: la presencia de dos marcos abiertos sobrepuestos
en la mismo secuencia es, evidentemente, la condicidn necesaria, aungue no
suficiente, para la existencia de genes sobrelapados; se conoce gue 1a secuencia
comespondiente ol gen anotado, DDR 48, tiene una longitud de 430 codones
presentes en la fase de lectura 3, mienfras que el segundo ORF muestra unag
longitud de 1,182 pares de bases -394 codones- presenies en fase 1, generando
una region de sobrelapamiento de 1.08) pares de bases -360 codones-: una
caracteristica importante de estos 2 ORFs es que ninguno de ellos estd contenido
en el ofro, y que ambos se presentan con la misma polaridad 5'—+3'. El gen DDR 48
se exfiende del nucledtido 93 o 1,382, mientras que el ORF considerado
cuestionable se exilende del nucledtido 301 al 1,482, es decir, el gen DDR 48
principia aproximadamente 200 pares de bases antes que ef ORF cuestionable y
termina 100 pares de boses antes; es importante senalar que el valor de CAl
asignado para DDR 48 es de 0.35 mienfras que este valor para el ORF YMR 173w-A
es de 0.09. El hecho de que el ORF considerado como cuestionable tenga una
extensidn de 394 codones hace muy improbable su presencic por procesos
aleatorios aungue no se puede descartar esta posiblidad. Respecio a la
blUsqueda de similitud de la secuencia del ORF cuestionable con alguna otra

reportada, se encontrd comrespondencia con dos proteinas de membrana, 1o cual,
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aunado al andlisis de su composicion de aminodcidos, sefiala que es muy verosimil
gue este ORF corresponda a un gen codificante para un polipéptido presente en
membrana. La prediccién sobre la capacidad codificante de este ORF, YMR173w-
q, puede ser verificada experimentalmente mediante la téenica del andlisis serial
de la expresion del gene. SAGE, desconociéndose hasta el momento, si el andlisis
del proteoma de Saccharomyces ha identificado esta region respecto a sus
productos de expresibn génica. Por ofra parte, la observacion de secuencias
pertenecientes a ORFs cuestionables y en las cuadles se presentan ORFs
sobrelapados entre las fases 1 y 3, indica que la compactacion de genes en €l
genoma de la levadura puede favorecer ef sobrelape de regiones potenciaimente
codificantes; como en el caso del cromosoma Xlli, en el XV las secuencias
sobrelapadas se presentan en los fases 1 y 3, aunque ei programa de Shepherd
registra Onicamente una fase como codificante, la cual muestra, en forma lineal,
una total concordancia con el patrén RNY. De esta manera, resulta de sumo interés
el caracterizar, de forma experimental, la probable capacidad de codificacion de
los ORFs que muestran sobrelapamiento en sus secuencias, independientemente
de que estén considerados como ORFs cuestionables, condicion ésta que no
representa una designacion excluyente respecto al potencial de codificacion de
estas secuencias.

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

la siguiente manera:

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

pudieran comesponder a nuevos genes.

2-. Los ORFs pequefios considerados como cuestionables pueden ser estudiados
por algoritmos de busqueda por contenido, independientemente de sus valores de
CAl, ios cuales, pueden vincularse con los niveles de expresion y no tomarse como
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criterios restrictivos respecto a su capacidad codificante; esto es especialmente

sefiglado para ORFs que muestran valores de CAl ubicados entre 005y 0.12.

3. La distribucién de ORFs cuestionables e hipotéticos en los ocho cromosomas de
la levadura estudiados en esta investigacion, estd en funcidn de la longitud y de la
densidad génica en los cromosomas, sin que se observe un sesgo respecto a la
frecuencia de aparicién de esta clase de ORFs en algun cromosoma en particular;
la anomalia respecto a la carencia de algunos ORFs cuesfionables en la base de
datos de Stanford puede deberse a problemas en la asignacién de las
coordenadas corespondientes, lo cual revela las discordancias en  la anotacion
de secuencias entre las dos principales bases de datos que manejan la secuencia
completa del genoma de Saccharomyces cerevisiae.

4-. El descubrimiento de una regidn de scbrelapamiento en las secuencias de ORFs

en el cromosoma Xl y ofras regiones en el cromosoma XV, apunta hacia un andlisis
en profundidad de estas secuencias, en dos drecciones complementarias: por una
parte, la bisqueda de simifitudes con ofras secuencias reportadas, y por ofrg, su
correlacién con los resultados derivados del andilisis del transcriptoma, el cual a la
fecha, estd siendo publicado en forma parcial por el grupo de investigacion de la
Escuela de Medicina de la Universidad Johns Hopkins en Baltimore {Velculescu et
al, 1997).

5. £l algortmo de Shepherd demostréd su capacidad de reconocimiento de
secuencias en relacidn con su potencial de codificacion, registrando con gran
precision secuencias que por sus caracleristicas de cambios de fase, presentan
dificultades para su deteccidn, incluso utilizando algoritmos de busqueda por senal
- como es el caso de genes conteniendo infrones- (Claverie, et al, 1990). Este
programa informético presenta una gran versatilidad en sus aplicaciones, pues al
basar su bisqueda de regiones codificantes en tomo al fomato RNY, prescinde de
criterios mas limitantes tales como la utilizacién preferencial de codones -
particularmente en genes pulativos con bajo nivel de expresion -, la ubicaocidn de
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codones de inicio o de terminc o o presencia de secuencias consenso en el ORF
andlizado y en regiones contiguas. Es, por lo tanto, un algoritmo que deberia ser
mds utilizado en los programas de bisqueda por contenido.

CONCLUSIONES FINALES

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

2} Los resultados sefialan la factibilidad de un andlisis experimental detallado en los
ORFs con potfencial codificante, sefdlando prioridades y posibilitando la
identificacion funcional de huevos genes.

3] La aplicacién del algoritmo de Shepherd -basado en la identificacién del
formato RNY en ORFs aun no caracterizados en el genoma de la levadura- es una
heramienta vdlicsa en e reconocimiento de regiones potencialmente
codificantes; esto es especialmente apropiadc en ORFs considerados como
cuestionables por criterios tales como su limitada extension y por presentar bajos
valores de CAl.
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APENDICE

LISTADO DE ORFs ANAUZADOS EN EL GENOMA DE Saccharomyces
cerevisiae

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

YALOOSC | YALOIOW YALOZ7W_ [YALO30C | YCLOO06C
YALO20C [YARO29W | YALO34WA | YALOASC | YCLO23C
YALO39C [YCLOO7C  |YALOS6W | YALO446C (YCLO41C
YCL029C |YCLOZ2C  |YCLO81C | YALD46C | YCLO42W
YCROOSC |YCLO66W  [YCROI7C (YALOA4W | YCLO46W
YCROZ1C | YCRO14C YELO17W__ [ YALOS6W | YCRO41W
YELO30W | YCRO20CA {YELO23C |YARD20C |YCRO49C
YELO63C | YCRO24CA {YELOS7C  [YARD40C | YCRO64C
YEROIIW |YCROZ6C _ |YERO3BC |YARQ47C | YCROB7W
YGLO73W | YELOO3W YEROBOW | YARO64W | YERO84W
YGLI7Z5C | YELO30OW YGLO7SC [YARQSPC | YERII9CA
YGL212W | YELO3PC YGLI38C |YARO70C | YERIBIC
YGL225W | YELO49W YGLI83C |YCLOO2C [YGLOO7W
YILO35C | YELOSAC YGLIZ6W [YCLO16C | YGLO24W
YIL134W | YELDS3C YGL219C | YCLOS6C {YGLO34C
Yit142wW  |YEROVIW _ |YGRD02C {YCL058C [YGLO3PC
YIRODBC |YEROSBW | YGRIO3W | YCROOIW |YGLO72C
YIRO34C |YERI109CA |YGRII3W (YCROQSC 1YGLO74C
YKLO1} YERIIZW  |YGRI28C |YCRO22C | YGLOBBW
YKLOI9W JYERI31W YiLiong YCRO25C _|YGLIO9W
YKLO73W | YER159C YIROO7W | YCRO43C |YGROVIW
YKLOBSW 1YGLOS8W  [YKLO14C | YCRO48W |YGLI18C
YKLOP4W | YGLO70C  {YKLIOZW [ YCRO85W {YGROI8C
YKI201C | YGLOB7C | YKLIOBW | YELOOBW [ YGRO39W
YKRO48C |YGLOBPC  |YKLISIC | YELOIOW 1YGRD45C
YKRO52C [YGLIO3W [ YKLIB3W | YELOI4C | YGROSOC
YMLO32C |YGROOSC _ |YKLI8YW |YEL028W | YGROSIC
YMLOBSC |YGRO20C | YKLI?SW [ YELO47W | YGROS2W
YMLIIOC | YGRO37C YKL206C | YELOSBC | YGRO&4W
YOLODSC |YGROS3C | YKL221W {YELQ75C | YGROSIW
YOROOSC | YIL062C YKL222C | YERO3SW [YGR104W
YOROQZ2IW | YILOA9C YKRO44W | YERQ44C |YGRI115C
YORO6IW (YILI7IW YMLO71C | YERO46W [YGR137W
YORI356W | YIROOPW YMLI14C | YERG71C |YGRI39W
YOR143C | YKLO49C YMRII9W | YERO92W |YGRI151C




LISTADO DE ORFs ANALIZADOS EN EL GENOMA DE Saccharomyces |

cerevisice
GENES ANOTADOS ORFs HIPOTETICOS ORFs
CUESTIONABLES
=900 pk | ~300pb =900 pb | =300 pb = 300 pb
YORZ3/W [ YKLOS8W YMRI3OW (YERI2IW |YGRI&OW
YORZ288C |YKLO97WA [YMRI35C |YER135C |YGR164W
YORZ79IW [ YKL156W YMR204C [YER137C |YGRI176W
YOR3IIIC |YKLI®2C YMRI43C |YGLOIOW |YGRI82C
YKROS7W YOLO63C |YGLO1SC | YGR190C
YMLOO9C YOLO70C |YGLI21C | YGR228W
YMLI129C YOLO72W 1 YGLISBC | YGR230W
YMRO22W  1YOLO78W | YGL230C | YGR236C
YMRO42W  IYOLO9IW | YGRO30C |[YGR259C
YMRI23W  (YORI29C |YGRO35C | YGR265W
YMRI75W  {YORI3BC |YGR215C |YGR269W
YMR194W  IYORI75C | YGR2%0W | YILOSOW
YMR2SIWA 1YOR205C |YGR2Z1C |YIL141W
YMR256C YOR245C  {YGR293C | YiL163C
YOLO20C YOR292C | YGR294W | YKLOIOW
YOLOS3CA |YOR30IW | YILOOSW YKL036C
YOL10PW YOR342C [ YILO32C YKLD76C
YORI167C YOR3S2ZW | YILOSBW YKLO83W
YOR210W YILO5PC YKL1IC
YOR224C YILO86C YKL115C
YOR265W YIRO20C YKL118W
YOR3IV4CA YIR040C YKL123wW
YKLO3IW  YKLI3IW
YKLO44W 1 YKL136W
YKLOGTW | YKL147C
YKLO84W | YKL177W
YKLIO2C | YKL202W
YKL137W | YKRO12C
YKL158W | YKRO33C
YKLZ2Z23W | YKRO47W
YKL225W | YMLO13CA
YKRO32W | YMLO3IWA
YKRO49C | YMLOSBCA
YKRO73C | YMLOB?C
YKRO83C | YMLIOZCA
YMLOSBW | YMROS2CA
YMLOPOW | YMRO75CA
YMLIOBW | YMROB&CA
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LISTADO DE ORFs ANALIZADOS EN EL GENOMA DE Saccharomyces

cerevisiae

ORFs HIPOTETICOS

ORFs
CUESTIONABLES

= 300 pb

~ 300 pb

YML122C

YMRI119WA

YMROS7C

YMRI135WA

YMR0O82C

YMRI153CA

YMRI03C

YMR158WA

YMRIO7W

YMR172CA

YMR122C

YMRI173WA

YMR141C

YMR193CA

YMR195W

YMR290WA

YMRZ30W

YMR294WA

YMR252C

YMR304CA

YMR234C

YMR306CA

YMR324C

YMR316CB

YMR325W

YOLO35C

YMR326C

YOLo37C

YOL026C

YOL044C

YOLO48C

YOLOS0C

YOLO85C

YOLO99C

YOLI18C

YOLI106W

YOLI31W

YOLI34C

YOL160W

YOL150C

YOLISSC

YORO41C

YORO1SW

YOROSSW

YORO24W

YOR082C

YORO29W

YORI02ZW

YORDS3W

YORIO5W

YOR183W

YORI121C

YOR252W

YOR135C

YOR268C

YORI39C

YOR343C

YOR146W

YOR376W

YOR149C

YOR170W

YOR199W

YOR200W

YOR218C

YOR225W

YOR235W

YOR248W

YOR263C
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LISTADO DE ORFs ANALIZADOS EN EL GENCMA DE Saccharomyces

cerevisige

ORFs
CUESTIONABLES

a300pb

YOR277C

YOR282W

YOR300W

YOR309C

YOR331C

YOR333C

YOR345C

YOR3IEEW

YOR379C
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