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RESUMEN

Las actuales metodologias que analizan los datos experimentales obtenidos por
andlisis seriado de expresion génica (SAGE) producen un gran numero de tags no
identificados. Ademas, una fraccion significativa de los tags de SAGE no es
especifica y tiene mdaliiples anotaciones, lo cual produce errores en la
determinacién de los niveles de expresién génica. Finalmente, la consideracion de
la informacion gendmica en el proceso de mapeo de tags experimentales
producidos por SAGE aumenta la posibilidad de descubrir nuevos genes y/o
elementos regulatorios, los cuales pueden estar jugando un rol importante dentro de
la célula bajo ciertas condiciones ambientales.

En esta tesis, se desarrolldé un nuevo método para el proceso de mapeo de tags de
SAGE llamado asignacién génica jerarquica. Este método entrega una anotacién
completa de los potenciales tags de SAGE dentro de un genoma, junto con estimar
una probabilidad de observacion experimental para cada uno de ellos. Se aplicé
esta nueva metodologia al genoma de Saccharomyces cerevisiae, produciendo |la
anotacion mas completa y precisa de tags virtuales actualmente disponible para
este organismo. Luego, se validé y se demostrd la utilidad de este método con
datos de SAGE experimentales. Se contribuye con nuevas pistas y nuevos
resultados obtenidos desde datos ya publicados en experimentos de SAGE en
levadura. Ademas, se presentan los beneficios de usar este nuevo método sobre
genomas mas grandes y complejos, donde esta metodologia sera de mayor
utilidad.

En esta tesis también se implementd un servidor web para el mapeo de tags
experimentales de SAGE. El nucleo de este servidor se basa en la nueva

metodologia descrita. Este servidor reduce en gran medida las asignaciones
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ambiguas de los tags que tienen multiples anotaciones en el genoma, ademas de
facilitar el andlisis de los datos producidos por SAGE.

Finalmente, usando daios de SAGE ya publicados y el nuevo servidor, se
descubrieron nueves genes dentro del genoma de Saccharomyces cerevisiae y se

comenzd el proceso de validacion experimentai para cada uno de elios.
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ABSTRACT

The current methodologies to analyze the experimental data obtained with the
technique of serial analysis of gene expression (SAGE) produce a large number of
non-identified tags. In addition to this, the specificity or differential quality of a
significant fraction of the experimentally observed SAGE tags cannot be assessed
properly, which can lead to errors in the determination of gene expression levels.
Finally, the consideration of genome information in the tag mapping process of
SAGE experiments increases the possibilily of discovering new genes and/or
regulatory elements in the gene-to-protein production process that may be playing
an important role in a living cell under certain environmental conditions.

In this thesis, a novel method for the tag-to-gene assignment process in SAGE,
called hierarchical gene assignment or HGA, has been developed. The method
provides a full annotation of the potential virtual SAGE tags within a genome, along
with an estimation of their confidence for experimental observation. This method
was applied to the Saccharomyces cerevisiae genome, producing the most
thorough and accurate annotation of virtual SAGE tags that is available today for
this organism. This method was then validated, and its usefulness demonstrated,
based on known experimental data. New clues and results obtained from the
analysis of existing SAGE experiments in yeast, which have not been dispatched
yet, are also reported. The benefits of using the hierarchical gene assignment
method on more large and complex genomes, where it will be most useful, are also
highlighted.

In this thesis, a web server for the accurate mapping of experimental tags in SAGE
was also implemented. The core of the server relies on a database of genomic

virtual tags built by the new method developed here. The server attempts to reduce
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the amount of ambiguous assignments for those tags that are not unique in the
genome, along with facilitating the analysis of data from SAGE experiments.

Finally, using published experimental SAGE data and the server implemented here,
new genes are discovered in the Saccharomyces cerevisiae genome and the

experimental validation process for each of them was started.




1. INTRODUCCION

1.1.- La fermentacion alcohélica

Durante el proceso de vinificacién las levaduras estan sujetas a multiples y
cambiantes condiciones de estrés, las cuales incluyen: shock hiperosmético,
limitacion de nutrientes, variaciones de temperatura y toxicidad por altas
concentraciones de etanol.

Para sobreponerse a estas condiciones exiremas, en las levaduras productoras de
vino han evolucionado respuestas metabdlicas que capacitan a la célula a
adaptarse a sus nuevas condiciones ambientales. Estas respuestas les permiten
censar y adaptarse adecuada y oportunamente a los cambios en su ambiente,
permitiéndoles mantener su actividad metabdlica e integridad celular {Bauer &
Pretorius, 2000). Una adaptacién frente a este entorno desfavorable implica una
reorganizacion metabdlica para mantener la actividad celular. A veces, esta
reorganizacion conduce a una reduccién de la actividad celular provocando una
disminucién de la tasa fermentativa generando fermentaciones deficientes, lo que
finalmente resulta en fermentaciones “estancadas” (Walter, 19988). Estas
adaptaciones también involucran cambios en los niveles de expresién génica,
donde un gran nimero de genes varian su expresion significativamente durante
todo el proceso de fermentacién alcohdlica (Rossignol y col, 2003). De esta forma,
obtener los perfiles detallados de expresién génica de la levadura productora de
vino durante la fermentacién alcohdlica permitiria el entendimiento, a nivel
molecular, de los procesos biolégicos de la fermentacion del vino y de la regulacién
de la expresion génica en respuesta a los cambios ambientales. Entendimiento que

finalmente podria servir para optimizar el proceso de vinificacion.




1.2.- Métodos para medir el nivel de expresion génica en

transcriptomas completos

Actualmente los métodos mas cominmente utilizados para medir la expresion de
miles de genes a nivel celular son: 1) Microarreglos de ADN (Schena y col, 1995) y
2) Andlisis seriado de expresidn génica (SAGE) (Velculescu y col, 1995). Ambos
métodos tienen ventajas y desventajas. La mayor ventaja de los microarreglos de
ADN es el tiempo y costo requerido para obtener datos experimentales, cuando el
chip de ADN se encuentra disponible. Entre las mayores desventajas de este
método estan: 1) Su baja reproducibilidad entre experimentos independientes, 2)
Genes para los cuales la sonda no esté disponible, no pueden ser medidos, 3) Los
datos de expresion son obtenidos de tal forma que este método mide la expresion
de genes de forma cualitativa, y no cuantitativa, 4) Baja sensibilidad de deteccién
(transcritos poco abundantes son dificiles de cuantificar) y 5) Baja especificidad
como consecuencia de hibridaciones cruzadas, las cuales pueden provocar la
obtencién de un perfil de expresion génico incorrecto. Por otro lado, los beneficios
de SAGE es que es una técnica cuantitativa, genes no caracterizados pueden ser
medidos, facilitando el descubrimiento de nuevos genes y los transcritos que son
expresados a un bajo nivel pueden ser detectados. La mayor desventaja de la

técnica de SAGE es el tiempo y costos requeridos para su realizacién.

1.3.- Andlisis seriado de expresién génica (SAGE) en levadura durante

la fermentacion alcohdlica

La tecnologia de SAGE ha sido pionera en el uso de secuencias nucleotidicas

cortas, denominadas tags, las cuales son extraidas desde ARN poliadenilado. Las




librerias de tags permiten inferir los niveles de expresién génica a gran escala
(Velculescu y col, 1995), ya que la frecuencia de los tags obtenidos por SAGE es
directamente proporcional a la abundancia del transcrito desde donde estos
provienen.

SAGE ha sido descrita come una poderosa técnica para analizar transcriptomas
completos y puede ser muy eficiente para el descubrimiento de nuevos genes y la
anotacidén de genomas (Caron y col, 2001; Boheler & Stern 2003; Sun y col, 2004;
Tuteja & Tuteja 2004a; Tuteja & Tuteja 2004b; Harbers & Carninci 2005). Su éxito
se basa en la habilidad para medir valores absolutos de expresion génica sin la
necesidad del uso de sondas, previamente conocidas.

Sin considerar los costos de la recoleccién de datos, los antecedentes previamente
descritos posicionan a SAGE como la mejor téchica, actualmente disponible, para
medir la expresion génica a gran escala, razén por la cual se ocupd esta técnica
para cuantificar los perfiles de expresion génica bajo condiciones de fermentacién
vinica en la levadura de vino Saccharomyces cerevisiae EC1118 (Varela y col,
2005). Este estudio permitié analizar la expresién diferencial de genes relacionados
con respuesta a estrés, entre otros, y permitié el descubrimiento de nuevos genes
posiblemente involucrados en los cambios metabdlicos que ocurren durante la
fermentacion alcohdlica en la levadura. Esto debido a que se observd un gran
numero de tags que provienen de regiones intergénicas del genoma de la levadura
secuenciada (tags llamados NORFs, non-open reading frame), e incluso, 324 tags
(20% de todos los tags producidos) ni siquiera mapearon dentro del genoma de la
cepa de Saccharomyces cerevisiae secuenciada. Estos ultimos se denominan tags

NIDs (non-identified tags).




1.4.- Metodologia y desventajas de las actuales asignaciones de tags de

SAGE

1.4.1.- Protocolo de la extraccion de tags en SAGE

La metodologia de SAGE comienza con la digestion del cADN, generado a partir de
una muestra biolégica, con una enzima llamada “enzima ancla” (comunmente Nlalll
cuya secuencia de reconocimiento es CATG) para posteriormente ligar un
adaptador en el exiremo cohesivo que se generd como consecuencia de la
digestion. Este adaptador contiene un sitio de reconocimiento para una
endonucleasa de clase ll, enzima llamada “enzima de etiquetado” y una secuencia
a la que posteriormente se unira un partidor durante los pasos de PCR. Luego una
endonucleasa de clase Il, por ejemplo BsmFl, corta a 14 pares de bases de
distancia rio abajo de su sitio de reconocimiento, produciendo fragmentos de ADN
con extremos cohesivos, los cuales permiten ligar los productos de la digestién,
produciendo ditags. Estos ditags se amplifican por PCR, luego se digieren con la
enzima ancla — para liberar los adaptadores — se concatenan, se clonan y se
secuencian. Desde aqui en adelante, mediante herramientas bioinformaticas, se
extraen secuencias de 14 nucledtidos (secuencias denominadas tags), se
determina la frecuencia de los tags y se determinan los transcritos desde donde

estos provienen (Figura 1).

1.4.2,- Mapeo de tags producidos por SAGE y desventajas de los métodos

actuales que realizan esta tarea

Un paso critico dentro de la metodologia de SAGE es el proceso de asignar cada

tag al transcrito desde donde fue generado, proceso llamado mapeo de tags.




CADN transcrito desde ARN poliadenilado

S TTTTTITTTTITIITIT :

AMAAARAAAAAAIAAA, Siotine
TITTTITITTITIITIT
Biotina
TrrrrrTTTIITITIT
AR AR SO
TIITTITIITITIITIT
1.- Corte con enzima ancla,
por ejemplo Nialll
Bictina
= ST, Seteeptaviding
. Estreptavidioe
TOITTITITITIITTIT
= AMAMAMAMIALL Eotine
B TTITTITTITITITITT
Blotina
B By
wﬂ 2 - Ligacon de adaptadar
AAAAARARAALAAAAA Baotina
S e Estraptavidiae

TTTITIT

-_-:m)mm

TrITTTTTIITITITTT A

3 - Digestion con enzima de etiquetado,

=

Leyenda por giemplo BsmFl
= Sibio de reconocimiento [ grmer =]
de enzima ancla
T e
TR Adaptador
[ porer
NIOIIE  Secuenca partidor
E R R )
= Silio de reconocimmnic
de enzma de ebquetado
4 - Formacion de ditags
L EEERcEsee— D
5.- Ampificacion por PCR.
5 - Digestion con enzima anda.
7 - Concatenacién
8 - Clonacién en vector
9 - Secuenciar concatémeros
10.- Extraer secuencias de lags.
11 - Determinar frecuencias
12 - Mapear tags a genes
Secuencia Frecuencia Gen asignado
10 p53
Eai 134 act1
e 56 eno2
b b el T 456 chord3

Figura 1. Metodologia tipica para la preparaciéon de una libreria de tags en SAGE. Una poblacién
de transcritos poliadenilados son extraidos desde un tejido o tipo celular. Este RNA es transcrito
reversamente para producir cADN de doble hebra. El cADN es digerido con una enzima ancla,
generalmente Nlalll, y los fragmentos mas 3’ son capturados mediante el uso de biotina ligada a el
partidor oligo dT utilizado durante la sintesis de cADN (1). A los extremos cohesivos creados por la
digestion con la enzima ancla es unido un adaptador, el cual introduce un sitio de unién de un partidor
y un sitio de reconocimiento de una enzima etiquetadora, adyacente al fragmento de cADN (2).
Fragmentos que contienen la secuencia del adaptador y una corta secuencia propia del cADN
(secuencia llamada tag) son liberados luego de la digestion con la enzima etiquetadora (3), los cuales
son ligados entre ellos para formar ditags (4). La secuencia del adaptador a ambos lados de los ditags
es utilizada para amplificar por PCR (5). Debido a una re-digestion de los productos de PCR con la
enzima ancla, todos los adaptadores son removidos de los ditags (6) antes de que sean ligados en
grandes concatémeros (7), los cuales son clonados en un vector (8). Los vectores obtenidos son
secuenciados (9), luego mediante herramientas bioinformaticas los tags de 14 nucledtidos son
extraidos (10), sus frecuencias determinadas (11) y finalmente se establecen los genes desde donde
provienen los tags (12).




Actualmente, el mapeo de tags involucra la busqueda de los tags observados
experimentalmente dentro del transcriptoma del organismo desde donde se extrajo
la libreria de tags. Esta estrategia permite solamente asignar parcialmente [os tags,
debido a que las fuentes actuales con datos de transcriptomas estan incompletas
para la mayoria de las especies y organismos. Por lo tanto, una fraccion
significativa de los tags obtenidos experimentalmente permanece no asignada.
Estos tags son llamados o categorizados como NIDs (non-identified). Las bases de
datos comUnmente utilizadas para mapear tags de SAGE (van Kampen y col, 2000;
Lash y col, 2000; Divina & Jiri, 2004) utilizan clusters UniGene (Schuler, 1997) de
ESTs (Expressed Sequence Tags) para asighar los tags experimentales de SAGE
al tag potencial mas 3’ de los transcritos conocidos. Cada cluster UniGene contiene
una coleccion de secuencias expresadas (mRNA bien caracterizados, secuencias
de cDNA y ESTs), las cuales pueden estar representando a un (nico transcrito. Sin
embargo, esta estrategia tiene varias desventajas cuando se emplea para mapear
tags de SAGE. Primero, un mismo gen puede estar representado en mdltiples
clusters resultando en una asignacion ambigua de los tags. Segundo, los ESTs, el
mayor compenente de los clusters UniGene (Lash y col, 2000), tienen una tasa de
error estimada aproximadamente de un 1% (1 en 100 nts), resultando en una tasa
errénea de asignacién de tags cercana al 10% (Lash y col, 2000). Tercero, los
clusters UniGene no contienen la totalidad de los transcritos de un organismo, por
lo que existiran tags que no seran asignados (como en el caso de los genes
hipotéticos). Por ejemplo, estudios de SAGE en humanos mostraron que el 60% de
los tags experimentales no fueron asignados a ningun cluster UniGene (Chen y col,
2002). La correspondencia entre los tags no asignados y los transcritos desde
donde provenian fue demostrada por RT-PCR, donde sobre el 90% de todos los
tags no asignados provenfan de un transcrito verdadero (Chen y col, 2002). Cuarto,

en los clusters UniGene estan representados principalmente los genes mas




abundantes, por lo que detectar genes poco abundantes (por ejemplo, factores de
transcripcion) mediante SAGE usando estas bases de datos es poco probable.
Quinto, mapear tags de SAGE en estas bases de daios no permite el
descubrimiento de genes nuevos, la cual es una de las caracteristicas mas

importantes que posee SAGE.

1.4.3.- Ventajas de la utilizacién de la informacién gendmica para la

asignacion de tags de SAGE

Como se menciondé en el punto 1.3, SAGE puede ser muy eficiente para el
descubrimiento de nuevos genes y anotacion de genomas (Boheler & Stern 2003;
Harbers & Carninci 2005; Sun y col, 2004). Por esta razén, la utilizacion de
informacién gendmica en lugar de informacion del transcriptoma, debe ser usada en
el proceso de mapeo de tags experimentales de SAGE. Esta estrategia soluciona el
problema de estar limitado sélo a los genes que poseen un EST descrito. Junto con
lo anterior, las secuencias genoémicas tienen una baja tasa de error en sus
secuencias, menos de 0.0001% (Adams y col, 2000) y la cantidad de genes
anotados es significativamente mayor que el conjunto de secuencias expresadas
para un organismo. De este medo, la informacidén gendmica constituye una mejor
fuente de informacién para el mapeo de tags de SAGE, permitiendo ademas el
descubrimiento de nuevos genes de una manera mas eficiente. Sin embargo, el uso
de genomas completos para mapear tags representa un desafio bicinformatico
debido a que la complejidad de los grandes genomas hace mas improbable la
existencia de tags unicos, lo que provoca una gran ambigliedad en el mapeo de

cada una de estas secuencias (Wahl y col, 2004).




1.5.- Hipotesis

Considerando todos los antecedentes mencionados, las hipotesis de este trabajo
son las siguientes:

1) La utilizacion de informacién gendmica resultarda en una asignacion de tags de
SAGE mas completa y confiable en comparacién con los métodos existentes.

2) El mapeo de tags de SAGE contra el genoma permitira el descubrimiento de

nuevos genes en levadura.

1.6.- Objetivo general

Desarrollar un nuevo método bicinformatico que permita utilizar los beneficios y
solucionar las dificultades del uso de informacion gendémica para el proceso de

mapec de tags de SAGE.

1.7.- Objetivos especificos

1.- Aumentar la precisién de la asignacién de tags experimentales de SAGE.

2.- Disminuir la cantidad de tags experimentales de SAGE no asignados.

3.~ Disminuir la ambigledad en las asignaciones de tags experimentales de SAGE,
4.- Desarrollar un servidor que utilice las nuevas herramientas desarrolladas en este
trabajo.

5.- Descubrir nuevos genes en levadura que pudieran ser importantes para el
proceso de fermentacién vinica.

6.- Aumentar el eniendimiento de los perfiles de expresidon génica durante

fermentaciones alcohdlicas en levadura.




2. RESULTADOS

2.1.- Mapeo de tags por Asignacién Génica Jerarquica (HGA)

En este trabajo se cred un nuevo método para llevar a cabo el proceso de mapeo
de tags producidos por SAGE. Este método combina informacién gendmica y su
actual anotacién junto con datos experimentales de SAGE anteriores, de modo de
aumentar la precision y reducir la ambigliedad de asignacioén de tags. Este nuevo
método es llamado mapeo de tags por asignacion génica Jerarquica (Hierarchical
Gene Assignment, HGA) y consiste de 4 etapas principales, las cuales son
descritas en detalle a continuacion. Un diagrama de flujo de cada uno de los pasos

involucrados en el HGA es ilustrado en las Figuras 2.1-2.2,

2.1.1.- Paso 1: Extraccion y anotacién de tags potenciales de SAGE en el

genoma

En el genoma completo de un organismo se buscan los sitios de reconocimiento de
la enzima ancla utilizada en SAGE. Luego todos los tags de SAGE potenciales son
extraidos en combinacion con la enzima etiquetadora de eleccidn. Los tags
extraidos de este modo son comparados en pares todos contra todos y la
frecuencia de ocurrencia en el genoma para cada uno de ellos es determinada
(Figura 2.1A, derecha). Por otro lado, las tablas de transcritos, las cuales contienen
las anotaciones de las posiciones de los genes de cada organismo sonh ocupadas
por el método HGA para mapear todos los genes en las diferentes posiciones del

genoma bajo estudio (Figura 2.1A, izquierda).
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Figura 2.1 Primera parte del diagrama de flujo del método HGA. El método consiste principalmente
de 4 pasos secuenciales. A.- Paso 1) Primero, todos los tags potenciales del genoma son extraidos y
comparados, mientras que la frecuencia de cada tag es registrada, junto con su posicién dentro del
genoma. Luego utilizando las tablas de proteinas y ARNs para algin genoma en particular, junto con
la asignacién de los UTRs para los genes, todos los transcritos potenciales y las regiones intergénicas
son extraidas y sus posiciones son almacenadas. Toda la informacién obtenida en este paso es
cruzada produciendo una detallada anotacion de los tags de SAGE virtuales basada en el genoma. B.-
Paso 2) Basandose en la posicion genomica, anotacion y frecuencia de los tags potenciales dentro del
genoma, cada tag virtual es asignado a una de siete clases posibles. Este nuevo esquema de
clasificacién ayuda a asignar una confiabilidad a los tags en las etapas posteriores. Una explicacion
detallada de cada una de las clases de tag esta disponible en la Tabla 1.
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Figura 2.2 Segunda parte del diagrama de flujo del método HGA. A.- Paso 3) Todos los tags de
SAGE experimentales (Tabla 2) son cruzados contra la clasificaciéon de tags virtuales previamente
descrita, y solo los tags experimentales pertenecientes a las clases Platino, Cobre y Hierro son
seleccionados. El conjunto de tags perteneciente a la clase Platino es subdividido en 2 grupos: i)
Aquellos tags que mapean en un transcrito y no estan localizados rio arriba de una regién de
poliadeninas internas y ii) Aquellos tags que mapean en un transcrito y que estan cercanos a un region
de poliadeninas internas. La anotacion genomica y clasificacion de cada tag es utilizada para
determinar su probabilidad de ser observada experimentalmente. Una detallada descripcion de las
funciones de probabilidad que son derivadas de los datos experimentales es mostrada en la figura 3.
B.- Paso 4) La clasificacion generada en el paso 2 es cruzada contra las probabilidades obtenidas en
el paso 3 para producir una asignacion de confianza (alta, baja o indefinida) para cada una de las tags
potenciales dentro del genoma. Esta informacion puede ser utilizada para mapear sin ambigiiedad
tags de SAGE experimentales a los transcritos o regiones genémicas desde donde provienen, junto
con una estimacién de la confianza de la asignacion del tag. Una explicacion detallada de los
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diferentes pasos utilizados durante el proceso del HGA es proporcionada en las secciones resultados
y métodos.

En el caso que las tablas de proteinas de un determinado organismo sélo
especifiquen las regiones codificantes de cada gen y no tengan asignadas las
regiones no traducidas (UTRs) en los extremos 5 y 3' de cada transcrito, es
necesario asignar estas regiones. Una asignacion precisa de estas regiones es
particularmente relevante para el caso de los UTRs 3', debido a que se espera que
una fraccién significativa de los tags producidos por SAGE se produzcan de estas
regiones. El grado de precision con que se pueden asignar los UTRs, depende del
conocimiento del transcriptoma del organismo bajo estudio. Entonces, luego de
asignar los UTRs de todos los genes, las regiones que aln permanecen como
intergénicas son categorizadas en dos clases, dependiendo si en la hebra opuesta
a esta region existe o no un transcrito anotado (Figura 2.1A, medio). Una vez que el
HGA ha completado los procesos anteriores, la informacion gendémica anotada es
clasificada dentro de alguna de las siguientes categorias: 1) Genes conocidos, 2)
genes hipotéticos, 3) Genes no traducidos, 4) Regién intergénica donde un gen se

encuentra en la hebra opuesta y 5) Regién intergénica en ambas hebras.

2.1.2.- Paso 2: Definicidn de clases de tags y sus caracteristicas

La informacion estructurada del genoma generada en el paso 1 es cruzada contra
todos los tags virtuales, generando una anotacion de todos los tags potenciales en
el genoma. Los tags resuitantes son categorizados en alguna de 7 clases, las
cuales dependen de la posicion gendmica, anotacion y frecuencia de ocurrencia de
cada tag potencial en el genoma (Figura 2.1B). La definicién detallada de cada
clase de tag es proporcionada en la Tabla 1. Esta nueva propuesta de

categorizacion facilita la deduccién no sélo del grado de confianza de la asignacion,
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sino que también permite un manejo mas ordenado y facil de la informacién que

produce SAGE.

Tabla 1: Definicion de clases de tags virtuales genémicos producidos por SAGE.

CLASE DE TAG

ID [ NOMBRE DESCRIPCION

Pt | Platino | Tag es tnico en el genoma y mapea un transcrito

Au Oro Tag no es Unico en el genoma, mapea un gen mientras todas sus
anotaciones restantes son intergénicas.

Ag| Plata |Tag es Unico en el genoma pero mapea dos o mas genes sobrelapados
localizados en la misma regidén gendmica.

All Alumini Tag no es lnico en el genoma, mapea un transcrito pero sus ofras

uminio | ocurrencias también mapean otro transcrito localizado en una regién

genomica distinta.

Cu| Cobre |Tag es dnicoen el genomay mapea con una region intergénica.

Fe| Fierro |T2g no es unico en el genoma, pero todas sus ocurrencias mapean un
region anotada como intergénica.

si | silicic |Tag no es dnico en el genoma, mapea un regién intergénica, pero otras

ocurrencias de esa secuencia mapean un transcrito.
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Como un importante complemento de este nuevo esquema de clasificacién, el
meétodo HGA también incorpora dos caracteristicas adicionales de los tags, las
cuales tienen el objetivo de reducir alguna de las distorsiones posibles que pueden
afectar la interpretacion de los resultades de SAGE. Primero, todas las
subsecuencias de 8 o mas adeninas consecutivas dentro de un gen anotado son
identificadas de modo de considerar el posible apareamiento del oligo dT con
regiones de poliadeninas internas de moléculas de ARNSs, apareamiento que puede
ocurrir durante el primer paso del protocolo de SAGE, la transcripcion reversa
(Figura 1). Ha sido demostrado que este proceso ocurre con una alta frecuencia,
causando que cerca del 12% de los ESTs estén truncados debido al apareamiento
del oligo dT en regiones de poli(A) internas (Nam y col, 2002). Asi, aquellos tags
que mapeen dentro de un gen y estén situados cerca y rio arriba de un sitio de
poliadenilacion interno son clasificados por el método HGA como tags ‘cercanos a
poli(A)’ (Para detalles ver materiales y métodos). Los tags que no pertenecen a la
categoria anterior seran clasificados como tags ‘no cercanos a poli(A). Segundo, el
efecto de splicing y su potencial impacto sobre la generacion o modificacién de
secuencias de tags es también considerada por el método HGA. Los tags que
mapean en un gen en el limite exdn-intron son etiquetados como ‘tags potenciales
de splicing’. En este caso, un splicing virtual es generado en el computador y la
nueva secuencia es registrada como ‘tag splicing’. Cada ‘tag splicing' es clasificada
nuevamente siguiendo los mismos criterios mencionados anteriormente. En los
casos donde se produce un nuevo sitio de reconocimiento de la enzima ancla como
consecuencia del splicing, la nueva secuencia del tag es generada v registrada.
Estos tags son clasificados como ‘nuevos tags potenciales’ y su correspondiente
clase es calculada de novo. Los tags restantes son clasificados como ‘tags no

splicing’.
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2.1.3.- Paso 3: Determinacién de los valores de probabilidad para la

observacion de tags a partir de datos experimentales

La clasificacion de tags resultante, junto con las caracteristicas adicionales
mencionadas anteriormente, son utilizadas para seleccionar tags particulares desde
el genoma. Luego, estos tags seleccionados son examinados por su ocurrencia en
datos de SAGE experimentales y descritos en la literatura para algin organismo de
interés. Estos tags permitiran obtener probabilidades de observacion experimental,
probabilidades que posteriormente seran heredadas por todos los tags virtuales
(Figura 2.2A). Los tags seleccionados deben pertenecer a tres clases diferentes:
piatino (Pt), cobre (Cu) y fierro (Fe) (ver Tabla 1 para detalles). Sélo los tags
pertenecientes a estas clases son escogidos debido a que estos pueden ser
asignados sin ambigliedad a un unico transcrito o alguna regién intergénica en el
genoma. De este modo, la probabilidad de que un tag potencial con caracteristicas
especiales sea observado experimentalmente puede ser obtenida. Para aquellos
tags que mapean en un transcrito, son tnicos en el genoma, tienen una Unica
anotacion (tags clase platino) y ademas son clasificados como ‘no cercanos a un
poli(AY', la probabilidad de observarlos experimentalmente en funcién de su posicion
de mapeo dentro del transcrito (desde el fin del UTR3') puede ser calculada. La
posicion donde mapea el tag dentro del transcrito se refiere a la posicién que posee
el tag potencial que es observado experimentalmente, en donde cada tag potencial
tiene una posicion dentro de un transcrito, y siendo el tag potencial mas 3' la
posicion numero 1 (Figura 3A). En este caso, se obtuvieron diferentes valores de
probabilidad dependiendo de la posicién dentro del transcrito donde el tag maped.
De este modo el HGA incorpora el efecto de digestiones incompletas por la enzima
ancla en experimentos de SAGE (la Figura 3B muesira la funcion derivada para

levadura). Por otro lado, para los tags Pt clasificados como ‘cercanos a poli(A)’, un
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sélo valor de probabilidad es derivado desde los datos experimentales. Este valor
representa la probabilidad de obtener un tag experimental como consecuencia del
apareamiento del oligo dT con regiones de poli(A) internas durante la sintesis del
cADN (La Figura 3C exhibe el valor calculado para [evadura). Finalmente, los tags
pertenecientes a las clases cobre (Cu) y fierro (Fe) corresponden a los tags que
mapean a una regién intergénica del genoma, en donde la clase Cu representa a
los tags con secuencias Unicas en el genoma, mientras que la clase Fe agrupa a los
tags con multiples instancias en el genoma. En ambos casos, la frecuencia de
ocurrencia de estas clases de tags en datos experimentales, representan la
probabilidad de que un tag provenga de una region infergénica, de acuerdo a la
actual anotacién de un determinado organismo (La Figura 3C presenta el valor
calculado para levadura). Entones para resumir, a todos los tags potenciales se les
asigna un valor de probabilidad de acuerdo a las regiones gendmicas donde
mapean y a las caracteristicas especificas que ellos tienen. Por ejemplo, los tags
que son asignados a transcritos tendran distintos valores de probabilidad de
acuerdo a la posicién donde mapean dentro de estos y a la proximidad de poli(A)
internos, mientras que los tags que son asignados a regiones intergénicas tendran

un sélo valor de probabilidad.

2.1.4.- Paso 4: Razones de probabilidad para asignar un grado de confianza a

los tags virtuales de SAGE

Las funciones de probabilidad descritas en el paso anterior son luego cruzadas
contra todos [os tags potenciales, lo que finalmente permitira obtener un grado de
confianza de observar experimentalmente cada tag potencial de! genoma (Figura

2.28).
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Figura 3. Frecuencia experimental de observacion de tags producidos por SAGE en levadura.
Las probabilidades de observar un tag en particular en un experimento de SAGE fueron derivadas
desde datos de SAGE experimentales de 8 condiciones de cultivo distintas (Tabla 2). Las barras rojas
corresponden a los datos Var-1, Var-2 y Var-3 obtenidos por Varela y colaboradores (Varela y col,
2005); las barras verdes corresponden a los datos Vel-1, Vel-2 y Vel-3 obtenidos por Velculescu y
colaboradores (Velculescu y col, 1997) y las barras azules corresponden a los datos Kal-1 y Kal-2
obtenidos por Kal y colaboradores (Kal y col, 1999). Los valores promedio de los datos de los ocho
puntos estan mostrados sobre un punto negro. A.- Ejemplo de posicion donde mapea un tag dentro de
un transcrito. Se representan los tags potenciales en color rojo, un tag experimental en color verde y
las posiciones de los tags potenciales con su nimero correspondiente. En este caso el tag
experimental mapea en la posicion dos del transcrito debido a que esa posicion tiene asignado el tag
potencial que tiene la misma secuencia del tag experimental. B.- Este panel muestra los valores de
las probabilidades de observar un tag platino — ‘no cercano a poli(A)’ — de acuerdo a la posicién dentro
del transcrito desde el fin del UTR-3'. Los tags experimentales seleccionados fueron aquellos que
fueron Unicos en el genoma, tuvieron una Gnica anotacién, mapearon a transcritos con regiones no
traducidas (UTRs) 3’ predichas y categorizados como ‘no cercanos a poli(A). Tags platino que
mapearon en transcritos sin un UTR-3' predicho no fueron incluidos en este estudio para evitar errores
en la estimacion de la posicion de los tags. C.- Este panel muestra el valor de la probabilidad de
observar un tag platino clasificado como ‘cercano a poli(A)’. Los tags experimentales seleccionados
para calcular este valor fueron tags platino categorizados como tag ‘cercano a poli(A)’. La probabilidad
de observar un tag que mapee en una region intergénica en el genoma de levadura fue derivada
desde tags experimentales pertenecientes a las clases cobre y fierro (Tabla 1).
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Estos valores de confianza expresan la probabilidad de asignar apropiadamente un
tag experimental a un tag virtual genémico y es representado por el HGA en tres
posibles categorias: 1) Confianza alta, 2) Confianza baja o 3) Confianza Indefinida.

La clase confianza alta significa que un tag tiene una alta probabilidad de ser
correctamente asignado. Todos los tags que son Unicos en el genoma y que tienen
una Unica anotacién son clasificados dentro de esta categoria. En aquellos casos
donde la secuencia de un tag ocurre dos o mas veces en el genoma, [as razones de
las probabilidades entre todas las instancias de ese tag son calculadas. Una
confianza alfa ha sido arbifrariamente definida como por lo menos 5 veces mas
probable que cada una de las otras asignaciones alternativas. El umbral de razén
de probabilidades igual a 5 es un parametro del programa, por lo que puede ser
facilmente modificado. La clase confianza baja es [a opuesta a |la confianza alta, lo
que significa que hay otra alternativa para la misma secuencia del tag que es por lo
menos 5 veces mas probable. La clase confianza indefinida es asignada a aquellos
casos donde no hay una sola anotacién genémica de la misma secuencia del tag
que pueda ser asignada con confianza alta (por ejemplo, entre todas las
ocurrencias de un tag que es observado multiples veces en el genoma, no hay ni un
caso en que una probabilidad de ocurrencia sea por lo menos 5 veces superior
cuando se compara con todas las otras instancias). En estos casos, las distintas
instancias de un tag aun pueden ser ordenadas de acuerdo a los valores de las
razones de las probabilidades que ellas exhiben, opcién que posee el método HGA.
Algunos ejemplos ilustrando como el método HGA asigna la clase de confianza a

los tags, son mostrados en la Figura 4.




19

Asignacion de confianza para tags pertenecientes a la clase Aluminio

A Transcrito 1 Transcrito 2 Transcrito 3
5 43 2 1 1 4 3 2 1

AAA

p=0.347 p=0.021
Confianza Alta Razén de probabilidad = (0.347/0.021) = 16.5 > 5.0 Confianza Baja

B Transcrito 1 Transcrito 2 Transcrito 3

Confianza Baja  Razén de probabilidad = (0.863/0.048) = 18.0 > 5.0 Confianza Alta

Transcrito 1 Transcrito 2 Transcrito 3

Confianza Indefinida Razoén de probabilidad = (0.140/0.048) = 2.9 < 5,0 Confianza indefinida

Transcrito 1 Transcrito 2 Transcrito 3

Confianza Baja Confianza Indefinida Confianza Indefinida

Razén de probabilidad = (0.863/0.021) = 41.1 > 5.0
Razén de probabilidad = (0.863/0.863) = 1.0 < 5.0

Asignacion de confianza para tags pertenecientes a distintas clases

Transcrito 1 Transcrito 2 Transcrito 3

p=0.021 p=0.113
Confianza Baja (Au) Razén de probabilidad = (0.113/0.021) = 5.4 > 5.0 Conflanza Alta (Si)

F Transcrito 1 Transcrito 2 Transcrito 3

p=0.021 p=0.113 p=0.863
Confianza Baja (Al) Confianza Baja (S}  Confianza Alta (Al)
Razon de probabilidad = (0.113/0.021) = 5.4 > 5.0
Razdn de probabilidad = (0.863/0.021) = 41.1 > 5.0
Razén de probabllidad = (0.863/0.113) =7.6 > 5.0

Figura 4: Ejemplos de asignacién de confianza a tags de SAGE por el método HGA. Se muestran
distintos escenarios de asignacion de clases de confianza a tags virtuales gendémicos. Desde los
paneles A hasta D, se ejemplifican asignaciones de confianza para tags clase aluminio. En los paneles
E y F se muestra como se asignan confianzas a diferentes clases de tags. En cada panel los tags
genomicos que comparten la misma secuencia se muestran en colores distintos del plomo. También
se muestra la posicion dentro del transcrito en los casos donde un tag mapea dentro de este. Tags
pertenecientes a la clase ‘cercanos a poli(A)' son identificados por la presencia de una regiéon de
poliadeninas rio abajo de su secuencia. Antes de asignar clases de confianza a los tags, la
probabilidad de observacién experimental de cada instancia de un tag en particular es obtenida de la
Tabla 3. Luego, todas las razones de probabilidad son calculadas utilizando los mayores valores en el
numerador. En aquellos casos donde una instancia de un tag en particular exhibe una razén de
probabilidad mayor a 5 cuando es comparada contra todas las otras instancias, una confianza alta se
le asigna a esa instancia del tag. Las instancias restantes son clasificadas como de confianza baja. La
confianza indefinida es asignada cuando la razén de probabilidades entre dos instancias es menor que
el umbral 5.
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2.2.- Aplicacion del método HGA al genoma de levadura

En el caso de Saccharomyces cerevisiae, sus tablas de proteinas sélo especifican
las regiones codificantes de cada gen (genes verificados, dudosos y hipotéticos),
mientras que las regiones no traducidas (UTRs) en los extremos 5§ y 3’ de los
genes no estan anotadas, razén por la cual es necesario asignar estas regiones.
Para levadura, aproximadamente el 50% de sus genes conocides tiene un UTR 3’
predicho con alta exactitud. Esta predicciéon se basa en la identificacién de sefiales
de poliadenilacién rio abajo del codén de término (Graber y col, 2002). Para
aquellos casos donde la asignacién del UTR 3' no estaba disponible, un largo fijo
fue asignado. Todos los autores que han reportado experimentos de SAGE en
levadura han asignado arbitrariamente un largo fijo de 500 nts rio abajo del coddn
de término, en la ausencia de un gen anotado a una distancia mas corta. En este
trabajo se sugiere que para estimar el largo de los UTR 3' de genes que no poseen
informacién de esta regién, se deberfa ocupar informacion experimental o predicha
de los UTRs 3' para estimar un largo fijo. Se decidié asignar un largo fijo de 370
nucledtidos rio abajo del coddn de término, a los genes que no tuvieran un UTR 3'
predicho, debido a que sobre el 85% de los UTRs 3' predichos de levadura son de
una longitud menor que este largo asignado (figura 5).

Una vez que todos los UTRs 3' fueron asignados a sus respectivos genes, el
metodo HGA completa la anotacidén de los transcritos con la asignacién de los
UTRs &'. En el caso de levadura, poco se conoce acerca de los UTRs &, pero en
este trabajo se asignd a esta region un largo fijo de 100 nts. Esto, debido a que
mas del 95% de los tags experimentales que mapean dentro del UTR 5' son
observados a una distancia menor de 100 nts desde el codén de inicio del marco

abierto de lectura (Zhang & Dietrich, 2005).
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Figura 5: Histograma de largos de UTRs 3’ de levadura. Grafico generado a partir de los datos de
Grabery col, 2002.
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Luego de este punto, los genes conocidos e hipotéticos han sido anotados o mas
precisa y completamente posible (Figura 2.1A). Luego, tablas de ARN son utilizadas
para mapear y asignar los transcritos no traducidos al genoma. Esta caracteristica
del HGA es nueva, debido a que trabajos anteriores en SAGE no han utilizado
explicitamente informacién proveniente de transcritos no traducidos para mapear
tags experimentales. De hecho, la mayoria de los transcritos no traducidos no
contiene colas poli(A}, y por lo tanto, no deberian ser observados en experimentos
de SAGE. Sin embargo, un estudio reciente demostré que algunos ARNs
ribosomales de levadura son poliadenilados, incluso en la ausencia de las sefiales
de poliadenilacién canénicas (Kuai y col, 2004).

Como se sefala en la secciéon 2.1.2, apareamiento del oligo dT a secuencias
poliadeniladas internas durante la transcripcion reversa ocurre con una alta
frecuencia (Nam y col, 2002), por lo que todos los tags cercanos y rio arriba de una
region de poli(A) interna fueron categorizados como ‘cercanos a poli{A) (Para
detalles ver materiales y métodos). Por lo tanto, se incluyeron transcritos no
traducidos e informacién de regiones de poli(A) internas a la anotacion del genoma
de levadura para la construccién de la librerfa virtual de tags de SAGE en levadura.

Como se menciond en el -punto 2.1.3, ciertos tags virtuales gendmicos son
buscados por su ocurrencia en librerias de tags de SAGE experimentales,
procedimiento que permite extraer la probabilidad de observar experimentalmente
cada tag potencial del genoma. Para el caso de levadura, todos los experimentos
de SAGE en levadura descritos hasta hoy se encuentran listados en la Tabla 2. La
probabilidad de obtener un tag de SAGE en levadura de acuerdo a la posicion
dentro de los transcritos se mostré en la Figura 3B. Los tags experimentales
seleccionados para determinar estos valores de probabilidad son los tags de clase

Pt y etiquetados como ‘no cercanos a poli(A)'.
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Tabla 2: Librerias publicadas de tags de SAGE experimentales de Levadura.

1D TAGs UNICOS DESCRIPCION REFERENCIA

Var-1 008 Fase exponencial durante el proceso de (Varela y col, 2005)
fermentacién vinica

Var-2 725 Fase estacionaria temprana durante el (Varela y col, 2005)
proceso de fermentacién vinica

Var-3 641 Fase estacionaria tardia durante el (Varela y col, 2005)
proceso de fermentacion vinica

Vel-1 2.228 Crecimiento logaritmico {Velculescu y col, 1997)

Vel-2 2.341 Detenido en fase S {Velculescu y col, 1997)

Vel-3 2.154 Detenido en limite de G2/M (Velculescu y col, 1997)

Kal-1 1.268 Levadura nativa crecida en cleato (Kal y col, 19989)

Kal-2 649 Levadura muiante Pip2/foafi crecida en (Kal y col, 1999)

oleato
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La probabilidad de observar un tag generado de una regidén clasificada como
intergénica (probabilidad establecida considerando solo los tags pertenecientes a
las clases Cu y Fe) en el genoma de Saccharomyces cerevisiae es ilustrada en la
figura 3C, y corresponde a un 11.3%. En esta figura también es ilustrada la
probabilidad de obtener un tag experimental clase Pt y categorizado como ‘cercano
a poli(A)', probabilidad que corresponde a un 34.7%. Las razones de las
probabilidades de todas las posibles combinaciones de las diferentes categorias

generadas en este trabajo son mostradas en la Tabla 3.

2.3.- Anotacién de los tags virtuales gendmicos de SAGE en levadura

por el método HGA

Se aplicé el método HGA al genoma entero de Saccharomyces cerevisiae (Tabla
4). Se encontré que el 80% de los 76.826 tags potenciales del genoma son Unicos
(tags clases platino y cobre). 54% de los tags potenciales mapearon a regiones
intergénicas y el 46% restante a las regiones anotadas como transcritas. Cerca del
60% de estos tags intergénicos tenian un gen anotado en la hebra opuesta, aunque
esto se esperaba debido a la alta densidad de regiones codificantes presentes en el
genoma de levadura.

Cuando el HGA fue aplicado al genoma de levadura, 82% de todos los tags
virtuales fueron clasificados como de alta confianza, reduciendo la ambigtiedad en
un 2% dentro de los tags que no son Unicos en el genoma, tags que abarcan el
20% de los tags unicos. Por lo tanto, se alcanzdé un beneficio cercano al 10%
cuando se utiliza el HGA para reducir la ambigitedad de los tags virtuales no Unicos

en este genoma.
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Tabla 3: Razones de probabilidad para las asignaciones jerarquicas de tags en el

genoma de levadura.

TAG

Transcritos sin sitios de poliadenilacion intermo [C27cand

POMAN ntergénico
Posicién de tag en el transcrito
1 2 3 4 5 >=6 X N.A
h’fob.bi i 0,863 | 0,140 | 0,048 | 0,021 | 0,021 | 0,018 | 0,347 0,113
1 0,863 =5
2 0,140 0,16 0,40 4--5
3 0,048 006 | 034 0,14 0,42 3
4 0,021 002 | 015 | 044 0,06 0,18 2-3
5 0,021 002 | 015 | 044 0,06 0,18 1-2
>=6 0,018 002 | 013 | 039 | o088 | o088 0,05 0,16 01
Cercano a poli(A)| 0,347 0,40 0 3,07
intergénico | 0,113 013 | o8 0,33

Las razones de probabilidades entre todos los tipos de tags son calculadas en base a las ocho
probabilidades calculadas para la observacion de tags experimentales mostrada en las figuras 3B-C.
Estas probabilidades estan incluidas en la quinta fila y en la segunda columna de la tabla, mientras
que la descripcion del tipo de tag es mostrada en la segunda, tercera fila y en la primera columna de la
tabla. Las razones de probabilidades son calculadas al considerar en el numerador la probabilidad de
un tipo de tag mostrado en cada fila; la correspondiente probabilidad del tipo de tag mostrada en cada
columna es utilizada en el denominador.
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Como se presume, [a mayoria de los tags virtuales que mapearon en un transcrito
anotado se encontraban en la regién codificante (80%), mientras que un 15%
maped en los UTRs 3’ y solo un 5% fue encontrado en los UTRs 5, Estos
resultados se correlacionan con los largos observados de estos elementos. Sélo
una pequefia fraccién de los tags viriuales se encuentra en intrones (1%), mismo
porcentaje de tags virtuales que se encuentran en genes no traducidos. Muy pocos
tags potenciales se encuentran en el limite exon-intrén (0,02%), totalizando 13
nuevas secuencias de tags generadas debido a splicing in sifico. El nimero total de
tags virtuales versus posicién del tag dentro del transcrito muestra una relacion
linear inversa, como es de esperarse, debido a que las posiciones de los tags
dentro de los transcritos se correlaciona con el largo de los genes, por ejemplo gran
cantidad de genes tendréan tags en la posicion 1 en comparacion con los genes que
tendran tags en la posicion 10.

Cuando los tags virtuales Unicos del genoma fueron considerados, tags que
representan los tags potenciales que pueden ser observados por un experimento de
SAGE, los resultados anteriores permanecen sin variaciones para la mayoria de las
categorias de tags (Tabla 4, columnas derechas). Las unicas clases de tags que
mostraron diferencias significativas en comparacién con los resultados
mencionados anteriormente involucran clases y confianzas de tags. En el primer
caso, la fraccion de tags pertenecientes a las clases platino y cobre, clases que
representan tags Unicos en el genoma, aumentan. Las otras clases de tags
disminuyen por lo menos dos veces en proporcién a la anotacion del genoma
completo, debido a que la mayorfa de los tags no unicos estan repetidos dos veces

en el genoma,
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Tabla 4: Anotacidén de tags de SAGE virtuales de levadura segtn el método HGA,

Todos los tags Tags Unicos

Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje
Clases
Platino (Pt) 28.948 3768 28.948 43,40
Oro (Au) 2.075 2,70 815 1,22
Plata {Ag) 363 0,47 143 0,21
Aluminio (Al) 4,139 5,39 1.580 2,37
Cobre {Cu) 31.844 41,45 31.844 47,74
Fierro (Fe) 6.417 8,35 2.037 3,05
Siliclo (S) 3.040 3,96 1.336 2,00
Confianza
Alta 62.780 81,72 62.780 94,12
[ndefinida 11.082 14,42 3.923 5,88
Baja 2.964 3,86 0 0,00
Contexfo transcrifo
UTRS 1.669 4,70 1.481 4,70
ORF (CDS) 28645 80,63 25.049 79,56
UTR3 5.211 14,67 4,956 15,74
Intergénico y transcritos
Intergénico 41.301 53,76 35.217 52,80
Opuesto a transcrito 30.208 38,32 27.407 41,08
Completo en transcrito 35.172 45,78 31.143 46,69
Parcial en transcrito 353 0,46 343 0,51
Total transcritos 355625 48,24 31.486 47,20
Intrones
Intron 380 1,07 212 0,67
No intrén 35.145 98,93 31.274 99,33
Cercano a poli(A)
Cercanos a poli{A) 1.606 4,52 1.541 4,89
No cercanos a poli(A) 33.918 95,48 29.945 95,11
ARNSs no traducidos
ARNs no mensajeros 367 1,03 203 0,64
Splicing
Tags medificados por splicing 13 0,02 12 0,02
Posicién del tag en transcrito
Posicion 1 6.415 18,06 6.156 17,48
Posicion 2 5733 16,14 5.423 15,40
Posicion 3 4,943 13,91 4.306 12,23
Posicion 4 4,054 11,41 3.542 10,06
Posicién 5 3.217 9,06 2.787 7.91
Posicién 6 2.537 714 2.186 6,21
Posicidn 7 1.965 5,53 1672 475
Posicion 8 1.516 427 1.267 3,60
Posicion 9 1.163 3,27 972 2,76
Posicion 10 894 2,52 754 2,14
Total
Total 76.826 100,00 66.703 100,00
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En el caso de las confianzas de los tags, el numero {otal de tags con confianza alta
permanece igual, pero la fraccion de esta clase de tags aumenta un 12% debido a
que el namero total de tags virfuales es menor, ya que la mayoria de los tags no
unicos son descartados. La proporcion de tags con confianza indefinida disminuye
en aproximadamente un 9% porque muchas instancias de los tags repetidas fueron
eliminadas. En los casos donde un tag tiene multiples instancias en el genoma y
una de ellas tiene confianza alta o indefinida, las instancias con confianza baja no
son consideradas debido a que sdlo sus contrapartes de confianza alta o indefinida

son asignadas.

2.4.- Mapeo de tags de SAGE experimentales de levadura confra la

anotacion generada por el método HGA

Se colectaron todos los datos publicados de experimentos de SAGE en levadura
(Tabla 2). Luego se usd la anotacién de los tags virfuales generada por el método
HGA, para este organismo, para asignar todos los tags experimentales (Tabla 5).
Algunos de estos resultados contribuyeron a validar el método HGA. Primero, entre
el 82 y 90% de los tags experimentales mapearon a transcrifos y no a regiones
intergénicas, como es de esperarse para un organismo con tan completa anotacién.
La mayoria de estos tags pertenecieron a las clases platino, aluminio y oro.
Segundo, una gran fraccién de estos tags fueron asignados a regiones codificantes
y UTR-3' de transcritos y sélo unos pocos mapearon en UTRs §'. Para todos [os
casos, mas del 91% de los tags experimentales, que mapearon en el genoma,
fueron clasificados con confianza alta de acuerdo a la anotacién del HGA. Estos

hechos sugieren que el método HGA es confiable. Por otro lado, hay algunos
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hechos interesantes, nunca antes observados, vinculados a datos de SAGE

experimentales que se presentan en este trabajo.
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Tabla 5: Asignacién de tags de SAGE experimentales en levadura utilizando el

método HGA.
Varela Velculescu Kal
Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje

Clases

Platino (Pt) 884 69,44 2187 72,88 993 75,17
Oro (Au) 54 4,24 134 4,47 68 5,15
Plata (Ag) 5 0,39 12 0,40 5 0,38
Aluminio (Al) 112 8,80 255 8,50 139 10,52
Cobre {Cu) 183 14,38 304 10,13 82 6,21
Fierro (Fe) 28 2,04 75 2,50 23 1,74
Sllicio (Si) 9 0,71 34 1,13 11 0,83
Confianza

Alla 1.177 92,46 2.756 91,54 1.204 91,14
Indefinida 96 7.54 245 8,16 117 8,88
Posicién dentro de

transcrito

Primera posicién 665 67,36 1586 65,16 799 71,66
No primera posicion 322 32,64 848 34,84 316 28,34
Contexto transcrito

UTR5 15 1,52 29 1,19 14 1,26
ORF (CDS) 574 58,16 1.699 69,80 693 62,15
UTR3 398 40,32 706 29,01 408 36,59
Intergénicos y

transcritos

Intergénico 190 16,14 322 11,68 89 7,39
Opuesto a transcrito 140 11,89 255 9,25 60 498
Completo en franscrito 973 82,67 2.407 87,34 1.098 91,20
Parcial en transcrito 14 1,19 27 0,98 17 1,41
Total transcritos 987 83,86 2434 88,32 1.115 92,61
Intrones

Infron 6 0,61 5 0,21 1 0,09
Cercano a polifA)

Cercanos a poli(A) 70 7,09 189 7,76 73 6,65
ARNSs nio

traducidos

ARNSs no mensajeros 12 1,22 7 0,29 5 0,45
Splicing

Tags modificados por

splicing 1 0,08 1 0,03 4 0,30
Total

Tota! 1.273 100,00 3.001 100,00 1.321 100,00
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Primero, aunque hay pocas instancias, se encontraron tags que mapearon a
intrones en todos los experimentos de SAGE reportados. Segundo, en todos los
experimentos de SAGE una fraccién significante de tags experimentales esta
localizada cerca de un poli(A) interno. Tercero, en todos los experimentos
reportados, tags de SAGE mapearon a genes no traducidos. Casi todos estos
lltimos casos corresponden a tags clasificados como ‘no cercanos a poli(A)' y
mapean en la primera posicién dentro de los ftranscritos, sugiriendo que
poliadenilacion en el extremo 3' ocurre frecuentemente en ARNs ribosomales.
Cuarto, de manera analoga a lo observado en infrones, tags generados como
consecuencia de splicing fueron observados en todos los experimentos de SAGE.
Esta es la primera vez en que tags de SAGE experimentales son mapeados a tags
potenciales provenientes de splicing desde un genoma. Quinto, una fraccién
significante de tags de SAGE experimentales mapean a regiones del genoma que
actualmente estan anotadas como intergénicas. Aunque este hecho ya ha sido
previamente observado, debe mencionarse que es la primera vez que este analisis
es llevado a cabo considerando grados de confianza de los {ags, asl otorgando una
vision mas precisa de estos casos. Estos tags intergénicos podrian representar
nuevos genes no descritos aun en levadura. Por lo que utilizando la anotacién
basada en el HGA, ahora ellos pueden ser facilmenie ordenados de acuerdo a su
grado de confianza, lo cual facilita y permite optimizar futuros experimentos que
permitan el descubrimiento de estos posibles nuevos genes.

Finalmente, una gran fraccién de los tags experimentales que mapearon en una
region intergénica tienen un gen anotado en su hebra opuesta. Estos tags podrian
corresponder a nuevos genes o a nuevos elementos regulatorios, como ARNs
antisentido (Quere y col, 2004; Shena y col, 1995). El mapeo genémico detallado
hasado en el método HGA de todos los tags experimentales disponibles de

levadura esté disponible como material suplementario.
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2.,5.- Comparacion entre las asignaciones experimentales previas de

tags de SAGE y la anotacion realizada por el método HGA

Se compararon las asignaciones de tags de SAGE experimentales realizadas por
los autores de los diferentes experimentos de SAGE en levadura (Tabla 2) con las
efectuadas por el método HGA (Tabla 6). Cuando se consideran todos los tags de
SAGE experimentales por autor, entre 8 y 10% de las asignaciones ambiguas
pudieron ser clasificadas como no ambiguas por el método HGA. En estos casos,
los autores de los experimentos de SAGE asignaron un tag a dos o mas genes,
mientras que el HGA asignd estas mismas secuencias de tags a un sélo gen con
una alta confianza. Cuando se calcula la ganancia de asignaciones no ambiguas
realizada por el HGA, considerando s6lo los casos con ambigliedad (por ejemplo,
aquellos tags con multiples asignaciones realizadas por los autores)
independientemente de la clase del tag, los porcentajes obtenidos son altamente
significativos (Figura 6). Para los tags de las clases oro, aluminio y silicio, se logré
desde un 57 a un 70% de ganancia de asignaciones no ambiguas. Por lo que, la
reduccién de la ambigledad en la asignacion de tags, cuando se ocupa HGA es
relevante, La ganancia de alrededor de 16% obtenida para los tags clase plata es
baja, debido a que en la mayoria de estos casos todas las instancias de una
secuencia de un tag plata mapean en las primeras posiciones de cada transcrito.
Sin embargo, esta clase de tag es la menos abundante, por lo que tiene un
pequefio impacto en el valor absoluto de la ganancia que se logra. Por otro lado,
también se encontraron algunas asignaciones confiictivas, entre la asignacion
original y la desarrollada en este trabajo (Tabla 6). En el caso de los tags
pertenecientes a la clase platino, los autores asignaron un gen distinto del asignado

por HGA,
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Tabla 6: Comparacién de las asignaciones de los tags de SAGE experimentales de

levadura.

Varela

Velculescu Kal

Frecuencia Porcentaje
Asignaciones realizadas por autores

Frecuencia Porcentaje

Frecuencia Porcentaje

Anotacion Unica 1.067 83,82 2.491 83,01 1.074 81,30
Anotaciones
multiples 206 16,18 510 16,99 247 18,70
Asignaciones realizadas por el método HGA
Anotacién unica 1.177 92,46 2.756 91,84 1.204 91,14
Anotaciones
multiples 96 7,54 245 8,16 117 8,86
Ganancia de asignaciones no ambiguas realizadas por el método HGA
Ganancia 110 8,64 265 8,83 130 9,84
Asignaciones conflictivas (entre las asignaciones realizadas por los autores y el método HGA)
Confianza alta 69 5,42 154 513 115 8,71
Clase platino 41 322 90 3,00 36 2,73
Clase cobre 28 2,20 64 2,13 79 598
Namero total de asignaciones
Total 1.273 100,00 3.001 100,00 1.321 100,00
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Figura 6: Ganancia de asignaciones no ambiguas realizadas por el método HGA. El porcentaje
de casos donde los otros autores asignaron dos o mas genes a un tag, mientras que el método HGA
asigno la misma secuencia del tag experimental a una sola regién con alta confianza es graficado
independientemente para cada clase y para cada una de las publicaciones de los experimentos de
SAGE en levadura. Barras rojas corresponden a los datos acumulados de los experimentos de Var-1,
Var-2 y Var-3 (Varela y col, 2005); las barras verdes corresponden a los datos acumulados de los
experimentos de Vel-1, Vel-2 y Vel-3 (Velculescu y col, 1997); y las barras azules corresponden a los
datos acumulados de los experimentos de Kal-1 y Kal-2 (Kal y col, 1999). En los casos de tags
pertenecientes a la clase silicio, el método HGA los asigné a una sola region intergénica, mientras que
los otros autores asignaron estos tags a las instancias de los genes anotados.
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La pequefia cantidad de asignaciones conflictivas de esta clase de tags contribuye
a validar el método HGA. Para los tags pertenecientes a la clase cobre, en la
literatura se asignaron algunos tags de esta clase a genes, mientras que segln el
HGA estos corresponden a regiones intergénicas. La mayoria de estas
asignaciones conflictivas son debido al distinto largo asignado al UTR-3' entre los
distintos autores (largo fijo de 500 nucledtidos) y el HGA (largo variable, con un
valor maximo de 370 nts para los casos donde en gen no tiene un UTR-3'

predicho).

2.6.- Caracterizacion de las proteinas hipotéticas observadas por SAGE

durante la fermentacion alcohdlica

El mapeo de tags realizado por el método HGA depende en sus inicios de la
disponibilidad y de la calidad de las tablas de protelnas anotadas para cada
organismo (Figura 2.1A). En el caso de levadura, sus tablas de proteinas son
bastante completas y ain asi algunas descripciones de genes hipotéticos y
dudosos no estan disponibles. Esto es atin mas evidente en las tablas de proteinas
de organismos cuyos genomas estan parcialmente anotados, por ejemplo Xenopus
fropicalis, y en tablas de proteinas de ciertas bases de datos donde los genes
hipotéticos no tienen ninguna descripcion, por ejemplo las tablas de proteinas de
NCBI. En vista de lo anterior y para asignar lo mas completamente posible los tags
de SAGE experimentales, se desarrollé un programa computacional que permite
superar estas limitaciones. De modo de aumentar el conocimiento con respecto a
los perfiles de expresion génica durante la fermentacidn alcohdlica, se ejecutd este
programa utilizando como archivo de entrada aquel que contiene las secuencias en
formato FASTA de todos los genes sin descripcion, generalmente genes hipotéticos

y dudosos, que se expresan durante la fermentacion alcoholica (Varela y col, 2005).
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Los genes hipotéticos que originaron tags clase platino, que mostraban los mayores
porcentajes de identidad y que sobre el 70% de su secuencia se alineaba con

alguna proteina conocida se ilustran en la Tabla 7.

2.7.- SAGExplore, una aplicacion web basada en el método HGA

Para hacer el método HGA disponible para toda la comunidad cientifica, se creé el
servidor web llamado SAGExplore. Este servidor (Figura 5) permite el mapeo de
tags de SAGE contra la anotacion de todas las tags de levadura llevada a cabo
previamente por el método HGA. También permite estimar a priori los resultados de
SAGE para algun organismo en particular, lo que finalmente permite el disefio
adecuado de un experimento de SAGE. El servidor esta construido sobre una base
de datos producida por el método HGA y tiene caracteristicas que permiten el facil y
répido manejo de datos experimentales de SAGE. También ofrece muiltiples
representaciones graficas que facilitan en gran medida el andlisis de los datos
experimentales. Junto con lo anterior, posee herramientas que permiten el analisis
de secuencias, como por ejemplo, la base de datos esta ligada directamente a la
aplicacidon BLAST de NCBI, permitiendo asi el alineamiento de cualquier regién de
interés del genoma contra la base de datos de Genbank, entre otras muchas

caracteristicas.

2.7.1.- Genome explore, una herramienta de SAGExplore que permite explorar

genomas en términos de los tags potenciales que se observarian por SAGE

Uno de los enlaces que posee SAGExplore es ‘Genome explore’ (Figura 5a),
pagina que permite examinar el genoma de un determinado individuo basandose en

los tags de SAGE potenciales clasificados por el método HGA.
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Tabla 7: Caracterizacion de genes hipotéticos que se expresan durante la

fermentacion alcohdlica.

TAG Locus Exp' Early’ Llate’® ID*  a-value Descripcion
CATGTCARARCATCC  YLR327C ] 4 41 100 1,0E-180 ATP synthase regulating factor
Related to 2, 5-diketo-D-gluconic acid reduciase
CATGTAGCTTTTTC  YJRO9BW <] 21 3 948 3,0E-25 [Neurospora crassal
CATGTATGTCGGTS  YFROOBW 3 17 0 756 6,0E-70 Prolidase [Aspergillus nidulans]
CATGTTATCAGAGG  YNRO3IBC 3 B8 13 67,6 7,0E-068 Ribosomal protein S12 [Solanum nlgrum]
CATGGGTGGCGAGG  YGR2ZIOC 0 0 10 851 4,0E-25 S;st',g']“d‘“g protein [Schizosaccharomyces
CATGAGACRARCTT  YJL200C 0 0 6 60,0 0,0E+00 sgr?lrgt;te hydratase [Schizosaccharomyces
CATGACACCIGCTG  YPLOBSW O 0 6 587 1,0E-132 sngg:f oxidorsductase [Schizosaccharomyces
y Putative cystathionine gamma-synthase
CATGTATAGGTCRA YHR112C 4] 0 6 §3,1 6,0E-88 [Schizosaccharomyces pombe]
Related to 2, 5-diketo-D-gluconic acid reductase
CATGCARGAAGCGG  YJRO96W 0 4 3 §1,2 20E-74 [Neurospora crassa]
CATGTRRATATGTT YGLOBBW 6 0 3 50,5 7,0E-86 6035 ribosomal protein L7
_ Mitochondrial ribosomal protein L36; putative
CATGARACCGTCCC  YPL183W-A 3 4 3 466 10E154 oot At-Interacting protein [Homo sapiens]
CATGARACCGTECC  YPL183W-A 3 4 3 456 2,0E-32 Ribosomal protein L36 [Deinococcus radiodurans]
CATGCGACCATCET  YKL1OTW 8 8 o 455 4,0E-32 Probable oxidoreductase protein [Ralstonia
solanacearum}
g Putative diphthamide synthesis protein
CATGCGATTGAATA  YIL103W [ 8 0 454 2,0E-79 [Caenorhabditis elegans]
CATGCATACTCTAT  YKLO91C 6 4 0 452 2,0E-09 SEC14 cytosolic factor (Phosphatidylinositol)
CATGATTCTCTTTT  YNL200C 3 4 0 443 3,0E-77  apoA-l binding protein [Homo sapiens]
CATGCTGATTACGG  YGL101W 3 4 0 437 1,0E-60 Similar to CGI-130 pratein [Homo sapiens]
% Putative 2-hydroxyacid dehydrogenase
CATGGTTGTGRATA  YNL274C 1] 8 0 43,7 3,0E-77 [Schizosaccharormyces pombe]
CATGTTARTGARRA  YBLO3BC 6 0 0 43,7 1,0E-60  Proline synihetase co-transcribed [Mus musculus)
Protein with Glutathicne S transferase domain
CATGGCTGTGACTT YMR251W 6 o 0 433 30E-57 [Schizosaccharomyces pombe]
. Dienelactone hydrolase family protein
CATGCGTTCATCCG  YDLOBEW O 8 0 424 1,0E-125 [Shewanella cneidensis MR-1]
3 Yeast hypothetical protein YEYSE like
CATGCAGCAGGTTT YER156C 3 4 0 424  2,0E-44 [Caenothabditis elegans]
Short chain dehydrogenase
CATGGTATTCCTGA  YIR035C 3 8 0 422 2,0E-684 [Schizosaccharomyces pombe]
3 X Haloacid dehalogenase-like hydrolase
CATGCTGTTTTGGS  YKLO33W-A 0 8 0 421 2,0E-29 [Schizosaccharomyces pombe]
Similarity to phosphomannomutases
CATGATAARGGATGS  YMR278W 3 4 o] 41,4 5,0E-95 [Schizosaccharomyces pombe)]
Probable leukotriens a-4 hydrolase
CATGCAATCGAGGC  YNLO45W 3 4 0 40,5 7,0E-66 [Schizosaccharomyces porbe]
CATGTAACATTGTC YORODBC 6 O 0 404  1,0E27 ﬁfﬁf&&gﬁ'“” CDNA 0610007P22 gene [Mus
CATGCAGCAATTTA  YPRO04C 8 0 0 402  1,0E-40 Electron transfer flavoprotein alpha-subunit

[Brucella melitensis]

! Frecuencia del tag durante la fase exponencial de la fermentacion alcohélica.

? Frecuencia del tag durante la fase estacionaria temprana de la fermentacion alcohélica.
Frecuencia del tag durante la fase estacionaria tardia de la fermentacién alcohélica.

* Porcentaje de identidad calculado por Blast.
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Figura 5: Algunas paginas de SAGExplore. Todas estas paginas estan basadas en la anotacion
producida por el HGA y en informacion experimental provista por el usuario. A.- Pagina de
SAGExplore, llamada ‘Genome mapping’, que permite mapear los tags experimentales producidos por
SAGE mediante la anotacién generada por el HGA. Esta pagina tiene los mismos 4 primeros pasos
que la pagina ‘Genome explore’. Junto con mapear los tags experimentales, este formulario también
permite seleccionar varias caracteristicas propias de la clasificacion del HGA y el contexto genémico
de los tags. Por ejemplo, permite seleccionar tags de alguna clase particular o seleccionar tags que
mapeen en regiones intergénicas, UTRs, cerca de poli(A) internos, etc. B.- Tabla que se genera luego
que SAGExplore asigna todos los tags experimentales a sus respectivas regiones genémicas. Esta
tabla tiene los mismos campos que la tabla que genera la pagina ‘Genome explore’ luego de haber
seleccionado la regién genémica que se quiere explorar, excepto por los dos ultimos campo
(frecuencia del tag e informacién experimental). Los paneles C, D y E se generan desde esta tabla. C -
Ventana que muestra la secuencia nucleotidica del tag seleccionado y sus regiones flanqueantes. En
el caso de que el tag seleccionado se encuentre dentro de un transcrito, esta opcién mostrara la
secuencia de los UTRs (color azul) y del ORF que posee el tag seleccionado, la secuencia del tag
estara con letra negrita y subrayada. Cuando el tag seleccionado se encuentra en una regién anotada
como intergénica, esta ventana presentara la secuencia del tag junto a los 500 nts rio arriba y abajo de
su secuencia. Esta caracteristica de SAGExplore es principalmente util para disefiar partidores que
amplifiquen la regién que contiene el tag (por ejemplo, para comprobar que una regién anotada como
intergénica se expresa) y porque estas secuencias se pueden alinear automaticamente contra la base
de datos de proteinas no redundantes de NCBI. D.- Ventana que muestra todas las caracteristicas que
el metodo HGA asigna a los tags. E.- Opcion que permite ver el contexto genémico de un determinado
tag. Esta vista grafica proporciona una visién nunca antes apreciada, que permitira aumentar la
comprensién acerca de la produccion de tags experimentales de SAGE. F.- Mapa de expresion
cromosomico que muestra las frecuencias de los tags experimentales, suministrados por el usuario,
Versus su posicién en el cromosoma.
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Esta pagina permite extraer los tags potenciales mediante una combinacién de los
siguientes pasos: 1.- Eleccién del organismo de estudio, 2.- Eleccién del par
enzimatico, enzima ancla y la enzima etiquetadora (este punto es importante debido
a que la enzima etiquetadora determina el largo del tag). Por ejemplo, existe una
variacidn del SAGE fradicional llamada LongSAGE (Saha y col, 2002) donde
utilizando la enzima etiquetadora Mmel se producen tags de 21 nucleétidos, 3.-
Eleccién del umbral de la razén de las probabilidades que se considerara para
estimar las confianzas de asignacion de cada tag, 4.- Seleccién de las categorias y
el contexto genomico de los tags que se quieren analizar, 5.- Seleccion de la regién
genomica desde donde se extraeran los tags y 6.- Ingreso de datos de acuerdo a lo
escogido en el punto 5. Una vez completados todos los pasos anteriores, el servidor
entrega una tabla similar a la de la Figura 5b, donde estan todos los tags que
cumplen con todos los requisitos anteriores. La pagina que contiene esta tabla
posee una serie de enlaces interesantes, como por ejemplo, un campo de esta
tabla esta ligado a la Saccharomyces Genome Database (SGD), base de datos que
permite examinar el detalle del gen seleccionado. También permite explorar
graficamente los tags virtuales seleccionados, de modo de tener una vision mas
clara de la regidn bajo estudio (Figura 5c), entre otras muchas caracteristicas. En
base a lo anterior, el usuario puede planear un experimento de SAGE virtual y
estimar a priori los resultados que podria obtener ocupando un par enzimatico en
particular, Por ejemplo, mediante esta estrategia puede ver cuantos tags de alta,
baja o indefinida confianza obtendria asumiendo o no un patrén de expresion
definido.

También puede evaluar la confianza de los tags que deberia obtener de los genes
de su interés, de este modo sabiendo anticipadamente si puede evaluar

efectivamente estos genes.
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2.7.2.- Mapeo de tags experimentales de SAGE mediante SAGExplore

Entre las caracteristicas mas importantes que tiene SAGExplore se encuentra
aquella que permite mapear los fags experimentales producidos por SAGE
utilizando el método HGA y toda [a clasificacion desarrollada en este trabajo (Figura
5a). Para hacer uso de esta herramienta, el usuario debe ingresar su libreria de
tags experimentales con sus respectivas frecuencias y seguir pasos muy similares a
los del punto 2.8.1. Cabe destacar que en el paso 4, o sea la eleccion de las
categorias y el contexto gendémico de los tags que se desean obtener, es donde el
usuario puede enfocar su andlisis detallado de los tags. Por ejemplo se puede
enfocar sélo en los tags de alta confianza, en los tags clase platino o si la idea es
descubrir genes nuevos debe enfocar su andlisis principalmente sobre los tags
clase cobre. Una vez que el servidor analiza los datos ingresados, genera la pagina
de la Figura 5b. Esta pagina contiene una tabla que posee los tags mapeados por el
método HGA segiin las opciones elegidas por el usuario. También tiene algunos
enlaces a representaciones graficas (tiles para un mejor entendimiento del contexto
genomico de los tags y de los perfiles de expresidon génica que se producen bajo las
condiciones experimentales escogidas para realizar el experimento de SAGE
(Figura 5d-e-f). También posee la opcién de extraer y visualizar la secuencia que
flanquea a un determinado tag, lo que permite hacer un BLAST-X automético de
esta secuencia contra la base de datos de protefnas no redundantes del NCBI
(Figura 5c). Esta caracteristica es especialmente importante en el caso de genes
hipotéticos sin descripecién disponible o en el caso de querer descubrir nuevos
genes, ya que permite alinear estas regiones contra [a base de datos de proteinas y

determinar si esta secuencia tiene alta identidad con alguna proteina conocida.
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2.7.2.1.- Mapas de expresion cromosdmicos

Representaciones graficas de la expresidn génica en cromosomas humanos,
revelan un gran orden de organizacion a nivel gendmico, ya que los genes que se
sobre-expresan bajo ciertas condiciones estan agrupados dentro de una region
cromosomica definida (Caron y col, 2001). A raiz de lo anterior, SAGExplore posee
entre algunas de sus caracteristicas unicas, la opcién de generar graficos
dinamicos de expresién génica basados en la frecuencia de los tags experimentales
obtenidos por SAGE (Figura 5f). Esta herramienta provee informacién valiosa de los
dominios de expresion cromosémicos, pudiendo evaluar por ejemplo cambios de
expresion a nivel cromosdémico entre los distintos puntos experimentales de SAGE

o el descubrimiento de cluster génicos de expresion no identificados anteriormente.

2.7.2.2.- Mapeo de tags contra librerias ya existentes de SAGE

Otra de las caracteristicas de SAGExplore, es que permite mapear tags
experimentales de SAGE contra librerias de SAGE ya existentes. Esta herramienta
permite principalmente comparar los niveles de expresion de un tag entre las
distintas librerias, o sea, entre distintas condiciones, lo que finalmente permite
comparar los niveles de expresién de uno o mas genes entre los distintos

experimentos de SAGE.

2.7.3- Proximas actualizaciones de SAGExplore

En este momento SAGExplore sélo permite explorar y mapear tags en el genoma

de levadura (Saccharomyces cerevisiae), pero pronto se incluiran los genomas de
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ratén comun (Mus musculus), rana africana (Xenopus tropicalis) y humano (Homo

sapiens).

2.8.- Descubrimiento de nuevos genes en la levadura EC1118

Utilizando el método HGA para asignar todos los tags experimentales de SAGE
obtenidos durante una fermentacién alcohélica (Varela y col, 2005), se obtienen 183
tags clase cobre (tags unicos en el genoma que mapean en una regién intergénica)
y 26 tags clase fierro (tags no Unicos en el genoma, pero todas sus instancias
mapean en alguna region intergénica). Para confirmar que las regiones genomicas
desde donde provienen estos tags se expresan bajo condiciones vinicas, se
realizaron experimentos de RT-PCR. Se eligieron los 5 tags clase cobre que
mostraron los mayores aumentos en su frecuencia (aumentos estadisticamente
significativos) entre la fase exponencial o la fase estacionaria temprana y la fase
estacionaria tardia de la cinética de crecimiento de levadura durante el proceso de
fermentacion alcohdlica (Tabla 8). Se obtuvo productos de PCR del tamafio
esperado desde 3 de las 5 regiones anotadas actualmente como intergénicas

(Figura 6).
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Tabla 8: Tags escogidos para el descubrimiento de nuevos genes en [a levadura
EC1118.

Tags Intergénicos sin ORF en hebra opuesta

ID' Secuencia de tag Clase Exp? Tem® Tar’ Cromosoma Inicio Término Hebra
11 CATGAGGCTACCTA Cu 0 4] 24 XV 908512 908525 -
12 CATGTAGTTGCTCC Cu 6 1] 20 Vil 317113 317126 +
I3 CATGAGAGGTGATC Cu 0 0 17 Vil 811261 811274 +
14 CATGGAATTTATAG Cu 0 0 17 X 259930 259943 +
15 CATGGCGACTTGAT Cu 0 0 17 ] 720810 720823 -

' Nombre de identificacion del tag.

2 Ocurrencias del tag durante la fase exponencial de la fermentacion alcohdlica.
Ocurrencias del tag durante la fase estacionarla temprana de la fermentacidn alcohdlica.

4 Ocurrencias del tag durante la fase estacionaria tardia de la fermentacion afcohélica.
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Figura 6: Evaluacién de la transcripcién de regiones de ADN anotadas actualmente como
intergénicas en S. cerevisiae. Resultado del RT-PCR basado en las posiciones de los fags
intergénicos descritos en la Tabla 8. Se amplificaron las regiones gendmicas que contienen los tags 11
a 15 con partidores en las secuencias flanqueantes (para delalles ver materiales y métodos). Como
conirol negativo {-) para cada muestra se realizé una franscripcion reversa en ausencia de la enzima
RT. SPM: Standard de peso melecular.
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2,8.1.- Comprobacion de la transcripcion de regiones intergénicas

Algunas de las regiones anotadas como intergénicas, que se demosiraron que se
expresan bajo condiciones de fermentaciéon alcohdlica, se encuentran cerca de
extremos de genes conocidos. Debido a esto, se evalud si las regiones
intergénicas estudiadas en este trabajo correspondian a marcos abiertos de [ectura
{(ORF) conocidos con UTRs excepcionalmente largos u ORFs conocides con UTRs
mal anotados o predichos. Para corroborar lo anterior se disefiaron partidores
dentro de la secuencia de los ORFs cercanos a la regién anotada actualmente
como intergénica, de modo que si luego de un RT-PCR se observa alguna banda,
esto indica que la regidn anotada como intergénica corresponde a parte del ORF
desde donde se disefid uno de los pariidores. El resuliado del procedimiento
anterior demosiré que ninguna de las regiones que anteriormente se confirmé que

se transcriben pertenece a genes cercanos (resultados no mostrados).

2.8.2.- Asignacion de funcion a los genes descubiertos

De modo de poder asignar una posible funcién a los transcritos que provienen de
regiones anotadas actualmente como intergénicas, se procedié a hacer un BLAST-
X de las secuencias flanqueantes de los tags asignados a estas regiones. El largo
de las regiones extraidas fue de 500 nts a cada lado del tag, por lo que todas las
secuencias alineadas tenian un largo fotal de 1014 nis. Los resultados de este
estudio arrojaron que ninguna de las regiones evaluadas contenia sobre 30% de

identidad con otra proieina conocida.
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2.9.- Descubrimiento de posibles ARNs antisentidos en la levadura

EC1118

Como se menciond en el punio 2.9, gran cantidad de tags de SAGE producidos
durante condiciones vinicas mapearon en regiones intergénicas del genoma de
levadura. Dentro de esta clase de tags, 218 secuencias fuercn asignadas, seglin el
método HGA, a regiones intergénicas donde en la hebra opuesta existe un gen
anotado. Para confirmar que algunas de estas regiones intergénicas se transcriben
durante una fermentacion alcohodlica, se realizé una iécnica llamada RT-PCR
especifico de hebra (Kessler y col, 2003), la cual permite demostrar la expresion de
una hebra particular del ADN. Luego de efeciuar esta técnica, se obtuvo un
producto de PCR del tamafio esperado (Figura 7) desde todas las regiones

evaluadas (Tabla 9).
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Tabla 9: Tags escogidos para el descubrimiento de posibles ARNs antisentidos en
la levadura EC1118.

Tags Intergénicos con ORF en hebra opuesta

ID' Secuencia de tag Clase Exp® Tem® Tar' Cromosoma Inicio Témmino Hebra
01 CATGGCCAATGATA Cuy 6 8 62 A" 468390 468403 -
02 CATGCCCACGTAAG Cu 0 4 34 v 954494 954507 -
03 CATGGGTAATCGAA Cu 0 0 27 v 832428 832441 +
04 CATGGCCAGGACAA Cu 3 0 24 1l 156712 156725 +
05 CATGATAATGAGGA Cu 3 0 24 Xl 14417 14430 +

! Nombre de identificacion del tag.
Ocurrenclas del tag durante la fase exponencial de la fermentacion alcohdlica.
Ocurrencias del tag durante la fase estacionaria temprana de la fermentacién alcohdlica,
Ocurrencias del tag durante [a fase estacionaria tardia de la farmentacion alcohdlica.
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Figura 7: Evaluacién de la transcripcion de regiones de ADN anotadas actualmente como
intergénicas opuestas a un ORF en S. cerevisiae, Resultado del RT-PCR especfiico de hebra
basadc en las posiciones de los tags intergénicos de la Tabla 9, Se amplificaron las regiones
gendmicas que contienen los tags O1 a O5 con partidores en las secuencias flanqueantes (para
detalles ver materiales y métodos). Como control negativo {-) para cada muesira se realizé una
transcripcion reversa en ausencia de la enzima RT. SPM: Standard de peso molecular.




3.- DISCUSION

En este trabajo, se presenté un nuevo método bicinformatico llamado Asignacién
Génica Jerarquica o HGA, procedimiento que permite un preciso y eficiente mapeo
de tags de SAGE. El HGA tiene dos grandes ventajas en comparacién con los
métodos actuales de asignacién de tags (Lash y col, 2000; van Kampen y col, 2000;
Divina y col, 2004): 1} El nuevo esquema de clasificacion de tags. Esquema util
para una identificacion preliminar de las caracteristicas de los tags de SAGE y para
inferir sus capacidades en la asignacién a transcritos o regiones intergénicas. 2)
Asignacion de confianzas a todos los tags de SAGE potenciales en el genoma.
Estas dos ventajas permiten minimizar el nimero de asignaciones ambiguas de los

tags experimentales de SAGE a regiones gendémicas.

3.1.- Mejoras en el proceso de mapeo de tags por el método HGA

El método HGA incorpora varias caracteristicas nuevas que mejoran la precision y
la integridad del proceso de asignacién de tags de SAGE. Estas caracteristicas se
detallan a continuacién: primero, en lugar de utilizar sélo las regiones codificantes
de genes conocidos e hipotéticos, se asignaron UTRs de la forma mas precisa
posible, generando asf los transcritos putativos mas exactos. Transcritos maduros e
inmaduros fueron generados al considerar los posibles sitios de splicing, de este
modo manteniendo y utilizando toda la informacién genomica relevante que esté
disponible. Cuando no hube informacion disponible a cerca de los UTRs para algun
gen, se utilizé un largo fijo, el cual fue estimado desde datos experimentales (Figura
5). Es importante mencionar que la mayoria de las asighaciones conflictivas entre la
asignacion del HGA y Ia de trabajos anteriores (Velculescu y col, 1997; Kal y col,

1999; Varela y col, 2005) (Tabla 6) fue observada debido a los distintos largos de
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UTRs asignados entre los distintos métodos. La asignacion precisa de los UTRs 3’
es fundamental para un mapeo eficiente de tags de SAGE. Este (ltimo punto
constituye una de las contribuciones importantes del HGA para el analisis de datos
producidos por SAGE. Segundo, los ARNs no codificantes, junto con los genes
conocidos e hipotéticos, también fueron incluidos en la anotacién gendmica.
Aungue la cantidad de tags que mapean a los ARNs no codificantes anotados en
levadura es baja (Tabla 5), es importante incluirlos ya que ellos constituyen una
fraccién importante en genomas de eucariontes superiores (Stolc y col, 2005;
Claverie 2005) y pueden desarrollar funciones esenciales para la célula (Peng y col,
2003). Tercero, tags que mapean a regiones anotadas como intergénicas en el
genoma, donde un transcriio se encuentra en la hebra opuesta, también son
considerados por el método HGA. Estos supuestos tags intergénicos, en caso de
ser observados experimentalmente, podrian corresponder a ARNs antisentido, los
cuales tienen un rol importante en la regulacion génica de eucariontes (RIKEN y col,
2005). Se demostré en este trabajo que gran cantidad de tags experimentales de
levadura fueron asignados a este tipo particular de transcritos (Tabla 5), aun en S.
cerevisiae, organismo que constituye uno de los genomas mejor anotados en la
actualidad. Si solamente informacién proveniente desde ESTs o transcriptomas se
hubiera utilizado para mapear los tags experimentales, no se habrian podido
identificar a los tags provenientes de hebras opuestas a transcritos. Por lo tanto, un
método que considera directamente estos elementos durante el proceso de
anotacion, permite acelerar el proceso de descubrimiento de nuevos elementos
regulatorios. La identificacion de elementos regulatorios de este tipo es importante
para una interpretacion completa y precisa de los patrones de expresidon génicos.
Cuarto, al utilizar informacién gendmica en el proceso de mapeo de tags, el método
HGA también permite la asignacion de tags a regiones donde no existe anotacion

génica en ninguna de las dos hebras. En este trabajo se demostré que una fraccién
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significativa de estos tags fue observada en experimentos de SAGE en levadura
(Tabla 5). Es importante mencionar nuevamente que aunque la anotacion del
genoma de levadura es bastante completa en comparacion a otros organismos y
que una fraccién significativa del genoma estd actualmente anotada como
codificante, [a gran cantidad de tags experimentales asignados como intergénicos
sugiere que existen muchos transcritos desconocidos aln por descubrir. Esta
observacion concuerda con los resultados obtenidos de experimentos de
microarreglos (Havilio y col, 2005). Quinto, el uso de informacién gendmica junto
con la generacion de los tags potenciales producidos luego de splicing - tags no
disponibles explicitamente desde la secuencia gendmica - permite al método HGA
estimar |2 unicidad de los tags de una forma mas precisa. Sexto, el registro de las
posiciones de regiones de poli(A) internas dentro de los transcritos anotados es
también una caracteristica nueva importante del método HGA. Esto se consideré
debido a que el andlisis reciente de datos de ESTs mostré que una fraccién
significativa del proceso de transcripcion reversa se inicia en regiones de poli(A)
internas, regiones de méas de 8 adeninas consecutivas (Nam y col, 2002). La
asignacion de tags experimentales de SAGE realizada en este trabajo (Tabla 5)
confirmo esta situacién, ya que gran cantidad de tags fueron clasificados como ‘tags
cercanos a poli{A). Es interesante mencionar que cerca del 5% de los tags virtuales
que mapean a transcritos fueron clasificados como ‘cercanos a poli(A), dando
cuenta de un total de 1.606 ocurrencias en el genoma. Esto sugiere que estas
instancias no deberian ser menospreciadas al momento de mapear tags
experimentales al genoma. Mas aln, en el caso de tags clase platino y ‘cercanos a
poli(A)’, la posicion del tag dentro del transcrito no deberia ser relevante para
estimar la probabilidad de observar experimentalmente esta clase de tags. Esto se
verificé al encontrar que un pequefio e insignificante efecto se advierte dependiendo

de la posicién del tag, tal y como se esperaba (resultados no mostrados). Séptimo,
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la nueva definicion de clases de tags considerada por el método HGA (Tabla 1)
facilita la comprension del origen genémico del tag, junto con una estimacion inicial
de [a confianza de que éste sea observado en un experimento de SAGE. Octavo, el
calculo de [as probabilidades de los tags, a partir de datos experimentales, junto
con su nueva clasificacion, permiten al método HGA obtener la probabilidad o
confianza de que un tag, de alguna regién gendémica en particular, sea observado
experimentalmente. Esto constituye el nucleo del método HGA y una de las
contribuciones mas importantes de este trabajo para reducir la cantidad de
asignaciones ambiguas de tags experimentales en SAGE. Ademas, también se
demostré que cerca del 30% de los tags experimentales que fueron asignados a un
transcrito mapearon en alguna posicion distinta de [a mas 3' (Tabla 5). Estos tags
correspondian a aproximadamente el 25% de todos los tags experimentales. Por lo
tanto, si se consideran sélo los tags mas 3' para asignar tags experimentales -
metodologia que ocupan las bases de datos actuales (van Kampen y col, 2000;
Lash y col, 2000; Divina & Jiri, 2004) - una fraccidon importante de los tags
experimentales no seran asignados, provocando una pérdida de informacién
significativa. Finalmente, es importante mencionar que incluso en los casos donde
la ambigliedad no puede ser completamente eliminada, el método HGA puede
reducir el nimero de asignaciones posibles, de este modo, disminuyendo la
ambigiiedad total de un tag cuando su secuencia se encuentra repetida mfltiples

veces en el genoma.

3.2.- Parametros del HGA que dependen de la anotaciéon genomica

La probabilidad de obtener tags experimentales desde regiones intergénicas

depende en gran medida de [a calidad de la anotacién del genoma. Para los
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genomas que estan pobremente anotados, o sea con una pequefia cantidad de
genes asignados, esta probabilidad aumentara cuando se aplique el método HGA.
Esta es una caracteristica deseable para estimar la probabilidad de esta clase de
tags, debido a que el HGA esta orientado al descubrimiento de genes nuevos en
aquellos organismos donde existe una anotacion incompleta. En Saccharomyces
cerevisiae, el 11,3% de todos los tags experimentales producidos por SAGE
(Velculescu y col, 1997; Kal y col, 1999; Varela y col, 2005) mapean en regiones
actualmente anotadas como intergénicas. Esto sugiere que aun queda por
descubrir una cantidad significativa de transcritos, incluso en genomas tan bien

anotados como el de levadura.

3.3.- Significancia de la anotacidn, basada en el método HGA, para

asignar tags en genomas complejos

En este trabajo, el método HGA logré un aumento cercano al 10% en las
asignaciones no ambiguas cuando se consideraron todos los tags experimentales
de SAGE en levadura (Velculescu y col, 1997, Kal y col, 1999; Varela y col, 2005)
(Tabla 6). Estos valores mejoraron hasta un 70% cuando se consideraron sdlo
aquellos tags con multiples repeticiones en el genoma (Figura 4). En levadura,
organismo que tiene un genoma relativamente pequefio - alrededor de 12 millones
de pares de bases - los tags (nicos de 14 nts constituyen el 87% de todos los fags
virtuales genémicos. Por lo tanto, un aumento del 10% en las asignaciones de tags
no ambiguas tiene un interés limitado. Sin embargo, cuando genomas de mayor
tamario son considerados (por ejemplo, genomas de billones de pares de bases), la
fraccion de tags unicos de 14 nts en el genoma se reduce de manera significativa a
aproximadamente un 10% de todos los tags virtuales genémicos (Figura 6). Por lo

tanto, actualmente el principal problema de utilizar secuencias de grandes genomas
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para el mapeo de tags es que su gran tamafio y complejidad hacen mas improbable
la unicidad de las secuencias de los tags, lo que hace aiun maés dificil una
asignacién de tags no ambigua. Es en estos casos donde el método HGA seria de
maxima utilidad, debido a que la reduccién de asignaciones ambiguas sera mucho
mas importante que lo observado en levadura.

LongSAGE ha sido propuesto para reducir la ambigiiedad del mapeo de tags a
grandes genomas (Saha y col, 2002; Wahl y col, 2004). Sin embargo, esta técnica
tiene algunas desventajas importantes, tales como: 1) Altos costos en comparacién
a la técnica SAGE tradicional, 2) baja eficiencia de secuenciacion {(menos tags por
clon) y 3} aumento significativo de las tasas de error de secuenciacion en tags de
20-21 nts., errores que se estiman que ocurren en un 20% de los tags
experimentales derivados de LongSAGE (Akmaev & Wang, 2004). Si SAGE o
LongSAGE debe ser utilizado para analizar transcripiomas completos, es ain tema
de debate. La generacién de tags de SAGE de 30 nts implica triplicar los costos de
secuenciaciéon cuando es comparado con tags de 10 nts. Este incremento solo
conlleva a un aumento de asignaciones no ambiguas cercano al 8% cuando se
utilizan las bases de datos UniGene para el mapeo de tags (Lee y col, 2002).
Contrario a esto, otros autores han demostrado que un aumento en el largo de la
secuencia del tag es crucial para una asignacion eficiente de tags experimentales a
grandes genomas (Wahl y col, 2005). Para estimar de mejor manera cual
metodologia de SAGE se deberfa utilizar, en este trabajo se desarrollaron algunos
andlisis bioinformaticos de los tags virtuales generados a partir de la tltima versién
del genoma de Xenopus tropicalis. Este genoma tiene 1.5 billones de pares de
bases, lo cual es la mitad del tamafio del genoma humano y 125 veces mas grande
que el genoma de levadura. Los estudios realizados sobre todos los tags
potenciales del genoma de X fropicalis mosiraron que el 9,1% de los tags

potenciales de 14 nis son Unicos en el genoma, una fraccién muy baja en
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comparacién al 80,6% de tags potenciales Unicos de 21 nts (Figura 7). Cuando se
construyd un histograma de frecuencia de los tags virtuales dentro del genoma de
X. tropicalis (Figura 8), se encontré que el 60% de las secuencias de tags virtuales
de 14 nts tenian menos de 9 ocurrencias en el genoma, mientras gue el 90% tenfan
menos de 20 ocurrencias. Esta baja cantidad de ocurrencias de tags de 14 nts en
este genoma sugiere que el uso de la metodologia HGA deberia permitir una
apropiada asignacién de tags experimentales de 14 nis en genomas complejos.
Mas importante alin, cuando se construyé una base de datos de los tags virtuales
del genoma de X. fropicalis utilizando sélo algunos de los parametros que ocupa €l
méiodo HGA, se obtuvo que el 40% de los tags virtuales de 14 nis tuvieron una
clasificacion de confianza alta. Estos tags representan un aumento cercano al 31%
en el nimero de asignaciones no ambiguas. Este porcentaje de ganancia es
significativamente mayor que el 10% obtenido para levadura, aungue su estimacién
se basé en los tags gendémicos virtuales en lugar de los tags experimentales de
SAGE, estimacién que deberia aumentar al ocupar informacidén experimental, tal
como se observé en levadura (Tabla 4). Junto con lo anterior y aunque en algunos
casos la ambigliedad no podra ser eliminada completamente, por lo menos sera
significativamente reducida. Toda esta evidencia sugiere que el método HGA sera
de mayor utilidad para asignacién de tags en genomas grandes y complejos,
proporcionando una alternativa eficiente y de bajo costo en comparacién a
LongSAGE. Sin embargo, genomas mas grandes y complejos tienen nuevos
desafios que no fueron abordados en este trabajo con el genoma de levadura.
Entre estos desafios se encuenfra la gran cantidad de splicing alternativo y
polimorfismos de un nucledtido que se observan en algunos genomas complejos.
Estas caracteristicas de ciertos genomas constituyen un problema para la
estimacion precisa de las funciones de probabilidad que tienen las distintas clases

de fags.
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Figura 7: Numero de tags virtuales de 14 y 21 nts. en Xenopus tropicalis. Todos los tags
potenciales de 14 y 21 nts fueron extraidos desde el genoma de X. tropicalis version 3.0. Una
comparacién de todos contra todos, dentro del conjunto de tags del mismo tamafio, arrojo que un
9.1% de los tags de 14 nts y un 80.6% de los tags de 21 nts son Unicos en el genoma.
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Figura 8: Frecuencia de ocurrencia de secuencias de tags experimentales en X. tropicalis. La
frecuencia de ocurrencia de todas las secuencias de tags, Unicas o no Unicas, fueron calculadas y
registradas. El panel A muestra los resultados realizados para tags de 14 nts. Panel B muestra los
resultados sobre los tags de 21 nts.




54

Por lo tanto, serd necesario hacer ciertas modificaciones a la metodologia HGA
propuesta en este trabajo, las cuales dependeran del genoma particular que se esté
estudiando.

Actualmente se estd adaptando el método HGA para anotar mas precisamente
todos los tags potenciales de los genomas de rana africana (Xenopus tropicalfs),

ratén comin (Mus musculus) y humano (Homo sapiens).

3.4.- Asignacién de probable funcion a proteinas sin caracterizacion

La Tabla 7 muestra el resultado del alineamiento de los genes sin descripcion, y por
lo tanto sin funcién asignada, observados experimentalmente bajo condiciones de
fermentacién alcohdlica contra la base de datos de proteinas no redundantes del
NCBI. Cabe destacar que esta tabla muestra solamente los genes que produjeron
tags de la clase platino y que poseen sobre un 70% de su secuencia alineada con
alta identidad (sobre 40% de identidad) con alguna proteina de funciéon conocida.
Basandose en estos parédmetros, se puede asignar con relativamente alta
probabilidad una funcién a las proteinas bajo estudio. Esto debido a que proteinas
con secuencias similares adoptan estructuras similares (Zuckerkyl & Pauling, 1965;
Doolittle, 1981,1986; Chothia & Lesk, 1986), las que finalmente definen su funcidn.
Ademas, se ha determinado que proteinas con sobre 40% de identidad comparten
su estructura terciaria en un alto grado, lo que finalmente se traduce en que
comparten la misma funcidon (Rost, 1999). Considerando los antecedentes
anteriores, las asignaciones de funciones realizadas en este irabajo (Tabla 7)

serfan confiables.
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3.5.- Transcritos poliadenilados en Saccharomyces cerevisiae

Debido a que la técnica de SAGE se basa en la exiraccion de fags desde
transcritos poliadenilados, solamente los transcritos que poseen colas poli(A) se
podran evaluar mediante esta técnica. Actualmente se piensa que en levadura
solamente los ARNs mensajeros y algunos ARNs ribosomales se poliadenilan luego
de su f{ranscripcion (Kuai y col, 2004). En cambio lo que nos revelan las
asignaciones de tags experimentales de levadura realizada por el método HGA, es
que no solamente los ARNs mensajeros y los ARNs ribosomales se poliadenilan,
sino que también otras clases de ARNs no codificantes (ncRNAs). Esta hipotesis se
fundamenta en que en todos los experimentos de SAGE descritos en levadura
(Velculescu y col, 1997; Kal y col, 1999; Varela y col, 2005) se observaron tags de
la clase platino (alta confianza) mapeando en la primera posicion de ncRNAs. Cabe
mencionar que es altamente improbable que estos tags se hayan generado debido
a errores de secuenciacion o debido a errores durante la transcripcién reversa ya
que todos los tags mencionados anteriormente poseen frecuencias mayores a 5 en
alguna de las condiciones evaluadas. También es altamente improbable que estos
ncRNAs no sean poliadenilados y que igualmente hayan sido reclutados durante la
captura de los ARNs con colas poli(A). Esto es debido a que no poseen
subsecuencias internas mayores a 5 adeninas consecutivas — por [o que no podrian
producir tags a consecuencia de transcripcién reversa interna - y tampoco
muestiran altos valores de identidad con secuencias reversas-complementarias de
genes codificantes de proteinas o ARNs ribosomales. Este Ultimo punto es
importante considerarlo debido a que ARNSs sin colas poli(A) podrian, en teoria, ser
capturados al hibridarse con transcritos poliadenilados ligados a biotina. Otro punto

importante es que, debido a que por lo menos algunos ncRNAs tendrian colas
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poli{A), éstos deberian tener alguna sefal de poliadenilacién, sefial que
actualmente no se esta considerando para la busqueda in silico de estos genes
(McCutcheon & Eddy 2003; Schattner y col, 2004). Como consecuencia de [o
anterior, algunos de los SNRs estarian anotados con una longitud mas corta de lo
que realmente codifica el gen. Evidentemente esto es sélo una hipdtesis y necesita

ser demostrada experimentalmente.

3.6.- Descubrimiento de nuevos genes en Saccharomyces cerevisiae

En este trabajo se propone que se transcriben ocho regiones anotadas actualmente
como intergenicas en el genoma de Saccharomyces cerevisiae. De estas ocho
regiones, tres no poseen ningln gen anotado en ambas hebras, mientras que las
cinco restantes corresponden a regiones intergénicas que tienen en su hebra
opuesta un gen anotado. Las tres regiones que no tienen ningln gen anotado en
ninguna de las dos hebras, y que se demostré que se transcriben (seccién 2.9), no
poseen mas de un 30% de identidad con ninguna de las proteinas actualmente
conocidas. Por [o tanto, estas regiones podrian corresponder a genes que codifican
proteinas nuevas o ARNs no codificantes (Olivas y col, 1997). Para evaluar si estas
regiones se fraducen finalmente a proteinas existen multiples estrategias, dentro de
las cuales la espectromeirfa de masas representa una alternativa atractiva
(Washburn y col, 2001; Oshiro y col, 2002). Con respecto a las regiones
intergénicas que poseen un gen anotado en su hebra opuesta y que se
demostraron que se transcriben, podrian corresponder a ARNs antisentido,
transcritos que son abundantes y que tienen un rol importante durante la regulacion

genica en eucariontes (RIKEN y col, 2005). Finalmente, para corroborar que los
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productos de PCR provienen desde las regiones predichas, entre los estudios que

seguiran a este trabajo, esta contemplado secuenciar los amplicones.




4.- CONCLUSIONES

En este trabajo se comprobaron las hipétesis planteadas en la seccion 1.5. Se
demostré que mediante la metodologia HGA, la informacion gendémica es de gran
utilidad para la asignacion de tags producidos por SAGE. Se obtuvo un incremento
significativo en las asignaciones no ambiguas de tags experimentales, ademas de
demostrar que gran cantidad de tags experimentales de SAGE provienen desde
regiones actualmente anotadas como intergénicas, cADNs parcialmente digeridos,
hebras opuestas de ftranscritos, intrones, limites exoén-intrén y de ARNs no
codificantes (Tabla 5).

También se comprobd que la ulilizacion de informacién gendmica para la
asignacion de tags experimentales de SAGE permite el descubrimiento de nuevos
genes. En este trabajo se demostrdé que 8 regiones actualmente anotadas como
intergénicas en el genoma de levadura, se transcriben bajo condiciones de
fermentacion alcohdlica.

Ademas se desarrollé un servidor web basado en las metodologias creadas en este
trabajo. Este servidor permitira realizar la mas completa asignacion de tags
experimentales de SAGE, ademas de facilitar el descubrimiento de nuevos genes y
ayudar a entender la expresion génica a nivel cromosémico.

Es importante mencionar que la metodologia inventada en este trabajo ha sido
publicada en una revista de bicinformatica (Malig y col, 2006} vy se escribié un
documento sobre el servidor web, el cual fue recientemente aceptado en la revista
Nucleic Acids Research. Finalmente, el WiCell Research Institute planea utilizar la
metodologia HGA para mapear sus librerias de SAGE, uno de los proyectos mas
grandes y novedosos en el estudio de la expresion génica en células madres

embrionarias humanas.




5.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- Fuente de la secuencia genémica

La secuencia completa del genoma de Saccharomyces cerevisiae fue obtenida en
Julio del afio 2005, desde el sitio: Saccharomyces genome database (SGD)
(ftp:/fitp.yeasigenome.org/yeast/). Este archivo incluye los 16 cromosomas
nucleares y el cromosoma mitocondrial. El archivo original que contiene estas
secuencias se encuenira disponible como material suplementario en el sitio web

hittp://dna.bio.puc.cl/HGA-yeast.himl.

5.2.- Fuente de anotacion gendmica

Se usd [a anotacién gendmica, version del 26 de Julio del 2005, del sitio SGD
(ftp:/ffip.yeastgenome.org/yeast/). Este archivo fue filirado de modo de sdlo
seleccionar los registros que contuvieran en el campo ‘feature type’ una de las
siguientes palabras: ORF, intron, rRNA, tRNA, snoRNA, snRNA y ncRNA. La tabla
original que se ocupb en este trabajo para la anotacion del genoma se encuentra
disponible como material suplementario en el sitio web hitp://dna.bio.puc.clfHGA-

yeast.html.

5.3.- Construccidén de un mapa de resfriccion genoémico virtual para la

extraccién de una libreria de tags de SAGE potenciales

Se escribieron varios programas computacionales, en lenguajes C++, ANS| C y
Perl, para desarrollar tareas especificas. Primero, en el computador y utilizando un

programa computacional llamado subsequence, la secuencia nucleotidica de cada
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cromosoma fue fragmentada en todas las secuencias sobrelapadas posibles de un
largo de 14 nucledtidos. Este proceso fue llevado a cabo para ambas hebras del
ADN vy los resultados se concatenaron en un soélo archivo. Segundo, las secuencias
de 14 nts fueron filtradas, seleccionando sélo aquellas que tuvieran el patrén CATG
(secuencia de reconocimiento de la enzima ancla, Nlalll) en su extremo 5. Este
procedimiento produjo un total de 76.516 tags, cantidad que representa el total de
tags teodricos producidos por una digestién gendémica completa, al utilizar la
combinacién de enzimas de restriccion Nlalll y BsmFl. Durante este proceso, la
posicién y hebra donde cada tag se enconiraba en el genoma fue registirada por
medio de un nuevo programa computacional llamado paitern. Finalmente, se realizd
una comparacién pareada de todas [as secuencias de tags y la frecuencia de
ocurrencia de cada secuencia fue registrada con un software llamado fregtag.
Todos estos programas computacionales se ejecutan en sistemas operativos
LINUX y estan disponibles comoc material suplementario en el sitio:

http://dna.bio.puc.cl/HGA-yeast.html.

5.4.- Asignacion de marcos abiertos de lectura y regiones no traducidas

Sélo los registros que contienen la palabra ‘ORF’, en el campo ‘feature type’ de la
tabla de anotacién genémica, fueron considerados para la anotacién y prediccién de
los UTRs 3' y 5. Esta restriccidn produjo un total de 6,691 ORFs candidaios para
las asignaciones de los UTRs. Primero, los UTRs 3’ fueron asignados a todos
aquellos genes que tuvieran un UTR 3’ predicho segun el trabajo de Graber y
colaboradores del afioc 2002. Este trabajo contiene un total de 3.141 predicciones,
de las cuales 204 no fueron asignadas. Estas asignaciones fueron descartadas

porque correspondian a pseudogenes, elementos transponibles o asignaciones
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donde no se encontraba ningiin ORF en las proximidades de la prediccién. Por lo
tanto, un total de 2.937 UTRs 3’ fueron asignados basados en la prediccién de
Graber y colaboradores del afio 2002, Los UTRs 3’ para los restantes 3.654 ORFs
fueron asignados siguiendo el siguiente procedimiento: 1) Un largo fijo de 370 nis
fue asignado si la primera posicion del siguiente ORF, anotado en el mismo
cromosoma Yy hebra en la direccion 3', estd a mas de 370 nts de distancia desde el
fin del ORF que se esta evaluando. Se escogid este largo debido a que mas del
95% de las longitudes de los UTRs 3’ predichos en levadura es igual o menor que
370 nts (Figura 5). Un total de 2.752 UTRs 3’ fueron asignados con un largo fijo de
370 nts. 2) Si el numero total de nucledtidos disponibles entre el fin del ORF
evaluado y la posicién inicial del ORF rio abajo es igual 0 menor que 370 nts,
entonces la asignacién del UTR 3’ corresponde a la regién entre el fin del ORF
evaluado y la posicion previa al inicioc del ORF rio abajo. 824 UTRs 3' fuercn
asignados de esta manera. 3) Para los ORFs donde su extremo terminal estuviera
contenido dentro de otro ORF, no se asignd ningln UTR 3. A un total de 78 ORFs
no se [es asigné un UTR 3'. Después de todas las asignaciones de los UTRs 3, las
anotaciones de los UTRs 5’ se realizé de la siguiente manera: debido a que la
mayoria de los UTRs 5 de levadura son desconocidos, se asigné un largo fijo de
100 nts cuando existe una distancia superior a esta longitud entre el codén de inicio
del ORF que se esta evaluando y el fin del UTR 3' del ORF rio arriba. En los casos
donde el fin del UTR 3' del ORF rio arriba se encuentra a una distancia menor de
100 nts, la posicién del nucleédtido siguiente al fin del UTR 3’ fue considerada como
la posicidn inicial del UTR §'. Se escogié un largo fijo de 100 nts debido a que mas
del 95% de los tags experimentales que mapean en UTRs 5' de levadura se
observaron a menos de 100 nts de distancia del codén de inicio del ORF
inmediatamente rio abajo (Zhang & Dietrich 2005). Un total de 5.112 UTRs 5' de

largo 100 nts fueron asignados. Mientras que un total de 1.214 UTRs 5 fueron
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asignados con un largo menor de 100 nts y mayor que cero. En los casos donde no
existen nucledtidos disponibles para la asignacién de un UTR &' no se asigno

ningiin UTR 5. Estos casos correspondieron a 265 ORFs.

5.5.- Asignacién de los tags gendmicos virtuales de SAGE a los

transcritos anotados

Basados en sus posiciones gendmicas, todos los tags gendmicos virtuales de
SAGE fueron mapeados contra los elementos anotados en el genoma. Todas las
asignaciones de los tags con los transcritos fueron registradas, tanto las completas
como las incompletas. Una asignacién completa se obtiene cuando el tag virtual
esta totalmente contenido dentro del transcrito. En cambio, una asignacioén parcial
fue definida sélo si la condicion anterior no se cumple y si el nucleétido mas 5" del
tag estaba contenido dentro del transcrito; de otro modo el tag virtual es definido
como intergénico. El mismo criterio descrito anteriormente fue utilizado para definir
aquellos tags que mapean a intrones. Un total de 775 intrones estan actualmente
anotados dentro de genes conocidos dentro del genoma de levadura. Los tags
virtuales que mapean en el limite entre un exdn y un intrén fueron anotados como
‘tags limite exén-intrén’. También se generaron splicing virtuales en el computador
de modo de obtener los tags potenciales que se podrian obtener como
consecuencia de este proceso. So6lo 13 nuevos tags potenciales, secuencias que no
se encuentran en el genoma de levadura, se generaron como resultado del

procedimiento anterior.
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5.6.- Asignacion de tags gendmicos virtuales intergénicos de SAGE a

hebras opuestas de transcritos

Todos los tags virtuales definidos como intergénicos en el paso anterior fueron
inspeccionados por su ocurrencia en la hebra opuesta de un transcrito anotado.
Todos los tags virtuales localizades dentro de una region intergénica pero
contenidos completamente en la hebra opuesta de un transcrito anotado fueron
clasificados como tal. Cabe mencionar que estos tags podrian ser importantes para
el descubrimiento de nuevos elementos de ARN de interferencia (Shena, 1995;

Quere, 2004).

5.7.- Asignaciéon de tags gendémicos virtuales de SAGE que estan

localizados rio abajo de regiones poli-A dentro de transcritos

Los tags virtuales localizados dentro de un transcrito, distintos del tag mas 3',
fueron observados con una alta frecuencia experimental debido al apareamiento del
primer oligo-d(T) a regiones de poli{(A) internas durante la transcripcidn reversa
(Nam, 2002). Por lo tanto, para todos los tags virivales que mapean dentro de un
transcrito, la actual posicion dentro de éste desde el extremo 3’ fue registrada.
Luego, todas [as regiones de 8 o mas adeninas consecutivas que fueron
encontradas dentro de cualquier transcrito anctado fueron grabadas. Finalmente,
todos aquellos tags que mapearon dentro de un transcrito y que se enconfraban en
o sobre [a segunda posicion desde el extremo 3', donde una region de poli(A)
interna estaba localizada rio arriba y a una distancia mener de 800 nucleétidos, sin

otro tag entre ellos, fueron definidos como ‘tag cercano a poli{A)’.
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5.8.- Construccion de una libreria de tags experimentales producidos

por SAGE en levadura

Se compild toda la informacion experimental disponible de experimentos de SAGE
en levadura. Esta informacién incluye tres trabajos independientes (Velculescu,
1997; Kal, 1999; Varela, 2005), publicaciones que totalizan los 8 puntos

experimentales distintos que se ocuparon en este trabajo (Tabla 2).

5.9.- Asignacién de los tags experimentales de SAGE a la libreria de

tags virtuales de SAGE

El proceso de asignacién de tags experimentales de SAGE a las tags virtuales fue
realizada al asignar a el tag experimental la anotacién del tag virtual con alta
confianza, cuando esto es posible, de otro modo el tag experimental fue asignado a

multiples regiones del genoma con una confianza indefinida.

5.10.- Construccion del servidor y base de datos SAGExplore

El servidor SAGExplorer se construyé en lenguaje HTML y PHP, mientras que el

manejo de datos desde las bases de datos se lleva a cabo en lenguaje MySQL.

Finalmente las aplicaciones graficas se programaron en JpGraph.
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5.11.- Fermentaciones vinicas

5.11.1.- Cepa de levadura y medio de cultivo

Durante las fermentaciones vinicas se utilizé la cepa comercial de Saccharomyces
cerevisiae EC1118, la cual es ampliamente utilizada en fermentaciones alcohdlicas.
Los cultivos iniciales fueron crecidos en medio YPD a 28°C bajo condiciones
aerdbicas. Se utilizdé en las fermentaciones realizadas en bioreactores el mosto
artificial MS300, el cual simula un jugo de uva estandar. Sin embrago, el medio
MS300 fue modificado al aumentar la concentracion total de azicar a 240 g/l e
incluyendo partes iguales de glucosa y fructosa (Varela, 2004). El contenido de
nitrégeno asimilable fue 300 mg N/l suministrado en forma de amonio y

aminoacidos.

5.11.2.- Condiciones de cultivo

Un bioreactor de 20 litros (Bioengineering, Wald, Switzerland) fué inoculado con
una densidad inicial de 1 x 10° células/ml. Las células fueron lavadas con NaCl al
0,9% para eliminar cualquier remanente de nitrégeno que pudiera quedar del medio
anterior a la inoculacidon. La temperatura fue mantenida a 28°C y el pH a 3,5. Se
introdujo nitrégeno al medio por 30 minutos antes de la inoculacién para eliminar el

oxigeno del medio. La agitacién se mantuvo a 100 rpm.

5.11.3.- Técnicas analiticas

La evolucion de diéxido de carbono en los bioreactores fue determinada con un

transductor de flujo volumétrico. Muestras de cultivo fueron tomadas
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periddicamente para establecer el estatus de la fermentacion, de modo de
compararlas con los valores obtenidos por la fermentacion de Varela (Varela, 2005).
Estas muestras fueron analizadas para determinar el peso celular seco, el nimero
de células y las concentraciones de glucosa, fructosa. El peso celular seco fue
estimado al filtrar las células y lavarlas dos veces con agua destilada, para luego
secarlas con un peso constante a 85°C. El numero de células fue estimado
microscopicamente usando una camara Neubauer (Brand, Wertheim, Alemania).
Las concentraciones de glucosa, fructosa y etanol fueron medidas por
cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC).

Es importante destacar que luego de todas las mediciones, los valores obtenidos en
este trabajo y los obtenidos por Varela, 2005 son casi idénticos (resultados no

mostrados).

5.12.- RT-PCR

El transcriptoma de levadura fue analizado durante la fase estacionaria tardia del
proceso de fermentacién alcohdlica (Varela, 2005), ya que es en ésta fase donde
los tags intergénicos de interés muestran mayor nimero de observaciones. El ARN
total fue extraido desde las muestras usando el reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA} segun las instrucciones del fabricante. Este RNA fue utilizado para
sintetizar ADN de doble hebra con el kit ImProm-ll Reverse Transcription System
(Promega, Madison, WI, USA), siguiendo el protocolo del proveedor usando
hexaoligonucleotidos de secuencia aleatoria en el caso del RT-PCR tradicional o
partidores secuencia-especificos en el caso del RT-PCR especifico de hebra.
Adicionalmente, un control negativo se realizé para cada muestra al sustituir la

transcriptasa reversa por agua durante el protocolo de la transcripcion reversa.
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Para la amplificaciéon por PCR se utilizé dos microlitros de cada reaccion de
transcripcion reversa como templado, amortiguador de PCR 1X; 0,2 uM de cada
partidor (Tabla 10); 0,2 mM de dNTPs; 1,5 mM de MgCI2 y 1 U de Tagq polimerasa
en un volumen final de reaccién de 20 uL.

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: denaturacion inicial a 94°C por 5
minutos; seguido por 30 ciclos de: denaturacion a 94°C por 1 minuto; annealing a
58°C por 40 segundos; extensién a 70°C por 50 segundos. La elongacion final fue
realizada a 72°C por 5 minutos. Los productos de PCR fueron resueltos en geles de

1,5% de agarosa y visualizados al ieiiirlos con bromuro de etidio.




Tabla 10: Partidores utilizados en este {rabajo.
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ID'"  Tag estudiado Partidor sentido? Partidor antisentido® Tamafo*
11 CATGAGGCTACCTA 5-GTTITICTICGCCCGCTCCGTG-3' 5-TAGCTACCACGCGTATTC-3 183
12 CATGTAGTTGCTCC &-CTGAGTATTCCCACAGTC-3' 5-GGTATCGGTCAGTATCAC-3' 154
13 CATGAGAGGTGATC 5-CTTGCGGTAGTACGTGTG-3 5-GTAAGCTCGCTACGTGAC-3' 115
14 CATGGAATTTATAG S5-ATGTGTCGCCATTCACTACC-3' -ATCACCATCGACCGACTAGA-3' 144
15 CATGGCGACTTGAT 5-AGTGCCCAAACACGGGAT-3' 5-TCGCCATGTCCGTTICTCT-3 173
01 CATGGCCAATGATA S5-TGTGTTGCAGTAGCAGTC-3' 5'—CGCTAAGCTCC'I"I"CTATC-3" 186
02 CATGCCCACGTAAG B5-TCTCAATCCGCTCTTGTTCC-3 5'-TGACTCCGAAGGCATTACAG~3'* 212
03 CATGGGTAATCGAA 5-GGAGACCTCTCGCACGTATG-3 g}GTCACCACGGCGAACTGGAT' 198
04 CATGGCCAGGACAA 5-GTCGTCATTCTCACCAGTAG-Z 5'-CACGTCAAGGTTAGCAAGTC-:S'* 147
05 CATGATAATGAGGA 5-AACCTCAGTGGCAGTCTT-3' 5'-GTTCCACCTTCTCCTCAT—S" 175

! Nombre de identificacion del tag.
2 partidores que se aparean en regiones rio arriba del tag estudiado.
Parlidores que se aparean en regiones rio abajo del tag estudiado.
‘_‘ Tamaiio predicho del producto de PCR.
Primers utilizados durante la siniesis de DNA de doble hebra per la transcripcién reversa especifica
de hebra.
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