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Resumen

De acuerdo a las caracteristicas y las propiedades fisicoquimicas y
termodinamicas del DNA, este presenta una conformacion
estructural que ha sido poco considerada en el campo de la biologla
evolutiva. En este trabajo se utiliz6 un algoritmo de distribucién
binarla (Indice de homogeneldad del DNA, IDH) propuesto por
Miramontes et al, 1995 como herramienta para analizar algunos
aspectos evolutivos de genomas. Este [ndice es un método que
tomando en cuenta parametros fisicos y termodinamicos del DNA
que afectan su estructura nos da una representacidn de su
conformacion estructural, mediante el andlisis de genomas
completamente secuenciados se ha demostrado que cada especie
tiene una conformacién particular que se representa graficamente
en un espacio tridimensional Q, a lo que le llamamos firma del
genoma.

Con esto se trataron de abordar algunos problemas de la evolucidon
molecular, puesto que se observo este particular comportamiento
del genoma creemos que debe haber una relacidn evolutiva con
esta caracteristica, también se trato de ver si se podia reconocer
con esta herramienta un importante problema para la
reconstrucclon de la historia filogenética, que es el fendmeno de la
transferencia horizontal.

Para abordar el primer problema se desarrolié una metodologla
que trata de buscar una relacion entre la distancia fllogenética de un
gen obtenida por alineacién de secuenclas y la distancia de la
posicién de ese gen en la firma estructural al centro de la misma.
Para el segundo problema planteado se grafico, utilizando el IDH, el
genoma completo de dos especies, Giaradia intestinalis y Ricketssia
prowasekii y dos genes homologos entre ellas, que en G. intestinalis
habia sido Identificado como producto de transporte horizontal.

Se encontré que para el primer problema, si existia una relacién
entre la distancia evolutiva y la estructrural, lo que sugiere que la
conformacioén estructural es debida a un sesgo mutacional, aunque
se propone hacer mas experimentos utilizando otros ejemplos de
genes, y otros analisls estadisticos adecuados para cada
experimento.

En el caso de la transferencia horizontal, por lo menos en el ejemplo
utilizado no se distinguié claramente la ubicacién del gen transferido
horizontalmente el las representaciones gréficas, por lo que suglere
que los genes transferidos horizontalmente adquiriran la firma del
genoma.




Introduccién

1.1 EI DNA y los genes

El DNA es la molécula que almacena la informacidn genética, en los
sistemas bioldgicos la informacién que especifica la estructura
primaria de una proteina reside ahi.

Los acidos nucleicos estan formados por un azdcar, una base
débil y al menos un grupo fosforilo, hay dos clases generales de
nucleotidos los ribonucledtidos, en los cuales el azicar es la ribosa,
y los desoxirribonucletdtidos, en los cuales el azicar es la 2-
desoxirrbiosa. (Horton et a/ 1981)

Las bases que se encuentran en los nucleétidos son
pirimidina o purinas. La pirimidina es un compuesto heterociclico
que contiene cuatro atomos de carbono y dos de nitrégeno. La
purina es una estructura biciclica que tiene una pirimidina fusionada
a una anillo de imidazol. En el DNA las pirimidinas son timina (T) y
citosina (C) y las purinas adenina (A) y guanina (G).

El DNA consiste en dos cadenas antiparalelas de polimeros
“lineales” de residuos de desoxirribonucledtidos enlazados por
fosfodiésteres 3°-5°. Cada base forma puentes de hidrégeno con
una base de la cadena opuesta formando pares de bases en donde
solo se encuentran pares de G con Cy T con A. Las dos cadenas
se enrollan una alrededor de la otra para formar una estructura
helicoidal. (Horton et al, 1981)

La interaccion de pares de pases adyacentes acerca los pares
de pases y crea un interior hidrofébico que da como resultado la
torsién del esqueleto de azucar-fosfato para formar una hélice.
Estas interacciones de acomodamiento estabilizan la doble hélice.
Debido a la forma en que se apilan los pares de bases para formar
una doble hélice, la hélice tiene dos surcos de anchura desigual.

La doble hélice se estabiliza por una variedad de fuerzas que
son suficientes para mantener la estructura pero también permiten
una flexibilidad de la misma. Mientras los enlaces covalentes
definen las estructuras primarias de las macromoléculas la fuerzas
debiles dominan el plegamiento de ellas, por ejemplo, los efectos
de fuerzas hidrofébicas mantienen a las purinas y pirimidinas al
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interior de la hélice. Los pares de bases apilados forman contactos
de van der Waals que en suma proporcionan una fuente importante
de estabilidad. Los puentes de hidrégeno entre los pares de bases
son una significativa fuerza establlizadora. Y las Interacciones
electrostaticas entre grupos fosfodiester negativos generan una
potencial inestabilidad que se mejora por las Interacclones
electrostaticas entre los grupos fosfodiester y los cationes, (Horton
et al, 1981).

Los genes son secuencias del DNA o RNA genémico que
codifican a una funcion especifica, existen tres tipos de genes
reconocidos actualmente, genes que codifican para proteinas, que
son transcritos en RNA y luego traducidos a proteinas, genes
especificamente de RNA que son unicamente transcritos y genes
regulatorios. (Li, 1997)

La mutaciones que ocurren en los genes son errores en la
replicacion de DNA o el la reparacion de DNA, una mutacién puede
afectar a un nucledtido o a varios nucleétidos adyacentes. La
mutacién puede se clasificada por el tipo de cambios causados
dentro del evento mutacional: i) sustitucion, donde se remplaza a un
nucledtido por otro, ii) recombinacién, en donde se incluye el
crossing-over, y la conversion, iil) la delecién en donde se plerden
uno o mas nucledtidos y Iv) la insercidn donde de agrega uno o mas
nucledtidos. La sustitucion de un nucledtido puede ser sindnima o
silenciosa, cuando el cambio de nucledtido no afecta la codificaclén
para el aminoacido o no sinénima cuando el cambio afecta al
aminoécido y por tanto a la proteina. (Li, 1897) En el Apéndice 4 se
muestra una tabla que ejemplifica y explica los tipos de mutaciones
(Ridley, 1993).

Los cambios en la secuencia de nudeétidos en el tiempo son
el proceso basico de evolucion molecular. (Li, 1997) Para
reconstruir la historia evolutiva se analizan los cambios en las
secuencias de genes homologos, genes que guardan relacién en
caracteres y que han divergido de un caracter comdn ancestral
(Fitch, 2000)

Los genes homdlogos pueden subdiidirse en tres tipos de
genes:

Genes Ortdlogos, son genes en diferentes especies que
evolucionaron de un gen ancestral comun por especiacién. (Roman



et al, 1997) Esto da origen a un grupo de secuencias cuyas
verdaderas filogenias son exactamente las mismas a las verdaderas
filogenias de los organismos de los cuales fueron abtenidas. (Fitch,
2000)

Genes Paralogos, cuando los genes homologos son el
resultado de una duplicaclén al interior del genoma. Tales genes
pueden descender y divergir mientras existan lado por lado en el
mismo linaje. (Fitch, 2000)

Genes Xendlogos o de transferencia horizontal, son genes
homoélogos que se transfieren de un organismo a otro. Este
fendmeno puede darse por diversos mecanismos como en el caso
de bacterias por conjugacién, o por vehiculos de intercamblo
genético como plasmidos, transposones, integrones, entre otros
(Roy, 1999).

La evidencia de estos casos hasta ahora solo se puede inferir
por observaciones en: anomalias en el contenido de GC, los genes
transferidos horizontalmente generalmente no tienen el patrén
general de los otros genes, la evidencia es mas clara cuando se
trata de bacterias Gram + o Gram -, aunque no todas las anomalias
en contenido de GC estdn relacionadas con transferencia
horizontal; otra prueba esta en el uso de codones, cuando se tienen
de 10 a 20 genes secuenciados ya es posible hacer una tabla del

"uso de codones que no solo refleja contenidos de GC también la
relativa abundancia de tRNA en el organismo, los genes
especialmente aquellos de alta expresion de protelnas, tienden a
conformar los patrones de uso de codones y las excepciones nos
pueden indicar resientes adquisiclones de transferencia horizontal;
otro manera de detectar la transferencia horizontal es mediante los
arboles filogenéticos, un alto grado de similaridad de un gen con
organismos genéticamente muy distantes nos puede indicar
transferencia horizontal (Roy, 1999).



1.2 Laera de la gendmica

Nos encontramos en una época de pleno auge en el campo de la
biologla y la evolucion molecular. La vitalidad de esta ultima
disclplina se ha debido en gran medida a la acumulacién de
secuencias tanto de genes Individuales como de genomas
completos provenientes de una gran cantidad de organismos. A la
fecha hay mas de 200 genomas celulares, aproximadamente 80%
de bacterias, 11% de eucariontes y 9% de arqueas completamente
secuenciadas y disponibles en bases de datos publicas y en su
conjunto representan una muestra de la diversidad genética de la
biota. (Fig. 1)

Crecimiento del GenBank

- - Q ] -
n L i L

Stmemcing (millanes)
~N -

Afinn
Figura 1. Namero de secuenclas acumuladas en GenBank

Esta informacién molecular ha modificado la comprension del
proceso evolutivo, asi como de la historia de la vida en la Tierra,
COmo se vera mas adelante,



1.3 El arbol universal de la vida y la transferencia
horizontal de genes

El suefio de muchos evolucionistas ha sido lograr clasificar a toda
la diversidad biolégica jerdrquicamente en un gran érbol universal
(Doolittle, 1999). Sin embargo anteriormente no habia sido posible
hacer dicho arbol debido a que para comparar y establecer
relaciones fllogenéticas se hablan utlizado basicamente datos
morfolégicos, lo que implica que para especies fenotipicamente muy
distintas no habla forma de establecer relaciones evolutivas
basadas en caracteres compartidos. Debido a la universalidad de
algunos genes (como la chaperonina cpn60, el rRNA, etc.) su uso
para establecer relaciones filogenéticas nos permite en principio
hacer comparaciones entre todos los seres vivos lo que abre la
posibilidad de hacer una filogenia universal.

Los datos morfolégicos y la biologla de los organismos son
parametros complementarios al arbol universal.

Woese a mediados de los afios setenta analizando la
molécula de 165/18S de la subunidad pequefia del RNA ribosomal
(cuyas siglas en ingles se abrevian SSU rRNA) propuso una
filogenia universal que muestra una clara division entre tres grandes
dominios: Archaea Eucarya y Bacterla. (Figura 2).

Bacteria Archaea E ucarya
Animaly

Euryarchasota

Figura 2. Clasificacion general de los tres dorninios, (Woese, 2000)



Inicialmente se consideré que el 16S/18S rRNA era un
marcador molecular fiel de las relaclones filogenéticas entre las
especies, debido a caracteristicas tales como, estar presentes en
todos los organismos celulares, tener una estructura universalmente
conservada, ademas de ser una molécula esencial y fundamental
en la funcionamiento celular con una tasa de cambio lenta. Dicha
filogenia universal, fue modificada posteriormente para incluir el
proceso de endosimbiosis Figura 3 (Doolittle, 1999) que origino a
las mitocondrias y a los plastidos (Margulls, 1981).

Bacteria Eskarya Archasa

2l

Figura 3. Representacion del arbol filogenético con los tres dominios incorporando el
fenémeno de endosimbioais. (Doolittle, 1999)

Domain

Kingdom

Finaimente en 1989, de manera independiente Iwabe ef al y
Gogarten ot al. utilizando dos grupos distintos de genes paralogos
sugirieron que la ralz del arbol universal, se encontraba en la rama
de las bacterias (Figura 4).



Evolution: Gogarven ef af.
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Figura 4a. Relaciones filogenéticas de arquaobacterias, eu , :
o?ganeros endosimbitticos derivados de la comparacion de la subunidad de H+
ATPasa. (Gogarten et a/, 1989).
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Figura 4b. Arbol fllogenético inferido por la simultdnea comparacion de las enzimas
maltato dehidrogenasa MDH y lactato dehidrogneasa LDH (lwabe et &/, 1989)

Con la filogenia universal de Woese, el arigen endosimbiotico
de mitocondrias y plastidos, y la ralz del arbol universal en el linaje
bacteriano, la historia evolutiva de la vida en la tierra parecia estar
resuelta a gran escala.

Sin embargo, el optimismo en la filogenia del 165/18S rRNA
como marcador universal se cuestiond cuando se comenzaron a
hacer otras filogenias universales basadas en ofros genes



conservados en los tres linajes celulares y provenientes de
genomas completamente secuenciados (Doolittle, 1999).

Las distintas filogenias moleculares mostraron que diferentes
grupos de genes homdlogos de un mismo grupo de organismos
presentan arboles filogenéticos con topologias distintas (Brown ef
al ,1997). (Figura 5)

Figura 6. Atemativas de Topaloglas obtenidas al comparar genes parélogos
presantes en los trea dominios. (Brown y Doolittle, 1897)
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Este patrén fue atribuido al fendmeno de la transferencia
horizontal de genes, entre especies. De acuerdo a Wolf ef al. (2002)
la transferencia horizontal representa una de las fuerzas principales
del fenémeno evolutivo cuando menos en procariontes. Por ello se
ha sugerido que para representar la historla evolutiva de una serie
de linajes hay que considerar la historia de todos sus
genes.(Doolittle, 1999). Esto hace que la historia de las ramas se
anastomosen frecuentemente, (Figura 6).

Bacteric Eukarya Archaea

Proleobacteria

Figura 6. Arbol que represanta la nueva propuesta de la historia evolutiva entre los
tres dominios. (Doolittle W, 1998)

Sin embargo la intensidad del fendmeno de transferencia
horizontal ha sido cuestionada ya que andlisis hechos a partir de
comparar el nimero de familias de genes que comparten los
genomas completamente secuencliados, suglere la existencia de los
tres linajes celulares (Figura 7). (Tekaia et al. 1999). y la sugerencia
de que muchos de los supuestos casos de transferencia horizontal,
pueden ser debidos a errores metodolégicos en el proceso de
reconstruccion filogenética. Por ejemplo se ha observado que la
concatenacién de genes universalmente conservados tiene como
resultado la obtencion de filogenias robustas (Brown et al, 2001) en
donde se observan los tres dominios. (Figura 8). También se ha
sugerido que distintos linajes celulares han estado sujetos a
distintas tasas de transferencia horizontal (Zhaxybayeva et ai,
2004).



Figura 7. Arboles gendmicos de los productos de los ORF en genomas completos
(Tekala ot a/, 1989)



Figura 8. Arbol filogenético obtenido de Ia identificacion y concatenacion de 23
proteinas conservadas en todas las especies. (Brown af a/, 2001)
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En este sentido sigue siendo un debate la cantidad de
transferencia horizontal que ha existido entre los linajes de
microrganismos. Es por ello que es necesario desarrollar nuevas
metodologias para analizar las secuencias de DNA que nos
permitan arrojar luz sobre el problema planteado, es decir, que tan
comin ha sido el fenémeno de transferencia horizontal y en que
* etapa de la evolucion se hace mas dificil dilucidarlo.

1.4 El proceso de evolucién molecular

En su forma mds reduccionista el proceso de evolucion molecular
consta de dos pasos. (Figura 9.)

a). Se genera varlacion por mutacidn (insercion /delecion,
recombinacion, conversién génica y mutacion puntual etc.)

b). Las fuerzas de seleccion natural o deriva génica determinan el
destino de la variacion. (Nei, 2000)

DNA Mutational bies

Natural selection
slave ;

Figura 9. Esquema del proceso de las mutaciones del DNA

Las secuencias que estan depositadas en las bases de datos
gon en Gltima instancia el resultado de este proceso basico.



Desde los afios 60 han existido dos modelos basicos que
pretenden explicar el proceso de evolucibn molecular, el modelo
seleccionista sugiere que la seleccién natural de mutaciones
ventajosas es la fuerza mas importante que dirige la sustitucion
alélica, y por otro lado el, modelo neutralista que suglere que el
proceso de sustitucion esta gobernado principalmente por la deriva
de mutaciones selectivamente equivalentes. (Page y Holmes, 1998)

Ambos modelos sugieren que existe tanto seleccion positiva,
como negativa y variantes alélicas selectivamente equivalentes
(neutras), sin embargo los modelos difieren en la proporcion de las
mutaciones que son neutrales o selectivamente ventajosas (Figura
10).

[ Deleterious
frlNevtral
Il Advantageous

Figura 10. Propérclones de las mutadonei sugeridas por las dos escuelas.
(Page y Holmes, 1968)

Si blen es claro que existen ejemplos tanto de evolucion
neutral como de evolucion selectiva, el debate entre ambos
modelos se centra en la relativa importancia (frecuencia) de ambos
procesos. Tal vez, uno de los agpectos mas importantes de la teorla
neutral es que explica (en mayor 0 menor medida) clertos aspectos
de la evolucidon molecular que se mencionan a continuacion: (i)
existe una correlacién entre la tasa de sustitucion y el grado de
restriccién funcional de un gen, (i) los patrones de composicion de
bases y el uso de codones reflejan presiones mutacionales, (iii)
existe una tasa constante o un reloj molecular en la evolucién de
secuencias, y (iv) el nivel de variacion genética entre especies es
producida principalmente por el tamafio de la poblacién y su tasa de
mutacion y es correlativa con el nivel de divergencia de secuencias
entre especies. (Page y Holmes, 1998)
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Es razonable concluir que tanto la seleccion natural como la
deriva génica determinan el destino evolutivo de las mutaciones.
Los neutralitas estan probablemente correctos en creer que la
mayoria de las sustituciones de nucledtidos son neutras en las
regiones no codificantes de DNA y en sitios sin6nimos. Muchos
seleccionistas estan también de acuerdo con esto. Sin embargo si
vemos la dinamica de la evolucidon molecular dentro de pequefias
ventanas de tiempo en particular a sitios no sinénimos, podemos
claramente identificar vestigios de la seleccion natural. Para una
completa resolucién del debate entre neutralistas y seleccionistas
sin duda requerimos de métodos estadisticos para distinguir entre
estos dos procesos, particularmente requerimos de aquellos
métodos que Incorporan mas informacion sobre las relaciones
filogenéticas de las secuencias en cuestion.

1.5 indice de homogeneidad del DNA (IDH)

Las propiedades termodinamicas del DNA estédn estrechamente
relacionadas con la estructura del DNA. (Chuprina ef al.1991;
Dickerson 1992; Breslauer ef al.1986). La rugosidad, la lisura,
(refiriéndose la rugosidad a una mayor varianza entre los angulos
estructurales de la molécula a diferencia de la lisura), la flexibilidad
y la estabilidad del DNA pueden cambiar de acuerdo la composicion
de nucledtidos, la cual puede no ser uniforme a lo largo de la
secuencia (Dickerson 1983), (Delcourt and Blake 1991). Tomando
en cuenta estas condiclones Miramontes ef al propone un indice de
homogeneidad (IDH) basado en un modelo de distribucién binaria
que cuantifica agregaciones de los nucledtidos presentes en la
estructura primaria del DNA tomando en cuenta tres parametros
basicos. El primero mide la distribucidn local de enlaces energéticos
dependiente de los enlaces fuertes CG (S) y débiles AT (W) en las
bases pareadas a lo largo de la cadena. (Bresiuer et al. 1996;
Delcourt and Blake 1991). El siguiente paradmetro toma en
consideracion es la distribucion de purinas (R) pirimidinas (Y) a lo
largo de una hebra de DNA, que influyen en la distancia adyacente
entre fosfatos debido a los posibles choques estéricos cuando hay
purinas o pirimidinas adyacentes (Calladine 1982) y por lo tanto
esta relacionada con la tersura o rugosidad del DNA. El tercer
pardmetro agrupa a la adenina y citosina (M bases) por tener un
grupo amino orientado hacia la ranura mayor de la doble hélice y
a la guanina y timina (K bases) con un grupo cetona. (Figura
11.)




dYR: dwSs: dMK:

R purina forma enlaces | grupo orfentado a ln

Y pirimidina W débiles ranuTa mayor

5 _fuertes M amino K cetons |

C-G R S K
T- A R W M
A-T Y w K
G-c¢C Y S M

Flgura 11. Esta figura muestra la diferencla de los Parémetros del IDH en cada
nucledtido. Se hace referencia a los nucledtidos marcados en azul.

Los efectos de las agregaciones de M o K no han sido muy
estudiados pero pueden tener importancia por la Interaccion i6nica
con otros metales, protelnas y con la misma cadena de DNA.
(Marzilll and Kistenmacher 1977).

Una secuencia de DNA puede ser representada basandose
en estas tres diferentes caracteristicas con el IDH. Por ejemplo
primero se le asigna un valor de 0 a las Y bases yde 1alas R
bases y repltiendo anélogamente la sustitucién para los casos WS y
MK.

Definiendo al IDH como d, entonces:

d = (NooNu)‘_(Nleo)
N,N, ’
donde N es el nimero de jj dinucleétidos ({=00,10,01,11) Yy NoY Ny
son el total de ceros y unos que hay en una secuencia y su
producto normaliza el indice en un intervalo de [-1 A)
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Este indice nos permitirad saber que tan agregados estan los
ceros y unos en la secuencia, si 8l término izquierdo del
numerador se encuentra es dominante entonces D sera mayor que
0 y sl por otro lado la secuencia tiene mayor ceros y unos en
alternancia entonces d sera menor que 0.

Finalmente cuando el nimero de los cuatro diferentes
dinucledtidos tengan aproximadamente el mismo valor entonces d
tendra un valor cerca de 0.

Con esto podemos representar cualquier secuencia de DNA
en un espacio tridimensional Euclidiano el cual es definido por la
identificacién de cada secuencia con su vector (dys, dws, duk). El
codominio de este mapa es el paralelepipedo Q = [-1,1]°. Cualquier
secuencia concebible de nucledtidos corresponde a un punto en
este espacio Q) de la secuencia de DNA. (Figura12).

Iue.
DNA 5‘4 —, o

dun

dYn.

Figura 12. Espacio en Q que ocupa una secuancia de DNA

Con el mapeo del IDH de los genes disponibles en aquella
época (Miramontes et al. 1995), encontraron que los genes de cada
especie se agregan en el espacio formando una nube de puntos.
(Figura 13) También se encontré que parecia haber una diferencia
significativa en el espacio ocupado por los genomas de bacterias,
eucariontes (Miramontes ef al. 1995).
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— Procariontes

e L0 ]

| e Eucariontes

Figura 13. Representacion da 13 organismos ublcados en los cuadros marcados en la
grafica. Cada cuadro representa aproximadamente el 95% de los genes analizadoa de
distintas espacies (tomada de Miramontes of &/, 1995).

Es significativo encontrar que cada genoma tiene un estilo de
organizacion particular de acuerdo al IDH. En esta figura se
analizan dos de los parametros propuestos para el indice de
homogeneidad, (esto debido a que conociendo dos de los
parametros queda determinado el tercero) ademas de que los dos
parametros utilizados en esta representacion tienen implicaciones
concretas en la estructura y estabilidad de la cadena de DNA a
diferencla del parametro dyx descrito anteriormente, con los genes
secuenciados en esta figura 13 se muestra una separacion entre
genes procariontes y eucariontes, sin embargo no hay distincién
entre los subgrupos de dichos dominios. Cuando se utilizan los tres
parametros como se muestra en la Fig. 14 se puede observar la
dispersion de puntos con una muy significante agregacion de los
genes en una firma, y claramente se ven las dos nubes de puntos
de uno y otro genoma en el espacio , las dos especies
filogenéticamente alejadas mantienen su propio espacio
conformacional. Este patron se observa en todos los genomas
hasta ahora secuenciados, dejando claro que estructuralmente el
genoma mantiene un patréon definido en una firma o nube de puntos
que se muestra de forma agregada. |
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Figura 14. Representacion de dos genomas Acrobacter sp. y Rattus norvegicus en el
espacio Q

2. Planteamiento del problema

De acuerdo a los tres Indices IDH (dvs, dws, dux). cada genoma
tiene un estilo de organizacion propio, Pero, ¢cudl es la razén de
este estilo de organizacién particular?, scual es el fendmeno
evolutivo que esta detras de este patron?

Si el proceso de evolucion molecular depende en ultima
instancia de la dindmica entre la mutacién (como fuente de
variacion genética), la deriva génica y la seleccion natural, que son
las fuerzas que determinan el destino de la variacién. Entonces, la
firma estructural de cada genoma debe poder explicarse en
términos de la interaccion de estas tres fuerzas bésicas.

Si la firma de cada genoma esta determinada por seleccién
natural, entonces cabe esperar una correlacién entre los parametros
estructurales y alguna caracteristica ambiental. Por otro lado, si la
firma estructural no esta determinada por seleccion, entonces es
probable que se deba a un sesgo mutacional; ya que es posible que
la deriva génica por si sola no pueda generar este patrén, en este
caso, debera existir una correlacién entre la tasa de evolucién y
algun parametro del IDH.




3. Objetivo e Hipétesis

Objetivo general: Estudiar el proceso de evolucién molecular en el
espacio (), el cual que representa los parametros estudiados.

Objetivo particular. Estudiar si la firma de cada genoma en el
espacio () esta determinada por un sesgo en la mutacién.

Hipotesis: Si la firma estructural de un genoma en el espacio
esta determinada por un sesgo en la tasa de mutacién (p), entonces
las secuencias con una mayor tasa de evolucién acumularan mas
mutaciones con la firma del genoma. De acuerdo a ello, hay dos
predicciones que se deben cumplir,

i) A mayor tasa de evolucién molecular las secuencias van a
estar mas cercanas al centro de la nube de puntos del IDH.
Es decir, van a tener mas mutaciones con el “sello de la

casa’.

ii) Los genes de transferencia horizontal adquiriran la firma del
genoma.
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4. Metodologia

Para indagar las predicciones mencionadas en la hipétesis, se
realizaron dos experimentos que se describen a continuacién.

1) A_mayor tasa de evol n_molecular lag secuenclas van a
estar mas cercanas al centro de la nube de puntos del IDH.

Para poder estudliar la relacién entre la tasa de evolucion
molecular de un gen y su firma estructural, se decidié comparar la
variacion en las tasas de evolucidn de un grupo de genes
homologos, con respecto a la variacién que existe en la distancia en
el espacio de la posicion de cada gen con respecto al centro de
cada uno de los genomas respectivos (Fig. 15)

) I i

Vs

dae

Filogenia Q

Fig. 15 Sl ta fima estructural de un gen esta determinada pPor un sesgo en la
mutaclon, entonces genes que han acumulado mutaciones mas rapldaments que otros
(1) tendran ramas més largas en las fllogenias y tendran distancias mas cortas al
centro de la nube de puntos (1) por acumular mé&s mutacionea con el “sello de fa casa”.
La prediccién es que habra una relacién proporcional entre ambas distancias (dev:
distancia evolutiva; des: distancla estructural),

Se escogi6 al gen de la chaperonina con ID cpnB0 de Giardia
Intestinalis por ser un gen universalmente conservado Yy que
presumiblemente tiene la misma antigliedad en todos los genomas,
salvo un caso de transferencla horizontal (ver méas adelante).
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Esquema del desarrollo de la metodologia

Se hizo una
| alineacion con
Clustal W

l

5e hizo una
filogenia con el
programa

Fitch-Margoliash

e buscaron solo

genes ortdlogos
a la Cpno0

en el COG del NCBT §

\

con las distancias filogenéticas

de Correlacidn de Pearson v se

| complementario con gines |

¢ paralogos y 5¢ les ¢
‘ indidualmente

rafieo |

Se compararon estas distancias |

de b orgamsmos cori una pruchof - AL

g S¢ caleuld el TDM con
los trus parameteos

AMK, dYR v dW &
ipara los genes ortologos
iy para ¢l genama de
_cada e

Con utros programas
culo el
| centro de las firmay
Yluego ley
distancias de lng

genes al centry
de fangbe de
paritos

Como primer paso, se obtuvieron los genes ortologos de la
cpn60 de la base de datos del Cluster de grupos ortélogos COG

depositada en www.ncbi nim.nih.qov/COG/

asl como sus

genomas completos, para el andlisis estructural que se describe

mas adelante.
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Tabla 1. Genes ortélogos de la cpn60 de G. infestinalis

ESPECIE GEN ESPECIE GEN
AF2238 Caulobacter CcCcos8s
Archaeoglobus - crescentus
fulgidus AF 1451 Pseudomonas PA4385
aeruginosa
Saccharomyces | YBRO44 Vibrio cholerae VCADS2
cerevisiae | YLR259 VC2664
| YOR188 Pasteurella muitocida | PM1107
YJL111 Haemophilus HI10543
| influenzae
YiL142 Buchnera aphidicola BUQ19
APS
YDR212 Neisserla meningitidis | NMAO47
o 22451 (serogroup A)
YJLOOS Neisserla meningitidis | NMB197
. MC58 (serogroup B)
| YJRO64 Xylelia fastidiosa 9a5c | XF0615
YDL143 Aqulfex aeolicus aq 220
YJLO14 Campylobacter jejuni | Cj1221
Mycoplasma AG392 Helicobacter pylori 199 jhpOOO
genitatium
Chlamydophila CPn089 Helicobacter pylori HP0D10
preumoniae CWLO29 | 26695
CPnQ77 Borrelia burgdorferi BB0OG649
CPn013 Treponema palfidum TPO030
Chlamydia CT755 Thermotoga marntima | TM0O506
trachomatis CTe04 Halobacterium sp. VNG209
CT110 NRC-1 VNG222
Bacillus halodurans BEH0562 Thermoplasma Ta1276
acidophitum
Streptococcus S$Py207 Ta0980
pyogenas SF370
(serotype M1)
Synechocystis sp. $ir207 Aeropyrum pernix APE207
PCCea03 88041 APE090
Lactococeus lactis 19889 Methanobacterium MTH794
Mycobacterium Rv3417 thermoautotrophicum  "paTH218
tubercufosts H37Ry Bv0440 Methanococcus MJ0999
Jennaschii
Deinococcus DRO607 Pyrococeus abyssi PAB234
radigdurans Pyrococcus hortkoshii | PHOO17
Mesorhizobium lotf miR223 Rickettsia prowazekii | RP626
| mir239 Giardia intestinalis | gi|2772832
_mu820 Mycobacterium leprae | MLO38B1
|_mirg34 MLO317
miks81
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Posteriormente, se realizd una alineacidon de los genes
ortdlogos utilizando el programa ClustalW (Thompscn et al, 1994).
A continuacion, se elabord una filogenia (con el programa Fitch-
Margoliash), de la cual se obtuvieron las distancias evolutivas
{Apéndice 1). De esta filogenia, utilizamos una seccién del arbol
(Fig. 16) en donde las relaciones filogeneticas de ios genes
corresponden a la biologia de los organismos, para compararios
con los resultados de cuantificaciones en las variaciones locales
con el IDH.

Para tener los datos trabajados con el analisis estructural, se
obtuvo primero el IDH con un programa en PERL en los tres tipos
de dicotomias descritas (dys dws ¥ dux) para los genes ortdlogos
mostrados en la Fig. 16, a fin de conocer su posicion el espacio
dentro de un plano euclidiano (). A los genomas de los
organismos analizados se aplicé el mismo anaiisis, con el objeto de
ubicar también su posicién. Luego, con el mapeo de estos genomas
completos se buscé un centro relativo en la nube de puntos con un
programa en PERL.

Con otro programa realizado en PERL, se calculo la distancia
de este centro a la posicion del gen ortélogo, generando una matriz
de datos que fue comparada con las distancias evolutivas (en
términos relativos) que generé la filogenia de Fitch-Margoliash
obtenida (Tabla 2).

Se calculo el coeficiente de correlacion de Pearson, entre los
resultados obtenidos con la filogenia de Fitch-Margoliash y las
distancias estructurales obtenidas con el IDH (la Grafica 1 muestra
esta relacion). Posteriormente, se realizé una prueba de
significancia (prueba de hipotesis estadistica) del coeficiente de
correlacion obtenido en ia muestra.

Se realizo un analisis complementario de la siguiente forma.
De la misma filogenia de ortélogos a la Cpn 60 {Apéndice 1) se
buscaron genes paralogos y se estudio la relacion entre los datos
obtenidos de las distancias trabajadas con el IDH, anteriormente
mencionadas (Tabla 3).

Por dltimo, se graficaron las distancias obtenidas en la

filogenia de los doce genes paralogos, contra las distancias
obtenidas con el IDH.
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ii) Los genes de transferencia horizontal adquiriran la firma del
genoma.

Utilizando el gen de la Cpn60 de G. intestinalis, reconocido
como evidencia de que los diplomonados tuvieron un endosimbionte
mitocondrial que transfirid este gen al nucleo antes de la perdida
secundaria del endosimbionte (Roger AJ, et al. 1998),

Esquema del desarrollo de la metodologia

Se bajaron las
secuencias de

“los genes homdlogt
- de fa Cpn6Q

Mediante un blas? nucledtidosy |
se obtuvieron a los [JFPEE amincdcidos de la
genes homélogas § _Cpn 60 de Giardia

Se hizouna U
alineacién con Calculamos el IDH del genoma::
: Clustal W § : Secuenciado de :

Giardia y Rickettsia

& graficaron con sus
respectivos genes para
observar sielgen
CPN60 originario de la
mitocondria de Giardia

utilizando-YRd, MKd ¥
wsd- -

Utilizamos el programa MEGA
para obtener una filagenia
I que nos mostrara la ubicacidn

filogenética de Giardia .

habfa adquiride la firma
y los grupos cercanos

i del genoma nuclear o se
g ubicaba cercano a Rickettsia
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Se realizo un blast contra la base de datos del KEGG a fin de
obtener todos los genes homologos a dicha proteina, estos genes
se muestran en la Tabla 4 del Apéndice 3.

De los genes obtenidos en el KEGG se tomaron las proteinas
(en formato fasta) que codifican estos genes, y fueron alineados con
el programa ClustalW. Posteriormente se realizd una filogenia con
el método Neighbor-Joining en el programa Mega 2.1 Software
(Kumar, et al. 2001). (Figura 17.) para mostrar el origen
mitocondrial de dicho gen.

Se mapearon los genomas de Rickeltsia prowazekii (por ser
el genoma bacteriano de vida libre mas cercano filogenéticamente a
las mitocondrias) y G. intestinalis en el espacio Q y se identificaron
los dos genes homdlogos de la cpnB0 (gi|2772932| y RP626). A fin
de presentar graficamente la ubicacion de los genes homologos
con respecto a la nube de puntos del resto del genoma (Grafica 2).
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5. Resultados

i) A mayor tasa de evolucion molecular las secusncias van a
estar mas cercanas al centro de la nube de puntos del IDH.

Se obtuvo la Filogenia que se muestra en el apéndice 1 a partir de
los genes ortdlogos de la Cpn60, y de esa filogenia se utilizd la
seccion que se muestra en la Figura 16.
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Figura 16. Rama de genes ortdlogos obtenidos de Ia filogenia elaborada con el
programa Fitch- Margoliash que se muestra en el Apéndice 1.

La filogenia que se muestra es una seccion de la filogenia
completa del Apéndice 1, del cual se tomé la rama de los 15 genes
de organismos mostrados en la figura 16, para ser analizados con el
programa para el IDH, al igual que los genomas completos a los
que pertenecen dichos genes.

Una vez determinados los vaiores de los tres parametros (dyg,
dws ¥ dux), se obtuvo el valor del centro relativo de la firma de los
genomas (nube de puntos) y se calculé la distancia del gen a dicho
centro. Los valores de las distancias filogenéticas y los de las
distancias estructurales con el IDH dentro del genoma de cada
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organismo se muestran en la Tabla 2 y Figura 17. Cabe destacar
que, para la muestra analizada, existe una relacion inversa entre
estas variables, acorde con lo planteado en la hipétesis. En efecto,
el coeficiente de correlacion (r de Pearson) es de -0.474.

Tabla 2. Distancias obtenidas con el IDH y distancias filogenéticas con el programa

de Fitch-Margoliash
des dev
Gen distancia distancia
estructural evolutiva
1 CC0685 0.10141285 0.19883
2 mi2232 0.15377440 0.21338
3 mir23%4 0.12791874 0.19801
4 mig201 0.125008234 0.17964
5 mir9342 0.12561703 0.19234
s mii5810 0.13211889 0.18825
7 PA4385 0.04277073 0.20117
8 VCAQD820 0.05842995 0.26402
g PM1107 0.12032831 0.20550
10 HIO543 0.10029905 0.21235
11 VC2664 0.06537636 0.20288
12 BUO1S 0.08265950 0.24660
13 NMAQ473 0.14120810 0.20084
14 NMB1972 0.12533026 0.20229
15 XF0615 0.03815330 0.21780
Correlacién r=-0474
03
025 . - -
i * .
—% 02 { ¢ @ » -
$ *
£o1s] -
i
i B
g
2 ;
s |
005 1
l 0 "
0 005 01 0.15 (134 \
IOH

Figura 17. Relacion entre las distancias estructural y evolutiva.
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A continuacién se describe el procedimiento seguido para la
prueba de significancia estadistica (prueba de hipotesis estadistica)
del coeficiente de correlacién encontrado en la muestra.

La hipotesis nula (Hy) mas atractiva de analizar, y que de
hecho se desea rechazar, es que el coeficiente de correlacion
poblacional (p) sea igual a cero. Esto equivale a decir que no
habria relacion entre las 2 variables analizadas (en este caso, entre
la distancia filogenética y la estructural) si se estudiara el universo
de genes ortélogos; si esto fuese cierto, la correlaciéon obtenida en
la muestra de 15 genes se deberia al azar {(error de muestreo). La
hipétesis alterna (H,), que es la deseable de aceptar, se plantea en
forma unidireccional negativa (p< 0), debido a que ya se conocen
los resultados de muestra (r = -0.474). Asi,

H(): p=0
H,: p<0C

Como en este caso la H, establece que p = 0,' la distribucion
muestral es la “t” de Student con n-2 grados de libertad, donde “n”
es el tamafio de la muestra. Por lo tanto, el estadistico de prueba,
que no es otra cosa mas que el coeficiente de correlacion
estandarizado, esta definido como
:_9 _ r—>0 _ryn-=2

5. =2 Yn-2) N1-r?

=

1

donde s, es la desviacion estandar de la distribucién muestral de los
coeficientes de correlacién, que mide la variabilidad de los posibles
valores que puede tener r si se tomaran muestras repetidas de
tamafio n de una poblacién con correlacién igual a la planteada en
la hipotesis nula {p = 0).

Por lo tanto, en forma estandarizada, el coeficiente de
correlacion encontrado en la muestra es igual a

(-0.474)-0 ~0474
= = =-1.94
Mi—(~0474y J(15-2) 0.2442

! Cabe mencionar que si en la hipétesis nula se especificara cualquier otre valer de p
que no fuese cero, la prueba es algo mas complicada ya que (r - po) / S¢ no seguiria la
distribucién “t" de Student. Esto es mas valido a medida que la correiacion difiere mas de cero.
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3.72%

-1.94 0 1

0.474 0 r

Figura 18. Prueba de significancia estadistica del coef. de correlacion de la muestra.

Como puede observarse en la Figura 18, si la Hy fuese cierta
(p = 0), existiria una probabilidad de sélo 3.72% de obtener una
muestra con un coeficiente r £ -0.474. Como esta probabilidad es
muy pequefia (menor que el nivel de significancia a de 5%,
unilateral), se rechaza la hipdtesis nula y, en consecuencia, se
acepta la hipotesis alterna (p < 0). Es decir, la distancia filogenética
y la distancia estructurai estan correlacionadas en forma inversa de
manera significativa. La posibilidad de que esta decision sea
incorrecta, el llamado error tipo |, es igual a la probabilidad antes
citada.

Una vez probada la hipétesis con genes ort6logos
correspondientes a 15 organismos, se realizd un analisis
complementario con los genes paralogos de 12 organismos, que
fueron marcados con verde en la Figura del Apéndice 1. La Tabla 3
muestra las distancias estructurales y evolutivas, donde puede
apreciarse que en cada organismo existen dos o tres genes
paralogos. En ocho de los organismos (marcades en rosa), la
relacion indica que a mayor distancia filogénetica (distancia
evolutiva) menar es la distancia del gen al centro de la nube de
puntos del genoma al que pertenecen {distancia estructural). Estos
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resuitados son consistentes con el experimente anterior.
Unicamente cuatro de los organismos analizados no cumplen con
esta relacion (indicados en verde). Ademas, se presenta un grafico
para cada organismo con sus genes paralogos (ver Gréficas A2-1 a
AZ-12 en el Apéndice 2)

Tahbla 3. Distancias estructurales dentro del genoma de cada organismo vy distancias
filogeneticas entre ellos *

des dev
Genoma Gen Distancia Cistancia
estructural evolutiva
NC 000817 AF1451  *y 0180704127

AF2238 7 0.194101308 °

022940909 |
INC_000818 MTH218 0.121450572 0.28849694
; MTH794 0.12503042 0.24892463
NG 002573 Ta0380 0.087267199 0.30286754
Ta1276 0.132413241 0.28365368
NC 002589 TVN1128 0.089853014 .29569445
TVNOS07 0.073388104 0.30710634
NC_006854 APE0S07 0.166671818 0.35211385
APE2072 0.168638468 . .0.32247684

NC_001136 YDL143w 0.096193085 0.58965086
YDR212w 0:114557331 0.57853339

NC_000962 Rv0440 0.0980409 0.23234263
Rv3417¢ 0.091633733 0.37682749
NG 002677 MLO317 - 0.098339606 - . | 0.239534q5 ,
MLO381 < -10.093189573 ¢ i .0.38220065
NC 000911 sll0418 0.14B987729 0.30441343
slr2076 0.162675684 0.25553454

NC_002678 MIIS5810
MIlB201
MIr2394

NC 000117 CT604
CT755
CT110

NC_000922 CPn0848
CPno777
CPn0134

*Apéndice 1



it} Los genes de transferencia horizontal adquiriran la firma del
genoma.

Una de las caracteristicas del grupo de los diplomonados al cual
pertenece G. [niestinalis, es la ausencia de mitocondria. Se ha
sugerido la perdida secundaria de la mitocondria posterior a un
evento de transporte horizontal del gen CPN60 de! genoma
mitocondrial al genoma nuclear de G. Intestinalis. (Roger et al.,
1998). Después de hacer el Blast de esta proteina contra los
genomas completos secuenciados en el KEGG, mostrados en la
Tabla 4 del Apéndice 3, realizamos una alineacion con Clustal W y
con el programa MEGA 2 obtuvimos el arbol filogenético que se
muestra en la Figura19 en donde podemos observar claramente los
grupos filogenéticos de Archaeas, Eucariontes y Bacterias, y
ademas observamos que el Cpn80 de G. Intestinalis se agrupa con
los genes bacterianos y mitocondriales reflejando su origen
mitocondrial. :
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Se sabe por diversos andlisis filogenéticos que R. prowazekii
es el organismo mas cercano al ancestro del endosimbionte
mitocondrial.

Después de sacar el IDH con los tres parametros (dys, dys,
duk) para tener tanto la ubicacién de los genomas de G. Intestinalis
y R. prowazekii, como d e sus genes homdlogos del cpnt0 de G.
Intestinalis y de R. prowazekii. Se realizd un analisis visual de la
posicion de los genes con respecto a los genomas en el espacio Q
para observar si el gen ¢cpn60 de G. Intestinalis habia adquirido la
firma del genoma Eucarionte y habia perdido la firma del genoma
mitocondrial. Pretendiendo ver que posicion en el espacio Q
ocupaban estos genes con respecto a su genoma, se graficé el
mapeo mostrado en la Figura 20.

Cranin vtetinals
Rckensa prowazaki
Gardia rtasinate lcpngd) -

84 I Rekatea prowazeks (cpnsd}

04

(=X N

dutance

Figura 20
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6. Discusidén y Conclusiones

Existen mucho métodos de andlisis para estabiecer relaciones
filogenéticas, sin embargo la conformacién estructural de la
molécula del DNA ne habla sido contemplada como un caracter de
analisis evolutivo hasta hace poco (Miramontes, 1995).

La importancia de esta trabajo radico principalmente en tratar de
establecer una relacion entre el factor estructural, mediante el uso
del IDH, y aspectos mas tradicionales de la evolucién molecular
tales como la tasa de cambio de un gen.

Como se muestra en este trabajo cada genoma presenta una “firma
estructural” caracteristica de acuerdo al IDH, lo que representa una
de las observaciones mas relevantes.

En el enfoque actual del estudio de patrones espacio-temporales
observados en diversos sistemas (bioldgicos, fisicos, sociales...), se
ha dejado a un lado la visién reduccicnista, de ver por partes al
sistema, para verio como un todo, es decir, como un complejo en
donde las partes pequefas interactian entre si operando con
“reglas simples® para formar estos patrones, al parecer tan
abundantes principalmente en sistemas biolégicos. Estos patrones
se conocen como sistemas complejos, que ademas se caracterizan
también porque los cambios que en ellos pueda haber no son
proporcionales a las causas que lo provocan.

Bajo este enfoque, muchos de los patrones que observamos
pueden ser el resultado de procesos de autoorganizacién.

Los cambios que se dan en el sistema responden a estados
llamados de criticalidad, en donde el sisterna se encuentra
oscilando fuera del equilibrio. Son los estados refacionados con el
cambio del sistema, y en donde pueden existir interacciones de
corto y largo alcance que repercutan en componentes vecinos o
lejanos.
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Para entender la dinamica de estos sistemas, es necesario describir
las reglas de interaccion y evolucién que caracterizan la formacién
de estos patrones, y comprobar que son estas reglas las que llevan
al estado critico del sistema.

La firma estructural que presenta el genoma responde
probablemente a un patréon espacio temporal que podria definirse
como un sistema complejo. De ser cierta esta aseveracion no se
conocen a detalle las reglas que interaccionan dentro del genoma
para formar dicho patrén, pero suponemos su existencia.

En este trabajo hemos estudiado al genoma mediante dos
aproximaciones importantes (evoluciéon molecular clasica y sistemas
complejos). De esta forma, el origen de la “firma estructural” estaria
determinada en parte por un sistema complejo (sesgo en el origen
de la variacion) y en parte por procesos evolutivos mas ortodoxos
tales como la seleccidn natural y la deriva génica. Como sabemos el
proceso de evolucion molecular esta deteminado en dltima
instancia por la mutacion, la seleccion y la deriva génica. Los
patrones que observamos hoy en dia en los genes y genomas
deben de poderse interpretar en términos de interacciones entre
estas tres fuerzas evolutivas.

Las adaptaciones bioldgicas son el resultado del proceso de
seleccion patural. Si la firma estructural de cada genoma esta
determinado por la seleccién entonces cabria encontrar alguna
correlaciéon entre dicha firma y algin parametro ambiental. Dicha
correlacion hasta el momento no ha sido posible de demostrar
(otros analisis no mostrados). Por otra lado, bajo un proceso
gobernado solamente por la deriva génica, esperariamos que cada
gen, se moviera de forma aproximadamente aleatoria en el espacio
Q y no esperariamos encontrar una fitna estructural. En este
trabajo sugerimos que la existencia de dicha firma es debida a un
sesgo en la mutacion. De ser cierta esta hipdtesis entonces
aquellos genes que tengan una tasa de evolucion mayor deberan
presentar una mayor acumulacion de mutaciones con el sello de la
casa y los genes que hayan sido adquiridos por transferencia
horizontal adquiriran la firma del genoma. Los experimentos
realizados en este trabajo parecen conformar dicha hipétesis.
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También es necesario realizar mas experimentos debido a que
existen varios factores que pueden sesgar los resultados y con lo
cual podemos llegar a conclusiones erréneas por ejemplo, el tiempo
de permanencia de un gen en el genoma, también puede estar
correlacionado con el nimero de mutaciones “de la casa” que va a
acumular, variable que hemos intentado cancelar utilizando genes
ortdlogos del COG. Una prediccion que seria interesante estudiar es
comparar la relacion entre las tasas de evolucién de distintos genes
(chaperoninas, hemoglobinas y fibropéptidos) con respecto a su
posicién en la nube de puntos de un genoma y observar si la
prediccion sugerida se cumple.

En principio este método seria capaz de detectar o sugerir
genes de transferencia horizontal, sin embargo esto parece ser solo
valido para genes transferidos recientemente. Haria falta estudiar si
los genes alejados de la nube de puntos pertenecen a genes de
transferencia horizontai.

El uso de las herramientas biomatematicas en esta area nos ha
permitido ampliar el panorama del comportamiento de fas moléculas
en el desarrollo de ia historia evolutiva de las especies, y otra forma
de ver el origen y aspectos de sistemas bioldgicos, este campo de
desarrolioc nos promete un mayor acercamiento para entender
algunos aspectos importantes de la biologia en muchas de sus
ramas.

Por ahora en este trabajo podemos concluir que en las muestras de
genes ortologos y paralogos de la Cpn60, se encontré que a mayor
tasa de evolucion molecutar menor es ta distancia estructural al
centro de la nube de puntos o mayores seran las mutaciones
estructurales “de la fitna”.

Por esto podemos sugerir que existe una relacion entre la
distancia evolutiva y la estructural, y que entonces la conformacion
estructural del genoma es debida a un sesgo mutacional.

En los mapeos no se distingue al gen de transferencia horizontal,
por lo menos en el ejemplo buscado.

Este analisis sugiere que los genes adquiridos por transferencia
horizontal adquiriran mutaciones de Ia firma estructural det genoma.
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Vale la pena analizar genes de transferencia horizontal tomando en
cuenta el tiempo que han pemmanecido en el genoma.

Sugerimos utilizar métodos estadisticos mas poderosos como

maxima verosimilifud para estimar las tasas de evolucion de los
distintos genes.
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. 0.06450
bbu_BROG4S 0.22912
tpe _TPOCGID 0.19958
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rac_Tal9B0 0.02521

12 0.09994
ape_APEZD7 0.25850
ape_APEGID 0.32143
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Figura 16. Filogenia Obtenida del analisis de los genes orldlogos, los genes
marcada en rojo fueron escogida para el primer andlisis de la metodologia |
porque las relaciones filogenéticas de esta rama comesponden a la biologla de
los organismos, y los genes marcados en verde son los genes pardlogos que
sa utilizaron en el segundo andlisis de la misma metodologia.
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Apéndice 2
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Grafica A2-3
Thermoplasma acidophilum
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Grafica A2-5
Aeropyrum pemix K1
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Grafica A2-6
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Grafica A2-7
Mycobactrium tuberculosis
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Grafica A2-8
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Grafica A2-9
Synechocystis sp.
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Grafica A2-10
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Grafica A2-11
Chlamydia trachomatis
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Grafica A2-12
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Apéndice 3.

Tabla 4 (1) de los genes homologos a G. intestinalis

ESPECIE

Mesorhizobium foti

Deinococcus
radiodurans

Sinorhizobivm
melifoti

Caudobacter
crescentus

Rickettsia prowazekii
Rickettsia conorif
Neisseria
meningitidis MC58
{sercgroup B)
Ralstonia
solanacearum

Vibrio cholerae
Haemophiius
influenzae
Pasteurella multocida
Buchnera aphidicola
APS

Yersinia pestis CO92
Salmoneila typhi
718

Escherichia coli K-12
MG1655
Campylobacter jejuni
Helicobacter pylori
139

Aguifex aealicus
Chiamydophila
pneumoniae CWL029

Chlamydia
trachomatis

Chlamydia
muridarum

Treponema paliidum
Barrelia burgdorfers
Brucella melitensis

Thermotoga
maritima

GEN

mlr9342
mll5810
mll3201

mlr2394
mll2232
DROGOT

SMcet913

SMa0744
SMb21366

SMcO1758
SMa0124
CCO68S

RP626
RC0968
NMR[972

RS01546

VCAQ0820
HII0543

PMI1107
Buol19

YPOO351
STY 4690

B4t43

Cji221
JhpO008

AqR200
CPn0134
CPa0777
CPn089g
CT0
CT604
CT755
TCOI86
TCOE93
TCO136
TPOO0
BRO607
BMEI 1048
TMO506

ESPECIE

Mycobacterium
tuberculosis H37Rv

Clostridium
acetobutylicum
Mycobacterium
leprae

reptococcus

pyagenes SF370
{serotype M1)

Streptococcus
pneumoniae TIGR4
Lactococcus factis
Staphylaocaccus
aureus N315 (MRSA)
Bacilius haltodurans
Bacifius subtilis
Listeria
monocytogenes £GD
Listeria innocua

Arabidopsis thaliana

SynechQgystis sp.
PCCERO3

Anabaena sp.
PCC7120

Caenorhabditis
elegans

Drosophila
melanogaster

GEN
Rv0440
Rv3417¢
CAC2703

MI03 L7
MLO381
Spy2070

SP 1906

L 1198893
SA 1330

BI10562
BG10423
Imo2068

lin2174
At3gl13470
ALSg565(K)

At1226230

A(2228000
AlLSplBE20

A13202530
AL5£16070

AL520850
ALgl1830

A3gt8390

AlSg26360
slr2076

sH0416
alrio62
alr|856
Y22DT ALS
FOIFL.8
T21B10.7
T10B5.5
KDICR.10
CO7G23A
F54A33
CG2830
CG 1693
CG8231
(55525

50




Tabla 4 (2) de los genes homologos a G. infestinalis

ESPECIE

Mycoplasma
pheumoniae

Saccharomyces
cereviside

Halobacterium sp.
NRC-1

Sulfolobus
solfataricus

Sulfolobus tokodaii

Pyrobaculum
aeraphitum

Aeropyrtm permnix

Thermoplasma
acidophitum

Thermopiasima
vofcamum

Archaeoglobis
fuilgidus

Methanobacterium
thermoautotrophicum

Methanococcus
Jannaschil
Pyrococcus abyssi

Pyrococcus horikoshii
Pyrococcus furiosus

Cigstridium
perfringens
Mycaplasma
-ganitalivm

GEN
DO2ort343
YIL142W
YDR188W
YIRO64W

YIJLO14W
VYNG2096G

S500862
8803000
S800282
STi1253

STO820
STO321

PAE0907
PAL2117
APE2072
Ta0980
Tul276
TVGL181974
TVEG0494466
AF1441

AF2238
MTH21E

MTH754

MJ0D999

PAI3234]
PHOO |7
PI1974
CPE2289

MG392

ESPECIE

Arabidopsis thaliana

Guillardia thata
Ricinus communis

Brassica napus

Tripanasema brucei
brucer

Leishmania major

Cucurbita maxima

Zea mays

Ajeliomyces
casuiatus
Paracoccidroides
brasiiiensis
Schizosaccharomyces
pombe

Candida albicans

Saccharomyces
cerevisiae
Drosophila
melanogaster

Homo sapiens

Cricetuius griseus
Mus muscuius

Plasmodium
falciparum

Giardia intestinairs

GENES
MITOCONDRIALES
2i]134104 splP2 1240 RUBRB
ARATH

2112644189 sp|P29197|CHE0 ARA
2i|3921740:5pl0784 19|CHE0 GUIT
gi|134101isp|POBR24| RUBA
RICCO

gil464727|5p|P34794 BRANA

gil 134 104splP2 124 1] RUBR
BRANA

2i| 182777736sp'Q37683|CI 160
TRY

£i'3023478:5p|(094596] CHAO
LEIM

i 4617353]s5.Q05045]CH6 |
CUCMA

gi| [417361splQO3046]CT162
CLCMA

2i|2506275 sp|P29185CTIE | MAIZ
212493616 5pl034298/C1162
MAI7Z

2i[B48898S sp|PSO142|HS60 AJEC

2ii6016249.splO6B008/11S60
PARB
£il13463 1 [spiQ09864IHS60 SC1IP

2il6016258'p'07426 1 HS60
CANA
gil123579sp'P19882|HS60 YCAST

gi 11386836/sp/Q9VMN3 CHEC
DRO

2il | 2644042/sp|002649|CH60
DRO

21129379 sp|P 10809|CHE0
HUMAN

2i] 1 29378]spfP18687|CH60 CRIGR
4i3219998,5p|P 19229|CHED
MOUS
gil461733isp|P34940/CH60
PLAFG

2il727293212b|AAC3E82 1|

tn




Apéndice 4

Tipos de mutaciones

Secuencia original del DNA | Secuencia mutada/ cambio

1) c—t
ccg ctt gtc aac tag
Gly-Glu-GIn-Leu-lle

2) a—g
ccg cte gtc agce tag
Gly-Glu-GIn-Ser-lie

ccg ctc gtc aac tag 3) a—c
Gly-Glu-GIn-Leu-lle ccg ctec gtc cac tag
Gly-Glu-GiIn-Val-lle

4) !
ccg cct cgtcaactag
Gly- Gly-Ala-Val-Asp

5) g—a
ccg ctc atc aac tag
Gly-Glu-Alto

La mutacién 1, corresponde a una mutacion de tipo sindnima, en donde
el cambio no afecta la informacién para el aminodcido; la mutacion 2 es una
transicion, que son mutaciones en donde se cambian purinas por purinas o
pirimidinas por pirimidinas, la mutacién 3 es una transversion, son cambios de
purinas por pirimidinas y viceversa; la mutacion 4 es una insercién, provoca el
cambio de marco de lectura; y la mutacion 5 es una mutacion de paro. (Ridley,
1993).
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