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RESUMEN

Hace mas de 30 anos se postuldé que el ADN de los mamiferos esta
compuesto por mosaicos de isocoros, los cuales se definen como regiones
largas (>> 300 kb), composicionalmente homogéneas que pertenecen a un
pequefo numero de familias, caracterizada cada una de ellas por diferentes
niveles de GC. Aunque trabajos posteriores mostraron que el nivel de
heterogeneidad puede variar, los isocoros estan presentes en todos los
vertebrados, plantas y, probablemente, incluso en algunos organismos
unicelulares (Bernardi 2004). Una de las caracteristicas mas interesantes de
este tipo de organizacion gendmica es la distribucidn desigual de genes entre
las distintas familias. Por ejemplo, en el genoma humano (y, probablemente,
en todos los mamiferos) los isocoros ricos en GC contienen mas genes que
las regiones pobres en GC, lo cual no es "esperable" dado que las regiones
ricas en GC representan sélo el 12% del genoma. Ademas, entre otras
funciones, se estableci6 que estas regiones ricas en GC son puntos
importantes de recombinacion, replican primero durante el ciclo celular y
contienen mas islas CpG (revisado en Bernardi, 2004). Aunque las
propiedades composicionales del ADN han sido estudiadas y relacionadas con
diferentes procesos nucleares, el enfoque utilizado hasta la fecha ha
considerado generalmente a los cromosomas como "portadores"” de los genes,
sin propiedades particulares. En general, lo estudios se han centrado en las
caracteristicas y la distribucion de isocoros en cada cromosoma, por lo que
aun falta un examen sistematico de las diferencias y similitudes en la
composicion entre los cromosomas como entidades evolutivas, considerando
aspectos estructurales y funcionales.

La determinacion de perfiles composicionales genémicos es uno de los
grandes desafios en la era postgendmica. Las estructuras composicionales
que han sido caracterizadas durante anos a través de analisis de
ultracentrifugacion, estan siendo seriamente cuestionadas tras el analisis in
silico de las secuencias completas de genomas. A pesar de que existe
software desarrollado capaz de determinar si segmentos largos
composicionalmente homogéneos confirman la existencia de los isocoros, en
la actualidad no existe una metodologia de ventana simple capaz de
caracterizar los patrones composicionales existentes en los genomas a partir
de su secuencia. Es asi que se propuso la generacién de esta herramienta y
su utilizacién para determinar el patrén composicional en diferentes genomas.
En esta tesis se amplid un algoritmo existente capaz de aportar datos
confiables que ayuden a contestar esta importante pregunta. El analisis
composicional de genomas a través del algoritmo desarrollado, permitié la
determinacion de fragmentos largos composicionalmente homogéneos en el
genoma de Homo sapiens. A su vez, este conjunto de herramientas permitio
la clara identificaciéon de dos espacios con caracteristicas diferentes, el espacio
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homogéneo y el heterogéneo. Se desarrolld6 ademas una herramienta nueva
para navegar las principales caracteristicas composicionales genoma, de los
genes y sus regiones circundantes. La herramienta esta basada en graficos
vectoriales escalables y permite el analisis de caracteristicas composicionales
y de expresidn aunque podria ser adaptada facilmente para mostrar otras
caracteristicas.

Se analizaron las propiedades composicionales del genoma humano, a
nivel gendmico y cromosdmico. Hemos encontrado que cada cromosoma es
unico y coherente internamente, ya que las regiones cromosdmicas génicas
(exones, intrones, GC1l, GC2 y GC3) y no génicas se correlacionan
positivamente con el valor medio de GC del cromosoma y el GC de los
isocoros que los contienen, aun cuando la diferencia en la media de GC de los
cromosomas es superior al 10% y GC3 solo representa menos del 3% de la
longitud cromosodmica. Los resultados se discuten a la luz del conocimiento
actual sobre los territorios cromosdmicos en el nucleo y la presencia de
fabricas de transcripcién. El papel de la secuencia repetitiva también se
considera. La imagen global nos describe un centro del nucleo donde la
densidad de genes es mas alta, los cromosomas son mas cortos y el GC es
mayor.

A fin de conocer las principales tendencias en el uso de aminoacidos del
genoma humanos se realizé un analisis de correspondencia sobre el uso de
los mismos en 14.815 proteinas. Se encontré que existen tres factores
principales que influyen en la variabilidad de la composicién aminoacidica en
estas proteinas, explicando, respectivamente, 20,4%, 14,7% y 9,9% de la
variabilidad total. La primera tendencia estd fuertemente correlacionada con
el contenido de GC de las posiciones primera y segunda del codéon y también
se correlaciond significativamente con el nivel de GC de las regiones
flanqueantes correspondientes y los respectivos intrones. Por lo tanto, la
principal fuerza modelando el uso de aminoacidos entre las proteinas
humanas son las restricciones composicionales determinadas por el isocoro en
el que se encuentra cada gen. La segunda tendencia se correlaciona con la
hidropatia de cada proteina y con la frecuencia de hojas-B. Por ultimo, la
tercera tendencia esta fuertemente asociada con el uso de Cys y la frecuencia
de a-hélices.

Se realizé un analisis de correspondencia sobre uso de codones en los
genes humanos que reveld, como era de esperar, que el primer eje estd
fuertemente correlacionado con la composicion de bases en la tercera
posicidon sindnima del codén. Ademas, en un extremo sobre el segundo eje se
localizaron genes con una alta frecuencia de codones NCG y CGN. La gran
mayoria de estas secuencias se encontraron en islas CpG, mientras que lo
contrario sucede con los genes colocados en el otro extremo. Por lo tanto, las
dos principales conclusiones de este estudio son: 1) la influencia de las islas
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CpG en el uso de codones, y 2) ya que el segundo eje es ortogonal (y por
tanto, independiente) del primero, las islas CpG no necesariamente estan
relacionadas con genes que se encuentran en isocoros ricos en GC.
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INTRODUCCION

ISOCOROS

El genoma de los vertebrados es heterogéneo desde el punto de vista
composicional. En otras palabras, es una sucesién de segmentos de ADN de
mas de 300 kb que internamente se caracterizan por un contenido en GC
(concentracion molar de Guanina + Citosina) relativamente constante. A
estos segmentos se les dio el nombre de isocoros [region igual (Cuny et al.,
1981)]. Dado que una regién con un determinado contenido en GC esta
seguida por otra que cambia su composicion en trechos relativamente
cortos, se dice que el genoma de los vertebrados es un mosaico de isocoros
(Macaya et al. 1976; Thiery et al. 1976 ). Esta caracteristica fue descubierta
analizando ADN bovino de alto peso molecular (Filipski et al. 1973) usando
centrifugacidn preparativa en gradientes de densidad en CS,SO, en
presencia de iones de plata (Corneo et al. 1968). Posteriormente, el
fraccionamiento del ADN usando ligandos mas especificos, como el BAMD
[3,6-bis(acetato mercurimetil)-1,4-dioxano], llevo al inesperado
descubrimiento de la alta heterogeneidad composicional del ADN de alto
peso molecular en varios mamiferos (no satélite, no ribosomal). Tanto los
isocoros como sus propiedades basicas fueron descubiertas y descritas por el
grupo liderado por Giorgio Bernardi (Filipski et al. 1973; Macaya et al. 1976;
Thiery et al. 1976; Cuny et al. 1981). Los isocoros son segmentos de ADN
>>300 kb, y pueden agruparse en un conjunto discreto de familias
caracterizadas, precisamente, por un GC particular (Costantini et al. 2009).

Estas estructuras tienen un tamafio intermedio entre los genes (o
grupos de genes) y el de las bandas cromosdmicas. En el genoma humano,
el rango composicional de los isocoros se ubica entre 30% y 60% de GC, y
se han caracterizado 5 familias, dos de las cuales son pobres en GC, y se
llaman L1 y L2, y tres familias ricas en estas bases y se las denomina H1, H2
y H3. Desde el punto de vista de la fraccién del genoma que corresponde a
cada una de ellas, las dos primeras representan en conjunto el 62% del
genoma Y las ultimas tres el 22%, 9% y 3%, respectivamente. El restante
4% del genoma, estd constituido por ADN ribosomal y satélite, los cuales
podrian también interpretarse como isocoros por su homegeneidad
composicional (Bernardi 1989) (Ver figura 1).
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Figura 1. (Tomada de Bernadi, 2000). (Arriba) Esquema de la organizacién en isocoros del genoma humano. Este
genoma, que presenta un perfil comun en los vertebrados, es un mosaico de segmentos de ADN largos (>> 300kb
en promedio) composicionalmente homogéneos y que puede separarse en familias. Los isocoros se degradan
durante las preparaciones normales de ADN a fragmentos de 100kb. El rango de GC de estas estructuras en el
genoma humano se encuentra entre 30% y 60% (Bernardi, 1995). (Abajo) El perfil de CsCl del ADN humano se
resuelve en sus principales componentes: las familias de fragmentos de L (L1 + L2) y H (H1, H2 y H3).

El patron general de las familias de isocoros es muy parecido entre los
mamiferos y aves y se encuentra también (aunque la heterogeneidad es
menor) en los vertebrados de sangre fria (ver figura 2). El contenido relativo
de ADN en las diferentes familias define el patrén de isocoros de cada
genoma Yy podria utilizarse como un sello diferencial entre los genomas de
los vertebrados, por lo cual los patrones composicionales se han llamado
también fenotipos gendmicos. Estos difieren (mas allda de la similitud
general) no sélo entre Clases de vertebrados sino también entre Ordenes de
una Clase y entre Familias dentro de un Orden (Bernardi 2000). El analisis
de secuencias largas provenientes de bancos de datos (Ikemura y Aota
1988; Ikemura et al. 1990) y el mapeo composicional (Bernardi 1989) de
bandas cromosdmicas (Gardiner et al. 1990; Krane et al. 1991; Bettecken et
al. 1992; Pilia et al. 1993; De Sario et al. 1996; De Sario et al. 1997) y de
los cromosomas humanos completos (Costantini et al., 2009) han mostrado
que los isocoros varian en su longitud entre 0,2 Mb a varias Mb (De Sario et
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al. 1996; De Sario et al. 1997). En la figura siguiente (2), se muestran la
distribucion de los isocoros en diversos vertebrados, tanto homeotermos
como poiquilotermos (Costantini et al. 2009).
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Figura 2. (Tomado de Costantini et al., 2009). Los histogramas muestran la distribucion de isocoros agrupados en
barras de 0,5% de GC en humano, chimpancé, perro, raton, zariglieya, ornitorrinco, gallina y diferentes peces. La
cantidad total de secuencias se calcula a partir de la suma de isocoros; los distintos colores representan las cinco
familias. Los valores en los minimos se dividieron entre las dos familias vecinas (barras en el histograma con
colores mezclados).
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Se han mostrado inclusive, fronteras marcadas entre los isocoros
(Fukagawa et al. 1995; Stephens et al. 1999). Estas fronteras serian
esperables dado que las moléculas de ADN de diferentes isocoros pueden
separarse, lo cual seria imposible si la transicion entre estas estructuras
fuese menos pronunciada.

A comienzos del siglo XXI, con la secuenciacién del genoma humano, el
International Human Genome Sequencing Consortium (IHGSC), revisé el
concepto de isocoro. Tras el analisis de las secuencias primarias se llegé a la
conclusién de que no podia determinarse como homogénea ninguna
secuencia de 300 kb (Lander et al., 2001) cuestiondndose el mérito del
prefijo “iso” de los isocoros y de hecho su existencia. Tal afirmacién fue
reforzada por Haring y Kypr (2001), quienes no encontraron estructuras de
isocoros en los cromosomas 21 y 22. En contraposicidon, estudios llevados a
cabo por otros grupos, encuentran estructuras de este tipo a partir de datos
similares (Venter et al. 2001; Pavlicek et al. 2002). Ademas aparecen
fuertes cuestionamientos a los trabajos que niegan la presencia de isocoros
en el genoma humano (Bernardi 2001; Clay y Bernardi 2002; Li et al. 2003).
Las criticas atacan fundamentalmente la rigurosidad que se aplicé para
determinar la homogeneidad interna que debian cumplir los isocoros, la cual
no se corresponderia con la que se espera encontrar en la naturaleza (Clay
et al. 2001), ya que una secuencia que contiene segmentos codificantes
necesariamente necesita un grado mayor de libertad para sus codones.

Como nuevas alternativas de andlisis de isocoros en el genoma, se crean
luego varios programas informaticos a partir de diferentes consideraciones.
Asi, se utiliza una técnica llamada segmentacidén composicional para la
determinacion de isocoros en el genoma humano (Oliver et al. 2001; Oliver
et al. 2002) encontrandose con exactitud el limite entre dos isocoros
previamente conocidos y generandose una serie de fragmentos largos que
podrian asimilarse a los mismos. Este limite también fue identificado con
éxito a través de la técnica de analisis de ondeado multirresolucional (Wen vy
Zhang 2003) asociado a otra técnica derivada del método de curva Z con la
cual se identificaron fragmentos largos de ADN composicionalmente
homogéneos en los genomas de humano (Zhang y Zhang 2003) y ratdn
(Zhang y Zhang 2004).
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PATRONES Y CORRELACIONES COMPOSICIONALES

La distribucion composicional de fragmentos mostrada en la figura 1
representa el patron composicional que refleja el modelo de isocoros, el cual
podria tomarse como un sello distintivo de cada genoma. Este patréon
composicional es muy diferente en vertebrados de sangre fria o caliente. La
mayor diferencia es que los primeros son mucho menos heterogéneos que
los segundos y solo excepcionalmente llegan a los niveles altos de GC de
éstos ultimos (Costantini et al. 2009). Existen ademas, otras diferencias de
menor entidad entre ambos tipos de genomas [para una revisiéon completa,
ver (Bernardi 2004)].

Desde hace tiempo se han documentado correlaciones composicionales
entre exones (y las distintas posiciones de los codones) y los isocoros en los
cuales se encuentran; asi como también entre exones e intrones
correspondientes al mismo gen (Bernardi et al. 1985; Ikemura 1985; Aota y
Ikemura 1986; Bernardi 1986; Bernardi 1989; Aissani et al. 1991; D'Onofrio
et al. 1991; Mouchiroud et al. 1991). Estas correlaciones composicionales
establecen puentes entre las secuencias codificantes y las no codificantes
que las rodean. De hecho, es posible observar una correlacion lineal entre
los niveles de GC (y los niveles de GCs3) de las secuencias codificantes y el
GC de los isocoros en los cuales se ubican estas. Si bien estas correlaciones
se conocian desde hace mas de dos décadas (Figura 3 a y 3 c), los datos
actuales confirman el resultado (figuras 19 ay b, tabla 4).

En la figura 3 puede observarse también una correlacion lineal entre el
nivel de GC de las regiones codificantes y los intrones de los mismos genes
(figura 3 b), confirmada con datos actuales (tabla 4). Las correlaciones de
las figuras 3 a y b, son esencialmente similares en el genoma de la gallina
(Musto et al. 1999) y también existen en plantas (Carels y Bernardi 2000).
De hecho, las correlaciones universales entre las posiciones de los codones
se han validado para una gran cantidad de genomas (Bernardi 1990;
Bernardi 1991; D'Onofrio y Bernardi 1992) lo que podria indicar que las
restricciones composicionales, también llamadas presiones AT o presiones
GC por Jukes y Bhushan (1986), operan en la misma direccion, pero no con
la misma fuerza en las tres posiciones de los codones y en las secuencias
codificantes y no codificantes.
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Figura 3. (Tomada de Bernardi, 2000). Correlacidn entre los niveles de GC de secuencias codificantes humanas y a)
el nivel de GC de fragmentos largos de ADN en los cuales se localizan las secuencias, o b) el nivel de GC de los
correspondientes intrones. Correlacion entre el GCs de las secuencias codificantes humanas y c) el nivel de GC de
las secuencias donde se encuentran (circulos rellenos) y secuencias flanqueantes mas alld de 500 pb desde el
codoén stop (circulos sin relleno). Las lineas sélida y punteada son las curvas de regresion a través de los dos
conjuntos de puntos. d) Correlacion entre los valores de GC; + GC, de genes humanos.

LA DISTRIBUCION GENICA EN EL GENOMA HUMANO

Las correlaciones composicionales que existen entre los niveles de GC
en la tercera posicion del codén en los genes humanos (valor promedio para
cada gen), con los niveles de GC de las regiones donde los genes se
encuentran ubicados, permitieron afos atras determinar y cuantificar su
distribucién en las diferentes familias de isocoros. Esta aproximacién ha
permitido encontrar que la distribucion no es uniforme, ya que, mientras el
34% de los genes se encuentran en la familia L1 y L2, 38% pertenecen a H1
y H2 y 28% a H3 (Mouchiroud et al. 1991). En la actualidad, con Ia
posibilidad de utilizar los datos del genoma humano completamente
secuenciado, esos porcentajes no cambiaron significativamente (Bernardi
2004; Sabbia et al. 2009). Otra manera de ver este resultado, es analizar el
numero de genes por megabase, lo que se muestra en la figura 4, tomada
de Bernardi (2007).
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Figura 4. Distribucién de ADN y genes en las familias de isocoros del genoma humano. Las principales propiedades
estructurales y funcionales asociados con cada espacio génico se listan (en azul para el desierto del genoma y en
rojo para el nucleo del genoma). Tomado de Bernardi (2007).
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La figura muestra claramente que si se toma en cuenta la cantidad
relativa de ADN en las diferentes familias de isocoros, la concentracion
génica en H3 es significativamente mas alta que en L1 y L2, y
aproximadamente contiene la misma cantidad de genes que H1 + H2 (ver la
figura 4).

Dado que a) como regla general, las familias H3 y H4 son
caracteristicas de los vertebrados de sangre caliente (siendo H4 una familia
con GC extremadamente alto y solo existente en aves), b) que es
precisamente en estas familias donde se concentran la mayoria de los
genes, y c) tomando en cuenta que el nimero de genes no varia
enormemente entre los vertebrados, se puede concluir que el aumento en la
concentracion de genes no fue al azar, sino que ocurridé precisamente en las
regiones del genoma que se enriquecieron en GC. La linea de razonamiento
actual supone que las regiones con GC mas alto en vertebrados de sangre
fria fueron las que se enriquecieron tanto en la linea que dio origen a
mamiferos como a aves (Costantini et al. 2009). Sin embargo, analisis
realizados en el presente trabajo con secuencias de genes ortdlogos
muestran una muy baja correlacion entre el GC; de mamiferos y aves y aun
mas baja con vertebrados de sangre fria (figura 37). Como regla general,
podriamos decir que la concentracidon de genes es baja y constante en L1 y
L2 y mas alta en H3. La existencia de quiebres en aproximadamente 60% de
GCs y en 46% de GC en los isocoros define dos espacios génicos en el
genoma humano (figura 5). En primer lugar tenemos el llamado "genome
core" (nucleo gendmico) (Bernardi et al. 1985), que estaria formado por las
familias H2 y H3, donde la concentracién génica es alta (un gen cada 5-15
kb), valor que es comparable con los genomas compactos de eucariotas
unicelulares. En segundo lugar tenemos el llamado "empty space" (espacio
vacio), formado por las familias de isocoros L y H1 donde la concentracion
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de genes es muy baja (un gen cada 50 - 150 kb). Se calcula que alrededor
del 54% de los genes humanos se encuentran en el pequefio nucleo
gendmico, mientras que el restante 46% se encuentra en el gran espacio
vacio.

20 40 60 80 100
|

| Ly I L o 1 | 1
i — DNA .
-®- Gene conc T} 3

Relative amounts (curves), %
o
1

Relative amounts (histogram), %

30 35 40 45 50
GC ’ %

Figura 5. Perfil de concentracién de genes (puntos rojos) en el genoma humano, como se obtiene de dividir el valor
relativo de genes de cada intervalo de 1,5 % de GC; representado por las barras amarillas por la correspondiente
cantidad de ADN deducida del perfil de CsCl (linea azul). La posicion del histograma de GC; relativo al perfil de CsCl
es basado en la correlacion de GC; contra el GC de los isocoros que los contienen (tomado de Bernardi, 2001).

EL NUCLEO DEL GENOMA HUMANO

La familia H3 pertenece a una fraccién del genoma con propiedades
muy importantes, ya que no solo tiene el nivel mas alto de GC y la
concentracion mas alta de genes sino que también presenta la concentracion
mas alta de dimeros CpG (Bernardi 1986), que son los sitios potenciales mas
importantes de metilacion en vertebrados, y también la concentracién mas
alta de islas CpG (Aissani y Bernardi 1991). Estas ultimas son secuencias
muy ricas en GC (o sea, claramente por encima de la media gendmica)
caracterizadas por abundantes dimeros CpG no metilados (Bird 1986). Las
islas CpG [que se encuentran en general en las regiones 5’ de los genes,
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aunque pueden encontrarse también en los primeros exones e intrones
(Aissani y Bernardi 1991)] se asocian preferentemente con genes que se
expresan en un amplio rango de tejidos (genes "housekeeping") (Gardiner-
Garden y Frommer 1987), por lo que este tipo de genes deberian ser mas
abundantes en H3 que en otras familias de isocoros.

Los genes ubicados en H3 tienen un mayor GC que su entorno
gendmico, comparados con las secuencias codificantes localizadas en otras
familias (Aissani y Bernardi 1991). Ademas, estos genes y sus islas CpG
asociadas estan caracterizados por una estructura cromatinica particular,
con regiones mas laxas, ausencia o pobreza en histona H1, acetilacién de las
histonas H3 y H4 y un aumento en el espacio nucleosémico (Tazi y Bird
1990). Estas propiedades vuelven a estas regiones cromosOmicas mas
abiertas, lo cual puede comprobarse a través de la sensibilidad al ataque con
nucleasa en bandas reversas (Kerem et al. 1984).

La familia H3 tiene presumiblemente el mayor nivel de transcripcidon
debido a su muy alta concentracion de genes, especialmente genes
"housekeeping". También tendria la tasa mas alta de recombinacion debido a
su estructura caracterizada por la cromatina mas abierta. Se caracteriza
también por la abundancia de secuencias repetidas como Alu y minisatélites.
La tasa tan alta de recombinacién en H3 podria ademas ser responsable en
gran parte de la tasa mayor de rearreglos cromosdémicos y especiacion
mostrada por mamiferos en comparacion con vertebrados de sangre fria.
Existen evidencias, ademas, que indican que los isocoros H3 podrian actuar
como regiones de integracion para la mayoria de los retrovirus ricos en GC
(Rynditch et al. 1991).

La familia H3 se caracteriza también por un sesgo pronunciado en el
uso de codones sindénimos (UCS), y en algunos casos extremos, algunos
codones estan practicamente ausentes o se usan con frecuencias
extremadamente bajas debido a la muy alta concentracion de GC en la
tercera posicion de los tripletes. Existe también una utilizacion extrema de
aminoacidos, que favorece la presencia de los codificados por codones
enriquecidos en G y/o C en las posiciones 1 y 2 del codén (D'Onofrio et al.
1991), como por ejemplo Arg, Ala, Gli y Pro, en lugar de aminoacidos
correspondientes a codones con sélo A y/o T en esas posiciones (Phe, Ile,
Tyr, Asn, Lys). Por ultimo, las secuencias localizadas en la familia H3 se
ubican en las bandas R de los cromosomas metafasicos (Saccone et al.
2002).

Las razones fundamentales de Bernardi para proponer el nombre
ndcleo del genoma a la familia de mayor contenido en GC son a) la
significativa no uniformidad en la distribucion de genes descritas para el
genoma humano, y b) la existencia de isocoros con concentraciones muy
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altas de genes como fendmeno compartido por todos los vertebrados de
sangre caliente (Bernardi 2000).

ISOCOROS Y BANDAS CROMOSOMICAS

Una serie de descubrimientos indican que los isocoros pobres en GC se
localizan en las banda G, mientras que los ricos se encuentran en las bandas
R en los cromosomas metafasicos humanos (Bernardi 1989). La correlacién
entre la heterogeneidad composicional dada por la estructura en isocoros y
las bandas cromosdémicas en vertebrados de sangre caliente, también
explican por qué los cromosomas metafasicos de vertebrados de sangre fria,
Cuyos genomas se caracterizan por un bajo nivel de heterogeneidad
composicional, muestran muy poco o ningun bandeado (Cuny et al. 1981).

Al menos para el caso de las bandas R, la correspondencia, sin
embargo, no es directa, por la simple razén que los isocoros ricos y pobres
en GC existen en una relacion 1:2, mientras que las bandas G y R lo hacen
en una relacién 1:1.

DOS MODELOS DE EVOLUCION GENOMICA

Los patrones composicionales constatados permiten conjeturar sobre
dos modos de evolucion gendmica: el modo conservativo y el modo
transicional. El modo conservativo estaria caracterizado por la ausencia de
cambios composicionales. Este modo se confirma comparando tanto
fragmentos largos de ADN de > 100 kb, exones ortdlogos, la composicién de
las tres posiciones de los codones e incluso el GC de intrones de genes
ortdlogos pertenecientes a genomas diferentes. En el caso de la comparacion
ratén-rata, la distribucion composicional de fragmentos es practicamente
idéntica para las dos especies, y las diferencias en el GC; son menores al 1%
(Bernardi et al. 1988). Sélo fueron encontradas pequefas diferencias
composicionales cuando se compararon las terceras posiciones de los
codones de genes humanos y bovinos (Bernardi 2000) (figura 37). Es de
destacar que las conservacion composicional se mantiene a pesar de que las
terceras posiciones, que cubren un rango entre 30 y 90% de GC, muestran
una divergencia (distancia sindnima) promedio del 20% y pertenecen a
genomas separados por 60 - 70 millones de afios. La explicacion mas
simple para este modo de evolucion conservativo podria ser que, para todos
los isocoros, los cambios de GC hacia AT son compensados por un numero
igual de cambios AT hacia GC. Esto no representaria un problema mayor
para isocoros con composicion cercana al 50% de GC. Sin embargo, la
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conservacion composicional de isocoros (y sus correspondientes secuencias
codificantes) que tienen contenidos de GC extremos es incompatible con un
proceso de mutacion y fijaciéon al azar, que llevaria el GC hacia = 50%.
Mantener esos niveles extremos requiere una fijacidon de las mutaciones con
sesgo en direcciones opuestas para isocoros con alto y bajo GC. Este efecto
podria deberse a que el sesgo en las maquinarias de transcripcion,
replicacion y/o reparacion se encuentran moduladas por estados locales de
la cromatina o por la actividad transcripcional de la misma, lo que podria
llevar a niveles diferenciales de sintesis de ADN reparador (Sueoka 1988). Es
de notar que no existen evidencias experimentales que avalen este modelo.

Una explicacion alternativa es que el modo conservativo de evolucion
gendmica se debe a la seleccidn negativa en contra de las desviaciones
composicionales en un rango pequefio de GC (figura 6).
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Figura 6. Evolucion temporal de cambios en la composicion tipica de una regidn rica en GC para un vertebrado de
sangre caliente en el modo conservador de la evolucion. En una fase temprana, la media de GC de la region,
inicialmente estimado como su composicion éptima (fijada arbitrariamente aqui en 54%), esta disminuyendo
debido a la mutacidn con sesgo hacia AT (las barras azules verticales que cruzan la linea de ADN negro representan
el exceso de cambios GC hacia AT), pero se mantiene dentro de un rango de tolerancia (cuyos umbrales arbitrarios
son indicados por las lineas horizontales quebradas). En una fase tardia, la media de GC sobrepasa el umbral mas
bajo (fijado arbitrariamente aqui en 52%), debido a los ultimos cambios, los cambios criticos. La cromatina (cajas
de color rojo) luego sufre un cambio estructural (caja azul) que es perjudicial para la transcripcion y
replicacion. Hasta entonces, los cambios pueden ser neutrales o casi neutrales. Figura tomada de Bernardi, 2007.

La seleccidn negativa no podria, obviamente, operar a nivel de
nucleétidos individuales sino a nivel regional o de isocoro (Bernardi 2004;
Bernardi 2007). Algunas divergencias composicionales parecen ser
toleradas, pero el nivel de umbral pareceria estar muy cerca. De hecho, aun
a niveles de tamafo tan pequehos como un gen, la divergencia
composicional se mantiene baja en la tercera posicién del codén. Quiza se
dan cambios cooperativos estructurales (los cuales podrian ser comparables
a cambios de fase) a nivel de isocoros mas alla del nivel de umbral, y
podrian tener consecuencias funcionales deletéreas, como por ejemplo en la
transcripcion, llevando a una menor adaptacién y por lo tanto a la seleccién
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negativa. De acuerdo a esta hipotesis, al menos algunos genes presentes en
un isocoro que sufrié una deriva fuera de su nivel éptimo de GC, producirian
proteinas deficientes en cantidad y/o calidad. Esta hipotesis no requiere que
la seleccidn negativa haga mas de lo que normalmente se admite en relacion
a la mutacién deletérea clasica en genes. Resulta interesante mencionar aca
cOmo secuencias retrovirales integradas en el genoma de mamiferos y
localizadas en isocoros de GC similar se expresan y son activas, mientras
gue secuencias localizadas en isocoros de GC diferente no lo hacen (Rynditch
et al. 1991; Zoubak et al. 1992). Esto podria sugerir un efecto del entorno
cromosOmico en la expresion de los genomas virales integrados.

EL MODELO TRANSICIONAL

El modo transicional o de cambio en el contenido en GC del genoma se
encuentra caracterizado por cambios composicionales. Entre los genomas de
vertebrados de sangre fria y caliente ocurrieron cambios composicionales
mayores; y sucedieron cambios menores entre los genomas de organismos
pertenecientes a diferentes Clases. Las transiciones composicionales pueden
ser observadas a nivel de fragmentos de ADN, de intrones y de exones, pero
se estudian mejor a través de comparaciones composicionales de las
diferentes posiciones de los codones en genes ortélogos. Si se hace esta
comparacion entre vertebrados de sangre fria y caliente (Bernardi 1991), los
niveles de GC de las secuencias codificantes de los vertebrados de sangre
caliente, tienden a ser iguales o mayores que las de vertebrados de sangre
fria (Figura 7), lo que provee una evidencia directa de cambios direccionales
en la composiciéon (Perrin y Bernardi 1987; Bernardi et al. 1988). Estas
diferencias se espera que sean mayores en la tercera posicion respecto a la
1y la 2 (recordemos que se comparan genes ortélogos, o sea que presentan
un nivel de conservacion a nivel aminoacidico muy alto). Las transiciones
composicionales principales que llevaron a la especiacién de los mamiferos y
aves, aunque similares, llevé a los genomas de los ultimos a adquirir una
mayor concentracion de GC tanto en las secuencias de ADN no codificantes
como en la tercera posicién de los codones (Thiery et al. 1976; Bernardi et
al. 1988). Si bien estos hallazgos fueron hechos hace mas de 20 afios, los
resultados actuales confirman los mismos.
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Figura 7. Correlacion entre el GC; de genes ortdlogos de humano contra a) vaca, b) ratdn, c) pollo y d) Xenopus. N representa el
numero de genes ort6logos (tomada de Bernardi , 2000).

En términos de composicién de bases, el genoma de los vertebrados
homeotermos pareceria de hecho comprender el paleogenoma,
caracterizado por isocoros de bajo contenido en GC, y que no ha cambiado
en composicion relativa a los isocoros correspondientes en los vertebrados
de sangre fria, y un neogenoma, caracterizado por isocoros que se han
vuelto ricos en GC (Bernardi 1989). Por revisién, ver (Bernardi 2004). El
incremento en GC de los vertebrados de sangre caliente afecta solo
aproximadamente una tercera parte del genoma, que contiene, sin embargo,
al menos, dos terceras partes de los genes. De hecho, como ya se ha
mencionado, la concentracién de GC aumenta en paralelo a la concentracién
de genes (figura 3).

Las transiciones composicionales menores ocurrieron tanto entre
vertebrados de sangre caliente como fria. En el primer caso, las transiciones
separaron algunos érdenes de mamiferos y familias (Thiery et al. 1976;
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Bernardi et al. 1988). Un caso especial es el de los muridos, cricétidos vy
espalacidos, que difieren mucho de otros roedores, asi como también de la
mayoria de los mamiferos investigados. Efectivamente, en esos genomas se
observa una distribucién mas angosta a nivel de los fragmentos de ADN, lo
que estd acompanado por el mismo fendmeno cuando se observa la
distribucidn de GCs (Salinas et al. 1986; Mouchiroud et al. 1988). Dentro de
los vertebrados de sangre fria, se han observado varias transiciones
composicionales (Bernardi 1990; Bernardi 2004).

TRANSICIONES COMPOSICIONALES GENOMICAS

Se han postulado dos posibles explicaciones para las transiciones
composicionales. La primera, originalmente propuesta para entender las
diferentes composiciones de los genomas de procariotas, es que los
patrones composicionales (o0 composiciones gendmicas) cambian debido a
mutaciones direccionales ocasionadas por un sesgo en las enzimas de
replicacidn y reparacion (Sueoka 1961; Freese y Strack 1962; Sueoka 1988;
Sueoka 1992).

Esta explicacion se apoya en la existencia de una cepa mutante de
Escherichia coli, la cepa mutT (Cox y Yanofsky 1967), la cual posee una tasa
de mutacion 1000 veces mayor al nivel espontaneo en cepas salvajes.
Ademas induce solamente transversiones A — C, lo cual se ha reportado que
causa un aumento en el GC de 0,3% luego de 1200 - 1600 generaciones.
Esta evidencia de cambio instantdneo deberia, sin embargo, ser tomada con
mucha cautela, dado que la diferencia en el porcentaje reportado se
encuentra dentro del error del experimento. Ademas, las mutaciones
direccionales reportadas en cepas mutantes parecen concentrarse en sitios
predilectos muy limitados (Yanofsky et al. 1966; Nghiem et al. 1988; Wu et
al. 1990) y es, por lo tanto, poco probable que sea debido a ellas que se
produce el cambio composicional completo. En cualquier caso, para que esta
explicacidén resultara satisfactoria, deberia proveerse evidencia de que los
genomas con estos cambios resultan al menos igual de aptos que los no
cambiados. Esta evidencia es muy poco probable que se consiga debido al
abrumante efecto del alto nivel mutacional.

La ausencia de evidencia directa no excluye per se la hipdtesis del
sesgo mutacional. Sin embargo, existen otros problemas con esta teoria.
Algunos de ellos son de -caracter natural, otros, se encuentran
especificamente asociados a las transiciones composicionales en
vertebrados. Para comenzar, la hipoétesis del sesgo mutacional implica que
los cambios composicionales son irrelevantes (neutrales) en lo que concierne
a la organizacion, funcién y evolucidn del genoma y por lo tanto este se
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encuentra a merced de la mutacion causada por los sistemas de replicacion
y reparaciéon del ADN. Sin embargo, por lo expuesto mas arriba esto no
puede ser facilmente aceptado si se considera la correlacién entre la
composicion de bases y la estructura del ADN, su importancia funcional y
que los cambios composicionales en el genoma estan acompanados por
cambios en el uso de codones, llegando a niveles extremos de sustitucion
(Osawa et al. 1987) y por cambios en la composicién de aminoacidos en las
proteinas codificadas. Por estas razones, es dificil de aceptar la
interpretacion de que las diferencias en la composicion de los genomas
bacterianos es esencialmente debida al sesgo mutacional como fue
originalmente propuesto (Freese y Strack 1962).

Otro argumento general en contra de la hipdtesis del sesgo mutacional
es que la distribuciéon de los niveles de GC de genomas decrece desde
bacterias hacia protistas, y luego baja hacia invertebrados y asi hacia
vertebrados de sangre fria y luego caliente (Bernardi 1990), indicando que la
composicion de bases del genoma se encuentra ciertamente no derivando en
forma libre entre los seres vivos. De hecho, la composicién de bases parece
estar mas relacionada a la variedad de entornos intra y extrecelulares del
organismo en consideracion. En vertebrados, cuanto mayor la homeostasis,
mas angosto el espectro de GC exhibido por los genomas de las diferentes
especies.

Existe otro problema importante para la hipétesis del sesgo mutacional
en vertebrados. De hecho, como se puede observar en la figura 6, las
mutaciones de las maquinarias de replicacion y reparacién que llevarian a un
sesgo mutacional de AT — GC, deberian haber ocurrido solamente dos veces
en forma independiente en la evolucién de los vertebrados, a saber, en los
linajes de reptiles que dieron lugar a mamiferos y aves, pero nunca en
ninguna de las otras numerosas familias de vertebrados de sangre fria, dado
que ninguna otra dio lugar a genomas con las caracteristicas de los de
vertebrados de sangre caliente. Ademas, las dos series de eventos
mutacionales dieron lugar solamente a cambios en los isocoros que habrian
de formar el neogenoma en mamiferos y aves y no en los isocoros mas
abundantes ("paleogenoma") de los vertebrados de sangre caliente. Por
ultimo, de esta hipotesis se desprende que una vez alcanzado el nivel de GC
de las diferentes familias de isocoros ricos en GC, éstos fueron mantenidos a
través de un sesgo mutacional diferente al que les diera origen. Este
escenario que involucra procesos que afectan a miles de isocoros fisicamente
separados dentro de cada genoma, es muy improbable que ocurriera
escencialmente a través del sesgo mutacional. De hecho, la idea de que
estructuras cromatinicas diferentes en diferentes regiones del genoma
podrian llevar a diferentes direcciones en el sesgo mutacional, asi como que
las actividades transcripcionales diferenciales podrian llevar a varios niveles

de sintesis de ADN reparador fue desarrollada por Sueoka (Sueoka 1988).
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Sin embargo, esta teoria no explica por qué ocurrio el incremento original en
GC en los ancestros de mamiferos y aves. Los problemas recién
mencionados también vuelven improbable que cambios en las
concentraciones de precursores de nucleotidos en la linea germinal (Wolfe et
al., 1989; Eyre-Walker, 1992) pudieran ser responsables de la formacién de
isocoros ricos en GC en vertebrados de sangre caliente (Bernardi et al.
1988; Wolfe et al. 1989; Eyre-Walker 1992).

LA HIPOTESIS SELECCIONISTA

La segunda explicacién para las transiciones composicionales en los
genomas (como la transicion mayor que ocurrid en los genomas de los
vertebrados) es que las mutaciones direccionales se fijan a través de la
seleccion positiva operando a nivel de los isocoros. De acuerdo a esta
explicacidén, el sesgo mutacional solo provee el mecanismo para el cambio
composicional, y luego la seleccion controla los niveles composicionales de
los mismos. En general, las ventajas selectivas asociadas con los patrones
composicionales de los genomas pueden ser poco claras, debido a que los
patrones son causados por varios factores diferentes cuyos efectos
individuales son muy dificil, sino imposibles de aislar. No es posible proveer
ninguna explicacion para los cambios menores que ocurrieron en los
genomas de vertebrados de sangre fria y caliente; aunque el patrén
composicional mas estrecho que muestran algunos roedores, como la rata,
el ratéon y el hamster, podrian corresponder a relajaciones parciales de las
restricciones composicionales operando sobre los isocoros de alto contenido
en GC.

Este problema puede, sin embargo solucionarse en algunas
situaciones. Se podria identificar una ventaja selectiva si la misma es
dominante y si puede ser evaluada contra un genoma blanco adecuado, una
condicidn que se cumple en el caso de vertebrados. En este caso la divisidn
principal en patrones del genoma no ocurrid en un paso principal en la
evolucidon organismica, como la transicidn de anamniotes a amniotes o de
peces a tetrapodos, o en forma gradual durante la evolucidn peces —
anfibios — reptiles — vertebrados de sangre caliente, sino que ocurrid sola y
precisamente en la transicién de vertebrados de sangre fria hacia caliente.
Esto sugiere que el principal factor en el cambio de patrones
composicionales del genoma podria estar relacionado con la temperatura
corporal. Esta sugerencia no solo provee una explicacion al hueco dejado por
la hipotesis de sesgo mutacional sino que ademas puede ser testeada.

El incremento en GC en los genomas de vertebrados de sangre
caliente tiene sentido en lo que respecta a las ventajas selectivas porque
determina moléculas de ADN, ARN y proteinas termodinamicamente mas

estables (Bernardi 1986). De hecho, el aumento en GC incrementa la
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estabilidad del ADN no solamente en soluciones diluidas sino también en
cromosomas como puede observarse con el bandeo R y T, dos técnicas que
muestran que el ADN rico y muy rico en GC es mas estable frente a la
desnaturalizacion respecto a los ADNs de bandas G. La riqueza en GC
también incrementa la estabilidad del ARN, debido a que aumenta la
cantidad de estructuras secundarias que vuelven mas estable a los
transcriptos. Por ultimo, aumenta la estabilidad térmica de las proteinas
codificadas, ya que lleva a un incremento en aminodacidos que la acrecientan
(como alanina y glicina) y un decremento de los niveles de aminoacidos que
la disminuyen (como lisina y serina). Sin embargo, a esta vision clasica del
grupo de Bernardi, se le oponen algunos resultados recientes de estudios a
nivel de aminoacidos, que comparan genomas completamente secuenciados,
tanto a nivel de procariotas como de vertebrados [ver, por ejemplo,(Wang y
Lercher 2010)].

La objecidon de que algunas bacterias termofilicas tienen genomas ricos
en AT, no tiene relevancia para la hipotesis de la temperatura corporal, ya
que las comparaciones entre genomas bacterianos termofilicos y mesofilicos
no estan garantizadas cuando las especies que se consideran estan
separadas por distancias filogenéticas enormes (por ejemplo cuando se
compara Eubacteria con Arquebacteria) y cuando exhiben también enormes
diferencias en la fisiologia celular (Musto et al. 2005; Musto et al. 2006). Lo
mismo ocurre con los genomas de organelos, en los cuales pueden
predominar otras ventajas selectivas. Ademas la estabilidad termodinamica
de los genomas podria ser debido no simplemente al aumento en GC sino
ademas a la metilacién del ADN o las interacciones ADN - proteinas.

Un argumento independiente en consonancia con esta sugerencia es la
similaridad composicional entre genomas de mamiferos y aves, dos clases
de vertebrados homeotermos caracterizados por tamafos gendmicos
distintos y que aparecieron en tiempos geoldgicos diferentes (> 200 vy
aproximadamente 150 millones de afos atrds, respectivamente). Otro
argumento puede ser la fuerte heterogeneidad entre isocoros de plantas
originarias de climas aridos (como trigo y maiz) y la pobre heterogeneidad
composicional en isocoros de plantas de climas templados (Salinas et al.
1988; Matassi et al. 1989; Montero et al. 1990). En sus patrones
composicionales las primeras se parecen a los vertebrados de sangre
caliente y las Ultimas a los de sangre fria. Bajo la hipdtesis de sesgo
mutacional, todas estas similaridades deben ser vistas como simples
coincidencias.
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COMPOSICION, ESTRUCTURA Y FUNCION

En los ultimos 15 afios, la disponibilidad de secuencias completas de
genomas reposicioné los estudios de composicidn en el campo de la
gendmica, y la variable aparentemente anticuada del contenido en GC, ha
cobrado un rol protagdénico en una gran cantidad de nuevas aplicaciones
como por ejemplo la transferencia horizontal de genes. Al mismo tiempo, le
dio un nuevo marco a los debates histéricos tales como la evolucién del
contenido en GC [véase, por ejemplo (Hurst et al. 2004; Woodfine et al.
2004; Mijalski et al. 2005; Singer et al. 2005; Sproul et al. 2005; Costantini
y Bernardi 2008).

La relacion de las propiedades composicionales con procesos genéticos
fundamentales como la expresidn génica, la replicacion y la recombinacién
ha sido ampliamente estudiada principalmente a nivel génico o de region
(Saccone et al. 2002; Bolzer et al. 2005; Goetze et al. 2007). Por ejemplo,
la relacidén entre la expresion de genes y las propiedades composicionales, se
examind utilizando a los primeros como unidad de anadlisis y volumen de
expresion (“houskeeping” frente a genes tejido especificos) y/o niveles de
expresion (medido por SAGE, EST, microarrays), como variables funcionales
(Gierman et al. 2007). Los resultados obtenidos fueron diferentes, inclusive
hasta cierto punto contradictorios, y este hecho obstaculiza una conclusion
general con respecto a la relacién entre la composicidn de nucledtidos vy la
expresion de genes individuales. Sin embargo, el trabajo del grupo del mapa
del transcriptoma humano (HTM) identificé regiones con aumento en la
expresion de genes (Ridges) en nuestro genoma (Goetze et al. 2007). Estas
regiones (o dominios) de genes son densos, ricos en GC, enriquecidos en
elementos SINE y también contienen genes con intrones cortos. Por otra
parte, las regiones con genes débilmente expresadas, se denominan anti-
Ridges, y muestran caracteristicas contrarias (Saccone et al. 2002;
Chakalova et al. 2005). Es importante senalar que los Rigdes han sido
descritos también en el genoma del ratéon (Bernardi 2004) y se comprobd
que estaban relativamente conservados en comparacion con el genoma
humano (Costantini y Bernardi 2008). No se sabe si la expresion diferencial
en Ridges y anti-Ridges se debe a la regulacion de genes individuales, o si
pueden ejercer un efecto adicional mecanismos en todo el dominio [para
revisiones, ver, entre otros (Vinogradov 2001; Semon et al. 2005)]. Desde
una perspectiva estructural, los Ridges son en general menos condensados,
de forma mas irregular y mas cercanos al centro nuclear que los anti-Ridges
(Bolzer et al. 2005). Todas estas caracteristicas estdan de acuerdo con
trabajos anteriores de Bernardi y sus colegas que mostraron que en los
mamiferos, los isocoros ricos en GC contienen un numero significativamente
mayor de genes que las regiones mas pobres en GC (Bernardi 2004; 2007).
Por otro lado, el ciclo de replicaciéon también se asocié con la heterogeneidad
composional, ya que las regiones ricas en GC tienden a replicarse antes
durante la fase S [para revisiones recientes ver (Costantini y Bernardi 2008;
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Hiratani et al. 2009)]. Ademas, las tasas de recombinacion también se
encontraron aumentadas en regiones ricas en GC del genoma humano
(International HapMap Consortium 2007).

Los cromosomas individuales no se encuentran organizados al azar en
el nucleo, sino que ocupan zonas discretas y parecen ser casi inmoviles
durante la mayor parte de la interfase. La organizacién espacial de los
cromosomas en territorios cromosdmicos constituye una propiedad basica de
la arquitectura nuclear (Cremer y Cremer 2010). Las disposiciones de orden
superior de la cromatina pueden, en primer lugar, reflejar las limitaciones
geométricas, que obviamente, afectan la distribucion 3D de territorios
cromosOmicos mayores y menores comprimidos en el espacio nuclear
(Neusser et al. 2007). Ocasionalmente, sin embargo, patrones de
proximidad reunidos por azar, pueden haber proporcionado propiedades
funcionales ventajosas y en consecuencia se vieron favorecidos por la
seleccion natural. La busqueda de ensamblajes de cromatina no aleatoria,
los mecanismos responsables de su formacidn y sus implicaciones
funcionales son uno de los principales objetivos de investigacion de la
arquitectura nuclear. Esta busqueda se encuentra todavia en sus comienzos
(Cremer y Cremer 2010). Aunque los cromosomas son relativamente
estables, los dominios de la cromatina estdan sujetos al movimiento
browniano y pueden extenderse mucho mas alla de los bordes del territorio
de su cromosoma. Estos dominios cromosomicos pueden ejercer una
influencia general de activacidn o resultar atenuantes en los genes
embebidos en ellos. Los dominios de la cromatina que se replican juntos
contindan asociados en todo el ciclo celular. Es razonable suponer la
participacion de las interacciones entre dominios de la cromatina nuclear y
las estructuras subyacentes, como la lamina nuclear, nucleolo y la matriz
nuclear (Goetze et al. 2007). Los dominios densos en genes estan colocados
hacia el interior del nucleo (Saccone et al. 2002; Bolzer et al. 2005; Goetze
et al. 2007). Goetze et al. (2007a y b) analizaron las propiedades
tridimensionales (3D) especificas de dominios Ridge y anti-Ridge en
diferentes tipos de células y observaron que los primeros son menos
condensados y estdn mas profundamente situados en el nlcleo en
comparacion con los segundos, independientemente del tipo celular.

De lo dicho anteriormente, se desprende que el contenido en GC, la
densidad de genes, la posicién nuclear y la actividad transcripcional se
correlacionan con el ciclo de replicacion. Las RNA polimerasas II (Pol II) no
se distribuyen homogéneamente en todo el nucleoplasma, sino que se
concentran principalmente en focos altamente enriquecidos, conocidos como
fabricas de transcripcidon (Cseresnyes et al. 2009). La transcripcién de genes
se produce en impulsos a determinadas frecuencias, y la modulacién de la
expresion puede producirse por cambios en la probabilidad de que un gen se
transcriba. Es interesante observar que los transgenes idénticos integrados
en diferentes regiones cromosdmicas llegan a adquirir niveles de expresién
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que se correlacionan fuertemente con los niveles de expresion de las zonas
de la integracion (Gierman et al. 2007). Los genes activos tienden a
replicarse a comienzos de la fase S mientras que los genes inactivos tienden
a hacerlo mas tarde (Chakalova et al. 2005). Sin embargo, muchos genes
altamente expresados se replican hacia el final de la fase S y muchos genes
inactivos se replican en forma temprana. La disrupciéon y ensamblaje de la
cromatina que se produce durante la replicacién y transcripcion podria
proporcionar una ventana de oportunidad para alterar las modificaciones
epigenéticas y el estado en la expresion de los genes.

Aunque las propiedades composicionales del ADN han sido estudiadas
y relacionadas con diferentes procesos nucleares, el enfoque utilizado hasta
la fecha ha considerado generalmente a los cromosomas como simples
andamios del ADN sin propiedades particulares. En general, estos analisis
muestran las diferencias en GC entre los cromosomas y se han centrado en
las caracteristicas y la distribucién de isocoros. Por otra parte, aun falta un
examen sistematico de las diferencias y similitudes en la composicidn entre
los cromosomas como entidades evolutivas, considerando aspectos
estructurales y funcionales. Es conocido que los cromosomas se diferencian
en varias propiedades composicionales ya que poseen diferentes tamafios y
formas (en relacidn con la posicion del centromero), muestran diferentes
perfiles de composicidn, se encuentran en diferentes partes del nucleo,
muestran diferentes densidades de genes, niveles de transcripcién, ciclo de
replicacidén, tasas de recombinacion. Sin embargo no se ha conducido a la
fecha un analisis comparativo de las propiedades composicionales y de sus
conexiones con aspectos funcionales tomando en cuenta todo el cromosoma.

EL USO DE CODONES

El cédigo genético es, con sélo algunas excepciones, el mismo en
todas las especies. Por otra parte, con exclusion de la Met y el Trp, todos los
aminoacidos son codificados por mas de un codoén. Sin embargo, los tripletes
sindnimos no son utilizados al azar, incluidos los codones 'stop' (Grantham
et al. 1980). Para los organismos unicelulares el patrén general (el uso de
codones de cada especie cuando todos los genes se consideran
conjuntamente) se acepta como el resultado del sesgo mutacional (que
puede ser hacia GC o AT) y la seleccion natural actuando a nivel de la
traduccion. Por ejemplo, en Escherichia coli, Bacillus subtilis vy
Saccharomyces cerevisiae, el uso de codones sindnimos estd claramente
relacionado con la abundancia relativa de los ARNt isoaceptores, y la
correlacion es muy fuerte para las secuencias altamente expresadas, que
tienden a utilizar con mayor frecuencia los llamados codones mayores. Por el
contrario, los genes de baja expresién tienden a mostrar un uso mas
aleatorio de los codones sindnimos. Ademas, entre las especies con
composicion gendmica muy sesgada las opciones de uso de codones
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sindnimos parecen ser determinadas principalmente (o exclusivamente) por
las presiones mutacionales; aunque se han observado excepciones en
organismos altamente sesgados en su composicion como Plasmodium
falciparum (Musto et al. 1999; Peixoto et al. 2004) o Entamoeba histolytica
(Romero et al. 2000). En otras palabras, el uso de codones alternativos
puede ser modelado por sesgos en las tasas de mutacion entre las bases,
por la seleccion natural en el uso de codones traduccionalmente éptimos
para maximizar la tasa de eficiencia de la traduccidon, o por una combinacién
de estos dos procesos [para revisiones, ver (Sharp y Matassi 1994; Sharp et
al. 1995; Akashi y Eyre-Walker 1998; Akashi 2001; Ermolaeva 2001)].

Entre las especies multicelulares, se encuentran diferentes patrones.
Por ejemplo, en Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster, que se
caracterizan por una amplia variacion en el uso de codones, los factores que
lo determinan son casi idénticos a los de las especies unicelulares antes
mencionadas. De hecho, se ha demostrado que en estos dos organismos
existe un subconjunto de codones que son utilizados preferentemente en los
genes que muestran un fuerte sesgo (Shields et al. 1988; Stenico et al.
1994). Ademas, Duret y Mouchiroud (Duret y Mouchiroud 1999) a través del
analisis de ESTs demostraron que la frecuencia de los codones preferidos
estd positivamente correlacionada con el nivel de expresion génica. La
seleccion de sitios silenciosos a nivel de la traduccién también se ha
reportado como uno de los principales factores que determinan el uso de
codones en las plantas Zea mays y Arabidopsis thaliana (Fennoy y Bailey-
Serres 1993; Chiapello et al. 1998; Duret y Mouchiroud 1999).

Entre los vertebrados parecen ser evidentes dos patrones. En primer
lugar, en los vertebrados de sangre fria, donde, como se ha dicho, la
heterogeneidad intragendmica en el contenido en GC es baja, se ha
demostrado que, aunque el principal factor que determina la preferencia de
los tripletes es la media para cada gen del contenido en GC de la tercera
posicién de los codones (GCs), el segundo factor principal es la seleccion
natural para maximizar la tasa de traduccidén. Esto se determind a partir de
la observacion de que las secuencias altamente expresadas muestran un
patron diferente de uso de codones respecto a los genes de baja expresion.
Este efecto ha sido detectado en Xenopus laevis (Musto et al. 2001) y en
peces de la familia Cyprinidae (Romero et al. 2003). Es interesante observar
que en los peces, varios de los supuestos codones Ooptimos para la
traduccion son los mismos que en el sapo, a pesar del largo tiempo
transcurrido desde la separacion de estas especies desde su ultimo ancestro
comun (Romero et al. 2003). Una situacién diferente se encuentra entre los
vertebrados de sangre caliente, donde el genoma es composicionalmente
muy heterogéneo (Bernardi 2000). Esta compartimentacion composicional
tiene una gran influencia en el uso de codones, la que es evidenciada por las
fuertes correlaciones que existen entre los valores medios del contenido en
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GC de las diferentes posiciones de los codones de cada gen y los isocoros en
el que los mismos estan insertos (Mouchiroud et al. 1991). Esto lleva, como
se ha seflalado, a que un gen situado en un isocoro pobre en GC mostrara
valores de GCsz (y con menos fuerza, también en GC, y GC;) bajos (y, por
consiguiente, un uso de codones sesgado hacia A y T), mientras que lo
opuesto es cierto en el caso de un gen ubicado en un isocoro rico en GC.
Ademads, para estas especies se ha sugerido que algunos sitios sindnimos
estan bajo presion selectiva, probablemente debido a las restricciones que
actian en elementos reguladores incorporados en los exones (Blencowe
2000; Hurst y Pal 2001; Willie y Majewski 2004). Por ultimo, existen algunos
indicios que sugieren que la seleccién en la traduccién podria influir en el uso
de codones en el genoma humano, aunque su contribucion seria, sin duda,
muy baja (Urrutia y Hurst 2003; Comeron 2004; Plotkin et al. 2004).

USO DE AMINOACIDOS EN EL GENOMA HUMANO

En las diferentes especies los aminoacidos no se utilizan con la misma
frecuencia. Esto no se debe solamente a las diferencias fisicoquimicas entre
ellos, sino también a varios otros factores. Usando analisis multivariados
varios articulos han demostrado que cuando diversos procariotas se estudian
juntos (analisis intergendmico) el nivel de GC de las especies es la primera
tendencia que determina la composiciéon global de las proteinas, mientras
que el segundo eje las divide segun la temperatura optima de crecimiento
[véase por ejemplo (Singer y Hickey 2000; Kreil y Ouzounis 2001; Tekaia et
al. 2002; Lobry y Chessel 2003; Suhre y Claverie 2003; Naya et al. 2004)].
Es importante destacar que la influencia del contenido en GC gendémico en la
composicion media de aminoacidos se ha demostrado previamente en varios
procariotas totalmente secuenciados (Lobry 1997). En otras palabras, las
especies caracterizadas por niveles bajos de GC exhiben una frecuencia mas
alta de aminoacidos codificados por los codones ricos en AT en primera y
segunda posicion (como Lys, Ile, Phe, Asn), mientras que los procariotas que
exhiben niveles altos de GC gendmico muestran una ocurrencia mas alta de
residuos codificados por los codones ricos en GC en esas posiciones, como
Gly, Ala, Arg y Pro. Ademas de esta tendencia, las proteinas de
hipertermoéfilos muestran un sesgo fuerte para el uso de los residuos
cargados (Asp, Glu, Lys, Arg) a expensas de los residuos polares (Asn, GIn,
Ser, Thr). Por otra parte, los analisis intragendmicos han sugerido que los
factores como hidrofobicidad, expresividad, aromaticidad (Lobry y Gautier
1994; Rispe et al. 2004), posicion respecto a la hebra lider o retrasada de la
replicacién (Rocha et al. 1999) y costo metabdlico (Akashi y Gojobori 2002),
juegan un papel en la composicion de aminoacidos global de cada especie. A
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nivel de eucariotas, se han hecho varios estudios, principalmente en
especies unicelulares [véase por ejemplo (Garat y Musto 2000; Chanda et al.
2005)]. Los factores principales que explicaban la variabilidad entre las
proteinas eran el sesgo composicional (principalmente en Plasmodium
falciparum, que tiene un GC gendmico de solamente 18% (Pollack et al.
1982), el contenido de Cys (en Giardia lamblia) y peso molecular medio,
hidropatia, aromaticidad y expresividad de cada gen (en las dos especies).
Por lo tanto, parece ser que entre las especies unicelulares, la composicion
gendmica, los factores antedichos, junto con las frecuencias medias de
algunos aminoacidos [entre los que Cys parece ser importante, ver también
(Zavala et al. 2002)], constituyen tendencias universales que forman la
arquitectura de las proteinas; mientras que la temperatura Optima del
crecimiento aparece como factor muy importante para los procariotas.

El uso de aminoacidos en el genoma humano (y probablemente de
todos los homeotermos) se encuentra limitado por la presencia de isocoros
(D'Onofrio et al. 1991). Debido a la relacién lineal entre el nivel de GC de las
posiciones del coddén y el GC de los isocoros donde se encuentran, tanto el
uso de codones como la composicion de aminoacidos son diferentes para
proteinas codificadas por genes localizados en isocoros con niveles de GC
distintos. Otra restriccion importante para la utilizacion diferencial de
aminoacidos pareceria ser la estructura de dominios de la proteina donde la
conservacion es muy alta (Moses y Durbin 2009). La frecuencia de
sustitucidén de bases, asi como inserciones y deleciones es mas acentuada en
los extremos de los genes permitiendo una evolucién mas acelerada de las
secuencias en los extremos de las proteinas (Yang et al. 2009). Existe
ademas una correlacion positiva entre el GC3 de los genes y la hidropatia de
las proteinas codificadas (D'Onofrio et al. 1999). El analisis de proteinas
humanas donde se conocia la estructura cristalografica y la secuencia de
bases, reveld que existen diferencias significativas en la composicién en la
tercera posicion del coddn en regiones codificando para distintas estructuras
secundarias (D'Onofrio et al. 2002). Estas diferencias son mas marcadas en
genes con alto contenido en GC. Sin embargo, la segunda posicion del codon
parece ser especialmente importante en la determinacién de las diferentes
estructuras secundarias (Chiusano et al. 2000).
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HIPOTESIS

En base a los antecedentes mencionados nos planteamos las siguientes
hipotesis de trabajo:

A la luz de los datos actuales, con varios genomas completamente
secuenciados podrian no sustentarse todos los aspectos del modelo de
isocoros.

Los cromosomas son unidades de seleccion y las caracteristicas
composicionales demostradas a nivel de genes y regiones del genoma se
mantienen y podrian acentuarse cuando se observan a escala cromosdmica.

Los principales factores que modelan el uso de codones y aminoacidos en el

genoma humano tienen relacidon con los aspectos composicionales vy
estructurales de sus estructuras subyacentes.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

Estudiar la composicion del genoma humano, y su comparacién con otros
vertebrados, tanto homeotermos como poiquilotermos.

Estudiar la vinculacion de la composicién del genoma humano con el uso
de codones sindnimos y uso de aminoacidos.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la presencia de variaciones composicionales regionales en el
genoma humano a través del analisis de sus secuencias.

Determinar la existencia de familias de isocoros

Desarrollar herramientas de software capaz de realizar estudios sobre la
presencia de isocoros y familias de isocoros en secuencias de ADN. Asi
como herramientas de software para analisis composicional general.
Desarrollar un portal web asociado a una base de datos sobre isocoros
para compartir los estudios con la comunidad cientifica a través de
interfases graficas y web services con soap y xml.

Estudiar las principales tendencias en el uso de aminoacidos en el
genoma humano

Estudiar las principales tendencias en el uso de codones en el genoma
humano
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MATERIALES Y METODOS:

ANALISIS COMPOSICIONAL DE GENES

La base de datos para analizar las correlaciones composicionales de los
genes, se obtuvo a partir de la combinacién de la coleccidon curada de Refseq
(27.000 secuencias) con aproximadamente 30.000 genes putativos
mapeados en la versidn 35 del genoma humano obtenidos del portal de
Ensembl (ftp://ftp.ensembl.org/pub/current human/data/fasta/cdna/).

Se realizaron blasts reciprocos entre ambas bases de datos,
descartando alineamientos que mostraron una identidad menor al 98,5 %.
Asi, se consiguié depurar una base con 7.800 genes.

HETEROGENEIDAD EN CROMOSOMAS HUMANOS

El genoma humano completo version 36.1 se descargé del NCBI en
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/. Un conjunto de 20.094 secuencias de
genes y referencias de secuencias del genoma humano versién 36,1 se
descargaron del sitio ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/CCDS/ NCBI. El proyecto
CCDS es un esfuerzo de colaboracion para identificar un conjunto basico de
proteinas humanas codificadas en regiones anotadas en forma segura. La
localizacion en el cromosoma de cada gen, asi como la estructura exon-
intron se obtuvieron de este conjunto de datos. Las regiones flanqueantes
fueron consideradas como las regiones 25 kb antes del codén de inicio mas
la regién 25 kb luego del coddn de terminacién. Todas las medidas de
contenido de GC se realizaron con un software desarrollado internamente.

La localizacion nuclear de los cromosomas fue tomada de (Bolzer et al.
2005).

DATOS DE EXPRESION

Los datos de expresidon se descargaron de “Human Transcriptome Map”
para todos los tejidos normales medidos por SAGE
(http://bioinfo.amc.uva.nl/HTMseq/controller)

DATOS DE RECOMBINACION
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Las frecuencias de recombinacién se obtuvieron del HapMap
(Consorcio Internacional HapMap, http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/).

INDICE ARMONICO DE MASA

El indice armdénico de masa (HMI) es una medida de similitud de dos
distribuciones dadas (Hinloopen 2005) y se puede observar como la
superficie total delimitada por la diagonal y la curva en un PP-plot (gréfica
de probabilidad para evaluar cuanto coinciden dos conjuntos de datos).

METODO DE CLUSTERING

El analisis de cluster jerarquico se realizd mediante la funcién "hclust"
del lenguaje estadistico "R" (R Team. 2008). La relacion completa resulto el
método preferido ya que encuentra agrupaciones muy similares, a pesar de
que otros métodos tales como "Ward" o "McQuitty" exhiben imagenes
conceptualmente similares.

ANALISIS DE USO DE CODONES Y BUSQUEDA DE ISLAS CpG EN EL GENOMA
HUMANO

Las secuencias de ADN fueron descargados de la base de datos
UniGene (Ftp.ncbi.nlm.nih.gov repositorio / / UniGene). Fueron conservadas
un total de 11.657 secuencias completas y no redundantes. El analisis de
correspondencia de uso de codones (CoA), la frecuencia de los codones
terminados en G y C (GCs), y el uso relativo de codones sinénimos (RSCU)
(Sharp et al. 1986) se calcularon utilizando el programa CodonW, escrito por
John Peden obtenido de http://codonw.sourceforge.net/. Los genes que
mostraron los valores mas extremos de acuerdo con el segundo eje del CoA
se localizaron en los cromosomas respectivos utilizando la opcidon de BLAST
en la base de datos ENSEMBL [www.ensembl.org (Hubbard et al. 2005)].
Los resultados con los valores de e mas bajos fueron elegidos sélo para los
casos < 1073 y con una longitud > a 150 nucleétidos. RSCU es la frecuencia
observada de un coddn, dividido por la frecuencia esperada si todos los
sindnimos que codifican el aminoacido se utilizan por igual, por lo que
valores de RSCU cercanos a 1,0 indican ausencia de sesgos para el uso de
ese codon.

ANALISIS DE AMINOACIDOS EN LAS PROTEINAS DEL GENOMA HUMANO

El genoma humano completo version 35 se descargdé de NCBI en
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/. Un conjunto de 14.815 secuencias de
genes junto con sus referencias del genoma humano se descargé desde el
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CDS consenso (CCDS) en el sitio ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/CCDS/ de
NCBI.

El uso de aminoacidos y el analisis de correspondencia fueron
calculados utilizando el programa CodonW (ver mas arriba).

El contenido de GC de las regiones circundantes (que nuevamente fue
considerada como la regién 25 kb antes del codén de inicio mas la regién 25
kb después del codén de terminacion) se calculé para cada gen.

Las frecuencias de las diferentes estructuras secundarias dentro de
cada proteina se estimaron usando el programa PSI-Pred (Jones et al. 1999)
instalado localmente contra una base de datos de 76.726 proteinas. La
longitud minima (de una a hélice y de una hoja B) se establecieron en seis y
cuatro aminoacidos consecutivos respectivamente (Garnier et al. 1978). El
nivel de hidropatia de cada proteina se calculd de acuerdo a la escala de
Kyte y Doolittle (Kyte y Doolittle 1982). Las proteinas de membrana fueron
seleccionadas de acuerdo con la clasificacién del sitio de ontologia de genes
(www.geneontology.org/).
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RESULTADOS Y DISCUSION

ALGORITMOS Y HERRAMIENTAS DESARROLLADOS

Durante el transcurso de esta tesis se crearon algoritmos vy
herramientas de interpretacion y explotacidon de resultados. Se desarrollaron
herramientas novedosas capaces de mostrar nuevas caracteristicas del
material de estudio con el objetivo de capitalizarlas a través de modelos que
expliquen la estructura y dinamica del genoma de los vertebrados.

El primer objetivo perseguido fue el de desarrollar una herramienta de
software capaz de realizar estudios sobre la presencia de isocoros y familias
de isocoros en secuencias de ADN.

ISOCHORE PROFILING TOOLS (IPT)

A partir del objetivo anteriormente mencionado, se comenz6 por
desarrollar un algoritmo capaz de determinar secuencias largas de ADN
composicionalmente homogéneas tomando datos de la secuencia de los
genomas. El algoritmo consiste, en forma esquematica, en un motor que
recorre el genoma que se estd analizando a través de una ventana no
solapante de tamano “V”, generando fragmentos caracterizados por su
contenido en GC y su posicidon en el genoma. Esta lista de trozos que se
generan, son tomados por el siguiente paso del algoritmo, el cual integra el
fragmento a una clase superior que contienen una nueva lista ordenada de
los mismos llamada “superfragmento”. El nuevo trozo es incluido en la lista
si cumple con el siguiente criterio: el GC del fragmento a integrar no debe
ser mayor que el GC del elemento con menor porcentaje de GC mas un valor
“P” de tolerancia, y el GC del fragmento a integrar no es menor que el GC
del elemento con mayor porcentaje menos el valor “P” de tolerancia. Asi
comienza a crecer el superfragmento adicionando los trozos generados por
el motor del algoritmo. Una vez que un fragmento en la lista no cumple con
el criterio de inclusién, se evalua el tamafio del superfragmento contra otro
parametro “L“ que identifica el largo minimo del superfragmento para ser
considerado un “fragmento largo homogéneo”, (considerando el largo del
fragmento como la suma de los largos de los fragmentos que constituyen su
lista miembro). Si el superfragmento no es lo suficientemente largo se lo
considera como un superfragmento perteneciente a la clase heterogénea, si
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su largo es mayor o igual a L, comienza una nueva fase del algoritmo, la de
retroextension. Esta consiste en la adicion al superfragmento compuesto por
elementos [nl..nn] del elemento n-1 perteneciente al superfragmento
anterior (siempre y cuando se cumplan 2 condiciones: 1) exista un
superfragmento anterior, 2) el fragemento n-1 cumpla con el criterio de
inclusién). Si estas 2 condiciones se cumplen, el elemento n-1 pasa a ser el
elemento nl1 del fragmento actual y comienza un nuevo paso de
retroextension. La retroextensidén potencia la capacidad de un
superfragmento de captar elementos y asi genera superfragmentos
homogéneos mas largos (figura 8).

El algoritmo se programé en C#, un lenguaje de alto nivel orientado a
objetos y se implementd a través de tres interfases, GUI (Grafical User
Interfase), WEB y WEBSERVICES, generandose asi un sitio web capaz de
bridar servicios en el analisis de isocoros en secuencias de ADN.

El conjunto de programas generados extienden las capacidades
inicialmente previstas incluyendo funcionalidades para mapeo composicional
de genomas como se muestra en la figura 9. Se les dio el nombre de gIPT a
la implementacion GUI (figura 9) y wIPT a la implementacién web. Tanto
gIPT como wWIPT dependen de un motor de base de datos. Para wIPT se
utilizdé SQL server 2000 como motor de base de datos, de la forma
distribuida gIPT se generaron nueve versiones capaces de conectarse con
DB2 6.1 ,DB2 7.1, DB2 8.1, SQL Server 7, SQL Server 2000, Oracle 8.1.7 to
8.x.x, Oracle 9.x.x y Access. La salida de los programas es hacia archivos de
texto separados por comas o al lenguaje estructurado XML que permite
identificar facilmente la estructura del resultado. El sitio web desarrollado se
encontré durante el afio 2005 albergado en http://oeg.fcien.edu.uy/ipt/ vy
tenia 2 areas principales: la de analisis y la de descarga (figura 10). El area
de analisis estaba compuesta por un panel de ingreso de parametros que
invoca a WIPT en forma asincrénica, una vez realizado el analisis wWIPT
reporta el resultado via correo electronico y un panel donde se encuentran
una grilla con enlaces para descarga de analisis ya realizados. El area de
descarga contenia las nueve versiones de gIPT para descargar en formato
comprimido incluyendo un instructivo de instalacidon, asi como algunas
herramientas accesorias.
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[PT - EXCEL CONVERTER

Entre las herramientas accesorias desarrolladas se encuentra el IPT -
Excel converter que toma una salida estructurada XML de wIPT o de gIPT y
crea un archivo Excel con algunos analisis graficos basicos ya predefinidos.
Utilizando las funcionalidades de automation de Excel el programa crea una
hoja de calculo con todos los datos extraidos del archivo y luego a través de
una macro de Excel los analiza, desplegando al usuario final un analisis
basico completo (figura 11).

Figura 11. IPT - Excel converter
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IPT CHART ANALYSER

Otra herramienta desarrollada es el visualizador de superfragmentos
gue permite ver el resultado en formato XML, permitiendo personalizar los
colores, asi como algunas marcas en la salida; por ejemplo variaciones de
determinado rango de GC entre los superfragmentos (figura 12). Esta
herramienta utiliza el archivo XML de salida de IPT y despliega Ia
informacion de acuerdo a un esquema de colores configurable. Asi, es
posible asignar un color a un rango de valores de GC y distinguirlos
facilmente en el grafico. Ademas se puede configurar para que el programa
marque los sitios donde se encuentra una diferencia de contenido en GC
entre 2 fragmentos contiguos, mayor a un valor ingresado. Cuando se hace
click sobre cualquier parte del grafico se despliega una nueva ventana por
encima de la ventana principal mostrando los datos del componente
seleccionado. Entre los datos visualizables se encuentran la composicion del
fragmento y los fragmentos anteriores y posteriores, la cantidad de
superfragmentos que tienen cada uno de ellos y la diferencia en % de GC
entre el fragmento seleccionado y los otros dos. Ademas se provee una
herramienta para avanzar o retroceder hacia el fragmento anterior o
posterior.
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Figura 12. Visualizador de fragmentos marcando diferencias de %GC mayores o iguales a 4%
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IPT CHROMOSOME COMPOSITIONAL BANDING

Otra herramienta desarrollada consiste en el generador de bandeo
cromosOmico por homogeneidad. Se trata de una salida hacia graficos
vectoriales escalables de los datos producidos tras un analisis IPT. Parte de
las ventajas que ofrece son varios niveles de aumento (zoom) en la salida,
gue permiten la visualizacién de pequenas estructuras al detalle, ademas de
brindar una imagen general de las zonas con mayor nivel de homogeneidad,
todo lo cual esta integrado en una pequefa area de pantalla (figura 13). El
bandeo composicional permite distinguir zonas homogéneas (oscuras) de
zonas heterogéneas (claras) en los cromosomas. De acuerdo a los
parametros del analisis, que determinaran el grado de exigencia para
considerar una zona como homogénea se obtienen resultados con distintas
intensidades de oscuro; de forma tal de que cuanto mas relajadas las
condiciones resultardn mas marcadas las bandas homogéneas vy
eventualmente aparecen nuevas bandas antes imperceptibles. En la figura
13 se puede observar el resultado grafico de un analisis donde se relajaron
progresivamente las condiciones de homogeneidad.
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Specie:Homo sappiens

Window size: 10000

Superfragment minimum size:20
Superfragment maximurn variation: 7%

hromosome compositional banding
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Specie:Home sappiens

Window size: 10000

Superfragment minimum size:14
Superfragment maximum varation: 7%
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Figura 13. Bandeo composicional cromosémico del genoma humano. Los parametros fueron: L= 20 P= 7% y a) V
= 25 kb, b) V = 20 kb, ¢) V = 15 kb. d) V = 10 kb Las bandas oscuras representan superfragmentos homogéneos.

GENESURFER

En la actualidad existen excelentes herramientas para la visualizacién
de la composicién del genoma, principalmente en el sitio de ensemble
(www.ensemble.org), donde el contenido en GC se puede evaluar en
diversas regiones del genoma y a distintos niveles de granularidad. Aunque
este sitio es muy Uutil para evaluar la variacidn composicional a nivel
gendmico no es posible analizar las caracteristicas composicionales de
elementos génicos dentro de cada cromosoma, obstaculizando la posibilidad
de estudiar la relacidn entre las caracteristicas gendmicas y génicas. Para
lograr mayor detalle en la exploracion de los cromosomas completos
disponibles y considerando la importancia de localizar las caracteristicas
composicionales observadas de genes a lo largo de ellos, desarrollamos el
software “Gensurfer”. Esta herramienta es capaz de exhibir varias
caracteristicas composicionales de los genes tales como GC medio, GCs
medio, GC medio de intrones, GC medio de la regién del cromosoma donde
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se localiza cada gen (a partir de 10 kb corriente arriba del codén de
iniciacion hasta 10 kb corriente abajo del codén de terminacidén). También es
capaz de mostrar la densidad génica para una localizacion dada del
cromosoma. Gensurfer funciona sobre HTML, una caracteristica que le
permite ser plataforma-independiente. Los datos se almacenan en la base de
datos de los graficos vectoriales (SVG), que es también plataforma
independiente con una amplia gama de plug-ins ya desarrollados para los
navegadores de internet. Para una lista completa de los visualizadores de
SVG y de los kits de desarrollo, se puede consultar el sitio de la fundacién de
SVG en http://www.svgi.org/. La base de datos del Gensurfer fue construida
con la versién 35 de las secuencias consenso de genes humanos (CCDS) que
se pueden obtener de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/, las cuales se
encuentran embebidas en el SVG y pueden ser manipuladas facilmente por
el usuario. Este programa tiene un area de resumen para cada punto en el
cromosoma que muestra las caracteristicas composicionales y los nombres
de los genes cuando el usuario pasa el indicador del ratdén sobre él. Esta es
una manera facil de navegar los cromosomas obteniendo informacion
composicional exacta para los genes (total, discriminando por la posicion del
cododn vy los intrones) y también para la region gendmica circundante (figura
14).

Resumiendo, Genesurfer es una herramienta grafica que reune datos
composicionales con datos posicionales de los genes a lo largo del
cromosoma. Ademas podria, si se desea, ampliar la informaciéon para otra
clase de datos ligados a la localizacién en el cromosoma.
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Figura 14. Captura de pantalla de Gensurfer mostrando a) densidad génica y GC y b) cantidad de intrones y % de
GC;3 y ¢) % de GC del marco 10 kb de los genes para los cromosomas 1 a 4 en los tres casos y detalles de la
region seleccionada en cada imagen que comienza en la posiciéon 50,000,001 y termina en la posicion 50,500,000
del cromosoma 3; y regidén que comienza en la posicion 150,000,001 y termina en la 150,500,000 del cromosoma
1 y region que comienza en la posicion 3,000,001 y termina en la 3,500,000 del cromosoma 4, respectivamente.

GENESURFER - EXPRESSION

Utilizando los datos de GEO, (gen expression Omnibus) curados por el
grupo de Hugo Naya trabajando en el Instituto Pasteur de Montevideo, se
construyd una base de datos relacional y una aplicacién web para poder
analizar los datos. Esta aplicacion web permite la consulta y edicion de todos
los datos contenidos en la base de datos. Permite ademas realizar analisis de
expresion por tejido y analisis generando un histograma de GCs para los
genes componentes separandolos en 3 grupos: tejido especificos,
intermedios y constitutivos.
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Figura 15. Captura de pantalla de pagina web, Genesurfer-expression. En este caso se puede ver la clasificacion de

los genes analizados en una serie para el tejido timo. Para cada grupo de genes se puede ver el perfil de GCs.

Se desarrolld una version de gensurfer capaz de desplegar datos de
expresion sobre los diferentes cromosomas del genoma humano. Esta
version de gensurfer, se utiliza como api de dibujo de pantalla en la
aplicacion web de expresion. Gene surfer expression permite conocer el
indice de expresidn por sector de cromosoma, disciminando entre los 3
grupos de genes (tejido especificos, intermedios y constitutivos). Permite a
su vez comparar el nivel de expresién de estos 3 grupos contra el GC del

cromosoma y su GGCs.
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Tissue: thymus
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EXPLORACION DEL ESPACIO PARAMETRICO DE IPT

Se exploré el espacio paramétrico evaluandose los resultados
obtenidos como porcentaje del genoma retenido como homogéneo vs.
heterogéneo. Se fijé el tamafo de ventana en 10 kb y se varié el tamafo
minimo de superfragmento considerado como homogéneo entre L = 20 kb y
L = 500 kb tomando 7% como parametro P. Luego se fijé el tamafo minimo
L en 200 kb y se varid el porcentaje P entre 1% y 20%. El resultado puede
verse en los graficos presentes en la figura 17. En el caso a, cuando se
parametriza para una longitud minima de 20 kb, el 90,2% del genoma es
clasificado como homogéneo. En otras palabras, cuando se toma una
ventana de 10 kb, en el 90,2% de los casos, es seguido por otro fragmento
con una variacion menor a 7% de GC. Se aprecia claramente que el
porcentaje del genoma que se considera homogéneo disminuye al
aumentarse los requisitos. Esto lleva a que solamente el 3,9% del genoma
sea homogéneo si se requiere un L de 500 kb. En el caso b, cuando se
permite un % de variacion interna en el superfragmento de 20%, se clasifica
como homogéneo el 90,5% del genoma. Este valor disminuye a medida que
disminuye el porcentaje maximo de variacion interna aceptado, hasta
situarse en 0,01% del total para el caso en el que se permite solamente el
1% de P.

Estos resultados plantean claramente la dificultad existente para
definir el criterio de homogeneidad composicional.
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Figura 17. Porcentaje del genoma humano clasificado como homogéneo usando diferentes parametros de entrada
de IPT; utilizando una ventana de 10 kb y a) 7% de Py L entre 20 kb y 500 kb y b) 200 kb de L y P entre 1 y 20
%.
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ORDEN DE LOS FRAGMENTOS

A fin de testar la influencia del orden de los fragmentos en los
resultados expuestos arriba, se realizd el siguiente experimento: se corté el
genoma en segmentos no solapantes de 10 kb y se los mezcld al azar 1000
veces, obteniéndose de esa forma 1000 seudogenomas humanos con sus
fragmentos desordenados. Se utilizaron estos 1000 genomas como entrada
para un analisis con parametros L = 200 kb y P = 7%. La figura 17 muestra
que el resultado depende totalmente del orden natural, ya que ni una sola
vez en 1000 se obtiene un 30 % de homogeneidad en el genoma para los
parametros elegidos. Mas aun, el resultado mas alto es de 0,14 %.
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Figura 18. Porcentaje del genoma humano clasificado como homogéneo tras analizar con parametros de minimo de
tamafio de superfragmento de 200 kb (L) y porcentaje maximo de variacion interna de 7% (P) para 1000 réplicas
mezcladas al azar del orden natural de fragmentos del genoma humano.
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ANALISIS COMPOSICIONAL DEL GENOMA HUMANO

Tomando como parametros 10 kb de tamafio de ventana (V), 200 kb
de largo minimo de superfragmento (L) y 7% como maximo de variacion
interna (P), se analizé la distribucién de superfragmentos homogéneos y
heterogéneos respecto a su GC promedio. La distribucion de fragmentos
homogéneos tiende a ser mas densa a niveles mas bajos de GC respecto a la
distribucidon de fragmentos heterogéneos (figura 19a). No se deduce a partir
de esta figura la existencia de familias de isocoros. Sin embargo, el grafico
de relacién de fragmentos homogéneos respecto a heterogéneos (19b)
posee algunos maximos que coinciden con los % de GC reportados por el
grupo de Bernardi para las familias de isocoros H1, H2 y H3. Es de notar que
el resultado obtenido es altamente dependiente del juego de parametros del
analisis, por lo tanto antes de descartar o asegurar la existencia de familias,
es necesario explorar un entorno paramétrico. Los que se escogieron para el
analisis surgieron de un trabajo previo de Nekrutenko y Li (2000) quienes
utilizan 7% como maximo de variabilidad interna, ya que éste valor es el
maximo encontrado en el genoma de la levadura Saccharomyces cerevisiae
(Nekrutenko y Li 2000). En la tabla 1 se muestran la longitud, la posicion y
el contenido en GC de los 15 fragmentos mas largos que responden al
criterio planteado de homogeneidad. De acuerdo a lo esperado, estos
superfragmentos son pobres en GC. La distribucién desigual entre los
diferentes cromosomas resulta llamativa y se estudiara en profundidad mas
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Figura 19. a) Distribuciéon de superfragmentos homogéneos y heterogéneos respecto a su contenido en GC
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El anilisis de la figura 19 muestra que existen picos en la distribucién de la relacién
hogeneo/heterogéneo en zonas muy cercanas a los picos de las distribuciones encontradas por
Bernardi. Si bien no esta claro el origen de esta coincidencia, podria estar indicando que la rotura
mecanica del ADN que se estima uniforme podria ser menor en las zonas homogéneas y por lo tanto
estas zonas estarian sobrerepresentadas formando maximos en la distribucién de fragmentos de
ADN.

Tabla 1.
Largo de Posicion
superfragmento (Mb) Cromosoma (Mb) GC %
1110 7 88280 35,75
1050 3 20990 36,46
990 3 28860 36,68
990 21 30240 36,74
980 3 62840 39,00
970 7 17830 36,20
960 X 10040 39,32
940 13 92680 36,57
930 11 82910 37,25
920 21 27270 36,22
900 2 141000 34,51
900 3 173000 39,85
900 9 28180 35,45
890 16 59450 35,78
870 5 164000 35,59

Fragmentos mas largos obtenidos después de analizar el genoma humano con parametros 10 kb V, 200 kb de Ly P
de 7%.

ANALISIS COMPOSICIONAL DE GENES

Se evalud la frecuencia de genes sobre superfragmentos homogéneos
y heterogéneos y por GC de los superfragmentos que los contienen (figura
20). Existe una diferencia clara entre la distribucion de los genes en los
mismos, dado que la mayoria de los genes se ubican en los fragmentos
heterogéneos y ademas los genes que se ubican en fragmentos homogéneos
lo hacen en fragmentos pobres en GC; por otro lado el porcentaje de genes
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ubicados en las regiones homogéneas es claramente menor que la
frecuencia de estas regiones en el total del genoma.

Por otra parte, se analizé la correlacién de GC y GCsz de cada gen con
respecto al GC del superfragmento en el que se ubica (figura 21 y tabla 2).
La correlaciédn es mucho mas alta tanto para GC como para GCsz con los
fragmentos heterogéneos que con los homogéneos. Por otro lado, se
evaluaron las correlaciones de GC y GCs del gen con respecto al GC de un
marco contenedor de tamafo uniforme que se extiende desde la posicién -
150.000 del comienzo del gen hasta la posicion 150.000 después del coddn
de finalizacion (figura 22 y tabla 3). Las diferencias con el analisis anterior
son que: 1) en este analisis el marco no contiene al gen, 2) el gen se
encuentra equidistante respecto al comienzo y el fin del marco. La similitud
entre las correlaciones totales de ambos analisis sugiere que el
superfragmento representa correctamente al marco.
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Figura 20. Ubicacion de genes en grupos homogéneo y heterogéneo respecto al superfragmento que los contiene,
se encuentran indicadas las posiciones de picos de las diferentes familias de isocoros segun Bernardi.

Las discontinuidades en la distribucion de genes en fragmentos homogéneos
pareceria coincidir con los maximos de las distintas familias de isocoros. Si
bien actualmente no logramos explicar esta particularidad, estudiaremos
otras especies completamente secuenciadas para analizar su correlacion.
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Figura 21. Analisis grafico de las correlaciones entre los % de GC y GC; de los genes y el % de GC del
superfragmento que los contiene. A) % de GC de genes vs % de GC para las secuencias ubicadas en
superfragmentos homogéneos, B) igual que A, pero considerando fragmentos heterogéneos. C) % de GCs de genes
vs % de GC de superfragmentos homogéneos, D) igual que C, pero considerando superfragmentos heterogéneos.
En las 4 graficas el eje X es el % de GC de los superfragmentos.

Si bien el genoma ha sido caracterizado en diferentes regiones
respecto a su contenido en GC, la presente figura muestra una clasificacion
en dos espacios con caracteristicas completamente diferentes, el espacio de
regiones homogéneas y el de heterogéneas. Las regiones homogéneas
pueden ser tanto ricas en GC como en AT.
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Tabla 2.

SGC SGC SGC

Total Homogéneos Heterogéneos
GGC 0,48 0,26 0,52
GGCs 0,45 0,24 0,50

Analisis de correlacidn entre los superfragmentos y los genes en ellos contenidos expresado como R2. Se los analiza
en forma total y por separado entre superfragmentos homogéneos y heterogéneos. (SGC = % de GC del
superfragmento, GGC = % de GC del gene, GGC3 = % de GC; del gen.
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Figura 22. Analisis grafico de correlacion entre el % de GC (A) y GCs (B) de los genes y el % de GC del marco de
150 mb que los contiene.
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Tabla 3.

Correlacion total

FGC 1
GGC 0,44
GGC3 0,42

Analisis de correlacion entre los % de GC y GCs de los genes y el marco de 300 mb que los contiene, para el caso
de genes conocidos y nuevos. (FGG = % de GC del marco, GGC = % de GC del gene, GGC3 = % de GCsdel gen
expresado como R2.

HETEROGENEIDAD EN CROMOSOMAS HUMANOS.

Trabajos anteriores han demostrado ampliamente la omnipresencia de
la heterogeneidad en el contenido de GC a lo largo de las regiones del
genoma humano en general, y de cada cromosoma en particular. En este
sentido, decidimos tomar a los cromosomas completos como unidad de
analisis. La figura 23 muestra las fuertes diferencias en la distribucion de
contenido en GC entre los cromosomas humanos. Estas diferencias se
extienden desde el GC;s (figura 23a) hasta el GC de fragmentos de 20 kb
(figura 23b) (prueba de Kruskal-Wallis p = 0 en los 2 casos). Las diferencias
en el contenido global de GC en los cromosomas son cuantitativamente
importantes y cubren el 10% (38% - 48%), mientras que el valor medio de
GCz por cromosoma varia de 49% a 72%. Ademas, la forma de las
distribuciones varia de cromosoma a cromosoma, mostrando sesgos hacia la
derecha o izquierda, distribucion unimodal o bimodal. Curiosamente,
mientras que varios cromosomas mostraron una distribucion bimodal de
contenido en GCsz (figura 23a), sbélo el cromosoma 19 mostré este
comportamiento a nivel de fragmentos. (figura 23b). En la figura 23c, se
muestra a todos los cromosomas juntos, marcados con colores diferentes.
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Figura 23 a: Distribucién de GC3 en el genoma y en los cromosomas humanos, b: Distribucion del contenido de GC
en el genoma y los cromosomas humanos, considerando ventanas de 20 kb, c: Distribucion del contenido GC de los
cromsomas humanos.

Teniendo en cuenta las sorprendentes diferencias entre los
cromosomas, éstos se agruparon en base a una medida de disimilitud entre
distribuciones. La figura 24 muestra la agrupacion de los mismos mediante
la distancia HMI (ver métodos) correspondiente a fragmentos de 100 Kb.
Dos grandes agrupaciones resultaron del andlisis. En el primero se
encuentran los cromosomas 1, 10-11, 15-17, 19-20 y 22, mientras que en el
otro se encuentran los cromosomas 2-9, 12-14, 18, 21 y X. Si bien los
cromosomas pertenecientes a estos grupos difieren fuertemente en el
contenido en GC global (44% vs. 40%, Kruskal-Wallis p<1le-4), la
ordinalidad de los miembros (inversamente correlacionada con el tamafo de
los cromosomas) aparece como claramente no aleatoria. Un panorama
conceptualmente similar se obtiene cuando la agrupacion se basa en GCex o
GCs. Otras especies muestran patrones similares, a pesar de algunas
idiosincrasias.
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Figura 24: Dendograma de los cromosomas humanos (basado en distancia HMI entre distribucion de contenido de
GC en fragmentos de 100Kb).

Estas diferencias de composiciéon de los cromosomas humanos no son
un resultado menor, ya que sugieren la existencia de posibles aspectos
estructurales y funcionales subyacentes. Este resultado, junto con los ya
descritos, sugieren claramente que los cromosomas humanos, y sin duda de
otros mamiferos, podrian tener historias evolutivas diferentes, las que tienen
como consecuencia a) distinto nivel de heterogeneidad vs. homogeneidad
composicional, b) genes con distintas propiedades (entre ellas, el uso de
codones y de aminoacidos), c) composiciones (GC%) medias y distribuciones
de bases diferentes. Estas tres caracteristicas son particularmente evidentes
en mamiferos, pero no en otras especies, ni siquiera de vertebrados. Para
obtener mas informacion se llevaron a cabo los siguientes analisis.
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CORRELACIONES COMPOSICIONALES EN EL GENOMA HUMANO

Aunque algunas correlaciones composicionales en el genoma
humano ya se han descrito, no ha sido reportado hasta la actualidad la muy
fuerte correlacién entre el contenido de GC medio de los cromosomas y el
contenido de GC medio de los genes que se encuentran en ellos. No existen
razones obvias para suponer dicha correlacién, sobre todo dado que las
regiones génicas (incluyendo intrones) aproximadamente representan un
20% del genoma. Sin embargo el contenido en GC de los cromosomas no
sOlo se correlaciona fuertemente con el contenido en GC de las zonas
codificantes (R?=0,92, p<1-13), sino también con GC;, GC, y GC; (figura
25) (R?=0,81, p<le-8; R*=0,54, p<le-4; R?=0,85, p<le-11) de los genes y
aun con el contenido en GC de las regiones intrénicas (figura 26) (R®>=0,85,
p<le-11). Es mas, cuando cada gen se considera en forma separada, la
correlacidén entre el contenido en GC de los intrones y el de los exones es
altamente significativo (R*= 0,98, p<le-15). La correlacién del contenido en
GC de ambas regiones (exdnicas e intrénicas) y la que existe entre el GCs de
las regiones exdnicas con las regiones gendmicas flanqueantes de cada gen
(Tabla 4 y figura 27) resultan también muy significativas, decreciendo
lentamente a medida que aumenta la distancia hacia el gen (figura 28). Es
significativo que la correlacion es mas alta con la regién flanqueante 5’ que
con la 3’, a pesar de que en la primera existen las islas CpG y la mayoria de
los elementos reguladores de la transcripcidon. Estas correlaciones en su
conjunto podrian sugerir un efecto dirigido por los genes en la composicidon
de las regiones cromosdémicas, refundando algunos aspectos basicos de la
teoria de isocoros planteada por Bernardi y sus colaboradores (Bernardi,
2004). Una correlacion significativa y positiva adicional involucra al
contenido en GC de los genes (o alguna de sus variantes) con la densidad
génica. En la figura 29 se muestra la correlacion a nivel de cromosomas
(p<1le-6). Ademas, los cromosomas que pertenecen al agrupamiento de alto
nivel de GC (figura 24) son significativamente mas densos que su
contraparte con GC bajo (Kruskal-Wallis p<1e-3). Esta ultima correlacion se
mantiene dentro de los cromosomas cuando consideramos fragmentos de
100Kb. Mas aun, el coeficiente de correlacidon por cromosoma se incrementa
con el contenido en GC de estos, lo cual seria un posible subproducto de la
disminucion del tamafio de los fragmentos sin genes en los cromosomas mas
cortos ya que el tamafo codificante (suma de tamano de todos los exones
en un cromosoma) esta altamente correlacionado con el tamafo del
cromosoma (figura 30). Finalmente, el tamafio promedio de los genes por
cromosoma decrece claramente con el incremento en el GC promedio de las
secuencias codificantes (aproximadamente -4Kb por cada 1% de incremento
en GC, R’=0,68 p<le-6), también puede verse un efecto de decrecimiento
del tamano del cromosoma a medida que aumenta su composicion en GC
(figuras 31a y b). Como se ha descrito anteriormente [ver (Bernardi 2004) y
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las referencias en ese trabajo], el panorama global muestra regiones
codificantes cromosdmicas mas compactas a medida que aumenta el GC;
aqui se muestra que esta caracteristica esta relacionada con la arquitectura
de cada cromosoma.

En suma, esto indica que los cromosomas son una unidad
composicional coherente y los genes que los integran parecen tener un papel
importante en determinar el caracter distintivo de cada cromosoma.
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Figura 25: Correlacion entre el contenido en GC de los cromosomas y el contenido en GC; medio de los genes
contenidos en cada uno de ellos.
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Tabla 4.

GC exones GC intrones
marco 5' 100Kb 0,43 0,59
marco 5' 75Kb 0,44 0,61
marco 5' 50Kb 0,46 0,62
marco 5' 25Kb 0,48 0,64
marco 5' 10Kb 0,48 0,62
GGCs 0,85 0,65
marco 3' 10Kb 0,48 0,62
marco 3' 25Kb 0,42 0,57
marco 3' 50Kb 0,39 0,53
marco 3' 75Kb 0,37 0,52
marco 3' 100Kb 0,36 0,51

Correlaciones composicionales a nivel génico.

SOBRE LOS ISOCOROS Y SUS FAMILIAS

Desde la publicacidon de la secuencia del genoma humano, se ha dado
una gran controversia sobre la existencia de isocoros y sus familias. Se han
desarrollado una bateria importante de programas que inspeccionan la
secuencia en busca de patrones composicionales a gran escala basados en
diferentes principios fisicos y matematicos (Oliver et al. 2001; Oliver et al.
2002; Wen y Zhang 2003; Zhang y Zhang 2003; Zhang y Zhang 2004). Si
tomamos en cuenta las regiones génicas y correlacionamos el contenido en
GC de los genes con los genes siguientes en el cromosoma, el indice de
correlacion es muy grande. Cuando se analiza la autocorrelacion entre los
genes para los distintos cromosomas desfasandolos en forma creciente, se
pueden observar zonas de autocorrelaciédn muy grande en algunos
cromosomas (figura 32) Estas distribuciones nos retrotraen a la imagen
original de Bernardi del genoma como un mosaico de zonas de contenido de
GC constante y podrian estar dandonos un indicio sobre la estructura de los
isocoros. Ademas, si consideramos los distintos niveles de GC, se pueden
observar varias agrupaciones de genes con perfiles distintivos de GC que
podrian representar las familias de isocoros visibles a través de Ila
centrifugacion analitica (Bernardi 2000).
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Inspeccionando dentro de las caracteristicas génicas antedichas, el
contenido en GC cromosdmico se correlaciona fuertemente con el GC de los
exones y de los intrones (figura 25 y 26). Ademas, cuando cada gen se
considera por separado, la correlacidn entre el GC de ambas regiones es
muy significativa. A su vez, las correlaciones entre ambas con las regiones
génicas anteriores y posteriores al gen también son muy importantes,
disminuyendo lentamente a medida que la distancia de la secuencia
circundante al gen aumenta. Estos resultados apuntan hacia un efecto
dirigido por los genes en la composicién de las regiones cromosdmicas. En
otras palabras, la estructura en isocoros del genoma de los mamiferos
podria ser el resultado de efectos todavia no claros actuando sobre la
composicién de los genes, disminuyendo a medida que la distancia desde las
unidades de transcripcion aumenta.

055 060 065

GC gen{(n+1)
0.50

040 045

0.35

I |
0.35 0.40 0.45 0.50 0.55 0.60 0.65

GC gen(n)

Figura 32: Correlacion entre el contenido GC de los genes y los genes siguientes en el cromosoma, los diferentes
colores explican niveles de densidad difereneciales en los puntos desde el nivel mas bajo de densidad (celeste)
hasta el nivel mas alto (marrdn).
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CONSECUENCIAS DEL SESGO COMPOSICIONAL

A nivel gendmico, la variacion en el uso de aminoacidos esta
fundamentalmente asociada con el contenido en GC y el uso de cisteina
(D'Onofrio et al. 1991), Sabbia et al.,, 2007; ver mas abajo).
Llamativamente, los mismos factores modulan las diferencias entre los
cromosomas. Asi, el primer eje del andlisis de correspondencia en el uso de
aminoacidos por cromosoma se correlaciona fuertemente con el promedio
del contenido en GC de las regiones codificantes (R* = 0,87, p < 1e-10) pero
ademas con el contenido en GC de los cromosomas (R? = 0,81, p< 1e-8). El
segundo eje se correlaciona con la proporcion de cisteina en las secuencias
que codifica cada cromosoma (R?> = 0,45, p <5e-4). El cambio en el
contenido en GC lleva a un cambio pequeifo pero estadisticamente
significativo en la frecuencia de aminoacidos codificados totalmente por GC o
AT en la primera y segunda posicion de los codones. Ademas, los
cromosomas tienen una pequeia pero significativa diferencia en la fraccién
de residuos hidrofébicos (Kruskal-Wallis p < 5e-4), que podrian indicar una
posible diferencia en la clase de genes que son codificados por los diferentes
cromosomas.

Las diferencias de frecuencias para los distintos dinucledtidos estan
fundamentalmente asociadas con el contenido en GC de los cromosomas. En
un analisis de componentes principales, el primer eje explica mas del 99%
de la varianza y ademas se correlaciona muy significativamente con el
contenido en GC (R*> = 0,99, p < 1le-15). Llamativamente, cuando se
agrupan los cromosomas basados en estas frecuencias, los cromosomas
pequefos y ricos en GC (16, 17, 19, 20 y 22) se agrupan consistentemente
sin importar el método de agrupamiento (“complete”, “ward” y “average”).

DISTANCIAS DE LOS CROMOSOMAS HACIA EL CENTRO DEL NUCLEO

En las Ultimas décadas, se han logrado notables avances en el
conocimiento de la sub-estructura nuclear y su organizacién, dando lugar a
una nueva visidn de la relacién estructura - funcion del ndcleo, en particular
con los procesos genéticos fundamentales (Bolzer et al. 2005).
Recientemente, estos mismos autores y otros grupos reportaron una
correlacién significativa (R* = 0,81, p < 1e-8) entre una medida resumen de
la distancia al centro del nldcleo y el tamafio de los cromosomas para el
genoma humano (Bolzer et al. 2005; Goetze et al. 2007) (figura 35). En
estos, se ha encontrado una correlacién negativa. Como era de esperar de
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los resultados mencionados, una correlacidon significativa marginal existe
entre la distancia al centro del nlcleo y el contenido en GC (R* = -0,18, p <
0,03). Sin embargo, como se muestra en la figura 33, si el cromosoma Y no
se considera esta correlacidn aumenta sustancialmente (R?> = -0,33, p <
0,003). Cuando los cromosomas se agrupan en base en su contenido en GC
(figura 24) la mediana de las distancias al centro del nucleo en los dos
principales grupos son ligeramente diferentes (Kruskal-Wallis p < 0,05).

Se ha reportado que regiones ricas en GC y en genes se agrupan cerca
del centro del nucleo, mientras que las mas pobres en genes y GC se
localizan en la periferia. Esta triple asociacion de tamafio cromosodmico,
distancia al centro del nucleo y contenido en GC es indicativo de un vinculo
entre las propiedades composicionales, caracteristicas estructurales de los
cromosomas enteros y su organizacion en el nucleo. En la figura 33 se
puede observar la correlacion entre la distancia de los cromosomas al centro
del nucleo y el tamafio del cromosoma (R?> = 0,81, p < 1e-8) También la
distancia al centro del nucleo se encuentra altamente correlacionada con la
densidad génica (figura 35). Cuando los cromosomas son agrupados en base
a su contenido en GC (figura 24) la mediana de las distancias al centro del
nldcleo en los dos grupos principales es minimamente diferente (Kruskal-
Wallis p < 0,05).
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considerar el cromosoma Y).

ESTRUCTURA'Y FUNCION

Se disecaron los cromosomas en varios segmentos estructurales y
funcionales y se analizaron las correlaciones composicionales entre ellos. Los
cromosomas se dividieron en grupos de: exones (las tres posiciones de los
codones y todas juntas), intrones, regiones génicas e intergénicas,
considerando y sin considerar las secuencias repetitivas (los coeficientes de
Pearson para las correlaciones se muestran en la Tabla 5). Las correlaciones
composicionales observadas entre cualquiera de los diferentes conjuntos de
estructura y funcién de cada una de las regiones cromosdémicas indica
claramente que la variabilidad en el contenido en GC cromosémico no se
produce por la diferencia de la contribucién de un determinado tipo de estas
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regiones, sino por la contribucion, con diferencias en la fuerza, de todas
ellas. En otras palabras, cualquier regién de una determinada clase
estructural o funcional dentro de un cromosoma rico en GC tiende a ser mas
rico que un segmento perteneciente a la misma clase pero en un cromosoma
pobre en GC.

Tabla 5.
GCchr GCgasm GCig2sm GCintrons GCexons GCi GC,; GC;

GCchr 0,90 0,98 0,88 0,88 0,81 0,50 0,88
GCgasm 0,83 0,98 0,98 0,86 0,61 0,98
GCigasm 0,81 0,79 0,77 0,40 0,81
GCintrons 0,98 0,86 0,62 0,98
GCexons 0,88 0,67 0,98
GC, 0,38 0,88
GC, 0,62

Correlaciones composicionales entre diferentes partes estructurales y/o funcionales del los cromosomas humanos.
GCchr : GC medio cromosomico; GCa2sm: GC medio de los genes mas sus correspondientes regiones flanqueantes
25 kb antes y después del ATG inicial y el codon de finalizacidon, enmascarado para secuencias repetidas; GCigasm:
Contenido en GC de las regiones intergénicas sustrayendo un segmento de 25 kb en cada extremo, enmascarado
para secuencias repetidas (“negativo” de GCgzsm ). Todos los coeficientes de correlacion son altamente
significativos (p<0,001) y expresados como R2.

Los Ridges se han definido como regiones densas en genes, ricas en
GC, enriquecidas en repetidos SINE, y que contienen genes con intrones
cortos (Caron et al. 2001). Sobre esta base, investigamos si la asociacién
entre la riqueza en GC y el alto nivel de expresion era sélo local o, a su vez,
podria extenderse al nivel de los cromosomas en su conjunto. Por lo tanto,
hemos comparado el nivel global de expresion por Mb de cada cromosoma
(obtenidos a partir de HTM, ver métodos) con el contenido en GC
cromosdémico; los resultados se muestran en la figura 36. Como puede
verse, existe una fuerte correlacion entre ambas variables. Aunque se trata
de una medida aproximada de expresion global, y pueden existir muchas
excepciones (como expresion tejido especifica o patrones temporales),
creemos que es una buena aproximacion para el nivel medio de expresidon
espacio-temporal de cada cromosoma. Aunque a nivel de gen no puede
obtenerse una clara asociacidn entre el contenido en GC y la expresion
(Vinogradov 2001; Semon et al. 2005), al examinar los Ridges esta
asociacion surge sin problemas (Caron et al. 2001; Versteeg et al. 2003).
Aqui mostramos que la correlacion sigue existiendo en la escala
cromosdmica.
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Figura 36. Correlacion entre el GC de los cromosomas y su expresion media.

Woodfine et al. (2004) proporcionaron un mapa detallado de los
tiempos de replicacion de todo el genoma humano con una escala de
resolucion de 1 Mb, utilizando tiling arrays gendmicos. Encontraron varias
caracteristicas que se correlacionan con el ciclo replicaciéon: las regiones
densas en genes, ricas en GC, ricas en ALU y otras SINES tienden a
replicarse antes durante la fase S. Estas caracteristicas también se
correlacionan entre si. La frecuencia de expresion también se encontrd
correlacionada con el ciclo de replicacidon, lo que podia esperarse teniendo en
cuenta que los Ridges comparten muchas de estas propiedades. En este
sentido, una fuerte correlaciéon de R* = 0,92 entre el ciclo de replicacién de
los cromosomas y el contenido en GC se reporta en ese articulo. Una vez
mas, las propiedades composicionales estan presentes cuando se considera
el proceso de replicacidn al nivel de organizacion del cromosoma.

Numerosos articulos han vinculado las regiones de alto contenido en
GC con mayores frecuencias de recombinaciéon. En linea con nuestro
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razonamiento anterior, hemos examinado la posibilidad de ampliar esta
asociaciéon a la escala cromosdomica. La figura 37 muestra la tasa de
recombinacion por Mbp (ver Métodos) de cada cromosoma contra su
contenido en GC, indicando que los cromosomas ricos en GC tienen una
mayor tasa de recombinacién general por Mbp que los cromosomas pobres
en estas bases.
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Figura 37. Correlacion entre el GC de los cromosomas y la respectiva tasa de recombinacion por Mbp.

Como ya hemos mencionado, la asociacién del contenido en GC con
tres procesos genéticos fundamentales, como son la expresion génica, la
replicacion y la recombinacién, ha sido ampliamente reportado (Semon et al.
2005; Myers et al. 2006; Graffelman et al. 2007; Huvet et al. 2007). Sin
embargo, estos andlisis previos se han realizado principalmente a la escala
local de los genes o regiones cromosOmicas, y hasta el momento la escala
cromosOmica no fue examinada. Como hemos mostrado, todos estos
procesos estan relacionados con el contenido en GC a nivel de organizacion
de cada cromosoma.
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HETEROGENEIDAD DE CROMOSOMAS EN OTRAS ESPECIES

Como se espera, dada la relacion evolutiva entre las especies las
diferencias en las propiedades composicionales de los cromosomas no es
distintivo del genoma humano. A pesar de esto, aun en los eucariotas no es
un fendmeno universalmente extendido. En la figura 38 se puede observar la
varianza en el contenido de GC de dos fuentes principales, en y entre
cromosomas de varias especies que cubren los principales grupos
eucariotas. Mientras que en eucariotas unicelulares como la levadura S.
cereviseae o aun en plantas la varianza total explicada por los cromosomas
(coeficiente de determinacidon ajustado por el numero de cromosomas) es
alrededor o menor a 1%, en mamiferos, aves y algunos grupos de insectos
este valor es claramente superior y puede llegar a mas de 10%.

En la figura 38 se ilustran las distancias entre las distribuciones del GC
génico en los cromosomas de algunas especies consideradas. Si bien es
cierto que el abordaje es completamente diferente con respecto a la
metodologia de la tabla 6 puede observarse la misma tendencia general. Sin
embargo, en este caso la heterogeneidad en insectos voladores parece ser
muy grande. Este efecto es esencialmente debido al pequefio nimero de
cromosomas en ambas especies consideradas (3 y 4 cromosomas). De
hecho, en las dos especies solo un cromosoma difiere sustancialmente de los
demas (5% de GC en las medianas de Anopheles gambiae y 10% de GC en
Drosophila melanogaster, lo que lleva a que una mayor fraccion de
distancias se vuelva muy grande.
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Figura 38. Distancias entre distribuciones cromosdémicas de GC génico en diferentes especies. Abreviaturas: scerev,
Saccharomyces cerevisiae; athali, Arabidopsis thaliana; agambi, Anopheles gambiae; dmelan; Drosophila
melanogaster; celegan, Caenorhabditis elegans; drerio Danio rerio; olatip, Orizia latipes; tnigro, Tetraodon
nigroviridis; ggallu, Gallus gallus; mdomes, Monodelphis domestica; btauru, Bos taurus, cfamil, Canis familiaris,

hsapie, Homo sapiens, mmulat, Macaca mulata; ptrogl, Pan troglodites; rnorv, Rattus norvegicus.
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Tabla 6.

Especie crom GC gen R2% (GCgen) GC3 R2% (GC3)
Scerev 16 0,402 1.0 0,394 1,6
Athali 6 0,445 0,0 0,427 0,1
Agambi 3 0,551 3.9 0,682 3,0
Dmelan 4 0,538 8.7 0,649 10,2
Celeg 6 0.434 2.6 0.414 1,2
Drerio 25 0,501 1,1 0,559 1,2
Olatip 23 0,530 2,4 0,629 2,8
Tnigro 18 0,555 0,8 0,654 0,6
Ggallu 17 0,488 4,4 0,525 5,2
Mdomes 9 0,486 2,1 0,518 1,6
Btauru 28 0,540 10,7 0,630 10,9
Cfamil 28 0,528 7,4 0,603 7,9
Hsapie 23 0,531 11,0 0,602 11,3
Mmulat 21 0,519 11,0 0,579 11,3
Ptrogl 24 0,521 10,2 0,580 10,8
Rnorve 21 0,518 5,5 0,588 6,1

Coeficiente de determinacidon (%) por el efecto cromosdmico en el contenido en GC y GC3 génicos. Abreviaturas:
scerev, Saccharomices cerevisiae; athali, Arabidopsis thaliana, agambi, Anopheles gambiae; dmelan; Drosophila
melanogaster; celegan, Caenorhabditis elegans; drerio Danio rerio; olatip, Orizia latipes; tnigro, Tetraodon
nigroviridis; ggallu, Gallus gallus; mdomes, Monodelphis domestica; btauru, Bos taurus, cfamil, Canis familiaris,

hsapie, Homo sapiens, mmulat, Macaca mulata; ptrogl, Pan troglodites; rnorv, Rattus norvegicus.

LA PERSISTENCIA DE LOS ISOCOROS ENTRE ESPECIES

Los analisis realizados sobre genes ortdlogos hace 20 afos permitieron
realizar generalizaciones sobre la composicidon de isocoros y de familias de
isocoros, tanto en los mamiferos como en las aves. De esta manera, a
través del analisis de las correlaciones entre el GC3; de genes ortélogos de
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hombre y otras especies como la vaca, ratdn y gallina (figura 7), se
desarrolld la teoria de que, a pesar de que la transicidn hacia isocoros ricos
en GC se habia dado dos veces en la evolucidon en forma independiente,
habian sido los mismos genes (y los mismos isocoros) los que se habrian
enriquecido; postuldandose asimismo que el incremento en GC se habria dado
en las regiones de los poiquilotermos que presentaban niveles relativamente
mas elevados de GC. Si bien las correlaciones encontradas apoyaban esta
teoria, en el momento que se realizaron se disponia de un nivel de
informacion muy inferior al actual. Es asi que para esta tesis se realizaron
nuevamente las correlaciones entre genes ortélogos pero esta vez en lugar
de utilizar < 1000 genes por par de especies comparadas, se utilizaron en
promedio 10.000 (figura 39). La correlacién es muy alta entre especies de
mamiferos (figura 39 a-d) o aves (figura 39 i), sin embargo los valores caen
mucho cuando se correlacionan los valores de mamiferos vs. aves (figura 39
e y h), ya que existen genes con GC; extremadamente bajos en humano que
en gallina u otras aves son muy altos y viceversa. En conjunto la tendencia
es a formar en lugar de una recta, un gran cuadrado para valores de GC; en
humano > 60%, donde los puntos se reparten sin un 6rden determinado. La
correlacion entre genes ortélogos humanos y de Xenopus asi como entre
humanos y pez cebra también es muy baja en contra de la teoria de que los
genes que se enriquecieron en GC eran aquellos que ya se encontraban mas
enriquecidos (figura 39 f y g). Resulta interesante ver que practicamente no
existe correlacidon entre 2 especies de peces (figura 39 j) o entre peces y
Xenopus. Entre mamiferos las diferencias mas notorias se encuentran con el
ratobn ya que presenta el “minor shift” composicional que hace que la
correlacién se mueva en forma de sigmoide en valores extremos de GCs
(figura 39 d). La comparacion de genes ortélogos de mamiferos y aves con
Xenopus (figura 39 g y 39 k) y entre si (figura 39 e), nos permite tener una
idea primaria de codmo se ha comportado la evolucion sobre las diferentes
regiones comoposicionales. Desde el punto de vista de conservacion
composicional, encontramos que es mucho mas intensa en niveles bajos de
GCs. Sobre las regiones del “paleogenoma” de bajo contenido en GC opera
seleccion negativa. No sucede lo mismo en el “neogenoma” ya que el
enriquecimiento en GC ha sido diferente en aves y mamiferos y a su vez
también en diferentes genes que los ya enriquecidos en GC de Xenopus. Si
comparamos los genes de de esta especie con los genes de peces
encontramos que ni siquiera puede hablarse de conservacion del
“paleogenoma” (figura 39 I).
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Figura 39. Correlacion de GC3 de genes ortdlogos entre diferentes especies de vertebrados. Las especies
comparadas estan mostradas en los ejes de las figuras.
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TENDENCIAS EN EL USO DE AMINOACIDOS EN LAS PROTEINAS DEL GENOMA
HUMANO.

Se realizd un andlisis de correspondencia (CoA) sobre la matriz de
frecuencias de aminoacidos en 14.815 proteinas humanas, que representan
un porcentaje muy alto del total, que se piensa esta entre 20.000 y 25.000
(Consortium, 2004) para entender cuales son las tendencias principales que
modelan el uso global de aminoacidos en nuestro proteoma. Con este
objetivo, se aprovecharon tres caracteristicas, que son a) la disponibilidad
del genoma humano completo, b) una coleccion “limpia” de genes no-
redundantes, que representan mas del 50% de la poblacion supuesta de
genes en los seres humanos, y c) la localizacién exacta de cada gen y de la
region circundante correspondiente, que ayuda a entender la influencia de la
estructura de isocoros de nuestro genoma en el uso de aminoacidos. Los
primeros tres ejes representaron 20,4%, 14,7% y 9,9% de la variabilidad
total, respectivamente. La distribucion de los residuos para los primeros dos
ejes se muestra en figura 40.

Scatterplot (PosicAAS Svt20c)
BeizZ = _(),035-0,0145%

0,3
Glu
L)
L%s
02+ cin
o]
Pro
Lr
01 f-0 og sar Asp
=] +)
ala
0.0 | b
: Hi=s
= GLy iy Met Aan
x = Lea o
-0.1 Val
]
Ile
o]
02t :g
Fhe
s
Cys
03 o—EF
-0.4 0.3 -0.2 01 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

Axi=l

Figura 40. Representacién de la posicién de los aminoacidos en el plano definido por los dos primeros
ejes del CoA.
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Como puede verse en esta figura, el primer componente (eje
horizontal) discrimina los aminoacidos segun el contenido de GC en la
primera y segunda posiciones del coddn: en el lado izquierdo del plano
(valores negativos) se encuentran residuos como Pro (CCN), Gly (GGN), Ala
(GCN) y Arg (CGN + AGR), mientras que Lys (AAR), Ile (ATA + ATY) y Asn
(AAY) ocupan el extremo opuesto. Sin embargo, una inspeccidon mas cercana
de los aminoacidos clasificados segun la posicidn respecto a este eje, sugiere
que el contenido en GC en la segunda posicion del coddén tendria una
importancia mayor que en el primero. De hecho, los primeros siete residuos
en el lado izquierdo de la distribucién muestran G o C en esta posicidén
mientras que una A o un T se encuentran en la misma posicién de los ocho
aminoacidos con los valores positivos mayores. Estos resultados sugieren
fuertemente que la principal fuerza para el uso de aminoacidos entre las
proteinas humanas son las restricciones composicionales que actuan en cada
secuencia, como ha sido postulado previamente por D'Onofrio et al.
(D'Onofrio et al. 1991) estudiando solamente el 10% de las secuencias
analizadas aqui. Para confirmar esta hipotesis, se correlacionaron las
posiciones de los genes sobre el eje 1 contra GC; (figura 41a) y contra GC;
(figura 41b).

Se encontré que, aunque las dos correlaciones son altamente
significativas, los valores de R? fueron mas altos para GC, que para GC;. Es
interesante observar que la correlacién con GCs, aunque significativa, es
mucho mas baja puesto que el valor de R* es 0,22, comparado con 0,48
para GC; y 0,85 para GC, (véase la figura 41). El hecho de que GCs
represente una posicion mas relajada del coddén respecto a las restricciones
composicionales de las proteinas hace que expligue mucho menos
variabilidad sobre el eje 1.
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Figura 41. Correlaciones entre la posicién de cada gen a lo largo del primer eje del analisis de
correspondencia vs. GC; (a) y GC, (b) de cada secuencia. Los valores de R? son -0,48 y -0,85,
respectivamente, y en los dos casos, p < 0,0001.

Para confirmar los resultados publicados por el grupo de Bernardi
(D'Onofrio et al. 1991), es decir la importancia de la region (isocoro) donde
cada secuencia se encuentra para el uso de los aminoacidos,
correlacionamos la posicidn de cada gen en el primer eje contra el contenido
en GC de los intrones correspondientes y de los isocoros que los contienen.
Las dos correlaciones fueron altamente significativas (P < 0,0001), con
valores de R? de -0,26 y -0,17, respectivamente. Ademds, puesto que el GC
de todas las posiciones de los codones se correlacionan con las regiones
circundantes y los intrones (véase la tabla 7), podemos concluir que la
principal fuerza en la arquitectura de las proteinas humanas es la
localizacion fisica de cada gen, reforzando la interpretaciéon anterior de
D'Onofrio et al. (D'Onofrio et al. 1991). Este hallazgo es muy importante si
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tenemos en cuenta los avances en gendmica humana de los 20 afios
pasados. De hecho, la cantidad enorme de datos generados a través de
técnicas del alto rendimiento de procesamiento demostré patrones
complejos en la expresidn de genes en diversos tejidos humanos y etapas de
desarrollo. La idea de que la localizacion del gen en el cromosoma y el
contenido en GC del isocoro sean la principal fuerza en la composicion de
aminoacidos, a pesar de la posible existencia de otros factoes como la
funcién del gen, los requisitos espacio-temporales exactos de la expresion, la
cantidad e las interacciones de cada proteina, etc. determina nuevamente
diversos aspectos de la discusién seleccionista-neutralista.

Tabla 7.

Posicion coddn Isocoros Intrones
GC, 0,31 0,38
GG, 0,10 0,18
GGs 0,45 0,66

Correlaciones composicionales entre las tres posiciones de los codones y el contenido en GC de los isocoros
respectivos y los intrones. En cada caso, el valor de p es < 0,0001 y se expresa como R2,

En la figura 42 se muestra la correlacién existente entre la posicién de
cada secuencia respecto al eje 2 (que explica el 14,7% de la variabilidad
total) contra el nivel de hidropatia de cada proteina (calculado de acuerdo a
la escala de Kyte-Doolittle). Como puede observarse, ambas variables estan
fuertemente relacionadas. Los valores negativos en este eje corresponden a
las proteinas hidrofdbicas. Este resultado demuestra que, al igual que en
varios procariotas y especies eucariotas unicelulares, sucede que este factor
es crucial para la arquitectura de las proteinas humanas. Ademas, la
posicion de las secuencias respecto a este eje se correlaciona también con la
frecuencia de hojas B en cada proteina (R*> = -0,22, P < 0,0001). Este
resultado resulta esperable, ya que los residuos hidrofébicos tienden a ser
mas frecuentes en estas estructuras secundarias.
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Figura 42. Correlacion entre la posicion de cada gen a lo largo del segundo eje del analisis de
correspondencia y el nivel de hidropatia de cada proteina (Gravy score). El valor de R? es -0,71 y p <
0,0001.

A nivel individual de aminoacidos, en la figura 40 puede observarse
que los mas hidrofébicos estan abajo en el plano (valores negativos para el
eje 2) mientras que la localizacion opuesta es ocupada por los residuos
hidrofilicos. En lo que respecta a las estructuras secundarias, se analizé la
distribucién de a-hélices, hojas B y coiled-coil (a-hélices dobles) para el
conjunto total de proteinas (figura 43). Encontramos que las frecuencias de
residuos en regiones de a-hélices y "coiled-coil' en cada proteina, se
correlacionan (R? = -0,17, p < 0,001; R? = 0,23, p < 0,001) con la posicidn
de las secuencias a lo largo del tercer eje, que explica el 9,9% de la
variabilidad total.
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Figura 43. Distribucidn de las fracciones de residuos en cada proteina humana clasificadas por tipo de estructura
secundaria. La linea central corresponde a la media, las "cajas" corresponden al primer y tercer cuartiles mientras
que las patillas estan a 1,5 intervalo intercuartilico.
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Figura 44. Posicidn relativa de cada aminoacido respecto al eje 3 del analisis de correspondencia.

Cuando la posicion de cada aminoacido se grafica contra la posicion
respectiva respecto al eje 3 (figura 44) puede observarse que la mayor parte
de la variabilidad es debida al valor extremo de la Cys. Este residuo se
utiliza generalmente en niveles bajos, y cuando algunas proteinas dentro de
un genoma incrementan su concentracion relativa, puede ser detectado
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generalmente como una de las fuentes de variabilidad (ejes) mas
prominentes del analisis multivariado [véase por ejemplo (Garat y Musto
2000; Zavala et al. 2002)]. Las proteinas humanas no son una excepcion, ya
que la Cys representa solamente el 2,27% de los residuos totales,
ranqueando por encima solamente de Pro (2,18%) y Trp (1,25%). Sin
embargo, mientras que estos ultimos aminoacidos casi siempre se utilizan
en niveles muy bajos, hay un grupo de proteinas que muestran niveles
extremadamente altos de Cys (incluyendo un grupo de 35 donde representa
mas del 20% de todos los aminoacidos). Entre este grupo, hay proteinas
asociadas a queratina, metalotioneinas, etc. La correlacidon entre el uso de
Cys y la posicion de cada proteina a lo largo del eje 3 se puede observar en
la figura 45.

-75 -25 )25 )75 1,25 1,75
Axis3

Figura 45. Correlacién entre la posicion de cada gen a lo largo del tercer eje del analisis de
correspondencia y la frecuencia de Cys en cada proteina. El valor de R? es 0,61 y p < 0,0001.

En resumen, hemos mostrado que la principal fuerza que modela el
uso de aminoacidos en las proteinas humanas estd dada por el contenido en
GC de los isocoros en que se encuentra ubicado cada gen. En segundo lugar
esta la influencia del nivel de hidropatia de cada proteina y la frecuencia de
hojas B. Finalmente, el tercer factor se relaciona con el uso de Cys y la
frecuencia de a-hélices. En conjunto, estos tres primeros factores explican el
45% de la variabilidad total encontrada en las proteinas humanas. Dado que
cada uno de los ejes consecutivos explican una proporcion mas baja de la
variabilidad total (por ejemplo, el cuarto corresponde al 8,1%) la imagen
que hemos mostrado, aunque incompleta, es una buena representacion de
los factores globales que modelan la arquitectura de nuestras proteinas vy

muy probablemente, la de otros mamiferos.
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LAS ISLAS CpG SON EL SEGUNDO FACTOR PRINCIPAL MODELANDO EL USO DE
CODONES EN LOS GENES HUMANOS

Como se sabe desde hace mucho tiempo, hay una gran variacion en el
contenido en GC; entre los genes humanos (Sharp et al. 1988; Aissani et al.
1991; Sharp et al. 1995; Bernardi 2000). En el caso de las secuencias
analizada en este trabajo, esa variabilidad se muestra en la figura 46.
Ademads, como era de esperar, se puede observar una fuerte correlacién
entre el contenido en GC; de cada gen y el isocoro donde cada secuencia se
encuentra (Bernardi et al. 1985) (ver figura 47). Para esta muestra de
genes, el R? = 0,51, p <0,0001. Por lo tanto, en el genoma humano, como
era esperable, la altisima variabilidad en GCs; es el factor principal
modulando el uso de codones.
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Figura 46. Numero de genes para diferentes niveles de GCs.
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Figura 47. Correlacion entre GCs y el GC del isocoro donde se encuentran los genes de la muestra.

Esto se ve claramente cuando el conjunto de datos se estudia
mediante analisis de correspondencia (CoA). Por lo general, cuando los dos
primeros ejes se trazan en un plano, es posible directamente a través de la
inspeccion visual detectar las tendencias bioldgicas, que son a menudo dificil
(o imposibles) de entender en los espacios de mayores dimensiones. En este
trabajo, el andlisis se realiz6 sobre el RSCU de datos (excluyendo Met, Trp y
codones de terminacion) para reducir al minimo los efectos de la
composicion en aminoacidos. La figura 48a muestra la posicién de los genes
en el plano definido por el primer eje (horizontal) y el segundo (vertical),
que representan el 38% vy el 4,3% de la variacion total, respectivamente.

Como dijimos mas arriba, la Uunica fuente cuantitativamente
importante de variacion esta fuertemente correlacionada con el nivel de GCs
de cada gen (figura 48B; R? = 0,97, p <0,0001). Tomados individualmente,
Cs y Gs no contribuyen por igual a la correlacién. De hecho, para Cs, R? =
0,86, p < 0,0001, mientras que para Gs;, R> = 0,70, p < 0,0001). Esta
diferencia podria deberse a dos factores: en primer lugar, hay mas tripletes
terminados en C que en G con al menos un codén sinénimo (16 vs. 13) y
porque el aumento de tripletes terminados en G es menor en valores altos
de GCs que los terminados en C. Como se ha mencionado anteriormente
estos resultados confirman, con un conjunto de datos mayor, resultados
anteriores, entre otros, para el genoma humano (Sharp et al. 1988) y
vertebrados de sangre fria (Musto et al. 2001; Romero et al. 2003).
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Figura 48. A: Distribucidon de los genes en el plano definido por los dos ejes principales del CoA. B: Correlacidon
entre la posicion de cada gen en el primer eje y el contenido en GCs de las diferentes secuencias. Para la ultima
figura, R = 0,97, p < 0,0001.

El resultado mas interesante surge del anadlisis de los genes de
acuerdo con el segundo eje generado por el CoA. En la figura 49 se muestra
la posicidon de los codones en el plano definido por los dos ejes principales.
Como era de esperar, ya que el primer eje esta fuertemente correlacionado
con GC;, los tripletes terminados en G o C se ubican en un extremo del eje
1, mientras que los que terminan en A o T se colocan en el lado opuesto de
este eje.

En relacion con el eje 2, se puede ver que en un extremo se agrupan
varios codones que contiene el dinucledtido CpG, siendo aquellos que
muestran los valores extremos TCG (Ser), GCG (Ala), CCG (Pro), CGC (Arg)
y ACG (Thr), mientras que los otros tres tripletes que contienen el
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mencionado dinucleétido (CGA, CGG y CGT, codificando para Arg) tienden a
colocarse en el mismo extremo. Es interesante observar que el coddn
colocado en el lado opuesto de este grupo es AGG, que también codifica
para Arg. A primera vista, esto podria sugerir que el uso de tripletes
codificando Arg es la tendencia bioldgica en relacién con la segunda fuente
de variacién en el uso de codones en los genes humanos. Sin embargo, este
no es el caso por dos razones: en primer lugar, como se menciond
anteriormente, de los cinco tripletes mas extremos soélo uno codifica para
este residuo y, en segundo lugar, AGA (el otro miembro de esta familia con
seis miembros sindnimos) no se encuentra "cerca" de AGG a lo largo de este
eje (véase la figura 49).

La segunda posibilidad es que esta fuente de variacion esté
relacionada con la existencia de islas CpG. De hecho, en el genoma de
mamiferos hay regiones que fueron tempranamete llamdas HTF (fragmentos
diminutos Hpall), que suman aproximadamente ~ 1-2% del genoma, y se
caracterizan por un a) aumento del contenido en GC y b) la presencia de
agrupaciones de dinucledtidos CpG no metilados. Estas regiones estan
dispersas por todo el genoma en islas de ~2.000 pb, y existen
aproximadamente 30.000 islas en el genoma humano haploide.
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Figura 49. Distribucién de los codones de los genes humanos sobre el plano definido por los dos ejes principales del
CoA.

Se ha sugerido que aproximadamente el 60% de todos los genes
humanos estdn asociados a una isla tipicamente en el extremo 5', y cerca
del 85% de las islas se ha determinado que estan dentro de la zona
comprendida entre -500 pb a +1.500 pb del sitio de inicio de la transcripcion
(Brown y Bird 1986; Antequera y Bird 1993; Cross y Bird 1995). Esta
asociacion con regiones promotoras sugieren que factores actuando en trans
se unen a estos sitios y evitan la metilacion y posterior degradacion de la
citosina (Antequera 2003). En consonancia con esta funcién, se ha
demostrado que la metilacion de novo de las islas puede resultar en
represion transcripcional (Bird 2002).

Para probar si la asociacidn con estas importantes regiones influye en
el uso de codones en el genoma humano, se ordenaron los 11.657 genes
utilizados en este estudio de acuerdo con su posicidon sobre el segundo eje vy,
a continuacién, las secuencias que mostraban los valores extremos de
acuerdo con el segundo eje del CoA (110 de cada extremo) fueron
localizados en el cromosoma respectivo utilizando la opcion BLAST en la
base de datos de Ensembl. De acuerdo con la posicién de los codones (ver
figura 49) se esperaba que los genes que muestran los valores mas
negativos estuvieran representados por secuencias localizadas en islas CpG.
Con los criterios descritos en Materiales y Métodos, se pudieron localizar 102
genes, y de estos, 75 (73,5%), se encontraban efectivamente en islas CpG.
Por otra parte, de los 110 genes exhibiendo los valores mas positivos en el
eje 2, 99 pudieron ser localizados con precision, y de éstas 98 (99%) no se
asociaron con islas CpG. Estos resultados apoyan firmemente que el estar o
no asociado a una isla CpG es el segundo factor principal modelando el uso
de codones en el genoma humano (y posiblemente en otros mamiferos).

A fin de confirmar esta hipotesis, se correlacionaron la posicion de
cada secuencia en el eje 2 con las respectivas frecuencias del dinucleétido
CpG, discriminando entre posiciones del codén 1-2, 2-3 y 3-1. Como puede
observarse en la figura 50, la frecuencia de CpG aumenta significativamente
en las tres posiciones consideradas en los genes que muestran los valores
mas negativos en el segundo eje. Es interesante observar que, si bien
algunos otros dinucledtidos se correlacionan con la posicidn de los genes en
ese eje, los valores de R? son sélo marginalmente significativos. Por lo tanto,
llegamos a la conclusién de que la presencia de una secuencia dentro de una
isla CpG es, en efecto, el segundo factor principal modelando el uso de
codones a nivel global en los genes humanos.
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Figura 50. Frecuencias de CpG en las posiciones de los codones 1-2 (a), 2-3 (b), y 3-1 (c) de los genes contra su
respectiva posicion sobre el segundo eje del CoA. Los valores son a: R?= 0,2 p < 0,0001; b: R> = 0,19 p < 0,0001;
c: R?=10,13 p < 0,0001.

Estudios composicionales en el genoma humano Pagina 111



Dado que el CoA define una serie de ejes ortogonales, se puede
concluir que no necesariamente los genes que muestran altos niveles de GC
en la tercera posicidon se encuentran en islas CpG. Esto es importante porque
por lo general se ha asumido que estas estructuras estan asociadas con
genes situados en isocoros ricos en GC y, a su vez, estas secuencias se
asume que son siempre ricas en GCs, dada la fuerte correlacidon
composicional positiva que existe entre ambas variables [véase, por
ejemplo, (Bernardi 2000)]. En otras palabras, nuestros resultados sugieren
gue una fraccion de genes incorporados en las islas CpG no se encuentran
en isocoros ricos en GC.
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CONCLUSIONES

En el transcurso de la tesis se desarrollaron una serie de herramientas
que se utilizaron para entender la estructura génica y cromosdmica desde el
punto de vista composicional; es de destacar que parte de estos aplicativos
de software se colocaron en internet para su uso publico.

Estas herramientas nos permitieron caracterizar 2 espacios en el
genoma humano, el espacio homogéneo y el heterogéneo cada uno con
caracteristicas diferentes en cuanto a su perfil de GC y presencia de genes.
Ademas constatamos la importancia del érden en los fragmentos de ADN en
el genoma humano.

Hemos realizado un andlisis exhaustivo de las propiedades
composicionales de cada cromosoma humano, y mostrado que estas
entidades son unidades composicionales coherentes. La ya conocida relacién
entre las propiedades composicionales de las regiones de ADN y la expresion
a nivel génico, ciclo de replicacion y frecuencias de recombinacion se volvid
a examinar y ampliar a todo el cromosoma. Ademads, los aspectos
composicionales y funcionales de los cromosomas se relacionan con la
posicién nuclear y el tamafo del cromosoma. Demostramos la existencia de
un fuerte vinculo entre Ila composicion y las caracteristicas
estructurales/funcionales a nivel cromosdmico, junto con el hecho de que los
cromosomas presentan un cierto nivel de coherencia de composicién, y se
comportarian como unidades de seleccién. En este sentido, creemos que
nuestro trabajo contribuye a la tendencia general de los ultimos afos que
re-enmarca los aspectos de la organizacion y funcidén cromosdémica desde
una nueva perspectiva, mas alla del papel histérico como unidades de
segregacion y recombinacién.

Encontramos que la principal fuerza que modela el uso de aminoacidos
en las proteinas humanas esta dada por el contenido en GC de marco de
ADN donde se encuentra ubicado cada gen. En segundo lugar esta la
influencia del nivel de hidropatia de cada proteina y la frecuencia de hojas B.
Finalmente, el tercer factor se relaciona con el uso de Cys y la frecuencia de
a-hélices. En conjunto, estos tres primeros factores explican el 45% de la
variabilidad total encontrada en las proteinas humanas. Dado que cada uno
de los ejes consecutivos explican una proporcidon mas baja de la variabilidad
total (por ejemplo, el cuarto corresponde al 8,1%) la imagen que hemos
mostrado, aunque incompleta, es una buena representacién de los factores
globales que modelan la arquitectura de nuestras proteinas y muy
probablemente, la de otros mamiferos.
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En lo que refiere al uso de codones confirmamos que el principal
factor modelando el uso de codones en el genoma humano es el contenido
en GC de la tercera posicién de los codones. A su vez, y esto es un aporte
original, encontramos que la segunda fuerza es la asociacién de los genes
con las islas CpG. Dado que este factor es independiente del factor antes
mencionado, nuestros resultados sugieren que una fraccion de genes
incorporados en las islas CpG no se encuentran en isocoros ricos en GC. Es
necesario sefalar que estos resultados no son contradictorios con resultados
gque muestran que algunos codones se encuentran bajo presion selectiva.
Por ejemplo, se ha sugerido que ciertas mutaciones 'sindnimas' afectan el
splicing y/o la estabilidad del mRNA, y que hay un contenido en GC
especifico de genes que se expresan Unicamente en un determinado tejido
[para una revisidn, véase (Chamary et al. 2006)]. Lo que se muestra aqui se
enmarca en tendencias principales que actuan globalmente en el genoma
humano (es decir, afectan a la inmensa mayoria de los genes) y, por lo
tanto, deben entenderse como complementarias con otros factores que, por
cierto, siguen en vigor para secuencias individuales o grupos de genes.
Naturalmente, esto seria nuevamente aplicable también a otros mamiferos.
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