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RESUMEN 

Los factores que gobiernan el cambia nucleotidico a escala evolutiva lejos de encontrarse 

dilucidados constituyen uno de los puntas que ha concitado mayor controversia en el area de Ia 

genetica evolutiva. Esta controversia se ha centrado en los ultimos anos en un tipo particular de 

sustituciones nucleotidicas: las sustituciones sinonimas, es decir aquellas que no alteran Ia 

naturaleza codificante de los genes. El grupo biologico donde Ia polemica ha cobrado mayor relieve 

lo constituyen los vertebrados, y dentro de estos los mamfferos en particular. Dos visiones 

alternativas han sido propuestas. Una de elias (neutraslista-mutacionista) sostiene que las 

sustituciones sin6nimas son el resultado de procesos estocasticos donde variantes funcionalmente 

equivalentes (selectivamente neutras) se reemplazan unas a otras a lo largo del proceso evolutivo. 

En este proceso Ia mutacion jugarfa un rol preponderante. La vision alternativa propane en cambia, 

que tanto Ia composicion de bases en las posiciones sinonimas como Ia velocidad con las que estas 

evolucionan tienen relacion con el funcionamiento del aparato de expresion de los genes y que por 

tanto estarfan gobernadas por Ia seleccion natural. 

En el presente estudio hemos analizado las tasas de cambia nucleotidico en tres grupos 

biologicos que abarcan buena parte de Ia escala evolutiva de los eucariotas: los trypanosomatidos, 

las gramfneas y los mamfferos. Nuestros resultados nos permiten afirmar que en estos tres grupos 

biologicos las tasas de cambia aminoacfdico y sinonimo asf como Ia composicion de bases de las 

posiciones sinonimas se encuentran correlacionados. Los genes que evolucionan mas lentamente a 

nivel de aminoacidos tambien lo hacen a menor velocidad en sus posiciones sinonimas y presentan 

una determinada composicion de bases en las mismas. En uno de los grupos (los trypansomatidos) 

fue posible ademas identificar que Ia composicion de bases sinonima de los genes conservados 

coincide con Ia que se encuentra en genes que se expresan a niveles altos, lo que indicarfa que los 

aminoacidos conservados estarfan codificados por codones traduccionalmente optimos. Este 

estudio se realizo ademas a nivel intragenico. Los resultados obtenidos en este nivel son 

compatibles con los que se observan de los valores promedio de los genes. Esto es, el patron 

espacial (intragen) de cambia sinonimo esta interrelacionado con el de cambia no-sinonimo y con Ia 

composicion de bases sinonima. Las regiones de los genes conservadas a nivel de aminoacidos 

tambien tienden a estar conservadas a nivel sinonimo y presentan una composicion de bases 

distinta (en general riqueza en G+C) a Ia de las zonas no conservadas. 

Por otro lado se investigo en que medida el patron de mutaciones determina el contenido en 

GC sinonimo de los genes de mamfferos. Dicho patron mutacional fue inferido a partir de las 

sustituciones en seudogenes asf como de Ia informacion de secuencia de mutaciones deletereas 

que producen desordenes geneticos en el hombre. Las estimaciones provenientes de ambas fuentes 

coinciden en Ia estimacion del patron mutacional y ponen en evidencia que ni el alto contenido en 

GC sinonimo de los genes de mamfferos (GC3) asf como tampoco Ia variacion composicional de 

estos genomas (isocoros) pueda ser atribuible a una variacion concomitante en el espectro 

mutacional . 



Estos resultados tornados en conjunto apoyan Ia segunda hip6tesis, y en particular 

descartan Ia incidencia de los sesgos en las mutaciones como moldeadores determinates de Ia 

arquitectura de los genomas de mamfferos. 

Otros dos resultados merecen destaque. Por un lado se encontr6, en todos los grupos 

analizados, correlaci6n entre Ia tasa (velocidad) de cambio aminoacfdico y el contenido de bases de 

Ia segunda posici6n de los codones (GC2). Sin embargo dicha relaci6n no pudo ser asociada a 

ninguna causa biol6gica clara. En segundo Iugar, los analisis de las tasas de cambio en genes de 

trypanosomatidos muestran que los trypanosoma africanos han estado sujetos a una aceleraci6n de 

por lo menos 400% en sus tasas de cambio sin6nimo, siendo Ia aparici6n de las protefnas 

hipervariables (VSGs) de superficie Ia raz6n probable de Ia mencionada aceleraci6n. 
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! INTRODUCCI6N Y ANTECEDENTES 

Una de las primeras predicciones de Ia teoria neutralista de Ia evoluci6n molecular (Kimura 

1968, 1983; King & Jukes 1969) era que los cambios sin6nimos (entre codones que codifican el 

mismo aminoacido) deberian estar completamente exentos de selecci6n natural. Esta presunci6n 

estaba basada en el simple heche que dichos cambios no alteran Ia naturaleza codificante de los 

genes, al no implicar modificaciones de ningun tipo en Ia estructura primaria de las proteinas par 

elias codificadas. Debido a esta naturaleza supuestamente inocua de las mutaciones sin6nimas, era 

de esperar que las diferencias de indole sin6nima se acumularan a una tasa muy alta en el proceso 

de diferenciaci6n entre genes y especies. Esta afirmaci6n de Ia teoria neutral representa un caso 

particular de uno de sus postulados basicos: Ia tasa de cambia a nivel molecular es inversamente 

proporcional al grade de restricci6n funcional. 

1.1 USO DE CODONES SIN6NIMOS 

1.1.1 Uso de codones y disponibilidad de ARNts 

A medida que se acumularon datos de secuencias nucleotidicas, result6 evidente que los 

distintos codones sin6nimos aparecen en los genes con frecuencias que claramente se apartan de 

una distribuci6n al azar. Este fen6meno conocido como "usa de codones sin6nimos" se observa 

tanto en organismos procariotas como eucariotas (Grantahm et al 1980). Par otro lado, estos mismos 

estudios evidenciaron que los distintos genes de una especie dada (ode especies emparentadas) 

tienden a presentar el mismo patron en Ia preferencia de codones sin6nimos. Sabre Ia base de estos 

resultados Grantham et al (1980) formularon lo que se conoce como hip6tesis del genoma ("genome 

hypothesis") que basicamente propane que Ia estrategia codificante (en lo que se refiere a las 

preferencias de codones sin6nimos) es especie especifica. 

Par otro I ado, lkemura (1981 ,1982) present6 evidencia que indica que en Escherichia coli y 

Saccharomyces cerevisiae el usa de codones esta, en gran medida, determinado par Ia abundancia 

relativa de los ARN de transferencia (ARNt) que reconocen a los correspondientes codones. Esto es, 

los codones mas frecuentes (codones "6ptimos") son reconocidos por los ARNt mas abundantes. 

Esta correlaci6n entre abundancia de codones y abundancia de ARNt es especialmente evidente en 

los genes que codifican proteinas que estan presentes en altas concentraciones. Esto llev6 

inmediatamente a postular que en estos microorganismos el uso de codones estaria determinado 

par Ia selecci6n para incrementar Ia eficiencia traduccional. Este incremento en Ia eficiencia de Ia 

sintesis proteica seria debido a que el numero media de interacciones entre el ARNt y el sitio-A del 

ribosoma se reduce considerablemente en un sistema que posea sesgo en el usa de codones y 

sesgo en las poblaciones de ARNt en relaci6n a un sistema en el cual todos los codones y ARNt son 

equiprobables. Como resultado de este decremento en el numero de interacciones, se reduce el 

tiempo media de espera (del aminaoacii-ARNt correcto) par aminoacido, lo que a su vez resulta en 

una reducci6n neta del numero de ribosomas necesarios para producir una determinada cantidad de 

proteina por unidad de tiempo. 



El uso sesgado de codones acompariado con sesgos en las poblaciones de ARNt tambien 

ha sido implicado en el incremento de Ia fidelidad traduccional. Por un lado se ha demostrado 

experimentalmente en E. coli que Ia sustituci6n de un codon mayor (es decir reconocido por un ARNt 

abundante) por un cod6n menor, produce un incremento de casi 10 veces en Ia tasa de errores 

traduccionales en el aminoacido donde se realizo Ia sustitucion (Precup & Parker, 1987). Por otro 

lado, Akashi (1994) analizando genes de Drosophila melanoganster yD. simulans mostro que los 

aminoacidos funcionalmente importantes (en general pertenecientes a motivos conservados o 

dominies proteicos cuya funcion es conocida) tienden a estar codificados por codones 6ptimos en 

una frecuencia significativamente mas alta que los aminoacidos no conservados. 

Por ultimo, el uso de codones sinonimos ha sido involucrado tambien en el plegamiento de 

las protefnas durante Ia sfntesis proteica (Purvis et al, 1987), en Ia estabilidad del ARN mensajero 

(ARNm) asf como en Ia formacion de estructuras secundarias del ARNm. Como se menciono 

anteriormente, Ia existencia de sesgos en las poblaciones de ARNt como de las frecuencias de los 

codones sinonimos trae aparejado que el ribosoma tenga tiempos de espera distintos segun se trate 

de un codon mayor o menor. Como resultado, Ia velocidad de avance de los ribosomas no es 

homogenea a lo largo del ARNm, sino que por el contrario existirfan zonas de "transite rapido" asf 

como pausas traduccionales. Resulta obvio que Ia existencia de pausas traduccionales implica que 

los ARNm en proceso de traduccion posean zonas de "aglomeraci6n" de ribosomas asf como 

regiones en los cuales los ribosomas estarfan practicamente ausentes, generando por tanto zonas 

con distinta sensibilidad a las ribonucleasas endogenas ya sea directamente (proteccion del ARN) o 

afectando el plegamiento del ARNm (Grosset al , 1990; Zama, 1990). Debe tenerse en cuenta 

ademas, que Ia variaci6n en Ia velocidad de avance de los ribosomas lleva impl fcita Ia variacion en 

el ritmo de crecimiento del pol ipeptido naciente, lo que afectarfa los patrones de plegamiento del 

mismo (estructura terciaria de Ia protefna) como ha sido puesto en evidencia en Ia protefna de 

cobertura de fago MS2 (Guisez et al , 1993) yen las colicinas de E. coli A, E1 ,E2, en las protefnas 

TEM, 1-8-lactamasa y OmpA (Varenne et al, 1984) a traves de Ia demostracion de Ia existencia de 

intermediaries de Ia traduccion abortivos que coinciden con zonas de agrupamiento de codones 

menores. 

De lo anteriormente expuesto surge que Ia distribucion espacial (intragen) de codones 

mayores y menores deberfa depender de Ia distribucion espacial de los aminoacidos importantes 

(incremento de Ia fidelidad traduccional), de Ia estructura trid imensional de Ia protefna (pausas de Ia 

traduccion) , asf como de estructura secundaria del ARNm (degradabilidad del ARNm). 
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1.1.2 Uso de codones y sesgos de origen mutacional 

Las mutaciones puntuales (cambia de una base por otra) no ocurren generalmente en forma 

equiprobable. Par el contrario determinadas bases tienden a mutar con mayor probabilidad que 

otras, asi como determinados tipos de cambios (en general las transiciones) ocurren con mayor 

frecuencia. A este sesgo en Ia direccionalidad de las mutaciones se le llama sesgo mutacional o 

presi6n mutacional (Sueoka, 1989, 1992). La base bioquimica del mismo ha sido asociada con 

sesgos en Ia introducci6n de errores durante Ia replicaci6n (par parte de las ADN polimerasas) y con 

mecanismos de "missmatch repair" que tienden a corregir preferentemente en un sentido (Sueoka, 

1988, 1992). Como resultado de esta presi6n mutacional y en ausencia de selecci6n natural, o con 

niveles bajos de selecci6n, Ia composici6n de bases del ADN cambia, generalmente volviemdose rica 

en GC (presi6n mutacional GC) o rica en AT. Par esta raz6n, se asume que las secuencias 

nucleotidicas que no estim bajo fuertes presiones selectivas (intrones, regiones flanqueantes, 

seudogenes), presentan una composici6n de bases que refleja Ia direcci6n del sesgo mutacional. 

Mas precisamente, Ia direcci6n y magnitud del sesgo mutacional suelen inferirse tomando como 

base Ia composici6n de bases de dichas secuencias (Sharp & Devine 1989; Normura et al, 1987, 

Sharp, 1990; Moriyama & Hartl, 1993). 

Se ha postulado que Ia presi6n mutacional podria tener efecto en Ia determinaci6n de Ia 

composici6n de bases en las posiciones sin6nimas (en general en Ia 3ra posici6n del cod6n) puesto 

que las restricciones selectivas son bajas en dichas posiciones. Par tanto, Ia presi6n mutacional 

podria en buena medida ser responsable de Ia existencia del usa de codones no azaroso (Sueoka, 

1988, 1992). Estudios del usa de codones en varios organismos han demostrado Ia importancia del 

sesgo mutacional en Ia determinaci6n de Ia preferencia de codones sin6nimos. Sin embargo, el peso 

de Ia presi6n mutacional seria mas importante en aquellos genes en los cuales Ia selecci6n por 

incrementar Ia eficiencia traduccional es poco importante, es decir genes de baja expresi6n, 

mientras que en los genes expresados a altos niveles, Ia determinaci6n de las preferencias de 

codones estaria fuertemente influida porIa disponibilidad de ARNt (Alvarez et al , 1994; Sharp & 

Devine, 1989; Shields & Sharp, 1987). Par tanto cada gen poseeria un usa de codones que reflejaria 

un punta de equilibria entre el sesgo mutacional y Ia selecci6n natural. La ubicaci6n de este punta 

de equilibria para cada gen dependeria del nivel de expresi6n del mismo. Esto es lo que se conoce 

como Ia "Selection-Mutation-Drift Theory" (Bulmer, 1991 ). Es interesante resaltar que cuando Ia 

selecci6n y el sesgo mutacional coinciden en Ia direcci6n, Ia diversidad intergen (intragen6mica) en 

el uso de codones es baja, como ocurre en Leishmania, Crithidia (Alvarez et al1994) y 

probablemente tambien en Plasmodium (Musto et al, 1997); mientras que en especias que presentan 

selecci6n y sesgo mutacional empujando en direcciones opuestas, Ia diversidad intergen en Ia 

preferencia de codones es muy grande, como se observa en Dyctioste/ium (Sharp & Devine, 1989) y 

Trypanosoma (Alvarez et al , 1994). 



1.1.3 Variaci6n en el uso de codones debida a Ia compartimentalizaci6n gen6mica 

Los genomas de los vertebrados de sangre caliente no son homogeneos en su composicion 

de bases. Por el contrario, los genomas de aves y mamiferos presentan diversidad composicional 

que consiste en segmentos de ADN largos (mayores de 300 kb) que son composicionalmente 

homogeneos (Bernardi et al , 1985). Estos segmentos, que han sido llamados isocoros, no solo se 

encuentran en vertebrados de sangre caliente sino tambien en plantas (Matassi et al, 1989; Salinas 

et al , 1988). Organizaciones genomicas de tipo isocorial han sido descritas en platelmintos (Musto et 

al, 1995) e incluso en Ia levadura Saccharomyces cerevisiae. 

Ademas, Ia composicion de bases (contenido G+C), especialmente en Ia tercera posicion de 

los codones (GC3), varia enormemente entre los genes de mamfferos. Teniendo en cuenta que el 

contenido en G+C en las posiciones sinonimas esta altamente correlacionado con el contenido en 

G+C de los intrones y secuencias flanqueantes, esta variacion entre genes estarfa relacionada con 

Ia ubicacion genomica de los mismos (Bernardi & Bernardi , 1985; D'Onofrio et al , 1991 ). Por tanto, el 

uso de codones en mamiferos no serfa sino el resultado de Ia compartimentalizacion subyacente 

(Bernardi, 1989). 

Dos hipotesis alternativas han sido postuladas para explicar el origen y preservacion de los 

isocoros. La hipotesis seleccionista, sostiene que Ia organizacion isocoria! tiene significado funcional 

y por tanto ha surgido como resultado de Ia seleccion natural (Bernardi , 1989). La otra hipotesis 

(mutacionista) , sostiene que Ia diversificacion composicional del genoma es el resultado de sesgos 

mutacionales distintos en distintas regiones del genoma. Puesto que durante el ciclo celular los 

isocoros ricos en G+C se replican temprano mientras que los ricos en A+ T lo hacen tarde, una 

variacion en Ia composicion de las poblaciones de nucleotidos fibres (citoplasmicos) a ser 

incorporados durante Ia replicacion causarfa un cambia en Ia direccion de Ia introduccion de errores 

replicacionales y por tanto del patron de mutaciones (Wolfe, Sharp & Li 1989). Por su parte Sueoka 

(1 992) , propane que el cambia en Ia direccion del sesgo mutacional entre isocoros seria debido a Ia 

estructura cromatinica laxa que presentarian los isocoros pesados (fundamentalmente H3) en las 

celulas de Ia lfnea germinal , lo que se debe a Ia alta CQncentracion de genes "housekeeping" en 

estos isocoros. La discusion sabre el origen y mantenimiento de los isocoros ha sido uno de los 

emas mayor controversia en Ia discusion seleccionismo-neutralismo. Uno de los objetivos de esta 

esis es aportar a esta discusion a traves del analisis directo de los espectros mutacionales, como se 

describira en detalle mas adelante. 

1.2 SUSTITUCIONES SIN6NIMAS 

Las sustituciones sinonimas (aquellas que no cambian el significado del codon en cuestion) 

an sido sujeto de estudio intense en los ultimos 20 anos. Su importancia radica en el hecho que 

eron los candidates mas firmes a estar sujetos a evolucion neutral de acuerdo a las predicciones 

e Ia teorfa neutralista. Se llego incluso al extrema de postular Ia existencia de un reloj molecular 

iversal basado en que las sustituciones sinonimas deberfan tener Ia misma tasa de acumulaci6n 



en todos los genes de una especie dada (Ochman & Wilson, 1987), desconociendo el hecho que 

incluso bajo condiciones de estricto neutralismo, Ia tasa de sustitucion varia si hay variacion en Ia 

tasa de mutacion. 

Sin embargo Ia posible existencia de seleccion en las posiciones sinonimas basada en Ia 

evidencia aportada par el usa de codones no azaroso y su vinculacion con Ia disponibilidad de 

ARNts isoaceptores, llevo a postular que Ia evolucion sinonima deberia estar sujeta a presion 

selectiva. 

Posteriormente Sharp & Li (1987) mostraron que en enterobacterias (E. coli, Salmonella 

typhimurium) Ia tasa de sustituciones sinonimas es inversamente proporcional al grado de sesgo en 

el usa de codones, esto es, genes con mayor sesgo en sus preferencias de codones (y par tanto 

expresados a altos niveles y con mayor dependencia de Ia poblacion de ARNts), evolucionan (a 

nivel sinonimo) significativamente mas lentamente que aquellos genes con menor sesgo (y par lo 

tanto expresados mas debilmente y con menor dependencia de los ARNts) . Es interesante resaltar 

que si bien estes resultados indicarian Ia existencia de seleccion negativa para mantener un usa de 

codones dado, basada en Ia optimizaci6n de Ia eficiencia traduccional , resultados posteriores 

indican lo contrario. En efecto, Eyre-Walker & Bulmer (1995) estudiando tambien genes de 

enterobacterias demostraron que Ia tasa de sustituci6n sin6nima no varia entre grupos de codones 

sujetos a diferentes niveles de presiones selectivas. Par ejemplo en E. coli, el aminoacido lisina 

practicamente no varia su preferencia de sin6nimos entre genes de alta y baja expresi6n, mientras 

que el cambia es muy notorio en para el aminoacido fenilalanina. En contraposicion a lo que seria de 

esperar de acuerdo a los resultados de Sharp y Li mencionados mas arriba, tanto Lys como Phe 

presentan el mismo rango de declinacion de las tasas de sustituciones sinonimas entre genes de 

baja y alta expresion. Es de hacer notar que, como resultado de estos mismos estudios se llega a Ia 

conclusion de que las mutaciones sinonimas estan definitivamente bajo restricci6n selectiva, puesto 

que el numero media de sustituciones sin6nimas (por sitio sin6nimo) entre E. coli y S. typhimurium 

es solo 0.69 en relacion a las 15 (aprox.) que se esperarian silas posiciones sinonimas fueran 

absolutamente neutras (Eyre-Walker & Bulmer 1995). Par otra parte Eyre-Walker y Bulmer (1993) 

han puesto de manifiesto que los genes de bacterias entericas presentan niveles reducidos de 

sustituciones sinonimas en los primeros 50 codones sin que esto vaya acompanado por un 

incremento en el sesgo direccional del uso de codones. Por el contrario al comienzo de los genes de 

E. coli y S. typhimurium el CAl (lnd ice de Adaptacion de Codones, que es una medida del sesgo 

direccional de codones) es significativamente mas bajo que en las restantes partes de los genes 

(Eyre-Walker & Bulmer, 1993). Estos resultados indican que si bien es clare que en genes 

bacterianos las mutaciones sinonimas no estan totalmente exentas de seleccion, las causas 

funcionales que subyacen no estan claras. 



.... 

1.2.1 Sustituciones sin6nimas en mamfferos 

Si bien es generalmente aceptado que en bacterias (y otros microorganismos) las 

sustituciones sinonimas no estan totalmente exentas de presiones selectivas, Ia situacion en 

vertebrados y particularmente en mamfferos es mucho mas controversiaL Por un lado se argumenta 

que los coeficientes de seleccion asociadas a las posiciones sinonimas son excesivamente 

pequenos para que Ia seleccion tenga efecto en taxa que poseen tamanos poblacionales efectivos 

(Ne) comparativamente chicos en relacion a los tamanos poblacionales de los organismos 

unicelulares (Bulmer et al , 1991 ). Los coeficientes de seleccion (S) para mutaciones sinonimas han 

sido estimados en aproximadamente 7.3 x1o-9 ± 4.7 x 10-9 (Hartl et al, 1994), mientras que los 

tamanos poblacionales efectivos en mamfferos son menores de 106.Por ejemplo Nei & Graur (1984) 

han estimado el Ne de Ia especie humana en 104. Puesto que para que Ia seleccion tenga efecto el 

producto Ne*S debe ser mayor 1 (Kimura, 1968) y en los mamfferos este producto (para las 

sustituciones sinonimas) nunca podrfa llegar a serlo (silas estimaciones deS fueran correctas), 

entonces las restricciones funcionales que puedan estar asociadas a las posiciones sinonimas 

serfan demasiado debiles para poder producir algun efecto observable tanto en Ia determinacion del 

uso de codones como en las tasas de sustituciones sinonimas. 

Sin embargo resultados del analisis de genes de mamfferos aportan diversas evidencias en 

favor de que Ia seleccion tendrfa algun efecto en Ia determinacion del uso de codones como en las 

velocidades de evolucion sinonima. Li et al (1981) han reportado que si bien Ia tasa de cambio 

sinonimo en genes de mamfferos es mucho mas alta que Ia tasa no-sinonima, esta ultima es 

bastante menor a Ia tasa de cambio encontrada en seudogenes, indicando que algun tipo de 

seleccion opera en contra de Ia fijacion de mutaciones sinonimas. Ademas, el range de variacion de 

Ia velocidad sinonima entre genes ha sido estimado entre 5 (Li & Grauer, 1991) a 20 veces (Bernardi 

e al, 1993; Wolfe & Sharp, 1993). Dicho rango de variacion es muy superior al que podrfa esperarse 

si solo dependiera de Ia varianza mutacionaL Recientemente se ha presentado evidencia adicional 

que sugiere que en los genes de mamfferos los cambios sinonimos no se encuentran totalmente 

li res de restricciones funcionales. Mouchiroud et al (1995) encontraron que las tasas sinonimas son 

gen-especfficas puesto que procesos de divergencia independiente (humano-bovino; rata-raton) 

oducen distancias que estan muy fuertemente correlacionadas. En congruencia con estes 

resultados, Caccia et al (1995) reportaron que Ia tasa de divergencia sinonima en duetos (grupos de 

codones de doble degeneramiento) esta correlacionada con Ia de los grupos de codones de 

adruple degeneramiento. 

t.2.2 Correlaci6n entre sustituciones sin6nimas y no-sin6nimas 

Varies autores han reportado independientemente que en genes de mamfferos las tasas de 

s i uciones sinonimas y no-sinonimas no son independientes. Por el contrario, existe una 

elacion relativamente alta (r entre 0.5 y 0.6) y muy significative entre elias (Ficth, 1980; Graur, 

985; Li et al, 1985; Mouchiroud et al , 1995; Otha & Ina, 1995; Wolfe & Sharp, 1993). Esta 
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correlaci6n ha sido atribuida a distintas causas. Por un lado Wolfe & Sharp (1993) sostienen que Ia 

misma podria ser explicada como el resultado de mutaciones en dobletes. Esto es, dos bases 

consecutivas que mutan simultaneamente como resultado de un unico evento. Sin duda, si estas 

mutaciones fueran frecuentes podrian explicar en parte Ia correlaci6n en cuesti6n, puesto que al 

cambiar dos bases consecutivas, en aproximadamente 1/2 de casos se produciria una mutaci6n 

sin6nima y una no-sin6nima. Sin embargo, Mouchiroud et al. (1995) han demostrado que si se 

eliminan de los alineamientos las sustituciones consecutivas en las posiciones del codon 2-3 y 3-1 

(es decir sustituciones sin6nimas y no-sin6nimas consecutivas que podrian haber sido originadas a 

partir de una unica mutaci6n en doblete) Ia correlaci6n baja pero se mantiene altamente significativa. 

Como explicaci6n alternativa, los mismos autores propusieron que Ia correlaci6n en cuesti6n deberia 

ser Ia consecuencia de restricciones funcionales comunes a los cambios sin6nimos y no-sin6nimos. 



II OBJETIVOS E HIP6TESIS DE TRABAJO 

El objetivo de este estudio consists en aportar ideas, resultados y nuevas aproximaciones 

que contribuyan a desentrariar los factores subyacentes al uso de codones y las tasas de cambia 

sinonimo. Se ha puesto especial enfasis en dos aspectos: 

1- Estudio de las tasas de las sustituciones sinonimas en diversos sistemas biologicos. Uno de los 

aspectos de mayor relevancia en este trabajo lo constituye el estudio del papel de Ia seleccion 

natural en el incremento Ia fidelidad traduccional asf como Ia relacion entre esto y Ia covariaci6n 

entre las tasas de cambia sinonimo y no-sinonimo. 

2- Papel de los sesgos mutacionales en Ia determinacion de Ia composicion de bases sinonimas y 

usa de codones en mamfferos, asf como en el rol de esta fuerza en el origen y mantenimiento de los 

isocoros. 

Ill MATERIAL DE ESTUDIO Y METODOLOGfA 

111.1 ESTUDIO DE LAS SUSTITUCIONES SIN6NIMAS 

111.1.1 Grupos biol6gicos analizados 

El estudio de las tasas de sustituciones sinonimas se realizo en tres grupos taxonomicos 

distintos: mamfferos, gramfneas y en los trypanosomatidos. La eleccion del primer grupo esta 

basada en que el grupo presenta fundamental importancia para Ia dilucidacion en el mismo del 

posible papel de Ia seleccion. Como fue mencionado mas arriba, el papel de Ia seleccion natural en 

Ia determinacion del uso de codones y en Ia velocidad de evolucion sinonima es un tema aun en 

disputa para los mamfferos. Por su parte las gramfneas resultan tambien de interes par ser un grupo 

que al igual que los mamfferos ha sufrido una transicion composicional consistente en un incremento 

muy notorio en su contenido en G+C, particularmente en Ia tercera posicion de los codones 

Por ultimo los trypanosomatidos han side elegidos debido principalmente a dos razones. En 

primer Iugar son microorganismos, y por tanto presentan tamarios poblacionales presumiblemente 

grandes. Como consecuencia, fuerzas selectivas asociadas a coeficientes de seleccion muy 

pequerios (como se presume es el case de los cambios sinonimos) pueden ejercer una influencia 

muy significativa y por lo tanto son factibles de ser detectados con relativa facilidad. En segundo 

Iugar los trypanosomatidos representan uno de los grupos de eucariotas mas primitives. Este heche 

presenta gran importancia puesto que en esta tesis se analizan organismos que abarcan casi todos 

los grandes grupos de eucariotas (metazoarios, plantas y protozoarios primitives). Resulta clare 

entonces que si los grupos aca analizados presentasen mecanismos similares gobernando Ia 

evolucion en las posiciones sinonimas, los mismos podrfan ser generalizados a todos los sistemas 

eucarioticos. 

111.1.2 Genes utilizados y alineamientos de secuencias 

Se analizaron genes ortologos (homologos cuyas relaciones filogeneticas coinciden con Ia 

de las especies), los cuales se alinearon para determinar los codones homologos. El alineamiento 



·-
de genes homologos se realizo usando el programa de alineamiento multiple Clustalw (Higgins et 

al. , 1992). La estrategia utilizada para obtener alineamientos de alta calidad consiste en a linear 

primero las secuencias traducidas (es decir a nivel aminoacidico) y luego realizar una 

"retrotraduccion" (backtranslation) basandose en las secuencias de ADN que son conocidas 

(Alvarez et al , 1996). Esta modalidad para obtener alineamientos disminuye considerablemente el 

numero de posiciones nucleotfdicas cuya homologia sea discutible debido al hecho que limita Ia 

introduccion de "indeles" (inserciones-deleciones) a tamarios multiples de tres. Dicha limitacion 

presenta Ia ventaja de impedir indeles que causen corrimientos de marco de lectura, los cuales 

obviamente son altamente improbables desde el punta de vista biologico. 

En el analisis de genes de mamiferos se utilizaron grupos de genes ortologos que 

estuvieran presentes al menos en cuatro ordenes diferentes. La lista completa de genes de 

mamiferos usados se encuentra en Ia Tabla 1.1. Los criterios elegidos para seleccionar dichos 

genes estan descritos en Ia seccion "Material and Methods" de Ia primera publicaci6n que se anexa. 

En el case de genes de Gramineas se utilizaron tres bases de datos. La primera de elias 

consiste en 40 genes que son hom61ogos entre mafz (Zea mais) y arroz (Oriza sativa) , Ia segunda en 

47 genes hom61ogos entre mafz y cebada (Hordeum vulgare) o trigo (Triticum aestivum). El tercer 

grupo de datos involucra 32 genes hom61ogos entre arroz y cebada o trigo. Es necesario aclarar que 

cebada y trigo fueron considerados como un mismo taxon. Esto tiene su justificaci6n en el hecho que 

para cualquier gen en particular, Ia distancia entre trigo y cebada es mucho menor que Ia distancia 

entre cebada y arroz (o mafz) o aquella entre trigo y arroz (o mafz). Ademas, los estudios de 

fi logenias moleculares indican que trigo y cebada son muy cercanos y forma un grupo monofiletico 

cuando se compara con mafz o arroz (Duval & Morton, 1996). Informacion adicional relativa a estas 

bases de datos, asf como los criterios utilizados para seleccionar los homologos estan descritos en 

Ia seccion material y metodos de Ia tercera publicaci6n que se anexa. 

El ultimo grupo taxonomico analizado fue el de los trypanosomatidos. En este caso se 

utilizaron dos bases de datos. La primera consiste en 42 alineamientos (listados en Ia Tabla 3.1) 

conteniendo genes nucleares, homologos entre Leishmania, Trypanosoma cruzi y entre T. cruzi y T. 

brucei. Dicha base de datos fue basicamente utilizada para testar Ia homogeneidad de las tasas de 

sustituciones sin6nimas y no-sinonimas entre T. cruzi y T. brucei utilizando a Leishmania como el 

grupo externo ("outgroup"). La segunda base de datos contiene 19 genes codificantes de Ia 

metaloproteinasa de membrana (GP63). Es necesario aclarar que fue esta segunda base de datos y 

no Ia primera, Ia utilizada para analizar Ia covariaci6n intragenica entre sustituciones sinonimas y no

sinonimas. La razon para Ia no-utilizacion del primer grupo de genes hom61ogos de 

rypanosomatidos en el analisis de Ia covariacion intragenica es que las distancias sinonimas entre 

T. cruzi y T. brucei o entre trypanosomas y Leishmania son excesivamente grandes, e incluso en 

algunos cases lo es tanto que !leva a que el metoda util izado para estimar las distancias sinonimas 

sea inaplicable. A partir de esto resulta clare que un analisis de Ia covariaci6n intragenica entre 

sustituciones sin6nimas y no-sin6nimas es inviable en este grupo de genes pues este analisis 



implica el calculo de distancias en fragmentos de genes lo cual esta sujeto a errores estocasticos 

mucho mayores que el calculo para genes completes. 

111.1.3 Metodos y analisis 

111.1.3.1 Estimaci6n de las distancias sin6nimas y no-sin6nimas 

Estimar distancias sinonimas (y no-sin6nimas) entre dos genes homologos presenta varias 

dificultades. Dicha estimaci6n implica en primer Iugar hacer un conteo del numero de cambios 

sinonimos y no-sinonimos. En segundo Iugar hay que contar el numero de sitios sinonimos y no

sinonimos en cada gen. Por ultimo hay que usar alguna aproximacion que permita corregir para 

sustituciones multiples, paralelas y hacia atras. Los dos primeros pasos en Ia estimaci6n de las 

distancias son complejos debido a las siguientes causas. Cuando comparamos dos codones 

hom61ogos que difieren en un solo nucleotide Ia decision de sf se trata de un cambio sin6nimo o no

sinonimo es trivial, puesto que no hay ambiguedad, Ia sustitucion implica o no una alteracion en Ia 

naturaleza codificante del codon en cuesti6n. Sin embargo cuando los codones homologos difieren 

en dos o en tres nucleotidos Ia estimacion es considerablemente mas complicada y ademas esta 

sujeta a una fuente de error mayor pues depende del modelo evolutivo que utilicemos. Veamos los 

siguientes ejemplos: CTA (Leu) <=>CCT (Pro). Existen dos caminos alternatives (mutuamente 

excluyentes) para pasar de un codon a otro. 1) CTA (Leu)<=> CTC (Leu)<=> CCT (Pro) y 2) CTA 

(Leu)<=> CCA (Pro)<=> CCT (Pro) . En este ejemplo Ia situaci6n es relativamente sencilla pues en 

ambos caminos hay una sustitucion sin6nima y una no-sinonima obligadas. Pero el calculo se torna 

mucho mas complejo cuando los codones difieren en los tres nucle6tidos Analicemos el cambio TTT 

(Phe)<=>GGG (Giy). En este caso hay seis caminos mutuamente excluyentes para pasar de un 

codon al otro: 

Num. de cambios 

sin6rrimos no-sin6nimos 

1- ( 321) TIT (Phe) <=> TIG (Leu ) <=>TGG (Trp) <= >GGG (Gly) 0 3 

2- (312) TIT (Phe) <= > TTG (Leu) <= >GTG (Val) <=>GGG (Gly) 0 3 

3- ( 123) TIT (Phe) <=> GTI (Val) <=>GGT (Gly) <=>GGG (Gly) l 2 

4- ( 132) TIT (Phe) <= > GTI (Val) <=>GTG (Val) <=>GGG (Gly) 1 2 

5- ( 231) TIT (Phe )< => TGT (Cys) <= >TGG (Trp) <=>GGG (Gly) 0 3 

6- ( 213) TIT (Phe) <=> TGT (Cys) <=>GGT (Gly) <=>GGG (Gly) 1 2 

Total 3 15 

Podemos considerar a todos los caminos como igualmente probables, en este caso tendremos 

3/18*3=0.5 sustituciones sinonimas y 15/18*3=2.5 sustituciones no-sinonimas. Alternativamente 

podemos considerar que aquellos caminos que incluyan cambios aminoacfdicos drasticos (por ej. 

cambiar un aminoacido basico por otro acido) son mas improbables que aquellos que incluyan 

caminos que contengan cambios entre aminoacidos bioqufmicamente similares o sustituciones 

sinonimas. Es posible usar cualquier fndice de similitud qufmica entre aminoacidos (por ej. 



Gramtham, 1974) o medidas empiricas de intercambiabilidad evolutiva entre aminoacidos (par ej. 

Dayhoff et al , 1978) para darle peso diferencial a los diferentes caminos. 

En cuanto al calculo del numero de posiciones sin6nimas y no-sin6nimas su determinacion 

depende del cod6n en cuesti6n y del modele de sustituciones nucleotidicas que asumamos. Las 

terceras posiciones de los codones de cuadruple degeneramiento son 1 00% sin6nimas puesto que 

cualquier cambia en elias nunca involucra un cambia aminoacidico. Las segundas posiciones de 

todos los codones asi como Ia mayoria de las primeras posiciones y las terceras posiciones de los 

codones para triptofano y metionina son 1 00% no-sin6nimas puesto que cualquier cambia en elias 

implica un cambia en el aminoacido codificado. Par su parte las terceras posiciones de los codones 

de doble degeneramiento (duetos), Ia primera posicion de los codones CTG,CTA, TIG y TIA para 

leucina y las primeras posiciones de los codones CGA, CGG, AGG y AGA para arginina son 

parcialmente sin6nimas y parcialmente no-sin6nimas, puesto que el cambia puede ser sin6nimo o 

no-sin6nimo dependiendo de que se trate de una transici6n (purina par purina o pirimidina par 

pirimidina) o una transvers ion (purina por pirimidina). En el caso particular de las terceras posiciones 

de los duetos las transiciones son siempre sinonimas mientras que las transvers iones son no

sinonimas. En este tipo de posiciones Ia proporcion con Ia cuallas consideramos sinonimas o no

sinonimas depende del modele de sustituciones que asumamos. Si consideramos que todos los 

cambios nucleotidicos son igualmente probables (modele Jukes-Cantor, 1969) entonces las 

posiciones con doble degeneramiento seran 1/3 sinonimas y 2/3 no-sinonimas puesto que solo uno 

de los tres cambios posibles mantiene Ia naturaleza codificante del codon, mientras que los otros 

des cambios dan Iugar a cambia de aminoacido. Si par el contrario usamos un modele en el cuallas 

transiciones son mas probables que las transversiones, entonces Ia proporcion en Ia cual Ia posicion 

de doble degeneramiento sera considera sinonima dependera de Ia relacion 

transiciones/transversiones que usemos. 

Por ultimo tenemos que considerar el modele para corregir las sustituciones multiples el cual 

obviamente esta relacionado con el modele de cambia nucleotidico que asumimos para contabilizar 

el numero de posiciones sinonimas y no-sinonimas. El modele mas sencillo, y tambiem el mas 

ampliamente utilizado, es el desarrollado par Jukes & Cantor (1969) el cual asume que todos los 

tipos de cambios nucleotidicos son equiprobables. En dicho modele Ia distancia se estima utilizando 

D = -(I) log[( 1- 2P- Q).J(l- 2Q)] 

Ia siguiente expresion: 

0= -(3/4)* log[1-(4/3)*S] 

en Ia cual S simbol iza Ia similitud observada, que para el case de las posiciones sinonimas es: 

5=(1-Num. cambios sinonimos)/Num. de sitios sinon imos. 

Otro modele ampliamente usado es el de dos parametres de Kimura (1980) . Este modele diferencia 

en re transiciones y transversiones. La distancia se estima a partir de Ia sigu iente expresi6n: 



donde P simboliza Ia frecuencia observada de transiciones y Q Ia de transversiones. Se han 

desarrollado muchos otros modelos para estimar distancias nucleotfdicas a partir del numero 

observado de cambios. Dichos modelos se diferencian de los anteriores en que incorporan mayor 

cantidad de parametres en Ia estimaci6n. Aunque esto puede significar un avance pues Ia 

estimaci6n esta basada en un modelo mas realista, en Ia practica estos metodos resultan menos 

eficientes que los anteriores pues sus estimaciones presentan mayor varianza debido al gran 

numero de parametres a estimar (ver Zharkikh, 1994 ). 

Los distintos metodos desarrollados para estimar distancias sin6nimas y no-sin6nimas se 

diferencian en c6mo combinan los tres aspectos descriptos arriba. El metoda util izado en Ia mayorfa 

de los anal isis en esta tesis, el cual a su vez es el mas sencillo, fue desarrollado por Nei & Gojobori 

(1986). Este metoda no le da peso diferencial a los diferentes caminos para pasar de un codon a 

otro en el caso de los codones que se diferencien en mas de un nucleotide. Ademas el metoda de 

Nei & Gojobori asume el modele de Jukes & Cantor para calcular el numero de sitios sinonimos y no

sin6nimos asf como para corregir para sustituciones multiples. A pesar de su simplicidad, se ha 

demostrado que este metoda es muy confiable en Ia mayorfa de las situaciones biologicas. Otro 

metoda usado en algunos analisis presentados en esta tesis es el desarrollado por Li et al (1985) 

con las correcciones anexadas por Li (1993) para estimar el numero de sitios. Este metoda clasifica 

a las posiciones nucleotfdicas en sitios de degeneramiento cero (La). sitios de doble degeneraniento 

(L2) y sitios de cuadruple degeneramiento (L4). Esta clasificaci6n coincide (en terminos generales) 

con Ia descripta arriba para Ia clasificaci6n de posiciones sin6nimas y no-sinonimas. Posteriormente 

se contabil izan el numero de transiciones (Pi) y transversiones (qi) que ocurren en cada tipo de sitio. 

Todas las sustituciones (tanto transiciones como transversiones) en los sitios La son no-sin6nimas 

mientras que todas las sustituciones en los sitios L4 son sinonimas. Por su parte las transiciones en 

los sitios L2 son sinonimas mientras que las transversiones en estos sitios son no-sin6nimas. El 

prop6sito de esta clasificaci6n es permitir estimar separadamente Ia tasa de transiciones y 

transvers iones en cada tipo de sitio lo cual luego nos permitira aplicar el metoda de dos parametres 

de Kimura para estimar las tasas de sustituciones sin6nimas y no-sin6nimas. 

Usando las formulas de Kimura (1980) podemos calcular Ia tasa de transiciones (A) y transversiones 

(Bi) para cada tipo de sitio: 

A= (1/2) log (ai)-(1/4) log(bi) y Bi= (1/2) log (bi); 

donde ai=1/(1-2*Pi-Qi) y bi=11(1-2*Qi). siendo Pi=p/Li y Qi=q/Li. 

La tasa total de sustituciones para cada tipo de sitio (l<j) estara dada por: 

l<j=A+Bi 

Posteriormente se calcula Ia tasa sinonima (f<s) y no-sin6nima Ka considerando los sitios L2 como un 

tercio sin6nimos y dos tercios no-sin6nimos, es decir usando el modelo Jukes-Cantor (Li et al , 1985). 

Ks= 3*(Lz*A2+4*i<4)/(L2+3*L4)2, 

Ka= 3*(L2*B2+La*Ko)/(2*L2+3*L0)2 



Sin embargo esta forma de ponderar los sitios tiende a subestimar en L2 el numero de sitios 

sin6nimos y sobrestimar el numero de sitios no-sin6nimos (puesto que normalmente las transiciones 

son mas frecuentes que las transversiones) y como consecuencia se sobrestima Ks y subestima Ka. 

Debido a esto Li (1993) y Pamilo & Bianchi (1993) han propuesto ponderar el numero de sitios 

sin6nimos y no-sin6nimos proporcionalmente a Ia relaci6n observada entre transiciones y 

transversiones. De esta manera se obtienen las siguientes formulas: 

Ks= 84+(L2*A2+L4 *~)/(L2+L4) , 

Ka= Ao+(Lo*Bo+L2*82)/(L2+Lo) 

Las varianzas para Ks y Ka estan dadas por 

V(Ks)=V(84)+[L22* V(A2)+ L42 *V(~)]/(L2+L4)2-b4*Q4*[2*a4*P 4-c4 *(1-Q4)JI(L2+~) 

V(Ka)=V(Ao)+[Lo2* V(Ao)+ L22 *V(A2)]/(Lo +L2)2-bo*Oo*[2*ao*Po-co*( 1-0o)JI(L2+Lo) 

donde c;=(ai-bi)/2. 

111.1.3.2 Comparaci6n de las tasas de sustituciones entre linajes. 

En ausencia de informacion precisa sobre tiempos de divergencia el problema de testar Ia 

homogeneidad en las tasas de sustituciones nucleotidicas en distintos linajes evolutivos puede 

resolverse mediante del uso de una tercera especie de referencia que haya divergido antes que las 

dos especies que estamos considerando (grupo externo, ver figura a mas abajo). Esta aproximacion, 

conocido como test de las tasas relativas ("relative-rate test"; Sarich & Wilson, 1973), presenta Ia 

entaja de no requerir ningun tipo informacion de los tiempos de divergencia entre las especies que 

se estan analizando. 

I Figura a 

especie 1 especie 2 

a 

D12=a+b 
D13=a+c+d 
D23=b+c+d 
D03=c+d 

d 

E los analisis presentados en esta tesis se ha utilizado Ia aproximaci6n basada en las varianzas de 

Z= (D13-D23) 

~(var(D13 -D23)) 

las distancias (Wu y Li, 1985). En este test se calculan las distancias entre las especies 1 y 2 (D12), 

asi como las distancias entre cada una de estas especies y el grupo externo (D13 y D23). La 

· · o esis nula (Ho) es que: D13=D23. o lo que es lo mismo D13-D23=0. Para determinar si dicha 

erencia es significativamente diferente de cero se usa Ia distribuci6n normal. De esta forma 

e emos que: 



Por ser 0 13-023 Ia diferencia entre dos variables entonces su varianza estara dada por: 

Var(013-023)=Var(013)+ Var(023)-2*Cov (013. 023) 

Wu y Li (1985) han utilizado Ia varianza de Ia distancia entre el outgroup con el ancestro comun de 

las especies 1 y 2 (003) como medida de Ia covarianza, es decir se asume que 

Cov(013,023)=Var(003). Para poder calcular Var(Oo3) resulta imprescindible estimar el numero de 

transiciones (Po3) y transversiones (0o3) en cada uno de los tipos de sitios (Lo, L2 y L4) que 

ocurrieron entre el grupo externo y el ancestro comun a las especies 1 y 2. Las f6rmulas 

aproximadas para P03 y Oo3 son (Kimura, 1980): 

Oo3 =(1/2) * (1-e •2*8ro) , 

Po3 = (1/2)(1-003-e -2*Ao3-8ro), 

donde Bo3=(B13+823-B12)/2, Ao3=(A13+A23-A12)/2. 

Por ultimo se debe tener en cuenta que si uno de los linajes que conduce a las especies 

que estamos comparando sufri6 una aceleraci6n o enlentecimiento de su tasa evolutiva (con 

relaci6n al otro linaje) dicho cambia de velocidad necesariamente tiene que haber ocurrido luego de 

Ia separaci6n de las especies. Resulta evidente entonces que si deseamos tener una estimaci6n de 

Ia magnitud de dicho cambia debemos comparar las distancias entre cada una de las especies con 

su ancestro comun. Para estimar estas distancias (010 y o20) usamos las siguientes ecuaciones 

(Sarich & Wilson, 1973): 

01 o=(013+01z-Dz3)/2, 

Ozo=(Oz3+01z-D13)/2, 

La relaci6n R=01of020 nos da una idea aproximada de Ia magnitud del cambia en Ia tasa evolutiva. 

111.1.3.3 Estudio de Ia covariaci6n intragenica entre sustituciones sin6nimas y no-sin6nimas y 

Ia composici6n de bases 

El estudio de Ia relaci6n intragenica entre las tasas evolutivas y Ia composici6n de bases se 

realiz6 mediante el uso de ventanas m6viles. Concretamente, para cada alineamiento se obtienen 

perfiles de cada una de las propiedades que se desean analizar (distancias sin6nimas y no

sin6nimas, composici6n de bases en cada una de las posiciones del codon, etc.). Los mencionados 

perfiles son obtenidos de Ia siguiente forma: en un fragmento del alineamiento de tamario 

preestablecido (es decir el tamario de Ia ventana) se realizan las mediciones que nos interesan, a 

continuaci6n se repite el mismo procedimiento en otro fragmento de igual tamario el cual puede o no 

estar solapado con el fragmento que le precede. Este proceso se repite hasta llegar al final del gen. 

Se obtiene entonces un perfil de distancias para cada par de especies que formen parte del 

alineamiento. En los casas en los que el alineamiento contenga genes de mas de dos especies, se 

usa Ia media aritmetica de los perfiles de distancia individuales (de cada par de especies). Para las 

otras medidas (composici6n de bases) obtenemos un perfil para cada especie que forme parte del 

alineamiento siendo Ia media aritmetica (entre especies) Ia medida que se usa en los subsiguientes 

analisis. En relaci6n a los analisis usando ventanas m6viles es importante tener en cuenta que el 



tamano de ventana que se elija no puede ser ni demasiado grande ni demasiado pequeria; este 

aspecto es crucial para detectar algun tipo de serial. Si Ia ventana es demasiado pequefia nos 

enfrentamos al problema de que los errores de muestreo (de cad a ventana) son excesivamente 

grandes. Esta complicaci6n es particularmente delicada en el caso de los perfiles de distancias 

sin6nimas cuyas estimaciones estan en general asociadas a varianzas muestrales grandes. Puede 

ocurrir incluso que Ia distancia sin6nima sea incalculable en algunas ventanas individuales porque el 

metodo para corregir sustituciones multiples es inaplicable. Si por el contrario el tamario de Ia 

ventana es muy grande reducimos considerablemente el "ruido" muestral de cada ventana pero 

incrementamos el error de muestreo del alineamiento. Esto se debe a que al incrementar el tamario 

de Ia ventana tendremos menor numero de ventanas para cada alineamiento. Por esta raz6n los 

genes menores a 150 codones de largo no han sido incluidos en el analisis de Ia variaci6n 

intragenica. Ademas, el tamario de ventana utilizado es hasta cierto punto proporcional al tamano 

del gen. Para aquellos genes de entre 150 y 200 codones de largo el tamario de Ia ventana es de 20 

codones. Para genes entre 201 y 300 codones de largo el tamario de Ia ventana que se usa es de 

25 codones mientras que para aquellos genes con mas de 300 codones de largo el tamafio de Ia 

ventana es de 30 codones. 

Una vez obtenidos los perfiles intragenicos se mide el grado de relacionamiento entre los 

mismos mediante el coeficiente de correlaci6n de Pearson. Es importante resaltar que para el 

calculo de las correlaciones intragenicas se usaron unicamente ventanas no solapantes con el 

objetivo de mantener Ia independencia de los puntas muestrales. Por su parte las ventanas 

solapantes fueron utilizadas con fines graficos pues las mismas dan Iugar a perfiles de variaci6n 

mas suaves. 

Por ultimo debe tenerse en cuenta que para cada grupo de datos se calculan varios 

coeficientes de correlaci6n. Como resultado se espera que varios de estos coeficientes sean 

estadisticamente significativos s61o por azar. Por ejemplo en el caso de Ia base de datos de 

mamiferos donde fueron anal izados 48 alineamientos se espera obtener 2.4 (48* 0.05) coeficientes 

significativos a niveles iguales o inferiores al 5%, entre estos 1.92 [48*(0.05-0.01 )) significativos s61o 

al 5% pero no a niveles inferiores de significaci6n, 0.43 [48*(0.01-0.001)) coeficientes significativos 

al 1% pero no a niveles inferiores y 0.048 (48*0.001) coeficientes significativos al 0.1 %. Por esta 

raz6n resulta necesario utilizar alguna aproximaci6n que nos permita calcu lar Ia probabilidad de 

obtener por azar un conjunto particular de coeficientes de correlaci6n estadisticamente significativos 

en cada base de datos. En otras palabras, debemos utilizar algun metodo que nos permita estimar Ia 

significaci6n estadistica conjunta en cada grupo de datos (considerando por separado cada medida 

que estemos analizando). Esto puede realizarse usando Ia distribuci6n multinomial y teniendo en 

cuenta en forma discriminada Ia probabilidad para cada nivel de significaci6n. La probabilidad 

exacta de obtener por azar nuestro conjunto particular de coeficientes y todos aquellos conjuntos 

as sesgados (es decir con menor probabil idad de surgir por azar) se obtiene mediante Ia 



integracion (sumatoria) de todos aquellos terminos de Ia expansion multinomial cuyos valores de 

probabilidad sean menores o iguales a aquel que corresponde al de Ia Tabla que estamos testando. 

· Cada termino especffico de esta expansion multinomial esta dada por: 

Pa~r(n!li!j!k!(n-i-j-)! *(a1-a2); *(a2-a3'/ *al *(1-adn-J.J-k) 

Esta expresion nos da Ia probabilidad para una Tabla de tamario n que contenga i genes con 

coeficientes de correlacion significativos al nivel de a 1 (0.05>P>0.01 ), j genes con coeficientes 

significativos a nivel de a 2 (0.01 >P>0.001 ), k genes con coeficientes significativos a nivel de a 3 

(P<0.001) y por lo tanto n-i-j-k genes exhibiendo coeficientes de correlacion no significativos 

(P>O.OS). 

111.2 DETERMJNACJ6N DE SESGOS MUTACIONALES EN MAMJFEROS 

En este estudio se estimaron Ia direccion y magnitud del sesgo mutacional (o los sesgos, si 

es que existen diferentes tipos de sesgos en distintas regiones del genoma) desde dos fuentes de 

informacion distintas e independientes: 

1- de los espectros mutacionales reales . 

2- del analisis del patron de sustituciones en seudogenes 

111.2.1 Analisis de los espectros mutacionales en genes humanos 

Este analisis es hoy posible gracias al enorme crecimiento en el volumen de datos sabre 

mutaciones que afectan a varios genes involucrados en desordenes geneticos humanos; ya que 

existen unas 30 bases de datos sabre mutaciones, las cuales contienen los datos de secuencia de 

varias mutaciones para cada gen. La mayorfa (mas del90%) de las mutaciones descriptas 

corresponden a mutaciones puntuales, es decir el cambia de una base por otra, las cuales son 

precisamente las que nos interesan en este estudio. 

El presente estudio se ha realizado en 9 bases de datos correspondientes a 7 genes 

distintos. Las mismas han sido clasificadas en 4 categorfas de acuerdo al contenido en GC3 del gen 

funcional al cual Ia base de datos pertenece: 

1- genes pobres en GC3( <0.45) 

a- factor anti-hemofflico IX (factor 8 de coagulacion o Christmas Factor) (GC3=0.338) 

b- factor anti-hemofflico VIII (factor A de coagulacion) (GC3=0.388) 

2- genes con niveles medias de GC3 (0.45<GC3<0.60) 

Fenilalanfn hidroxilasa (GC3=0.519) 

3- genes ricos en GC3 (0.6<=GC3<0.?S) 

a- Receptor de androgeno (GC3=0.64) 

b- P53 (GC3=0.61) 

4- genes muy ricos en GC3 (GC3>0.75). 

a- Glucosa-6-phosphato dehidrogenasa (GC3=0.84) 

b- L 1 CAM, molecula de adhesion de neuronas (GC3=0.??) 



Para poder estimar el sesgo mutacional y Ia composicion de bases que resultarfa de ese 

sesgo, resulta necesari6 tener una medida de Ia probabilidad (Pi}) de cambiar Ia base i por j 

(tomando i y j los valores 1,2,3,4, los cuales corresponden a las basesT, C, A y G). Esta 

probabilidad Pij puede ser estimada a partir de Ia matriz empfrica Oij, es decir Ia matriz que surge del 

conteo directo de cada tipo de mutacion. Cabe resaltar que Oij, no es un estimador directo de Pij, 

sino de Eij, es decir el numero esperado de mutaciones (esperanza matematica). A partir deE (ode 

su estimador empfrico 0) es posible calcular P, puesto que Eij=Pi}'*Ni*X, donde Ni es el numero de 

bases de tipo i en el gen en cuestion y X es el numero de total de mutaciones que componen Ia base 

de datos. De esta forma calculamos las entradas que estan fuera de Ia diagonal de P, mientras que 

los elementos de Ia diagonal de P (es decir Ia probabilidades que Ia base i no mute) estan dados 

por: 

De esta forma obtendremos una matriz P para cada gen. 

Es importante resaltar varios aspectos de P: 

-es una matriz estocastica, puesto que no presenta ninguna entrada negativa y sus filas suman 

1. 

- es una matriz regular, puesto que es posible pasar de cualquier estado (base) a cualquier otro, 

ya sea en uno o mas pasos. 

- por ser P estocastica y regular entonces presenta un vector de equilibria, el cual ademas de 

representar un equilibria estable es completamente independiente de las condiciones iniciales. 

Precisamente, es este vector (o Ia version normalizada del mismo) la composicion de bases que uno 

esperarfa en el equilibria si el proceso de cambio estuviera gobernado por Ia matriz P. En otras 

palabras, si Ia composicion de bases de los genes fuera el resultado de sesgos mutacionales, 

entonces el vector de equilibria deberfa ser identico a Ia composicion de bases. 

Por lo antes expuesto, se desprende que util izando los datos de espectro mutacional 

disponibles en las bases de datos no solamente es posible tener una estimacion precisa del sesgo 

utacional, sino ademas testar si Ia composicion de bases de los genes corresponds con lo que 

esperarfa de acuerdo a este sesgo mutacional. La existencia de desviaciones significativas entre Ia 

composicion de bases real (Ia composicion sinonima) y lo que se esperarfa de acuerdo a al proceso 

utacional, indicarfa Ia existencia de "sesgos fijacionales", es decir seleccion natural. 

Ul.2.2 Analisis del patr6n de sustituciones nucleotidicas en seudogenes de mamiferos 

Puesto que los seudogenes estan completamente libres de restricciones funcionales su 

a on de sustituciones debe ser un reflejo del patron mutacional subyacente. No obstante, si el 

on mutacional varia entre distintas regiones del genoma (es el punto que precisamente estamos 

- alizando) es claro que no todos los seudogenes son utiles para estimar el patron mutacional al 

cual estan sujetos los genes funcionales. Este se debe a que Ia mayorfa de los seudogenes 

oe enecen a Ia categorfa de seudogenes procesados los cuales se retrotranscriben e insertan en 



cualquier regi6n del genoma usando un intermediario de ARN. En general Ia localizaci6n de este 

tipo de seudogen no esta relacionada con Ia localizaci6n de su contraparte funcional. Es decir, el 

patr6n mutacional que podrfamos inferir de estos seudogenes procesados corresponderfa con el de 

Ia regi6n cromos6mica donde el seudogen se aloja pero no con Ia de su contraparte funcional. Por lo 

que el tipo de seudogenes valiosos para estimar un sesgo mutacional que pueda contrastarse con 

un contenido en GC sin6nimo, son aquellos que se localizan en Ia vecindad inmediata de algun gen 

funcional. En general estos seudogenes surgen mediante el mecanismo de crossing-over desigual y 

se hallan localizados en Ia vecindad de su hom61ogo funcional. 

Otra complicaci6n con el analisis de seudogenes que limita aun mas el numero de 

seudogenes analizables ocurre en aquellos casos en los cuales Ia inactivacion del gen ocurri6 

mucho tiempo despues de Ia duplicaci6n. En estos casos ocurre que muchas de las sustituciones 

que se observan en lo que hoy es un seudogen ocurrieron cuando el gen era todavfa funcional y por 

lo tanto no estaba exento de restricciones funcionales. Si usaramos este tipo de seudogenes es 

claro que muchas sustituciones serfan incorrectamente consideradas como libres de selecci6n. Para 

detectar este tipo de seudogenes debemos computar Ia frecuencia de sustituciones sin6nimas y no

sinonimas que ocurrieron en el linaje que conduce al seudogen. Si todas o Ia mayorfa de las 

sustituciones tuvieron Iugar cuando el gen ya era un seudogen (es decir despues de Ia inactivacion) 

entonces las frecuencias de sustituciones sinonimas y no-sin6nimas deberfan ser aproximadamente 

las mismas. Por el contrario si muchas sustituciones fueron incorporadas antes de Ia inactivacion, es 

de esperar que las sustituciones sinonimas sean mas frecuentes que las no-sin6nimas. De hecho 

esperarfamos que Ia raz6n de sustituciones sin6nimas sobre sustituciones no-sin6nimas fuera 

cercana a Ia observada en Ia copia funcional del gen cuestion. 

Por ultimo, para que el seudogen pueda ser analizado es necesario que las copias 

funcionales del mismo hayan sido secuenciadas en varias especies de forma tal de poder discemir 

cuales sustituciones ocurrieron en el seudogen y cuales en las copias funcionales. 

Una busqueda en Ia version 107.0 (Junio 1998) del GenBank arroja 3350 entradas correspondientes 

a suedogenes de mamfferos de los cuales 2420 entradas corresponden a seudogenes humanos. 

Luego de eliminar los seudogenes procesados (que sonIa amplia mayorfa) y aquellos que no 

cumplen con las otras dos condiciones exigidas se rescatan menos de 30 seudogenes. De este 

grupo hemos analizado s61o aquellos cuya copia funcional presenta alto contenido en GC3. 

La metodologfa usada para estimar el patron de sustituciones de los seudogenes asf, como 

el contenido en GC que uno esperarfa si el mismo fuera selectivamente neutro y dependiera 

icamente del sesgo mutacional , es igual al ya descripto en Ia secci6n anterior correspondiente al 

a alisis de las bases de datos mutacionales. La unica diferencia radica en c6mo obtenemos Ia 

atriz de sustituciones Oij. Obtener dicha matriz es equivalente a determinar el numero de veces en 

e cada tipo de base fue cambiada en alguna de las restantes (en ellinaje que conduce al 

se dogen), asf como Ia frecuencia en Ia que cada tipo de base se mantuvo incambiada (elementos 

e Ia diagonal de Ia matriz Oij) . Para este prop6sito usamos como referencia Ia version funcional del 



gen sabre el cual necesitamos datos de secuencia en par lo menos 2 especies de mamlferos 

pertenecientes a 6rdenes distintos. Podemos asumir con un buen margen de confianza que una 

sustituci6n ocurri6 en el seudogen si esa misma posicion nucleotldica se mantiene incambiada en 

las dos capias funcionales del gen que estamos usando como referencia. Par el contrario, aquellas 

posiciones en las cuales las capias funcionales del gen difieren son excluidas del conteo de 

sustituciones pues en estes casas Ia sustituci6n ocurri6 muy probablemente en una de las capias 

funcionales. 

111.2.3 Tratamiento del dinucle6tido CpG 

Resultados provenientes de varias fuentes independientes coinciden en dar soporte a Ia 

hip6tesis de que el dueto CG (u~itosina seguida de una guanine) es hipermutable en los genomas 

de vertebrados como consecuencia de Ia metilaci6n de Ia citosina. La citosona metilada (SmC) es 

inestable presentando una alta tendencia a Ia deaminaci6n espontanea transformandose en timina 

(Bird, 1980). La deaminaci6n de CpG da como resultado (luego de Ia replicaci6n de ADN) a los 

dinucle6tidos CpA (en una hebra) y TpG (en Ia otra hebra). En terminos de mutaciones de bases 

· individuales vamos a tener cambios del tipo C-> T o G->A, dependiendo de en cual de las dos hebras 

del ADN haya ocurrido mutaci6n. Es evidente que Ia hipermutabilidad de CpG contribuye 

verdaderamente al espectro mutacional sesgandolo en el sentido GC->AT (sesgo AT), el problema 

es que resulta extremadamente diflcil tener una estimaci6n de Ia contribuci6n a largo plaza de este 

tipo de mutaciones. El inconveniente radica en que las mutaciones que involucran a CpG son muy 

frecuentes (en algunos casas !Iegan a frecuencias de hasta el 50% de todas las mutaciones) lo que 

provoca que las entradas de Ia matriz Oij correspondientes C-> T y G->A van a contener valores muy 

altos. Pero estes valores no se corresponden con Ia contribuci6n real a largo plaza de Ia 

hipermutabilidad CpG puesto que los duetos CpG son mantenidos en el gen pues participan de 

codones que codifican aminoacidos sujetos a restricci6n funcional que en general estan 

conservados evolutivamente (Krawezak & Cooper, 1990). Si fuera posible liberar de restricciones 

funcionales al gen, verlamos que casi todos los duetos CpG serlan rapidamente eliminados, luego 

de lo cual Ia contribuci6n de Ia hipermutabilidad de CpG al espectro mutacional desaparecla o seria 

casi inexistente. 

Debido a los problemas recien serialados, las matrices Oij se obtienen de dos formas 

altemativas: contabilizando a los dinucle6tidos CpG y a las mutaciones que en elias ocurren y 

excluyendolos. La primera estas formes claramente sobrestima Ia ocurrencia de mutaciones G->A, 

C-> T, Ia segunda Ia subestima. Esto ultimo se debe a que a pesar de que no podemos obtener una 

estimaci6n insesgada de Ia contribuci6n a largo plaza de Ia hipermutabilidad de CpG, es real que las 

mutaciones en este dinucleotide contribuyen verdaderamente al espectro de mutaciones y par 

supuesto a Ia composici6n G+C en el largo plaza. 



IV RESULTADOS Y DISCUSI6N 

IV.1 TASAS DE SUSTITUCIONES SIN6NIMAS EN MAMJFEROS 

IV; 1.1 Correlaciones intragenicas entre sustituciones sin6nimas y no-sin6nimas 

Los lista de genes usados en este estudio asf como su contenido en GC3, largo y Ia 

correlaci6n intrag€mica entre las tasas de sustituciones sin6nimas y no-sin6nimas se presentan en Ia 

Tabla 1.1. El primer punta a remarcar de esta tabla es que Ia amplia mayorfa de genes presentan 

coeficientes de correlaci6n positives entre los perfiles de sustituciones sin6nimas y no-sin6nimas. 

S61o en una minorfa de genes los coeficientes resultaron ser negatives perc en ninguno de estes el 

coeficiente es estadfsticamente significative. Entre aquellos genes que presentan coeficientes 

positi ves Ia correlaci6n es tan alta en algunos cases que incluso es evidente mediante inspecci6n 

visual de los perfi les (figura 1.1 ). 

Como puede observarse en Ia Tabla 1.1, 16 genes, lo que representa aproximadamente un 

tercio de Ia muestra, presentan coeficientes de correlaci6n estadisticamente significativos. En cuatro 

cases los coeficientes son significativos al nivel de 0.1 %, en otros cuatro cases significativos al 1% 

mientras que echo genes lo fueron al nivel de significaci6n del 5%. La significaci6n estadistica global 

de esta Tabla (es decir Ia probabilidad de obtener por azar una tabla con este numero o un numero 

mayor de coeficientes de correlaci6n estadisticamente significativos) es 6.97 x1o-13. Es importante 

hacer notar que Ia probabilidad real es muchisimo menor pues todos los coeficientes de correlaci6n 

significativos son positives. En efecto, si el signa de los coeficientes de correlaci6n se tiene en 

cuenta en el calculo de Ia probabil idad conjunta de Ia Tabla, el valor que se obtiene es 2.06 x1o-17. 

En conclusion , incluso si s61o un tercio de los genes analizados presentan correlaciones 

estad isticamente significativas, Ia probabilidad de que dicha proporci6n pueda haber surgido a azar 

es extremadamente baja indicando que Ia distribuci6n espacial intragenica de las sustituciones 

sin6nimas esta indudablemente relacionada con Ia de las sustituciones no-sin6nimas. Por otra parte, 

debe tenerse en cuenta que Ia ausencia de coeficientes estadisticamente significativos en muchos 

genes puede deberse al pequeno tamano de los mismos. En este sentido debe resaltarse que Ia 

proporci6n de genes con coeficientes significativos es mayor en genes largos que en genes 

pequenos (Tabla 1.2) . 

IV.1.2 Correlaciones intragenicas entre las tasas de sustituciones sin6nimas y Ia composici6n 

de bases 

La relaci6n entre Ia variaci6n intragenica en GC3 (contenido G+C en Ia tercera posicion de 

los codones excluyendo Met y Trp del calculo) y Ia variaci6n en Ia tasa de sustituciones fueron 

tambien investigadas mediante el uso de ventanas m6vi les. Para cada alineamiento se corre lacion6 

el perfil de Ia tasa de sustituciones con el perfil promedio de GC3 asf como con el de G3 y C3 

tomados separadamente. En relaci6n a los resultados de estos analisis (presentados en Ia Tabla 

1.1) hay varies puntos a destacar. En primer Iugar, Ia mayorfa de los genes rices en GC3 Ia 

correlaci6n entre los perfiles de GC3 y Ia tasa de sustituciones sin6nimas es de signa negative, 



siendo en muchos de est~s los coeficientes de correlacion estadfsticamente significativos. Ademas, 

Ia proporcion de genes con correlaciones negativas baja sensiblemente en genes con menor 

contenido en GC3 llegando incluso a predominar los coeficientes positives en el extrema de Ia 

distribucion mas pobre en GC3. Este cambia en Ia magnitud y signa de los coeficientes de 

correlacion intragenicos a medida que nos movemos desde genes rices en GC3 hacia genes pobres 

puede observarse graficamente en Ia Fig. 1.2a. En otras palabras, en los genes rices en GC3, Ia 

distribucion espacial de las sustituciones sinonimas esta inversamente relacionada con Ia riqueza en 

GC3 ya que las zonas del gen que presentan mayor conservacion a nivel sinonimo son al mismo 

tiempo las zonas mas ricas en GC3. En cambia, en los genes pobres en GC3 esta relacion se 

invierte de .forma tal que las zonas mas conservadas a nivel sinonimo son las mas pobres en GC3. 

En Ia Fig. 1.3 podemos observar a modo de ejemplo los perfiles de un gen rico en GC3. y los de un 

gen pobre en GC3. 

Cuando el analisis se realiza para G3 y C3 tornados separadamente podemos ver que el 

comportamiento de C3 presenta Ia misma tendencia general que Ia de GC3 (Tabla 1.1 y Fig. 1.2b-d) 

mientras que el comportamiento de G3 es bastante mas independiente (figura 1.2c,e). Ademas, el 

numero de genes que presentan coeficientes de correlacion significativos entre los perfiles de 

sustituciones sinonimas y G3 no es mayor que lo que cabrfa esperar por azar (P=0.22) mientras que 

si lo es en el caso de las correlaciones entre los perfiles de C3 y sustituciones sinonimas (P=2.4 x1 o-
3). Este resultado indicarfa que Ia relacion descripta arriba entre Ia variacion intragenica de GC3 y 

las sustituciones sinonimas depende principalmente de los codones terminados en C. 

La relacion entre el contenido en GC3 y las sustituciones sinonimas que se ha descripto 

puede ser interpretada de dos formas diferentes no mutuamente excluyentes. Una posible 

interpretacion es que Ia correlacion es previsible. Esto se deberfa a que en los genes rices en GC3 

esperamos que Ia mayorfa de las sustituciones sinonimas sean desde C o G hacia To A pues en 

estos genes C y G son las bases mas abundantes en Ia tercera posicion de los codones. Debe 

aclararse que este tipo de sustituciones sinonimas predominarfa si las transversiones en los 

codones de cuadruple degeneramiento no fueran inusualmente frecuentes, en cuyo caso las 

transversiones C<=>G tambien serfan muy frecuentes. Como resultado de esta posible 

direccional idad composicional de las sustituciones sin6nimas, es de esperar que en los genes rices 

en GC3 aquellos segmentos del gen que hayan sufrido mayor divergencia sinonima sean al mismo 

tiempo los segmentos en los cuales el contenido en GC3 haya sufrido Ia mayor reduccion . Es decir, 

se esperarfa una correlacion intragenica negativa. Por su parte en los genes pobres en GC3, es de 

esperar que Ia mayorfa de las sustituciones sean desde T o A hacia C o G, pues T y A son las bases 

mas frecuentes en las posiciones sinonimas de estes genes. Esto darfa como resultado que en estes 

genes con bajo contenido en GC3, Ia divergencia sinonima serfa acompariada por un incremento en 

GC3, o lo que es equivalente en genes pobres en GC3 se esperarfa correlacion intragenica positiva 

entre las sustituciones sinonimas y el contenido en GC3. En otras palabras, de acuerdo a esta 

primera interpretacion, Ia relacion entre el contenido total en GC3 con Ia correlacion intragenica 



entre GC3 y las sustituciones sinonimas no serfa otra cosa que un resultado previsible del proceso 

de divergencia, puesto que es Ia propia divergencia quien contribuye a crear el patron de zonas 

pobres y ricas en GC3. La segunda interpretacion posible es que en los genes ricos en GC3, los 

segmentos mas ricos en GC3 tienden a evolucionar mas lentamente desde el punta de vista 

sinonimo que los segmentos mas pobres en GC3, reflejando quiza algun tipo de restriccion funcional 

que tiende a mantener Ia riqueza en GC3 en los mencionados segmentos, mientras que lo opuesto 

ocurrirfa en los genes pobres en GC3. Esta interpretacion lleva implfcita Ia existencia de seleccion 

negativa que tenderfa a mantener el contenido en GC de las posiciones sinonimas de los genes. En 

los genes ricos en GC3, conservarfa Ia riqueza en GC3, mientras que en los genes pobres en GC3 

conservarfa su riqueza en AT. 

Con el objetivo de testar estas dos hipotesis se comparo el perfil de sustituciones sinonimas 

en un par de especies versus el perfil de contenido en GC3 de una tercera especie en todos 

aquellos genes que en Ia Tabla 3 presentaron coeficientes de correlaci6n significativos entre los 

perfiles de distancia sin6nima y GC3. Puesto que todas las especies pertenecen a 6rdenes de 

mamfferos diferentes y asumiendo que los ordenes de mamfferos divergieron en forma radia l ("star 

phylogeny"), es clara que no podrfa esperarse correlaci6n si s61o Ia primera hip6tesis fuera correcta. 

Esto se debe simplemente a que de acuerdo a Ia primera hip6tesis Ia correlaci6n existirfa debido a 

que el proceso de divergencia contribuye a Ia creaci6n de zonas mas o menos ricas en GC3, sin 

embargo en este caso dicha contribuci6n no es posible pues Ia divergencia entre las dos especies 

de las cuales se obtuvo el perfil de divergencia sin6nima no afecta en ninguna forma a lo que ocurra 

en Ia tercera especie. 

Los resultados presentados en Ia Tabla 1.3 muestran que todos aquellos genes que 

presentaron correlaciones significativas entre el perfil de divergencia sin6nima media con el perfil de 

GC3 media tambien presentan el mismo tipo correlaci6n en Ia comparaci6n antes descripta. Ademas, 

en Ia mayorfa de los genes el coeficiente de correlaci6n fue estadfsticamente significative; Ia (mica 

excepci6n esta dada por el gen codificante para glucosa Glut3, cuyo coeficiente de correlaci6n esta 

en ellfmite de significaci6n (P=0.06). Podemos concluir entonces que si bien noes posible descartar 

a los mecanismos propuestos en Ia primera hip6tesis como posibles factores causantes de Ia 

correlaci6n cuando consideramos los perfiles promedio, es clara que los mismos no pueden explicar 

los resultados que se observan en Ia Tabla 1.3. Esto lleva a Ia conclusion de que los mecanismos 

propuestos en Ia segunda hip6tesis, es decir los mecanismos de selecci6n, juegan un rol importante 

en Ia creaci6n de Ia correlaci6n intragenica entre las sustituciones sin6nimas y el contenido en GC3. 



.. u c 
!! .. 
0 

.. u c 
!! .. 
0 

1 

1,00 

0,75 

0,50 

0,25 

a 

0 

b 

0 

Figura 1.1 

Receptor de adenosina A 1 

50 100 

Receptor de poli-IG 

100 200 

.. 

150 

300 

Cod6n 

...-·· ... y· ··· ... ~ . ... ·.· 
... .. ·.:·.· .......... _,./ 

0 50 100 150 

Cod6n 

200 250 300 

400 500 600 

NA+, ATPasa S 

200 250 

Figura 1.1. Perfiles de distancia sin6nima (lfnea punteada) y distancia no sin6nima 
(linea continua) en tres genes donde Ia correlaci6n entre las variables recien 
mencionadas es evidente a Ia inspecci6n visual. Los perfiles estan construidos sabre 
Ia base de ventanas solapantes (tamano de ventana usado es de 30 codones). 
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Figura 1.2. Graficos donde se muestra Ia relaci6n existente entre el contenido en GC3 
(total promediado entre los genes de todas las especies) y Ia correlaci6n intragenica 
entre: (a) GC3 y distancia sin6nima, (b) C3 y distancia sin6nima y (c) G3 y distancia 
sin6nima. Las figuras d y e muestran Ia relaci6n entre correlaci6n intragenica distancia 
sin6nima con C3 y G3 versus Ia correlaci6n intragenica GC3-d istancia sin6nima. 
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Figura 1.3. Perfiles de GC3 (a y c) y distancia sin6nima (by d) en un gen rico en GC3, 
el receptor de Adenosina (a y b) y un gen pobre en GC3, el degradador de macr6fagos 
de restos de macr6fagos (macrophage scavenger) (c y d). Los perfiles estan 
construidos sobre Ia base de ventanas solapantes (tamario de ventana usado es de 30 
codones). Los coeficientes de correlaci6n para estos genes estan dados en Ia tabla 
1.1. 



Tabla 1.1. GeQ.es de mamfferos analizados, sus largos, contenido en GC3 y correlaciones 

intragenicas. 

Gen Largo GC3 r{OS-DNS) r(DS-GC3) r(DS-C3) r(DS-G3) 

· Creatin kinase B 381 0.90 0.29 -0.57 * -0.25 -0.07 
APO-E 305 0.88 0.27 -0.38 -0.33 0.20 
A 1-adenosine receptor 326 0.87 0.81- -0.77- -0.45 -0.07 
ApoA1 257 0.84 -0.27 -0.24 -0.33 0.04 
Na-H exchanger 810 0.83 0.64-* -0.67- -0.50- -0.10 
Serine Pyruvate aa. 392 0.83 0.38 -0.24 -0.40 0.29 
CDS 227 0.83 0.04 -0.34 -0.13 -0.11 
GMP-phospho 852 0.82 0.02 -0.54- -0.30 -0.16 
Dipetidase 411 0.82 0.39 -0.30 -0.61 * 0.57 
Prostaglandin E receptor 335 0.81 0.15 0.30 0.44 -0.10 
Glutatione peroxidase 197 0.80 -0.33 -0.54 0.10 -0.26 
Retinol 199 0.80 0.00 -0.18 0.17 -0.25 
Creatin kinase M 382 0.79 0.65- -0.60 ** 0.05 -0.46* 
H, K ATPase beta 290 0.78 -0.17 -0.72 -0.33 -0.10 
TNF-alpha 231 0.78 0.69 -0.61 -0.82 * 0.37 
Glut Ill 492 0.78 -0.01 -0.71 ** -0.05 -0.61 * 
Growth hormone 214 0.75 0.71 * -0.42 0.13 -0.48 
Prolyll-4 Hydrolase 502 0.74 -0.35 -0.67 ** -0.52 * -0.29 
TNF- beta 193 0.71 -0.33 0.27 0.68 -0.55 
Polymeric lg Receptor 740 0.70 0.66-* -0.42 * -0.43 * 0.13 
Erythropoeitin 185 0.70 -0.30 0.21 -0.27 0.25 
Na glucosa transporter 602 0.68 0.68 *** -0.40 -0.22 -0.10 
CD4 444 0.68 0.59 * -0.11 0.04 -0.12 
D-amino oxidase 346 0.64 0.17 0.21 -0.04 0.31 
TRNA ligase 470 0.63 0.35 -0.55 * -0.35 -0.25 
Endothelin 201 0.62 0.79 * -0.11 -0.03 -0.13 
lnter1 B 259 0.60 0.68 * -0.12 -0.17 0.07 
lnter6 203 0.58 0.46 0.00 -0.45 0.43 
lntR2 265 0.56 0.78 * -0.74 * -0.44 -0.54 
Phagocytic glyc. 353 0.54 0.26 -0.00 0.37 -0.32 
Urate oxidase 299 0.53 0.36 -0.59 -0.46 -0.64* 
Prolacting Receptor 554 0.52 0.64 ** 0.36 -0.08 0.56* 
Na, KATPase 303 0.51 0.83 ** -0.32 -0.15 -0.36 
CD3 187 0.51 0.78 * -0.45 -0.47 -0.32 
Tissue factor 282 0.51 0.69 * 0.41 0.18 0.62 
Selecting 412 0.49 0.12 -0.01 -0.18 0.26 
lnter1A 263 0.49 0.40 -0.18 -0.06 -0.20 
Flavin cont. 532 0.49 -0.11 -0.28 -0.23 -0.14 
LINK protein 354 0.48 -0.48 0.48 0.33 0.37 
Osteopontin 253 0.41 0.22 -0.08 0.73 * -0.49 
Pancreatic 460 0.41 -0.01 -0.01 0.24 -0.26 
Serum albumin 607 0.40 0.68 *** 0.36 0.44 0.02 
Stem cell factor 273 0.39 0.47 -0.13 -0.51 0.61 
HSP108 802 0.37 0.47 * -0.01 -0.02 0.01 
Macrophage Scavenger 449 0.37 -0.43 0.66 * 0.70 * 0.38 
APO-H 345 0.36 -0.17 0.21 0.15 0.21 
Calpastain 593 0.34 -0.10 0.41 0.40 0.06 
Ca ATP-M 1176 0.29 0.33 * 0.41 ** 0.31 * 0.23 

Probabilidad 2.06x10·17 2.6x10-8 0.0024 0.21 
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Nota. (de Ia tabl~ 1.1) El largo de los genes esta dado en cod ones. Los valores de GC3 son 

promediados entre los genes hom61ogos. r(DS-DNS), r(DS-GCJ),r(DS-CJ), r(DS-G3) son los 

coeficientes de correlaci6n intragenica entre las variables que se encuentran dentro de los 

parentesis, siendo DS distancia sin6nima y DNS distancia no sin6nima. Los asteriscos a Ia 

derecha de las columnas indican Ia significancia estadistica de los coeficientes de correlaci6n. 

donde *= P<0.05, **=P<0.01 , ***=P<0.001 y -=P<1 x1 o-4 . Los valores de probabilidad en Ia parte 

inferior de cada columna expresan Ia significancia estadistica conjunta (ver Secci6n 111 .1.3.3) de 

obtener esa combinaci6n de coeficientes de correlaci6n. 

Tabla 1.2. Subgrupos de genes de tamafio progresivamente creciente y Ia proporci6n de genes 

que exhiben coeficientes de correlaci6n estadisticamente significativos 

Limite inferior de tamafio Numero de Numero de genes con Percentaje 
de gen en el subgrupo genes coef. significativos 

180 codones 48 16 33% 
300 codones 30 11 37% 
400 codones 18 8 44% 
500 codones 11 7 64% 

Tabla 1.3. Correlaciones entre el perfil de divergencia sin6nima en un par de especies versus el 

perfil de GC3 de una tercera especie. 

Gene Perfil de divergencia perfil de CG3 coef. de 
sin6nima entre: obtenido de: correlaci6n 

Creatin kinase B Humano-Conejo Perro -0.68 * 
A 1-adenosine receptor Humano-Rata Bovino -0.62 * 
Na-H exchanger Cerdo-Conejo Humano -0.47 * 
GMP-phospho Humano-Perro Bovino -0.57 ** 
Creatin kinase M Humano-Conejo Perro -0.73 *** 
H, K ATPase beta Humano-Cerdo Perro -0.68 * 

Glut Ill Rata-Bovino Humano -0.47 
Prolyll-4 Hydrolase Humano-Rata Bovino -0.56 * 
Polymeric lg Receptor Bovino-Conejo Rata -0.56 ** 
TRNA ligase Bovino-Conejo Humano -0.78 *** 
lntR2 Humano-cat Raton -0.76 * 
Scavenger Humano-Bovino Conejo 0.62 * 
CaATP-M Humano-Ovino Conejo 0.31 * 

Nota-. Los asteriscos a Ia derecha de Ia ultima columna expresan Ia signifcancia estadistica de los 

coeficientes de correlaci6n siendo Ia simbologia igual a Ia usada en Ia tabla 1.1 
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IV.2 TASAS DE CAMBIO NUCLEOTiDICO EN GRAMiNEAS 

En esta secci6n analizaremos en genes de gramfneas las relaciones entre las tasas de 

sustituciones sin6nimas y no-sin6nimas asf como las de estas con Ia composici6n de bases de los 

genes. Los primeros resultados en ser presentados corresponden a los valores globales de los 

genes sin considerar Ia variaci6n intragenica. Cabe resaltar que esta parte del estudio no fue llevada 

a cabo en el caso de los mamfferos pues existen varias publ icaciones previas donde dichos 

resultados son descriptos exhaustivamente (ver lntroducci6n, secciones 1.2.1 y 1.2.2) . 

rv.2.1 Relaci6n entre Ia velocidad de evoluci6n nucleotidica y Ia composici6n de bases 

Las Tablas 2.1a,2.1b y 2.1c contienen Ia informacion de cada uno de los grupos de genes 

hom61ogos gramfneas anal izados. Cada Tabla contiene ademas de Ia lista de genes usados, 

informaci6n concerniente al contenido en G+C tanto en Ia segunda como tercera posici6n del cod6n 

asf como tambien las distancias sin6nimas y no-sin6nimas entre cada par de genes hom61ogos. Es 

de resa ltar Ia existencia de varies comportamientos que son comunes a las tres bases de datos. En 

primer Iugar el contenido en G+C de Ia segunda posici6n de los codones (GC2) esta correlacionado 

positiva y significativamente con Ia distancia no-sin6nima. Los coeficientes de correlaci6n asf como 

los niveles de significaci6n se muestran en las Fig. 2.1 a, 2.2a y 2.3a para cada uno de los grupos de 

datos analizados. Es interesante mencionar que cuando las bases se consideran individualmente, 

T 2 siempre exhibe correlaciones fuertemente negatives, perc C2 y G2 varfan entre un grupo de 

datos y otro (Tabla 2.2). Para Ia base de datos que incluye a mafz/trigo-cebada, tanto C2 como G2 

muestran coeficientes de correlaci6n significativos con Ia distancia no-sin6nima, mientras que 

solamente C2 presenta correlaci6n estadfsticamente signifi cative en el grupo de genes que incluye 

arroz/trigo-cebada y G2 en el grupo de genes hom61ogos entre mafz/arroz (ver Tabla 2.2). 

Otros des comportamientos que son comunes a los tres grupos de genes involucran a GC3, el cual 

se encuentra correlacionado negativamente con Ia distancia sin6nima (Figs. 2.1 b, 2.2b y 2.3b) 

mientras que presenta correlaci6n positiva con Ia distancia no-sin6nima (Figs. 2.1 c, 2.2c y 2.3c). Sin 

embargo como veremos mas adelante, Ia correlaci6n positiva entre GC3 y Ia distancia no-sin6nima 

no es el resultado de una relaci6n continua entre estas dos variables sino que Ia misma esta dada 

per Ia existencia de dos subpoblaciones de genes en el genoma de las gramfneas. 

En lo que se refiere a Ia correlaci6n entre las distancias sin6nimas y no-sin6nimas, los 

resultados obtenidos en esta investigaci6n muestran que contrariamente a lo que ya ha side 

descripto en mamfferos (ver lntroducci6n, Secci6n 1.2.2), las gramfneas no presentan correlaci6n en 

ninguno de los tres grupos de datos estudiados. Sin embargo esta ausencia de correlaci6n lineal no 

necesariamente implica ausencia de otro tipo de relaci6n. Como puede apreciarse al graficar las 

distancias sin6nimas versus las distancias no-sin6nimas (Figs. 2.1 d, 2.2d y 2.3d), existen dos 

subpoblaciones de genes en los genomas de estas plantas, Ia poblaci6n muy rica en GC3 

(GC3>=80%) y Ia poblaci6n rica en GC3 (GC3<80%). La primera de estas subpoblaciones se 

caracteriza, ademas de por su alto contenido en GC3, por poseer genes que presentan bajas tasas 



·-
e cambia sin6nimo y altas tasas de sustituciones no-sin6nimas. Par su parte Ia subpoblaci6n 

caracterizada par su menor contenido en GC3, contiene genes con altas tasas de cambia sin6nimo y 

najas tasas de cambia no-sin6nimo. La diferenciaci6n entre ambas supoblaciones es bastante 

anifiesta en los tres grupo de genes hom61ogos analizados . 

. 2..2 Dos poblaciones de genes en gramineas 

Con el fin de estudiar el problema de las subpoblaciones de genes en mayor profundidad, se 

e i ieron los mismos analisis para cada una de las subpoblaciones de genes tomadas par 

separado. Mientras que algunas de las correlaciones presentaron el mismo comportamiento que las 

blaciones completas, otras mostraron una clara diferenciaci6n (Tabla 2.3). Las correlaciones entre 

GC2 y Ia distancia no-sin6nima son positivas y estadfsticamente significativas en Ia subpoblaciones 

con mayor riqueza en GC3, pero los coeficientes de correlaci6n varfan de un grupo de genes a otro 

e Ia subpoblaciones de genes con menor riqueza en GC3. En lo que se refiere a Ia relaci6n entre 

las distancias sin6nimas y GC3, los resultados presentados en Ia Tabla 2.3 muestran que ambas 

s bpoblaciones exhiben coeficientes de correlaci6n de signa negative, pero solo Ia subpoblaci6n 

·ca en GC3 presenta valores altos y significativos en los tres grupos de genes. Contrastando con lo 

que sucede cuando los grupos de genes no se dividen en subpoblaciones, los coeficientes de 

correlaci6n entre las distancias no-sin6nimas y el contenido en GC3 varian desde valores negatives 

y relativamente altos, hasta ausencia de correlaci6n en las subpoblaciones ricas en GC3. Par su 

arte, en las subpoblaciones con valores de GC3 par debajo de 80%, los coeficientes de correlaci6n 

ambien varfan desde valores negatives a positives. En este caso, resulta interesante contrastar 

para cada grupo de genes el comportamiento entre ambas subpoblaciones con el comportamiento 

e las poblaciones completas. En el primer grupo de genes (mafz/arroz) , existe una correlaci6n 

ancamente positiva (y estadfsticamente significativa) entre GC3 y las distancias no-sin6nimas 

abla 2.2), mientras que cuando se separa en subpoblaciones, los coeficientes de correlaci6n son 

cercanos a cera (ausencia de correlaci6n) en ambas subpoblaciones. En el segundo grupo de genes 

(mafz/trigo-cebada) el coeficiente de correlaci6n tambien es de signa positive aunque no es 

es adfsticamente significative. AI separar este grupo de genes en dos subpoblaciones vemos que los 

coeficientes de correlaci6n son negatives en ambas subpoblaciones. En el ultimo grupo de genes, 

que incluye genes hom61ogos de arroz/trigo-cebada, vemos que para Ia poblaci6n completa el 

coeficiente de correlaci6n entre GC3 y distancia sin6nima tambien es positive (y estadfsticamente 

signifi cative), pero es negative (y estadfsticamente significative) en Ia subpoblaci6n de mayor 

riqueza en GC3 y positive (yen el limite de Ia significaci6n estadfstica) en Ia subpoblaci6n que 

contiene genes con menor riqueza en GC3. Estes resultados muestran que Ia correlaci6n positiva 

entre GC3 y distancia no-sin6nima descripta en Ia Tabla 2.2, noes el resultado de una re laci6n 

continua a lo largo de toda Ia distribuci6n, sino de Ia existencia de dos subpoblaciones de genes que 

difieren en sus valores promedio de distancia no-sin6nima y par supuesto en su contenido en GC3 

(ya que esta es Ia variable usada para separar las subpoblaciones). 



Otro punto de relevancia en relaci6n a Ia existencia de dos subpoblaciones de genes lo 

co stituye Ia correlaci6n entre las distancias sin6nimas y no-sin6nimas. Como se recordara, a 

· erencia de lo que habfa sido descripto en otros grupos taxonomicos, ninguno de los grupos de 

genes present6 correlaci6n (Tabla 2.2, Figs 2.1 d, 2.2d y 2.3d). Sin embargo, Ia subpoblaci6n que 

con iene genes con mayor riqueza en GC3 exhibe correlaciones positivas en los tres grupo de 

genes, siendo los coeficientes de correlaci6n estadfsticamente significativos en los grupo de genes 

om61ogos entre maiz-trigo/cebada y arroz-trigo/cebada. 

Para finalizar con esta secci6n, es importante serialar que Carels et al (comunicaci6n 

ersonal) han obtenido resultados que dan sustento adicional a Ia existencia de dos poblaciones de 

genes en el genoma de las gramfneas. Estos autores han encontrado que, ademas de Ia obvia 

d. erencia en contenido en GC3, los genes de gramineas presentan diferencias en el numero y 

amario de los intrones asf como en Ia variablidad interna en el contenido de bases. 

N.2.3 Correlaciones intragenicas 

Los resultados de este analisis, los cuales se presentan en las Tablas 2.4a, 2.4b y 2.4c, 

uestran que el comportamiento que se observa a nivel intragenico es compatible con el recien 

descripto para los valores promedio de los genes. En primer Iugar, Ia correlaci6n intragemica entre 

GC2 y Ia distancia no-sin6nima es positiva en Ia mayorfa de los genes, siendo estadfsticamente 

significativa en aproximadamente un tercio de estos. Por su parte, los coeficientes de correlaci6n 

i tragenica entre GC3 y distancia sin6nima son negatives en Ia mayorfa de los genes, aunque estos 

arfan desde val ores negatives altos (en los genes muy ricos en GC3) a val ores cercanos a cero o 

suavemente positives en los genes de menor contenido en GC3 . De Ia misma forma, las 

correlaciones intragenicas entre GC3 y Ia distancia no-sin6nima, varian desde valores fuertemente 

egativos en los genes de gran riqueza en GC3 , a valores positives en los genes de menor riqueza 

e GC3 . La proporci6n de genes que exhibe correlaciones intragenicas estadfsticamente 

significativas es mas alta de lo que serfa esperado por azar en los tres grupo de genes y para los 

es tipos de correlaciones (ver Ia parte inferior de cada columna en las Tablas 2.4a,2.4b y 2.4c) 

Resulta de interes resaltar que los coeficientes de correlaci6n intragenicos entre GC3 y 

istancias no-sin6nimas son dependientes del contendido en GC3 global (medic) de cada uno de los 

genes, de forma tal que los genes muy ricos en GC3 presentan coeficientes negatives mientras que 

los genes con valores menores en su contenido en GC3 presentan coeficientes de signo positive. De 

echo, el contenido global en GC3 de los genes se correlaciona negativamente con el coeficiente de 

correlaci6n intragenico entre GC3 y distancia no-sin6nima (Figs 2.4a, 2.4d y 2.4g). Algo similar 

ocurre con el comportamiento de los coeficientes de correlaci6n intragenicos entre Ia divergencia 

sin6nima y el contenido en GC3 . Sin embargo en este caso los coeficientes de correlaci6n van 

desde valores negatives altos, en los genes muy ricos en GC3 , hasta valores cercanos a cero o 

levemente positives en los genes con menor contenido en GC3 (Figs 2.4b, 2.4e y 2.4h). Este 

esultado significa en los genes muy ricos en GC3 los fragmentos genicos que presentan mayor 



riqueza en GC3 son mas conservados, tanto a nivel aminoacidico como a nivel sin6nimo; en tanto 

los genes con menor riqueza en GC3 , los fragmentos genicos de mayor contenido en GC3 tienden a 

evolucionar mas rapidamente. El aspecto importante de este resultado es que los patrones 

espaciales intragenicos de divergencia sin6nima y no-sin6nima se relacionan de una forma similar 

con Ia variaci6n intragenica de GC3 . Este paralelismo entre Ia divergencia sin6nima y aminoacidica 

queda claramente en evidencia en las Figs 2.4c, 2.4f y 2.4i, las cuales muestran que en los tres 

grupos de genes hom61ogos de gramineas, los coeficientes de correlaci6n intragenicos entre 

distancia no-sin6nima y variaci6n interna de GC3 estan fuertemente correlacionados con los 

coeficientes intragenicos entre Ia distancia no-sin6nima y variaci6n de GC3. 

En lo que se refiere a las correlaciones intragenicas entre sustituciones sin6nimas y no

sin6nimas, varian desde valores positives a negatives, pero s61o los coeficientes de signa positive 

!Iegan a valores altos y estadisticamente significativos. Resulta evidente ademas que incluso si Ia 

proporci6n de genes que exhiben correlaciones significativas es mayor a lo que se esperaria par 

azar, estos representan s61o una modesta proporci6n de Ia muestra. De hecho s61o el grupo de 

genes que contiene genes hom61ogos entre arroz/trigo-cebada presenta una proporci6n de genes 

con correlaciones estadiscamente significativas comparable al observado en genes de mamiferos. 

Esta escasez de genes con coeficientes de correlaci6n significativos es bastante llamativa pues 

como se describi6 mas arriba, los procesos de divergencia sin6nima y no-sin6nima estan 

seguramente relacionados en los genes de gramineas dado que presentan un comportamiento 

paralelo en relaci6n a Ia composici6n de bases sin6nimas. Es probable que Ia ausencia de 

correlaciones significativas en muchos genes se deba a su pequerio numero de codones. Esta 

afirmaci6n tiene su apoyo en el heche que muchos genes pequerios presentaron coeficientes de 

correlaci6n en el limite de significaci6n. 
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Figura 2.1 (a y c ) Distancias no sin6nimas entre genes hom61ogos de Mafz/Arroz 

graficados versus el contenido GC2 y GC3. (b) Distancias sin6nimas graficadas versus 

el contenido GC3. (d) Distancias no sin6nimas versus distancias sin6nimas. Los 

coeficientes de correlacci6n y su significancia estadfstica se indican en cada case. Los 

cfrculos negros representan genes con contenidos de GC3 iguales o superiores al 80%, 

los cfrculos vacfos representan genes con valores de GC3 menores al 80%. 
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Figura 2.2 (a y c) Distancias no sin6nimas entre genes hom61ogos de Mafz/Trigo-cebada 

graficados versus el contenido GC2 y GC3. (b) Distancias sin6nimas graficadas versus el 

contenido GC3. (d) Distancias no sin6nimas versus distancias sin6nimas. Los coeficientes de 

correlacci6n y su significancia estadfstica se indican en cada caso. Los cfrculos negros 

representan genes con contenidos de GC3 iguales o superiores al 80%, los cfrculos vacfos 

representan genes con valores de GC3 menores al 80%. 
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Figura 2.3 (a y c) Distancias no sin6nimas entre genes hom61ogos de Arroz!Trigo

cebada graficados versus el contenido GC2 y GC3. ( b) Distancias sin6nimas graficadas 

versus el contenido GC3. (d) Distancias no sin6nimas versus distancias sin6nimas. Los 

coeficientes de corre lacci6n y su significancia estadfstica se indcan en cada caso. Los 

cfrculos negros representan genes con contenidos de GC3 iguales o superiores al 80%, 

los cfrculos vacfos representan genes con valores de GC3 menores al 80%. 
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Figura. 3.4. (a, b, d, e, g y h) Relaci6n entre los coeficientes de correlaci6n 

intragenicos y el contenido GC3 (global) de los genes.(c, f, e i) Grafico entre los 

coeficientes de correlaci6n intragenicos de distancia sin6nima y GC3 versus los 

coeficientes de correlaci6n intragenicos entre distancia no sin6nima y GC3. R(Gc3-DNS) 

y R(GC3-os) tienen el mismo significado que en Ia tabla 1.1. Los asteriscos indican Ia 

significaci6n estad fstica de los coeficientes de correlaci6n. 
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abla 2.1 a. Genes hom61ogos entre Mafz y arroz 

Correlaciones intragenicas 
Gen codificante de: largo GC3 GC2 Dist Dist. r(GC2-DNS) r(GC3-DNS) r(GC3-DS) r(DNS-DS) 

lorophyll alb binding protein 

- Cyclophil in (CyP). 

.: Lactate dehydrogenase. 

- ? ospholipid transfer protein 

- Embryogenic abscisic acid-inducible gen. 

_ -erredoxin (Fd) isoprotein pFD5. 

- Pyruvate decarboxylase. 

istone H3 (H3C4), . 

Rubisco, small subunit 

cidic class I chitinase. 

• Heat shock protein 17.2. 

~2 Dehydrin (dhn3). 

Amyloplast-specific transit protein 

265 

172 

352 

117 

91 

134 

602 

136 

169 

316 

150 

155 

603 

0.97 

0.97 

0.96 

0.96 

0.96 

0.95 

0.94 

0.94 

0.94 

0.94 

0.92 

0.91 

0.87 

0.49 

0.45 

0.47 

0.64 

0.52 

0.46 

0.44 

0.49 

0.45 

0.58 

0.38 

0.53 

0.44 

Sin. 

0.36 

0.38 

0.46 

0.43 

0.31 

0.54 

0.34 

0.37 

0.37 

0.52 

0.42 

0.43 

0.50 

No Sin. 

0.07 

0.12 

0.10 

0.18 

0.14 

0.19 

0.06 

0.02 

0.16 

0.25 

0.05 

0.20 

0.10 

0.62 • 

-0.06 

0.47 

0.43 

-0.12 

-0.02 

0.72 

0.62 

0.59 ** 

0.45 

-0.51 

-0.76 

0.06 

0.00 

-0.31 

.. -0.74 

-0.83 

-0.1 2 

-0.75 * 

-0.88 * 

-0.94 . .. 

-0.53 * 

0.54 

-0.13 

0.62 • 

-0.16 

-0.43 

0.26 

-0.33 

-0.26 

-0.06 

437 0.86 0.43 0.62 0.07 -0.28 

0.16 

-0.04 

0.33 

0.35 

0.25 

-0.25 -0.86 *** 0.25 

etallothionein. 74 

350 

' Viviparous-1 . transcriptional activator 679 

8 Glutamine synthetase, . 356 

9 Alcohol dehydrogenase 2. (Adh2-N) 369 

Fructose bisphosphate aldolase 355 

2 Proliferating cell nuclear antigen. 263 

22 Cystatin I. 1 02 

23 Sus1 . 816 

24 ZAG1 (homeotic gene) . 232 

25 Calmodulin. 149 

T Manganese superoxide dismutase (SOD- 231 
3) 

B-6 tubulin. 446 

28 OM protein. 218 

29 Alcohol dehydrogenase 1 (Adh 1-1 F) . 376 

Beta-amylase. 488 

3 Alpha-tubulin. 450 

32 Regulatory protein GF14-12. 247 

33 Enolase. 446 

34 ATP synthase beta subunit. 550 

35 NADP-dependent malic enzyme (Me1). 631 

36 Cdc2 kinase. 294 

37 Catalase-1 isoenzyme 492 

38 Adenine nucleotide translocator 381 

39 Triosephosphate isomerase, . 253 

40 Starch branching enzyme II. 798 

Probabilidad 

0.86 

0.83 

0.83 

0.82 

0.79 

0.79 

0.76 

0.73 

0.70 

0.70 

0.69 

0.67 

0.67 

0.65 

0.64 

0.62 

0.62 

0.62 

0.56 

0.55 

0.55 

0.54 

0.54 

0.53 

0.48 

0.39 

0.64 0.53 

0.41 0.42 

0.54 0.52 

0.46 0.56 

0.41 0.53 

0.42 0.55 

0.35 0.60 

0.29 0.47 

0.36 0.60 

0.35 0.78 

0.28 1.21 

0.41 0.54 

0.40 0.57 

0.46 0.50 

0.41 0.54 

0.37 0.49 

0.40 0.45 

0.37 1.01 

0.39 1.18 

0.44 0.49 

0.43 0.64 

0.35 0.59 

0.39 0.68 

0.44 0.57 

0.42 0.62 

0.41 0.67 

0.16 

0.09 0.68 • 0.26 

0.20 0.51 • -0.18 

0.03 0.08 -0.18 

0.07 0.33 -0.64 

0.05 0.12 0.34 

0.03 0.16 -0.55 

0.22 

0.03 -0.08 0.00 

0.20 -0.06 -0.76 • 

0.01 

0.07 0.81 • 0.43 

0.00 -0.63 • 0.40 

0.07 -0.04 -0.38 

0.03 0.24 -0.37 

0.09 -0.22 -0.02 

0.01 0.09 -0.03 

0.10 0.55 0.14 

0.08 -0.02 0.18 

0.02 0.72 0.53 • 

0.11 0.61 .. 0.81 

0.03 0.14 0.12 

0.03 0.01 0.25 

0.05 0.29 0.14 

0.06 0.15 -0.06 

0.10 0.59 • 0.74 

-0.60 • 

-0.40 

-0.79 • 

-0.53 

-0.30 
-0.73 • 

0.18 

-0.26 

-0.22 

0.16 

-0.46 

-0.47 

-0.40 

-0.30 

0.51 

-0.25 

0.14 

0.1 0 

-0.46 

-0.05 

-0.25 

0.01 

0.28 

3.4x1o-5 8.2x1o-4 1.5x10-8 

-0.08 
0.64 • 

0.27 

0.32 

-0.30 

0.24 

0.21 

0.29 

-0.10 

0.16 
0.87 • 

-0.14 

-0.21 

0.06 

0.16 

-0.04 

0.18 

-0.01 

-0.18 

0.70 • 

-0.03 
0.62 • 

0.29 

0,027 
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Tabla 2.1 b. Genes hom61ogos entre Malz/trigo-cebada 

Correlaciones intragenicas 
Gen codificante de: Largo GC3 GC2 Dist Dist. r(GC2-DNS) r{GC3-0NS) r(GC3-DS) r(DS-DNS) 

Sin. No sin. 
Heat shock protein 18kDa 157 0.99 0.41 0.29 0.11 0.58 -0.32 -0.85 . 0.60 

2 Hstone H3 136 0.99 0.49 0.26 0.01 
Flavanone 3-beta-hydroxylase (fht) 369 0.97 0.43 0.27 0.13 -0.45 0.13 -0.20 -0.45 

~ Ferredoxin I (Fd) isoprotein , pFD1'. 143 0.96 0.48 0.48 0.24 
Transmembrane protein. 287 0.96 0.47 0.28 0.07 0.65 . 0.14 -0.64 . -0.27 

6 Chalcone synthase. 398 0.96 0.43 0.60 0.07 -0.06 -0.15 -0.11 -0.05 
Histone H4 103 0.95 0.48 0.25 0.00 

8 Lactate dehydrogenase. 353 0.95 0.48 0.54 0.13 0.52 . -0.77 .. -0.72 .. 0.88 
9 Ubiquitin fusion protein (UBF9) 155 0.94 0.34 0.29 0.02 0.15 -0.16 0.11 0.05 

UDPglucose flavonoid glycosyl-transf 452 0.94 0.56 0.44 0.16 -0.12 -0.23 0.16 0.00 
Chlorophyll alb binding proetin (CAB-m7 261 0.94 0.47 0.72 0.10 0.78 .. 0.05 0.11 0.24 
gene) 

2 MFS18 . 121 0.93 0.63 0.49 0.31 
3 Alpha-amylase 425 0.92 0.42 0.51 0.22 -0.36 -0.43 -0.86 0.72 .. 
4 Amyloplast-specific transit protein 600 0.92 0.43 0.50 0.11 0.71 0.01 -0.62 0.38 
5 Acidic class I chitinase 313 0.91 0.58 0.63 0.22 0.05 -0.48 -0.89 0.19 
6 Rubisco small subunit 169 0.90 0.46 0.59 0.17 0.13 0.39 0.00 -0.70 
7 Heat shock protein 26 (HSP26) 231 0.90 0.47 0.51 0.12 0.67 . -0.01 -0.79 . -0.04 
8 Histone H2A 138 0.90 0.46 0.53 0.11 
9 Embryogenic abscisic acid-inducible 91 0.89 0.52 0.37 0.12 

gene. 
2 Metallothionein. 72 0.89 0.60 0.44 0.23 
2 Chlorophyll alb binding protein (Cab-1 261 0.88 0.46 0.64 0.24 0.81 . 0.44 -0.82 . -0.37 

gene) 
22 Phospholipid transfer protein 115 0.88 0.62 0.65 0.35 
23 H2B histone (gH2B4). 121 0.87 0.38 0.37 0.09 
24 Heat shock protein 17.2. 150 0.86 0.39 0.98 0.17 0.77 . -0.01 -0.86 . 0.10 
25 Pathogenesis-related protein. 164 0.86 0.49 0.71 0.24 -0.57 -0.66 -0.79 . 0.90 .. 
26 Dehydrin (dhn3). 146 0.86 0.51 0.58 0.15 
27 Lipase (LIP) 248 0.86 0.38 0.67 0.22 0.19 -0.04 -0.36 -0.50 
28 Chlorophyll alb binding protein (Cab-m9 264 0.85 0.48 0.83 0.08 0.51 -0.36 -0.44 -0.33 

gene) 
29 Knotted-1 (Kn-1) gene. 349 0.84 0.42 0.53 0.10 0.69 . 0.28 -0.60 . 0.06 
30 Glutamine synthetase 356 0.83 0.46 0.46 0.06 0.12 -0.10 -0.70 . 0.28 
3 Calmodulin. 149 0.79 0.28 0.70 0.01 -0.81 • 0.66 -0.40 -0.84 . 
32 Adh2-N alcohol dehydrogenase 2. 379 0.78 0.41 0.64 0.06 -0.51 0.28 -0.55 0.23 
33 Cysteine proteinase, clone CCP2 359 0.74 0.47 0.57 0.09 -0.18 0.34 -0.37 -0.17 
34 Ssus 1 gene 816 0.69 0.36 0.86 0.06 -0.04 0.02 0.05 0.43 . 
35 Protein disulfide isomerase (pdi) 508 0.68 0.36 0.62 0.11 0.52 0.37 -0.26 0.29 
36 GapC2 gene. 337 0.66 0.40 0.49 0.03 -0.16 0.29 0.01 0.33 
37 Regulatory protein GF14-12 248 0.66 0.37 1.02 0.11 0.57 0.27 -0.20 -0.14 
38 Alcohol dehydrogenase (Adh1-S) 379 0.65 0.42 0.66 0.03 -0.16 0.12 -0.12 0.33 
39 a-amylase. 488 0.62 0.38 0.65 0.13 -0.45 0.02 -0.15 -0.08 
40 Mit. A TP synthase B subunit. 552 0.58 0.43 0.44 0.05 0.61 . 0.73 0.03 0.20 
41 ADP-glucose pyrophosphorylase. 517 0.58 0.43 1.01 0.10 0.26 0.65 .. 0.13 0.32 
42 Catalase-1 isoenzyme . 492 0.57 0.39 0.73 0.05 0.49 0.53 0.09 -0.02 
43 Porin. 275 0.57 0.41 0.67 0.08 0.29 0.50 0.15 0.00 
44 Cysteine synthase. 324 0.55 0.43 0.59 0.06 0.16 -0.54 -0.41 0.56 
45 Acyl carrier protein. 121 0.54 0.41 0.73 0.18 
46 Dihydrodipicolinate synthase 376 0.51 0.45 0.97 0.15 0.81 .. 0.56 -0.09 -0.08 
4 7 TAT A-binding protein 200 0.46 0.38 1.01 0.03 0.06 0.88 .. -0.40 -0.50 

Probabilidad 5.0x10-0 3.3x10-4 6.5x1o-7 2,3x10-3 
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Tabla 2.1 c, genes hom61ogos entre Arroz/trigo-cebada 

Gen codificante de: Correlaciones intragenicas 
Largo GC3 GC2 Dist. Dist. r(GCrDNS) r(GC3-DNS) r(GC3-0S) r(DNS-DS) 

Sin. No Sin. 
Gamma-Tip. 250 0.98 0.50 0.26 O.o? -0.07 -0.61 -0.25 -0.12 
Histone H3 136 0.98 0.49 0.28 0.02 
Chloroplast transit peptide 142 0.97 0.53 0.46 0.08 
Heat shock protein 16.9 kD. 150 0.96 0.37 0.32 0.10 0.52 -0.55 -0.34 0.72 
Emp1 gene. 93 0.96 0.52 0.32 0.07 

6 Ferredoxin. 136 0.96 0.44 0.41 0.15 
Lactate dehydrogenase. 352 0.95 0.47 0.53 0.08 0.02 0.19 0.28 -0.23 
type I light-harvesting chlorophyll alb 261 0.95 0.48 0.66 0.11 0.88 -0.38 -0.53 0.48 
Lipoxygenase L-2. 855 0.95 0.41 0.40 0.17 0.34 -0.31 -0.53 0.38 
Endochitinase (Cht-2 gene). 332 0.95 0.59 0.53 0.22 -0.25 -0.53 -0.41 0.84 
B-0-glucanase. 334 0.95 0.49 0.40 0.12 0.40 0.13 -0.42 0.02 
Lectin. 212 0.94 0.63 0.38 0.27 -0.28 -0.45 -0.44 0.88 
Endochitinase (Cht-1 gene). 320 0.93 0.57 0.50 0.17 0.48 -0.30 -0.69 0.11 
Thaumatin-like protein. 169 0.90 0.59 0.52 0.29 0.26 -0.65 -0.71 0.59 
Alpha-amylase (amy2A). 435 0.89 0.44 0.54 0.12 -0.08 0.20 -0.30 0.30 
Water-stress inducible protein 152 0.88 0.54 0.57 0.19 0.49 -0.21 -0.56 0.86 
Chloroplast carbonic anhydrase . 262 0.88 0.47 0.40 0.13 0.78 -0.07 -0.69 0.68 
Homeobox protein (OSH1 gene). 355 0.88 0.41 0.37 0.08 0.59 0.26 -0.86 *** 0.05 

type II light-harvesting chlorophyll a/b 258 0.87 0.45 0.76 0.22 0.59 0.19 0.11 0.12 
Glycogen (starch) synthetase. 602 0.86 0.42 0.62 0.10 0.65 0.06 -0.61 0.34 
Peroxidase. 312 0.83 0.50 0.61 0.17 0.09 -0.16 -0.75 * -0.11 
Metallothionein-like protein 74 0.80 0.59 0.50 0.25 
Cytosolic glutamine synthetase 356 0.77 0.45 0.33 0.06 0.21 0.03 -0.21 0.47 
Calmodulin . 149 0.71 0.28 0.79 0.00 
Sucrose-UDP glucosyltransferase 816 0.64 0.36 0.77 0.06 0.02 0.11 0.00 0.28 
Alcohol dehydrogenase 1. 376 0.64 0.41 0.52 0.04 -0.02 0.13 -0.11 -0.14 
Kinase C inhibitor homologue 260 0.60 0.38 0.55 0.02 -0.36 0.46 -0.09 0.22 
Chloroplastic glutamine synthetase 428 0.60 0.48 0.63 0.09 0.61 0.45 0.26 0.84 

29 Sucrose synthase. 807 0.59 0.36 0.57 0.04 0.09 0.35 -0.03 -0.04 
Mitochondrial F1-ATPase. 550 0.58 0.43 0.53 0.07 0.59 .. 0.75 0.05 0.19 
Aspartic protease. 506 0.57 0.44 0.46 0.08 -0.03 0.38 -0.13 -0.01 
ADP-glucose pyrophosphorylase 472 0.40 0.38 0.55 0.05 0.30 0.40 0.58 • 0.65 

Probabilidad 1.03x10-4 1.18x1 o-s 8.7x10.a 

ota. El largo de los genes esta dado en codones. GC2 y GC3 son valores promediados entre los dos genes 

m61ogos. r(GC2·DNS) , r(GC3-DNS) , r(GC3-DS) y r(DS-DNS) son los coeficientes de correlaci6n intragenica 

e e las variables que se encuentran dentro de los parentesis, siendo OS distancia sin6nima y DNS distancia 

sin6nima. Los asteriscos a Ia derecha de las columnas indican Ia significancia estad fstica de los coeficientes 

e correlaci6n. Los valores de probabilidad Ia parte inferior de cada columna expresan Ia significancia 

es adfstica conjunta de obtener esa combinaci6n de coeficientes de correlaci6n. Las celdas vacias (lfnea 

ebrada) indican que el gen no fue inclufdo en el analisis de ventanas debido a su pequeno tamano. 
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Tabla 2.2 Correlaci6n Correlaci6n Correlaci6n Correlaci6n Correlaci6n Correlaci6n 

SD-GC3 NSD-GC2 NSD-GC3 NSD-C2 NSD-G2 NSD-T2 

Maiz/Arrez -0.512*** 0.452** 0.405** 0.303 0.402"'* -0.568*** 
Maiz!Trige-Cebada -0.617**** 0.598**** 0.282 0.541*** 0.333* -0.428** 

Rice!Trige-Cebada -0.427* 0.737**** 0.431 * 0.273 0.662**** -0.530** 

Nota.-* significative al 5%, * * significative al 1% , *** 
significative 0.1% y ****significative al 0.01% 

Tabla 2.3 Num. de Correlaci6n Correlaci6n Correlaci6n Correlaci6n 
genes DNS-GC2 DNS-GC3 DS-GC3 DS-DNS 

Poblaci6n muy rica en GC3 
Maiz/Arrez 18 0,64 - 0,1 -0,61 ** 0,18 
Maiz!Trige-Cebada 30 0,53 - -0,25 -0,58 *** 0,44 * 
Arrez!T rige-Cebada 22 0,59 ** -0,47 * -0,53 ** 0,42 * 

Poblaci6n menos rica en GC3 
Maiz/Arrez 22 -0,26 0,08 -0,09 0,03 
Maiz!Trige-Cebada 17 0,32 -0,29 -0,35 0,26 
Arrez!Trige-Cebada 10 0,82 ** 0,43 -0,02 -0,33 

Nota.-*,**,***, igual que en Ia Tabla 2.2 
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.3 TASAS DE SUSTITUCIONES SIN6NIMAS EN TRYPANOSOMATIDOS 

De manera similar a lo realizado en plantas, empezaremos presentando los resultados 

espondientes a los valores globales de los genes sin considerar Ia variacion intragenica, Ia cual 

se a tratada mas adelante. Tambien se presentaran y discutiran resultados acerca de Ia aceleracion 

e las tasas de cambios nucleotfdicos a Ia cual estuvo sometido (y probablemente continua estando) 

elli aje que conduce a los trypanosomas africanos (Salivaria) . 

. 3.1 Relaci6n entre las tasas evolutivas y Ia composici6n de bases. 

La Figura 3:1 resume los resultados de los ana !isis realizados con el grupo genes 

mologos de trypanosomatidos que se presentan en Ia Tabla 3.1. A partir de los resultados 

esentados en las Figuras 3.1 a-h podemos ver que el comportamiento de las sustituciones 

si onimas y no-sinominas es, en varios aspectos, similar a lo descrito en el capitulo anterior para 

lantas y tambien, de acuerdo a publicaciones previas, a lo que ocurre en los mamfferos. En primer 

I gar, Ia tasa de sustituciones no-sinonimas se encuentra positivamente correlacionado con el 

contenido en G+C en Ia segunda posicion de los codones (GC2), siendo los coeficientes de 

correlacion estadfsticamente significativos en ambos grupos de genes homologos perc 

articularmente alto en el grupo de genes que son homologos entre Trypanosoma cruzi y 

Leishmania (figuras 3.1 a y 3.1 e). Como discutiremos mas adelante, de acuerdo a los resultados que 

se presentan en esta tesis y a otros obtenidos por quien suscribe en colaboracion con otros colegas, 

Ia correlacion entre las tasas no-sinonimas y Ia composicion de bases en Ia segunda posicion de los 

codones parece ser (por razones que se desconocen) una constante en todos los grandes grupos 

biologicos tanto eucariotas como procariotas. Por otro lado, y contrastando lo que ocurre en las 

gramfneas, Ia tasa de sustituciones no-sinonimas no presenta correlacion positiva con el contenido 

en GC3, por el contrario, Ia correlacion es de signo negative siendo estadfsticamente significative en 

ambos grupos de genes homologos. 

En lo que tiene relacion a Ia tasa de cambia sinonimo, podemos resaltar tres grandes 

puntas. En primer Iugar, y de forma similar a lo que ocurre en genes de gramfneas, Ia distancia 

sinonima presenta correlacion negativa con el contenido en GC3. Sin embargo en el caso de los 

trypanosomatidos, los coeficientes de correlacion presentan valores extremadamente altos (Figs. 

3.1 b y 3.1 f). La mencionada correlacion negativa implica que los genes ricos en GC3 se encuentran 

muchfsimo mas conservados a nivel de las posiciones sinonimas de lo que lo estan los genes 

pobres en GC3. Esta observacion es del tooo compatible con los resultados sobre Ia evolucion del 

uso de codones sinonimos que hemos obtenido anteriormente (Alvarez et al, 1994). En este sentido 

cabe resaltar que en los trypanosomas, los genes ricos en GC3 son en su mayorfa genes de alta 

expresion, siendo sus preferencias en el usa de codones altamente conservadas entre Leishmania, 

Crithidias fasciculata, T. cruzi y en menor medida T. brucei. Por el contrario, los genes pobres en 

GC3, que en general corresponden a genes expresados a niveles bajos, son mucho mas divergentes 

en sus preferencias de codones sinonimos. Esta conservacion en Ia preferencia de codones en los 



e es de alta expresion indicarfa que el conjunto de codones traduccionalmente optimos estarfa 

co servado en los trypanosomatidos. Los resultados sabre uso de codones sinonimos tornados en 

co j n o con Ia correlacion negativa entre Ia velocidad de cambia sinonimo y el contenido en GC3 

esentado en esta tesis, indican de forma contundente Ia existencia de seleccion negativa 

seg ramente determinada por Ia presion para incrementar en Ia eficiencia traduccional. Esta fuerza 

selectiva no solo tenderfa a mantener las preferencias de codones sinonimos en los genes de alta 

expresion, sino, y lo que es mucho mas sugestivo, a impedir las sustituciones nucleotfdicas en las 

siciones sinonimas de los genes que se expresan a altos niveles. 

En segundo Iugar, las distancias sinonimas y no-sinonimas se encuentran altamente 

correlacionadas entre sf (Figs 3.1 d y 3.1 h), siendo los coeficientes de corre laci6n no solo altamente 

significativos desde el punta de vista estadfstico, sino que los mismos son sorprendentemente mas 

al os a aquellos reportados por varios autores en genes de mamfferos (ver lntroduccion Seccion 

1.2.2). Si asociamos esta correlacion entre las tasas de cambia sinonimo y no-sinonimo con el hecho 

de que ambas tasas evolutivas estan a su vez correlacionadas con el contenido en GC3 (que en los 

trypanosomatidos es equivalente a sesgo direccional en el uso de codones, pues todos los codones 

· que parecen ser traduccionalmente optimos terminan en C o G), llegamos a Ia conclusion que Ia 

selecci6n para conservar un determinado uso de codones en los trypanosomatidos estarfa 

determinada no solo por Ia eficiencia traduccional sino que tambien por el grado de conservaci6n 

aminoacfdica de los genes. Postergaremos por el momenta Ia discusi6n acerca de las implicancias 

esta cuestion, que sin duda, es uno de los puntas centrales en esta tesis. 

El ultimo punta que surge de Ia Figs. 3.1 b y 3.1 (en relacion a las distancias sin6minas), es 

que las mismas son grandes en todos los genes. Sin embargo, el aspecto mas llamativo es que las 

distancias sin6nimas entre T. cruzi y T. brucei son promedia lmente mayores que aquellas entre T. 

cruzi y Leishmania, siendo esto valido incluso cuando comparamos el mismo par de genes 

hom61ogos (por ejemplo, actina, a.y ~ tubul ina etc.). Este resultado indicarfa un incremento en Ia tasa 

de cambia sin6nima en T. brucei (y probablemente las restantes especies de Ia secci6n Salivaria), 

dado que Trypanosoma es con toda seguridad un genera monofiletico (Alvarez et al, 1996, 1998) 

por lo que serf a esperable que las distancias entre T. brucei y T. cruzi fueran me nares que aquellas 

entre T.cruzi y Leishmania. Este tema sera el sujeto de estudio de Ia siguiente seccion. 

IV.3.2 Aceleraci6n de las tasas sin6nimas y no-sin6nimas en genes de Salivaria 

Debido a Ia ausencia de registro fos il, resulta imposible comparar las tasas absolutas de 

evoluci6n nucleotfdica en los trypanosomatidos. Sin embargo, incluso en ausencia de datos sabre 

los tiempos de divergencia, es posible comparar las tasas de cambia mediante el uso del test de las 

tasas relativas (ver Secci6n 111.1 .3.2). Este test no nos da una medida del numero de cambios 

nucleotfdicos por unidad de tiempo (digamos por cada mill6n de anos), pero si nos permite 

determinar que linaje evoluciona mas rap ido que otro. Mediante el test de las tasas relativas 

comparamos las tasas de cambia entre T. cruzi y T. brucei. Es importante aclarar que aparte de Ia 



gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, no hay datos de secuencia en ningun grupo taxonomico 

que pueda ser apropiadamente usado como grupo externo de los trypanosomatidos. No obstante, si 

asumimos que el genera Trypanosoma es monofiletico, podemos usar como grupo externo otras 

especies de trypanosomatidos que no pertenezcan a Trypanosoma . Concretamente podemos usar 

genes de Leishmania o Crithidia. La asuncion de monofilia para el genera Trypanosoma posee un 

fuerte soporte a Ia luz de los resultados que hemos presentado anteriormente (Alvarez et al , 1996) 

asf como de los resultados que se muestran en el manuscrito numero 3 que se anexa. 

La Tabla 3.2 muestra los resultados del test de las tasas relativas realizado para 19 genes 

nucleares. El primer aspecto de importancia que surge de esta Tabla es que para todos los genes 

analizados, las distancias no-sinoninas entre T. cruzi y T. brucei (012) son mucho mas pequeflas 

que las aquellas entre cada especie de Trypanosoma y Leishmania o Crithidia (013 y D23). 

Evidentemente, este resultado da soporte adicional a Ia asuncion de que Trypanosoma es un genera 

monofiletico. En segundo Iugar, varies genes muestran tasas mayores de cambio no-sinonimo en T. 

brucei en relaci6n a T. cruzi, siendo Ia diferencia estadfsticamente significativa en 5 de estes genes. 

No obstante, T. brucei no parece evolucionar consistentemente mas rapido que T. cruzi a nivel de 

sustituciones sinonimas puesto que 9 de 19 genes analizados (47%) acumularon mayor numero de 

sustituciones no-sinonimas en el linaje que lleva a T.cruzi. Cuando se consideran todos los genes 

juntos (como si fueran un unico gen) Ia diferencia se hace bastante pequefla aunque 

estadfsticamente significativa, mostrando que T. brucei evoluciona aproximadamente un 12% mas 

rapido que T. cruzi en Ia que se refiere a sustituciones no-sinonimas. 

En Ia seccion b de Ia Tabla 3.2 podemos observar las comparaciones llevadas a cabo para 

las sustituciones sinonimas. Como puede verse, a excepcion del gen para Ia topoisomerasa II , todos 

los genes restantes evolucionan mas rapido a nivel de las sustituciones sinonimas en T. brucei que 

en T. cruzi. Es de destacar que en 6 de los 19 genes anal izados fue imposible rea lizar el test de las 

tasas relativas. Esto se debe al heche de que las distancias sinonimas entre T. brucei y Leishmania 

son de ta l magnitud que el metoda utilizado para corregir las sustituciones multiples (Li , 1993) 

resulta inaplicable. En Ia mayorfa de los genes para los cuales fue posible real izar el test, las 

diferencias en las tasas de sustituciones sinonimas son estadfsticamente significativas. Este 

resultado nos lleva a Ia conclusion de que las tasa de sustituciones sinonimas son definitivamente 

ayores en T. brucei en relacion a T. cruzi. Si todos los genes se consideran en conjunto vemos que 

T. brucei presenta tasas de evoluci6n sin6nima que son aproximadamente un 70% mayores a las 

que se observan en T. cruzi. Debe tenerse en cuenta sin embargo, que esta estimaci6n de Ia 

agnitud del incremento en Ia tasa sin6nima es muy imprecisa. La causa de esta impresi6n res ide 

en el heche de que los errores estandar de las estimaciones de distancia son muy grandes 

(particularmente entre T. brucei-Leishmania). Como resultado, el test de las tasas relativas no nos 

permite obtener una estimaci6n confiable de cuanto mas rap ido evolucionan las posiciones 

sin6nimas en T. brucei. Con el objetivo de estimar Ia magnitud de este incremento en forma mas 

exacta y confiable se calcularon los cocientes entre distancia sin6nima sobre distancia no-sin6nima 



en procesos de divergencia independientes que involucren a especies mas estrechamente 

emparentadas. Debe tenerse en cuenta que el mencionado cociente se espera que varfe 

fundamentalmente como resultado del incremento o disminuci6n de Ia tasa sin6nima, puesto que los 

factores que tienden a aumentar las tasas de cambia nucleotidico (tiempo de generaci6n del 

organismo, tasa de mutaci6n, etc.) producen un efecto muy pequefio en las tasas de cambio no

sin6nimo (Ohta, 1993, 1995). T. brucei pertenece a Ia secci6n Salivaria (tambien llamados 

trypanosomas africanos), Ia cual integran los trypanosomas trasmitidos en las piezas bucales de 

insectos dfpteros y que se caracterizan entre otras casas por poseer antigenos de superficie 

hipervariables (VSGs). Teniendo en cuenta que este grupo de trypanosomas en sin Iugar a duda 

monofiletico, podemos afirmar que las procesos de divergencia entre dos especies de Salivaria 

como T. brucei y T. vivax o entre T. brucei y T. congolesense son completamente independientes de 

los procesos de divergencia entre dos trypasomatidos inferiores como Leishmania y Crithidia 

fasciculata o entre dos trypanosomas de Ia secci6n Stercoraria como T. cruzi y T. rangeli. La Tabla 

3.3 muestra los resultados de estos cocientes en 4 genes nucleares. Como uno puede apreciar, el 

cociente es aproximadamente 4 veces mayor (en todos los genes analizados) en Salivaria que en 

ios restantes pares de especies. Ademas estas ultimas presentan cocientes bastante similares entre 

sf. Este incremento del 400% en los cocientes experimentado por los Salivaria, solo puede ser 

atribuible cambios de igual magnitud en Ia velocidad de evoluci6n sin6nima (lo mas probable que se 

deba a una aceleraci6n en Salivaria mas que a una disminuci6n en los restantes trypanosomatidos). 

Podemos descartar que Ia raz6n del incremento del cociente sea una disminuci6n de Ia tasa no

sin6nima en los Salivaria, pues como fue puesto en evidencia a traves del analisis de tasas no

sin6nimas (Tabla 3.2a), T. brucei presenta tasas de cambia no-sin6nimo levemente mayores (o 

minimamente iguales) a T. cruzi. 

IV.3.3 Correlaciones intragenicas. 

Las distancias sin6nimas entre las especies de trypanosomatidos incluidas en los analisis de 

las secciones precedentes son excesivamente grandes para permitir un analisis confiable de las 

correlaciones intragemicas entre estas distancias y otras variables. A causa de esta complicaci6n 

dicho anal isis fue omitido en estos genes. En su Iugar se ha rea lizado un anal isis equivalente en los 

genes codificantes para Ia glicoprotefna de membrana conocida como GP63, Ia que ademas de ser 

Ia protefna de membrana mas abundante presenta actividad metaloproteinasa (Button et al , 1989). 

Esta proteina es especifica de los trypanosomatidos inferiores puesto que copias de sus genes 

{lnverso et al ; 1993) o actividad enzimatica han sido descriptas en todas las especies analizadas de 

Leishmania, Crithidia, Endotrypanum, Herpetomonas, Leptomonas, Phytomonas y 8/astocrithdia 

(Etges, 1992; Schneider & Glaser, 1993; Medina-Acosta et al , 1994), pero nunca ha po.dido ser 

detectada en especies del genero Trypanosoma (McConville & Schneider, 1993; Medina-Acosta et 

al. 1994). 



La figura 3.2a m!Jestra los perfiles de distancias sinonimas y no-sinonimas en un 

alineamiento que contiene 19 secuencias de Ia GP63 pertenecientes a varias especies de 

Leishmania. Como claramente pone en evidencia esta figura ambos perfiles de distancia estan 

estrechamente relacionados en forma tal que aquellas zonas del gen que presentan poca 

diferenciacion a nivel de aminoacidos tambien estan conservadas a nivel sinonimo, mientras que las 

zonas del gen con mayor divergencia aminoacidica tambien son mas divergentes desde el punto de 

vista sinonimo. La figura 3.2b muestra los perfiles de GC3 y CAl (lndice de Adaptacion de Codones, 

Sharp & Ll , 1987) para el mismo gen. En esta figura pueden observarse claramente dos aspectos 

importantes. En primer Iugar los perfiles de GC3 y CAl son muy similares lo que pone de manifiesto 

que el valor GC3 es un excelente indicador de Ia frecuencia de codones mayores en 

rypanosomatidos. En segundo Iugar podemos apreciar que Ia variacion de el CAl (y de GC3 por 

supuesto) es inversa a Ia de ambos tipos de sustituciones (r=-0.76, P<1Q-4). Esto es, en las regiones 

del gen que presentan bajos valores de CAl muestran a su vez altas tasas de ambos tipos de 

sustituciones mientras que aquellas regiones con altos valores de CAl presentan bajas tasas de 

sustituciones nucleotfdicas. En otras palabras, en los genes que codifican Ia proteina GP63, 

· aquellas regiones del gen que presentan alta frecuencia de los codones considerados 

traduccionalmente optimos presentan bajas tasas de cambio tanto sinonimo como no-sinonimo. 

IV.3.4 Conversi6n g{mica y correlaciones intragenicas 

La conversion genica es un proceso de transferencia uni-direccional de material genetico en 

el que dos genes o segmentos de genes interactuan de forma tal que uno ellos ( el donador) 

"convierte" al otro gen (receptor) en su propio tipo. Es decir, el gen o segmento de gen receptor se 

vuelve identico al donador. Este proceso tiene Iugar entre genes que presenten homologia de 

secuencias, ya sea alelos de un mismo locus (Nicolas & Rossignol, 1983), o miembros de familias 

multigenicas (Weiner & Denison, 1983). 

Debido al heche que los genes codificantes de Ia proteina GP63 pertenecen a una familia 

multigenica, es probable que Ia covariacion entre ambos tipos de sustituciones que se observa en 

los mismos sea el resultado de Ia conversion genica en segmentos. Hay que tener en cuenta que Ia 

conversion genica es potencialmente capaz de generar el patron de covariacion debido a que luego 

de Ia ocurrencia de Ia misma los segmentos convertidos pasan a ser identicos desde el punto de 

vista sinonimo y no-sinonimo. Como resultado, es posible que cuando comparamos miembros de 

una familia multigenica encontremos segmentos genicos con poca o ninguna diferenciacion, tanto a 

nivel sinonimo como no-sinonimo (los segmentos convertidos relativamente reciente) y segmentos 

con mayor diferenciacion. 

Sin embargo es posible testar si el patron de covariacion que se observa pueda ser 

atribuible a Ia conversion genica o a otra causa. La conversion es al azar desde el punto de vista 

espacial. Esto es, cualquier zona de un gen tiene Ia misma chance de participar en el proceso de 

conversion. Por lo que si Ia conversion genica es realmente operativa en esta familia multigenica, es 



y improbable que enc~:mtremos el mismo patron de covariacion cuando comparamos dos pares de 

genes codificantes de GP63. Par el contrario si el patron de covariacion obedece a una causa 

ncional, como par ejemplo a Ia distribucion espacial de los aminoacidos importantes desde el 

nto de vista funcional , es de esperar que el mismo patron espacial de sustituciones sinonimas y 

o-sinonimas sea encontrado cuando comparamos procesos de divergencia filogeneticamente 

dependientes. 

Para poder comparar procesos de divergencia que sean independientes desde el punta de 

ista evolutivo, es necesario conocer a priori las relaciones filogeneticas de los genes que se 

desean analizar. Con este proposito se construyo el arbol filogenetico que se muestra en Ia figura 

3.3. A partir de Ia informacion aportada par este arbol podemos afirmar que el proceso de 

divergencia entre las secuencias serialadas en Ia figura 3.3 como 1 y 2 (AF039721, proveniente de 

Leishmania major y LIGP63 de L. infantum) , es independiente de Ia divergencia entre las 

secuencias serialadas como 3 y 4 (LMGP63C1de L. mexicana y LEIMSP52 deL. donovani) y de 

aquellas serialadas como 5 y 6 ( AF037165 de L. panamensis y LEIG063K de L. guyanensis) . 

Asimismo, Ia divergencia entre 3 y 4 es independiente de 5 y 6. 

Las figuras 3.4a, 3.4b y 3.4c muestran los perfiles de variacion sinonima y no-sinonima en 

estos tres pares de genes. Puede observarse que los tres pares de genes presentan perfiles de 

variacion donde las tasas de sustituciones sinonimas y no-sinonimas se encuentra claramente 

correlacionadas. Pero lo que sin duda es mas importante es que los tres pares de genes dan Iugar a 

perfi les que son extraordinariamente similares entre sf ; de hecho el perfil de divergencia sinonima 

entre las secuencias 1 y 2 esta correlacionado con el perfil de divergencia no-sinonima entre las 

secuencias 3 y 4 y con el de entre las secuencias 5 y 6 (r=0.52, p<0.05, y r=0.51 , p<0.05, 

respectivamente). La divergencia sinonima entre 3 y 4 esta correlacionada con el perfil de 

divergencia no-sinonimo entre 5 y 6 (r=0.84. p<1 o-5 ), asf como Ia esta el perfil sinonimo entre 5 y 6 

con el perfil no-sinonimo de 3 y 4 (r=0.71, p«1 o-3). El perfil no-sinonimo entre las secuencias 1 y 2 

presenta correlaciones positivas pero bajas con los perfi les sinonimos de las otras comparaciones lo 

cual puede atribuirse a Ia poca divergencia aminoacfdica (y por ende poca varianza) entre las 

secuencias 1 y 2. Podemos afirmar entonces, que tres procesos independientes de divergencia 

dieron Iugar a patrones espaciales de divergencia sinonima y no-sinonima claramente similares. En 

otras palabras, Ia figura 3.4 nos muestra convergencia de los patrones de divergencia. 

Par ultimo se desea recalcar el hecho de que los perfiles de GC3 y CAl presentan 

correlacion negativa con el de ambas tasas de sustituciones, lo cual resultarfa completamente 

inexplicable si Ia covariacion fuera causada a traves de procesos de conversion genica recurrente. 
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Figura 3.1 . Relaciones entre Ia composici6n de bases y las distancias nucleotfd icas en 

genes de trypanosomatidos. Las figuras 3.1 a-d corresponden a genes que son 

hom61ogos entre Leishmania y T. cruzi. Las figuras 3.1 e-h corresponden a genes que 

son hom61ogos entre T. brucei y T. cruzi. 
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Figura 3.2. 3.2a. Perfiles promedio de distancia sin6nima (lfnea punteada) y no 

sin6nima (lfnea continua) en genes de GP63. 3.2b. Perfiles promedio de GC3 (lfnea 

punteada) y Codon Adaptation index (lfnea continua). 
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Figura 3.3. Arbol filogenetico de 19 genes codificantes de Ia protefna GP63. El metoda de 

reconstrucci6n filogenetica fue el neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987) a partir de distancias 

estimadas usando Ia primera y segunda posicion de los codones. La correci6n para 

sustituciones mutiples se llev6 a cabo usando el modele de 2 parametres de Kimura (ver 

material y metodos secci6n ). Los valores de boostrap estan dados para los nodes 

significativos (1 000 seudoreplicas) . El largo de las ramas del arbol es propocional al numero 

de sustituciones estimadas para Ia rama. La barra ubicada en Ia parte inferior izquierda de Ia 

figura equibale una distancia de 0.1 sustituciones por sitio. 
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Figura 3.4. Perfiles de distancias sin6nimas (linea punteada) y no sin6nimas (lfnea 

continua) en tres pares de genes hom61ogos que divergen en forma independiente. 

3.4a, 3.4b y 3.4c respectivamente muestran los perfiles de divergencias entre las 

secuencias serialadas en Ia figura 3.3 como 1 y 2, 3y 4 y 5 y 6. 



' & 

Tabla 3.1. Lista de genes hom61ogos en trypanosomatidos. 

T. brucei T. cruzi Leishmania 

1 Actin TRBACTA TCU20234 LEIACTIN 

2 AlphaTubulin TRBTUBBAB TRBBEALTU LDU09612 

3 r1-Tubulin TRBTUBBAB TRBBEALTU LEITUBBM 

4 Calmodulin TBCALUBG TRBCALB2 LTCAMA 

5 Cysteine proteinase TBCYSPRO TRBCYSPRO LMCPBMR 

6 Dihydrofolate reductase TBU20781 TRBDHFRTS LMDHFRTS 

7 Paraflagellar rod protein TRBFRAB TRBPAR2A LMU45884 

8 Glyceraldehyde 3-p dehydro. (glycosomal) TBGAPDHB TRBGAP LMGAP 

9 Hypoxanthine phosphoribosyl-transf. TRBHGPRT TRBHGPRTA LEIHGPT 

10 Hsp70 TBHSP70A TRBHSP70A LDHSP70 

11 Hsp83 TBHSP83 TRBHSC LEIHSP01 

12 P2- ribosomal protein (r1) TBARP2PA X75030 LILIPA 

13 . Trypanothione reductase TBTRG TRBTTR LDTRYREDA 

14 Ubiquitin fusion protein UBIQEP52/1 TRBUBIA LMUBIQUTN 

15 CDC2- like (protein kinase type 1) TBKIN1 TCU74762 LMCDC2 

16 CDC2 related (protein kinase 3) TBCDC2RPK TCU69958 LMCRK3 

17 Triose phosphate isomerase TBTIN TCU53867 LMTPIGE 

18 Mitochondrial HSP70 TRBMHSP?OH TRBMTP70 1170375 

19 Toposisomerase II TBTOPII TRBTOPII 2944450 

20 Glycosomal protein 60 Kd (Peck) TBGLP60 TRBPEPCK 

21 Mitochondrial HSP60 TRBMTHSP TRBHSP60A ~ 

22 BiP/grp78 gene (HSP70 related) TRBBIPGRP TRBGRP78 

23 Elongation Factor EF1 TBU10662 TRBEF1A 

24 Hexose transporter TBTHT TCU05588 

25 Calcium binding protein TBTBS17 S43664 

26 GP72 , flagellar glycoprotein TBU43717 TRBGP72 

27 Ornithine decarboxylase TRBORD LEIOD 

28 Esag10 TBESAG10 LEIIMNBA 

29 Phosphoglycerate kinase (glycosomal) GKG_B LEIGPGK 

30 Phosphoglycerate kinase (cytosolic) GKB_C LEICPGK 

31 Glyceraldehyde 3 P dehydrogenase (cyt.) TBGAP LMGAPGENE 

32 Pyruvate kinase TBPYK1 LMPYK 

33 S-adenosylmethionine decarboxylase TBU20092 LDU20091 

34 Phospho-glucoisomerase TBPGIG LMPGI 

35 EFH5 (calcium binding protein) TBCALUGB LTEFHS 

36 Ribosomal Protein -2(alpha type) TCP2BMRNA LILIPB 

37 Histone H2A TCHISH2A LDH2A 

38 Histone H28 TRBRH28 LEIHISH28 

39 Histone H3 TRBHIH3A LEIHISH3 

40 Histone H1 TRBHIC2AA U01031 

41 PO, ribosomal Protein TRBRPBOX LEIRIBPP 

Nota.Las lfneas quebradas significan que Ia secuencia de el gen correspondiente no se halla 

disponible en Ia especie. 



Tabla 3.2. Test de las tasas relativas en genes de Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei 

Tabla 3.2a Oistancias No Sin6nimas 
Gen: 013 023 013-023 st 012 01o 02o 010/020 

Actin 0,0719 0,0689 0,0030 ± 0,0072 0,039 0,0209 0,0179 0,8572 

pha tubulin 0,0451 0,0366 0,0085 ± 0,0031 ** 0,009 0,0086 0,0001 0,009 

Beta tubulin 0,0358 0,0377 -0,0019 ± 0,0036 0,013 0,0054 0,0072 1,3495 

Cyste ine proteinase 0,5326 0,5543 -0,0216 ± 0,0302 0,310 0,1443 0,1659 1,1499 

Oihydrofolate reductase 0,2838 0,3224 -0,0386 ± 0,0183 * 0,223 0,0923 0,1308 1,4177 

Paraflagellar rod protein 0,1075 0,1222 -0,0147 ± 0,0073 * 0,057 0,0214 0,0361 1,6885 

glycosomal GAP 0,1228 0,1469 -0,0241 ± 0,0099 * 0,056 0,0157 0,0398 2,5314 

Hypoxanthine transferase. 0,4345 0,6085 -0,1740 ± 0,0535 ** 0,423 0,1245 0,2984 2,3972 

Heat shock protein 70 0,0927 0,0828 0,0098 ± 0,0068 0,055 0,0325 0,0227 0,6977 

Heat shock protein 83 0,0934 0,0992 -0,0058 ± 0,0086 0,039 0,0168 0,0226 1,345 

Triose phosphate isomerase 0,2519 0,2332 0,0187 ± 0,0227 0,189 0,1039 0,0852 0,8198 

Calmodulin 0,0083 0,0118 -0,0035 ± 0,0035 0,004 0 0,0035 NA 
Ubiqu itin fusion protein 0,0185 0,0143 0,0042 ± 0,0083 0,02 0,0121 0,0079 0,6517 

COC2- like (1) 0,1489 0,2183 -0,0693 ± 0,0163 **** 0,123 0,0269 0,0962 3,5793 

COC2- like (2) 0,1786 0,1708 0,0077 ± 0,016 0,126 0,067 0,0593 0,8845 

Mitochondrial Hsp70 0,0894 0,0848 0,0046 ± 0,0098 0,046 0,0253 0,0207 0,8184 

P2- ribosomal protein 0,3394 0,3139 0,0255 ± 0,0402 0,197 0,1112 0,0857 0,7707 

Trypanothione reductase 0,3098 0,3277 -0,0179 ± 0,0143 0,121 0,0517 0,0696 1,3458 

Toposisomerase II 0,3156 0,2922 0,0233 ± 0,0102 * 0,157 0,0902 0,0669 0,7413 

Total 0,1845 0,1907 -0,0063 ± 0,003 * 0,109 0,0515 0,0578 1,1214 

Tabla 3.2b Oistancias Sin6nimas 
Actin 1,5449 1,8325 -0,2876 ± 0,4127 1,318 0,5154 0,8029 1,558 

Alpha tubulin 0,7646 0,8385 -0,0738 ± 0,0821 0,713 0,3197 0,3935 1,231 

Beta tubulin 0,6815 0,8406 -0,1591 ± 0,0925 0,719 0,2798 0,4389 1,569 

Cysteine proteinase 1,1938 2,0138 -0,8201 ± 0,3746 * 1,712 0,4458 1,2658 2,839 

Oihydrofolate reductase 1,4495 2,2363 -0,7868 ± 0,4387 2,053 0,6332 1,4201 2,243 

Paraflagellar rod protein 0,4967 1,0969 -0,6003 ± 0,1200 ***** 0,919 0,1592 0,7595 4,771 

glycosomal GAP 0,8050 0,9732 -0,1681 ± 0,1273 1 '101 0,4666 0,6347 1,36 

Hypoxanthine transferase 1,6870 1,424 

Heat shock protein 70 0,7146 1,0794 -0,3648 ± 0,1062 *** 1,424 0,5297 0,8945 1,689 

Heat shock protein 83 0,5861 1,2088 -0,6227 ± 0,1605*** 1,108 0,2424 0,8651 3,569 

Triose phosphate isomerase 1,5266 2,2158 

Calmodul in 0,5595 1,4086 -0,8491 ± 0,3255 ** 1,261 0,2058 1,0550 5,126 

Ubiqu itin fusion protein 0,4693 1 '1056 -0,6363 ± 0,2111 ** 1,016 0,1896 0,8259 4,356 

COC2-Iike 1 2,0735 1,845 

COC2-Iike 2 2,187 

Mitochondria1Hsp70 0,5506 2,039 

P2- ribosomal protein 
Trypanothione reductase 1,790 

Toposisomerase II 1,9091 1,5802 0,3289 ± 0,2019 1,641 0,9851 0,6562 0,666 

Total 0.9551 1,2658 -0.3107 ± 0,0432 ***** 1,191 0.4400 0.7507 1,7061 

Nota-. 013: distancia entre T. cruzi y el outgroup; 023: distancia entre T. brucei y el outgroup. 

01 2 distancia entre T. cruzi and T. brucei; 01o y 02o son las distancias entre las especies (T. 

cruzi y T. bruce1) con su ancestro comun. st= desvfo standard. La lfnea quebrada s ignifica que Ia 

comparasi6n no es posible debido a que el metoda para corregir sustituciones multiples es 

inaplicable. Los astericos indican Ia significaci6n estadfstica de Z=(023-013)/st. 



Tabla 3.3. CocLentes entre distancias sin6nimas y no-sin6nimas 

Especies comparadas Distancia Distancia cociente 
sin6nima no-sin6nima (DS/DNS) 

Glyceraldehyde 3-P 
dehydrogenase (glycosomal) 

T. brucei - T vivax 1.1641 0.0399 29.2 
L. mexicana- L. seymoury 0.4394 0.0639 6.8 
L. mexicaca- C.fasciculata 0.4528 0.0625 7.2 
T. cruzi- T. rangeli 0.5674 0.0660 8.6 
T. cruzi- L. mexicaca 0.779 0.1193 6.52 

Phosphoglycerate kinase 

T. brucei- T. congofense 2.899 0.1222 23.7 
Leishmania- C. fascicufata 0.367 0.0661 5.5 

Cystein proteinase 

T. brucei-T. congofense 1.641 0.2300 7.13 
T. cruzi- T. rangefi 0.410 0.2077 1.97 

Trypanothione reductase 

T. brucei-T. congolense 2.305 0.107 21.54 
Leishmania-C. fascicufata 0.728 0.155 4.69 



IV.4 SESGOS MUTACIONALES EN GENES DE MAMiFEROS 

IV.4.1 Consideraciones previas sobre los analisis de bases de datos mutacionales 

Antes de pasar a Ia presentacion de los anal isis llevados a cabo es necesario plantear y 

discutir las premisas sobre las cuales los analisis estan basados. Como ya fuera planteado en Ia 

presentacion de objetivos, se intenta determinar el espectro (o espectros) mutacional de los genes 

de mamiferos para contrastar dicho patron con Ia composicion de bases sinonima de los genes. La 

idea conductora es que las mutaciones presentes en las bases de datos representan una muestra al 

azar del conjunto de mutaciones que surgen en las poblaciones, y por lo tanto el espectro de 

mutaciones que obtengamos a partir de elias es un buen estimador del espectro mutacional real. 

~En que se basa esa presuncion? Las sustituciones nucleotidicas, es decir las diferencias de bases 

entre genes homologos, son el resultado de dos eventos: Ia mutacion y Ia fijacion. La primera es una 

alteracion en Ia secuencia de bases de una (y solo una) molecula de ADN durante Ia formacion de 

los gametes, muy probablemente durante Ia replicacion. Cuando una nueva mutacion es introducida 

en Ia poblacion (mutacion "de novo") esta presenta una frecuencia de 1/2N (siendo N el tamano de 

Ia poblacion), es decir solo un individuo, el que recibio el gamete mutante porta Ia mutacion en 

· cuestion. Para que una mutacion se "transforme" en una sustitucion es necesario que Ia misma se 

imponga en Ia poblacion yen Ia especie, lo que significa que llegue a ser Ia (mica variante o Ia mas ~ 

frecuente. A este proceso se le llama fijacion. Las fuerzas evolutivas que dirigen Ia fijacion son Ia 

seleccion natural direccional positiva (o "darwiniana") y Ia deriva genetica. Sin embargo Ia amplisima 

mayoria de las mutaciones nuevas que surgen en las poblaciones naturales son deletereas 

(perjudiciales) y los individuos portadores de las mismas tienen chance reducida (o en Ia mayoria de 

los cases imposibilidad) de pasar sus genes a Ia siguiente generacion. En consecuencia, en Ia casi 

totalidad de los cases, las mutaciones deletereas desaparecen de Ia poblacion. A este proceso lo 

llamamos seleccion natural purificadora o seleccion negativa. En cambio, las mutaciones que !Iegan 

a fijarse, y por ende !Iegan a verse como sustituciones, o bien son beneficiosas o no producen 

ningun cambio sustancial en Ia funcion del gen del cual forman parte (mutaciones neutras). De lo 

anteriormente expuesto surge que el espectro de mutacional no puede ser inferido a partir del patron 

de sustituciones puesto que los sesgos de fijacion (seleccion natural) eclipsan el patron mutacional 

subyacente, es decir vemos lo que Ia seleccion natural nos "permite" ver. Por el contrario, el patron 

de mutaciones debe ser inferido analizando las mutaciones tal cual estas surgen en las poblaciones 

previamente a que hayan sido sometidas al efecto tamizador de Ia seleccion natural. 

La ventaja de inferir el patron mutacional a partir de Ia informacion contenida en las bases 

de datos de mutaciones, es que dicha informacion no adolece del defecto de representar una 

muestra sesgada por Ia seleccion natural. En realidad estas mutaciones todavfa no han side 

sometidas a Ia seleccion. Sin embargo hay ciertos problemas que es necesario tener presents pues 

Ia muestra de mutaciones que contienen las bases de datos no son una muestra completamente al 

azar del espectro total de mutaciones. 



Podemos clasificar a estes problemas en tres grandes grupos. En primer Iugar no es 

completamente cierto que las mutaciones que contienen las bases de datos no hayan sido 

sometidas aun a Ia seleccion natural puesto que las mismas son aisladas a partir de pacientes ( o 

fetes abortivos) implicando por tanto que Ia etapa de seleccion gametica y de desarrollo embrionario 

ya ha sido superada. Hay que tener presente que algunas mutaciones, las llamadas letales 

dominantes, que en general involucran a genes fundamentales, son eliminadas durante esta etapa 

pues dan Iugar a desarrollos abortivos generalmente no detectables. Sin embargo, esta etapa es 

sorteada (independientemente de Ia mutacion que porten) par los genes codificantes de enzimas 

monomericas pues las mutaciones en estes genes son recesivas en Ia casi totalidad de los casas. 

Otro tipo de genes que pasan esta etapa de seleccion natural son aquellos genes que no participan 

en Ia formacion del fenotipo hasta Ia etapa de feto (etapa en Ia cual ya son detectables) o mas 

tardfamente. Este primer problema nos introduce entonces un sesgo en el tipo de genes sabre los 

cuales hay bases de datos, pero no introduce sesgos en el tipo de mutaciones que contienen las 

bases de datos. 

El segundo problema es el del sesgo de detectabilidad. Para que Ia informacion de 

secuencia de una mutacion pueda llegar a una base de datos es necesario que Ia mutacion !lame Ia 

atencion clfnica pues se determina Ia secuencia en aquellos individuos que se sabe a priori son 
""' mutantes. Muy pocas de las mutaciones presentes en las bases de datos son del tipo sinonimo o no 

deletereas. Esto significa que las mutaciones que usaremos para inferir el patron mutacional 

constituyen un sub-conjunto de las mutaciones posibles: el de las mutaciones deletereas. 

Uno puede preguntarse si este tipo de filtro introduce algun sesgo consistente en nuestra 

muestra de forma tal que algunas mutaciones nucleotfdicas aparezcan sobre-representadas y otras 

sub-representadas. Podemos afirmar que el sesgo mayor se encuentra en el tipo de mutaciones que 

ocurren en Ia tercera posicion de los codones. t.A que se debe este sesgo?. En esta posicion del 

codon Ia amplfsima mayorfa de mutaciones detectables, por ser potencialmente deletereas, son las 

transversiones en los duetos. Esto se debe a que solo las transversiones producen cambios de 

aminoacidos en los codones de doble degeneramiento. Por su parte, las transiciones en Ia tercera 

posicion de los codones son sinonimas, tanto en los codones de doble como cuadruple 

degeramiento. Los unicos cambios posibles de aminoacido causados por transiciones en Ia tercera 

posicion del codon ocurren en los codones para metionina, isoleucina y triptofano. De lo 

anteriormente expuesto se deduce que toda Ia informacion referente a Ia tercera posicion de los 

codones debe ser excluida en este analisis. En caso contrario estarfamos usando una muestra de 

mutaciones donde las transversiones se encuentren sobre-representadas. 

Analicemos ahara en que medida el sesgo de detectabilidad nos puede afectar Ia primera y 

segunda posicion de los codones. En estas posiciones Ia amplfsima mayorfa de las mutaciones 

producen cambia de aminoacido. Concretamente de un total de 354 mutaciones individuales 

posibles (59*3*2), solamente 4 (1.13%) de elias no implican cambia de aminoacido, C<->T en 

primera posicion de los codones CTA<->TIA, CTG<-> TIG que codifican para leucina y C<->A en Ia 



primera posicion de los cpdones CGA<->AGA, CGG<-> AGG que codifican para arginina. En 

consecuencia casi el 99% de las mutaciones en las dos primeras posiciones del codon son 

potencialmente detectables por producir alteraciones en Ia naturaleza codificante del codon al que 

afectan. Podrfa ocurrir sin embargo que algunos tipos de cambios nucleotidicos estuvieran sobre- o 

sub-representados como consecuencia de que no todos los tipos de cambios aminoacfdicos pueden 

producir el mismo efecto deletereo. En efecto, los cambios entre aminoacidos bioqufmicamente 

disimiles tienen mayor chance de estar representados en las bases de datos que aquellos cambios 

de tipo conservatives entre aminoacidos similares. Es precise reconocer que este es el aspecto mas 

crftico sobre el uso de las bases de datos para inferir los patrones mutacionales. Dada su 

importancia, el mismo ya ha sido objeto de estudio por otros autores. Los estudios realizados con 

anterioridad (Cooper & Krawezak, 1990; Krawezak & Cooper; 1996) en Ia base de datos de 

mutaciones del gen que codifica el factor IX de coagulacion muestran que Ia frecuencia de 

determinado tipo de cambio aminoacido no se correlaciona con Ia distancia qufmica entre los 

aminoacidos intercambiados. Ademas las frecuencias de cada tipo de cambio nucleotidico se 

correlaciona con el espectro de mutaciones predicho en base a los estudios "in vitro" sobre errores 

de incorporacion de nucleotidos durante Ia replicacion de las subunidades a. y ~ de Ia ADN 
""' 

polimerasa de vertebrados. Otro aspecto a tener en cuenta es que Ia mayorfa de los cambios entre 

aminoacfdicos bioqufmicamente similares son atribuibles a transversiones en Ia tercera posicion de 

los codones las cuales no son consideradas en este estudio. Esto indicarfa que en nuestro estudio 

en particular, el problema de Ia dectetabilidad diferencial dependiente de Ia naturaleza qufmica del 

cambio tenga incluso un efecto menor. Ademas, si Ia detectabilidad representara realmente un 

problema, este nos afectarfa solo parcialmente pues lo harfa en forma simetrica. Expliquemos el 

punto. Cabe recordar que nuestro objetivo es estimar las entradas Oij de Ia matriz empfrica 0 , 

entonces si una entrada Oij (por ejemplo G->A) estuviera afectada por Ia detectabilidad, tambien lo 

estarfa Ia entrada Oji (A->G). Esto es debido que si un tipo particular de cambio fuera muy 

detectable por ser drastico, tambien lo serfa el cambio inverse por ser igualmente drastico. Un 

ejemplo de cambio drastico que podrfa dar Iugar a mutaciones con alta probabilidad de ser 

detectables serfa: Glu->Lys, es decir acido glutamico (GAR) hacia Ia lisina (AAR), el unico 

aminoacido basico al que puede pasar cambiando solo un nucleotide. Esto nos incrementarfa Ia 

entrada de Oij correspondiente al cambio G->A. Pero si este cambio es muy detectable, tambien lo 

es el cambio inverse, desde lisina hacia acido glutamico, lo que nos llevarfa a incrementar Ia entrada 

A->G. Este aspecto de simetricidad, es de fundamental importancia para el tipo de estimacion que 

se pretende en nuestro estudio, pues en caso de existir un sesgo debido a Ia detectabilidad, el 

mismo no nos afectarfa Ia relacion GC<->AT, que sin Iugar a dudas es Ia estimacion de mayor 

importancia, pues afecta directamente el contenido en G+C. 

El ultimo problema a considerar es el de Ia identidad por ascendencia. Algunas mutaciones 

estan representadas mas de una vez en las bases de datos. Las razones de esta repeticion son, o 

bien que Ia misma variante aparezca mas de una vez debido a eventos de mutacion recurrentes y 



.... 

anto independientes, o que Ia variante haya sido aislada en pacientes que compartan Ia 

acion porque Ia mutacion en cuestion surgi6 en un ancestro comun a ambos pacientes. En el 

p ·mer tipo de repeticion debemos contar cada aparicion como una mutacion distinta, pues eso es lo 

e son. En el segundo tipo de situacion, Ia mutacion debe ser contabilizada una sola vez. Sin 

e bargo esta distincion no siempre es posible, o bien porque no se sabe o porque Ia informacion no 

es a disponible en Ia base de datos. En los resultados que se presentan en Ia siguiente seccion se 

calculan las matrices 0 de dos maneras distintas: teniendo en cuenta Ia repeticion (pero 

excluyendola cuando se tiene certeza de que no son mutaciones independientes) y contado cada 

utacion una sola vez independientemente del numero de veces que aparezca en Ia base de datos. 

IV.4.2 Analisis de los espectros mutacionales en genes humanos 

IV.4.2.1 Bases de datos de genes pobres en GC3 

IV.4.2.1.a- Factor anti-hemofilico B (factor IX o Christmas Factor) 

Este gen se encuentra localizado en el cromosoma X, siendo sus mutaciones recesivas 

erdida de funcion) y de herencia ligada al sexo. AI ser recesiva y ligada al sexo, los varones 

emicigotas y las mujeres homocigotas presentan Ia afecci6n. El compilado de mutaciones de este 

gen constituye Ia base de datos de mutaciones de Ia lfnea germinal de mayor tamafio. Exi$.te 

a undante y confiable informacion para cada mutacion. Es particularmente resaltable que no existe 

acticamente ningun tipo ambigOedad sabre cuales mutaciones son identicas por ascendencia y 

cuales son independientes. 

El contenido en GC3 del gen es 0.336; y el numero de mutaciones puntuales en Ia base de 

a os (en Ia primera y segunda posicion del codon), incluyendo aquellas que ocurren en los sitios 

CpG es de 1243, siendo 604 las mutaciones que ocurren en estos sitios. 

A continuaci6n se muestran las matrices que contienen el conteo de Ia ocurrencia de cada tipo de 

utaci6n: 

a riz de mutaciones numero 1 

Se incluyen las multiples apariciones de cada mutacion y los sitios CpG. 

a T c A G 
desde 

T 210 114 40 28 
c 351 158 39 23 
A 24 21 303 45 
G 84 44 430 253 



Matriz de mutaciones numero 2 
Se incluyen las multiples apariciones de cada mutacion y excluyen los sitios CpG. 

a T c A G 
desde 

T 210 114 40 28 
c 50 146 31 20 
A 24 20 303 45 
G 67 42 158 234 

atriz de mutaciones numero 3 
Se excluyen las multiples apariciones de cada mutacion y se incluyen los sitios CpG. 

a T c A G 
desde 

T 210 46 29 25 
c 41 158 30 20 
A 17 16 303 31 
G 50 31 93 253 

atriz de mutaciones numero 4 
Se excluyen las multiples apariciones de cada mutacion y de los sitios CpG. 

a T c A G 
desde 

T 210 46 29 25 
c 30 146 25 18 
A 17 16 303 31 
G 46 28 83 234 

A continuacion se presenta, para cada una de las matrices de arriba, Ia composicion de bases 
esperada en el equilibria si esta fuera selectivamente neutra y por tanto gobemada por el patron 
mutacional 

T c A G G+C 
matriz 1 0.2920 0.1582 0.4375 0.1124 0.2705 
matriz 2 0.1980 0.2250 0.4248 0.1522 0.3772 
matriz 3 0.2135 0.1732 0.4447 0.1686 0.3418 
matriz 4 0.2042 0.1852 0.4393 0.1713 0.3565 

N.4.2.1.b- Factor anti-hemofilico VIII (factor A de coagulaci6n) 

Esta afeccion genetica (que probablemente es Ia mejor conocida de todas) es muy similar a 

Ia hemofilia B. AI igual que Ia hemofilia B, es recesiva y se transmite ligada al sexo siendo las 

ariantes mutantes igualmente severas. La informacion contenida en Ia base de datos es sin 

embargo de menor calidad que en Ia hemofilia B. Esto se debe a que dada Ia alta frecuencia de este 

ipo de hemofilia en las poblaciones resulta muchas veces imposible determinar que repeticiones de 

una mutacion dada son independientes. La base de datos contiene 537 mutaciones puntuales (en 

las posiciones 1 y 2 de los codones) de las cuales 304 se ubican en sitios CpG. El contenido en GC3 

del gen es: 0.3888 



--
1: Se incluyen las multiples apariciones de cada mutaci6n y los sitios CpG. 

a T c A G 
esde 
T 1096 20 4 8 
c 208 1024 38 12 
A 21 9 1573 52 
G 31 9 125 1009 

a ·z 2: Se incluyen las multiples apariciones de cada mutaci6n y excluyen los sitios CpG. 

a T c A G 
desde 

T 1096 20 4 8 
c 27 974 12 7 
A 21 9 1573 52 
G 16 7 50 953 

atriz 3: Se excluyen las multiples apariciones de cada mutaci6n y se incluyen los sitios CpG. 

a T c A G 
desde 

T 1096 18 4 6 
c 47 1024 13 11 
A 9 8 1573 32 
G 24 8 48 1009 

atriz 4 : Se excluyen las multiples apariciones de cada mutaci6n y de los sitios CpG. 

a T c A G 
desde 

T 1096 18 4 6 
c 19 974 10 7 
A 9 8 1573 32 

G 16 6 32 953 

Composici6n de bases esperada en el equilibria si Ia secuencia fuera selectivamente neutra y por 
ante gobemada por el patron mutacional 

T c A G G+C 
matriz 1 0.5623 0.0608 0.2815 0.0954 0.1561 
matriz 2 0.3902 0.2070 0.2386 0.1642 0.3712 
matriz 3 0.4287 0.1433 0.2974 0.1306 0.2739 
matriz 4 0.3328 0.2166 0.2847 0.1659 0.3825 



IV.4.2.2 Bases de datos de genes con valores medios de GC3 

IV.4.2.2.a-Locus de Ia Fenilalanin-hldroxilasa 

Las mutaciones en este gen pueden lar Iugar a Ia afecci6n metab61ica conocida como fenil

cetonuria que se caracteriza entre otras cosas por retardo mental severo. El gen se hereda en forma 

autos6mica y los alelos mutantes pueden dar Iugar al desarrollo de Ia enfermedad (silos individuos 

no son tratados) cuando se encuentran en homocigosis, lo que significa que son recesivos. Dicho 

modo de herencia es compatible con que se trate mutaciones de perdida de funci6n en genes 

codificantes de enzimas. Uno de los inconvenientes de esta base de datos es que resulta muy diffcil 

(casi imposible) distinguir entre repeticiones debidas a identidad por ascendencia de aquellas 

debidas a eventos mutacionales recurrentes (independencia). Por esta raz6n unicamente se 

consideran las matrices sin repetici6n. El contendido en CG3 del gen es: 0.519 

Matriz 1: se incluyen los sitios CpG. 

a T c A G 
desde 

T 224 23 3 9 
c 36 202 13 8 
A 7 8 277 20 
G 9 11 26 199 

Matriz 2: se excluyen las los sitios CpG. 

a T c A G 
des de 

T 224 23 3 9 
c 25 184 12 7 
A 7 8 277 20 
G 9 8 15 179 

Composici6n de bases esperada en el equilibria para una secuencia selectivamente neutra. 

Matriz 1 
Matriz 2 

T 
0.3182 
0.2927 

c 
0.1830 
0.2015 

A 
0.3180 
0.2828 

G 
0.1852 
0.2229 

IV.4.2.3 Bases de datos de genes con valores altos de GC3 
JV.4.2.3.a- Receptor de andr6geno 

G+C 
0.3682 
0.4240 

Las mutaciones en este gen producen alteraciones con distinto grado de severidad en Ia 

diferenciaci6n sexual masculina, dando Iugar (en los casos mas extremos) a fenotipos genitales de 

apariencia femenina. Tambien se han aislado varias mutaciones somaticas asociadas a desarrollos 

tumorales metastasicos de pr6stata. 

La informacion sobre Ia historia famil iar de cada mutaci6n es bastante precisa, por los que 

en Ia base de datos, es posible distinguir entre aquellas mutaciones repetidas que estan 

relacionadas por ancestro comun y aquellas que corresponden a eventos de mutaci6n recurrente. Es 



importante aclarar que el. gen codificante del receptor de androgeno contiene 6 exones, el primero 

de los cuales es muy largo comprendiendo aproximadamente el 60% del tamario total de Ia 

secuencia codificante. Esta region del gen fue excluida del analisis por las siguientes razones: solo 

un 3% de las mutaciones afectan al exon 1 y en segundo Iugar posee una composicion aminoacfdica 

muy sesgada, conteniendo varias repeticiones de poli-glicina, poli-prol ina, poli-leucina, poli-alanina y 

poli-asparagina, cada una de estas repeticiones tiene unos 20 aminoacidos de largo. Por lo que, 

dado el tamario del exon, Ia escasez de mutaciones dentro del mismo y su composicion 

aminoacfdica extremadamente sesgada, su inclusion generarfa un gran desbalance de las matrices 

mutacionales (particularmente en las entradas de Ia diagonal) lo que conducirfa a una estimacion 

erronea del patron mutacional. 

El contenido en GC3 del genes 0.64; y el numero de mutaciones puntuales (de Ia primera y 

segunda posicion del codon) contenido en Ia base de datos, incluyendo aquellas que ocurren en los 

sitios CpG es de 216, de las cuales 6 fueron excluidas por pertenecer al primer exon. El numero de 

mutaciones ubicadas en sitios CpG es 97. 

Matriz 1: Se incluyen las multiples apariciones de cada mutacion y los sitios CpG. 

a T c A G 
desde 

T 193 17 4 8 
c 41 168 5 11 
A 2 3 233 19 
G 20 7 73 172 

Matriz 2 : Se incluyen las multiples apariciones de cada mutacion y excluyen los sitios CpG. 

a T c A G 
desde 

T 193 17 4 8 
c 12 153 5 10 
A 2 3 233 19 
G 11 3 19 148 



Matriz 3:Se excluyen las.multiples apariciones de cada mutacion y se incluyen los sitios CpG. 

a T c A G 
desde 

T 193 14 4 7 
c 19 168 5 6 
A 2 3 233 14 
G 14 5 28 172 

Matriz 4:Se excluyen las multiples apariciones de cada mutacion y los sitios CpG. 

a T c A G 
desde 

T 193 14 4 7 

c 11 153 5 5 
A 2 3 233 14 

G 10 2 15 148 

Composicion de bases esperada en el equilibria para una secuencia selectivamente neutra. 

T c A G G+C 
Matriz 1 0.29 0.10 0.51 0.10 0.2058 

Matriz 2 0.225 0.17 0.37 0.23 0.4028 
Matriz 3 0.28 0.145 0.43 0.14 0.2858 
Matriz 4 0.23 0.19 0.36 0.22 0.4026 

IV.4.2.3.b-Gen codificante de Ia proteina P53 

La protefna P53 participa en Ia regulacion del ciclo celular como regulador (inhibidor) del 

pasaje a Ia fase de duplicacion de ADN (fase de desencadenamiento del ciclo). Esto significa que Ia 

protefna posee propiedades antiproliferativas. Las mutaciones en este gen (que en Ia gran mayorfa 

de los casos surgen en celulas somaticas) pueden desinhibir Ia proliferacion celular con alta 

probabilidad de conducir al desarrollo de varios tipos de tumores malignos (Finlay et al , 1989). 

Existen mutaciones de P53 nulas (perdida de funcion), mutaciones dominantes negativas (Ia copia 

mutada del gen inactiva el producto normal de Ia otra copia) y mutaciones dominantes positivas 

(ganancia de funcion) (Milner & Medcalf, 1991 ). Ademas de las mutaciones que surgen 

somaticamente, se han aislado varias mutaciones heredables (las cuales se originan en celulas de 

Ia linea germinal) en pacientes con el sfndrome de Li-Fraumeni. Los individuos portadores de esta 

afeccion desarrollan varios tipos de tumores malignos a edad muy temprana. 

La base de datos de mutaciones somaticas de P53 usada en este estudio contiene mas de 

6000 mutaciones, mientras que Ia ultima version (que no esta disponible publicamente) de esta base 

de datos contiene mas de 8000 mutaciones. Se anal izan 4423 mutaciones puntuales (en Ia primera y 

segunda posicion del codon), de las cuales 1776 ocurren en sitios CpG. La base de datos de 

mutaciones de Ia linea germinal contiene 600 mutaciones pertenecientes a 122 genealogfas 

independientes. Un aspecto interesante de Ia base de datos somatica de P53 es que contiene 204 



aciones sinonimas de las cuales 193 son en Ia tercera posicion del codon. Lo verdaderamente 

significative de este conjunto de mutaciones es que las mismas fueron aisladas casualmente como 

· utaciones acompanantes de otras que sf son deletereas. Es clara que este grupo de mutaciones 

no adolece de ningun tipo de sesgo de deteccion por representar una muestra completamente al 

azar. Esto nos brinda Ia oportunidad de comparar las estimaciones basadas en uno y otro grupo de 

mutaciones con el fin de testar el problema del sesgo de deteccion anteriormente discutido. El 

conteo de mutaciones considerando una sola vez cada tipo de mutacion no se llevo a cabo para P53 

por no ser necesario. Las mutaciones somaticas son independientes pues no se heredan, y en el 

caso de las mutaciones de Ia lfnea germinal solo se consideraron las 122 mutaciones (de un total de 

600) pertenecientes a genealogfas que sabemos son independientes. 

Matrices en las que se incluyo los sitios CpG en el conteo de mutaciones 

Mutaciones somaticas (en posiciones 1 y 2): 

a T c A G 
desde 

T 147 148 121 104 
c 1033 234 107 136 
A 139 73 215 435 
G 657 226 1244 190 

Mutaciones en Ia lfnea germinal (en posiciones 1 y 2): 

a T c A G 
desde 

T 147 4 3 1 
c 27 234 3 2 
A 5 215 9 
G 7 3 33 190 

Mutaciones sinonimas en Ia tercera posicion de los codones (somaticas) 

a T c A G 
desde 

T 86 22 2 3 
c 64 131 8 3 
A 1 2 60 23 
G 10 7 48 100 



-... 

a ·ces en las gue se exclut:o los sitios CQG en el conteo de mutaciones. 

' • caciones somaticas 

a T c A G 
esde 
T 147 148 121 104 

c 363 204 78 102 
A 139 73 215 435 

G 449 137 498 157 

u aciones de Ia lfnea germinal 
a T c A G 

desde 

T 147 4 3 1 
c 6 204 2 

A 5 1 215 9 
G 5 1 6 157 

utaciones sinonimas en Ia tercera posicion del codon 

a T c A G 
desde 

T 86 22 2 3 
c 59 118 7 3 
A 1 2 60 23 
G 7 7 42 90 

ComQosicion de bases esQerada en el eguilibrio Qara una secuencia selectivamente neutra. 

incluyendo los sitios CpG 
T c A G G+C 

Somatico 0.4335 0.1227 0.3472 0.0965 0.2192 

Linea germ. 0.4452 0.1106 0.3601 0.0842 0.1947 

Sinonimas 0.3897 0.2082 0.2352 0.1669 0.3752 

excluyendo los sitios CpG 
T c A G G+C 

Somatico 0.3745 0.2202 0.2715 0.1339 0.3540 
Linea germ. 0.3390 0.2583 0.2301 0.1727 0.4310 
Sinonimas 0.3809 0.2038 0.2386 0.1767 0.3804 



Bases de datos de genes con valores muy altos de GC3 

4.a- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

Las mutaciones en este gen causan anemia hemolftica aguda (conocida como favismo) 

el individuo afectado par Ia mutacion ingiere semillas o inhala polen de Vicia faba . Esta 

::::-e~ ·a , se hereda en forma recesiva y ligada al sexo par lo que los varones hemicigotas y las 

- ;e·es homocigotas presentan Ia afecci6n. 

La base de datos sabre mutaciones de este gen contiene 118 entradas correspondientes a 

--a ·ones puntuales que ocurren en Ia primera y segunda posicion del codon. De estas mutaciones 

es an ubicadas en sitios CpG. La informacion concerniente a Ia independencia de origen en las 

.... a ·ones repetidas es en general buena, sin embargo existen 3 grupos de mutaciones repetidas 

c e Ia independencia no es clara. 

a · de mutaciones numero1 

Se i cluyen las multiples apariciones de cada mutacion y los sitios CpG. 

a T c A G 
esde 
T 235 11 0 0 
c 26 225 1 3 
A 4 1 313 13 
G 14 9 36 257 

atriz de mutaciones numero 2 
Se incluyen las multiples apariciones de cada mutacion y excluyen los sitios CpG. 

a T c A G 
desde 

T 235 11 0 0 
c 13 192 1 2 

A 4 1 313 13 

G 9 5 11 183 

Matriz de mutaciones numero 3 
Se excluyen las multiples apariciones de cada mutacion y se incluyen los sitios CpG. 

a T c A G 
desde 

T 235 9 0 0 
c 16 225 3 
A 3 1 313 11 
G 8 5 24 257 



·-
a iz de mutaciones numero 4 

Se excluyen las multiples apariciones de cada mutaci6n y de los sitios CpG. 

a T c A G 
desde 

T 235 9 0 0 

c 7 192 1 2 

A 3 1 313 11 

G 6 1 9 183 

Composici6n de bases esperada en el equilibria para una secuencia selectivamente neutra. 

Matriz 1 
Matriz 2 
Matriz 3 
Matriz 4 

T C A G G+C 
0.64 0.24 0.092 0.03 0.266 
0.54 0.325 0.08 0.05 0.37 
0.55 0.256 0.13 0.056 0.31 

0.435 0.341 0.133 0.094 0.43 

IV.4.2.4.b- L 1CAM (moh~cula de adhesi6n neuronal) 

L 1 CAM es una protefna que tiene una funci6n importante en el desarrollo del sistema 

nervioso. El gen que codifica a L 1 CAM se encuentra localizado en el cromosoma X, per lo que las 

alteraciones geneticas en esta protefna se transmiten ligadas al sexo. Las mutaciones en este gen 

conducen a varies tipos de sfndromes de retardo mental , incluyendo Ia hidrocefal ia ligada al X entre 

otros (Wong et al , 1995). Este gen posee un contenido de GC3 de 0.77. El numero de mutaciones 

analizadas es de 41, de las cuales 12 ocurren en sitios CpG. La base de datos contiene solamente 

una repetici6n (ubicada en un sitio CpG) de Ia que se tiene certeza pertenece a una geneaiogfa 

independiente; per esta raz6n no se realizaron conteos de mutaciones considerando las apariciones 

sin repetici6n de cada mutaci6n. 

Matriz 1: se incluyen las mutaciones ubicadas en los sitios CpG. 

desde 
T 
c 
A 
G 

a T C A G 

498 
9 
0 
1 

5 
610 

0 

0 
1 

741 
11 

1 
1 
4 

665 

Matriz 2: se excluyen las mutaciones ubicadas en los sitios CpG. 

desde 
T 
c 
A 
G 

a T C A G 

498 
4 
0 

5 
526 

0 
1 

0 
1 

741 
5 

1 
0 
4 

548 

Composici6n de bases esperada en el equil ibria para una secuencia selectivamente neutra. 

lncluyendo sitios CpG 
Excluyendo sitios CpG 

T C A G G+C 
0.13 0.09 0.59 0.185 0.275 

0.175 0.21 0.42 0.20 0.41 



!V.4.3 Patr6n de sustitu_ciones nucleotidicas en seudogenes de mamiferos 

Se estudian 3 grupos de seudogenes derivados de genes ricos o muy ricos en GC3. El 

primer grupo comprende a genes del "cluster' ' de Ia globina f3 . El segundo grupo esta integrado por 

unico seudogen derivado del receptor de Ia interleukina 8. Y el tercer grupo de seudogenes lo 

egran los del "cluster" de Ia globina a . 

!V.4.3.a- Seudogenes del "cluster'' de Ia globina f3 

El "cluster" de Ia globina f3 constituye un grupo de genes de estructura, organizaci6n y 

regulaci6n compleja, incluyendo varios genes funcionales y seudogenes. La historia evolutiva de 

este grupo de genes (particularmente en los mamfferos) tambien es compleja, mostrando que las 

distintas variantes de Ia globina f3 se han generado por duplicaci6n, mezcla de regiones codificantes 

de genes preexistentes mediante conversion genica en segmentos, y varios genes han sufrido 

inactivaciones y deleciones en distintos linajes evolutivos (ver Hardison & Miller, 1993). Este proceso 

de duplicaciones, deleciones e inactivaciones ha generado varios seudogenes en distintos grupos 

de mamfferos. Sin embargo nos es posible incluir a todos estos seudogenes en el presente analisis 

puesto que el "status" de seudogen de algunos de ellos (por ej. Ia globina 8 humana) es dudoso, 

ademas en muchos de estos seudogenes Ia inactivaci6n parece haber ocurrido bastante tiempo 

despues de Ia duplicaci6n. Usando un criterio conservador se han seleccionado unicamente 

aquellos seudogenes sobre los que existe consenso sobre su caracter de seudogen. Estos son Ia 

globina 'I'll humana (locus HSBGLOP, ACC. X02133), las globinas 'l'f3x,y 'f'f3Z de cabra (locus 

GOTHBBPS1 y CHBGLS, ACC. J00047y V00154) y Ia suedo-delta globina de conejo ('!'8, locus 

RABBGLOB, ACC. M18818 X07786). Los genes funcionales usados para inferir Ia direcci6n de las 

susti tuciones fueron los genes de Ia globina beta humanos, de cabra y conejo (loci HSBGLOP y 

RABBGLOB). El contenido en GC3 de las copias funcionales de los genes varia entre 0.64 en conejo 

a 0.67 en cabra, por lo que podemos clasificar a estos genes como ricos en GC3. 

Los patrones de sustituciones inferidos para cada un de estos seudogenes son: 

seudo globina 'I'll humana 

incluyendo sitios CpG 

desdel a T c A G 
T 104 10 7 4 
c 13 103 5 5 
A 3 2 87 8 

G 8 7 23 128 

excluyendo sitios CpG 

desdef a T c A G 
T 104 10 7 4 
c 13 105 5 5 
A 3 2 87 8 
G 8 7 24 134 



·-
globina 'Po de conejo 

incluyendo sitios CpG 

desdef a T c A G 
T 105 6 2 3 
c 11 107 5 2 
A 2 4 90 4 

G 4 5 12 137 

excluyendo sitios CpG 

desdel a T c A G 
T 104 6 2 3 
c 9 104 5 2 
A 2 4 90 4 
G 4 5 11 134 

globinas '¥f3X,y '¥13z de cabra 

incluyendo sitios CpG 
desde/ a T c A G 

T 208 4 3 0 
c 23 204 5 4 
A 3 3 165 6 

G 5 "7 36 270 

excluyendo sitios CpG 

desdef a T c A G 
T 206 4 3 0 
c 20 194 3 4 
A 3 3 163 6 
G 5 7 34 262 

Valores del contenido de bases esperado en el equilibria si Ia secuencia fuera selectivamente neutra 

y gobernada por el patron de sustituciones derivados de las matrices presentadas arriba: 

incluyendo sitios CpG 

T c A G G+C 

'¥11 de humane 0.2405 0.1883 0.3888 0.1824 0.3706 

'¥o de conejo 0.3252 0.2221 0.2830 0.1697 0.3918 
'¥l3x, y '¥13z de cabra 0.5526 0.1239 0.2554 0.0681 0.1920 



' & 

excluyendo sitios CpG . 

T c A G G+C 
'I'TJ de humano 0.2370 0.1890 0.3889 0.1851 0.3741 

'¥8 de conejo 0.3037 0.2382 0.2842 0.1740 0.4122 

'l'J3x,y IJIJ3Z de cabra 0.5356 0.1324 0.2570 0.0750 0.2074 

IV.4.3.b- Seudogen humano derivado del receptor de Ia interleukina 8 (receptor de baja 

afinidad). 

Este seudogen es derivado de un gen funcional ubicado en Ia el cromosoma 2, banda q35. 

De acuerdo con los estudios de hibridacion "in situ" el seudogen tambien se localiza en Ia region 

2q35 (Morris et al, 1992). El gen funcional puede ser clasificado en el If mite entre gen rico en GC3 y 

muy rico en GC3, pues posee valores de GC3 de 0.71 en el hombre y de 0.81 en conejo. Los genes 

funcionales usados para inferir cuales sustituciones tuvieron Iugar en el seudogen fueron: hombre 

(locus HUMIL8R), conejo (locus RABIL8RSB) y Macaca mulatta (locus MMMCIL8RB). 

Matrices de sustituciones nucleotfdicas 

lncluyendo sitios CpG 

desdef a T c A G 
T 277 9 2 3 
c 20 321 8 4 

A 4 4 207 7 

G 9 2 23 241 

Excluyendo sitios CpG 

desdef a T c A G 

T 277 9 2 3 
c 12 295 8 4 
A 4 4 207 7 

G 8 1 18 214 

Valores del contenido de bases esperado en el equilibrio si Ia secuencia fuera selectivamente neutra 

y gobernada por el patron de sustituciones derivados de las matrices presentadas arriba: 

lncluyendo sitios CpG 
Excluyendo sitios CpG 

T 
0.4283 
0.3779 

c 
0.1993 
0.2226 

IV.4.3.c Seudogenes del "cluster'' della globina a. 

A G 
0.2597 0.1127 
0.2706 0.1289 

G+C 
0.3120 
0.3515 

Similar a lo ya descripto para el "cluster" de Ia globina J3 , Ia historia del grupo de genes 

codificantes de las distintas variantes de Ia globina a es compleja, signada por duplicaciones, 



eventos de conversi6n genica e inactivaciones (Hardison & Miller, 1993). En el "cluster" de Ia 

globina a encontramos varies seudogenes. Por ejemplo en humanos hay 5 seudogenes descriptos. 

Sin embargo no todos los seudogenes son apropiados para nuestro analisis, ya sea porque su 

divergencia es muy reciente, por lo que son virtualmente identicos a las capias funcionales (excepto 

por codon de terminaci6n que los convierte en no-funcionales) o porque son extremadamente 

divergentes. Se eligieron 3 grupos de seudogenes. El primer grupo esta integrado unicamente per el 

seudogen humane de Ia globina a (\fa1 , locus HUMHBA4, ACC. J00153). Los genes funcionales 

usados para inferir Ia direcci6n de las sustituciones fueron las capias de globina a humana (locus 

HUMHBA4, ACC. J00153), de conejo (locus OCATGL 1, ACC. X04751), de caballo (locus 

ECPZA2GL, ACC. X07053) y de cabra (locus GOTHBAI , ACC. J00043). El segundo grupo de 

seudogenes esta integrado per las tres capias inactivas de Ia globina Z de conejo (~ 1 ,locus 

RABHBZ1 ; Q , locus RABHBZ2 y ~3 , locus RABHBZ3). Los tres seudogenes de globina Z de conejo 

se generaron muy tempranamente por duplicaci6n a partir de un seudogen ancestral y han 

evolucionado en forma independiente desde entonces. Esto nos permite agrupar Ia informaci6n 

proveniente de estos tres seudogenes en una unica matriz de sustituciones pues no son linajes 

filogeneticamente correlacionados. Las copias funcionales de Ia globina Z usadas para inferir Ia 

direcci6n de las sustituciones fueron: Ia humana (locus HUMHBA1, ACC. J00181 ), Ia de caballo 

(locus ECZGL 1, ACC. X07051) y Ia de cabra (locus CHAGLZ1 , ACC. X04726). El ultimo grupo de 

seudogenes de globina tipo a usados, esta compuesto por dos seudogenes de Ia globina Z, el 

humane (\fa2, locus HSAGL2, ACC. ) y el de caballo (\f~ , locus ECPZA2GL, ACC. X07053). A 

diferencia de los otros seudogenes mencionados arriba, estes dos se encuentran localizados dentro 

de islas CpG, por lo que su patr6n de sustituciones puede ser diferente al encontrarse dentro de 

regiones que presentan una organizaci6n mas laxa de Ia cromatina y no existir (o es muy baja) 

meti laci6n de Ia citosina en los dinucle6ticos CpG (Bird, 1986). Los genes funcionales usados para 

inferir Ia direcci6n de las sustituciones son los mismos a los usados con los seudogenes de globina 

Z de conejo. Un inconveniente en relaci6n a estes dos seudogenes, es que su divergencia en 

relaci6n a las copias funcionales es bastante alta. Esto impl ica que muchos sitios pueden haber 

sufrido mas de una unica sustituci6n, por lo que los resultados basados en estes seudogenes 

presenta un menor margen de confianza que aquellos basados en los de los seudogenes anteriores. 

Por ultimo es importante recalcar que todos los genes funcionales de globina tipo a exhiben 

valores de GC3 muy altos los cuales varian entre 0.89 y 0.97. 

Matrices de sustituciones 
seudogen \fa1, humano 
lncluyendo sitios CpG 

desde/ a T c A G 
T 67 3 2 2 
c 20 137 12 7 
A 1 69 8 
G 2 4 14 110 



' & 

Excluyendo sitios CpG . 

. desdef a T c A G 

T 67 3 2 2 

c 10 105 10 3 
A 1 1 69 8 

T 1 4 8 87 

Valores del contenido de bases esperados en el equilibria si Ia secuencia fuera selectivamente 
neutra y gobernada par el patron de sustituciones derivados de las matrices presentadas arriba 

lncluyendo sitios CpG 
Excluyendo sitios CpG 

Seudogenes <:1, <:2 y <:3 de conejo 
lncluyendo sitios CpG 

desde/ a T c 
T 205 7 

c 24 456 

A 9 6 

T 21 21 
Excluyendo sitios CpG 

desdef a T c 
T 205 7 

c 11 330 

A 9 6 
T 11 9 

T C A G G+C 
0.2353 0.0943 0.3696 0.3008 0.3951 
0.2035 0.1326 0.3367 0.3272 0.4598 

A G 
12 6 
21 33 

214 11 
40 362 

A G 
12 6 
9 17 

212 11 
17 250 

Valores del contenido de bases esperados en el equilibria si Ia secuencia fuera selectivamente 
neutra y gobernada par el patron de sustituciones derivados de las matrices presentadas arriba 

lncluyendo sitios CpG 

Excluyendo sitios CpG 

T 
0.2782 

0.2470 

c 
0.1794 
0.2248 

A 
0.3550 
0.2968 

G 
0.1874 
0.2314 

Seudogenes localizados en islas CpG: globinas Z de caballo y hombre 

incluyendo sitios CpG 
caballo ('¥~) 

desdel a T c A G 
T 68 18 6 9 
c 25 154 10 19 

A 3 8 78 19 

G 6 7 22 116 

humano ('I'a.2) 
desdel a T c A G 

T 68 12 4 3 

c 16 148 5 27 

A 5 9 71 17 

G 6 14 14 120 

G+C 
0.3668 
0.4562 



' & 

excluyendo sitios CpG 
caballo ('PQ 

desdef a T c A G 
T 68 18 6 9 
c 15 112 6 14 
A 3 8 76 19 
G 6 4 10 79 

humano ('Pa2) 

desdel a T c A G 
T 67 12 4 3 
c 14 111 4 17 
A 5 9 70 17 
G 4 8 9 80 

Contenido de bases esperado en el equilibria si Ia secuencia fuera selectivamente neutra y 
gobernada por el patron de sustituciones derivados de las matrices presentadas arriba 

excluyendo sitios CpG 

T c A G G+C 
'P~ caballo 0.1529 0.2407 0.2574 0.3490 0.5897 

'Pa2 humana 0.2070 0.2985 0.1573 0.3373 0.6357 

incluyendo sitios CpG 

T c A G G+C 
'P~ caballo 0.1664 0.2533 0.2053 0.3750 0.6283 

'Pa2 humana 0.2217 0.2951 0.1552 0.3281 0.6232 

IV.4.4 Comparici6n entre los valores esperados de acuerdo al patr6n de mutaciones y los 
valores reales de los genes. 

La Figura IV.3.1 nos muestra Ia relacion entre los valores reales de los genes y aquellos 

inferidos partir del patron mutaciones y sustituciones en los seudogenes. Los puntas en negro 

indican es para valores esperados sin correccion para el efecto del dinucleotide CpG, mientras que 

los cfrculos en blanco representan los valores estimados con correccion para el efecto de CpG. Esta 

correccion se llevo a cabo de Ia siguiente forma: 

GC-corregido=GCe- (a*(1/2*GCe)2], donde GCe es el valor esperado de GC3 de acuerdo al patron 

inferido de mutaciones, resulta clara entonces que (1/2*GC2)2 es Ia proporcion de dinucle6tidos 

CpG que se espera por azar de acuerdo a Ia composici6n de bases, mientras a representa Ia 

proporcion de dinucleotidos CpG que son eliminados por Ia metilacion/hipermutacion. Debe tenerse 

en cuenta que Ia reduccion de los valores de G+C es exactamente igual a Ia reduccion del 

dinucleotide CpG, ya que por cada CpG que se transforma en TpG o CpA se pierde exactamente 

una Co una G. Los valores de a utilizados fueron de 0.8 (se el iminan el 80% de los CpGs) para 

genes que se encuentran fuera de las islas CpG, y 0.2 (se elimina el 20% de los CpGs) para genes 

que estan ubicados dentro de las islas CpG (fue el caso de todos los genes tipo globina a). Aunque 



es a aproximaci6n no es _exacta, nos da val ores relativamente cercanos a aquellos obtenidos 

ediante modelos mas complejos (Alvarez y Vietez, sin publicar). La linea recta se usa como 

-e erencia para indicar en que Iugar deberfan estar ubicados los genes si sus valores esperados 

eran iguales a los observados. La distancia vertical entre los puntos y Ia recta indica cuan por 

encima (o por debajo) de los valores esperados se encuentra el GC3 real de los genes. 

Como resulta evidente a partir de Ia figura 4.1, el rango de variaci6n de los valores reales de 

CG3 es de mas del 60% mientras que Ia variaci6n de los esperados cubre un rango muchfsimo 

menor (del 35% al45% para Ia gran mayoria de genes). Resulta evidente ademas que todos los 

genes ricos y muy ricos en GC3 los que presentan valores esperados de contenido en G+C muy por 

debajo a los valores reales, esto es cierto incluso para aquellos valores estimados a partir de los 

seudogenes ubicados en las islas CpG que presentan valores reales de GC3 50% por encima de los 

valores esperados. 

Figura 4.1 
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Figura 4.1. Relaci6n entre los valores reales de GC3 y aquellos esperados de acuerdo al sesgo 
mutacional. La linea indica Ia posicion que deberian ocupar los puntos si el sesgo mutacional 
coincidiera con el contenido real en GC3 . 



DISCUSI6N Y CONCLUSIONES 

.1 Implicancias de Ia correlaci6n entre GC2 y Ia tasa de evoluci6n no-sin6nima. 

o de los resultados mas inesperados del analisis de sustituciones nucleotfdicas fue Ia correlaci6n 

en e Ia distancia no-sin6nima y el contenido en GC2 de los genes. Dicha correlaci6n se observa en 

s tres grupos de genes hom61ogos de gramineas, asi como en los dos grupos de genes de los 

rypanosomatidos. Por otra parte Ia correlaci6n fue encontrada previamente en genes de mamiferos 

( arez, sin publicar) asf como en un conjunto de 290 genes ort61ogos entre Mycobacterium 

ercu/osis y Mycobacterium /eprae (Miranda, Alvarez, Jabbari, Degrave & Bernardi , en 

eparaci6n). Es decir Ia correlaci6n en cuesti6n parece abarcar toda Ia escala evolutiva, desde 

ac erias a metazoarios superiores y plantas. La raz6n por Ia cual los genes con mayor riqueza en 

GC2 evolucionan mas rapidamente desde el punto de vista aminoacfdico no es clara. Una posible 

causa es que se encuentre relacionado con Ia hidrofobicidad, pues Ia correlaci6n siempre es fuerte 

con el contenido de T en Ia segunda posicion del codon. En este sentido cabe aclarar que los 

codones hidrof6bicos poseen T como segunda base del codon, mientras que los hidrofflicos poseen 

A Sin embargo, no parece existir una relaci6n clara entre Ia hidropatfa de las protefnas y Ia tasa de 

cambio aminoacfdico, pues a excepci6n de los genes que Mycobacerium, no existe correlaci6n entre 

Ia tasa no-sin6nima y Ia hidrofobicidad promedio de las proteinas. 

Otro posible nexo entre Ia tasa de cambio aminoacidico y el contenido en GC2 podria 

encontrarse en Ia estabilidad evolutiva de ciertos aminoacidos. Graur (1985) ha presentado 

evidencia indicando que Ia tasa de cambio aminoacfdico de las protefnas tiene relaci6n directa con 

Ia composici6n aminoacfdica de las mismas. Esta relaci6n se deberfa a que algunos aminoacidos 

serian mas intercambiables evolutivamente debido a Ia relaci6n entre Ia similitud bioquimica de los 

aminoacidos y Ia estructura del c6digo genetico. Por ejemplo, los derivados de Ia metionina 

realizando un s61o cambio de bases son: arginina (1 de los 9 cambios posibles !levan de Met a Arg), 

isoleucina (3 de 9 cambios), leucina (2 de 9 cambios), lisina (1 de 9 cambios), treonina (1 de 9 

cambios) y valina (1 de 9 cambios). Por otro !ado las distancias bioquimicas entre Ia metionina con 

cada uno de estos aminoacidos son (Gramtham, 1974): Arg=91, lle=10, Leu=15, Lys=10, . Teniendo 

en cuenta estos dos elementos podemos ver que los aminoacidos mas estables (mas conservatives) 

seran aquellos que esten conectados por un mayor numero de caminos mutacionales con 

aminoacidos disfmiles y poco (o nada) conectados con aminoacidos similares, mientras que seran 

mas inestables aquellos aminoacidos que esten conectados a traves de varios cambios de una s61a 

base con aminoacidos similares. Dicha combinaci6n arroja que los 5 aminoacidos mas estables 

serian empezando desde el mas astable (Graur, 1985): cisteina (TGY), triptofano (TGG), tirosina 

(TAY), glicina (GGN) y serina (TCN, AGY), mientras que los 5 mas inestables serian (empezando 

desde el mas inestable): metionina (ATG), glutamina (CAR), isoleucina [AT(Y/A)], leucina(CTN y 

TTY) e histidina (CAY). Este ordenamiento no s61o no coincide con lo que se esperarfa sobre Ia 

base de Ia correlaci6n GC2-Distancia aminoacfdica, sino que es lo inverse puesto que los 5 



aminoacidos mas inestabl.es tienen A o T en Ia segunda posicion de sus codones, mientras que los 

mas estables (a excepcion de tirosina) tienen Go C. 

En base a lo anteriormente expuesto se desprende que Ia relacion GC2-distancia aminoacidica no 

presenta un correlate biologico trivial , sin embargo dada su posible "universalidad", es altamente 

probable que posea una base biologica. Sera necesario estudiar esta relacion desde una optica 

nueva para arrojar alga de luz al problema. Sin duda el punta lo merece. 

V.2 Factores que afectan las tasas de cambio sin6nimo en los trypanosomatidos 

El segundo punta que analizaremos concierne Ia aceleracion de las tasas de cambia 

sinonimo que se observe en trypanosomas de Ia seccion Salivaria, y en particular T. brucei. En esta 

tesis (seccion IV.3.2) yen el manuscrito numero 4 que se anexa, se presenta evidencia muy clara 

indicando que este grupo de trypanosomas ha por lo menos cuadruplicado sus tasas en cambia 

sinonimo en relacion a los restantes trypanosomatidos. Esta aceleraci6n tambien afecta, pero en 

mucho menor medida, Ia tasa de cambia aminoacidico. Varios factores biologicos podrian estar 

incidiendo en esta aceleracion. A primera vista, este incremento parece estar relacionado con Ia 

duracion de Ia generacion organismica (Hafner et al , 1994; Konhe, 1970; Wu & Li , 1985) puesto que 

de acuerdo a lo propuesto por Ohta (1973) en su "nearly-neutral theory of molecular evolution", Ia 

variacion en los tiempos de generacion afectaria Ia magnitud de Ia aceleracion del cambia 

nucleotidico en forma inversa al grado de restriccion funcional. Es decir, a menor grado de 

restriccion, mayor de aceleracion (o enlentecimiento) de Ia tasa evolutiva. Esta predicci6n ha 

recibido cierto soporte a partir de los resultados obtenidos de Ia comparacion de las tasas de 

evolucion nucleotidica entre distintos ordenes de mamiferos (Ohta, 1993, 1995). donde es posible 

apreciar que aquellos grupos de mamiferos con tiempos de generacion mas cortos (ej. murides) 

presentan incrementos importantes en las tasas de evolucion sinonima y en menor medida en Ia 

tasa de cambia aminoacidico. Sin embargo no es posible afirmar que dicha hipotesis puede explicar 

sencillamente lo que ocurre en los trypanosomatidos. En primer Iugar hay que tener en cuenta que 

los tiempos de generacion en ellargo plaza (el tiempo de generacion promedio dellinaje evolutivo) 

no se conocen en este grupo de organismos. Es posible sin embargo que los trypanosomas 

africanos posean una duracion de generacion promedio mas corta que Trypanosoma cruzi, puesto 

que los primeros son parasites de Ia sangre mientras que T. cruzi es una parasite intracelular. Sin 

embargo resulta dificil concebir que los tiempos de generacion de T. brucei sean mas cortos que los 

de Crithidia fasciculata Ia que ademas de ser parasite exclusivamente en insectos, presenta fases de 

vida libre en su ciclo de vida. 

Un factor adicional que puede haber afectado en el incremento de Ia tasa de evolucion 

sinonima de T. brucei es el aparente relajamiento de Ia presion selectiva sabre el uso de codones. 

Hemos demostrado anteriormente (Alvarez et. al1994) que si bien T. brucei presenta las mismas 

preferencias de codones en sus genes de alta expresion que los restantes grupos de 

trypanosomatidos, Ia intensidad de dicha preferencia es mucho menor. Ademas, en algunos grupos 
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de sinonimos, el codon preferido en T. brucei no es el mismo que en los restantes trypanosomatidos. 

Esto indicaria que Ia preferencia de codones en T. brucei se encuentra en fase de cambio, y/o que 

las presiones selectivas sabre las posiciones sinonimas son menores por lo que el grado de sesgo 

en el uso de codones disminuye, con el concomitante incremento en Ia tasa de cambia nucleotfdico. 

Ambas causas podrfan estar estrechamente relacionadas por obedecer a Ia misma razon biologica: 

el surgimiento y evolucion de las glicoprotefnas hipervariables de superficie (VSGs). En efecto, los 

trypanosomas de Ia seccion Sal ivaria se caracterizan por presentar una familia multigenica de 

protefnas de membrana que contiene, en el caso de T. brucei, mas de 1 000 genes altamente 

divergentes unos de otros. En un momenta dado toda Ia poblacion de trypanosomas (en una 

infeccion en particular) expresa una (mica copia de estos genes, aquella que se encuentra 

localizada en Ia region de cromatina telomerica activa (Pays et a! , 1989). Las restantes copias de 

genes de VSG se encuentran "apagadas" y exentas de cualquier tipo de presion selectiva, incluida 

por supuesto aquella que pueda afectar al uso de codones sinonimos. Podriamos decir que las 

copias de VSGs inactivas se comportan como seudogenes, puesto que no solo acumulan muchas 

mutaciones que dan Iugar a reemplazo de aminoacidos, sino que incluso algunas de estas 

mutaciones dan Iugar a codones de terminacion. Cada un determinado numero de generaciones, en 

un individuo en particular de Ia poblacion infectante, se produce un rearreglo genico y una nueva 

variante de VSGs comienza a ser expresada. A partir de este individuo se genera una nueva 

poblacion clonal de trypanosomas que expresan Ia nueva variante de VSG. Los trypanosomas que 

expresan Ia vieja variante son eliminados por sistema inmunitario. Esta es Ia estrategia que "usan" 

los trypanosomas africanos para evadir al sistema inmune. Sin embargo dicho proceso implica dos 

casas decisivas: en primer Iugar genera un "cuello de botella evolutivo", pues cada cierto numero de 

generaciones el tamario de Ia poblacion pasa a ser igual a 1, el individuo del cual surge el nuevo 

cion. Este proceso de continua contraccion al mfnimo de Ia poblaci6n trae aparejado una reduccion 

muy notoria en el tamario efectivo de Ia poblacion (Ne}, lo que a su vez resulta en un decremento de 

Ia eficacia de Ia seleccion natural (ver introduccion seccion 1.2.1 ). En segundo Iugar, los VSGs son 

las protefnas mas abundantes en los trypanosomas africanos, representando mas del 10% de Ia 

masa proteica (Turner 1982). La abundancia de estas protefnas y el hecho que nos es posible 

generar o mantener en las mismas ningun tipo de sesgo en el uso de codones para optimizar el 

proceso traduccional (pues sus genes estan en promedio el 99.9% del tiempo inactives y por lo tanto 

libres de presion selectiva), ejerce una presion enorme sabre el aparato traduccional y plantea una 

contradiccion: traducir los genes que codifican el producto proteico (por lejos) mas abundante sin 

que exista ninguna optimizacion a tales efectos. Frente a esta "disyuntiva" existen dos soluciones: 

eliminar los genes codificantes VSGs y su sistema de evasion al sistema inmune, camino que es 

muy caro pues "en esto se les va Ia vida" y que ademas evidentemente los trypanosomas no 

tomaron; o cambiar las preferencias en el uso de codones optimizando las poblaciones de ARNts a 

las frecuencias de bases de los VSGs. La segunda posibi lidad tambiem es muy costosa, pues los 

restantes genes de alta expresion (tubulinas, GAP etc.) presentan preferencias de codones muy 



distintas a Ia de los VSGs. Estas preferencias de codones en los restantes genes de alta expresi6n 

son el fruto de su herencia evolutiva, pues las mismas son las preferencias compartidas por todos 

los trypanosomatidos y por lo tanto las ancestrales en Ia familia Trypanosomatidae (Alvarez et al, 

1994). Este segundo camino parece ser el que han tornado los trypanosomas de Ia secci6n 

Salivaria, bajar Ia estringencia del sesgo en las poblaciones de ARNt (acercandose a las de los 

genes de VSG) y consecuentemente cambiar las preferencias en el uso de los restantes genes de 

alta expresi6n acompariando el proceso. Probablemente el efecto "cuello de botella" mencionado 

mas arriba juegue un rol decisive en hacer esto posible pues disminuye el tamario efectivo de Ia 

poblaci6n. En este sentido es importante resaltar que cambiar las preferencias en el uso de codones 

es equivalente (a nivel molecular) a pasar de un pico adaptativo a otro. La teorfa de los valles y 

picas adaptativos de Sewall Writght ( "Writght's shifting balance theory", Writght, 1931, 1932 y 1977) 

concibe Ia posibilidad de dicho pasaje a traves del relajamiento de las presiones selectivas. Es 

importante tener presente que noes posible pasar de un pico adaptativo a otro (que siempre implica 

pasar por un valle adaptativo) si Ia selecci6n natural predomina, pues como Rona ld Fisher demostr6 

(en su "teorema fundamental de Ia selecci6n natural") el valor adaptativo promedio de una poblaci6n 

nunca disminuye, o lo que es lo equivalente, Ia selecci6n siempre presiona en direcci6n a los picas 

de Ia superficie adaptativa. En poblaciones pequerias sin embargo, el pasaje de un pico a otro serfa 

viable debido a que Ia deriva genetica y los errores de muestreo en general, juegan un rol 

determinante. Es resaltable ademas que, en el caso de los trypanosomas de Ia secci6n Salivaria, Ia 

situaci6n serfa incluso mas dramatica (en ellargo plaza), pues implicarfa bajar a un valle adaptativo 

para permanecer ahf como consecuencia de que cambiar el uso de codones en direcci6n a las 

preferencias de los genes codificantes de VSGs es equivalente a cambiar en direcci6n a Ia ausencia 

de preferencias. 

Para concluir esta secci6n se desea recalcar el hecho que muy poco se sabe acerca de que 

factores pueden dar Iugar a un cambia en las preferencias de codones. Shields (1991) ha sugerido 

que el cambia podrfa ser causado por alteraciones drasticas en los sesgos mutacionales. Sin 

embargo, es bastante diffcil concebir como un cambia en el sesgo mutacional , que a lo sumo implica 

modificaciones en algunas (pocas) protefnas relacionadas con Ia duplicaci6n del ADN, pueda ser 

mantenido y llegue a imponer una alteraci6n radical de las preferencias de codones en todos los 

genes de alta expresi6n, cuando el mismo impl ica costas energeticos altfsimos por las alteraciones 

que provoca en Ia dinamica del aparato traduccional. Es probable en cambia, que las modificaciones 

en las preferencias de codones sin6nimos ocurran en situaciones tales como Ia recien descripta en 

trypanosomas, es decir, donde no sea posible "evitar" el cambia. 

V.3 Correlaci6n entre las tasas de evoluci6n nucleotidica y el contenido GC3 

Varies estudios previos han reportado Ia relaci6n existente entre Ia tasa de cambia sin6nirna 

y no-sin6nima en genes de mamfferos (ver introducci6n). A partir de los resultados presentados en 

esta tesis (y las publicaciones que acomparian) es posible afirmar que Ia relaci6n entre ambas tasas 



·-
e lutivas no es exclusi~a de los genomas de mamfferos sino que parecerfa abarcar a todos los 

e cariotas. Las implicaciones de este conjunto de resultados son evidentes: los factores que afectan 

las posiciones sin6nimas parecen ser parcialmente coincidentes con aquellos que afectan Ia 

conservaci6n y variabilidad aminoacfdica. El posible nexo funcional entre posiciones sin6nimas y no

sin6nimas podrfa estar dado par Ia selecci6n para incrementar Ia fidelidad traduccional. En efecto, 

como ha sido discutido en Ia "lntroducci6n" (ver secci6n 1.1 ), el usa de codones puede incidir en Ia 

asa de errores traduccionales, par lo que podrfa haber selecci6n para mantener un determinado uso 

e cod ones en aminoacidos conservados (que se presumen importantes desde el punta de vista 

ncional) con Ia consiguiente disminuci6n de Ia tasa de cambia sin6nimo. Con elfin de investigar 

esta posibilidad, el analisis de las correlaciones fue extendido al nivel intragemico. 

~Como puede influir Ia selecci6n para disminuir Ia tasa de errores traduccionales en Ia 

variaci6n intragenica de las tasas de cambia sin6nimo y no-sin6nimo asf como del contenido de 

bases sin6nimas? Se reconoce ampliamente que muchos genes presentan dominies que son 

conservados o divergentes en terminos de sustituciones de aminoacidos. Se acepta ademas que 

esta distribuci6n espacial de Ia conservaci6n aminoacfdica refleja el efecto de Ia selecci6n negativa 

par mantener los aminoacidos funcionalmente importantes (ver Kimura, 1991 ). Par otro lado, es 

precisamente en estes codones que codifican aminoacidos importantes donde Ia selecci6n par 

disminuir Ia tasa de errores traduccionales deberfa tener mayor efecto, puesto que errores en Ia 

raducci6n de los mismos tendrfan como efecto que Ia protefna pierda funcionalidad (el equivalents a 

un mutante nulo). Es de esperar entonces que estes sitios esten ocupados por codones 

traduccionalmente 6ptimos y que por tanto exista selecci6n negativa para mantener los codones 

sin6nimos en cuesti6n. En otras palabras, aquellos sitios que son conservados a nivel aminoacfdico 

deberfan exhibir tambien tasas bajas de sustituciones sin6nimas. De esta forma, ademas de Ia 

correlaci6n que existe cuando los genes son considerados como una unidad, es esperable encontrar 

una correlaci6n intragenica entre las tasas de cambia sin6nimo y no-sin6nimo. Es decir, aquellos 

genes que presenten a nivel aminoacfdico dominies conservados y divergentes, deberfan presentar 

el mismo patron de conservaci6n y divergencia a nivel sin6nimo, resultando entonces en covariaci6n 

intragenica. Esto ademas deberfa estar acompanado de una variaci6n intragenica acorde en el usa 

de codones, esto es, las zonas conservadas desde e punta de vista aminoacfdico deberfan 

presentar mayor frecuencia de codones mayores que las zonas divergentes. 

Los resultados presentados dan soporte a esta predicci6n. En los tres grupos biol6gicos 

analizados, las tres variables en cuesti6n presentan el comportamiento que se esperarfa si Ia 

selecci6n para incrementar Ia fidelidad traduccional tuviera incidencia en Ia distribuci6n intragenica 

de Ia conservaci6n sin6nima y el uso de codones. Esto es, Ia tasa de sustituciones sin6nimas (a lo 

largo de los genes) se encuentra correlacionada con Ia tasa de cambia no-sin6nimo y tambien con el 

contenido en GC3. Podemos decir que en los genes de mamfferos (y hasta cierto punto tambien de 

gramfneas) existe una triple relaci6n : Ia distribuci6n de zonas conservadas a nivel ~ nivel)~in6nimo 
se relaciona con las de zonas conservadas a nivel aminoacfdico y con contenido de bases en las 



posiciones sin6nimas. Si bien no es posible afirmar que exista selecci6n para un determinado uso de 

codones en los mamfferos, si es posible afirmar, en base a los resultados del estudio de los 

espectros mutacionales (los cuales seran discutidos en Ia siguiente secci6n) y de covariaci6n 

intragenica, que ni el contenido en GC3 total de los genes ni su variaci6n intragenica sea 

selectivamente neutro. Sin embargo, son los resultados provenientes de genes de trypanosomatidos 

quienes nos permiten ver esta triple relaci6n con mayor claridad. Los estudios que involucran a Ia 

protefna GP63 de Leishmania son basicamente similares a los descritos para genes de mamfferos y 

gramfneas (correlaci6n intragenica entre ambos tipos de sustituciones nucleotfdicas y con el 

contenido en GC3). Sin embargo estos se diferencian de aquellos no s61o en Ia intensidad de Ia 

correlaci6n (que en este caso es muchfsimo mayor), sino que en los trypanosomatidos existen 

resultados independientes (basados en los niveles de expresi6n de los genes) que positivamente 

permiten identificar que codones son probablemente traduccionalmente 6ptimos. Cabe recordar que 

este analisis nos muestra no solo que las zonas del gen mas conservadas a nivel aminoacfdico son 

tambien mas conservadas desde el punta de vista sin6nimo, sino que ademas estas regiones 

doblemente conservadas presentan valores de CAl (y GC3) mayores que las regiones no 

conservadas. En otras palabras, aquellas regiones del gen que presentan alta frecuencia de los 

codones considerados traducionalmente 6ptimos presentan tambien bajas tasas de cambia tanto 

sin6nimo como no-sin6nimo. Esto que quiere decir que los aminoacidos conservados (y 

probablemente importantes desde el punta de vista funcional) se encuentran preferentemente 

codificados por codones mayores y que al mismo tiempo existe menor reemplazo evolutivo de los 

mismos. 

Un aspecto que merece discusi6n adicional concierne a porque s61o una proporci6n de genes 

despliega correlaciones intragenicas significativas entre Ia tasa de cambia sin6nima y no sin6nima. 

De hecho en el caso de los mamfferos aproximadamente un tercio de los genes entran en esta 

categorfa siendo en las gramfneas Ia proporci6n incluso menor. Dos aspectos pueden estar 

afectando Ia ausencia de correlaciones significativas. Uno de ellos es tamafio de los genes y en 

parte fue discutido en Ia secci6n IV.1.1 (Tabla 1.2). En este sentido debe tenerse en cuenta que el 

tamafio pequefio de algunos genes atenta en forma muy severa contra Ia posibilidad de considerar 

significative un coeficiente de correlaci6n. Por ejemplo en genes de 200 codones de largo usando 

una ventana de un tamafio igual a 20 codones, solamente aquellos genes con coeficientes de 

correlaci6n mayores a 0.63 son considerados estadfsticamente significativos (0.63 es el valor crftico 

de r al 5% para 8 grados de libertad). Si todos los genes tuvieran 200 codones de largo y Ia 

correlaci6n parametrica fuera por ejemplo de 0.5 (esto es Ia correlaci6n verdadera en Ia poblaci6n), 

solamente un 30.85% de los genes serfan detectados como estadfsticamente significativos, mientras 

que esta proporci6n subirfa a aproximadamente el 50% sf ellargo fuera de 500 codones (el intervale 

de confianza para rse obtiene con Ia transformaci6n de Fisher Z= 0.5 * log[(1+r)/(1-r)], cr =1/.fr;-3)] 

). De lo anterior se desprende que incluso si Ia correlaci6n intragenica estuviera presente en todos 

los genes (algo que es altamente improbable como veremos en el siguiente punta) detectarfamos 



significaci6n estadlstica en menos del 50% de los genes. El segundo aspecto que influye 

negativamente en Ia posibilidad de detectar correlaci6n (incluso en genes infinitamente largos) tiene 

que ver con Ia distribuci6n espacial de los aminoacidos funcionalmente importantes. Si asumimos 

que esta determina el patron de distribuci6n espacial de las sustituciones no-sin6nimas y que 

tambient~ influye en Ia distribuci6n espacial de las sustituciones sin6nimas, se desprende que el 

proceso de divergencia darla Iugar a covariaci6n intragenica (entre los dos tipos de sustituciones) 

cuando dicha distribuci6n espacial adopta determinadas formas. La ausencia de regiones definidas 

(dominies conservados y dominies divergentes), ya sea porque el genes homogeneamente 

conservado u homogeneamente variable influye negativamente en Ia posibilidad de deteccion de Ia 

relaci6n entre los dos tipos de sustituciones. 

V.4 Sesgos mutacionales en los genomas de mamiferos. 

Como ya ha sido mencionado en Ia lntroducci6n (Seccion 1.1 .3 ), se ha postulado que los 

sesgos mutacionales podrlan explicar Ia variabilidad intragenomica en el usa de codones de los 

mamfferos asf como el origen y mantenimiento de los isocoros. Sin embargo Ia estimacion de Ia 

direccion e intensidad del sesgo mutacional se ha basado en las composiciones de bases de 

secuencias supuestamente exentas de restricciones funcionales. Es decir, se asume que Ia 

composicion de bases de secuencias tales como intrones, flanqueantes (en incluso terceras 

posiciones de los codones), refleja el estado de equilibria para un determinado patron mutacional. 

Es clara sin embargo que asumir neutralidad total en secuencias como estas implica entrar en un 

cfrculo vicioso (asumimos neutralidad para demostrar neutralidad). Par otra parte, existe abundante 

evidencia que indica que dichas secuencias presentan al menos cierto grado de restriccion 

funcional. Par un !ado las secuencias flanqueantes contienen innumerables sefiales regulatorias, asl 

como sefiales para el inicio y terminacion de Ia transcripcion, y par su parte los intrones poseen 

varias secuencias que actuan como sefiales para el splicing ademas de poseer sefiales que 

participan en Ia regulacion genica. 

En los analisis presentados en esta tesis se ha estimado el espectro mutacional a partir de 

dos fuentes de informacion independientes: las mutaciones deletereas y las sustituciones en los 

seudogenes. La idea de estimar el patron intrlnseco de mutaciones a partir de Ia informacion 

aportada par las mutaciones detectables (deletereas) es relativamente reciente debido a Ia casi total 

ausencia de datos de secuencia sabre mutaciones hasta no hace demasiado tiempo. Varies trabajos 

han reportado patrones de mutacion para algunos de los genes estudiados en esta tesis. 

Concretamente los espectros mutacionales de los factores de coagulacion VIII y IX , han sido 

descriptos par varies autores (Cooper & Krawezak 1990; Krawezak & Cooper 1996; Wacey et al, 

1994), asl como del gen que codifica a Ia protelna P53 (Hartmann et al, 1997). A diferencia del 

encare que se ha dado a este tipo de analisis en Ia presente tesis, en ninguno de estos estudios 

mencionados anteriormente se utiliza el patron de mutaciones para inferir Ia composicion de bases 

que resultarla a partir de dicho patron mutacional. Par otro !ado varies autores han utilizado el 



patron de sustituciones ~e los seudogenes con el objetivo de inferir el espectro mutacional 

subyacente asf como Ia composicion de bases que se esperarfa en el equilibria para una secuencia 

selectivamente neutra (Bulmer, 1986; Gojobori et al , 1982; Li et al, 1984; Cassane et al , 1997). Los 

resultados provenientes de estos analisis, aunque en terminos generales coinciden con los 

resultados presentados aca, no son sin embargo adecuados para contrastar con el contenido en 

GC3 de genes funcionales pues Ia mayorfa de los seudogenes usados en estes trabajos son del tipo 

procesados. 

El objetivo que guio los analisis que se presentan en esta tesis fue estimar el espectro de 

mutaciones con el fin de testar Ia hipotesis que sostiene que el origen y mantenimiento de los 

isocoros, asf como Ia diversidad en el contenido en GC3 de los genes de mamfferos se debe a Ia 

variabilidad subyacente en el sesgo mutacional. En efecto, a partir de los espectros mutacionales es 

posible inferir Ia composicion de bases de una secuencia nucleotfdica teorica completamente libre 

de restricciones funcionales. Esto nos permits comparar Ia prediccion mutacionista-neutral ista con el 

contenido en GC3 real de los genes de mamfferos. Si Ia composicion de bases en las posiciones 

sinonimas (GC3) fuera completamente neutra y determinada por el sesgo mutacional, se desprende 

que Ia misma deberfa coincidir con Ia composicion de bases que se infiere a partir del espectro 

mutacional. Ademas, dada Ia enorme variacion en el contenido en GC3 de los genes de mamfferos 

(mas un 60%), de acuerdo a Ia hipotesis mutacionista, es esperable que dicha variacion se 

encuentre acompariada por una variacion equivalents en el patron de mutaciones. Los resultados 

presentados en Ia Seccion IV.4 nos permiten afirmar que ni el contenido de bases sinonimo de los 

genes rices o muy rices en GC3, ni variacion en GC3, pueden ser explicados por el sesgo 

mutacional. Para ilustrar el punto permftasenos comparar los extremes: el contenido en G+C (para 

una secuencia neutra) que se espera a partir del espectro de mutaciones de un gen pobre en GC3, 

como lo es el que codifica al Factor IX de coagulacion (GC3=0.33), es 0.38 o 0.36 dependiendo de sf 

se tienen en cuenta o no las repeticiones de mutaciones. Por su parte, el contenido en G+C 

esperado a partir el espectro mutacional de un gen muy rico en GC3, como Ia glucosa 6-P 

deshidrogenasa (GC3=0.84), es 0.37 o 0.43 dependiendo de sf las mutaciones repetidas se incluyen 

o no. Tenemos entonces que dos genes cuyos valores reales de GC3 difieren en un 51%, dan Iugar 

estimaciones G+C neutro que a lo sumo difieren en un 7%, aunque para ambos genes Ia primera 

estimacion (que incluye las repeticiones) es mas confiable pues sus bases de estes genes se 

encuentran bastante depuradas en lo que tiene que ver con Ia identidad por ascendencia. El gen de 

Ia glucosa 6-P deshidrogenasa presenta un valor en GC3 mas de un 40% por encima de lo que se 

esperarfa de acuerdo a su esquema de mutaciones. La situacion no es muy distinta cuando 

observamos los resultados provenientes de los restantes genes. En todos los cases, 

independientemente de Ia forma en que se obtenga Ia matriz de mutaciones, los genes ricos o muy 

ricos en GC3 (y por supuesto que tambien los genes pobres en GC3), dan Iugar a estimaciones de 

patrones mutacionales que indican que los mismos se encuentran bajo presion mutacional AT. A 



esto se le debe anadir ademas el efecto de Ia hipermutabilidad del dinucleotido CpG, el cual es un 

factor que tiende a empobrecer aun mas el contendido en G+C. 

Por otro !ado hemos inferido los patrones mutacionales a partir de las sustituciones en 

seudogenes. Hemos analizado un grupo de seudogenes que se encuentran en Ia vecindad 

inmediata de sus contrapartes funcionales de forma tal que sea posible inferir el espectro de 

mutaciones en las regiones donde los genes se encuentran local izados. Los resultados obtenidos a 

partir de estos seudogenes apuntan en Ia misma direccion que aquellos obtenidos en base a Ia 

frecuencia de mutaciones deletereas: el contenido en GC3 de los genes se encuentra muy por 

encima de lo que cabrfa esperar si este fuera selectivamente neutro y gobernando por el patron de 

mutaciones. Sin embargo, en el caso de los seudogenes ubicados dentro de las islas CpG parecerfa 

existir un !eve sesgo mutacional hacia GC; aunque esto no es posible afirmarlo con absoluta certeza 

debido al grado de divergencia que se observa en esas secuencias. No obstante, incluso asumiendo 

que los resultados provenientes de estos seudogenes ubicados en las islas CpG sean confiables, es 

posible observar que Ia intensidad de este posible sesgo mutacional GC es ampliamente insuficiente 

para expl icar Ia gran riqueza en GC3 de los genes funcionales. En efecto, al comparar Ia 

composici6n neutra a Ia cual darfan Iugar los patrones de sustituciones de estos seudogenes con el 

contenido en GC3 real de sus homologos funcionales, nuevamente se observa que Ia composicion 

esperada en el equilibria para una secuencia selectivamente neutra se encuentra mas de un 30% 

por debajo del valor en GC3 de los genes funcionales. 

Un aspecto que requiere ser discutido concierne Ia validez de los resultados y afirmaciones 

del parrafo anterior. Como fuera planteado anteriormente (Secci6n IV.4.1 ), Ia estimacion del patron 

intrfnseco de mutaciones a partir de las mutaciones deletereas presenta dos posibles fuentes de 

sesgo: el de Ia detectabilidad diferencial de las mutaciones y el problema de Ia identidad por 

ascendencia. En lo que se refiere al segundo punta, estamos en condiciones de descartar 
Je 

rapidamente que el mismo pueda haber tenido algun tipo~ncidencia en sesgar los resultados pues 

las estimaciones basadas en las matrices que tienen en cuenta Ia repeticion no difi eren demasiado 

de aquellas que no Ia consideran. El problema de sesgo de detectabilidad en cambia requiere una 

discusion un poco mas detallada. Existen tres elemento~:sl:l@~que sugieren que este 

problema no nos esta introduciendo ningun sesgo serio. En primer Iugar, las estimaciones basadas 

en todas las bases de datos de mutacionales que hemos analizado coinciden en el tipo de sesgo 

mutacional que se infiere de elias, es decir sesgo AT. Parece altamente improbable (aunque no 

otalmente descartable) que un conjunto de genes con funciones tan diversas como el analizado aca 

coincidan por azar en presentarnos (en forma artificiosa) un patron mutaciones nucleotfdicas donde 

los cambios G/C->A!T sean predominantes en relacion a las mutaciones AfT ->GIC. El segundo 

elemento que sugiere en forma bastante clara Ia ausencia de sesgo de deteccion surge de los 

esultados obtenidos con las tres bases de datos del gen P53. Es particularmente destacable que el 

a ron de mutaciones inferido a partir de las sustituciones sinonimas sea muy similar a aquel 

enido a partir de las mutaciones de Ia primera y segunda posicion de los codones. Teniendo en 



cuenta esta similitud y considerando ademas que Ia muestra de sustituciones sin6nimas claramente 

no adolece de ningun tipo de sesgo de detecci6n por representar una muestra completamente al 

azar, podemos deducir que Ia muestra de mutaciones deletereas de Ia protefna P53 tampoco 

adolece de tal sesgo y que por lo tanto es un muy buen estimador del patr6n real de mutaciones. El 

ultimo punta que apoya Ia idea de que las bases de datos mutacionales no arrojan estimaciones 

sesgadas esta dado por Ia similitud entre el espectro mutacional inferido a partir de estas bases de 

datos y aquel obtenido a partir de las sustituciones en los seudogenes. 
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