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Resumen

Esta tesis tiene como objetivo la construccion de un flujo automatizado de trabajo que
integre diferentes procesos, la informacion de bases de datos y los modelos computacionales
requeridos para identificar dominios asociados al Sistema Inmune (SI) presente en los tuni-
cados que se conoce como un repertorio de genes principalmente asociado al Sistema Inmune
Innato(SII). La importancia bioinformatica de este trabajo se fundamenta en la necesidad
de reconstruir un modelo de ganancia y perdida de dominios del SI en los tunicados bajo una
aproximacion de procesos automatizados aplicados sobre los genomas de algunas especies.
Como grupo cercano a los vertebrados el screening promete revelar informacién de interés
sobre la evolucién del SI debido a que los tunicados se encuentran justo antes del bigbang
inmunolégico que es un proceso que se considera dio origen a la complejidad del Sistema
Inmune Adaptativo. Por tanto desde el punto de vista de la rama de la bioinforméatica de
anotacion de genes, este trabajo propone una alternativa para la reconstruccién de regiones
codificantes en especies no modelo que carecen de informacién de datos de expresion centrada
en homologia de dominios. La mayoria de las herramientas disponibles en anotacién son alta-
mente dependientes de la informacion transcriptémica o proteémica aunque existen métodos
ab initio que se fudamentan en la bisqueda de senales propias de las secuencias de los genes
procariotes y eucariotes. Por otro lado, en particular, la anotacién de los genes del Sistema
Inmune tampoco es sencilla ya que se debe atacar el problema computacional de identificar
homologia entre secuencias que pueden estar cargadas de ganancia, perdida y rearreglos de
dominios. Es por esto que se propone en este trabajo esta estrategia que combina arqui-
tecturas de dominios candnicos de genes del SII para una eficiente deteccion de dominios
ultraconservados entre las especies de estudio. La estrategia se disena con el fin identificar
tractos de dominios en especies de tunicados que carecen de datos de transcriptémica o pro-
tedmica y por tanto se propone un modelo de identificacién de posibles regiones genomicas
putativas asociadas a codificar para dominios del SII en el genoma borrador de una especie
carente de anotacién y de datos de expresion como el tunicado Didemnum vexillum .

Finalmente, se implementa un modelo evolutivo de ganancia y perdida de dominios ultra-
conservados de genes putativos del SII. Dicha pipeline fue aplicada sobre la totalidad de los
genomas de cinco especies de tunicados y de un grupo externo conformado por un cefalocor-
dado y dos vertebrados.

Las caracteristicas de los genomas evaluados durante esta tesis, en especial la de los tu-
nicados, representaron retos computacionales importantes de tres tipos: primero genomas
con peculiares historias evolutivas, segundo para algunas de estas especies los ensambles
de los genomas se encuentran altamente fragmentados y como no son todos ellos orga-
nismos modelo no cuentan con informacién experimental amplia que permita entrenar y
utilizar programas de anotacion de genes ampliamente usados en Cordados como la pipe-
line de Ensembl y tercero existe complejidad en la arquitectura génica de los genes del SI
ya que en ellos se presentan duplicaciones de dominios, rearreglos de los mismos y per-
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didas. Estos problemas fueron resueltos en el Capitulo 1 mediante un analisis focalizado
en el amplio repertorio de la arquitectura de genes existentes en dos bases de datos prin-
cipales InnateDB y Insect Innate Immunity Database (IIID) usado para definir un sis-
tema de dominios “Gold Standard” sobre las especies articuladas en el Ensembl usando
BioMart para ser mapeados sobre las especies Ciona intestinalis, Ciona savignyi,
Petromyzon marinus, Latimeria chalumnae y Danio rerio logrando asi identificar el
conjunto de dominios del SII de cordados inferiores. Posteriormente para las especies de tuni-
cados Oikopleura dioica y Botryllus schlosseri y el protocordado Branchiostoma
floridaeo que carecen de anotacién de la pipeline del Ensembl se usaron las secuencias de
sus proteinas reportadas, como blancos para la identificacién de dominios canénicos asocia-
dos al SII previamente establecido. En el capitulo 2 se presenta la estrategia utilizada para
identificar dominios en especies que carecen de evidencia experimental de expresién y ano-
tacion como el tunicado D. vexillum . Esta restriccion en el nimero de dominios evaluados
permitié de forma rapida, precisa y eficiente establecer conjuntos de dominios con arquitec-
turas proteicas similares a las reportadas en la literatura, siendo éstas el punto de partida
para la busqueda de relaciones de homologia, principalmente de ortologia y paralogia y de un
modelo de ganancias y perdidas de dominios ultraconservados del SII descrito en el Capitulo
3.

Palabras clave: Dominios, Sistema Inmune, Sistema Inmune Innato, Tunicados, Ano-

tacion de Genes, Ganancia y Perdida.
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Resumen

This survey is aimed at to build an automated workflow that integrates different processes,
database information and computational models required to identify domains associated
with the Immune System (IS) present in the tunicates that is known as a repertoire of genes
mainly associated with the Innate Immune System (IIS). The bioinformatic importance of
this work is based on the need of build a model of gain and loss of domains of the IS
in tunicates following an approach which relies on an automated processes applied to the
genomes of some species. As a group close to vertebrates, the screening on tunicates promises
to reveal information of interest on the evolution of the IS because the tunicates are located
just before the immunological big bang which is a process considered to have given rise to
the complexity of the Adaptive Immune System. Therefore, from the point of view of the
bioinformatics branch of gene annotation, this work proposes an alternative approach to
reconstruct coding regions in non-model species that lack gene expression data centered on
domain homology search since most of the tools available for gene annotation are highly
dependent on the transcriptomic or proteomic information, although there are methods ab
initio centered on the search for signals of the prokaryotic and eukaryotic genes sequences.
On the other hand, in particular, the annotation of the genes of the Immune System is
not a simple task either, since must be tackled the computational problem of identifying
homology between sequences that can be built of gain, loss and rearrangements of domains.
This is why this strategy combines architectures of canonical domains of IIS genes for an
efficient detection of ultraconserved domains between the study species. The strategy is
designed to identify tracts of domains in tunicated species that lack of transcriptomics or
proteomics data. Therefore we propose a model to identify possible putative genomic regions
associated with coding for IIS domains in the draft genome of a species without annotation
and expression data such as the tunicate Didemnum vexillum.

Finally, an evolutionary model of gain and loss of ultraconserved domains of putative ISS
genes is implemented. This pipeline was applied to all the genomes of five species of tunicates
and of an external group consisting of other chordates.

The characteristics of the genomes evaluated during this thesis, especially in tunicates, re-
presented three types of important computational challenges. First genomes with peculiar
evolutionary histories, second for some of these species the assembled genomes are highly
fragmented and since they are non-model organisms they do not have extensive experimen-
tal information that allows us to train and use gene annotation programs widely used in
chordates as the Ensembl pipeline and third there is complexity in the gene architecture of
the genes of the IS since they present duplications of domains, rearrangements and losses.
These problems were solved in Chapter 1 through an analysis focused in the wide repertoi-
re of the existing gene architecture in two main databases InnateDB and Insect Innate
Immunity Database (IIID) that let us to define a system of “Gold Standard” domains which
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was mapped into species articulated in the Ensembl using BioMart, which included the spe-
cies Ciona intestinalis, Ciona savignyi, Petromyzon marinus, Latimeria chalumnae
and Danio rerio to identify a set of canonical architectures of the IIS of lower chorda-
tes. Later on, were used protein sequences annotated by other systems as targets for the
identification of canonical domains associated with the “Gold Standard” previously establis-
hed for the species of tunicates Oikopleura dioica and Botryllus schlosseri and the
protocordado Branchiostoma floridaeo. In chapter 2 we present the strategy used to
identify domains in species that lack of experimental evidence of expression and annota-
tion such as the tunicate D. vexillum. This restriction in the number of evaluated domains
allowed quickly, accurately and efficiently to establish sets of putative domains of protein
architectures similar to those reported in the literature. This approach could be used as the
starting point for the search of homology relationships, mainly of orthology and paralogy and
as a model of gains and losses of ultraconserved ISS domains as is described in the Chapter 3.

Key words: Domains, Inmune System, Innate Inmune System, Tunicates, Gene anno-
tation, Gain and losses.
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Objetivos

Objetivo general

Construir procesos computacionales automatizados tipo pipelines que permitan identificar la
organizacion gendémica de los dominios ancestrales asociados al sistema inmune en cordados
basales, para elaborar un modelo basico que explique la pérdida, ganancia y evolucion de
dichos elementos.

Objetivos especificos

= Diseno e implementacion de una pipeline que automatice el flujo de procesos asocia-
dos a la identificacién de exones, e identificaciones de posibles dominios asociados al
sistema inmune basados en una aproximacién de organizacion de exones en clusters y
su posterior validez usando modelos ocultos de markov.

» Construccion de una pipeline que integre los procesos para la detecciéon de ortologia,
perdida y ganancia de dominios con el fin proponer un modelo de evolucién de dominios
del sistema inmune en las especies de interés.

= Generar una estrategia computacional de anotacion de algunos genes asociados al sis-
tema inmune y de sus regiones adyacentes, para presentar un primer borrador del
inmunogenoma de Didenmum vexillum .



Introduccion

Generalidades

Posterior al secuenciamiento y ensamble de un genoma, los investigadores se enfrentan
con dos retos computacionales adicionales que consisten en la deteccién de las subregio-
nes genémicas que codifican en una primera instancia y en la otra en la asignacion de su
posible funcionalidad. Estos dos pasos principales conocidos como la prediccion y anotacién
de genes, términos que han sido usualmente usados por algunos autores como sinénimos, son
procesos diferentes, es decir, los predictores de genes se encaminan a la identificacion de la
secuencia codificante (CDS) del inglés coding sequence (CDS) mas probable que excluye en
primer lugar las regiones no traducidas del inglés (UTRs) y en segundo lugar las variantes
en las secuencias que definen los limites de los exones o la heterogeneidad de los mismos que
pueden detectarse por la evidencia de transcritos alternativos. Esta amplia complejidad del
funcionamiento del gen eucariote, que depende altamente de los motivos de subsecuencias
en los genomas, son incorporados principalmente en el proceso de anotacién de genes. Hoy
en dia la anotacion se ha convertido en una tarea mucho mas compleja que la prediccion de
genes [121]. Aunque en sus primeros inicios la anotacién se basé en la busquedas de senales
propias de los genes eucariotas, como busquedas de senales de cajas TATA, de definiciones
exo/intrénicas y senales de poliadenilacién, en la era post-gendmica, la anotacién de genes
se ha abordado de dos formas: procesos manuales mediados por curacién manual como el
proyecto VEGA-HAVANA del Wellcome Trust Sanger Institute o automatizados como las
pipelines de Ensembl. La diferencia entre ellos es la rapidez y eficiencia en las cuales ocurren
los dos procesos y la calidad de las predicciones de ambos modelos, siendo mas eficiente el
proceso automatizado pero mas preciso el proceso manual. Entre algunas de las bases de
datos que integran pipeline automatizadas se encuentran adicional al Ensembl, FlyBase y
otros como Biopipe anclado en Open Bioinformatics Foundation (OBF; http://www.open-
bio.org), Genescript y ASAP [92].

El reto de poder caracterizar de forma rapida y confiable las secuencias provenientes del
secuenciamiento de nuevos genomas de forma masiva, toma mayor importancia debido a la
creciente necesidad de poder extraer la maxima informacién y poderla interpretar de acuerdo
a las relaciones de homologia, funciones celulares y aproximaciones bioquimicas, siendo el fin
ultimo de la anotacion, otorgarle una funcién bioldgica a una secuencia genémica que pueda
ser usada en estudios funcionales o evolutivos [1] [13] [6] [109] [110].

Si es claro que la fisiologia celular es compleja y que la regulacién de expresion de genes
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a nivel de la transcripcién y del procesamiento de mRNAs genera formas alternativas en-
tonces por ende si la definicion de lo que una UTR o un Exén son es compleja, entonces
se hace mucho mas dificil la definicién de lo que una region gendmica asignada a un gen
pueda ser. Sin embargo, actualmente existen pipelines que pueden manejar la heterogenei-
dad de los datos de expresién como EST o RNA-seq u homologias de proteinas integradas
con modelos coherentes de genes conocidos para caracterizar todos los elementos funcionales
que componen los genes, finalizando con la asignacién de una funcion biolégica a una se-
cuencia genémica. [I][13]. Para el caso de los vertebrados y especies cercanas, como algunos
de los genomas utilizados en este trabajo, éstos han sido sometidos a un riguroso proceso
de anotacién ampliamente aceptado en la genémica comparativa de vertebrados como es la
pipeline de anotacién del laboratorio de biologia molecular europeo (EMBL) que integra la
informacion experimental de 70 especies de vertebrados y de otras especies de metazoarios
bajo la plataforma Ensembl [I].

Dentro del grupo de especies trabajadas nos concentraremos en algunas especies del sub-
phylum Tunicata, este grupo fue de nuestro interés por tres razones: 1) Al ser el grupo
hermano de los vertebrados los provee de una posicién filogenia privilegiada 2) esta extraor-
dinaria ubicacion a su vez los convierte en un grupo clave en el estudio de la evolucion del
sistema inmune, ya que se encuentran justo antes del fenémeno bioldgico que dio origen a
la complejidad atribuida al SIA; el BigBang inmunologico [46] 3) Este grupo se caracteriza
por la gran diversidad de formas de vida, nichos ecolégicos y ambientes marinos [21], 69].

Estos tres atributos postulan a los tunicados como un grupo modelo que puede llegar a
explicar las estrategias de en respuesta inmune innata que les han permitido sobrevivir en
los diferentes habitats segin sus diversas formas de vida ( solitarios, sociales y coloniales).
En conjunto, se cree que pueden tener relaciones complejas entre el ambiente, el genoma
y el fenotipo y es alli en donde se espera diversidad en la composicién de sus sistemas
inmunes. [28], [10].

Sin embargo pese a la importancia de estas especies en la integracién de disciplinas de la
biologia y la biologia evolutiva del desarrollo los estudios gendémicos y comparativos son
escasos. Hasta el momento se han anotado los genomas de cuatro ascidias, tres solitarias:
C. savignyi, C. intestinalis [33, [105] y O. dioica |34} [104] y una colonial: B. schlosseri [116].
Estos genomas han permitido estudios de gendémica comparativa entre algunos tunicados
con genomas de algunos cordados que han perimido identificar en estos ultimos fenémenos
de expansion de familias genicas por eventos de duplicaciones locales, pero también perdida
masiva de genes.

Estos genomas muestran una complejidad en la organizacién gendémica con altas tasas de
evolucion que ha permitido inferir la existencia de un procesos de re-estructuracién genémica
que han conducido a una organizacion gendmica particular algunos tunicados, pero aun no
esta claro si este proceso es exclusivo de algunas especies o es comun a todos los tunicados
[94], 10].

Estos eventos de re-estructuracién también se observa en sistemas complejos que mantienen
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la integridad de los organimos como el sistema inmune, un sistema que como demostraremos
mas adelante ha sido fundamental en la evolucién de la vida multicelular y debido a su
complejidad y diversidad en su evolucion ha sido objeto de esta tesis.

La importancia del estudio del sistema inmune radica en que este es mucho mas que un
sistema de reconocimiento y eliminacion de patégenos, es un sistema organizado por médulos
los cuales al interactuar entre ellos permiten mantener la integridad genética, fisiologica y
el equilibrio homeostatico en un organismo. Dichas interacciones modulares y los médulos
en si mismos son moldeados por los planes corporales, historia y esperanza de vida de cada
organismo.

Algunos estudios rastrean el origen del sistema inmune méas alld de 500 millones de anos,
es por ello que no pasa desapercibido la presencia de estrategias de reparacién de tejidos
asi como de reconocimiento, neutralizacion, eliminacion de patdgenos, rastreada en ramas
comunes de la evolucién de los grupos animales, como es el ejemplo del mantenimiento de la
integridad individual del organismo por medio del reconocimiento de lo propio de lo extrano
o aloreconocimiento; se ha propuesto que la seleccion de este mecanismo permitio la existen-
cia de organismos multicelulares que fue derivando en la capacidad de evitar la formacién
de quimeras. [22] [84] [5].

De igual forma, el sistema inmune también ha derivado en mecanismos que son innovaciones
evolutivas de ciertas ramas en metazoarios. Como es el caso de del sistema inmune especifi-
co, adquirido, anticipatorio o adaptativo (SIA) el cual aparece como una innovacién en los
vertebrados mandibulados y cuyo mecanismo se basa en la expansion de células clonales es-
pecializadas (linfocitos). Los linfocitos poseen receptores (Anticuerpos y receptores de células
(TCR)) con una variabilidad casi ilimitada generada por recombinacién somética mediada
por enzimas tipo RAG (dicha recombinacién le permite a los vertebrados mandibulados el
reconocimiento de antigenos en constante cambio). [7] [56]. Por el contrario, el sistema in-
mune no anticipatorio o innato (SII), es un claro ejemplo de estrategias conservadas a lo
largo de la evolucién de los animales, esto se debe a que el SII se basa en el reconocimiento
de patrones moleculares, que pueden ser de tipo microbiano y que incluyen polisacaridos
complejos, glicolipidos, lipoproteinas y que comparten la caracteristica de estar presente en
el parasito mas no en el hospedero conocidas como los Patrones de Moléculas Asociadas al
Patogeno (PMAP).

Existen muchas preguntas abiertas sobre la evolucién del SI por ejemplo: ;Cémo son las
dinamicas evolutivas que permiten el surgimiento de innovaciones especie especificas como
el STA? o por el contrario ;Qué permite la fijacion de estrategias conservadas como el SII?
todas ellas siendo hoy en dia un tema que necesita una investigacion a fondo Algunos estu-
dios han propuesto que en términos de ancestralidad, la inmunidad se puede rastrear desde
las plantas, protozoos hasta bacterias, y se han propuesto 5 hitos fundamentales de la evo-
lucién de este sistema: 1) la aparicién de componentes del sistema complemento, moléculas
Anti-trematodos encontradas en Lophotrochozoa hace aproximadamente 520- 530 millones
de anos, péptidos Antimicrobianos en nudibranquios (Mytilus galloprovincialis, Biomphalaria
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glabrata), 2) la Oxido nitrico sintasa (NOS) encontrada en B. glabrata y en Schistosoma
mansoni , que sirve de defensa, ya que el éxido nitrico y el producto de su reaccién con
super6xido (peroxinitrito) puede causar dano a las estructuras proteicas, 3) el estallido res-
piratorio detectado en moluscos como en (Lymnaea stagnalis , S. mansoni , Crassostrea gigas
y M. galloprovincialis), que es el proceso mediante el cual se genera una cascada inicializada
por el complejo enziméatico NADPH oxidasa, provocando la produccién de aniéon superdxido
y radicales los cuales son perjudiciales para microorganismos, 4) los patrones de reconoci-
miento PRR encontrados en Helix pomatia, B. glabrata, que son receptores encargados del
reconocimiento de patrones PMAP. Los patrones PMAP aunque amplios son limitados, son
compartidos por diferentes parasitos y son conservadas entre organismos y fundamentales
para la supervivencia del pardsito. [7] [56] Helix pomatia, B. glabrata[9]; por ultimo 5) El
surgimiento del SIA[22].

Este 1ltimo hito, es conocido como el Big-Bang inmunoldgico, cuyo origen fue el resultado
de dos rondas de duplicaciéon génica, de las cuales no se tiene claro si fueron locales o a lo
largo de todo el genoma, pero que dieron lugar a expansion de genes basados en dominios
tipo inmunoglobulina. Dichas duplicaciones tuvieron lugar después de la separacion del linaje
que conduce a los Cefalocordados [58]. A partir de este Big-Bang se generaron dos eventos
que tuvieron un caracter importante en la aparicién de sistema inmune adaptativo, 1) la
adquisicién de los genes RAG y 2) la recombinaciéon VDJ en los linfocitos. Estos dos eventos
solo han podido ser rastreados hasta los peces mandibulados, siendo totalmente ausente en el
grupo hermano de los vertebrados, los urocordados [45]. Aunque no es rastreable el sistema
inmune adaptativo en los tunicados, hay evidencias que sugieren que siendo los tunicados el
grupo ubicado en tiempo evolutivo inmediatamente anterior a la aparicién de la inmunidad
adaptativa, puedan existir evidencias de un fenomeno evolutivo que implica el uso de nuevas
funciones de células ancestrales involucradas en el alorreconocimiento que cumplen el mis-
mo papel que las células NK, con arquitecturas similares a los receptores de estas células
en los vertebrados mandibulados, dominios de lectina tipo C; moléculas con un ITIM y un
inmuno-receptor basado en tirosina; y la activaciéon del motivo (ITAM) [75] [35] . Otro punto
importante que hay que tocar con respecto al sistema inmune en vertebrados no mandi-
bulados y conservado en los mandibulados, es el sistema del complemento, el cual cumple
tres funciones importantes: opsonizacion de las particulas extranas, inducciéon de reacciones
inflamatorias y citolisis. De las moléculas conservadas del sistema del complemento las mas
representativas son el C3 y el BF (factor B) [&3].

Es por eso que el estudio de los tunicados, un grupo hermano de los vertebrados mandibula-
dos que al encontrarse en la frontera de la emergencia de la inmunidad adaptativa, se presenta
como un grupo clave para entender el surgimiento de la complejidad y de la diversidad del
sistema inmune adaptativo. Es por ello que entender las dinamicas de este grupo posibilita
preguntas referentes a entender la transicién de un sistema con la presencia exclusiva de
la inmunidad innata a sistema que cuentan con ambas[71]. El ejemplo més claro de dicha
transicion, es la presencia de una regién proto-MHC en los cefalocordados Brachiostoma
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floridae y Brachiostoma belcheri los cuales poseen pocos homologos con los genomas de los
tunicados disponibles[56]. La importancia de esta proto-region estd dada a que el MHC es un
complejo exclusivo de la inmunidad adaptativa y es clave para el proceso de reconocimiento
de lo propio y de lo extrano en los vertebrados mandibulados y esta completamente ausente a
nivel funcioinal en los invertebrados y tunicados. Dicha regién precursora del MHC muestra
una alta tasa media de reordenamiento local y se cree que es uno de los puntos de origen del
big bang, en donde muchos nuevos dominios y combinaciones de dominios surgieron en esta
region, y contribuyeron al origen de la inmunidad adaptativa [7] [58]. La hip6tesis del reor-
denamiento de dominios y exones pueden haber sido una fuerza impulsora de la evoluciéon
del sistema inmune, no solo aplica al surgimiento del STA. Paalsson, et al. 2007 demostré
a través de un estudio de homologias estructurales, que la totalidad del sistema inmune ha
estado basado fundamentalmente en nueve dominios ancestrales los cuales son conservados a
lo largo de la evolucién de miultiples organismos, sugiriendo que el sistema inmune proviene
de unas pocas proteinas ancestrales, seleccionadas y fijadas a lo largo de la evolucién [8§].
Siguiendo esta idea asi como ideas similares discutidas por otros autores fundamentamos
la manera como se abordo esta tesis, es decir un trabajo basado en el estudio del dominio
proteico como el médulo evolutivo mas elemental del sistema inmune y por ende de manera
preliminar presentamos dindmicas de ganancia y perdida de dominios asi como combina-
ciones que puedan ser consideradas como un resultados del efecto de una fuerza impulsora
evolutiva que conllevé a la complejidad del sistema inmune. Teniendo entonces en cuenta
que la variabilidad de dominios implica a escala exdnica organizaciones nuevas (sin tener en
cuenta que existe también el reordenamiento de exones), entonces, es sumamente interesante
describir si la variabilidad de dominios hubiese favorecido la creacion de nuevas arquitecturas
proteicas que pudieron ser seleccionadas positivamente [8§].

Modulos del Sistema Inmune

Moléculas de reconocimiento

Entre las proteinas asociada al sistema inmune de invertebrados se encuentran los receptores
encargados del reconocimiento de moléculas constitutivas de microorganismos como el pep-
tidoglicano, la flagelina o el lipopolisacarido (LPS) exclusivo de bacterias Gram-negativas
y los acidos teicoicos y lipo-teicoicos (LTA) exclusivos de bacterias Gram-positivas , ARN
de doble cadena de virus y beta-glucanos de hongos, entre otras moléculas consideradas
patrones moleculares asociados a microbios (MAMPs, del inglés Microbe Associated Mole-
cular Patterns), o muestran danos internos por medio de las proteinas alarminas [115] [98§]
[T0T] [12]. Estos receptores se caracterizan por tener dominios LRR (Leucin Rich Repeat),
ig o dominios de lectina [I03]. Entre ellos el més destacado es el TLR o (Toll-Like Recep-
tors), cuya arquitectura canénica se caracteriza por tener dominios LRR + TIR (receptor
de interleukina-1) [4] [76]. A lo largo de la evolucién se han encontrado formas alternativas
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de TLR como en Hydra en donde los dominios TIR y LRR estan separados en dos molécu-
las HyLRR-2 y HyTRR-1. Estos dominios LRR son también componentes de los receptores
NLR (NOD-like receptors), los cuales tienen tanto un dominio de unién a nucleétido como
los dominios (NACHT) y un dominio encargado de la senalizacién (CARD)[12] [67]. Por otro
lado también se han encontrado receptores de interleucinas que sus componentes son TIR
+ dominios de inmunoglobulina extracelulares [79] . Por otro lado, los dominios de inmuno-
globulina propician la interaccién proteina-ligando dando lugar al reconocimiento especifico
o genérico de diversas moléculas [30]. Otro tipo de dominio constante en la evolucién del
sistema inmune son los dominios tipo lectina, los cuales generalmente son dominios de unién
a carbohidratos, presentes en los patrones moleculares como en las envolturas celulares de
bacterias y hongos [60], las més representativas de este grupo son las galectinas, las lectinas
tipo C, las pentraxinas, las ficolinas y las taquilectinas. [60] [32] [73]. Las lectinas tipo C
son dependientes de calcio y normalmente estan ancladas a la membrana exceptuando las
colectinas [26]. Otro grupo son las pentraxinas que tienen una estructura ciclica multimérica
involucradas en respuesta al dano tisular, en el proceso inflamatorio y en la infeccion.

Por otro lado se encuentran las proteinas de unién a lipopolisacarido de bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas que poseen dominios BPI/LBP/PLUNC, y en mamiferos esta
relacionado con el procesamiento de lipidos para ser reconocidos por los TLR[102] , otro gru-
po de receptores son los scavenger de naturaleza transmembrana y se unen a lipoproteinas
de baja densidad modificadas en bacterias [4] [80]. Otro tipo de moleculas de interes para
comprender el funcionamiento del sistema inmune son las moléculas de adhesiéon como las
caderinas y las selectinas. Las cadherinas estan presente en uniones adherentes entre célu-
las, son de origen transmembranal y poseen un nimero variable de dominios de cadherina
extracelular a nivel citoplasmético estd conectada con el citoesqueleto de actina [85]. Las
selectinas son lectinas tipo C transmembranales especializadas en el reconocimiento de car-
bohidratos propios y en mamiferos estdn asociadas a un papel importante en la vigilancia de
células inmunes [123] [60] [26]. En mamiferos, las selectinas son receptores endoteliales que
juegan un papel importante en la vigilancia de células inmunes, no detecta patdégenos pero
mantiene la integridad de los tejidos y posee la capacidad de interaccién con otras proteinas
enddgenas y exégenas [123]. En mamiferos, las moléculas con repeticiones de trombospondi-
na tipo 1 (TSP1) [103] mediante la fijacién celular, se unen a glicosaminoglicano, inhiben la
angiogénesis, activan la via de senalizacién del factor de Necrosis Tumoral Beta (TGF8) e
inhiben metaloproteinasas de la matriz extracelular[108].

Modulos de senalizacion

Después de la deteccion del patégeno son activadas rutas de senalizacion citoplasmaticas
que activan la expresién de genes que pueden terminar favoreciendo sus productos procesos
inflamatorio mediado por moléculas efectoras o en la muerte celular con el proceso de apop-
tosis [79]. En el caso de los TLR el adaptador que desencadena la respuesta es el MyD88
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en conjunto con proteinas reclutadas como RAK, TRAF y TAK1, propiciando la expresién
de genes efectores y pro-inflamatorios mediados por factores de transcripcién NF-k beta [47]
[86]; estos adaptadores de vias de senalizacion citoplasmatica contienen dominios DEATH,
MyD88 y el factor de transcripcién NF-k beta [79]. Otras moléculas involucradas en el pro-
ceso apoptético son MAPK a través de la senalizacién por FGF [97] , Wnt [81] , Notch,
Hedgehog y PI3K.

Sinergimos entre dominios asociados al Sistema Inmune

El sistema inmune en los cordados basales como en los tunicados tienen al igual que en los
vertebrados superiores elementos estructurales ancestrales que estan presentes en los proto-
cordados; dichos elementos estructurales son los dominios de Ig, dominios de lectina y los
dominios ricos en repeticiones leucina (LRR). Partiendo de los mismos componentes que
en vertebrados superiores, se ha planteado la posibilidad que los vertebrados sin mandibu-
la puedan tener un sistema inmune adaptativo de tipo .*nticipatorio”, ya que poseen una
alta diversidad de receptores carentes de recombinacién mediada por las RAG [55] . Dicha
recombinacién es compensada por una reorganizacién de genes codificantes para dominios
ricos en LRR, que ademés es enriquecida por mecanismos como la duplicacién de genes; de-
leciones y recombinaciones; familias multigénicas; variacion en el nimero de copias génicas;
diversificacién alélica; splicing y edicion de RNA. Esta diversificaciéon es evidente en genes
como los VLR [72] [55] [16] [I7], y en receptores VCBP de anfioxo que comparten diferente
origen, y sin embargo en la misma proteina se encuentran genes de Ig y lectina (VCBP).
Otro tipo de receptor tipico de los vertebrados inferiores es el receptor tipo peaje (TLR)
que ayuda a la defensa del huésped con la expresion de genes que no pertenecen al MHC-I
conocidos como genes de armazén [78] [I17] . Estos TLR son proteinas transmembranales
que poseen dominios TIR en el interior de la célula; dominios ricos en motivos de LRR al
exterior y su principal caracteristica es el reconocimiento de PRR y son de vital importan-
cia en el asentamiento de las colonias en su respectivo sustrato ya que se reconoce la flora
bacteriana favorable a dicho asentamiento [83]. En algunos tunicados, ya sean solitarios se
conocen que existen células ancestrales involucradas en el alorreconocimiento que cumplen
el mismo papel que las células NK, con arquitecturas similares a los receptores de estas
células de vertebrados superiores, dominios de lectina tipo C; moléculas con un ITIM y un
inmuno-receptor basado en tirosina; y la activacién del motivo (ITAM) [75] [35].

Desde el punto de vista evolutivo, en especies como el erizo de mar y otras especies de inverte-
brados, se puede observar que a lo largo de la evoluciéon del sistema inmune hay mecanismos
de reconocimiento conservados que son moldeados por los planes corporales, historia y espe-
ranza de vida de los organismos y que estos fenomenos generan variabilidad y plasticidad en
receptores del sistema inmune que en algunos casos puede ser rastreada en ramas comunes
de la evolucién o por el contrario terminar en una rama unica para cada especie. Ahora,
si el sistema inmune es mucho mas que reconocimiento y eliminacion de patogenos y es el
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encargado de mantener la integridad genética, fisiologica y el equilibrio homeostatico en un
organismo [22] entonces hace apasionante la idea de construir modelos y flujos automatizados
para estudiar el sistema inmune ya que en si mismo, por su historia evolutiva y complejidad,
plantea un reto computacional para estudiar la variedad de estructuras y riqueza de sus do-
minios, lo cual desafia no solo los principios basicos de la biologia sino también al campo de
la anotacion gendémica en bioinformatica ya que bisquedas convencionales de homologia no
pueden ser aplicadas directamente en este tipo de especies debido a que estudios de seleccion
positiva indican que al contrario del resto de proteinas, en el sistema inmune la seleccion
natural no favorece la baja variablilidad en las estructuras sino que al contrario permite y
favorece la plasticidad del sistema inmune puesto que de esa plasticidad depende el éxito del
mismo planteado claramente por Buckley y Rast (2015) en su discusién sobre la diversidad
de receptores del sistema inmune en animales y los origenes de la complejidad en los deuto-
rostomados.

Ahora el hecho de ser el sistema inmune de los tunicados el mas inmediato antes de la ex-
pansion de las inmunoglobulinas presentes en cordados, es de gran interés caracterizar este
sistema en este grupo por estar en la frontera de la emergencia de la inmunidad adaptativa,
pero dada la complejidad de organizacién de sus genomas, heterogeneidad en los rearreglos
gendémicos y altas tasas de cambio, el proceso computacional requerido para anotar estos
genes en estos genomas no es sencillo y depende altamente de la complejidad y arquitectura
de los genes asociados al sistema inmune como se aborda en esta tesis y del estado de los
ensambles disponibles. Es bien conocido que en estos genes la diversidad de las arquitecturas
implica combinacion, rearreglos de dominios, copias y perdidas de dominios generando un
reto en el computo. Por otro lado, el grupo de estudio escogido en esta tesis es grupo her-
mano de los vertebrados y un grupo modelo para estudiar la evolucién del sistema inmune
ya que se encuentran previos a lo conocido como el bin bag inmunolégico. Parte de los datos
utilizados en esta tesis estan basados en los dominios de los receptores asociados al sistema
inmune innato de arquitecturas candnicas conocidas. Esta estrategia alternativa se propuso,
ya que la bisqueda por medio de métodos computacionales tradicionales como BLAST de
secuencias primarias altamente divergentes pueden quedar afuera del analisis, mientras que
el estudio por medio de arquitecturas estereotipadas de dominios o arquitecturas candnicas
son un método bastante sensible para identificar homologos muy distantes puesto que se
basa en la funcién que la arquitectura generada desde receptor se produce y no es basado
directamente en la homologia tinica de la secuencia nucleotidica como lo propone Buckley y
Rast (2015) [22].
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Contexto Computacional

Anotacion génica

Uno de los retos computacionales de la iltima década en gendémica ha sido poder resolver
la anotacion automatizada a gran escala de los genomas logrando que se que cumpla con
estandares de velocidad, eficacia y consistencia en las anotaciones para asi enlazar una se-
cuencia genémica con una funcién bioldgica [1], [I3] Dos métodos principales se han utilizado
para lograr anotar los genes: los primeros llamados métodos ab initio y los métodos basa-
dos en datos de expresion o datos funcionales ya sean EST, cDNAs, datos de RNAseq o
protedémicos.

Métodos ab initio

Los métodos ab initio fundamentan sus aproximaciones en algoritmos que capturan infor-
macién dependiente de senales tipicas que definen los genes procariotes y eucariotes. En
éstas se encuentran la posibilidad del método en predecir ORF (open reading frames) pa-
ra los cuales codones de inicio y de parada deben ser detectados, senales de los intrones
para los eucariotes y definiciones de UTRs y regiones reguladoras de la transcripcion co-
mo cajas TATA y sefniales de poliadenilacién en los extremos 3’ de los genes. Aunque desde
los anos 90s existian muchos predictores basados en biusquedas de homologias o en cam-
pos azaroso condicionales de modelos de genes bacterianos como las usados en GLIMMER
http://www.cs. jhu.edu/~genomics/Glimmer/ para una mejor comprension del estado del
arte para esa época se puede revisar en la publicacién de Claverie en 1997 [29], se resalta
principalmente en este trabajo los predictores de genes basados en Mddelos de Markov. Ca-
veliere resalta que “en estos modelos las secuencias bioldgicas son modeladas como salida
de un proceso estocastico en el cual la probabilidad para que un nucleétido dado ocurra en
una posicion p depende de la posicion ocupada en k previas posiciones. Tal representacion
es llamada un modelo de Markov de orden k, entonces diferentes senales en la secuencia de
los genes pueden exhibir diferente periodicidad y por tanto corresponden a diferentes mode-
los de Markov“ Algunos modelos como GenMark http://exon.gatech.edu/GeneMark/ se
basan en determinar si para una regién de DNA dada es mas probable encontrar un modelo
de Markov codificante en comparacién con un Mddelos de Markov no codificante que es
construido por entrenamiento previo los cuales hoy en dia fueron extendidos de su aplicacién
sobre genomas bacterianos a modelos en eucariotes con extensiones utilizando heuristicas,
métodos de entrenamiento no supervisado y métodos de entrenamiento semi-supervisados
usando datos de RNAseq como GeneMart-ET. Extensiones a las primeras aplicaciones de
los Modelos de Markov fueron los modelos ocultos de Markov (HMMs) en los que las secuen-
cias se representan segun Caveliere como “una salida de un proceso abstracto que avanza
a través de una serie discreta de estados algunos de los cuales son ocultos al observador®.
Estos modelos fueron ampliados a un nivel mas alto de abstraccién en los modelos gene-
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ralizados ocultos de Markov en donde los estados son sub-modelos (redes neuronales, ma-
trices de posiciones) que dan como salidas estados como los implementados en GENSCAN
http://genes.mit.edu/GENSCAN.html. En esta herramienta se introdujo originalmente un
modelo probabilistico para la prediccion de estructura del genes de humano, como las carac-
teristicas de distribuciones de composiciones de exones, intrones y regiones intergenicas que
les permiten una buena prediccién de genes [23]. Uno de los métodos establecidos para la pre-
diccién de genes ab initio en el 2005 generd un gran avance en los procesos de anotaciéon como
la herramienta AUGUSTUS [106] que como método ab initio permite con bastante exactitud
la prediccion de genes y hoy por hoy existen versiones que pueden ser entrenadas integrando
datos de RNAseq, cDNAs cortos, lecturas cortas sencillas o pareadas. AUGUSTUS corres-
ponde a la serie de modelos Generalizados ocultos de Markov que usa las senales contenidas
en las secuencias genomicas y que puede también usar informacion extrinseca en algunas de
sus extensiones. Otros métodos utilizados en la prediccién de genes basan sus aproximaciones
en sistemas basado en reglas como lo hace GenelD http://genome.crg.es/geneid.html
que usa un método heuristico basado en reglas que permiten ensamblar las senales tipicas de
los genes en un producto o modelo mas probable y que puede ser el asignado como gen, otros
métodos son basados en linguistica como GenLang, o en LDA (linear discriminant analysis)
como FGENEH o en arboles de decisién como en la aplicaciéon MORGAN o herramientas
que utilizan los principios de programacién dindmica como GENVIEW[29] .

Métodos hibridos basados en expresion

Los problemas de la anotacion genémica basada en datos de expresion se pueden dividir en
dos perspectivas: primero la centralizacién de la informacion derivada de experimentos en
animales modelo como los vertebrados y segundo la manera como se afronta la anotacion
desde un esquema manual o automatizado.

Tanto la centralizacién de la informacién como el tipo de aproximacién afrontan los retos
propios de trabajar con los datos masivos derivados de las nuevas tecnologias de secuencia-
miento como la complejidad de la asignacion funcional y codificante, asi como afrontar el
incremento de la informacién a analizar dado el incrementos de secuenciacién de genomas
complejos que no son faciles de ensamblar.

El primer problema al que se enfrenta el investigador hoy en dia en la anotacién, es la
alta dependencia de pipelines basadas en datos de expresién de experimentos en humanos
o de animales modelos como el ratén o zebrafish sesgando sus resultados y generando como
consecuencia que un problema en la anotacion de los genomas de especies no modelos.

Uno de los problemas con las especies no modelo es que la informacion disponible no cuenta
con una relacién evolutiva con la especie de estudio, es el caso de nuestro grupo de estudio
los tunicados donde las caracteristicas evolutivas difieren enormemente de las especies mo-
delo, sumado a que han sido poco estudiado y el acceso a datos experimentales es casi nulo,
existe una excepcion en Ciona intestinalis, pero al ser altamente divergente de las especies
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coloniales presenta los mismos retos computacionales que el resto de especies modelo. [13].

El segundo problema en cuanto a cémo se ha hecho la anotacion en la tltima década, se des-
taca la anotaciéon manual, la cual tiene como gran ventaja producir datos de mas alta calidad
y estructuras de genes més precisas ya que normalmente es dada por un equipo de anotado-
res altamente entrenados como ocurre con el proyecto VEGA-HAVANA del Wellcome Trust
Sanger Institute http://www.sanger.ac.uk/science/tools/vega-genome-browser. Por
otro lado, la prediccién totalmente automatizada de las estructuras de genes tiene la ventaja
de ser rapida, no requiere un equipo humano de anotadores manuales entrenados, y procesa
el andlisis en bruto de forma consistente como lo hace por ejemplo MAKER [27]. Aunque
estos métodos pueden considerarse menos sesgados por la influencia del criterio humano,
sus pipelines de anotacién generan falsos negativos que conllevaron en el pasado a una baja
especificidad en sus aproximaciones [I3] pero que pueden ser posteriormente corregidas por
un proceso de postprocesamiento manual.

Sin embargo, con el aumentado el nimero de genomas secuenciados, pipelines clasicas como
las utilizadas por el Ensembl desde el ano 2016 http://www.ensembl.org/info/genome/
genebuild/genome_annotation.html estdn adaptando sus aproximaciones a las nuevas exi-
gencias de la secuenciacion mésiva de genomas, ya que estan disenadas para integrar la ano-
tacién de forma independiente, es decir, de los genomas ensamblados borrador altamente
fragmentados y de la informacién limitada de secuencias proteicas, RNA-seq o de cDNA de
secuencia completa, [I]. Sin embargo, pipelines como AGOUTI son disponibles hoy en dia
para resolver de forma eficiente el problema de anotar sobre genomas altamente fragmenta-
dos puesto que usa datos del transcriptoma y RNA-seq, pero a diferencia de Ensembl, esta
pipeline ayuda a reorganizar el ensamblaje de contigs a scafolds como una estrategia para
evitar la redundancia de informacién que por supuesto genera el alto niimero de fragmentos
genémicos [124]. A pesar de haber superado algunos limites clésicos de las pipelines de ano-
tacion, AGOUTI permite identificar un conjunto de senales de motivos propios de un gen
aun no es de todo eficiente para predecir genes sobre genomas ultrafragmentados|1].

Por 1ultimo el secuenciamiento de nueva generacién basado en lecturas cortas, ha dado la
posibilidad de secuenciar nuevos genomas a bajo costo y por ende incrementa la mayor
cantidad de genomas disponibles para analizar, pero presenta el inconveniente de que estas
estrategias de secuenciamiento limitan el proceso del ensamblaje de los genomas y por ende
quedando muchos de ellos en genomas muy fragmentados, lo cual trae como consecuencia dos
cosas, que se pierda la vecindad y colinearidad de los genes y que un gen sea ambiguamente
ubicado en mas de un fragmento genémico, imposibilitando la identificaciéon correcta del gen
y generando un sesgo en el nimero e identidad de los genes hallados en una especie. Pese a
los retos que conlleva la anotacion como lo hemos mencionado anteriormente, es novedosa la
pregunta bioinformatica que intenta responder esta tesis, ya que se plantea una estrategia de
computo que se basa primero en una buena definiciéon de arquitecturas conocidas del sistema
inmune candidato y en una refinada definicion de un conjunto Gold Standard de dominios
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especificos de tunicados y cordados basales que han sido curados y preliminarmente anotados
en el Ensembl.
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1 Capitulo 1: Construcciéon de Pipeline
automatizada para la identificacion de
dominios asociados a proteinas del
sistema inmune de Tunicados

La anotacion de novo e identificacién de genes es una necesidad bioinformatica actual debido
al auge del secuenciamiento de nuevos genomas, que durante las iltimas décadas ha generado
informacion gendémica de especies modelo y de especies no modelo como algunas de las
especies trabajadas en esta tesis y que son de gran importancia para comprender la evolucion
de los vertebrados o especies clave para entender la evolucién de sistemas complejos como
el sistema inmune. Es claro que la asignacién de posibles funciones bioldgicas a los genes
identificados es un reto computacional pero es uno de los pasos a seguir mejorando en métodos
bioinformaticos como experimentales en la era post genomica. Este desarrollo implica la
creaciéon de flujos de trabajo que integren herramientas especializadas con el fin de lograr
un analisis automatizado que sobre dichos genomas de forma mas eficiente permitan una
anotaciéon génica adecuada [92, [1]. Aunque existen pipelines ampliamente usadas, muchas de
ellas son dependientes en gran medida de la informacion experimental disponible ya sea de
datos de RNAseq, cDNA y secuencias proteicas. Estos datos facilitan la anotacion de genes
en organismos modelos cercanos evolutivamente pero en ciertos grupos de organismos que no
son modelo dicha informacion no crece en las misma proporcién o es ausente en comparacion
con la cantidad de genomas disponibles. Este auge en el secuenciamiento de genomas se suma
a la baja resolucion y fragmentacion del ensamblaje de muchos de estos genomas lo que hace
aun mas dificil el uso de pipelines convencionales.

Entonces se hace necesario desarrollar nuevas opciones de anotacién y asignacion de funcio-
nes para los organismos no modelo que no dependan altamente de informacion experimental
y que sean flexibles para ser usadas sobre genomas no completamente ensamblados a nivel
de cromosomas. Entre otras opciones, una aproximacién ampliamente usada ha sido la apli-
caciéon de los Modelos ocultos de Markov (HMM, por sus siglas en inglés Hidden Markov
Model). Los HMM han sido ampliamente usados en biologia para la identificacién de las
subunidades de las proteinas conocidas como dominios proteicos y que son a la vez la unidad
fundamental de la arquitectura funcional de una proteina. Por tanto su identificacion permite
aproximarse a la arquitectura de la proteina y por ende proponer una funcién biolégica. Los
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HMM al estar basados en un modelo probabilistico enriquecido con una gran cantidad de
alineamientos de secuencias de muchas fuentes de diversas proteinas de multiples especies,
son modelos de referencia bastante idéneos para ser aplicados en la identificacién de regiones
genomicas candidatas a codificar para proteinas no solo para especies con poca informacién
de referencia como ocurre en los tunicados sino para grupos de proteinas pertenecientes a
sistemas complejos como lo es el sistema inmune innato o el adaptativo (SII y SIA).

Debido a que los tunicados se encuentran en la frontera evolutiva de especies que carecen
de un STA pero preceden al grupo de especies en donde aparece y sumado a evidencias que
denotan puntos donde pudo emerger el STA como ocurre en el cefalocordado B. floridae y su
regién no funcional conocida como Regién proto-MHC, se han convertido los tunicados en
un grupo clave para entender la complejidad del Sistema inmune. . Este grupo esta ubicado
previa a las dos rondas de duplicacion del genoma reportadas posterior a la aparicién de los
urocordados y previa a la radiacién de los vertebrados mandibulados [74].. Por tanto es de
esperarse que existan huellas en sus genomas de posible nacimiento de genes o en su defecto
genes huérfanos, para los cuales es necesario encontrar estrategias que ayuden a entender las
dinamicas evolutivas de genes asociados al las variantes del sistema inmune no dependientes
de inmunoglobulinas.

Esta tesis enfoca su estudio en el sistema inmune, que en si mismo plantea asumir varios
retos computacionales para tratar de responder a la siguiente pregunta: ;cémo se define un
gen del sistema inmune?, ya que como se expuso en la introduccién general, debido a la
amplia definicion de lo que es la inmunidad, el conjunto de genes asociados es por tanto
amplio y capaz de cumplir las funciones de mantener la integridad genética y bioldgica de
los organismos, concepto bastante amplio que representa un desafio a nivel computacional
al momento de establecer los limites claros que permitan diferenciar proteinas exclusivas
del sistema inmune y proteinas, que aunque con una funciéon importante, son accesorias a
la funcién inmune del organismo. Es por tanto que proponemos como punto de partida en
esta tesis el uso de bases de datos asociadas con la inmunidad caracteristica de los tunicados
como es el conjunto de genes asociados al SII. Uno de los problemas afrontados durante
el desarrollo de esta tesis fue que las bases disponibles especializadas asociadas al sistema
inmune, presentan un sesgo hacia las especies de humano y ratéon debido a su importancia
clinica. Como compensacion decidimos complementar estas anotaciones con informacién con
bases de datos asociadas al SII de insectos. Afortunadamente muchas de estas bases de
datos estan asociadas a bases de datos como el Ensembl que tiene un aspecto més amplio en
cuanto que especies que se ven representadas y por tanto se pueden ampliar las inferencias
que se proponen construir en este trabajo aunque se mantenga un sesgo hacia la informacién
gendémica y proteémica de vertebrados lo que implica que especies de invertebrados marinos
como los tunicados se encuentren pobremente representadas.

Las bases de datos iniciales de las cuales se parte en este trabajo responden a lineamientos que
permiten establecer limites en la clasificacién de componentes del sistema inmune. Algunos
de estos lineamientos se encuentra propuestos por la base de datos IRIS [59] en la cual las
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proteinas contenidas tienen verificadas su asociacion al sistema inmune segun la literatura.
Con base en estas proteinas, IRIS género un marco para definir un gen como perteneciente
o no del SII basandose en seis principales parametros:

» Filtrar si la funcién conocida o supuesta hace parte de la inmunidad innata o adapta-
tiva.

= Establecer si participa en el desarrollo o maduraciéon de componentes del sistema in-
mune

» Conocer si la proteinas es inducido por inmunomoduladores
= Saber si la proteina se expresa principalmente en tejidos inmunes

= Saber si participa en una via inmune que resulta en la expresion de moléculas de
defensa,

= Establecer si produce una proteina que interactia directamente con agentes patogenos
o sus productos.

Estos pardametros fueron ttiles para escoger las principales bases de datos idéneas del Sis-
tema inmune innato y a si poder establecer el set inicial de genes que permitan obtener un
panorama general de los dominios y arquitecturas asociadas al sistema inmune.

1.1. Bases de Datos asociados al sistema inmune innato

Una de las bases ampliamente consultada para estudiar el SII es InnateDB[19], la cual es
una base de datos de mamiferos que tiene como objetivo ser una base de conocimiento y
plataforma de andlisis de las redes moleculares complejas, rutas metabdlicas e interacciones
que ocurren entre las proteinas y moduladores propios del sistema inmune innato.

Las bases de datos que estan asociadas a InnateDB deben cumplir cumplir con unos estanda-
res minimos de informacién requerida para reportar interacciones moleculares (minimum in-
formation required for reporting a molecular interaction experiment o MIMIx) y ademés de
esto debe reportar la evidencia de cada interaccion, el tejido o célula en donde la interaccion
fue reportada, el tipo de interaccién y método de deteccién[19]. Debido a esta rigurosidad en
la identificacion de moléculas asociadas con la inmunidad innata y al ser uno de sus objetivos
la construccién de una lista completa de genes del SII que se encuentren publicados que im-
porta datos de multiples bases de datos de genomas, de interacciones y de rutas metabdlicas,
escogimos esta base de datos como punto de partida en la definicién de arquitecturas de do-
minios que representen un aproximacion a lo que es un gen del sistema inmune innato pueda
ser desde una visién de sus estructura. Entre las bases asociadas a InnateDB se encuentran:
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» Immport: es una base de datos de inmunologia, formada con el fin de colectar la mayor
cantidad de informaciéon en humano relacionada al sistema inmune. En esta base de
datos hay aproximadamente 6000 genes de humano, esta base de datos se generd a
partir de bisquedas automatizadas en EntrezGene y ontologias usando palabras claves
con algin tipo de relacion a la inmunologia, esta lista fue curada a mano por expertos
acompaniado de una confrontacién con la literatura[l1].

= Septic Shock Group: tiene como objetivo el entendimiento en detalle de la la in-
munidad innata del cuerpo humano en defensa a diferentes enfermedades, enfocados
principalmente en la respuesta de macrofagos a infecciones microbianas. Los genes
que se encuentran en esta base de datos estan acompanados de estudios de cambios
significativos de expresién|?].

= MAPK/NFKB Network: es producto de la curacién manual de las rutas de senalizacion
p38, ERK, JNK , del médulo de regulacion trascripcional NFKB y de datos provenien-
tes de Transpath. [11]

= Calvano et al., Nature 2005: datos basados en datos de micro arreglos cuyo fin
era encontrar cambios en los patrones de expresién génica en leucocitos sanguineos
sujetos a estimulos inflamatorios, en diferentes tiempos. Se encontraan 3.714 genes con
cambios significativos[25].

= Immunome Database: los genes presentes en esta base de datos se obtuvieron a partir
de articulos cientificos y libros de texto sobre inmunologia, la lista contiene solo los
genes que estan involucrado directamente en procesos inmunoldgicos. Se excluyeron los
genes que estan representados en todas las células, o que se encuentran incompletos,
adjuntando solo los genes que participan en cascadas relacionadas con inmunidad. En
total representan 844 genes.

Adicionalmente se utilizé la bases de datos de inmunidad innata de insectos Insect Innate
Immunity Database (IIID) [20]. Aunque existen fuentes de diversas especies de insectos,
del conjunto total de especies almacenadas en esta base de datos se tomaron aquellas que
compartieran anotaciones tanto en NCBI como del Ensembl y que corresponden a las especies
Nasonia vitripennis, Apis mellifera, Drosophila melanogaster y Anopheles gambiae,
Durante este estudio definimos las arquitecturas gold standard o arquitecturas canénicas del
sistema inmune , como aquellas estructuras proteicas generalizadas que representa las estruc-
turas proteicas mas comunes de la transcripcion de un gen en particular y que sirven como
marco de referencia. Es por ello que debido a la rigurosidad que implica validar informacién
experimentalmente y confrontarla con la literatura, la consideramos durante nuestro estudio
como arquitecturas gold standard o arquitecturas canodnicas a los genes provenientes de las
bases de datos InnateDB y del Insect Innate Immunity Database (IIID).



1.1 Bases de Datos asociados al sistema inmune innato 5)

La prediccién de estas arquitecturas depende en gran medida del acceso que se tenga de
anotaciones confiables como el Ensembl que posee un espectro amplio en cuanto a las especies
representadas (incluyendo algunos tunicados) y las anotaciones estdn basadas en una pipeline
de anotacién robusta y ampliamente reconocida como se describe en la seccion siguiente.

1.1.1. Pipeline de anotacién del Ensembl

Entre los sistemas de anotacién usados para resolver la anotacion en los diferentes genomas
de las especies Ciona intestinalis (Ciin), Ciona savignyi (Cisa), Latimeria chalumnae (Lach),
humano y ratén usados como referencia en esta tesis, se encuentra la pipeline de anotacién de
Ensembl. En esta base de datos se confluyen multiples procesos que permiten identificar los
elementos funcionales en una secuencia de DNA. Una de las caracteristicas fundamentales de
la anotacion del Ensembl es que dicha anotacién esta soportada por la evidencia experimental
caracteristica y especialmente algo que la diferencia de otros métodos que se basan prediccién
ab initio es que esta integrada con informacién filogenética de otras especies. La pipeline de
ensembl se basa en la automatizacion de pasos computacionales que le permiten la integracién
de relaciones entre diversas entidades para la anotacién que posterior permite la toma de
decisiones por los curadores manuales, permitiendo de esta forma anotar miles de genes en
paralelo, siendo la velocidad y la consistencia la clave de esta metodologia. [92], [1]

Esta metodologia se puede dividir en cuatro fases: la preparacion del genoma para ser ano-
tado, la construccion de modelo de proteinas codificantes, el filtrado y finalmente la pre-
sentacién del conjunto de genes anotados. No todos los pasos del proceso son necesarios y
dependen de la posicién de la proteina evaluada dentro la filogenia construida para la espe-
cie, la calidad de ensamblaje del genoma, la importancia del organismo como modelo y la
disponibilidad de los datos experimentales existentes para la especie de estudio[92], [1].

Preparacion del genoma

En primer lugar se realiza el llamado de listas de contigs, scaffolds o cromosomas dependiendo
del estado del ensamblaje de cada genoma. Para todos estos se cargan sus sistemas de coor-
denadas generando un sistema de referencia basado en etiquetas sobre coordenadas virtuales
de la regién mejor ensamblada que se conoce como toplevel [92], [1]. Subsecuentemente se da
el enmascaramiento del genoma mediante el uso de los programas Repeatmasker basado en
librerias de RepBase, Dust y Tanden repeat Finder. A su vez también se pueden construir
modelos para genomas nuevos con la suite Repeatmodeler y estos modelos se comparan con
las proteinas curadas de Uniprot y se eliminan las proteinas repetitivas. Subsecuentemente
se hacen varios procesos de enmascaramiento tomando las bases de datos que maximicen el
enmascaramiento[92], [I.

A continuacién son producidos los modelos de genes por medio de genscan [24]. Estos modelos
de genes son comparados por medio de Blast con las bases de datos de Uniprot y Unigene.
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Entre otros componentes detectados como exones o CDs también se predicen islas CpG y
sitios de inicio de transcripcién entre otros [92], [1].

Posteriormente los datos ab initio son confrontados por alineamientos de cDNAs, proteinas
y datos de RNAseq al genoma ensamblado y se priorizan los datos provenientes de la mis-
ma especie que cuenten con algin tipo de anotacién con relacién a secuencias predichas
automaticamente en otras especies para asi obtener como resultado final una base de datos
tanto de secuencias alineadas como de un conjunto largo de proteinas codificantes candidatas.

[92], [

Pipeline dirigida

Esta pipeline busca reducir el espacio de busqueda para el generador de modelos de regiones
codificantes usando el programaGeneWise [14]. por medio de dos procesos. En el primer
proceso se corre con sitios de empalme con consenso y la otra con sitios de splicing. Este
proceso se logra por la evaluacion de proteinas propias de la especie y su alineamiento con
el genoma. Para este proceso se usa un conjunto de proteinas de alta confianza obtenidas de
Uniprot y Refseq, en donde se escogieron los niimeros de acceso de las proteinas probadas
en laboratorio (PE niveles uno y dos para Uniprot y NP y AP para refseq) de la especies
en estudio. En una segunda pipeline ( pipeline de similitud) se usa la misma estrategia solo
que con proteinas de diferentes especies[92], [1].

Para casos experimentales de la misma especie se usa pmatch. Entre los parametros de este
programa se encuentra T14 que indica el nimero de aminoacidos consecutivos que deben
dar match con el DNA genémico. En el caso de las proteinas que no son de la misma
especie se usa BLAST directamente para poder identificarlos en el genoma. Se clasifican
los hits de acuerdo a los niveles de Uniprot de existencia proteica o protein existence (PE)
de Uniprot, las cuales esta clasificadas en diferentes niveles de acuerdo a la evidencia que
se tenga (proteina, Trascrito, inferida por homologia, Predicha o incierta), otras bases de
datos sirvieron para la clasificacién, de igual forma se uso la cercania taxonémica con otras
especies para priorizar las especies que estan evolutivamente y asi filtrar la busqueda siendo
este método eficiente cuando se tiene alta identidad entre secuencias a comparar en el proceso
de anotacion.

Para el conjunto de secuencias no alineadas por pmatch se usa una evaluacién con Ezonerate
en donde el hit inicial se extiende 200 kb en ambas direcciones. Luego es usado el algoritmo
de empalme consciente o Splice-aware aligners en ingles, generando modelos de regiones
codificantes mediante el alineamiento de cDNAs y CDS que permite la identificaciéon no solo
de la regién codificante, sino que a su vez permite identificar las regiones UTRs. Entre los
miultiples modelos generados se escogen los modelos cuyo marco de lectura genere el menor
nimero de codones de parada, dichos modelos se alinean localmente nuevamente, teniendo
asi un modelo final de transcrito[92], [1].

De forma paralela se usa una pipeline basada en lecturas de secuenciamiento de RNA seq,
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las cuales se alinean contra el genoma usando BWA y en donde cada hit corresponde a
un exén. Este conjunto de posibles exones son considerados proto-transcriptomas los cuales
se vuelve a alinear con los RNAs de transcritos disponibles para buscar los sitios de corte
entre exones e intrones de nuevo por medio de exonerate. Durante este proceso se tiene en
cuenta la cobertura y longitud de las lecturas, ya que entre mas alta sea la cobertura es mas
probable encontrar los sitios de splicing de la totalidad de los intrones. En caso contrario, si la
cobertura de la lectura es muy baja la pipeline genera dos grupos de secuencias, la primera
que la conforman los modelos transcripcionales y la segunda los no transcripcionales. En
muchos casos para identificar las proteinas codificantes se usé un blast de identidad 80 % y
una cobertura del 80 %, enriquecidos con informacién transcripcional de varios tejidos para
asi tomar la transcripcion del mismo gen en varios tejidos y lograr tener un consenso de
componentes en el transcriptoma final de la especie [92], [1J.

Pipeline de ortologia

Cuando las pipelines dirigida y de similitud no logran generar todos los modelos de genes,
se procede a usar la pipeline de ortologia, la cual esta basada en un blast reciproco entre
proteinas de otras especies cercanas y de esta forma se complementan los modelos de ano-
tacion truncados. Como resultado se tiene los datos de ortologia interconectados con todas
las especies. [92], [1]

Pipelines de proyeccion

Las pipelines dirigidas y de similaridad no son 1tiles en genomas fragmentados de baja cober-
tura donde faltan regiones genémicas por ensamblar, no esta claro el orden del fragmento en
el contexto global del genoma original y mucho menos la ubicacion de genes o quizas muchos
genes estan representados parcialmente o se encuentran fragmentados en varios scaffolds.
Para solucionar estos inconvenientes se desarrollé la metodologia de alineamiento global del
genoma de referencia, el cual normalmente es el genoma del humano ( whole genome align-
ment (WGA)) por medio de BLASTZ para alineamientos locales que luego son puestos en
el orden correcto consecutivamente por medio de la herramienta axtTools. Esta herramienta
también tiene en cuenta evitar sobreposiciones de fragmentos, es decir que cada una de las
bases de datos a comparar no tenga mas de una posicién en el genoma. También se usan las
anotaciones de genes para resolver el orden correcto de los genes en los scaffolds objetivos
de comparacion [92], [1].

Identificacion de las regiones no traducidas o UTRs

Debido a que los programas de generacién de transcritos dependen de cDNA, no es posible
calcular las UTR directamente, asi que una vez identificados los genes codificantes son usa-
dos estos para la adicione la regiones 5 y 3 UTRs basados en informacién proveniente de
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experimentos de tipo CAGE y ditags los cuales permiten identificar las posiciones de inicio y
final de la transcripcién para asi compararlos con los modelos preestablecidos de cDNAs.[92],
1

La pipeline de sensibilidad como su nombre lo indica tiene como objetivo la construccién
de posibles modelos de transcripcion en donde se hace énfasis en la sensibilidad, es decir
en poder identificar los verdaderos positivos, y luego es seguido por un proceso de filtrado
donde se concentra en la especificidad, es decir en la capacidad de identificar los verdaderos
negativos, posteriormente son seleccionados los modelos con mayor confianza. [92], [1].

Al alinear transcritos de especies lejanas con un genoma de referencia por medio de la pipeline
de anotaciéon similaridad se generan errores en el programa Genewise sobre los modelos de
splicing generados. Este inconveniente es solucionado mediante el filtro de transcrito consenso
o TranscriptConsensus en inglés. Este consenso es basado en minimo seis modelos ya sean
derivados de ¢cDNAs, modelos de RNA-seq y de EST de la misma especie en donde son
comparados los limites de los exones e intrones y se pondera la calidad de los modelos
producidos de novo por la pipeline de similaridad conforme a la longitud y puntuacién que
estos generan [92], [1J.

LayerAnnotation

En esta fase del proceso se filtran los datos provenientes de las pipelines dirigidas y de
los datos de RNA-seq. En esta etapa se genera un conjunto de datos jerarquicos en donde
los més altos son los datos provenientes de la misma especie seguido por datos de especies
filogenéticamente cercanas y por ultimo se evalian los modelos que hayan dado un buen
puntaje por TranscriptConsensus. Los modelos que no queden entre estos conjuntos no son
seleccionados y los modelos seleccionados son pasados por la pipeline GeneBuilder cuyo
objetivo es eliminar los modelos redundantes y dejar los transcritos alternativos para cada
gen [92],[1].

Pseudogenes

Para todos los modelos producidos por GeneBuilder se evalian si existen pseudogenes. Estos
se identifican cuando existen copias con un solo exén que indican que pudo procesarse de
retrotranscripcion de un mRNA de rivado de un pseudogen procesado o copias de pseudo-
genes truncados que poseen codones de parada e intrones retenidos o copias con muchas
repeticiones que puede indicar la creacion de un intrén que no estaba en la copia original y
en otros casos de intrones muy cortos[92],[1].

La incorporacion de aplicaciones externas de anotacion manual como Havana produce un
set de genes fusionados entre los genes producidos por la pipeline del Ensembl y las propias
producciones de Havana. De igual forma los modelos modelos de GENECODE y Refseq
se utilizan para garantizar constantemente las actualizaciones de los modelos de Ensembl
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conocidos como Consensus Coding Sequence (CCDS) y que son considerados los més estables
y confiables de la anotacion[92], [1].

Biomart y Ensembl

Debido al auge de las nuevas tecnologias de secuenciamiento, se ha evidenciado un incremento
de los datos bioldgicos en los repositorios piiblicos, debido a esto se hizo necesario software
que facilitaran el acceso e integracién de estos datos para los andlisis bioinformaticos, en
este punto surgié, BiomaRt el cual es un proyecto de creacién de software y de datos a la
comunidad cientifica, esta basado en el codigo abierto y permite la recuperacion de grandes
cantidades de datos de manera uniforme sin necesidad de hacer consultas por SQL, [37]. Entre
las bases de datos de BiomaRt esta Ensembl, dandoles acceso a los usuarios de BiomaRt
acceso directo a los datos de Ensembl permitiendo hacer consultas en linea o entre otras
opciones se encuentra usando el paquete de Bioconductor el cual es un paquete de R de
biomart, el cual permite acceder a los datos y descargarlos desde el software de R. [3§]

1.2. Identificacion de dominios del sistema inmune

Una vez conocido el sistema de anotacién implementado para los genes de las especies de
referencia utilizadas en este trabajo que conforman InnateDB y Insect Innate Immunity
Database (IIID) nos vimos enfrentados a un nuevo problema computacional para poder
construir las arquitecturas de dominios de genes del SII de referencia. Gran parte de la
prediccién de las estructuras candnicas de proteinas depende de la asignacién correcta de
los dominios que las componen, para este proposito, diferentes consorcios han construido
bases de datos basadas en el uso de modelos HMM de dominios proteicos. Cada una de
estds bases es independiente y sobre un gen es posible tener asociados todos los dominios
detectados por cada uno de los predictores de cada base o en su contrario solo uno o en
muchas ocasiones dos. Entre éstas la mas conocida es Interpro que en una sola base de
datos integran miltiples bases de datos de HMM como lo son: PROSITE, Pfam, PRINTS,
ProDom, SMART, TIGRFAMs, PIRSF, SUPERFAMILY, GENE3D y PANTHER.

Dichos modelos al ser combinados en un solo sitio de busqueda, evitan la redundancia de
informacion, que es aplicada a nuevas estructuras proteicas con el fin de tener una aproxima-
cién a su caracterizacion funcional. Debido a la aproximacién probabilistica de los HMM que
es mas robusta en comparacion con las busquedas de similitud de los alineamientos locales
de Blast, partimos de los HMM provenientes de estas base de datos ya que nos garantizan la
calidad de los modelos, sino que intrinsecamente hay una homogeneidad entre los niimeros
de acceso de las diferentes bases de datos.

Entre las propuestas que existen para la deteccion de homologia, la mas popular es el alinea-
miento local de BLAST, sin embargo se ha encontrado que esta estrategia tiene debilidades
a la hora de establecer homoélogos remotos o genes que tiendan a duplicar dominios o a
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realizar reordenamiento de exones como ocurre con genes del sistema inmune. Este proceso
natural de crear nuevas combinaciones de exones mediante recombinacion intrénica se deno-
mina exén shufle [61]. Este proceso esté directamente relacionado a genomas mas grandes y
menos compactos los cuales presentan un aumento en la longitud de sus regiones intronicas
siendo mas frecuente el exén shufle en estos genomas, funcionando como un motor evolutivo,
por ejemplo, en la radiacién acelerada de los metazoos facilitando la apariciéon de proteinas
multimodales de superficie celular [?] como los receptores trasmembranales asociados con la
inmunidad. Debido a que el barajamiento de exones le da diversidad a la proteina permi-
tiendo el reordenamiento de sus exones conservando su funcién, que presenta dificultades al
momento de ser evaluada por homologia directa.

Es por ello que durante esta tesis se propone el uso de modelos probabilisticos tipo HMM
para poder inferir de mejor manera los homélogos remotos por medio de la anotacion de
dominios basados en arquitecturas proteicas de referencia obtenidas del InnateDB y Insect
Innate Immunity Database (IIID). La anotaciéon por medio de los dominios que compo-
nen una proteina es bastante fiable, pero debido a las singularidades del sistema inmune,
como estar sometido constantemente a fuerzas de seleccién propias de cada especie, a las
dindamicas evolutivas de los dominios que componen esas arquitecturas, hace del proceso de
deteccion de posibles conjuntos de arquitecturas de dominios un proceso a ser evaluadas
con sumo cuidado, ya que pueden existir proteinas que contengan el mismo tipo de dominio
pero el orden y el nimero de repeticiones varian drasticamente de una a otra, generando
convergencias evolutivas o innovaciones génicas cuya funciéon debe evaluarse posteriormente
experimentalmente.

1.2.1. Modelos Ocultos de Markov implementados en bases de datos
de dominios de proteinas

Una de las ventajas del uso de proteinas para la anotacion de genes, es que sus estructuras
poseen los elementos principales para realizar su funcién y pueden representar una ventaja al
momento de evaluar homologias remotas o estructuras de genes complejos ya que sélo estan
compuestas por las regiones traducidas de los ORF organizadas en secuencias de dominios.
Por ejemplo una de las bases de datos mal ampliamente utilizada es el Pfam en el cual se ha
generado alineamientos bastante robustos sobre los cuales se han construido HMM capaces
de encontrar homologias remotas.

Sin embargo, a pesar de los problemas mencionados anteriormente frente a la anotacién de
genes en genomas fragmentados, (la posibilidad de tener fragmentado un gen en contigs
diferentes), los HMM permiten identificar pequenas secuencias homélogas. Los HMM son
modelos estadisticos probabilisticos que pretende modelar parametros desconocidos ocultos
en un conjunto de estados para posteriormente emplearlos en el reconocimiento de los patro-
nes buscados. De esta manera, el alineamiento multiple es construido a partir de un conjunto
de proteinas o motivos homologos que sirven para entrenar el modelo y que busca tener la
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probabilidad de poder obtener cualquier secuencia de simbolos a partir del mismo.[39]. En-
tonces, el alineamiento multiple - de nucleétidos o aminodacidos - puede ser representado
como un modelo probabilistico denominado perfil HMM, donde cada posicion tiene una pro-
babilidad asociada a cada uno de los estados, y a su vez las posiciones estan interconectadas
por probabilidades de transicién entre ellos. Siendo posible calcular la probabilidad de cam-
bios en la arquitectura proteica tales como delecion o inserciéon de dominios representadas
en saltos al siguiente nodo o en cambios en la distribucién de la probabilidad de los simbolos
de salida.

Los HMMs de dominios de proteinas se encuentran reportados en las siguientes bases de
datos:

» Pfam: es una coleccién de modelos ocultos de Markov (HMMs) de familias de pro-
teinas construidos a partir de alineamientos multiples en donde también se encuentran
representados clanes proteicos y tienen una proteina de UniProtKB de referencia [44]

» TIGRFAMSs: contiene alineamientos multiples de secuencias curadas, HMM de pro-
teinas, e informacién disenada para soportar anotaciones automatizadas. Ademas, pro-
vee el niimero de accesién, nombre de la proteina y tipo de modelo [50], [51].

= SUPERFAMILY: es una base de datos de anotacion estructural y funcional de pro-
teinas. Dicha anotacion estda basada en la coleccion de HMMs, que representan los
dominios proteicos, generando grupos de superfamilias basados en relaciones evoluti-
vas. Esta base de datos estd construida sobre mas de 2.478 genomas secuenciados|119].

» PIRSF: presenta un agrupamiento de secuencias no redundantes de UniProtKB basa-
dos en relaciones evolutivas, su clasificacién esta basada en dos aspectos, la homologia
(que provengan de un ancestro comin) y la homeomorfologia (similitud de la secuencia
completa de un dominio compartido). [120]

» PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships): es un sistema
de clasificacién de proteinas que se clasificaron acorde a su su relaciones evolutivas por
familias, subfamilias (con la misma funcién), funcién molecular y contexto biolégico.
Es decir, se clasifican proteinas que pertenezcan a una misma ruta metabdlica o que
se encuentre en procesos biolégicos similares [111].

= CATH-Gene3D: esta base de datos describe familias de proteinas y arquitectura de
dominios a lo largo de los genomas, generados a partir del algoritmo de agrupamiento
de Markov, seguido de agrupamiento de vecindad multiple (multi-linkage clustering)
basados en la identidad de la secuencia [90)].

= HMAP: los HMM son creados manualmente por curadores que identifican familias o
subfamilias de proteinas conservadas [113].
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» UNIPROT: es una base de datos que almacena informacion sobre la funcién de las
proteinas, arquitectura de dominios, interacciones, vias bioldgicas, variantes genéticas,
entre otras. Cada entrada de Uniprot no solo contiene secuencias proteicas con anota-
ciones curadas, sino que la mayoria de la informacién es obtenida de literatura cientifica
lo que garantiza una validacién experimental [40].

Aunque se encuentren multiples bases de datos con HMM de proteinas, la forma en las que
se generaron y se curaron hacen imposible el cruce entre ellas ya que son estandarizadas con
parametros propios e independientes entre las bases, sumado a que por ejemplo el Uniprot
que entre sus objetivos tiene integrar todas estas bases de datos aun posee inconvenientes en
cruzar correctamente los diferentes modelos, debido a estas razones se recomienda evaluar
cada una de ellas de forma independiente como lo hemos hecho en este trabajo.

Teniendo en cuenta los problemas relacionados con la anotacion de novo de genes y la robus-
tez de los HMMSs para identificar dominios, consideramos que éstos se vuelven una unidad
fundamental para ser buscados y fundamentales para la anotacion de genes del sistema inmu-
ne. Debido a que la estructura canénica basica de ellos se caracterizan por estar constituidas
por un conjunto de dominios altamente conservados a lo largo de las diferentes ramas de la
evolucion pero ordenados y combinados de forma diferente [88].. Estos dominios representan
la mayor fuente de diversificacién del sistema inmune ya que las diferentes combinaciones
entre ellos generan un universo casi ilimitado de proteinas a partir de un nimero limitado
de dominios. Dichas combinaciones permiten mantener patrones de estructuras candnicas
de receptores del sistema inmune entre especies, pero con variaciones en el nimero y tipo
de dominios que constituyen dichas proteinas, de tal manera que permitan al organismo
moldear una respuesta inmune que responda a las necesidades que el ambiente le propone.
Asi, ya que partiendo de un conjunto limitado de dominios se logra tener un universo casi
ilimitado de proteinas debido a sus posibles combinaciones mediadas por exonshuffling [89],
es necesario el desarrollo de una pipeline que automatice la identificacién de novo de dominios
del sistema inmune en genomas de especies no modelo, como los tunicados.

1.2.2. Metodos de deteccion de dominios tipo HMM: HMMER

La estrategia comunmente usada para la identificacién de secuencias por similitud es BLAST
que se basa en una heuristica de alineamientos locales basadas en el algoritmo de Smith-
Waterman. Este método ampliamente utilizado, ha demostrado tener problemas al momento
de deteccién de homologias remotas [I18]. Ademads, los HMM son sensibles para biisquedas de
similitud remota debido inferencia probabilistica que usa en la comparaciéon de secuencias,
ademés ayuda al establecimiento de homologia en secuencias altamente divergentes. Una
herramienta como HMMER es ampliamente utilizada ya que realiza la busqueda de dominios
posicién por posicion y la puntuacién de los gaps son basados en un perfil de consulta y
calcula la senal de homologia basada en el algoritmo de HMM de avance-retroceso el cual
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no solo calcula la mejor puntuacién de alineamiento sino que suma el soporte de todos los
posibles alineamientos[43] [11§].

La aproximacion HMMER es una combinaciéon de varios algoritmos, el algoritmo striped
vector-parallelized alignment, el algoritmo (SIMD single instruction of multiples data), un
instructor de vectores llamado SSE, sumado a algoritmos de aceleracién heuristico y un
método conocido como ’sparse rescaling’ que permite procesar el algoritmo HMM de avance-
retroceso que permite ejecutar instrucciones de multiplicacion y de sumatorias de probabili-
dades escaladas sin un subdesbordamiento aritmético o numerical underflow, es decir, donde
los resultados del un calculo es un valor absoluto menor al que el computador puede almace-
nar en la CPU. En dicho algoritmo los puntajes de avance, que son puntajes de verosimilitud
se basan en el logaritmo de Cuota (log-odds likelihood scores) sobre un alineamiento incierto
[43]. Estos puntajes de avance son ttiles en la deteccion de homologos remotos debido a que
a menudo pueden haber multiples formas de alinear una secuencia problema distante pero
que a su vez se encuentra relacionada evolutivamente (secuencia query) con una secuencia
objetivo (secuencia target), ya que hace la sumatoria de todos los posibles alineamientos, lo
que implica que cada alineamiento contribuye al puntaje que permite indicar similaridad[43].

1.3. Metodologia

1.3.1. Construccion de un conjunto de dominios de referencia gold
standard

Con miras a construir una posible solucién a dos problemas asociados con la anotacién
de novo de genes asociados al sistema inmune que mencionamos como 1) Heterogeneidad
de las estructuras génicas de genes asociados al SI y 2) ;Cémo lograr predecir arquitectu-
ras ab initio capaces de cumplir con las definiciones de IRIS[59] y que sean comparables
con las estructuras candnicas reportadas en las bases de datos del sistema inmune inna-
to?, planteamos una metodologia para construir un sistema de dominios de referencia o
golden standard (referidos de ahora en adelante como estructuras candnicas) y que fueron
obtenidos a partir de los dominios de proteinas de genes anclados en las bases de datos:
InnateDB [I8] e Insect Innate Immunity Database (IIID) [20]. Estas bases de datos fue-
ron escogidas, debido a que permiten acceder a genes y proteinas cuya funcién en la in-
munidad innata se encuentra experimentalmente validada, constituyéndose en una fuente
de datos donde la funcién inmune esta claramente definida como se explicé en la seccién
anterior. Durante este estudio nos inclinamos por el uso de la base de datos InnateDB
debido a que en si misma esta base de datos contiene méas bases de datos como: Immport,
Immunogenetic related information source (IRIS), Septic Shock Group, MAPK/NFKB
Network, Calvano et al. Nature 2005 e Immunome Database, proporcionando un conjun-
to robusto de proteinas de referencia idéneas para ser el punto de partida de esta tesis.
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Recuperaciéon de dominios

Para obtener las secuencias de genes, proteinas e informaciéon general asociada a dichas bases
de datos, se descargaron los niimeros de accesién en formato tabular directamente del sitio
InnateDB: http://www.innatedb.com/redirect.do?go=resourcesGeneLists. Para poder
recuperar las secuencias y las anotaciones de los dominios que componen las proteinas del
sistema inmune relacionadas con InnateDB filtrando la informacién contenida Gene ID del
Ensembl.

De igual forma se usé la base de datos IIID para obtener la informacién asociada a genes
y proteinas del sistema inmune innato en algunas especies de insectos. Del conjunto total
de especies almacenadas en esta base de datos se tomaron aquellas que compartieran ano-
taciones tanto en NCBI como en Ensembl, las especies contenidas en esta base de datos que
cumplen esta condicién fueron Nasonia vitripennis, Apis mellifera, Drosophila melanogaster,
Anopheles gambiae y Acyrthosiphon pisum. De esta base de datos filtraron los nimeros
de acceso de NCBI y se cruzaron los ID con los niimeros de acceso de Ensembl Metazoa
(http://metazoa.ensembl.org/index.html) a través de un script en Perl.

Con los cddigo de acceso del Ensembl (para humano y ratén provenientes de InnateDB) (Dada
la composicién de la base de datos del InnateDB la mayor cantidad de nimero de accesos
recuperados correspondieron al humano, versién genémica (GRCh38) y al ratén (GRCm38))
y Ensembl Metazoa (para las proteinas de insecto provenientes de IIID), se procedié por
medio del script en R usando el paquete biomart [38] a la descarga de las secuencias proteicas,
nimeros de acceso Unicos del gen, transcritos, proteinas y las respectivas anotaciones segin
diferentes sistemas de anotaciéon de los dominios proteicos asociados a dichas proteinas de
inmunidad innata con sus respectivas coordenadas de inicio y final. Este procedimiento se
realiz6 sobre Ensemblv.86.

Obtencion de los HMM especificos para el Sistema inmune

Con el fin de construir un repositorio de HMM especificos del SI por cada base de datos
previamente mencionada, que permita focalizar los recursos de cémputo en la caracterizacién
de genes asociados al SI en las diferentes especies problema, se generd la metodologia expuesta
en la figura[I-1]la cual parte de la lista tinica de nimeros de acceso de los HMM asociados al
SI por cada una de las bases de datos anotadas en el Interpro Pfam, Gene3D, PIRSF, Hamap,
Superfamily y TIGRFAM (Figura , se genero el script en shell hmmfetch.sh

Este script invoca la herramienta hmmfetch que toma niimeros de acceso de los HMM y extrae
esos numeros de acceso del archivo plano que contiene la totalidad de HMM proveniente de
una base de datos por ejemplo como el Pfam, generando asi un archivo plano con los HMM
de interés,

hmmfetch fue ejecutado con los siguientes parametros:

» hmmfetch -0 - [Archivo de salida] [Base de datos con la totalidad de los HMM]


http://www.innatedb.com/redirect.do?go=resourcesGeneLists
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El primer argumento es como va a ser el archivo de salida, el segundo argumento es la base
de datos donde se encuentra la totalidad de los dominios y el tercer argumento es el archivo
plano con nuimeros de acceso de los dominios asociados al sistema inmune.

Debido a la ya mencionada complejidad en la conformacién de arquitecturas proteicas que
permitan el equilibrio entre conservar las propiedades del receptor y la adquisicion de nuevas
arquitecturas que le permitan una plasticidad a su medio ambiente se plantea establecer,
es en las variaciones de este equilibrio que surgen ramas de la inmunes que son rastreables
transversalmente a lo largo de la evolucion y estructuras especie especificas, que como su
nombre lo indica son tinicas de la inmunidad de cada organismo ausentes en especies cercanas
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al Sistema inmune
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Figura 1-1: Mediante este flujo de trabajo se obtuvo la informacién contenida en la ba-
se de datos de Uniprot, entre esta informacion estda los nimeros de acce-
so de los HMM asociados al sistema inmune de las siguientes bases de da-
tos:SUPERFAMILY ,PIRSF,CATH,PANTHER, TIGRFAMs, HMAP PFAM vy
el correspondiente niimero de acceso en la base de datos de Interpro que permite
el cruce de informacién entre ellas

Con las arquitecturas colectadas anteriormente (en humano, ratén e insectos con una rela-
cién comprobada con la inmunidad) se defini6 el conjunto de arquitecturas canénicas (gold
standard) del sistema inmune innato. Estas arquitecturas se componen de dominios de HMM
procedentes de las bases de datos asociadas a interpro como: SUPERFAMILY[119], PIRSF[120],
Gene3D[90], PANTHER[ITT], TIGRFAMs[51], HMAP [I13] y PFAM[50]. Sin embargo ya que cada
uno de estos sistemas de anotacion dependen de HMM adaptados para la busqueda de los
criterios que dominan cada base de datos entonces en nuestra aproximacion la distribucion
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de arquitecturas obtenidas por las bases de datos se define entonces a partir de la distribu-
cién de los dominios que han sido anotados de manera independiente por cada una de estos
sistemas de anotacion.

A partir de los modelos HMM recuperados por cada base de datos se procedio porsteriormen-
te a realizar una busqueda de dominios en proteinas de genes no anotados por el Ensembl
utilizando la suite HMMer. Dependiendo del sistema de annotacion por cada base se utili-
zaron los filtros reportados en cada uno de los esquemas propios de anotacién.

1.3.2. Diseio de estrategias para detectar estructuras de dominios
del gold standard en cordados

Sumado a las diferencias existentes en los criterios de anotacién de los dominios en las
bases de datos, es necesario abordar el problema intrinseco que tienen las arquitecturas
génicas de genes del SI. Para resolver este problema se utilizaron tres aproximaciones las
cuales analizadas en conjunto podrian solucionar parte de los problemas que se presentan
en la deteccién de homologias de proteinas asociadas al SI debido no solo a la variacién
en el nimero de dominios y sino también al correspondiente orden. Estas tres estrategias
se llamaran en su orden Estrategia de Orden de arquitecturas, Estrategia de Desorden de
arquitecturas y Estrategia de Blasp. Se considerd en esta aproximacién que las duplicaciones
estrictamente consecutivas de dominios fuesen resumidas en una lista de dominios que fue
ordenada por la coordenada de inicio pero que carece de repeticiones consecutivas. Para esto
se diseno un filtro que se denomina Funcion de reduccion. Con este tipo de aproximaciones se
pueden hacer busquedas mas felxibles de las arquitecturas canoénicas evitando las dificultades
que generan las ganancias o perdidas de dominios en proteinas para las cuales se buscan
homoélogos remotos.

Estrategia de Orden de arquitecturas

Se definié la lista de arquitecturas canoénicas de dominios gold standard para cada una de
los sistemas de anotacion HMM correspondiente. Dichos dominios predichos poseen dife-
rente nimero de acceso del HMM del cual provienen y se encuentran ordenados por sus
coordenadas gendémicas de inicio.

Estrategia de Desorden de arquitecturas

Es sabido que muchos receptores del SI tienen variaciones en su arquitectura que aunque
posean cambios en el orden de dominios esto no implica la perdida de su funcién; dichas
variaciones estan dadas por combinacion, rearreglos, copias y perdidas de dominios, los
cuales quedarian excluidos del andalisis por orden. Es por esto que se decidié adoptar una
estrategia de desorden de arquitecturas para afrontar este problema. En este caso cuando se
realiza la comparacién de composicién de dominios en desorden de dominios gold standard y
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desorden entre las dominios de las especies con anotacion del Ensembl y con otro sistema de

anotacion. En este caso el orden entre los dominios no es determinante para poder asignar

una proteina como candidata putativa al SII.

Estrategia de Blastp:

Como método de soporte adicional se aplicé la estrategia de blastp reportada en [63].

Esta estrategia se disend para buscar homologias entre secuencias de proteinas usando la

implementacién clasica de homologia en Blast. Como secuencias queries se utilizaron las

secuencias de proteinas a partir de las cuales se construyo el gold standard y como secuencias

blanco se usaron las proteinas de genomas anotados y no anotados por Ensembl. Para cumplir

con este objetivo se ejecutd el programa con los siguientes parametros:

blastall -p blastp -d DB -1 QUERY -f 9 -F m S -M BLOSUM/45 -e 100 -b
10000 -v 10000 -m 8

blastall -p Program Name o nombre del programa que en este caso fue blastall

tblastn -d Data base, la base de datos contra la que se va a comparar los dominios,
en este caso el genoma en nucleétidos

-1 Query File secuencia problema o query que va a ser comparado contra la base de
datos, en este caso los dominios en aminoacidos,

-f Threshold for extending hits Numero méaximo de hits: 9,
-Fm S Enmascaramiento leve
-M Matrix matriz de sustitucion de bloques de aminoacidos: BLOSUM45,

-e Expectation value (E) Valor de e-value esperado en este caso se establecio como
Ie-5

-b Numero de mejores Hits en la region que se pretende evaluar , se escogié el 10000

-m alignment view options tipo de archivo de salida para visualizar de los resultados,
se escogio el 8.

Los resultados de esta busqueda por blast fueron filtrados por medio del script en Perl

filtro.pl cual tubo en cuenta los siguientes parametros como criterio de inclusion de proteinas

no anotadas que puedan estar asociadas a la arquitecturas canodnicas.

Un valor £ < 0,001
Valores de cobertura con respecto a la secuencia query > 60 %

Identidad > 30 %
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1.3.3. Obtencién de dominios candidatos al sistema inmune en
genomas de cordados con anotacion del Ensembl

Al ser los tunicados un punto intermedio en el drbol evolutivo del grupo de los cordados,
se analizaron los cordados méas basales presentes en Ensembl (representados como input en
la Figura . Es importante aclarar que en estas especies aun existen muchas proteinas
sin anotacion funcional. Entonces, como punto de partida para identificar las proteinas y
dominios asociados al SII se usé en primer lugar un script en R, utilizando biomaRt para
recuperar todas las proteinas y las anotaciones de dominios con su respectivo inicio y final
existentes en el Ensembl para las anotaciones genémicas de las especies de tunicados Ciona
intestinalis, Ciona savignyi y de otros cordados inferiores como Petromyzon marinus, Lati-
meria chalumnae y Danio rerio. Estés especies se identificaran de ahora en adelante como
Ciin, Cisa, Pema, Lach y Dare. En la Figura se observa que el mismo procedimiento fue
utilizado sobre las especies de referencia utilizadas para construir las arquitecturas canénicas
derivadas de las bases InnateDB e Insect Innate Immunity Database (IIID).

Cruce de arquitecturas canodnicas asociadas al sistema inmune

Una vez recuperadas las arquitecturas de dominios para las cinco especies de cordados que
tienen anotacién en el Ensembl, entonces por medio del script en Perl Comparacion_Info.pl,
de forma automatizada se usaron las diferentes estrategias previamente explicadas, (Orden
de candidatos, Desorden y Blastp) definidas desde la informacién de las arquitecturas cano-
nicas gold standard. Se realizé un proceso de evaluacién de comparacion de estas diferentes
aproximaciones obteniendo los candidatos putativos que fueran identificados clasificados por
las tres estrategias (ODB) o que solo fueran identificadas como arquitecturas canénicas me-
diante las estrategias de orden y desorden (OD).

Es importante resaltar que los outputs de la figura funcionan como los input de los

esquemas resumen de las 3 estrategias [1-3|[1-4] y [1-5]

1.3.4. Buasqueda de genes relacionados al sistema inmune en las
especies de cordados sin anotacidon del Ensembl: los tunicados
Oikopleura dioica y Botryllus schlosseri y el cefalocordado
Branchiostoma floridae

Este grupo de organismos corresponde a las especies B. floridae, B. schlosseri y O. disocia
las cuales se identificaran como Bsc, Oidi y Brfl respectivamente en este trabajo. Las ano-
taciones a nivel de proteinas de las anteriores especies fueron recuperadas de: JGI Genome
Portal (http://genome.jgi.doe.gov/Brafll/Brafll.download.ftp.html) para B. flori-
dae, Oikoarrays (http://oikoarrays.biology.uiowa.edu/0iko/Downloads.html) para
O. dioicay del sitio de descargas de la base de datos Aniseed (http://www.aniseed.cnrs.fr/
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Obtain_info.pl (BiomaRt)

Septic
Shock
Group

Calvano et al,

Insect Innate
Immunity
Database (IIID)

Nature 2005

Ciin, Cisa, Pema,
Lach, Dare

INPUT

ID Ensembl
Metazoa

Obtain_info_pl(BiomaRt)

PROCESS

Obtain_info.pl (BiomaRt)

- D Ensembl TODOS los genes, ID Ensembl Arquitectura
- anotaciones de dominios (start y, canonica, anotaciones de
5 end) dominios (start y end)
e}

Figura 1-2: Mediante este flujo de trabajo se obtuvo las secuencias de proteinas, anotaciones
de dominios con su respectivo inicio y final en las proteinas asociadas al sistema
inmune segin su composicién de dominios para humano, raton e insectos y asi
como para todas las secuencias proteicas de las especies Ciin, Cisa, Pema, Lach
y Dare

aniseed/download/download data) para el caso de la especie B. schlosseri. El procedimien-
to de identificacion de candidatos putativos se realizé a partir de los modelos HMM recu-
perados de los dominios de proteinas que conforman el sistema gold standard. Con estos se
realizé una busqueda automatizada de dominios sobre la lista de proteinas de estas especies
utilizando el programa HMMer. Posteriormente sobre las secuencias candidatas se aplicaron
de nuevos las estrategias de Orden de candidatos, Desorden y Blastp para obtener una lista
de proteinas candidatas a ser asociadas con el SII.

Los datos obtenidos fueron filtrados por medio del script en Perl filtro.pl expuesto anterior-
mente, como se evidencia en la gréfica figura
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Humano, Ratén e insecto:ID
nsembl Arquitectura canénica,
anotaciones de dominios (start
end)
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Figura 1-3: Diagrama que explica el proceso de comparacion entre la arquitectura canénica
asociadas a la inmunidad innata en humano, ratén e insectos con las proteinas
de cordados basales de Ensembl utilizando la estrategia de Orden

1.3.5. Definiciéon de los dominios asociados a los médulos de
Senalizacion, Efector y Reconocimiento del sistema inmune

Para definir los dominios que pertenecen a las diferentes médulos asociados del sistema inmu-
ne se usaron los datos provenientes del estudio realizados por Zarate Potes en el 2014, Dicho
estudio hizo una exhaustiva buisqueda bibliografica de proteinas asociadas al sistema inmune
y las clasificé de forma manual en los tres modulos Senalizacion, Efector y Reconocimiento.
A partir de dichas listas se descargaron las proteinas relacionadas tanto de Uniprot y y NBCI
RefSeq. Posteriormente se identificaron las arquitecturas proteicas basados en informacién
de Uniprot Swissprot y Pfam. Fue alli donde se establecio la lista final de dominios asociados
a cada uno de los modulos que fueron filtradas sobre la lista de candidatos putativos obte-
nidos para los dominios asociados al SII de las especies de estudio [122], el procedimiento se
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. . . Humano, Ratén e insecto:ID
Ciin, Cisa, Pema, Dare y Lach:ID nsembl Arquitectura canénica,
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Figura 1-4: Diagrama que explica el proceso de comparacion entre la arquitectura canénica
asociadas a la inmunidad innata en humano, ratén e insectos con las proteinas
de cordados basales de Ensembl utilizando la estrategia de Orden

observa en la figura [1-7]

1.4. Resultados

1.4.1. Estado de ensamblaje de los Genomas del Grupo de Estudio

El estado actual del ensamblaje de cada una de las especies trabajadas en este estudio
se observa en la grafica [I-8 Se evalué en un intervalo de 30,000 Mb cuantos fragmentos
genomicos se ven representados. Para los genomas de las especies Bosc, Lach, Ciin se observan
valores con longitudes de fragmentos ensamblados mayores a 30,000 y en los casos como Brfl
y Cisa hay diferentes tamanos en los fragmentos. Se logra observar que la especie D. vexillum
poseen aun un ensamble de genoma muy limitado en el cual la mayoria de los fragmentos
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Figura 1-5: Metodologia empleada para la evaluar la estrategia complementaria de blastp
entre las proteinas candnicas asociadas a la inmunidad innata en humano, raton
e insectos con el fin de establecer homologias remotas.

son menores a 30,000 bp. Es importante resaltar que esta especie recibe especial atencion en
este trabajo ya que su genoma no se encuentra aun anotado y sera el objeto de estudio en
el capitulo 2.

1.4.2. Dominios asociados al Sistema inmune en cada base de datos

La cantidad de dominios asociado a cada una de las bases de datos de modelos de marcov
se observa en la Tabla [I-I], en donde se puede observar que en la primera columna estd
relacionada la base de datos donde fueron obtenidos los modelos asociados a los dominios, la
segunda columna muestra el total de HMM asociados a Dominios por cada una de las bases
de datos y por ultimo la cantidad de ese total que se encontraron en estructuras candnicas
del SII de las estrucucturas Gold standard.
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Proteinas de Brfl,Bsc y
Oidi anotadas por otros
metodos

HMM Dominios
SIl Pfma, HMAP,
Tifram, Phanter,
Smart,
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Conjuntos
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Brfl, Bsc y Oidi
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Arquitecturas por Arquitecturas de SlI
Blast, Brfl, Bsc, Desordenadas, Brfl, Bsc,
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Arquitecturas de SlI
Ordenadas Brfl, Bsc,
Oidi

/_\

Combinatoria

Figura 1-6: Flujo de trabajo para la obtencién de las arquitecturas para las especies Brfl,
Bosc y Oidi a partir de la prediccion de dominios asociados al SII obtenidos

previamente por medio de las arquitecturas Golden Standard en humano, raton
e insectos

En esta tabla se observa que Pfam tiene un total del 256902 dominios, siendo la base de datos
con mayor numero de estos modelos, segudos por CATH con 175987 y SUPERFAMILY con
173919. En cuanto a los dominios asociados al SII, se destaca que la base de datos Phanter
[112] se reportaron 10124 dominios seguida por Pfam 3615, por el contrario se observa que
la base de datos que menos dominios reporto fue PIRSF con 603.
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Lista de dominios
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FIN

Conteo por
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Figura 1-7: Diagrama que explica el proceso de como se generaron los conteos por modulo
asociado al sistema inmune Orden

Tabla 1-1: Nimero de Dominios asociados al Sistema inmune innato en las arquitec-
turas canonicas o golden standard después de usar hmmfetch, evaluado
en cada una de las bases de datos .

Base de Datos de Dominios Total de Dominios Total Dominios golden del SII

SUPERFAMILY 173919 897
PIRSF 11287 603
CATH 175987 709

PANTHER 60851 10124
TIGRFAMs 22474 344

PFAM 256902 3615

By ., - - AN
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Figura 1-8: En esta grafica se muestra la distribucion de los tamanos de las diferentes uni-
dades de ensamblaje en las que se encuentran los diferentes genomas utilizados
en este trabajo

En la gréfica se observa cuantos de los HMM de cada base de datos de Uniprot se
encuentra representado en las arquitecturas canodnicas del SII, se aclara que no cuenta el
nimero repeticiones de cada HMM sino su presencia o ausencia dentro de la totalidad de las
arquitecturas candnicas, se observa de igual forma que la base de datos que mas se destaca
es Phanter seguida de Pfam y Prosite. También se observa que el resto de bases de datos se
encuentran por los mismos valores entre 600 y 800 dominios reportados.

En la Tabla se observa la frecuencia de dominios que se pueden identificar luego de
haber aplicado las estrategias de anotacién Orden, Desorden y Blast (ODB), se destaca
que la base de datos con mayor nimero de dominios reportados despues de ser aplicada las
diferentes estrategias es Pfam con 1195, seguida por SUPERFAMILY con 448 y CATH con
313 mientras que en las bases de datos Smart, Phanter, Prosite y PIRSF estan completamente
ausentes.
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Figura 1-9: Muestra la cantidad de dominios asociados al sistema inmune encontrados en
las arquitecturas Golden, relacionados con cada base de datos de donde se

extrageron

Tabla 1-2: Nimero de dominios usados en la anotacion por medio las estrategias ODB por
base de datos

Base de Datos de Dominios Total Dominios golden del SII Total Dominios Anotacién

SUPERFAMILY 897 448
PIRSF 603 0
CATH 709 313

PANTHER 10124 0

TIGRFAMs 344 36
PFAM 1382 1195
Prosite 1382 0
Smart 857 0

En la figura se observa la frecuencia de dominios que se pueden identificar luego de haber
aplicado las estrategias de anotaciéon Orden, Desorden y Blast (ODB), es interesante ver
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como solo las bases de datos CATH, PFAM y SUPERFAMILY son las tinicas que presentan
dominios que pueden ser hallados en las anotacién de nuevas arquitecturas mientras que en
las bases de datos Smart, Phanter, Prosite y PIRSF estan completamente ausentes.
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Base_De_Datos

Figura 1-10: Muestra la frecuencia de dominios asociados al sistema inmune encontrados
en las arquitecturas Golden despues de aplicar las diferentes estrategias de
anotacion

1.4.3. Comparacion de las estrategias de anotacion Orden,Desorden y
Blast (ODB)

Con el fin de visualizar cuales combinacion de estrategias o estrategia tinica fueron las méas
efectivas a la hora de proponer candidatos asociados al sistema inmune basados en el uso
de las arquitecturas canodnicas o golden standard y para visualizar el impacto que tienen
las diferentes estrategias sobre el proceso de anotacion de candidatos putativos al SII se
realizaron los conteos por cada especie y por cada estrategia. En las siguientes secciones se
presenta el porcentaje de anotaciones por cada estrategia y por cada especie. En los anexos
se resume en la Figura los resultados obtenidos en los que se presentan las diferentes
frecuencias de cada una de las estrategias evaluada por cada uno de las especies que pudieron
ser asociadas con estructuras canonicas gold standard.
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Comparacion de las estrategias de anotacion Orden,Desorden y Blast por especie

Pema

Oidiy

Lach

Cisa

Especie

Ciin

Brfl

Bosc

Acyrthosiphon pisum: Acpi Para poder evaluar qué estrategias, ya sea de forma indivi-
dual o en combinatorias, fueron las mas efectivas para la anotaciones de proteinas en las
diferentes especies de estudio (Ciin, Cisa, Lach, Pema, Bosc, Oidi y Brfl) por medio de
la comparaciéon de sus arquitecturas con las arquitecturas golden standard o canénicas
provenientes de Acpi, se gener6 el grafico[1-17], el cual, con miras a normalizar los datos
presenta las diferentes combinatoria de estrategias que permitieron anotar proteinas
del SII en las especies de interés, en esta gréafica se puede observar que la estrategia OD
logré identificar arquitecturas, aunque en bajo porcentaje, produciendo anotaciones en
las especies: Bosc, Cisa, Lach, Oidi con 39.9 %, 31.8 %, 47.1 %, 47.4 % respectivamente.
De igual forma se evidencio que la estrategia D logré identificar arquitecturas, aunque
en bajo nimero, produciendo anotaciones en las especies: Brfl , Oidi, Pema con 26.5 %,
46.1 %, 40.6 % respectivamente.
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Figura 1-11: Porcentaje de las diferentes estrategias de anotacion: Orden, Desorden y Blast

(ODB) Acyrthosiphon pisum con las que se anotaron los genes del SII en cada
una los cordados objeto de estudio

En cuanto a la estrategia O logré identificar arquitecturas, aunque en bajo proporcién,
produjo anotaciones en las especies: Bosc con 4.7 %, Oidi con 6.4% y un poco mas
sobresaliente en Brfl con 21.3% . aunque en las especies especies: Ciin, Cisa, Lach y
Pema no logré predecir ninguna arquitectura.
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Al momento de comparar las estructuras candnicas provenientes de Acpi se evidencio
que mediante la estrategias OB, DB No fue una estrategia exitosa para anotar genes
del SII en las especies: Bosc, Brfl, Ciin, Cisa, Lach, Oidi, Pema, de igual forma la
estrategia ODB no logré predecir ningin tipo de arquitectura en la especie Oidi

se encontré que la estrategia ODB logré aunque en bajo nimero, identificar arqui-
tecturas en la especie Pema con un 2%, pero sin duda el dato mds sobresaliente se
encontro con la estrategia OD ya que se predijo mediante esta estrategia el 98.7 % en
Ciin.

Anopheles gambiae: Anga: Al normalizar los datos con porcentajes para la especie
Anga, como se observa en la grafica en la figura [I-12] que la estrategia combinada
ODB fue efectiva, aunque en bajos porcentajes, logrando anotar genes en las especies:
Bosc 24.7%, Oidi 24.5%, Cisa 14.8% Brfl 11.5%, pero siendo menos efectiva en Ciin
5%, Pema 2.2 %. por otro lado la estrategia OD mostré una tendencia similar gene-
rando anotaciones las especies: Bosc, Brfl, , Cisa, Oidi con 28 %, 20 %, 33.3%, 11%
respectivamente, siendo Ciin el caso més sobresaliente con un porcentaje del 72.5 %.
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Figura 1-12: Porcentaje de las diferentes estrategias de anotacion: Orden, Desorden y Blast

(ODB) Anopheles gambiae con las que se anotaron los genes del SII en cada
una los cordados objeto de estudio

Por otro lado, la estrategia OB logro identificar arquitecturas, aunque en bajo nimero,
produjo anotaciones en las especies: Brfl, Oidi con 7.3 %, 15% respectivamente, pero
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totalmente ausente en las especies Ciin, Cisa, Lach, Pema, al compararse con otras
estrategias combinadas como DB, se ven similitudes, ya que al igual que con textbfOB
logra identificar arquitecturas pero en baja proporcién, siendo anotadas por medio de
la estrategia DB en las especies: Brfl con 14.2%, Ciin 22.5%, Lach con 3.42 %, Oidi
6% y Pema con un 4.5% aunque, es de resaltar que esta estrategia no logré anotar
ninguna arquitectura en la especie Cisa

Al comparar las estrategias inviduales se observa que D logré identificar arquitecturas,
aunque en bajo nimero en las especies: Bosc, Brfl, Lach, Oidi, Pema con 44.3 %, 46.1 %,
44.3 %, 42.5 %, 31.4 % respectivamente, por el contrario, la estrategia O no logré anotar
ningin gen del SII en las especies: Ciin, Cisa, Lach, Pema

Drosophila melanogaster: Drme
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Figura 1-13: Porcentaje de las diferentes estrategias de anotacion:ODB Drosophila mela-

nogaster con las que se anotaron los genes del SII en cada una los cordados
objeto de estudio

Al evaluar las estructuras canénicas de Drme en la grafica Se observé que las
estrategias con algtn tipo de combinacién con la estrategia a D, tuvieron cierto nivel
de éxito al anotar tunicados, como es el caso de la estrategia ODB logré identificar
arquitecturas, aunque en forma muy reducida, en todas las especies, por el contrario,
la estrategia OD tubo resultados sobresalientes como Ciin 92.7% y Cisa con 82.1% y
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en menor medida en especies como Bosc (23.55 %), Brfl (22.8%), Lach (41.4%) y Oidi
con 4, 2%, sin la estrategia de DB no dio ningun resultado apra las especies Ciin, Cisa
y Pema

Como dato sobresaliente encontramos que la estrategia D fue significativa para la espe-
cie Oidi al lograr anotar el 76.3 % de las arquitecturas halladas, de igual forma aunque
en menor proporcion esta estrategia logrd identificar arquitecturas en las especies: Cisa
14.2 %, Pema con 41.7 %, en contraposicion se observo que la estrategia basada exclu-
sivamente en Orden O no logré anotar ninguna arquitectura en las especies Bosc, Brfl,
Ciin, Cisa, Lach, Oidi y Pema, de igual forma ocurrio con la estrategia OB que no logro
anotar arquitecturas en las especies Bosc, Brfl, Ciin, Cisa, Lach, Oidi y Pema

Apis mellifera: Apme
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Figura 1-14: Porcentaje de las diferentes estrategias de anotacién: Orden, Desorden y Blast

(ODB) Apis mellifera con las que se anotaron los genes del SII en cada una
los cordados objeto de estudio

De igual manera, se evaluaron las estrategias individuales como textbfD y O, donde se
evidencio que en la primera fue bastante exitosa en especies como Lach y Pema pero
en menor medida en Cisa. mientras tanto, la segunda estrategia no produjo ninguna
anotacion en las especies Bosc, Ciin, Cisa, Lach y Pema.

Nasonia vitripennis: Navi
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Figura 1-15: Porcentaje de las diferentes estrategias de anotacion:ODB Nasonia vitripennis

con las que se anotaron los genes del SII en cada una los cordados objeto de
estudio

Al evaluar las estructuras canoénicas de Navi en la grafica se observa que las
estrategias basadas en la estrategia D mostraron ser las mas efectivas, es el caso de la
estrategia DB textstBrfl (2%), Ciin (8.9%), Cisa (3.6 %), Oidi (4.5%), Lach y Pema
ambos con 3 %. pero fue la estrategia D, que mejores resultados dio, encontrandose en
: Lach, Pema con 13.7%, 47.2% y 37.9 %, respectivamente. de igual forma se observa
que otra combinacién de estrategias como ODB logro identificar arquitecturas en las
especies: Bosc (5.6 %), Brfl (6.7%), Ciin (33.2%), Lach(13%), Oidi (9.5%) y Pema
(9.4%). Por dltimo y confirmando esta tendencia, se observa que la estrategia OD
logré identificar arquitecturas para : Bosc, Brfl, Cisa, Lach, Oidi, Pema con 25.1 %,
33.5%, 32.6 %, 36.7 %, 26 %, 49.5 % respectivamente.

Por otra parte, la estrategia OB, solo logré identificar estructuras en Brfl, Oidi con
2.5%, 6.7% respectivamente, pero siendo inocuo al evaluar el resto de especies, de
igual forma ocurrié con la estrategia O que identifico estructuras en Brfl con un 2.4 %
pero es ausente en el resto de especies.

Mus musculus: Mumu

Al evaluar las estructuras canénicas de Mumu en la grafica las estrategias ODB,
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Figura 1-16: Porcentaje de las diferentes estrategias de anotacion:ODB Mus musculus con

las que se anotaron los genes del SII en cada una los cordados objeto de estudio

DB y OB No lograron anotar ninguna proteina en las especies de estudio, mientras
que la estrategia O no logro ningun tipo de anotacion en las especes Ciin, Cisa, Lach,
Pema aunque en contraposicion logro anotaciones en Bosc, Brfl, Oidi con 10.1 %, 11.7%
y 7.8 % respectivamente

El dato més revelador fue la estrategia OD, ya que fue significativa para la especie
Ciin con un 100 %, al igual que otras especies pero con menores porcentajes: Brfl, Cisa,
Lach con 43.5%, 39.6 %, 48.6 % respectivamente, por tltimo, se evaluo la strategia D
y se encontraron anotaciones en Bosc(38.9 %), Brfl(44.6 %), Oidi(33.3%) y Pema con
44.6 %

Homo sapiens: Hsa Al momento de comparar el humano con los tunicados, se hace
evidente, como lo muestra la grafica las estrategias de blast se vuelven menos
efectivas como fue el caso de las estrategias ODB, DB ni OB, no lograron encontrar
arquitecturas en ninguna especie. La mayoria de anotaciones con respecto a humano
se dieron gracias a la combinatoria o uso de forma individual de las estrategias D y O,
como es el caso de OD, la cual logré identificar arquitecturas, aunque con porcentajes
bajos en las especies: Bosc con 35.3% y Ciin con 28.2 %, Aunque fue evidente que el
mayor éxito lo consiguieron las estrategias individuales de D , la cual logré anotar
en las especies: Brfl (12.1%), Cisa (33.3%), Lach (31.2%), Oidi (10.2%) y Pema con
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Figura 1-17: Porcentaje de las diferentes estrategias de anotacién:ODB Homo sapiens sa-
piens con las que se anotaron los genes del SII en cada una los cordados objeto
de estudio

Las anotaciones se vieron complementadas por la estrategia logré identificar arquitec-
turas, aunque en bajo numero, produjo anotaciones en las especies: Bosc, Brfl y Oidi
con 11.0%, 25.9% y 28.3% respectivamente, aunque vale aclarar que en las especies
Cisa, Lach y Pema esta estrategia no tuvo efecto.

1.4.4. Obtencién de genes asociados al sistema inmune

1.4.5. Pipeline de anotaciéon automatizada

Para la totalidad de los genomas : Lach y Brfl Bosc (Ciin 'y Cisa) Oidi poseian predicciones
de genes pero pocos genes anotados como se puede ver en la (Tabl en donde en la
columna se registran los nombres de las especies, la columna dos el nombre de la base de
datos de donde fue extraida la informacién, en la tres nimero de predicciones de genes
segun la base de datos, cuatro cuantos de esos genes cuentan con una anotacién, cinco genes
cuantos genes quedan asociados al sistema inmune. Es de rescatar que Lach y Bosc son las
dos especies con mayor numero de genes asociados aunque sea a un dominio del sistema
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inmune y en contra de todo prondstico Oidi a pesar de tener un genoma muy reducido
duplica las predicciones de genes de genoma son reducidos como (Ciin y Cisa),

Tabla 1-3: Estado de anotacién de los genes en las diferentes especies antes
y después de la implementacién de la pipeline

Especie Base de Datos Genes Base de datos Anotados Genes SII

Bosc BSGP 30910 14731 763
Brfl JGI 50817 NA 2353
Ciin Ensembl 17153 795 942
Cisa Ensembl 12172 298 837

Pema Ensembl 13114 34386 893
Lach Ensembl 45256 34386 4472
Oidi OGB 18020 NA 432

L' NA = No Disponible en las anotaciones proporcionadas por las paginas donde se des-
cargaron los genomas
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Figura 1-18: Proporcion de posibles genes del sistema inmune con respecto a la totalidad
de los genes predichos en cada una de las especies.

En la gréfica se representa el porcentaje de genes del sistema inmune en la totalidad
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de las anotaciones génica reportadas en cada una las especies, para esto se tomaron las pre-
dicciones génicas reportadas para cada uno de los genomas evaluados, tomando esto como
el 100 %. Posteriormente se calculé cuél es el porcentaje representan los genes anotados me-
diante las estrategias ODB asociados al sistema inmune se puede observar que en Lach el
porcentaje de los dominios del sistema inmune representa aproximadamente 10 % de los do-
minios, siendo el genoma con mayor anotaciones, mientras que el resto de especies muestran
datos entre el 2% y el 6 %, dos casos merecen ser rescatados, el porcentaje de 2,4 % de Bosc
y la similaridad de porcentajes entre Pema, Ciin y Cisa con un 6 %.

1.4.6. Eficiencia del modelo

Caractersitica_Anotacion
B Humano

Humano_Raton
B No_anotado

Raton

0 25 50 75 100
Porcentaje

Pema

Cisa

Especie

Ciin

Figura 1-19: Esta grafica muestra que porcentaje de las proteinas identificadas por la es-
trategia ODB que se encuentran con algin tipo de anotacién en Ensembl, se
evaluaron la proteinas encontradas en Ciona intestinalis (Ciin), Ciona savign-
vi (Cisa) y Petromyzon marinus (Pema)que tuvieran arquitecturas similares
y a su vez tuvieran asignado un nombre, dicha similaridad se evalué tanto en
en humano, ratén o ambas especies. Aquellas proteinas ausentes de nombre
se catalogaron como No anotado.

Con el fin de establecer la eficiencia de esta metodologia, se evalud si existia concordancia
entre el numero de nuestras anotaciones de genes putativos y las anotaciones de Ensembl.
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Para esto, se tomaron los nimeros de acceso de las proteinas de las especies Cisa, Ciin,
Pema y Lach reportada por la estrategia ODB y posteriormente por medio de Biomart
se extrajeron de Ensembl los nombres asociados a estas proteinas, y se clasificaron entre
aquellas que no poseian nombres como “No anotadas” y aquellas que tenian nombre como
“Anotadas”. Debido a que las proteinas de referencia del sistema inmune provenientes de
Innate data base pertenecen a proteinas de humano y ratén, se evalué cuantos genes putati-
vos tienen estructuras semejantes a ratén, cuantas a humano y cuantas estructuras fueron
identificadas en ambas especies como lo muestra la figura [I-19]
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Figura 1-20: Grafica muestra la relacion que existe entre las proteinas predichas en Cisa,
Ciin y Pema con las arquitecturas de humano y Ratén establecidas por la
estrategia ODB contemplando relaciones de sub familias proteicas de Ensembl.
La relacion O_PF, denota relacion de Ortologia y de Familia Proteica, PF
Familia Proteica, O Ortologia y N No hay relacion entre las dos arquitecturas.

Se observa en la figura que Ciin de un total de 760 genes putativos identificados por
la estrategia ODB, el 95 % no se encuentra anotado en Ensembl, el 1.3% ( 10 proteinas ) el
nombre asignado en Ensmbl concuerda simultaneamente con los datos de ratéon y humano,
un 0.7% (6 de proteinas) solo tienen arquitecturas candnicas similares a humano y un 2.7 %
tienen similaridad exclusivamente con ratén. Por otra parte, Pema, de un total de 719 pro-
tefnas identificadas por la estrategia ODB, se encontré que 62.4 % no se encuentra anotado,
un 5.7 % que corresponde a 41 proteinas anotadas en humano y ratén simultanamente, un
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11.2 % corresponde unicamente a humano mientras que un 20.5 % que corresponde a 148 son
proteinas anotadas en raton. Por 1ltimo, en Cisa de un total de 616 proteinas identificadas
por la estrategia ODB, se encontré que 100 % no se encuentra anotado.

La figura se observa que mas 90 % de las proteinas en ratén provenientes de Ensembl
no cuentan con ningun tipo de homologia establecida con los tunicados, a pesar de esto, se
observa un aumento tanto en el nimero de proteinas anotadas en tunicados cuya anotacién
por ODB han sido validadas con las relaciones de ortologia establecidas por Ensembl.

En comparaciéon con los organismos modelo, los tunicados muestran conservadas las pro-
porciones del porcentaje del genoma asociados al SI, de igual manera podemos ver que la
estrategia ODB logra identificar de forma eficiente las familias proteicas propuestas por En-
sembl pero es menos eficiente al replicar las relaciones simultaneas de ortologia y familias
proteicas, y no es optimo al identificar unicamente la ortologia

En la grafica [I-21ke muestra las relaciones de homologia por familia proteica y ortologia
establecidas en las proteinas de los cordados basales y mamiferos sin tener en cuenta las
subfamilias proteicas, en comparacién con la gréfica[1-20se observa un aumento significativo
del nimero de proteinas correctamente anotadas llegando en la mayoria de los casos a ser
mayor del 50 % reduciéndose de forma significativa el nimero de relaciones tinicamente de
ortologia y un aumento en las relaciones simultaneas de Ortologia y Familia proteica. en el
Unico caso donde el niimero de proteinas sin una relacién de homologia aparente se dio en
la evaluacién de proteinas de Cisa con raton.

1.4.7. Asociacion de dominios en modelos asociados al Sll en
Tunicados

Debido a que gran parte de las ramas comunes de la evolucién se ha demostrado que estan
constituidas a partir una serie de dominios ancestrales, Se decidié evaluar la frecuencia de
cada uno de esos dominios: BIR, caderinas , CARD, CD36, Colageno, Dominios lectina
tipo C, EFG, IG, LRR, NACHT, Pkinasa, SCRCR, Sushii y TIR. Para objeto de medir las
posibles variaciones de cada uno de estos dominios en la evolucién del Sistema inmune, se
evaluaron en cada una de las arquitecturas candnicas obtenidas mediantes las estrategias
ODB (Figura [1-22]).

Los resultados muestran que la especie Cisa es la especie con mayor frecuencia de dominio
asociados a arquitecturas del SII, seguido por Lach y Brfl, mientras que la especie que cuenta
con menor nimero de dominios asociados a estructuras canoénicas del SII es Oidi. Se observa
que el dominio méas predominante en la especie Cisa es EFG. En el caso de Oidi y Bosc
se observa que el dominio que esta altamente representado el dominio Pkinasa, Al evaluar
la distribucién de los dominios en Brfl hay un aumento en el nimero de dominios LRR en
comparacion con el resto de especies.

En la especie Pema se puede observar un aumento en los dominios de Colageno, en el caso
del dominios de colageno también se observa este también observado en Lach y Clisa. Apesar
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Figura 1-21: Gréfica muestra la relacién que existe entre las proteinas predichas en Ci-
sa, Ciin y Pema con las arquitecturas de humano y ratén establecidas por
la estrategia ODB sincontemplar las relaciones de sub familias proteicas de
Ensembl. La relacién O_PF, denota relaciéon de Ortologia y de Familia Pro-
teica, PF Familia Proteica, O Ortologia y N No hay relacién entre las dos
arquitecturas.

que la duplicacién de las inmunoglobulinas dio origen al SIA, se observa un aumento en el
niumero de IG en las especies Lach y Pema.

Con el fin de tener un panorama general de la relacién entre las dindmicas propias de cada
dominio fundamental con referencia a sus dindmicas evolutivas, se evalué qué porcentaje
representa cada dominio en la totalidad de los dominios altamente conservados. Se encontré
que la proporciéon de muchos dominios es constante a lo largo de la evolucion como es el caso
de las IG, que sélo advierten un cambio en los vertebrados mandibulados Lach y Pema. De
igual forma la proporcién de los dominios LRR es constante con un pequenio aumento en las
especies Pema y Brfl, mientras que redujo su presencia en la especie Oidi. En otros casos
como los dominios Pkinasa se ve una sobre representaciéon de estos dominios en comparacién
con el resto en la especie Oidi y Bosc, por su parte el dominios de Coldgeno y CARD tiene
una mayor presencia en las Cionas, Lach y Pema, pero una pobre representacion en Bosc,
Brfl y Oidi. (Figura [1-23|).

El dominio BIR y CARD son dos dominios con historias particulares, ya que en el caso de
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Figura 1-22: Frecuencia de dominios conservados son més preponderantes en cada una de
las especies

BIR se ve una mayor representacién en Bosc en comparacién con el resto de especies,por su
parte el dominio SUSHI tiene una notoria representacion en la especie Ciin.

Moléculas de senalizacion

Para poder establecer la composicién del SII, se decidié evaluar los diferentes modulos que
componen la inmunidad, el Médulo senalizaciéon, Efector y de Reconocimiento. Este primero
se destacan los dominios involucrados en vias de senalizacion intra y extracelular modulando
las moléculas efectoras. En la Figura [1-24JA se muestran los dominios asociados a este
modulo, se observa que el nimero de copias totales es bastante alto en Cisa y como ya
se mencioné previemente las moléculas EFG son las mas representadas, pero no solo son
(isa sino en todas las especies, se denotan los EFG como los dominios més importantes
del moédulo de senalizacion, hay dominios compartidos entre las Cionas y los vertebrados
mandibulados que asu vez se encuentran subrepresentados en Oidi, Brfl y Bosc, entre estos
dominios estan 7tm_1 y RCC1, por otro lado observamos que los dominios SUSHI esta muy
bien representado en Clisa, Ciin y Lach.

Al observar que proporcién tienen estos dominios en el modulo modulo observamos el
dominio LRR predominante en las especies Brfl y Dare con (37.6 %) y (25 %) respectivamen-
te. mientras que en (isa el sistema inmune se ve ampliamente representado por el dominio
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Figura 1-23: Proporcion de Dominios asociados a genes anotados al sistema inmune por
medio de la estrategia ODB en cada una de las especies de estudio.
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Figura 1-24: (A) Distribucién de los dominios del médulos de senalizacién asociados a genes
anotados al sistema inmune por medio de la estrategia ODB en cada una de
las especies de estudio. (B) Distribucién de las proporciones de los dominios
asociados al Mddulo de Senalizacion .

EGF con un (43.6 %), de igual forma se encontré que en Lach se vio fuertemente favorecido
la apariciéon de moléculas de senalizacién donde se ve ampliamente representado el dominio
WD40 on un (20 %). A pesar de verse favorecido un solo dominio, en comparacion, se ob-
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serva que en la especie Pema no existe un dominio predominante sino que por el contrario
dos dominios WD40 (20.9 %) y LRR (18 %) son los mejor representados. por otro lado, se
observa que la especie Lach los dominios EGF (14 %),Ank (12 %) y LRR (10 %) no tienen un
papel principal en el sistema inmune de esta especie, pero representan dominios que juegan
un papel importante. Sin embargo, a pesar de la existencia de dominios predominantes en
el modulo efector, se observa que hay un set de dominios que siguen en importancia, y que
es de este set de dominios donde aparecen estos dominios predomiantes, como es el caso de
EGF donde no juega un papel protagénico como en Cisa en las especies Brfl, Oidi y Bosc
y Cliin pero si relevante, de igual forma el dominio Ank tiene un papel secuendario pero no
relegado en Pema, Oidi y Bosc, mientras que WD40 asemeja el mismo caso en Cin y Pema.

Moléculas de efectoras

Para distinguir entre las posibles variantes en las moléculas que permiten desencadenar una
respuesta inmune posterior a un estimulo recibido [95] [84]. decidimos evaluar los diferentes
dominios asociados a estas moléculas como se observa en la Figura A, es esta gréfica se
puede observar que hay una distribuciéon homogénea de los dominios referentes a este modulo
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Figura 1-25: (A) Frecuencia absoluta de los dominios del médulos efector asociados a genes
anotados al sistema inmune por medio de la estrategia ODB en cada una de
las especies de estudio.(B) Distribucién de las proporciones de los dominios
asociados al Mdédulo efector.

El la figura ilustra como esta dispuesta las distribuciones de los dominios de este
modulo, alli se puede observar que tanto para Brfl y Oidi los dominios zfC3HC4_2 | Tripsina
son los mejor representados, mientras que en las especies Bosc, Brfl, Ciin, Cisa, Dare, Lach
y Pema los dominios Desaminasa, dominio efector ID, Kazal, MAM, Pyr_redox, tripsina
y Zf C3HC4 son los dominios mas representativos, denotando que no existe un dominio
ampliamente favorecido.



1.4 Resultados 43

Moléculas de reconocimiento

De igual se analizaron las frecuencias de los dominios asociados al médulo de reconocimiento,
se puede observar en la figura A una alta frecuencia del dominio fn en Cisa, Pema y
Lach, de igual forma vemos que el dominio WD40 se encuentra representado en las Cionas y
los vertebrados mandibulados pero ausente en el Brfl y el resto de tunicados. Cabe también
senalar que en el médulo de reconocimiento es la primera vez en donde Lach y Cisa tienen
frecuencias similares.

En la Figura se observa que el resultado méas impactante que surge de los datos es
que en la especie Bosc, Oidi se observa que la evoluciéon del sistema inmune en esta especie
favorece las proteinas con el dominio Pkinase (40 %) y (49.7 %), mientras que en especies
como Ciin,Cisa, Dare, Lach y Pema se encuentra entre los mas relevantes aunque no juega
un papel principal. De igual forma se destaca el LRR en Brfl y Dare con un (46.4%) y
(22 %) respectivamente y en Ciin se observa que la evolucién del sistema inmune en esta
especie favorece las proteinas con el dominio WD40 (26.5 %).
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Figura 1-26: (A) Frecuencia de los dominios del médulo de reconocimiento asociados a
genes anotados al sistema inmune por medio de la estrategia ODB en cada
una de las especies de estudio.(B) Distribucién de las proporciones de los
dominios asociados al Médulo de reconocimiento.

Al contrario, se puede ver en la figura que en Lach que existen dominios que en conjunto tie-
ne un papel protagénico como los son WD40 (16.5 %),ig (16.5 %),Pkinase (16.4 %), seguido
por otro set de dominios Ank (10 %), LRR (8.6 %), fn (7.7%), cadherin (7.3 %) juegan un
papel complementario entre si, caso similar a Cisa donde los protagonicos son el conjunto
compuesto por WD40 (16 %), (15.7%),Ank (13.9 %),ig (13 %),Pkinase (12 %) y los secun-
darios estan representados por Collagen (10.9%) y LRR (8 %). El tltimo caso en el que esta
diversificacién de dominio se da es en la especie Pema donde los dominios més represen-
tativos estédn representados por WD40 (16.7 %),Pkinase (15.6%),ig (14.8%),LRR (14.5%)
mientras que en los secundarios estdn fn (9.8 %),Ank (8.8 %) y Collagen (8.4 %).
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1.5. Discusion

En este trabajo observamos varios problemas que se encuentran cuando se desea trabajar
con el sistema inmune. Uno de los grandes problemas fue tratar de definir un sistema que
por su naturaleza en si es dificil de definir ya que sélo basados en su concepto mas amplio
que indica que debe mantener la integridad genética y fisiolégica del organismo entonces se
hace mas dificil definir que tipo de componentes hacen parte del sistema inmune y cuales no.
La manera de apoyo para conocer esos componentes es altamente dependiente de las bases
de datos existentes pero debido a la importancia médica que tiene este sistema, los registros
estan altamente dependientes de estudios sesgados al estudio de especies modelo como ratén
o concentrados en recopilar informacion del humano. Es por ello que en este trabajo nos
centramos en dos fuentes principales de informaciéon del sistema inmune como fueron las
bases de datos InnateDB [I8] e Insect Innate Immunity Database (IIID) [20] que fueron
estratégicamente seleccionadas ya que en sus registros de genes y de proteinas la funcién
asociada a la inmunidad innata se encuentra experimentalmente validada permitiendo asi
partir de una fuente de datos donde la funciéon inmune esté claramente definida. Con estas
bases de datos fue posible identificar un grupo de genes putativos asociados al SII de las
especies de estudio los tunicados. Para estas especies existe poca informacién sobre el SI y
una version cercana a la inmunidad de estos organismos se puede resumir en el trabajo [122].

Al observar la se observan las principales fuentes de anotacién utilizadas en esta apro-
ximaciéon. Note que por otro lado al comparar las tablas de presencia y ausencia de dominios
en las arquitecturas candnicas y los dominios que se rescatan luego de las estrategias
de anotacion se observa que este modelo es bastante astringente, ya que pro ejemplo
bases de datos como SUPERFAMILY pasa de tener 897 a solo 448 después de aplicar las
estrategias de anotacion, casi la mitad de los dominios, lo cual se evidencia de nuevo al
comparar los dos datos en la base de datos de Pfam, se pasa de haber tenido 3615 a 1195
después de haber aplicado las estrategias. aunque sin duda alguna los caso mas dramaticos
estan los ya mencionados con el resto de bases de datos y el caso de TIGRFAMs que pasa de
tener 344 a 36, aunque este tipo de resultados puede ser inquietante, debemos senalar que
los retos que genera la anotacion de estructuras proteicas filogenéticamente distantes hace
imposible flexibilizar los filtros de anotacién.

Al observar la se destaca la ausencia de dominios de las bases de datos Phanter, la
cual fue la base con el mayor nimero de tractos de CDS que codificaran para dominios
asociados a estructuras canonicas del sistema inmune , al igual que bases de datos como
Smart, Prosite y PIRSF, esto se puede deber a que las arquitecturas candnicas pueden estar
representadas por un solo dominio lo que hace que sean filtradas y no tenidas en cuenta en
las diferentes estrategias, Posteriormente a tener identificados los dominios por cada una de
las bases de datos, afrontamos uno de los problemas apasionantes del sistema inmune, la
alta combinatoria de los médulos fundamentales del sistema inmune se convirtié en el reto
mas demandante de esta tesis, debido a que la alta tasa de duplicacion dentro del gen de
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estos tractos de CDS que codificaran para dominios y su continuo reordenamiento llevaron
a desarrollar tres diferentes metodologias que resultaron ser exitosas al combinarlas entre
ellas.

Este reordenamiento acompanado de la reduccién en la cantidad informacion tambien se ve
reflejado en el nimero de genes hallados mediante las estrategias ODB, ya que sorprenden-
temente se evidencia la disminucion de la representabilidad de los genes asociados al SII en
la especies Bosc ( como se evidencia en la grafica un porcentaje similar a los de la
especie Oidi en esta tltima especie se puede explicar este fenémeno debido a los diferentes
procesos de reduccién del genoma que ha sufrido esta especie, lo que serfa una aproximacién
al numero de genes que se evidenciaron, ademés de esto, se espera que aparezcan proteinas
con un bajo nimero de dominios se puede dar por la compactacion del su genoma eviden-
ciado en la reduccion de sus regiones intergénicas, [10], por el contrario, en una especie de
tunicado colonial como Bosc, el cual no presenta una reduccion del genoma y no reducciones
génicas, se esperaba que los retos de evitar las quimeras por medio del alloreconocimiento le
diera una importancia mayor a los genes de la inmunidad, [IT6], factiblemente este fenémeno
estd relacionado genes huérfanos o innovaciones evolutivas cuya diferenciacién no es objeto
de esta tesis, genes cuya funcion sea especifica a ese grupo y no sea rastreada por medio de
comparacion de arquitecturas con otro grupos. fenémeno que explicaria que especies no co-
loniales como Ciin y Cisa tengan ntimeros similares en cuentro a identificacién de proteinas
por comparacién, sumado a que las Cionas poseen una la alta densidad génica debido a lo
compactado que se encuentran los intrones, pero aun asi se ve una baja pérdida especifi-
ca de genes presentando regiones conservadas facilmente rastreables a pesar de la pérdida
masiva de genes reportada en la literatura [I0]. Por otra parte, Brfl presenta una serie de
expansiones del genoma por medio de duplicaciones del genoma tanto locales como globales ,
observando los resultado obtenidos en Lach, se puede evidenciar el hecho de que los genomas
de teledsteos han sufrido un evento de duplicacién de todo el genoma, asi como eventos de
duplicacién de genes individuales. En donde dominios como las IG se han visto fuertemente
favorecidas. Todo esto sugiere que hay un conjunto aproximado de 700 genes fundamentales
en el SII de tunicados de los cuales mas de 400 son de alta importancia ya que se encuentran
hasta en genomas altamente reducidos.

Al momento de evaluar las diferentes estrategias de anotacion encontramos que las por otra
parte se pudo observar que las estrategias de Orden y Desorden fueron las mas efectivas para
encontrar homélogos remotos tanto de humano a tunicados como de insectos a tunicados,
lo cual confirma que hay un grupo de genes altamente conservados en la inmunidad, cuyas
relaciones filogenéticas pueden ser trazables desde insectos hasta los mamiferos, el éxito de
estas dos estrategias también indica que minimizar la variable de niimero de repeticiones y
concentrarse en la arquitectura genética basada en arquitecturas gold standard es un méto-
do bastante novedoso que soluciona en parte las desventajas del uso de Blast en homélogos
remotos. en el momento de comparar es resaltable que el grupo Hymenoptera, compuesto en
nuestro estudio por Nasonia vitripennis y Apis mellifera y el grupo Diptera compuesto por
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: Anopheles gambiae y Drosophila melanogaster , es clave senalar que el grupo intermedio
entre los icetos evaluados y los cefalocordados, Acyrthosiphon pisum , un grupo a los insectos
homopteros no presenta tantas homologias con blast como si los tienen los grupos ancestrales
Hymenoptera, compuesto en nuestro estudio por Nasonia vitripennis 'y Apis mellifera y Dip-
tera compuesto por: Anopheles gambiae y Drosophila melanogaster , sino que por el contrario
tenga un comportamiento similar a los mamiferos donde la identificacién con blast fue la
estrategia menos efectiva. miesntras que en Nasonia vitripennis, Apis mellifera y Anopheles
gambiae se evidencia al estrategia basada en blast , aunque se observa que la estrategia de
DB tuvo cierto exito en el grupo Hymenoptera en comparacién con los tunicados. aunque
al momento de rastrear las arquitecturas candnicas fueron bastante eficiente las estructuras
ordenadas de los mamiferos.

Al observar el comportamiento en los dominios més conservados, se observa un aumento
significativo en la frecuencia del dominio EFG en la especie (lisa, debido a que el dominio
EFG esta involucrado en procesos de reconocimiento de ligando, adhesion en las proteinas
tipo P-selectinas, procesos inflamatorios e interacciones proteinas proteinas, siendo de vi-
tal importancia en la unién a células en proceso de apoptosis citewouters2005evolution, al
momento de evaluar este dominio en el contexto de los dominios asociados al moédulo de
senalizacion, se observa que es el dominio con mayor nimero de copias entre los dominios
de senalizacion, superando a dominios clasicos como LRR, sugiriendo que en los organismos
como los tunicados, donde el tejido epitelial juega un papel fundamental, ya que aparte de
ser la primera barrera inmunoldgica ya que cumplen funciones secretoras y fagociticas lo que
explicarfa las multiples copias de dicho dominio en Cisa [84].

Al evaluar los dominios efectores se denota una composicion equitativa en la presencia de
los diferentes moédulos relativos a los procesos efectores del sistema inmune, se observa una
tendencia altamente conservada en términos de proporciéon de los diferentes dominios de
este mdédulo, lo cual es de esperarse ya que previo a la aparicion del SIA gran parte de
la respuesta inmune recae sobre estas moléculas, por lo que era de esperarse que fuera un
sistema con fuerzas de presion positivas que mantuvieran la efectividad de este médulo, en
contraposicién se espera que haya un aumento en la frecuencia de los dominios sin cambiar
las proporciones con el objetivo de que prevalezca la plasticidad de estas moléculas y por ende
su diversificacion, un resultado sorprendente es que se esperaba un cambio significativo en
la proporcion de los dominios tipos lectinas en el paso de vertebrados no mandibulados a los
mandibulados, ya que en este segundo la aparicién del SIA implicaria un “alivianamiento” en
mantener una respuesta mediada por lectinas ya que seria compensada por los anticuerpos,
[95] al ver nuestros resultados evidenciamos que este proceso no ocurre en Lach, pero si en
Pema, lo que nos indica que la efectividad y ventajas que tiene las lectinas no se ve afectado
por la presencia del STA.

Por otro lado es evidente la importancia de los dominios Pkinasas en Oidi y Bosc indican que

los procesos de reconocimiento citoplasmaticas se ven favorecidos, ya que se logra ver tanto
en la gréfica [1-22] como en un aumento en los dominios de la via de senalizacién del
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SII, Pkinasas, dicho dominio estd involucrado en la activacién de la expresion de genes que
pueden terminar favoreciendo sus productos procesos inflamatorio mediado por moléculas
efectoras o en la muerte celular con el proceso de apoptosis, pero de igual forma es intrigante
proque en la especie Brfl juega un papel secundario sin mayor relevancia, siendo de esta
forma la tinica excepcién [79)].

Al igual que en el Médulo de senalizacién se observa la predominancia de ciertos dominios
como Pkinasas, LRR y WD40 en este moédulo, que relegan a posiciones menos visibles al
resto de dominios, sin embargo al igual que en el médulo de senalizacién, se destaca un
conjunto de dominios que mantienen cierto protagonismo y que dependiendo de la especie
asumen mayor o menor relevancia, como lo son los dominios de Coldgeno, Ank, fn y Ig.
Especies como Lach, Cisa y Pema muestran que es una diversidad de dominios y no un
dominio protagoénico los dominantes en este médulo

Por otro lado, debido a la diversificacion de los dominios de reconocimiento se diversifico
las rutas de senalizacion favoreciendo la aparicion de moédulos completamente diferentes
donde en cada especie favorece modulos dominados por diversos dominios sin una tendencia
aparente, lo cual se puede observar en dicho modulo, ya que a diferencia de los médulos de
Reconocimiento y Efector encontramos casos como Cisa donde el dominio EFG representa
casi la mitad de los dominios de este mddulo, caso similar de Dare donde casi el 40 %
de los dominios se encuentra representado por LRR. De este ultimo dominios resalta ante
todo que LRR es un dominio relevante en los cefalocordados y Vertebrados y mientras que
en los tunicados juega un papel secundario, De igual forma se evidencia que EGF es un
dominio relevante en las especies cefalocordado, tunicados y Lach pero tiene un papel menos
importante en los primeros estadios de la aparicién de los vertebrados como se observa en
Dare,Pema juega un papel se ve opacado Pema.

Se observa un aumento en la frecuencia de dominios de (isa en relacion con las otras especies,
siendo la especie con mayor nimero de dominios (Figura [1-22]), pero al evaluar el nimero
de genes asociados al SII se observa que tiene un ntimero menor de genes que Ciin, lo que
indica que hay un aumento en el nimero de copias de dominios por gen en comparacién con
Ciin sin que esto implique el aumento en el nimero de genes asociados al sistema inmune,
dicho aumento de complejidad es visto en Brfl, Lach y Pema donde cada proteina tiene
una expansiéon de dominios, pero en contraste estd acompanada por una expansion de la
informacion genética que deriva en un aumento en el niimero de genes.

En el caso de Brfl donde se evidencio un aumento en el niimero de dominios LRR en compa-
racion con el resto de especies, acompanado de un aumento en el nimero de genes creemos
que este aumento de dominios senalizadores se puede deber no solo a una complejizacion de
los genes ya existentes con duplicaciones de dominios, sino que en si mismo a una expan-
sion de los genes ya existentes como es el caso de los TLRs, ya que a su vez se encuentra
una expansion de los dominios tipo C lectina los cuales también estdn presentes en estos
receptores.

Sobre los dominios IG se observa un descubrimiento interesante, aunque la expansién de la
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inmunoglobulinas en vertebrados mandibulados dio paso a la expansién del STA, se observa
que en Lach hay un leve aumento de la proporcién de dominios IG lo que puede indicar que
las dos rondas de duplicacién no solo permitieron la aparicién del STA sino que pudieron estar
involucradas en duplicaciéon de genes asociados al SII o a los dominios que los componen. Por
otro lado vale resaltar que los dominios de Cadherina y Coldgeno empiezan a tener mayor
relevancia en las Cionas y en los Vertebrados mandibulados, pero sub representados en Bosc,
Brfl y Oudi, lo que puede indicar eventos de expansién de ese dominio recientemente en dos
puntos del arbol evolutivo, en un ancestro de los vertebrados mandibulados posterior a la
division a los Cefalocordados y a la aparicion de los tunicados, y un evento especifico en la
rama de las Cionas

Se identificé que para las especies mas basales de cordados de ensembl el nivel de anotacion
gendémica es casi nulo, como se demuestra en la figura donde tanto Ciin como Cisa
mas del 90 % de las proteinas carecian de nombre, por otra parte se identificé que varias
de las proteinas asociadas a la sistema inmune del ratéon fueron identificadas con nombre,
caso contrario con humano que tanto en Pema como en Ciinmostraron nimeros menores
que Raton. de igual forma se hizo evidente que proteinas anotadas compartidas tanto por
humano como ratén en el sistema inmune son reducidas. Es por esto que el papel de esta
nueva metodologia cumple un papel fundamental y es plantear una forma efectiva que a
partir de las arquitecturas canénicas se puedan establecer relaciones de ortologia en especies
tan lejanas.

por otro lado en la figura se evidencia que las relaciones de ortologia no sobrepasan
el 15% de las proteinas identificadas y que contrario a lo esperado, las familias proteicas
no se ven reflejadas en las relaciones de ortologia, lo cual se puede explicar debido a que
conformar estas relaciones se dio por medio de dos metodologias diferentes, una basada en
blast reciproco como lo son las relaciones de ortologia y el establecimiento de las familias
proteicas que esta basado en HMM, lo cual puede explicar como este ultimo fue mas efectivo
al momento de establecer relaciones de homologias lejanas como los son mamiferos tunicados
ya que o HMM estan construidos con base a todas las proteinas del arbol de la vida. Por
otro lado en la figura identificamos que la metodologia en la mayoria de los casos logra
identificar mds del 50 % de proteinas correctamente, esto ocurre cuando se evalia la familia
proteica mas grande y no se comparan las subfamilias proteicas de ensembl. Factiblemente
las dificultades que tiene esta metodologia para la identificacién de subfamilias proteicas se
debe a la evaluacion por listas de la metodologia ODB, la cual no tiene en cuenta el nimero
de repeticiones de cada dominio y esto puede ser fundamental a la hora de clasificarlas
en estas subfamilias.En cuanto a las proteinas No anotadas, es valido aclarar que muchas
de las proteinas en ensembl poseen anotaciones como AMBIGUOUS o "'UNKNOWN’ que
evidentemente no va a poder ser clasificada como Anotada correctamente al momento de
evaluar las estructuras.

, lo que lo hizo un reto interesante pero de una alta complejidad, consideramos que fue un
acierto el uso de estructuras candnicas basada en para anotar el sistema inmune, basada en
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encontrar tractos de CDS que codificaran para dominios asociados al sistema inmune. Des-
pués de haber podido definir las estructuras candnicas y haber delimitado las los dominios
canonicos reales asociadas al SII, nos vimos enfrentados a la amplia diversidad de aproxi-
maciones que poseen las diversas bases de datos asociadas a Uniprot , dichas estrategias
divergen en la metodologia para curar y generar HMM, lo que implicaba que las diferentes
arquitecturas definidas como gold standard no podian ser comparadas si provienen de bases
de datos diferente, evidenciando que el cruce de informacion entre estas bases de datos sigue
siendo un problema sin resolver.



2 Capitulo 2: Pipeline de anotacidén de
genes asociados al sistema inmune en
tunicados Didemnum vexillum

2.1. Introduccion

2.1.1. Arquitectura Génica

Para poder comprender los diferentes algoritmos de prediccién de genes de novo es necesario
entender las partes que componen un gen o lo que denominamos arquitectura genética. Este
conjunto de estructuras incluyen tanto secuencias que codifican para dominios de proteinas
asi como regiones que no son traducidas, siendo estas ultimas de alta importancia para la
regulacién de la expresion de un gen debido a la presencia secuencias reguladoras o inclu-
so regiones asociados al procesamiento de los intrones. La ubicacién de estas regiones no
estd restringidas a los extremos UTRs del gen sino que pueden estar ubicadas en intrones o
en alternantes senales de poli-adenilacion de los extremos 3. Las configuraciones de dichas
regiones varia tanto en especies como en tipos celulares al existir en algunos casos sobrelapa-
miento o entrecruzamiento de regiones que permiten multiples cambios en la estructura de
los exones o de las UTRs y por tanto hacen que la arquitectura sea casi especie especifica.
4]

A pesar de las combinatorias casi que unicas de cada gen, se pueden establecer la presencia
de 9 regiones que pueden estar o no presentantes en la arquitectura de un gen , estas son:
1) regién promotora , 2) Enhancers 3) La regién 5 UTR 4) Exones 5) Intrones 6) Codén de
Parada 7) regién 3 UTR. [4§]

A continuacién explicaremos brevemente la configuracién de cada una de ellas:

= Promotores: Los Promotores son una regiéon del gen, ubicada normalmente corriente
arriba o corriente abajo del sitio de inicio de la transcripcion (normalmente represen-
tado por la secuencia ATG). En dicha region se unen factores de transcripcién, que
facilitan el reclutamiento tanto de la RNA polimerasa como de elementos préximos al
promotor que ayudan a la unién de la misma, como por ejemplo, los elementos de reco-
nocimiento B. Es por esto el nombre de promotores ya que estas secuencias promueven
la transcripcion. Se diferencian dos tipos de promotores, los conservados los cuales se
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encuentran enriquecidos por secuencias repetitivas de Timina y Adenina o Caja TATA
y los promotores variables los cuales tiene como caracteristica estar enriquecidos por
secuencias CpG. [4§]

A lo largo de la evolucién se ha observado que los promotores complejos pueden estar
tan especializados en eucariotas, que pueden promover una variante genética requerida
no soélo al tipo celular y ademas variar dependiendo de la etapa de desarrollo. Toda esta
complejidad, en la conformacion de los promotores, es una de las claves de la compleja
gama de patrones de expresion necesarios para la diferenciacion celular, dicha innova-
cién ha sido clave en el desarrollo de organismos complejos en los cordados[57]. Pero a
pesar de esta complejidad, se sabe que los promotores por si mismos no pueden actuar
solos, sino que requieren de una serie de regiones reguladoras adicionales conocidos
como enhancers.

= Enhancers: los enhancers son secuencias que se encuentran corriente arriba o abajo de
la region promotora,. La principal funcion de estas secuencias es controlar la eficiencia y
tasa de transcripcion de los genes al interactuar con los promotores. Dos caracteristicas
hacen a estas secuencias especiales 1) su funcién moduladora actia de forma selectiva
ya que solo pueden activar promotores enlazados en cis, y 2) puede encontrarse tanto
cerca como distante a la regién promotora e igual cumplir su funcién. [57]. Existen
otro tipo de reguladores como los factores de transcripcién los cuales se unen a regio-
nes promotoras o potencializadoras para poder activar o inhibir la transcripcién de un
gen. Se ha observado que a la par de la aparicién a lo largo de la evolucién de promo-
tores complejos han evolucionado enhancers entre los que se encuentran los aisladores,
activadores o represores (silenciadores)[§].

= Regidon 5 UTR:laregion 5 UTR es una regién corriente arriba del sitio del sitio de inicio
de la transcripcion, la cual es transcrita mas no traducida en los genes codificantes
de proteinas, su funcién es controlar el inicio de la trascripcién debido a que induce
respuestas especificas a condiciones ambientales y senales celulares, el control de estas
respuestas favorecen la expresién de variantes génicas requerida acordes a la etapa
de desarrollo y el tipo de célula. A largo de la evolucién se ha observado que este
control ha sido una ventaja debido a que es uno de los requisitos basicos para la
produccién patrones de expresion complejos necesarios para el desarrollo de organismos
complejos. Debido a la alta complejidad de esta regién se han divido un compendio
de estructuras entre las cuales se encuentran estructuras secundarias y la regién d
deformacion del cap 5. Estas estructuras secundarias afectan directamente la tasa de
transcripcion de genes en donde UTR cortas, con baja cantidad de CG, ausencia de
codones prematuros de parada y sin estructura definida son caracteristicos de genes con
alta tasa de transcripcion, mientras que por el contrario los genes con baja produccién
tienen UTR més largas y son ricos CG. Otra de las caracteristicas de esta region esta
sujeta a splicing alternativo y variaciones que permiten que una sola UTR genere una
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amplia gama de expresién génica en solo un locus [91][57]. La estructura secundaria
también se caracteriza por la presencia de motivos reguladores como los sitios internos
de entrada al ribosoma o Internal ribosome entry sites (IRES), los cuales pueden iniciar
traduccién de forma independiente a la presencia de la CAP y presencia en algunos
casos de un segundo ORF corriente arriba del sitio de inicio de la traduccién, el cual
impide la unién al ORF principal reduciendo de esta forma los niveles de mRNA, y
por ende la produccién de proteinas [91][57]. El otro tipo de estructura es conocida
como estructura 5 cap la que formalmente se asocia al extremo 5 del gen tiente una
funcién muy importante en el proceso de traduccién ya que funciona como un sitio de
unién a factores de iniciacion de la traduccion y promueve la uniéon con subunidades
ribosomales 40S en conjunto con otras proteinas de preiniciacién de la traduccién y
ayudan a estabilizar el mRNA en los policromas [91][57].

Intrones en regiones UTR:las UTR no son exentas de presentar intrones, tiene como
caracteristica ser el doble de largos que los intrones inmersos en la region codificante y
son caracteristicos de los genes con funciones regulatorias ya que favorecen la ganancia
de elementos reguladores de la transcripcién. [57].

= Intron: los intrones son fragmentos de DNA los cuales estan involucrados en el trans-
crito primario del RNA pero quedan excluidos en el proceso de la traduccién por medio
del splicing o corte y empalme de exones[3]. Entre las principales funciones que tienen
los intrones es ser fuente de RNA no codificante, contener elementos reguladores de la
transcripcion, contribuir al splicing alternativo, potenciar del cruce meidtico y contener
senales para la exportacion del mRNA. Otra de sus funciones es tener un papel secun-
dario en los niveles de transcripcién ya que se ha establecido una correlacion inversa
entre la longitud de los intrones y los niveles de transcripcién. Los autores mencionan
que esto se debe aparentemente a que los genes con altas tasas requieren una rapida
respuesta a condiciones cambiantes y los intrones pueden ser perjudiciales para este
proceso [91].

= Regidén 3 UTR La region 3 UTR es una secuencia ubicada corriente abajo de la region
codificante y sirve como sitio de unién a muchas proteinas reguladoras asi como mi-
croRNAs; lo que la involucra en numerosos procesos reguladores. Esta regién también
esta encargada de la escision del transcrito, la poliadenilacion, la traduccién y la lo-
calizacion del ARNm. En comparacion con la region 5 UTR su estructura estd sujeta
a menos restricciones lo cual la hace propicia a tener un mayor potencial evolutivo,
por ejemplo como se ha observado muchos genes pueden tener alternantes regiones de
poliadenilacién. [91]
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2.1.2. Prediccién de arquitectura Génica en especies de tunicados y
cefalocordados

A continuacién se presentaran las principales pipelines existente utilizadas en la anotacién
gendémicas de los tunicados.

Augustus : prediccion de arquitectura Genica en Botryllus schlosseri

Augustus es un programa basado en modelos HMM, el cual puede predecir tanto splicing al-
ternativo como arquitecturas génicas completas (UTR, exones, intrones). Augustus es capaz
de incorporar informacién proveniente de alineamientos tanto de mRNA como de transcri-
tos y EST. Basado en datos de humano se establecié que puede predecir un 77 % de los
genes correctamente del genoma humano [107]. Como caracteristicas de funcionamiento de
entrenamiento y generalidades del algoritmo se tiene:

» Evidencia extrinseca: se puede entrenar con informacién parcial de un gen ya cono-
cido dando “pistas” al programa. Estas pistas estdan asociadas a una tabla de etiquetas
bioldgicas del gen propias de Augustus tales como: direccién cadena, marco de lectura,
codén de parada o inicio, exones, CDS, UTR, etc. Cada una de estas etiquetas son
separadas por la etiqueta bioldgica establecida, posteriormente son concatenados en
un solo archivo y se usan simultaneamente. El soporte de la prediccion es evaluado
para cada uno de estos grupos [107]

» Splicing Alternativo: cuando los alineamiento de los transcritos se contradicen unos
con otros, pero los alineamientos generado por TRASMAP demuestran una similitud tal
que se comprueba que proviene de la misma secuencia, se consideran posibles variables
del trascrito y se prosigue a agrupar todos estos hits en un solo grupo al tiempo que
se evalia la similaridad de los CDS construidos a partir de los exones predichos por
EXONPHY y de esta forma confirmar la pertenencia a un mismo transcrito [107].

En un segundo paso se evalia si dos grupos de transcritos previamente establecidos
son coherentes si y solo si son compatibles con una arquitectura génica comun y es a
partir de alineamiento de los grupos compatibles donde se establecen las verdaderas
variantes de un mismo transcrito.

Posteriormente se usa el algoritmo de Viterbi para una ultima evaluacion de los grupos
compatibles y para corroborar la presencia de sitios de splicing, terminado en este paso
los grupos corroborados como miembros de un mismo transcrito en agrupaciones o en
genes. Se evaluado en las etiquetas del paso de Evidencia extrinseca en donde se evalua
que el soporte no sea menor al 86 %.
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= Preprocesamiento de Candidatos: para la prediccién de intrones AUGUSTUS evalia
los posibles sitios de splicing por medio de un consenso de GT/GC-AG y descarta to-
das las secuencias que tengan un nimero muy alto de variantes incompatibles y a su
vez se encuentren pobremente soportadas ( menos del 10 %) son descartadas. [107]

» Propuestas de ortélogos (TRAN MAP): genera alineamientos entre CDS de diferen-
tes especies por medio de BLAT el cual solo funciona con transcritos que tengan mas
de un 95 % de identidad. A esta prediccién se le suma la ejecutada por Blastz, en la
cual se alinean los cDNA contra el genoma. Estos dos procesos le permite a AUGUSTUS
eliminar los paralogos, ya que se ejecuta un filtro de sintenia, aunque no logra resolver
la problemadtica de las copias en tandem [107].

» Pseudogenes procesados: se hacen alineamientos de BLASTZ de mRNA contra el ge-
noma y se evalian caracteristicas como cantidad de intrones procesados; la ausencia
de sitios de empalme conservados y posicién y longitud de la cola poli A para poder
catalogarlo como un posible pseudogen [107].

SNAP : Prediccion de arquitectura Genica en Oikopleura dioica

SNAP o Semi-HMM-based Nucleic Acid Parser por sus siglas en inglés, es un predictor
de genes ab initio en el cual se predicen las arquitecturas genicas a través de HMM. Este
programa comparte muchas similitudes con GENSCAN ya que ambos basan sus predicciones
genicas en la identificacién de patrones basados en la probabilidad dada por los HMM de las
diferentes estructuras asociadas a la arquitectura del gen. [62]

= Prediccién de intrones: usa seis modelos de prediccion de sitio de corte y empalme
para establecer los posibles intrones, con estos modelos evita los codones de parada en
los sitios de splicing.

= Otras Predicciones: evalia cada hebra por separado asi exista superposicién de genes
en regiones intronicas [62]

» Codones Inicio y Parada: calcula los correspondientes codones de inicio y de parada
[62].

Fgenesh : Prediccion de arquitectura Genica en Branchiostoma floridae

Fgenesh es un predictor de genes ab initio el cual predice las arquitecturas genéticas a través
de HMM compartiendo muchas similitudes con GENSCAN [24], y Genie [52],
Las diferentes etapas del analisis son:

» Prediccién de Exones: genera una lista de los Exones potenciales teniendo en cuenta
todos los ORF, usando funciones discriminantes similares a programas previos como
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Fexh (Find exon) y genera cuatro grupos donde los umbrales dependen de la cantidad
de GC y de tener el puntaje mas alto segin el programa.

» Orden de Exones: organiza los exones de acuerdo a la proposicion final de cada exon
3’ [100].

= Seleccién de Exones Correctos: escoge los exones que en contexto con el resto de
exones tenga sentido y poseen los mas altos puntajes , puntaje basado en funciones
discriminantes lineales desarrolladas para exones [100]

» Agregar promotores: se agregan los promotores o la Poli A si se predicen con mejores
puntajes, puntaje basado en funciones discriminantes lineales desarrolladas para poli
A y promotores. [100]

2.1.3. Modelo de prediccion genica en especies sin anotacion y
ensambladas de de novo: D. vexillum

GeneID : Prediccion de arquitectura Genica en D. vexillum

Es un Programa de prediccion de genes con una estructura jerarquica especialmente disenado
para genomas de novo.

= Entrenamiento de GenelID: entre los archivos iniciales para poder predecir genes por
GeneID [15] se encuentra un archivo de pardmetros el cual es el resultado del entrena-
miento del programa, dicho entrenamiento consiste en calcular las matrices de Position
Weight Arrays (PWAs)[I5]. La escogencia de secuencias usadas para el entrenamiento
son basicas para detectar genes.

» Prediccién de Sitios de Splicing y Codones: se predice sitios de splicing y co-
dones de inicio y de parada y son puntuados de acuerdo a PWAs o a los HMM para los
sitios de splicing, codén de inicio y codén de parada para asi poder generar un HMM
para poder predecir genes en el DNA [15]. Para este paso es necesario un archivo gff
de la especie que servira para entrenar y los archivos fasta correspondientes. Se reco-
mienda que sean més de 500 modelos los usados en el entrenamiento aunque existe la
posibilidad de flexibilizar el programa si se tiene menos de 500 modelos. Para esta tesis
fueron usados las secuencias de los tunicados O. dioica (Oidi) y C. intestinalis (Ciin)
para entrenar el programa teniendo en cuenta que son las especies de los tunicados
para las cuales las anotaciones son las mas estables.

= Prediccién de Exones: los exones se predicen basandose en la suma de los puntajes
de los los sitios de splicing y codones de parada que se describieron anteriormente
unido a la razon de logaritmo de verosimilitud de un HMM aplicado para detectar lo
codificado en el DNA [15]
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» Ensamblaje arquitectura del Gen: basados en los exones previamente predichos se
establece la estructura final del gen, maximizando la suma de los puntajes de los exones
[15]

2.2. Metodologia

Con el fin de predecir genes en el genoma de la especie D. vezillum (Dive), se ejecuto el
programa GeneID V 1.4.4, entrenado con dos modelos génicos estables existentes para las
especies O. dioica (Oidi) y C. intestinalis (Ciin). El proceso completo de aproximacion a
genes del SII se observa en la grafica [2-1] Es importante resaltar que los pardmetros usados
para la prediccion fueron:

geneid -3 -P < archivodeparametros = < Archivofasta = -A — Archivo de Salida

Se hizo prediccion de sitios de inicio, sitio donor sitio, sitio aceptor, primer exon, exén final
y una prediccion de la secuencia proteica. Todos los resultados se concatenaron en el archivo
EspecieGoldenStandard_ciona_fasta.gff3 o su correspondiente anotacion cuando se utilizaron
las anotaciones de O. dioica para entrenar y hacer la anotacion dependiente de la informacién
de esta especie. Finalmente del archivo de salida de GeneID V 1.4.4 se tomaron las secuen-
cias proteicas predichas por el programa generando un archivo multi fasta. Posteriormente
sobre cada secuencia de proteinas se detectaron los dominios correspondientes utilizando la
informacion existente para las proteinas asociadas al SII de las especies anotadas por el En-
sembl y que fueron curadas en el capitulo anterior usando el golden standard. Los dominios
para las especies de tunicados C. intestinales y C. savigny y otros vertebrados P. marinus, L.
chalumnae y D. rerio TIGRFAMs, SUPERFAMILY, PIRSF, PANTHER, CATH-Gene3D y PFAM. Los
dominios fueron recuperados para cada sistema de annotacién usando la funcién hmmfecth,
en donde Modelos.hmm corresponde al nueva base de dominios extraidos de la base de datos
original llamada en nuestro ejemplo como Database.hmm y protein_domain_list correspon-
de a la lista de dominios de proteinas que fueron anotadas para la especies mencinoadas
anteriormente.

hmmfetch -o MODELOS.hmm < Database.hmm = < protein_domain_list >
Posteriormente se construyo el indice para Modelos.hmm y posteriormente se realizé el es-
caneo de dominios.

hmmscan -o < File.out = —tblout < output_tabular.tab = —domtblout

< output_tabular_detallado.tbldom = < MODFELOS.hmm = < Input.fa >

En donde los pardametros tblout y —domtblout fueron usados como opciones de formato de las
salidas y el archivo multifasta de las proteinas detectadas por GeneID V 1.4.4 como subject
o Input.fa. Es importante aclarar que los MODELOS.HMM corresponden a las modelos
HMM existentes en cada sistema de anotacion de dominos. Posteriormente se generd una
salida para la cual se clasificaron los hits como positivos siguiendo los valores estandarizados
por cada base de datos. Estas salidas de hits positivos fueron organizadas e interceptadas
siguiendo el mismo procedimiento utilizado en el capitulo 1 para las demas especies de
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tunicados, es decir, se aplicé la funcién de reduccién y posteriormente se interceptaron los
dominios de las arquitecturas de dominios gold standard siguiendo las reglas de Orden,
Desorden y Blast (O, D, B). En la figura se resume el procedimiento final utilizado.
Posteriormente se utilizaron los mismos criterios para la definicién de los dominios asociados
a los modulos de Senalizacion, Efector y Reconocimiento del sistema inmune de tunicados
siguiendo la clasificacién propuesta por [122].

2.3. Resultados
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Figura 2-3: Frecuencias de las diferentes estrategias de anotacién: ODB, con Nasonia vi-
tripennis como Gold Standard

Cuando se comparan los modelos con Nasonia vitripennis como Gold standard, se evidencia
que la estrategia de OD, es la mds predominante con un incremento en DB [2-3] Ahora
cuando se compara con Apis mellifera Figura se evidencia que las estrategias de OD, es
la mas efectiva y que se encuentra igualmente bien representado DB y B solo, y presenta
comportamientos similares a Brfl y Pema como se observo en el capitulo 1.

Al comparar las estructuras Golden Standard de Homo sapiens como lo muestra la Figura
se observa un predominio de las estructuras Ordenadas y con anotaciones por Homologia.
Se observa que al igual que con humano, al usar con textsfMus musculus Figura €omo
Gold Standard, la estrategias asociadas a O se ven favorecidas aunque estan seguidas de
cerca por la estrategia D y no se ve tan representado la estrategia de homologia B como en
Humano.

Ahora, las estrategias ODB predominantes en la anotacién de las proteinas en Dive, cuando
se evaliian con Acyrthosiphon pisum como las arquitecturas Gold Standard, son Desorden las
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Figura 2-1: Pipeline para obtener las coordenadas y anotacién de dominios en la especie
D. vexillum a partir de dos especies de referencia (Oidi) y (Ciin) e interseccién
con los dominios gold standard

predominantes, con cierto nimero de proteinas establecidas por homologia B.
Con el fin de observar la distribucién tanto de genes como de proteinas identificadas por
GeneID y que posteriormente fueron anotadas por la estrategia ODB como se observa en la
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Figura 2-2: Frecuencias de las diferentes estrategias de anotacion: ODB, con Drosophila
melanogaster como Gold Standard
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Figura 2-4: Frecuencias de las diferentes estrategias de anotacion: ODB, con Apis mellifera
como Gold Standard

tabla fue necesario en primer lugar correr de forma separada O, D y B hasta realizar la
comparacion de las estrategias ODB como se describié en materiales y métodos. Note que
en la tabla cada una de las especies de referencia soporta un nimero diferente de genes. Este
tipo de diferencias de anotacion depende del modelo escogido. En nuestro caso para las dos
especies O. dioica y C. intestinalis se han reportado dindmicas diferentes de evolucion que
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Figura 2-5: Frecuencias de las diferentes estrategias de anotacién: ODB, con Homo sapiens
como Gold Standard
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Figura 2-6: Frecuencias de las diferentes estrategias de anotacion: ODB, con Mus musculus
como Gold Standard

conllevaron por un lado a la reduccién del genoma y el niimero de genes como en O. dioica y
por otro a la perdida de homologada de algunos genes de C. intestinalis con otros cordados
como se mencioné en la introduccion del trabajo. Adicionalmente se observa que el niimero
de secuencias que se detectan por homologia de Blast fue similar cuando se usaron ambos
modelos de referencia para la anotacién de genes en D. vexillum.
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Figura 2-7: Frecuencias de las diferentes estrategias de anotaciéon: ODB, con Acyrthosiphon
pisum como Gold Standard

Con el fin de visualizar cudles son los dominios mas predominantes en cada uno de los modulos
definidos por [122] en tunicados y observar si hay diferencias aparentes entre los dos modelos
usados para la anotacion de genes se observo cual era el porcentaje que representaba cada
uno de los dominios hallados por cada médulo. Se observa en la Figura [2-7] que el modulo
que mas se diversifica es el de senalizacién seguido por el de reconocimiento. En el primero
el dominio predomiante es Ank mientras que en reconocimiento se encuentra las Pkinasas
y el dominio fn. Por el contrario se observa un claro dominio del dominio Efector en el
moédulo efector. Se encuentra que no hay mayor diferencia entre los moédulos propuestos por
los dos modelos de referencia.

Tabla 2-1: Distribucién final del nimero de proteinas putativas asociadas al sistema inmune
en D. vexillum

Referencia Genes Proteinas Proteinas Proteinas Proteinas Total
Anotados Anotadas Orden Desorden con  ho-
mologia
C. instestinalis 8350 8350 104 193 113 234

O. dioica 3162 3162 96 184 9

[y

210
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2.3.1. Modbdulos del Sistema Inmune

Ahora, con el fin de identificar cuales son las diferencias en la cantidad de dominios que se
logran identificar por medio de los dos modelos de referencia para la prediccién de genes, se
decidié comparar el nimero total de dominios asociados a proteinas putativas establecidas
por ODB en la especie D. wvexillum, tanto para los genes predichos con Dive-Ciin como
Dive-Oidi. Como lo muestra la figura [2-9] en la que se observa que las predicciones por
ambos modelos predicen de forma satisfactoria 105 dominios comunes, mientras que dominios
predichos en Dive Ciin y no en Dive Oidi fueron 85 y en el caso contrario solo dos dominios
no pudieron ser hallados por el modelo Dive-Ciin.

Al evaluar cuales de los dominios asociados al médulo efector fueron predichos en Dive
basados en los dos modelos de referencia, se encontraron 5 dominios asociados a este modulo
y que la totalidad de los dominios predichos en Dive-Oidi fueron también controlados en
Dive-Ciin, pero que al comparar en sentido contrario se observa que el modelo de Dive-Oidi
no logra identificar el dominio WD40 (PF00400) como lo muestra la gréfica [2-10]

Se logré identificar que los dominios encontrados por ambos modelos son para el Modulo de
senalizacion fueron 11 y que el modelo Dive-Ciin fue capaz de identificar dos dominios mas
que el modelo Dive-Oidi, dichos dominios son: PF00090 (TSP y PF00400 (W40) como lo
muestra la grafica

En los dominios asociados al médulo de reconocimiento se identificaron 9 dominios identifica-
dos por ambos modelos, y tan solo un dominio identificado solamente en Dive-Ciin PF00400

el dominio W40 2-121

2.4. Discusion

De la tabla se deduce que existe una diferencia marcada en el nimero total de genes
predichos por GeneID basados en los dos modelos de referencia basados en las especies O.
dioica y C. intestinalis, siendo el modelo Dive-Ciin més robusto que su contraparte Dive-Oidi
ya que se duplica en el primero las predicciones con relacion al segundo. Sorprendentemente
al momento de evaluar las predicciones de genes del sistema inmune la diferencia es casi
imperceptible pero existente. Se podria decir que debido a la alta reducciéon que presenta el
genoma de Oidi sumado a la reduccién tanto en el niimero como en la longitud de los intrones,
que puede ser dado por el tiempo tan corto de vida que presenta. Algunos de estos fenémenos
evolutivos marcan el tipo de genes y las arquitecturas que pudieron ser conservadas en cada
una de las especies y estos son en conjunto factores decisivos que soportan que el modelo
Dive-Ciin fuera mas efectivo, al ser esta especie majas cercana tanto al tiempo de vida como
a la cantidad y longitud de intrones con relacion a la especie D. vexillum, por lo que resulta
en una mejor predicciénde genes sobre la especie.

De igual forma se observé que la reduccién en el nimero de predicciones de genes influencié
la identificacion de cierto dominios, dejando en evidencia nuevamente que el modelo Dive-
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Ciin logra mayores aciertos, aunque al comparar la totalidad de los dominios se observa
que existen dominios aunque pocos que pudieron ser identificables iinicamente en el modelo
Dive-Oidi, lo que sugiere que esta tltima puede llegar a ser en cierto punto un complemento
a la anotacion de las predicciones logradas por el modelo Dive-Ciin.

Ademas se pudo evidenciar que los modelos Dive-Clin y Dive-Oidi no presentan mayor
diferencia al momento de comprar el nimero de dominios pertenecientes a los diferentes
modulos del sistema inmune, también se observa que el mdédulo efector esta claramente
dominado por los dominios efectores, mientras que por el contrario el dominio de senalizacion
posee mas diversificacion de dominios, seguido de cerca por el modulo reconocimiento, lo cual
era de esperarse ya que la senalizacién y el reconocimiento en una especie colonial es de vital
importancia, por lo que se puede observar una disminucion de diversidad en dominios efectos.
Se encontr6 que el grupo de los Hymenoptera, compuesto en nuestro estudio por Nasonia
vitripennis 'y Apis mellifera, aumentaron su aporte a las arquitecturas sumado a que las
estrategias que involucraban homologias de Blast aumentaron en comparaciéon con el grupo
Diptera compuesto por Drosophila melanogaster . Las arquitecturas Golden de las proteinas
asociadas al sistema inmune en Drosophila melanogaster no se encontraran en la estrategia de
Orden sino que se favorecieran las estrategias basadas en Desorden. Mientras que el grupo
de crustéceos que representa los icetos Acyrthosiphon pisum las estrategias de Desorden son
predominantes. Cuando se evaliian las estrategias en mamiferos, se denota que las estrategias
de Orden se conservan, lo que puede indicar que después de la diversificacién del sistema
inmune adaptativo, las arquitecturas provenientes de Tunicados se mantuvieron constantes
en los vertebrados sin grandes modificaciones, pero al tener una baja homologia de secuencia
completa se puede deducir que los cambios se dieron en cambio de orden de dominios o de
incremento de sustituciones no sinénimas.
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Figura 2-8: Comparaciéon de los porcentaje de los diferentes dominios asociados a los tres
modulos del sistema inmune en los modelos de genes en Dive producidos por
genlD basados en modelos de Oidi (Dive_Oidi) y Ciin (Dive_Ciin)
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Oidi

Figura 2-9: Diagrama de Venn que muestra el nimero Total de Dominios de todos los
modulos asociados a proteinas putativas predichas por ODB en D. wvezxillum
Dive usando las dos referencias

Ciin

Oidi

Figura 2-10: Diagrama de Venn que muestra el nimero Total de Dominios del modulo
Efector asociados a proteinas putativa predichas por ODB en D. vezillum
Dive usando las dos referencias

Ciin

Oidi

Figura 2-11: Diagrama de Venn que muestra el nimero Total de Dominios del modulo
Senalizacion asociados a proteinas putativa predichas por ODB en D. vezillum
Dive usando las dos referencias
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Oidi

Figura 2-12: Diagrama de Venn que muestra el nimero Total de Dominios del modulo Reco-
nocimiento asociados a proteinas putativa predichas por ODB en D. vezillum
Dive usando las dos referencias



3 Modelo explicativo de la evolucion de
dominios asociados al sistema inmune
como propuesta para explicar las
dinamicas del sistema inmune

3.1. Introduccidén

3.1.1. Principios basicos de modelos de ganancia y perdida de genes

El estudio evolutivo de ganancia y perdida de genes desde la escala genémica ha tomado
relevancia en gendémica comparativa en los ultimos anos. Muchos de los estudios actuales
derivan de los estudios pioneros sobre la evolucién de la super familia de las globinas. De
esos estudios, a mediados de los 90, se habia acunado la idea de que los miembros de una
misma familia evolucionaban de manera concertada, que Nei [82] resume asi “cada uno
de los miembros de una familia génica evolucionan al mismo ritmo o como dirifamos en un
sentido musical al unisono”. En este mismo trabajo Nei replantea que el modelo de evoluciéon
concertada no es el inico mecanismo que puede explicar la evolucion de las familias génicas e
incluso replantea en su tiempo que era innecesario invocar siempre al proceso de conversién
génica como el mecanismo que varios autores hasta antes de los 90 utilizaban para explicar
el alto polimorfismo por ejemplo en la familia de genes del MHC por su traduccién del inglés
(Complejo Mayor de Histocompatibilidad).

De varios trabajos realizados por Nei sobre los genes del MCH, se planteé un nuevo concepto
sobre la ganancia o pérdida de genes conocido como el “Modelo de nacimiento y muerte de
genes”. De alli surgi6é la discusion de si la evolucion concertada era el mejor modelo que
explica la evolucién de todas las familias génicas. Dentro de los mejores ejemplos estudiados
se tiene el de la evolucién de la familia de genes Wingless (wnt) en metazoarios [2] y de
otros ejemplos como los genes de choque térmico (hsp70), genes asociados con el desarrollo,
histonas, amilasas, genes de las ubiquitinas y asociados al sistema sensor como quimio recep-
tores, receptores olfativos. Interesantemente, los modelos de nacimiento y muerte de genes
ha sido explicativo no solo para los genes del MHC sino también para otros genes asociados
al sistema inmune innato como de algunas inmunoglobulinas ancestrales y de familias de
genes asociados al SII [82]. Un tema adicional planteado Canestro et al, [2] es la discusién
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sobre si la perdida de genes es relevante para establecer la divergencia de especies dentro de
un phylum, es decir si la perdida de genes puede considerarse neutra o causal o positiva en
los procesos de formacion de nuevas especies.

Aunque el tema de evolucién de familias de genes aparentemente parece muy antiguo, sélo
a partir de la automatizacién e incremento acelerado de genomas ensamblados de especies
de grupos taxonémicos que permitan hacer comparaciones consistentes, este campo ha to-
mado relevancia y ha ganado terreno en la genémica comparativa a gran escala. En general
los métodos fundamentan su metodologia de calculo son basados inicialmente en las predic-
ciones de homologia y ortologia. Los métodos de ortologia a su vez estan basadas en tres
aproximaciones principales: los métodos dependientes de arboles, los métodos dependientes
de grafos y los métodos hibridos que combinan las dos aproximaciones [65].

Un modelo aplicado para cuantificar ganancia y perdida de genes en el Programa
Count

Count es un programa diseniado para el andlisis de perfiles numéricos en una filogenia dada,
es decir las relaciones filogenéticas de las especies deben ser conocidas a priori. Su funcién
principal es analizar perfiles derivados de una filogenia proveniente de genes homdlogos.
El programa provee una reconstruccion ancestral dada una topologia del arbol permitiendo
inferir caracteristicas especificas de ganancias o pérdidas e incluso de duplicaciones a lo largo
de la filogenia dada. Este programa implementa los modelos estadisticos de parsimonia de
Dollo y Wagner, haciendo un énfasis en la cuantificacién de presencia y ausencia de genes,
asi como los métodos probabilisticos que implican un modelo filogenético de nacimiento y
muerte de genes [31].

En esta tesis analizaremos la perdida de dominios basado en el modelo de Dollo aunque su
aplicacion mas conocida es su aplicacién a las estudio de genes. Este modelo esta basado en el
precepto de que si un gen ha sido perdido en un determinado linaje no puede ser recuperado
por este de nuevo (es decir no puede retornar al estado inicial), sino que debe encontrar
caminos alternos (es decir condiciones) para la aparicién de multiples ganancias del mismo
gen ya que la combinacion fortuita y aleatoria de mutaciones que permita el resurgimiento
de la misma secuencia funcional es poco probable (adquirirlo en paralelo o convergencia),
en otras palabras es mas probable que aparezca una pérdida del gen a que se de origen
independiente. Aplicar este concepto permite una simplificacién de los andlisis evolutivos
reduciendo la ambigiiedad en la reconstruccién de la historia evolutiva del mismo [42].

En la forma mas simple de usos del programa los estados complejos derivados son represen-
tados con 1 y 0 representa el estado ancestral primitivo. Para representar el estado se puede
formalmente usar cadenas de unos para la presencia del cardcter y ceros para la ausencia
del mismo, y es posible construir un arbol de parsimonia de Dollo basado en una matriz de
presencia ausencia en donde el modelo intenta minimizar el nimero de reversiones de 1 a 0
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y excluye las convergencias[42].

Los valores reconstruidos en los componentes del arbol son basados en la matriz de presencia-
ausencia y fuertemente dependientes la topologia del arbol. En las ramas del arbol se le van
a mapear los diferentes tipos de eventos evolutivos y a su vez se reconstruyen los estados
de los caracteres en los nodos internos del arbol[42]. El modelo de Dollo no se debe asumir
perfecto por defecto, depende fuertemente de la confiabilidad de la topologia del arbol, y
debe tenerse atencion si los datos violan la irreversibilidad genética-filogenética al producir
ganancias de caracter homoplédsico Se debe tener en cuenta que no se debe usar para el
andlisis de genomas procariotas sino en ese caso debe usarse una parsimonia ponderadal42].

3.1.2. Principios basicos de identificacion de ortologia

La ortologia en su definicion mas general se entiende como la homologia de subregiones
genémicas (como los son los genes) compartida entre especies derivadas de un ancestro
comun y que surgen después de un proceso de especiacion en vez de un proceso de dupli-
cacion en el genoma de la misma especie que se entiende como paralogia. Debido a esta
relacion de identidad la funcién bioldgica entre estas secuencias esta dada por sentada entre
los genes ortélogos o por lo menos se espera que parte de la funcionalidad ancestral se man-
tenga, siendo esto ultimo muy 1util en los estudios de genémica comparativa y anotacion del
genoma, de ahi la importancia de establecer correctamente las relaciones de ortologia [6§]
[64]. Existen dos formas clésicas de aproximarse a la ortologia de genes la primera mediante
grafos, el cual genera agrupaciones de secuencias basado en la similaridad de las mismas
y dos método basado en construccion de arboles, el cual no solo agrupa sino que también
reconcilia con el drbol de secuencias proteicas con el arbol de especies [114]. Aunque existen
diferentes aproximaciones para la deteccién de ortologos adicional a los métodos dependien-
tes de arboles y métodos basados en grafos también existen métodos hibridos que combinan
las dos aproximaciones.

Deteccion de ortélogos por métodos dependientes de arboles

Estas predicciones principalmente son basadas en métodos dependientes de arboles inferidos
para familias génicas. En estos métodos, primero se seleccionan las secuencias homologas
entre las especies de estudio y se procede a construir un arbol filogenético a partir de alinea-
mientos. Posteriormente se procede a analizar si el arbol agrupa las secuencias de acuerdo con
relaciones filogenéticas consistentes entre las especies. Debido a que los arboles de las especies
no necesariamente reflejan las historias evolutivas de los genes se complementan con métodos
de reconciliacién de arboles. Dentro de los trabajo pioneros se tienen los trabajos evolutivos
sobre globinas[49] y el planteamiento del problema de conciliar drboles de genes y los drboles
de especies [87]. En el 2005 se presenta una aproximacién para la identificacién automaética de
ortélogos y paralogos en genes homélogos[36] y [53]. Cuando se carece de los drboles de las es-
pecies dos métodos se han implementado para distinguir entre ortélogos y paralogos unos lla-
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mados agrupamientos basados en coeficientes de correlacion o Correlation Coefficient-based
Clustering (COCO-CL; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CBBresearch /Przytycka/COCOCL/)
y los basados en niveles de ortologia desde arboles (Levels of Orthology From Trees) (LOFT;
http://www.cmbi.ru.nl/LOFT/).

Detecciéon de ortdlogos por métodos dependientes de grafos

Los metédos independientes de drboles [65] se construyeron para hacer inferencia de orto-
logia desde los proteomas completos de las especies y aunque no se basan en la idea de
reconstruir un arbol desde alineamientos multiples de secuencias, si fundamentan sus prin-
cipios en la idea de construir agrupamientos o clusteres de secuencias proteicas homélogas.
Por ejemplo construyen las similitudes a partir de todas comparaciones pareadas que pue-
den basarse en métodos de alineamiento de secuencias heuristicos como BLAST o en los
métodos de alineamientos pareados no heuristicos como los de Smith Waterman. La idea
principal de estos métodos es recuperar los mejores hits reciprocos o “reciprocal best hits
(RBHs)”, que son conocidos en otras aproximaciones como BBH o (Bi-directional Best Hits).
La idea bioldégica que se encuentra detrds de estos métodos se basa en el principio de que
genes similares deben tener funciones similares, es decir los miembros de un par BBH, son
similares en secuencia y en funcién [4I]. El objetivo principal es la reconstruccion de grupos
ortélogos basados en un sistema de puntuacién. Se pueden distinguir métodos basados en
operaciones que buscan el vecino mas cercano como primer filtro para la clasificaciéon de
ortologos putativos entre las mejores hits de las comparaciones pareadas de las especies y la
bisqueda de agrupamientos o clusters de grupos ortélogos del acrénimo en inglés “Clusters
of Orthologous Groups (COGs) of proteins” [66] . Aproximaciones como InParanoid[96] en
el cual el algoritmo permite una eficiente identificacién entre ortélogos y out-paralogos. En
la primer version del programa los autores resaltan que el método automaticamente permite
discriminar entre los paralogos (out-paralogos) que predatan la separacién de las especies
que generalmente generan confusion para la asignacién de ortélogos verdaderos, lo cuales son
confirmados por la identificacién de in-pardlogos que surgen después de que las especies se
separan. En general la heuristica de programa se basa en encontrar los conjuntos de pares de
proteinas que poseen el score de valor més alto y de tipo simétrico de BLAST que es usado
como una semilla para encontrar todos los in-paralogos para cada especie [66], el programa
solo permite hacer comparaciones pareadas entre dos especies, sin embargo MultiParanoid
http://www.sbc.su.se/bandale/multiparanoid/html/index.html| en contraste permite
hacer todas las comparaciones para la construcciéon de grupos ortélogos de multiples es-
pecies. The Ortholuge program http://www.pathogenomics.ca/ortholuge se fundamenta
en la idea de Inparanoid pero en contraste no usa el score basado en BLAST sino un score
basado en razones de distancia filogenética entre los pares de comparaciones e incluyen la
idea de eventos de pérdidas de genes [66]. Por otro lado pipelines como OrthoMCL y Ort-
hoMCL-DB integran un algoritmo de Cluster tipo Markov (MCL) para la construccion de los
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grupos ortélogos[70]. Los autores describen la aproximacién como un proceso de dos pasos:
la construcciéon de un grafo que representa relaciones entre secuencias que posteriormente
son subdivididas en subgrafos usando el algoritmo MCL. En el primer paso es importante
conocer que tipo de secuencias pueden ser incluidas, como las secuencias nodo son conectadas
y como se deben ponderar las aristas entre los nodos para cuantificar las relaciones entre las
secuencias. En el segundo paso, el algoritmo de clusterizacion MCL funciona para la iden-
tificacion de grupos coherentes usando un indice conocido como “cluster granularity—the
inflation index “[70].

= ProteinOrtho: ProteinOrtho es un programa disenado para poder evaluar relaciones
de ortologia a partir de la teoria de grafos. Dicho programa ubica los genes en los
vértices y las aristas son dirigidas y ponderadas por un peso dado tanto por el bit
score como por el e-value de un Blast reciproco entre las dos secuencias evaluadas.
Asi se define que las aristas representan relaciones de ortologia entre ellas. A partir
de la construccion del grafo, se puede establecer dos estructuras, el complemento de
un grafo, que para el efecto practico de ProteinOrtho representaria las relaciones de
paralogia y el grafo inducido. El complemento de un grafo se define sobre el mismo
conjunto de vértices y el establecimiento de las aristas faltantes sin tener en cuenta
las aristas del grafo original, mientras que un grafo inducido es un subconjunto de
vértices del grafo original, en donde las aristas que conectan esos vértices provienen
del grafo original. Para poder establecer relaciones de ortologia es necesario tener un
grafo inducido que sea cografo [68]. Esta alternativa surge como una opcién que pue-
de ser complementaria a los célculos de ortologia que usan arboles filogenéticos, que
aunque presentan de forma grafica y facilmente entendible los procesos de paralogia y
ortologia, son computacionalmente costosos. En muchos casos tienden a fallar cuando
se evaluandote las familias proteicas altamente complejas o cuando se comparan un
gran nimero de especies [114]. Ademads, ya que los modelos basados en drboles presen-
tan ambigiiedad en la comparacion de secuencias generadas por la presencia de genes
paralogos, el método ProteinOrtho puede soportar la correcta prediccion de ortélogos.
Entonces entre otras aplicaciones esta aproximacion puede resolver la ortologia cuando
existan dos o més genes en un linaje, que son colectivamente ortologos entre uno o mas
genes en otro linaje si el evento de duplicacion es posterior al evento de especiaciéon lo
cual conllevara al programa a la identificacién de coortologos[68§].

Deteccion de ortélogos por métodos hibridos

Estas aproximaciones combinan métodos basados en arboles por su importancia en la re-
solucién que tienen a nivel filogenético y los métodos basados en grafos que incrementan
las escalabilidad requerida para los estudios amplios del genoma. Por ejemplo, los métodos
utilizados por TreeFam [99] se basan en la definicién de familia de genes como “un gru-
po de genes que descienden desde un gen sencillo que se encuentra presente en el ancestro
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comun mas cercano y que es escalable hipotéticamente al ancestro de todos los animales”.
Este método se basa en el uso de longitudes completas de los genes y no en sus dominios.
Por jemplo, TreeFam utiliza en su aproximacion dos tipos de bases de datos: una generada
por su flujo automatizado de procesos o llamado TreeFam-B y una segunda parte de arboles
curados manualmente o llamados TreeFam-A.

La primera parte del proceso o construcciéon automatizada de los drboles TreeFam-B se
compone de tres pasos principales que se resumen de [99] como sigue:

» Construccién de familias semillas: construccién de (PhIGs) de acrénimo del inglés
(Phylogenetically Inferred Groups), que son en si una base de datos generada au-
tomaticamente a partir de las familias génicas que descienden desde un gen ancestral
comun. Estos PhIGs son extraidos de bases datos de hongos y son los utilizados como
las semillas para la re-construccion de arboles TreeFam-B. Los grupos son inferidos
a partir de previas relaciones filogenéticas de las especies, es decir en un nodo de un
arbol de especies se forman clusteres si los genes de dos taxones hermanos son més
similares (en distancia de secuencias de proteinas) que éstos con relacién a un grupo
externo.

= Expansion de las familias semilla a familias completas de otras especies: principalmente
se hace por busquedas de homologia en las bases de datos de secuencias de proteinas
de otros animales, con una busqueda rapida de BLAST para detectar genes candida-
tos a genes homologos. Luego se utilizan los alineamientos de las secuencias semillas
(usando MUSCLE) como entrada para HMMER para hacer la seleccion de los mejores
candidatos de BLAST como genes homologos. En algunos casos algunos genes pueden
quedar agrupados en mas de una familia, pero en el proceso de curado manual posterior
resuelve estos problemas.

= Construccién de arboles filogenéticos usando familias completas TreeFam-B: se reali-
nean las secuencias de las proteinas de las familias completas de nuevo con MUSCLE
y se filtran aquella secuencias muy conservadas usando CLUSTALX con el sistema de
score de BLOSUMG62 con el fin de calcular el score por columna. Posteriormente este
nuevo alineamiento filtrado se usa como entrada del algoritmo NJ del acrénimo del
inglés (Neighbor-Joining Algorithm) para la construccién del drbol filogenético.

Otras etapas incluyen la curacion manual o construccién de arboles TreeFam-A en que los
editores utilizan visualizadores para mostrar y editar los alineamientos como Jalview align-
ment. Si se encuentran datos inconsistentes se vuelven a correr los programas de BLAST y
HMMER si se sospecha que un gen no ha sido incorporado.

Otros métodos usados previamente como en PHOG, por el acrénimo del inglés (Phylogene-
tic Orthologous Groups), [77] utilizan métodos automatizados para encontrar clusteres de
grupos ortologos en nodos de una arbol taxonémico dado. Como resultado de su método
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se genera un arbol de grupos de genes ortélogos. El procedimiento inicia con la construc-
cién de un supergen desde un alineamiento multiple PHOG; es decir construidas secuencias
consenso de los PHOG en cada especie, se corre una estrategia pareada de comparaciones
entre pares de especies basada en BLAST PHOG-BLAST. A partir de los BBH o del inglés
(bi-directional best hits) se forma un grafo con vértices que representan los supergenes y
con BBHs que representan las aristas. A partir de estos grafos se encuentran los componen-
tes conexos del grafo que tienen los mayores BBH y se usa un ordenamiento para iniciar las
comparaciones para incluir los nuevos ortélogos al grupo. Estas mejores relaciones se utilizan
como semillas para re-iniciar un proceso de busqueda de nuevos de ortélogos no incluidos
usando alineamientos pareados de posibles candidatos a los supergenes de un grupo ortologo
ya sea por el algoritmo de alineamiento de Smith-Waterman en una primera etapa o con un
refinamiento posterior usando el algoritmo de Needleman-Wunsch [77].

Aplicaciones como MetaPhOrs [03] combinan igualmente informacién de drboles filogenéti-
cos como los construidos por TreeFam y otros repositorios como PhylomeDB, EggNOG,
COG, Fungak Orthogroups y OrthoMCL. Para estos repositorios se hacen recomputo de
arboles cuando es necesario para la aplicacion de su algoritmo. Se hace recomputo de los
arboles utilizando Maximun Likelihood para cada familia de genes de EggNOG. Para los
datos derivados de OrthoMCL y COG los grupos de se reconstruyeron usando alineamiento
con MUSCLE, corte de regiones ricas en gaps y uso de modelos evolutivos implementados en
PhyML. Posteriormente por un escaneo de las topologias de los arboles de todas las filoge-
nias de los genes se busca si existen procesos de especiacién o de duplicaciones en los nodos
internos de los arboles usando el algoritmo de sobrelapamiento de especies implementado en
ETE [?]. Dependiendo de si las ramas comparten una o mas especies entonces se identifican
duplicaciones, pero para nodos en los que sus ramas hijas no comparten especies se estable-
cen entonces las ortologias. Finalmente un score llamado de consistencia que combina los
asignamiento de ortologias y paralogias se construye si varios arboles confirman las relaciones
de ortologia.

Finalmente una de las pipelines mas utilizadas actualmente para el andlisis de animales
cordados se llama Ensembl Compara [54], principalmente sus recursos permiten computar
alineamientos genémicos pareados y muiltiples a partir de los cuales sintenia a gran escala,
valores de conservacion y elementos conservados son computados.

» Familias de genes en Compara: con el fin de detectar de mejor forma la homologia y la
ortologia entre las proteinas ya predichas en conjunto con las proteinas de UniProtKB,
se catalogan las proteinas identificadas en Ensembl. Dicho proceso de seleccién comien-
za en el momento que se cargan ambos set de proteinas, tanto de Uniprot como por
parte de Ensembl, de las cuales se seleccionaron todas las proteinas proveniente de
todos los genomas de la base de datos, con el fin de abarcar todo el arbol de la vida
(hongos, protistas, plantas, metazoos, cordados, etc.). Dichas proteinas se les pasardn
los HMM de genes de la biblioteca de Treefamy de la base de datos de Phanter para
clasificarlos en familias ya preestablecidas.
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Posterior a la construccién de las familias basadas en Phanter, los curadores del En-
sembl detectaron que los clusters formados solo por las familias génicas son de tamano
considerable, y decidieron usar las subfamilias de la misma base de datos. Estos sets
finales son alineados y se les asigna una descripcion consenso a la familia proteica a
la que quedaron asignados. La pipeline tiene como parametros para considerar si una
proteica no pertenece a una familia proteica cuando 1) se cubre menos del 40 % del
modelo y es alli donde es clasificada como ’AMBIGUOUS’ y 2) si la cobertura es igual
a cero es clasificada como "UNKNOWN’ [92], [1].

3.2. Metodologia

3.2.1. Parsimonia de Dollo

Para poder evaluar las perdidas y las ganancias de dominios del sistema inmune se uso el
programa Count [31] bajo el principio de parsimonia de Dollo. Para que el programa funcione
se requiere la construccion de dos tipos de archivos de entrada: primero un arbol filogenético
en el formato Newick y por otro una matriz con los conteos de dominios por cada méodulo
del sistema inmune de las especies de estudio. El procedimiento inicia con la carga del arbol
filogenético asociado a los tunicados y otros cordados, y posteriormente se carga la Matriz.
Posteriormente se escoge el modelo de “Dollo parsimony” para realizar el computo y calculo
de ganancia y perdida de dominios.

3.2.2. ProteinOrtho

Basados en la lista de genes asociados al sistema inmune calculados por la estrategia ODB,
se obtuvieron la lista de proteinas putativas al sistema inmune para cada una de las especies
y por cada uno de los médulos asociados a los tunicados. Se construyeron archivos multifas-
ta independientes por cada especie, correctamente etiquetados. Posteriormente se corrié el
programa proteinOrtho con los siguientes parametros:

= proteinorthob.pl -graph -verbose -project=NombreProyecto < archivomultiFasta >

3.3. Resultados

3.3.1. Ganancia y Perdida de Dominios

Para poder entender las dindmicas evolutivas del modulo efector desde cephalocordados
hasta vertebrados, centrados en el grupo intermedio los tunicados, se uso la parsimonia de
Dollo para evaluar las perdidas y ganancias. Como se observa en la Figura [3-1] al evaluar
el médulo efector, se observa en las cajas de color blanco la cantidad de dominios necesarios
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para llegar a la totalidad de dominios evaluados, es decir que en este caso el ancestro entre
cefalocordados y a los Tunicados contaba con 10 como se observa en la caja lo que representa
el color lila. El ancestro de los tunicados tuvo una ganancia del dominio de Asticina. La lineas
naranjas representan las pérdidas de los dominios en el linaje, este valor influye en el aumento
de la caja blanca dentro de los nodos. La caja rellena de color verde representa las ganancias
de dominios. Entre otros resultados sobresale que en los tunicados la pérdida de 7 de los
11 dominios evaluados en el médulo efector en la especie Dive, y una pérdida en el clado
compuesto por las Cionas y Dive del dominios Distegrin. Por otro lado vemos que tanto
para Oidi y Bosc se tienen pérdidasde dominios, tres por parte de Oidi (Colageno, Asticina
y Kazal) y en Bosc cuatro dominios ( A2M_N, Asticina, Kazal, MAM) como lo muestra la

figura

11

11
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[

Figura 3-1: Arbol de Dollo evidenciando los cambios de estado en los dominios asociados
al Médulo Efector con datos de prediccién para D. vexillum usando a C. intes-
tinalis como referencia y que es mostrada en la figura como Dive-Ciin

Para hacer una comparacién de las ganancias y perdidas del modulo efector basados en el
modelo de prediccién génico de genlD con el modelo de Oidi, se usé la parsimonia de Dollo
[3-2] Con estos datos de Dive se observé que se presenta la misma perdida y ganancias de
dominios que lo observado para el modelo de prediccion de genes basado en Ciin.
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Figura 3-2: Arbol de Dollo evidenciando los cambios de estado en los dominios asociados
al Modulo Efector con datos de prediccion para D. vexillum usando a O. dioica
como referencia y que es mostrada en la figura como Dive-Oidi

De igual forma se reconstruyeron los modelos de ganancia y perdida en el médulo de senali-
zacion en donde se evaluaron 19 dominios. La franja blanca en el ancestro entre los cefalo-
cordados y los tunicados, denota que fue el ancestro de los tunicados que tuvo una ganancia
de un dominio en donde se evidencia una pérdida de 11 dominios en Dive, seguida por Bosc
con 14, y Oidi con 15. En el grupo de las Cionas se pierden 5 dominios pero Ciin se recupera
7tm_1. Se observa que el dominio NIDO es exclusivo de Vertebrados y que el dominio NACH
esta ausente en las Cionas, Pema y Oidi. Por otro lado el dominio WH1 y VWA esta ausente
tanto en Bosc, Oidi y Dive. Entre las pérdidas mas importantes se tiene que W40 esta au-
sente en Bosc, como se observa en la figura [3-3] Las diferencias observadas en comparacién
con las predicciones de genes para el modelo de Oidi es que este ultimo modelo no identifica
los dominios TSP_1 y WD40 como se observa en la figura [3-4]
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Figura 3-3: Arbol de Dollo para evidenciando los cambios de estado en los dominios asocia-
dos al médulo Senalizacion con datos de prediccién para D. vexillum usando a
C. intestinalis como referencia y que es mostrada en la figura como Dive-Ciin
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Figura 3-4: Arbol de Dollo para evidenciando los cambios de estado en los dominios aso-
ciados al médulo Senalizacién con datos de prediccién para D. vexillum usando
a 0. dioica como referencia y que es mostrada en la figura como Dive-Oidi

Por 1ltimo se evalué el moédulo de reconocimiento, para el cual se encontré que de los 11
dominios evaluados Lach los posee todos, mientras que Dive nuevamente pierde 7 dominios
y Oidi 4 dominios. Entre los casos mas interesantes esta la perdida del dominio BIR en las
Cionas y en Pema, las cadherinas en Dive y Oidi, como se observa en figura En este
caso no se observan diferencias en comparacién con los dominios calculados para D. vexillum
usando a O. dioica como se ve en la figura [3-6]
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Figura 3-5: Arbol de Dollo para evidenciando los cambios de estado en los dominios aso-
ciados al Moédulo Reconocimiento con datos de prediccién para D. wvexillum
usando a C. intestinalis como referencia y que es mostrada en la figura como
Dive-Ciin
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Figura 3-6: Arbol de Dollo para evidenciando los cambios de estado en los dominios asocia-
dos al Médulo Reconocimiento con datos de predicciéon para D. vexillum usando
a 0. dioica como referencia y que es mostrada en la figura como Dive-Oidi

Debido a que los tres modulos no logran clasificar todos los dominios asociados al sistema
inmune, se evaluaron todos los dominios encontrados por la estrategia ODB independien-
temente para buscar otro tipo de relaciones como la existencia de dominios especificos por
héabitos de vida colonial es decir conocer si estdn o no asociados algunos médulos del sistema
inmune con organismos coloniales o por ejemplo conocer cuantos de éstos estan asociados con
organismos de vida solitaria y cuales son los fundamentales para mantenerse en el genoma de
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Oidi luego de la reduccién genémica. Entonces se generé un diagrama de Venn en donde se
muestran todos los dominios compartidos entre los tunicados, usando los dominios obtenidos
de los genes putativos resultantes de la estrategia ODB. Ahora, basados en los modelos de
arquitectura de genes de Dive predichos con Ciona como referencia, encontramos que hay 48
dominios comunes a todos los Tunicados, dos dominios (PAS_11 y EphA2) compartidos por
las especies coloniales. Oidi comparte 47 dominios con las especies solitarias mientras que
con las coloniales 19, siendo 19 exclusivos de Oidi, vea la Figura ahora mientras que al
ser evaluado los modelos de gen basados en Oidi como referencia, hay una reduccion leve en
el nimero de dominios, como por ejemplo el nimero de dominios compartidos de Dive con
los coloniales pasa de 19 a 17 de igual forma con los solitarios, pasa de 47 a 41 y el ntimero
total de genes compartidos por todos los tunicados desciende de 48 a 42 como se observa en

la Figura [3-8]

ot

Figura 3-7: Diagrama de Venn donde se compara los dominios compartidos entre Dive _Ciin
y el resto de tunicados
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Figura 3-8: Diagrama de Venn donde se compara los dominios compartidos entre Dive_Oidi
y el resto de tunicados

Una vez establecidos los dominios de tunicados se evalué por medio de otro diagrama de Venn
el comportamiento de los dominios en el clado de los vertebrados, con miras a poder establecer
algunos dominios exclusivos de tunicados o algunas perdidas en los grupos externos, tanto
vertebrados como cefalocordados. Para ello tomamos los 48 dominios resultantes de la grafica
compartidos entre todos los tunicados y el grupo externo a tunicados (ver gréﬁca. Se
observa que de los 48, 42 son compartidos por todos los grupos externos, mientras que solo 6
son compartidos por Cefalocordados, tunicados y Lach, con una ausencia evidente de algunos
de estos dominios conservados en Tunicados que se encuentran perdidos en Vertebrados.
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Figura 3-9: Diagrama de Venn donde se compara los dominios compartidos entre Los do-
minios compartidos entre los tunicados (Oidi, Dive, Bosc, Ciin y Cisa) contra
los dominios totales de los Vertebrados y Brfl

Con miras a identificar dominios ancestrales en la colonialidad en Dive, evaluamos los domi-
nios compartidos entre Dive y Brfl contra el resto de tunicados [3-10], de esos 18 dominios,
encontramos 17 estdn ausentes en las Cionas mientras que tan solo uno es compartido por
(Bosc, Dive, Brf, Oidi y Ciin).
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Figura 3-10: Diagrama de Venn donde se compara los dominios compartidos entre Dive y
Brfl, contra los dominios totales del resto de tunicados

Por tltimo con miras a esclarecer cual es el comportamiento evolutivo de los dos dominios
encontrados como exclusivos de organismos coloniales provenientes de la ﬁgura (PAS_11
y EphA2), se decidié evaluar solo estos dos dominios con los grupos externos y se encontré6
que son dominios ancestrales compartidos con Brfl pero ausentes en vertebrados. ver figura

B-111
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Brfl Pema

Figura 3-11: Diagrama de Venn donde se compara los dominios compartidos los Tundeados
Coloniales Dive y Boch, contra los dominios totales del Vertebrados y Brfl

3.3.2. Relaciones de ortologia entre las proteinas de la estrategia
OoDB

Con el fin de establecer las relaciones de Ortologia, se usé ProteinOrtho segiin los parame-
tros descritos en la metodologia. Los resultados de relaciones de ortologia entre las especies
se muestra la gréfica[3-12] En este diagrama las flechas representan relaciones de ortologia
establecidas entre las proteinas derivadas de la estrategia ODB cuantificadas desde las sa-
lidas de las relaciones de ortologia detectadas por ProteinOrtho para cada par de especies
estudiadas. En la parte superior de cada una de las lineas se reporta el niimero de relaciones
de ortologia 1-1 mientras que en la linea de abajo se reporta el nimero de candidatos coorto-
logos. Se destaca la amplia cantidad de relaciones de ortologia entre las especies Lach y Brfl
correspondientes a 25 relaciones de ortologia hasta 28 relaciones con Pema y 16 coortélogos
entre Pema y Brfl mientras que Bosc se tiene como méaximo 11 relaciones de ortologia.

Por otro lado la especie Oidi presenta un maximo de relaciones de ortologia con Lach de 15
y 5 secuencias de ortélogos y Dive es el que menos relaciones de ortologia se encontraron
siendo con Oidi y Ciin el maximo con 2, y por ultimo se encontré que Ciin y Cisa tienen el
mayor numero de relaciones de ortologia entre ellos con 18 para Cisa con Ciin, mientras que
Ciin presenta 26 con Lach.
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Figura 3-12: Este diagrama muestra las relaciones de ortologia (niimero en la parte superior
de la flecha) y de coortologia (niimero inferior en la flecha) entre las diferentes
proteinas anotadas por ODB
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3.4. Discusion

Al momento de evaluar los dominios segin los dos modelos de genes propuestos por genelD
para Dive, uno basado en un modelo que usa de referencia a Ciin y el otro basado en
referencia de Oidi, podemos concluir que estos dos modelos son complementarios y que
debido a la cercania en la estructura del genoma de Ciin con Dive (menos compacto y con
més informacién que Oidi) era de esperarse que tuviese mayor nimero de predicciones, las
cuales pudieron haber estado ausentes debido a la prediccion del la estructura del gen basado
en modelos de genes por referencia de Oidi. Sin embargo aunque existen diferencias por cada
uno de los modulos estas no son extremas tanto en la cantidad de genes como en la cantidad
de dominios detectados.

Debido a la poca informacion existente sobre la naturaleza de los dominios asociados al
sistema inmune en tunicados, nos centramos de una forma conservadora en la estrategia
ODB para recuperar el aporte de todas las especies del Gold Standard al soporte de las
ganancias y perdidas de dominios. Entonces el modelo de pérdida y ganancia de Dollo fue
aplicado sobre los dominios méas conservados y establecidos con evidencia en literatura su
asociacién a estos médulos propuesta por [122].

Al observar las pérdidas y ganancias de dominios usando la parsimonia de Dollo, observamos
que tanto en el médulo efector como en el médulo senalizacion, se dié la ganancia de un nuevo
dominio en el ancestro de los tunicados que se mantuvo hasta los vertebrados. También se
logra ver una mayor pérdida recambio de dominios o en el mddulo efector en los tunicados
pero mas conservado en vertebrados. Este fenomeno se puede deber a que las rutas efectoras
se estabilizaron en los vertebrado después del big ban inmunolégico, mientras que al tener
diferentes habitat y modos de vida, los tunicados variaron sus rutas acomodandolas a sus
necesidades inmunolégicas. Por otro lado, en el médulo de senalizacién, la parsimonia de
Dollo nos muestra que aunque hubo pérdidas no fueron tan notorias como en el mddulo
efector y que tanto en vertebrados como en tunicados es mucho mas estable, denotando
que la senalizacion del sistema inmune es mucho mas ancestral y estable, lo cual no da
mucho espacio de maniobra para que en la evolucién se hubiesen explorado alternativas
inmunolégicas.

Caso similar ocurre con el modulo de reconocimiento, donde se denota un comportamiento
mas ancestral ya que todos los dominios son rastreables hasta Brfl, aunque cabe resaltar
la pérdida de cuatro (Fbox, Cadherina, integrinas y SRCR) dominios en Oidi aunque este
fenomeno de perdida de dominios es comparable con los dos moédulos previamente mencio-
nados (senalizacion y efector). Se observa un maximo de pérdida de dos dominios del set
original proveniente de los cefalocordados.

Encontramos que en todos los médulos existe el patréon de pérdidas sobresalientes de dominios
en la especie Didemnum vexillum, lo cual puede deberse a la calidad del ensamblaje genémico
de la especie que conlleva a una prediccion de genes y por ende de proteinas no 6ptima. Sin
embargo, el modelo cuando se analiza en contraste con el resto de organismos, nos senala
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que el funciona ya que logra predecir dominios de proteinas putativas asociadas al sistema
inmune y que en el rastreo de dominios no se presentaron cambios radicales al evaluarse la
ganancia incluyendo a los dominios de Dive detectados con una u otra referencia.

De igual forma, como se ve en el analisis de la parsimonia de Dollo, los dominios ances-
trales provenientes de los cefalocordados son compartidos con tunicados, e incluso con los
vertebrados. El caso del dominio Asticina es interesante ya que fue una ganancia para el
sistema inmune de tunicados y el cual se ha mantenido hasta los vertebrados. Este tipo de
hallazgos nos puede sugerir que no solo el sistema inmune esté basado en dominios altamen-
te conservados sino que puede integrar nuevos dominios para que trabajen con los dominios
constitutivos y de esta forma explorar rutas alternativas de inmunidad que respondan a las
necesidades de cada organismo, generando de esta forma casi que un sistema inmune tnico
y especifico a cada especie.

Con nuestra metodologia es posible generar candidatos de proteinas putativas del sistema
inmune basados en una estrategia que mantiene la flexibilidad de busqueda de dominios.
Ahora, ya que los tunicados son un grupo importante no solo para el entendimiento del
surgimiento de la inmunidad adaptativa y sino para comprender procesos claves en la biologia
como aleoreconocimiento se observa segin los analisis anteriores que la modularidad persiste
y que se encuentran dominios claves de la inmunidad segin los andlisis de interseccion de
dominios presentados en los diagrams de Venn. En este caso son 48 para ser exactos y
podemos observar que estos se mantienen desde los cefalocordados y que mantiene su funcién
ya sea en tunicados solitarios como las Cionas, o en organismos con pérdidas masivas de
informacion genética como Oidi o en el otro extremo organismos de vida colonial, cada una
deseas especies presentan por su puesto necesidades inmunolégicas diferentes que aun asi
mantienen estos dominios y son rastreables hasta los vertebrados.

Uno de los resultados més interesantes e intrigantes producto de esta comparacion basica, es
la separacion de los sistema inmunes de las Cionas con respecto al resto de Tunicados, por
ejemplo una especie con pérdidas masivas de informacion genética como Oidi comparte mas
dominios con los organismos coloniales que con los solitarios. Este fenémeno se suma a la
gran cantidad de dominios tinicos en la especies Ciin observados en la grafica donde se
encuentran 225 Dominios no compartidos entre Ciin y los otros tunicados, y a la perdida de
dominios de gran importancia en los diferentes mdédulos como el de reconocimiento (BIR) y
el de senalizaciéon (NACH).

Otro resultado que merece la atencion, son los dominios PAS_11 y EphA2 los cuales se pueden
encontrar en Brfl y en tunicados coloniales pero ausente en vertebrados y en los tunicados
solitarios, sugiriendo este fendmeno que estos genes pueden ser excelentes candidatos a tener
un rol importante en el alorreconocimiento, y quizas en poder rastrear algin tipo de sintenia
entre esta funcién tan importante.

Es importante resaltar que antes de iniciar este trabajo se tenia claro que existian 9 dominios
constitutivos al sistema inmune segin [88], pero nosotros logramos encontrar 48 dominios
que se encuentran a lo largo de todas las especies evaluadas. Este fenomeno era de esperarse
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ya que la combinatoria de dominios y el exonshufling que pueden ser motor fundamental
de la variabilidad de los diferentes sistemas inmunes podrian explicar nuestros resultados.
Adicionalmente el trabajo reportado por [88] en el 2007 no incorporaba muchas de las especies
de tunicados presentes en este trabajo ni la definicién de modularidad descrita para los
tunicados segun [122].

A pesar de tener un repertorio establecido de dominios cada especie, los fenémenos de exéns-
hufling, la incorporacién de nuevos dominios y la plasticidad que solo un sistema modular
como lo es el sistema inmune permite generar un universo inmunolégico capaz de responder
a las necesidades adaptativas de cada organismo. Por ltimo partimos de la hipdtesis que
Oidi era un organismo con pérdidas genémicas importantes, por lo que se esperaba que el
repertorio de dominios fuera muy limitado, pero observamos que el repertorio no se redujo
sino que se sacrificé quizéas en el nimero de copias y la diversidad de arquitecturas. Lo que
sugiere que Oidi ha respondido a sus necesidades inmunoldgicas con receptores con baja
complejidad en cuanto a su arquitectura pero con una gran diversidad de dominios.

Por otro lado, del estudio de Ortologia realizado por ProteinOrtho. Es importante aclarar que
este método es basado en una estrategia de Blast reciproco y principios de teoria de grafos.
Ya que el método es basado en Blast se tienen limitaciones para la deteccién de ortélogos que
no compartan alto grado de similitud entre secuencias de proteinas completas. Es por ello
que se seleccionaron proteinas para este estudio las proteinas que soportan la deteccién de
dominios por la estrategia ODB, desafortunadamente aun carecemos de un método directo
para la prediccion de ortélogos diferente a un método basado en secuencia completa de la
proteina. Teniendo en cuenta esta restriccion, no todas las relaciones de ortologia fueron
detectables. Con este método se demostré que las proteinas con mayor niimero de ortélogos
fueron las provenientes de los grupos externos Brfl y Lach, y dado la restriccién de capturar
ortologias basadas directas en secuencia de proteinas no todas relaciones de ortologia fueron
detectadas en los tunicados. Se observa que las relaciones de ortologia de proteinas de grupo
ODB dentro del grupo de tunicados no fueron tan fuertes.

Es el caso de Bosc el cual a diferencia de Oidi que no tiene un genoma compacto, el nimero
d observado de relaciones de ortologia con el resto de tunicados, al igual que en Dive, es
muy limitado. Esto se puede deber a que al presentar un estilo de vida colonial el sistema
inmune se ha tornado muy especifico dejando un repertorio limitado de proteinas ortologas y
dando paso al nacimiento y conformacion de nuevas arquitecturas que permitan afrontar la
colonialidad y que pueden estar dentro del grupo de estrategias de Desorden que no pueden
ser detectadas en el método de ProteinOrtho.

La presencia de un mayor nimero de proteinas ortélogas en Oidi, nos corrobor6 que aunque
hay una perdida masiva de informacion genética en Oidi las estructuras bésicas se conservan
y su evolucion es rastreable hacia los grupos externos como Lach y Pema. Este andlisis de-
mostré que a pesar que Lach sea méas distante evolutivamente que Pema para los tunicados,
la expansién de estructuras genéticas permitieron mejores resultados al momento de rastrear
ortdlogos siendo un mejor referente que esta especie filogenéticamente més cercana. Sorpren-
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de ver el nimero de copias de cada gen ortélogo que presenta Cisa ya que llega presentar
hasta 18 (el nimero més alto) contra Lach, mostrando la alta similaridad y cercania que
tiene las cionas sobre el sistema inmune de los vertebrados, mucho mas que las arquitecturas
presentes en otros tunicados. Sin embargo es importante tener presente que estudios ante-
riores sugieren que en los tunicados las tasas de evolucién son altas y por tanto se esperan
patrones de organizacién especificos de todos sus genes[94, [10]. Eventos particulares en la
evolucion de genomas de estas especies pueden verse reflejados en sistemas complejos como
el sistema inmune como se observa en estas proteinas ultra conservadas.



4 Conclusiones

= Las metodologias propuestas permitieron cumplir con cada uno de los objetivos, es
decir primero delimitar los dominios componentes del sistema inmune utilizando estra-
tegias alternativas a la aproximacion basica de comparacion de similitud de secuencias
completas de genes o de proteinas o a las aproximaciones ampliamente usadas como
GO terms. Asi la estrategia de definir un sistema de referencia de dominios Gold Stan-
dard es una novedosa estrategia que permite rastrear genes en otras especies basados
en su arquitectura. Asi fue posible establecer un conjunto real de Dominios asociados
al sistema inmune que permitan explorar arquitecturas variables y fleixbles esperadas
en la evolucion de los componentes del sistema inmune de los tunicados.

= Se establecié una metodologia para rastrear fenémenos de ganancia y perdida de do-
minios, logrando demostrar que la evolucién del sistema inmune es un problema real
al momento de intentar anotar genes del sistema inmune en especies distantes evo-
lutivamente de los organismos modelo para estudiar el sistema inmune como son los
mamiferos. Este tipo de aproximacién permitio detectar dominios especificos y compar-
tidos entre los grupos de estudio que no son rastreables por las estrategias ampliamente
usadas como la homologia directa. Por tanto el uso de dominios recuperados desde la
arquitectura Gold standard nos permitié enfocarnos en los modelos funcionales de la
arquitectura de la proteina mas alld del uso clasico de la similitud de secuencias. El
uso de la estrategia de Desorden le da flexibilidad el modelo ya que captura en la es-
tructura fenémenos que puedan estar sometidas a eventos de exén shufflin, logrando
llegar a anotar proteinas que por homologia directa no se podrian anotar.

= Este estudio ha permitido entender fenémenos de la evolucién de dominios del sistema
inmune en la esencia del mismo, y es la naturaleza modular del sistema inmune que
persiste en los grupos de estudio. Logramos a través de esta metodologia confirmar que
el sistema inmune es un sistema modular dinamico, el cual esta basado en la estructura
y combinacién de dominios y forma una base para la evolucion de respuestas inmunes
alternantes que pueden estar alimentadas por la ganancia o perdida dichas de dominios.
Sin embargo se resalta que los resultados indican que existe un conjunto base o minimo
de dominios que permiten moldear una respuesta casi que especifica a las necesidades
inmunolégicas de cada especie de tunicado.

= Durante este trabajo se logré establecer que a partir las dinamicas evolutivas de los
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dominios, éstas estan ampliamente relacionadas con el nivel de compactacion del ge-
noma, lo cual se observé en la especie O. dioica (Oidi), sin embargo este fenémeno de
evolucion gendémica no limité su repertorio de proteinas asociadas al sistema inmune
pero si en la cantidad de repeticiones de cada dominio generando una arquitectura en
las proteinas especificas y otras compartidas con otras especies de tunicados.

Por ultimo, podemos decir que nuestra metodologia logra proponer una posible solucién
bésica al problema del aloreconocimieto ya que logramos identificar dominios asociados
al sistema inmune que son exclusivos de las especies coloniales, lo cual da una luz en el
arduo camino para entender los componentes y las dinamicas del alorreconocimiento
en tunicados.

Se demostré que para especies que no son modelo, la mejor forma de abordar la evo-
lucién del sistema inmune es por medio del estudio de los dominios de la componen,
y con diferentes aproximaciones que permitan flexibilidad el momento de anotar sus
arquitecturas proteicas.



5 Anexos

5.1. Capitulo 1: Construcciéon de Pipeline automatizada
para la identificacidn de dominios asociados a
proteinas del sistema inmune de Tunicados

En el primer conjunto se observa cuantas estructuras canénicas de Acyrthosiphon pisum pu-
dieron ser identificadas en los diferentes tunicados, se observa que hay una tendencia en las
estructuras candnicas de especies provenientes de Ensembl a tener un mejor desempeno por
medio de la estrategia Desorden y la combinatoria entre Orden/Drden (OD), acompanada
de un buen numero de predicciones por medio de la estrategia Orden en las especies cu-
yos genomas no provienen de ensembl Brfl,Bosc y textsfOidi, estas mismas tendencias se
observan al evaluar las arquitecturas canénicas de Mus musculus y Homo sapiens, aunque
en el cuadro donde se evalia la arquitectura de Acpi se observa una diferencia significativa
en comparacion con los mamiferos, y es un mayor ntimero de anotaciones por medio de la
estrategia ODB

En contraposicion se observa que las arquitecturas candnicas de las especies Nasonia vitripen-
nis, Apis mellifera y Anopheles gambiae, presentan tendencias similares, donde se destaca la
presencia de las estrategias ODB en alta cantidad, siendo mas preponderante las frecuencias
de esta estrategia en Lach, y a su vez se pueden observar que tanto Ciin, Cisa, y Pema tienen
una anotacién considerable por la misma estrategia. La combinatoria de las estrategias de
Blast y Orden, mostraron ser ttiles en los genomas que no proviene de Ensembl, aunque
en menor medida para textsfApis mellifera, en contraposicién a lo observado en las especies
Acyrthosiphon pisum, Mus musculus y Homo sapiens, hay presencia de anotaciones por medio
de la estrategia DB, pero una reduccién considerable en la estrategia de Orden para las
especies Anopheles gambiae y Apis mellifera pero se ve compensada por la estrategia OB ya
mencionada.

Por 1ultimo se observa que las estructuras canénicas procedentes de Drosophila melanogaster
tienen una tendencia intermedia en comparaciones las dos tendencias previamente escritas,
ya que hay presencia tanto de ODB, D y de OD, esta ultima ausente en los analisis de
Acyrthosiphon pisum, Mus musculus y Homo sapiens pero tiene similaridad con este grupo en
cuanto a que hay ausencia de predicciones por medio de las estrategias OB y O.
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Figura 5-1: Frecuencias de las diferentes estrategias de anotacién: ODB, en las especies
de referencia Mus musculus, Homo sapiens, Nasonia vitripennis, Apis mellifera,
Drosophila melanogaster, Anopheles gambiae y Acyrthosiphon pisum. con las que
se anotaron los genes del SII en cada una los cordados objeto de estudio
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