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RESUMEN

El aumento en la tasa de secuencias bioldgicas reportadas en las bases de datos, a
partir de los procesos de secuenciacion y por tanto del crecimiento de las listas de
genes de organismos cuyo genoma ha sido secuenciado, contrasta con el poco
conocimiento sobre la manera en que esos genes son regulados. En la presente
investigacion, se elaboro un programa en lenguaje PERL, para la localizacion de
secuencias de ADN que se unen a factores de transcripcion que regulan la
expresion génica en procariotas. Los conjuntos de genes fueron obtenidos a partir
de su expresion (micro arreglos) bajo las mismas condiciones ambientales. El
organismo modelo con el que se trabajo fue /actococcus lactis, del cual se
dispone su genoma secuenciado en formato del banco de genes. El programa
encontr6 mayor numero de posibles secuencias reguladoras en la region
flanqueadora 5" de los genes. El nimero de posibles secuencias reguladoras
también estuvo determinado por la cantidad de genes que conformaron cada
conjunto. El programa también localizo secuencias flanqueadoras de genes que
podrian estar involucradas en suregulacion, pero anivel traduccional.

La comparacion de los resultados con patrones obtenidos experimentalmente, se
hizo mediante matrices de pesos de posicion de nucledtidos, obteniéndose
aproximadamente un 50 % de secuencias reguladoras que coincidian con las
reportadas en las bases de datos, lo que indica un buen nivel de prediccion del
programa si se tiene en cuenta que la mayoria de secuencias reguladoras para
procariotas, aun no han sido caracterizadas por métodos experimentales.

Palabras clave: Bioinformatica, PERL, transcripcion, traduccion, matrices de
pesos, factores de transcripcion.
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ABSTRACT

The increase in the number of biological sequences reported to the data bases, and
the growth in the accompaning gene lists from the organisms whose genome has
been sequenced, contrasts with the little existing knowledge of how these genes
are regulated. In this study, a PERL computer program was created to detect the
DNA sequences that join the transcription factors which regulate the genetic
expression in prokaryote organisms. The gene sets were obtained from their
expressions (microarrays) under the same environmental conditions. The model
organism used was /actococcus lactis, whose sequenced genome is available in
gene bank format. The program found a greater number of possible regulating
sequences in the 5° gene flanking region. The number of possible regulatory
sequences was also determined by the number of genes which make up each set.
The program also detected gene flanking sequences which might be involved in
its regulation, but at the translational level.

The comparisson of the results with experimentally obtained standards was done
with position weight nucleotid arrays getting approximately 50% regulating
sequence coincidence with reported data which indicates a good prediction level
from the program if one takes into account that the mayority of prokaryote
regulating sequences still have not been characterized by experimental methods.

Keywords: Bioinformatics, PERL, transcription, translation, weight array,
transcription factors

I.INTRODUCCION.

Hoy en dia, se observa un aumento en
la tasa de secuencias biologicas
reportadas en las bases de datos, a
partir de los procesos de secuenciacion
y por tanto del crecimiento de las listas
de genes de organismos cuyo genoma
ha sido secuenciado. Sin embargo, este
hecho contrasta con el poco
conocimiento sobre la manera en que
esos genes son regulados. Por
ejemplo, en Escherichia coli, la
bacteria mas estudiada,
aproximadamente 1 / 5 de las 300 a
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350 proteinas reguladoras estimadas,
tienen caracterizados sus sitios de
unién al ADN. Para las bacterias cuyo
genoma ha sido secuenciado
recientemente, asi exclusivamente, los
sitios de union a factores de
transcripcion que se alineen por
homologia con las secuencias
identificadas en E.coli y Bacillus
subtilis, pueden ser usadas para inferir
propiedades regulatorias del
organismo. Por tanto, es importante el
desarrollo de herramientas
computacionales para identificar
secuencias de unidn de factores de
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transcripcion aun no caracterizados.
La gran velocidad a la que se estan
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la obtenciéon de los mejores
alineamientos locales el programa se
apoya en el software lalign.exe, el
cual es ejecutado comparando cada
una de las secuencias entre si de cada
carpeta. Los resultados son guardados
en el archivo ResultadosLalign3’.txt
y ResultadosLalign5’.txt. Una vez se
tienen estos archivos, el programa
selecciona aquellos alineamientos con
una longitud y porcentaje de similitud
igual o mayor al proporcionado por el
usuario. Los resultados de este primer
filtro son guardados en los archivos
ResultadosComparacion3’.txt y
ResultadosComparacion5’.txt, para
cada orientaciéon de las secuencias
flanqueadoras. En la presente
investigacion se trabajo con un valor
de identidad igual o mayoral 75 %y
una longitud minima del alineamiento
de 7, debido, a que en los genomas de
procariotas, los sitios de unién a
factores de transcripcion tienen una
longitud variable de aproximadamente
30 nucleotidos, sin embargo, hay dos
regiones altamente conservadas de
estos sitios, de aproximadamente 7
nucledtidos, que predominantemente
hacen contacto con los factores de
transcripcion y que por cuestiones de
evolucién neutral pueden variar en
uno o dos nucleétidos.

Los primeros ocho conjuntos de genes,
corresponden a aquellos que tuvieron
un nivel similar de expresion en
experimentos de micro arreglos. El
conjunto 8§ esta conformado por genes
seleccionados al azar, con el fin de
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utilizarlos como control negativo.

II.I. PROGRAMA
DESARROLLADO.

El programa puede obtenerse en la
direccion electrOnica:
http://www.usc.edu.co/investiga/cic
ba/alineamiento.txt

II.II. CONJUNTO DE GENES DE
Lactococcus lactis UTIL}ZADOS
EN LA COMPROBACION DEL
PROGRAMA.

Los conjuntos de genes proceden de un
experimento de arreglos de ADN, en
que el control es la cepa utilizada en la
secuenciacion de su genomay la diana
es una cepa natural, utilizada en
alimentacion, especificamente en la
produccion de yogur.

El conjunto numero 8§, esta
conformado por genes tomados al
azar, con el fin de tener un control
negativo.

IT.III. METODO PARA
DETERMINAR EL VALOR DE
CADA NUCLEOTIDO EN LAS
MATRICES DE PESOS.

Este método es derivado de la teoria de
la informacioén’, el cual consiste en

calcular el vector RSequence(l),
mediante la formula:

F(b, 1)’ es la frecuencia de cada base b
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en la posicion 1 de los sitios alineados.
La matriz de pesos m(b, 1) se calcula
mediante la formula:

Donde f(b,l) es igual a:

Para calcular la puntuacién de cada
secuencia, se suma cada uno de los
pesos de los nucledtidos por
posicion.

ITI. RESULTADOS.

Para la obtencion de las posibles
secuencias reguladoras, se partié de
alineamientos locales entre regiones
flanqueadoras 5° de los genes que
conforman un mismo conjunto de
datos.

A partir de las alineaciones, se
realizaron comparaciones entre todas
las secuencias con el fin de obtener
patrones comunes. Para intentar
dlferenmar los resultados de las
sec e e ~zran PR SRSy < e A | ,,eha
calPampumel T 1= 24 E)’ b 1oy, fiB, j')nes
obtenidos por conjunto de genes y su
longitud promedio (tabla 1).

Tabla 1. Nimero y tamafio de

atrnnpq enco ng nor (‘n iunto

P ?“ ﬁ l; ? 1s de
bm.,

texto azul, corresponde a los patrones

encontrad~- == lpc_secuencias

flanqueador f nba““n_ﬂn 5" del gen

vAAvu i \.«\JLAJ wiivu®

(100 nucledtidos aguas arriba); El
conjunto de genes de texto rojo,
corresponde a los patrones
encontrados en las secuencias
flanqueadoras de la region 3 del gen
(100 nucleotidos aguas abajo);
conjunto de genes control.

Excepto para el conjunto de genes 7 y
8, los resultados indican que hay
diferencias entre los patrones de las
secuencias flanqueadoras 5" y 3’, no
solo a nivel de similitud con los
reportados en las bases de datos, sino
también en el numero obtenido, siendo
mayor el de las secuencias
flanqueadoras 5" (figura 2). El
nimero de genes del conjunto 7 es
muy reducido (3 genes) y el conjunto 8
estuvo conformado por 34 genes,
todos seleccionados al azar, por tanto,
los patrones obtenidos de las
secuencias flanqueadoras 5" y 3” de
este conjunto son controles, siendo su
nimero muy similar.

Hasta el momento se carece de una
base de datos de factores de
transcripcion para Lactococcus lactis
y las reportadas no tienen la totalidad
de secuencias involucradas en
procesos regulatorios de la
transcripcion, por tanto es muy dificil
que el nimero de patrones obtenidos
coincida en su totalidad con los de las
bases de datos. Sin embargo, para los
diferentes conjuntos de genes, excepto
el 7, obtenidos de las secuencias

* Senneider, T. D., Stormo, G. D. & God, L. (1986). lnformation content of binding sites on nucleotide sequences. J.

Mor. Bioi. 188, 415-431.

6
Matrices de pesos. http://prodoric.tu'bs.de/vfp/vfp_help.php#pwm
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flanqueadoras 5°, se obtuvieron
secuencias similares (tabla 2).

Tabla 2. Nuimero de patrones encontrados
en las secuencias flanqueadoras de la
region 5° que son similares a los
reportados en las bases de datos
(verdaderos positivos).* conjunto de
genes control

Para la mayoria de conjuntos,
aproximadamente el 50% del nimero
de patrones fue similar al reportado en
las bases de datos (figura 3). Los
patrones del conjunto 8 podrian ser
considerados como falsos positivos,
debido a que este conjunto se elaboro
con genes seleccionados al azar y no,
por expresarse bajo las mismas

# de Patrones

Conjunto de Genes

01 2 3 456 7 8

O# de patrones encontrados en
las secuencias flanqueadoras
de laregion 5 del gen

@# de patrones encontrados en
las secuencias flanqueadoras
de la region 3 " del gen

Figura 2. Histograma para 1a comparacion del numero de patrones obtenidos de las secuencias

flanqueadoras 5y 3.
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condiciones ambientales. Sin
embargo, hay que tener en cuenta el
numero de secuencias flanqueadoras
en las que se encuentran y las
puntuaciones que obtuvieron respecto
a las secuencias de las bases de datos,
lo que podria indicar que algunas de
estas secuencias pondrian ser
verdaderos positivos obtenidas por
comparacion aleatoria de secuencias

flanqueadoras de genes.

Al realizarse una comparacion entre
las secuencias de los patrones
obtenidos a partir de las regiones
flanqueadoras 5” con las 3’, de todos
los conjuntos de genes, se encontrd
que muy pocas coincidian (tabla 3), al
igual que comparar estos resultados
con los patrones reportados en las
bases de datos, indicando que el

P it g -5+ ol
0 20 1 7
1 12 9 ]
2 11 i 1
3 18 14 b
4 10 7 6
5 44 18 11 ,
6 29 | 18 8 |
T 3 0 0 i
g 34 7 2

posible numero de falsos positivos es
reducido, debido a que las regiones
reguladoras de la transcripcién se
localizan aguas arriba de los genes en
procariotas, muy diferentes a lo que
ocurre en eucariotas, cuyas regiones
de regulacién génica pueden
encontrarse en sitios aguas debajo de
los genes o regiones intrénicas’. Es por
esto, que los programas de prediccion
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de regiones reguladoras de la
transcripcion en procariotas, utilizan
las regiones flanqueadoras 5" para su
evaluacion. En la presente
investigacion, se han utilizado las
regiones flanqueadoras 3, como
controles.

Tabla 3. Patrones que coinciden tanto en
las regiones flanqueadoras 5"y 3" de un
mismo conjunto de genes (posibles
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Figura 3. Histograma para 1a comparacisn del numero de patrones obtenidos de las secuencias

flanqueadoras D  y las reportadas en las bases de datos de sitios de union a factores de

transcripcion.

falsos positivos). * Secuencias
reportadas en la base de datos como sitio
de union a factores de transcripcion.

Los conjuntos con los que se trabajo,
estaban conformados por un nimero
distinto de genes. La distribucion de
los datos muestra una tendencia lineal,
indicando que a mayor nimero de
genes mayor numero de patrones
obtenidos por el programa.

La correlacion de los datos permite
obtener la relacion entre el numero de
patrones y el nimero de genes. Para el
nimero de patrones obtenidos de las
secuencias flanqueadoras 5°, la
correlacion es muy buena. El

coeficiente de correlacion es igual a
0.8 (figura4).

Para el numero de patrones obtenidos
de las secuencias flanqueadoras 3’, la
pendiente es 0.129 y el coeficiente de
correlacidon es de 0.60 (figura 5).

Las figuras 4 y 5, muestran que la
pendiente de la grafica es mayor para
el numero de patrones de secuencias
flanqueadoras de la region 5” de cada
conjunto de genes Vs. Numero de
genes, respecto a la curva deducida de
los controles, indicando que la
tendencia del programa es obtener
mayor numero de patrones de las
secuencias que flanquean aguas arriba
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to identify functional elements by comparative DNA sequence analysis.

Genome Res 2001, 11:1175-1186.
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a los genes con un perfil de expresion
similar. Para comprobar la precision
del programa desarrollado, se
buscaron las anotaciones funcionales
de los genes con patrones similares, su
posicion en el cromosoma y la
comparacion, mediante matrices de
pesos, de los patrones con los hallados

experimentalmente en otros
organismos.

Tabla 4. Algunas de las posibles regiones
de regulacidn generadas por el programa,
con su respectiva puntuacion, obtenida de
la matriz de pesos por posicion de
nucleotidos.

y =0.428x + 3.011
25
20 — _
L 4 e *
0 /
] 15
S d .// @ # Patrones de la secuencias flanqueadoras de la region 5
E 10 —
P *-
o o
ES 5
0 g T
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#de Genes
I'V.CONCLUSIONES. El programa desarrollado localiza
regiones reguladoras de la
9 y =0.129x + 2.548
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§ g / .
i PPV
o
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©
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Figura 5. Linea de tendencia de 1a relacion entre el numero de patrones de los controles Vs. Numero

de genes y su funcion lineal y(x).
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transcripcidon. Los patrones
encontrados, fueron los mas
conservados para regular expresion de
genes bajo las mismas condiciones
ambientales en un mismo individuo.
Al aumentar el nimero de genes que se
expresan bajo las mimas condiciones
ambientales, el programa aumenta el
numero de predicciones lo que indica
un mayor numero de proteinas
involucradas en laregulacion génica.

Para las secuencias flanqueadoras de

Localizacién de secuencias reguladoras

genes 5’, se encontraron  varios
patrones para una misma secuencia y
con longitudes promedio de 7
nucleodtidos, lo que indica varias
regiones altamente conservadas en los
sitios de union a los factores de
transcripcion y la participacion de mas
de una proteina en el proceso
regulatorio.

Al restringir la busqueda de
secuencias comunes de las regiones
flanqueadoras 5 de cada gen, a

Puntuaci
Patrén Pasible 6nde la
Coni Pertenece ala QO Sitiode regulador Puntu SECUENd
junt L. - L. Lo
o de egion Unién encontrado en Funcion del Regulador reportadoen acidn a
Genes flanqueadora 5 obtenido las hases de las bases de datos. de\' regulador
de los genes... por el datos que se patron aenlas
programa une al patron bases de
datos
0 oppA vy oppC TAAAMAT OmpR) de | Regula los niveles de expresién de | 862 862
Escherichia cof | las proteinas porinas exiemas de
{strain K12) membrana OmpF v OmpC
0 citR y ywfH TAAGCCTT | Regién Regulador transcripcicnal que regula | 9.44 10.14
T promotora  del | lz expresiongénica enrespuestaa la
gen RhIR  de | densidad celular
Pseudomonas
26 LG 053
0 ywfH y rgpC TAAAACAA | Regidn La cual es una proteing que se | 293 317
TAA promotora del | produce encélulas expuestas a H.Q.
gen OxyR.  de | 0 nitrosclioles, ademas regula la
Escherichia cof | transcipcidn de 9 diferentes
(strain K12) enzimas, ente ks que se
encuentran la glutation reductasay la
alguilhidroneroxido reductasa.
1 hisD, ydeG ¥y | TAAAAAAG | AbB de Bacillus | Regulador de la expresion de genes | 7.22 744
fruA subtifis durante la tmnsicidn de estados
entre el crecimiento vegetativo, la
faae astarinnaria v la aanariilacion
1 ydcG TCTTAAAA | NhaR de | regula al gen osmC responsable de | 11.76 12.09
AAG Fscherichia coli la respuesta a diferentes condiciones
de estrés
1 fruA, yghG, ywfE | TATAAAAA | PvdS Regula un factor sigma, responsable | 6.02 6.29
A Pseudomonas de la transcripcion del regulén Fur el
aenginosa cual contiene una serie de proteinas
reguladoras positivas y negativas
dependientes de hiemo
1 yghG, ywfE CCCAAATT | CytR de | Reprime la transcripeion de s | 7.71 7.81
AGAG Escherichiacoli | genes gue codifican a las proteinas
gue fransportan y catabolizan
nuclectidos
1 zitR, 4t5 y ymagl CAAAAATC | AbB de Bacilfus | Regula la transcripcion de | 763 744
Subtilis transporadores de zine.
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secuencias iguales o mayores de 7
nucledtidos, permitié, no solo
localizar ~ secuencias cortas muy
conservadas que predominantemente
se unen a las proteinas, sino también,
secuencias largas de hasta 41
nucledtidos, que las contienen y
altamente conservadas de Bacillus
subtilis y Escherichia coli, indicando
su gran importancia bioldgica para los
microorganismos en los procesos de
regulacion génica. Una comparacion
filogenética de estas secuencias podria
indicar si la evolucion de estos genes
ha sido vertical u horizontal.

Las secuencias largas obtenidas por el
programa, pueden considerarse no
s6lo como reguladoras
transcripcionales, sino también, como
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reguladoras a otro nivel del flujo de la
informacién genética, como por
ejemplo la traduccidn, debido a su alta
conservacion y relacion con los genes
argF y yajE, implicados en la
produccion del ARN ribosomal 168,
5S,23S y el ARN de transferencia para
alaninay asparagina.

El programa predice un numero de
patrones 5°, 3.3 veces mayor al
numero de patrones de secuencias
flanqueadoras de la region 3, lo cual
apoya los datos experimentales que
muestran que los sitios de union a los
factores de transcripcion se localizan
principalmente en la regiéon 5,
ademas, solamente el 3.2 % de las
secuencias control 3" coincidieron con
las secuencias 5°, indicando un bajo
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numero de secuencias obtenidas
debido a factores aleatorios. El trabajo
desarrollado tiene una gran validez, si
se considera que aproximadamente el
50 % de los patrones obtenidos en las
regiones flanqueadoras 5°, estan
reportados en las bases de datos de
sitios de unién a factores de
transcripcion, derivados de métodos
experimentales. Las secuencias
comparadas han tenido pesos
idénticos o similares. El segundo caso
indica mutaciones de sitio especifico
debido a la evolucidn del organismo,
que podrian ser utilizadas para deducir
aquellos nucleotidos en las secuencias
conservadas, que no son esenciales
paralaunion del ADN con la proteina.

Los resultados obtenidos, son un
importante punto de partida, para
desarrollar estudios biotecnoldgicos
experimentales que permitan controlar
la regulacion génica mediante
mutaciones dirigidas, debido a que el
programa aporta la secuencia patron y
por tanto su localizacion en el genoma.
La alteracion de una de estas
secuencias, cambiaria la respuesta del
organismo a variaciones ambientales,
sin necesidad de caracterizar genética
y bioquimicamente un conjunto de
genes, lo cual, ahorra
considerablemente los recursos y el
tiempo de obtencion de fenotipos que
se deseen para aplicaciones que
puedan tener una representatividad
tecnoldgica.

Por otra parte, las secuencias patrones
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y sus correspondientes factores de
transcripcion obtenidos por la
metodologia descrita, proporcionan
secuencias funcionales de ADN que
pueden ser comparadas por homologia
con organismos proximos y distantes
evolutivamente, permitiendo la
construccion de hipdtesis sobre la
manera en que se relacionan los
conjuntos de genes que se activan bajo
las mismas condiciones ambientales,
lo cual contribuiria a los disefios
experimentales para localizacion de
secuencias reguladoras de la
transcripcion y caracterizacion
genética de rutas bioquimicas.
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