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ANALISIS DE REGULARIDAD DE GENOMAS PARA
DETECCION DE TELOMEROS Y SECUENCIAS
AUTONOMAMENTE REPLICATIVAS

RESUMEN

Hastael momento, las levaduras han proporcio-
nado mucha de lainformacidn referente a los origenes
eucaridticos de la replicacién. La levadura Yarrowia
lipolyticahasido analizada con el fin de generar infor-
macién que contribuyaaladeteccion de regularidades
de interés genético (Ugalde, Morales y Ldscaris-
Comneno, 2010) mediante la aplicacion del indice de
maximaregularidad ijqx, - (Ldscaris-Comneno, Skliar
y Medina, 1999). En este trabajo, el ijuqx - se aplica, en
particular, al andlisis de la secuencia correspondiente
al cromosoma IX cosmid 8224 y teldmero derecho de
laSaccharomyces cerevisiae,locual permite detectar
el telémero (C1-3)A documentado en la base de datos
especializada NCBI; asimismo identificar zonas com-
pletamente contenidas en este rasgo en las cuales el
imax,r lcanza su valor maximo de toda la secuencia.
El andlisis de genomas de la Yarrowia lipolytica por
tamafios de ventana menores o iguales que la longitud
desussecuenciasreplicativasindicd,entodoslos casos
estudiados, que la regién para la cual se obtiene el
Mmayor imqy,- S€ encuentra totalmente contenida en la
correspondiente secuencia autorreplicativa.
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ABSTRACT:

So far yeast has provided much of the infor-
mation about eukaryotic origins of replication. The
yeast Yarrowia lipolyticais analyzed with the purpose
of generating information that will contribute to the
detection of regularities of possible genetic interest
(Ugalde, Morales & Ldscaris-Comneno, 2010) by
means of the application of the index of maximum
regularity ijuax,r (Ldscaris-Comneno, Skliar & Medi-
na, 1999). The ijuax,r was used particularly to analyze
the sequence that corresponds to the chromosome IX
cosmid 8224 and right telomere of Saccharomyces
cerevisiae, which allowed to detect the telomere
(C1-3)A documented in the specialized data base
NCBI; and also to identify regions completely con-
tained in the telomere in which the i,y - attains its
maximum value for all the sequence. The analysis
of genomes of the Yarrowia lipolytica considering
subsequences of a length smaller or equal to the
length of its corresponding autonomously replicating
sequences indicated in all the studied cases that the
region with iqy, - the highest is totally contained in
the corresponding replicative sequence.

Keywords: maximum regularity index, replication,
telomere, Yarrowia lipolytica, Saccharomyces
cerevisiae.
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INTRODUCCION

Enlaactualidad, el conocimientorelacio-
nado con biologfa molecular, ingenierfa genéti-
cay biotecnologfa aumentd vertiginosamente.
En gran medida, este crecimiento se ha debido
tanto a la investigacion de laboratorio como a
su integracidn con otras disciplinas.

La Matemdtica aplicada no solo ofrece
a este cuerpo de conocimiento la posibilidad
de describir y analizar informacion, sino
también plantea nuevas formas y estrategias
paracomprender gradualmente los fendmenos
de interés.

Un ejemplo de este tipo de trabajo se
desarrolla en el Proyecto de Investigacion de
Deteccidn de Regularidades en el ADN, de
la Escuela de Matematica de la Universidad
Nacional (UNA), donde se han definido e
implementado algoritmos para interpretar
informacién del ADN.

La hipdtesis principal de este proyecto
consiste en que el grado de regularidad de las
secuencias de ADN puede ser ttil, conjun-
tamente con otras caracteristicas de dichas
secuencias, como centromeros, telomeros,
regiones autéonomamente replicativas, entre
otras, de particular relevancia genética.

En la siguiente seccién se muestra el
andlisis efectuado a cadenas de ADN de di-
Versos organismos.

ORGANISMOS DE INTERES
Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae' es una leva-
dura unicelular eucariota, es decir, que posee
una membrana que encierra el material genéti-
co.Seguin Goh y Kilmartin (1993), trabajar con
el Saccharomyces cerevisiae ofrece muchas
ventajas y, ademds, resulta ttil para obtener
informacién sobre los diferentes niveles de

' Linea taxondémica: cellular organisms; Eukaryota;
Fungi/Metazoa group; Fungi; Dikarya; Ascomycota;
Saccharomycotina; Saccharomycetes; Saccharomycetales;
Saccharomycetaceae; Saccharomyces. Nombre comiin:
levadura de panaderia. Sinénimos: oviformis, italicus,
capensis, uvarum var. Melibiosus (NCBI, 2009).
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funcionamiento de un organismo; de tal ma-
nera que es posible examinar la estructura y
dindmicadelafuncién celulary del organismo,
mds que las caracteristicas aisladas de cada
una de las partes de una célula u organismo.
(Folch et al., 2004).

Enprimer lugar, el Saccharomyces cere-
visiae es un modelo bien conocido en la acti-
vidad humana (Liti et al., 2006) relacionado a
la“atenuacion adecuada del mosto, estabilidad
celular, sedimentacidon (permite la separacion
delalevadurasy contribuye alaclarificacionde
la cerveza), produccidn de alcohol, eficiencia
fermentativa, y la reduccién de compuestos
indeseables durante la fase ulterior de madu-
racion” (Abreuetal.,2008); en segundo lugar,
yase conoce la secuencializacion completa de
su codigo genético (Goffeau et al., 1996). En
particular, la secuencia Z46902 posee 8956
pares de bases y se ubica en el cromosoma
IX del S. cerevisiae.

Yarrowia Lipolytica

La Yarrowia lipolytica* es un microor-
ganismo con capacidad de producir sustancias
metabdlicas involucradas en el proceso de
crecimiento, desarrollo y reproduccién de
organismos. Algunos trabajos (Casarégola
et al., 1997) sefialan que, inicialmente, esta
levadura fue dificil de estudiar por una serie
de caracteristicas inusuales y la complejidad
para construir su mapa genético. Superadas
estas dificultades, Yarrowia Lipolytica se
convirtié en punto de referencia para conocer
otras multiples caracteristicas inusuales en
otros organismos.

Antes de conocer su dindmica reproduc-
tiva, este organismo fue clasificado en otro
grupo (Deuteromycetous group). Inclusive,
se asemejaba mucho al Saccharomyces cere-
visiae pero conforme se estudié mds a fondo,
se determinaron multiples y significativas
diferencias (Bankar et al., 2009).

2 Linea taxonémica: organismo celular; Eukaryota;
Fungi/Metazoa group; Fungi; Dikarya; Ascomycota;
Sac-charomycotina; Saccharomycetes; Saccharomyce-
tales; Dipodascaceae; Yarrowia. Cepa natural conocida:
Yarrowia lipolytica CLIB122 (NCBI, 2009).
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Yarrowia lipolytica posee seis cromo-
somas clasificados del A al F y 7299 genes
identificados. Las secuencias estudiadas en el
presente trabajo se encuentran en el cromoso-
ma A: la M91601, que posee 2309 pares de
bases (bp); la M91600 compuesta por 1305
bp. Ambas estdn localizadas en la region
centroamericana CEN de dicho cromosoma
(Fournier et al., 1993).

Bankaretal. (2009) sefialan que dentrode
las utilidades mads relevantes se encuentran:

o Bio-Remediacion de suelos contamina-
dos con petrdleo.
o Bio-Remediacion de ambientes acua-

ticos.

. Tratamiento o degradacion de los de-
sechos.

o Remocion de metales pesados para bio-
remediacion.

o Bio-transformaciones de productos de
importancia econémica.

INDICE DE MAXIMA REGULARIDAD

En este apartado se describe el indice de
madximaregularidad (imax,r) propuesto por Ldscaris-
Comneno, et al. (1999).

El ipaxr de una cadena de ADN es un
nimero tal que 0 < ijnqy,-< 1. Cuanto mds cerca
esté el imarr de 1, mds regular serd la cadena
analizada.

Para el célculo de ipax, de una cadena de
ADN, debe conocerse su longitud /, esto es,
el nimero de bases que la componen.

En una cadena de ADN, que se puede
representar como una sucesion de simbolos
lii,l;...1 , donde los i (para 1 <j < n) son
cualquiera de las bases nitrogenadas Adenina
(A), Guanina (G), Citocina (C) y Timina (T).
Para cada una de estas secuencias, se conside-
ra otra obtenida al efectuar un corrimiento o
desfasaje de unaletra en la secuencia original.
Es decir, la dltima letra de la original pasa a
ser la primera de la segunda secuencia y, a
partir de ahf, el resto son las mismas letras de
la original solo que corridas una posicién a la
derecha. Por ejemplo, obsérvese la siguiente
cadena, para la cual lc =15:

ATCGGTTCTCTATTG

Entonces, se obtiene la otra cadena bajo
la original:

ATCGGTTCTCTATTG
TCGGTTCTCTATTGA

La segunda secuencia se obtiene de la
original efectuando un desfasaje de una letra

(d=1).

Ambeas secuencias se pueden considerar
como un conjunto de pares ordenados (15 en
este caso), tales que, la primera componente de
cadauno es un elemento de la secuencia origi-
nal y, la segunda, un elemento de la secuencia
obtenida mediante el desfasaje. Los 15 pares
del ejemplo anterior son los siguientes:

(A,T), (T,O), (C,G), (G.G), (G,T),
(T.T),(T,C),(C,1),(T.O),(C.T),(T.A),
(A,T), (T,T), (T,G) y (G,A).

Cada una de estos pares ordena-
dos pertenece al conjunto BxB, donde

B=1{A4,G,T,C}.

También, es posible definir una nueva
secuencia, a partir de la original, efectuando el
desfasaje de dos simbolos ( d = 2); otra mds
con el desfasaje de tres simbolos (d =3)y
asisucesivamente hastael desfasaje de catorce
simbolos, pues un desfasaje de 15 simbolos
(en este caso en particular) produce de nuevo
la secuencia original.

Ademads, si se invierte el orden de las
bases de la secuencia original, se obtiene una
nueva secuencia que, junto con la original,
forma el siguiente par de secuencias:

ATCGGTTCTCTATTG
GTTATCTCTTGGCTA

Se pueden obtener de nuevo 14 pares de
bases al ejecutar los desfasajes desde d =1 a
d =14 con la secuencia invertida.

En general, para una secuencia de longi-
tud [, se obtienen 2 / — 1 pares de secuencias,
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delascuales/ — 1 corresponden alos obtenidos
con la secuencia dada y las [ — 1 secuencias
generadas, a partir de ella, al efectuar los des-
fasajes sucesivos desde d =1 hastad= [-1.
Los otros [, pares de cadenas corresponden
a los obtenidos con la secuencia dada y las /,
secuencias generadas, a partir de la original, al
invertirel orden de las bases y, posteriormente,
efectuar los desfasajes sucesivos desde d =1
hastal — 1.

En este trabajo se parte de las siguientes
suposiciones:

1. Laprobabilidad de que unabase, elegida
al azar, de una secuencia de bases sea
cualquierade las cuatro consideradas (A,
G,CyT)eslamisma, o sea, %

o La probabilidad de que un par ordena-
do, elegido al azar, de cualquiera de los
2l - 1 pares de secuencias resultantes
del proceso descrito anteriormente, sea
cualquieradelas 16 posibles,eslamisma,
es decir, 1/16.

Paracadauno de los pares de secuencias,
correspondientes aun desfasaje de d simbolos,
se denotan 74,44, NA.G.d, NA,C.d, NAT.d, NG.Ad, NG,G.d,
ngG,cd, NG 1d, Nc,ad, Nc,G.d, Nc,cd, Nc,1.d, N1,4,d, N1,C.d,
nred, y Nrra la cantidad de pares ordenados
efectivamente contados. Por ello, se debe
cumplir que

Ny gatigat thrry =1

c

se denota con D, la suma de los cuadrados
de las diferencias entre el conteo obtenido y el
valor esperado de cada par, correspondientes
al primer conjunto de pares de secuencias para
los diversos desfasajes posibles (d € {1,2,...,
le=1}):

2 2 2

lC lC ZC
Dd = (nA,A,d _g) + (nA,G,d _g) +oot (nT,T,d_ %)

*
Ademds, se denota con D 4 la suma
de los cuadrados de las diferencias entre el
conteo obtenido y el valor esperado de cada
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par, correspondientes a los desfasajes (d e
{1,2,..., [c—1}), para el segundo conjunto de
pares de bases®:

El, imax, para una secuencia de longitud
lc , se define por

max{D,,---, D, _ Dy, -D, i
lmax,r =
(l —E)Z+15(16)2
METODOLOGIA

Paralaaplicacion del algoritmo descrito
en el apartado anterior, que calcula el ijqy, - de
una cadena de ADN, se utilizé dos software
(Filetrunc y IMRProc) programados por el
Yuri Morales de la Universidad Nacional y el
César Arévalo de Arévalo Software y Multi-
media S.A.; la plataforma utilizada fue Delphi
Enterprise y la primera version se lanzé en el
segundo semestre del 2007.

A continuacion, se describe el procedi-
miento utilizado:

1. Se eligieron varias cadenas de ADN
contenidas en el genoma de la Yarrowia
lipolytica'y dela Saccharomyces cerevi-
siae,las cuales estan en las bases de datos
del National Center for Biotechnology
Information (NCBI).

2. Para cada una de las cadenas, se ana-
liz6 el nivel de regularidad aplicando
el algoritmo descrito en subsecuencias
cuyos puntos medios son consecutivos.
Los tamafios de cada una de estas sub-
secuencias se denominan ventanasy se
denotan V.

3. Se tabularon los valores del ijqy, para
cada V y se construyeron graficos.

* Formado por la secuencia invertida y sus / 1
desfasajes.
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4.

Se compararon los resul-
tados obtenidos con los
rasgos documentados en
las bases de datos del NCBI 035 -

Figura 1.

imax, de la secuencia Z46902 para V=79

mds largos que 20 bp. 3 03
Elandlisis efectuado se ex- % 02
o £ 02
pone en el siguiente apartado. H
F o015
» £
ANALISIS DE RESULTA- 2 o
DOS £ 005
0
El inaxr fue computado 0

para secuencias de las levadu-

ras Saccharomyces cerevisiae

y Yarrowia lipolytica, que se

encuentran documentados en la base de datos
del NCBI, con los cédigos de acceso Z46902
parala primera levaduray M91601 y M91600
para la segunda.

A continuacion, se sintetizan los prin-

cipales resultados del estudio de cada una de
estas secuencias.

L.

Secuencia Z46902 (8956 bp): Definicion:
“Saccharomyces cerevisiae chromosome
IX cosmid 8224 and right telomere”.

Los rasgos documentados en la base de
datos especializada considerados parael
andlisis son los siguientes:

miscfeature: “similartoEMFUN:Scaarsa,
L25318, S. cerevisiae autonomously

replicating sequence (ARS120), para
bases 7504 a 8415.

misc feature: “85.8% identity with X-
element in SCIXXY, M63935” para
bases 8129 a 8681.

misc feature: “telomere (C1-3)A sequen-
ce” para bases 8878 a 8956.

El rasgo telomérico tiene una longitud
documentada en NCBI de 79 bp. El es-
tudio de la secuencia Z46902 mediante
la aplicacién del indice con V =79
genera los siguientes resultados:

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000

punto medio

Como puede apreciarse, la aplicacion
del indice de mdxima regularidad, con
un tamafo de ventana igual a la longitud
documentada del telémero (C1-3) A, ge-
nera un valor de iqy,=0.3006249 el cual
difiereen0.00538215 del mayor valordel
indice en toda la secuencia, cuyo punto
medio estd a 2 bases del punto medio
del rasgo documentado. Como puede
observase a continuacion, el maximo
valor del inq,=0.31600 se alcanza en
cinco subsecuencias consecutivas.

Tabla 1
Localizacion de los valores maximos del
imax,r
Punto medio | Subsecuencia i
8916 0.3006249
8917 [8878, 8956],, | 0.3006249
-telémero
(C1-3)A-
8911 [8872, 8950],, | 0.31600705
8912 [8873,8951],, | 0.31600705
8913 [8874, 8952]., 0.31600705
8914 [8875, 8953],, | 0.31600705
8915 [8876, 8954]., | 0.31600705

Es el criterio de los autores que, con la
aproximacion descrita, puede considerar-
seque laaplicacion del iy, - ha permitido
detectar este rasgo telomérico.

Asi, el cdlculo de los valores de imax.r
para tamafios de ventana J = 35, 45,
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55, 65, 75 seiialo, en todos estos casos,
que las subsecuencias o regiones en las
cuales se alcanza el valor mds elevado
del indice estdn completamente conte-
nidas en el rasgo denominado “telémero
(C1-3)A”.

Ademds, si se consideran para tamafios
de ventana iguales a las longitudes de
los otros dos rasgos documentados
para esta secuencia, se obtiene que las
regiones seflaladas como las de maxima
regularidad para los tamafios de venta-
na ¥V =553y ¥V =9135, en todos
los casos, contienen completamente al
telomero documentado.

A manera de ejemplo, se ilustra en la
siguiente figura el caso correspondiente
alosresultados del andlisis considerando

V =553

Figura 2

imax, de la secuencia Z46902 para V = 553
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SecuenciaM91601 (2309 bp): Definicidn:
“Yarrowia lipolytica autonomously repli-
cating sequence 68 and centromere”.

A partir del estudio de la relacion entre
la secuencia auténomamente replicativa
y el centromero (Fournier et al., 1993),
y de la posicion relativa entre ambos
(Vernis etal., 1997 y Vernis et al., 1999)
y se documentan en la base de datos los
siguientes rasgos:

+ La longitud de la regién que presenta “*85.8% identity
with X-element in SCIXXY, M63935”" es 553, con punto
medio 8407.

3 El rasgo ““similar to EMFUN:Scaarsa, L25318, S. ce-
revisiae autonomously replicating sequence (ARS120)”
es de longitud 912, con punto medio 7961 considerando
V=913.
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misc feature ARS68, seialado en la base
de datos entre las bases 734y 1772

misc feature CENI1-1 (segmento del
centromero 1), ubicado entre las bases
1545y 1785

Se calcularon los valores de para los
siguientes tamafios de ventana: V =
15, 25, 45, 65, 85, 105, 115, 251, 501.
Para todos estos casos, la subsecuencia
o region en la cual el ipq,- alcanza su
valor mds elevado estd completamente
contenidaen lasecuenciaauténomamen-
te replicativa ARS68.

Seguidamente se presentan, a manera
de ejemplo, los datos obtenidos para

V =85:

Figura 3

imax, de la secuencia M91601 para V = 85
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Nota: Elmayor valor iuax,=0.23271 sealcanzaenla
subsecuencia de punto medio 1251 y longitud 85.

El grado de regularidad del rasgo
ARS68 completo, considerando el
punto medio 1254 y V' =1039, es
iec, = 0.01899.

SecuenciaM91600 (1305 bp): Definicion:
“Yarrowialipolyticacentromere and auto-
nomously replicating sequence 18”.

Las secuencias auténomamente repli-
cativas ARS18 y ARS68, de M91600
y M91601, respectivamente, han sido
comparadas entre s{ y con los centré-
meros (Fournier et al., 1993). A partir de
este estudio, se documentan en la base
de datos NCBI los siguientes rasgos
para M91600:
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o misc feature ARS18 “autonomously
replicative sequence 18 sefialado en
la base de datos como ubicado entre las
bases 1y 895.

o misc feature “centromere” ubicado entre
las bases 283 y 1305.

Se calcularon los valores de ijnax,-paralos
siguientes tamafios de ventana: V =15,
25,45, 65, 85, 105, 125, 441. En todos
estos casos, la subsecuencia o region en
la cual se alcanza el valor mas elevado
del indice estd contenida en la secuencia
auténomamente replicativa ARS18.

A manera de ejemplo, se registran los
resultados para V' =85

Figura 4
imax, de la secuencia M91600 para V = 85
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Nota: El mayor valor ipqx,r= 0.16763 se alcanza
en las subsecuencias de puntos medios 170 y 171,
de longitud 85.

CONCLUSIONES

Enel andlisis del indice de mdximaregu-
laridad de la secuencia Z46902, se detectaron
dos posibles estrategias de acercamiento al
rasgo de interés. Con un tamafo de ventana
igual a la longitud del telémero, el iyqx - iden-
tificé este rasgo con valores mds elevados.
De igual manera, todas las regularidades
obtenidas con ventanas menores a la longitud
del telomero, alcanzaron sus valores maximos
en subsecuencias completamente contenidas
en este rasgo.

Para las secuencias M91600 y M91601,
el imay, alcanza valores relativamente bajos.
Sin embargo, todos los casos estudiados con
tamafios de ventana mayores que 15 y meno-
res que 501 en las cuales el iyq- alcanza su

nivel mds elevado, estan contenidas en las
secuencias autonomamente replicativasAR 18
y ARS68. Ello sugiere que algunos rasgos de
interés genético se constituyen por secuencias
de menor longitud que presentan altos niveles
de regularidad.

El trabajo prospectivo de esta investi-
gacidn buscard profundizar en las estrategias
de aplicacion del imqr para la deteccion de
regiones de interés genético.
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