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1. Resumen

La evolucién afecta tanto a las proteinas como a los genes y sus elementos reguladores.
Cada uno de ellos también tiene interacciones y los procesos evolutivos también afectan
a las redes que resultan de dichas interacciones. Estas redes de regulacion genética son
elementos clave para la evolucion de rasgos fenotipicos. Sin embargo, se conoce muy
poco sobre la evolucibn de estas redes. Para entender mejor este proceso, en este
trabajo se abordd la evolucién de las redes de regulacion de microRNAs en primates. Se
estudio el cambio de la conectividad de estas redes, o recableado de redes, a lo largo de
la evolucion de diferentes primates. Se estimaron tasas de cambio de estas redes y se
identificaron los microRNAs y blancos con valores extremos de recableado. Se hicieron
andlisis de enriquecimiento funcional para saber con qué funciones estan asociados
dichos elementos de regulacion. Encontramos que los blancos que presentan una tasa
alta de cambio estan asociados con procesos del sistema nervioso y sefializacién entre
células. Estos analisis se contrastaron con datos de expresion de tejidos de cerebro en
humano y chimpancé. Sugerimos que existen cambios evolutivos de recableado que
correlacionan con cambios en los niveles de expresion. Estos analisis ayudaran a explicar

las diferencias de regulacién génica entre los primates con respecto al humano.

Abstract

Evolution affects individual proteins, genes and regulatory elements. Each of these can
also interact, and evolutionary processes also act on the resulting networks. Gene
regulatory networks are key for the evolution of phenotypic traits, but the evolution of
these networks is not well understood. To gain more information about this process, |
focused on the evolution of microRNA regulatory networks in primates. | studied the
changes in connectivity of these networks, or network rewiring, throughout the evolution of
different primates. | calculated rates of change for the regulatory networks, and miRNAs
and targets with the most extreme values for rewiring were identified. Functional
enrichment analyses were done in order to predict the associated functions of the
identified genes. | found that nervous system and cell signaling processes were enriched
in targets with high rewiring. These analyses were compared to transcriptomic datasets
from human and chimp brain tissues. | suggest that the rewiring events predicted here are
correlated with the changes in the expression profiles. These analyses help explain the

differences in genetic regulation between primates and humans.
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2. Introduccion.

2.1 La importancia de los elementos reguladores en la evolucion.

Los mecanismos que dirigen la evolucion de la gran diversidad morfologica de los seres
vivos aln no se comprenden en su totalidad. Las primeras pruebas, de como la
morfologia de un organismo se puede alterar, se generaron mediante el estudio de los
procesos de desarrollo. Los embriélogos del siglo XVII y XVIII observaron cémo es que
se originan varias estructuras anatomicas a partir de un embrién. Mediante experimentos
de trasplante se pudieron identificar las regiones discretas que generan determinadas
partes del cuerpo. Al trasplantar estas regiones discretas en otras regiones del embrion
notaron que seguian dando origen a las estructuras que originalmente generaban. A
partir de estas observaciones se propuso que el efecto de moléculas inductoras
producidas en estos sitios eran las causantes del desarrollo (Figura 1). Sin embargo, los
mecanismos moleculares que producian este fenbmeno no se conocieron hasta que se
descubrieron algunos genes que se comportaban como las moléculas inductoras

propuestas (Harrison 1918; Spemann & Mangold 1924).

Molécula 1

Figure 1 Diagrama sobre el efecto de las moléculas inductoras en el desarrollo de las extremidades de un
organismo (Modificado de Bénazet & Zeller 2009))

Con los primeros avances en el entendimiento de los genes, se empezaron a identificar
cuales son los grupos de genes que estan implicados en el desarrollo. Estos analisis se

hacian mediante la busqueda de mutantes de genes que producen un fenotipo anormal.
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Se identificé una pequefia fraccidn del total de genes que altera el desarrollo. Muchas de
estas alteraciones ocurrian en partes discretas o segmentos especificos del organismo.
Resulté entonces que estos genes que alteran el desarrollo son principalmente factores
de transcripcién o elementos involucrados en sefializacion. Después, mediante otro tipo
de ensayos, se confirmé que las regiones espaciales afectadas durante el desarrollo
correlacionan con el patron espacial y temporal de expresion de los genes (Bridges &
Morgan 1923; Lewis 1963).

Los genes implicados en el desarrollo se empezaron a clasificar de acuerdo a las
funciones que tenian. Un ejemplo muy bien estudiado es el grupo de los genes
homedticos. Se les denominé homeoéticos debido al fenotipo que mostraban sus
mutantes. Este fenotipo consiste en la sustitucion de una parte del cuerpo por otra, en
una region que no le correspondia en un organismo. Uno de los ejemplos méas famosos
es cuando un insecto presenta patas en el lugar de las antenas. Al inicio los fenotipos se
buscaron mediante mutaciones espontaneas que afectaban el desarrollo de la mosca.
Estos andlisis motivaron a seguir buscando sistematicamente otros genes implicados en
el desarrollo. Asi fue como se llegé a descubrir el conjunto de los genes Hox. Este
conjunto cuenta con 8 genes que afectan la especificacién de segmentos particulares en
el desarrollo. Los patrones de expresion de estos genes correlacionan con las partes del
organismo que se afectan al mutarse estos genes (Figura 2). Lo que resulté aln mas
sorprendente fue que después de identificar este pequefio grupo de genes en Drosophila
melanogaster, se descubrié que también estan ampliamente conservados en diferentes

linajes de animales (Lewis 1978; Nisslein-Volhard & Wieschaus 1980).

13



Genes HOX en mosca —_
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Figura 2 Conjunto de genes relacionados con el desarrollo y sus patrones espaciales de expresién

El hecho de que este grupo de genes estuvieran tan conservados y generaran aspectos
morfolégicos muy diferentes, intrigé mas a los cientificos. A estas alturas se conocian los
elementos que generan la morfologia pero lo que hace que los organismos fueran tan
diversos en su forma, ain no se comprendia. Para poder entender como habia
evolucionado la morfologia de estos organismos primero se debia conocer cémo
funcionan los procesos evolutivos. Algunos autores consideran a la evolucion como un
proceso que consta de dos pasos que se van dando a través de generaciones sucesivas.

Estos pasos son:

Origen de la variacion genética. Existen diferentes fendbmenos que generan
variantes genéticas en un rango amplio de escalas. Estos cambios van desde el
nivel de nucledtidos hasta cambios al nivel de cromosomas. Uno de ellos es la
mutacién puntual que consiste en la insercion, eliminacion o sustitucion de una
sola base del DNA. Este tipo de mutacion es importante tanto en bacterias como
en eucariontes. Otro mecanismo de variacién son los elementos transponibles que

generan mutaciones por medio de recombinacion, interrupcion o insercion de
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genes. Respecto a las mutaciones en escalas mas grandes existen los rearreglos,

duplicaciones e inversiones cromosomales.

Existen mecanismos que generan nuevas variaciones a partir de los tipos de
mutacion mencionados anteriormente. En los organismos que pueden tener
reproduccion sexual existe una fuente adicional de variacion por la combinacion
de DNA de individuos diferentes. Esta variacion se debe al entrecruzamiento de
los cromosomas homologos y la segregacion que ocurre en los procesos de
meiosis. Estos procesos generan nuevos alelos y diferentes distribuciones de los
mismos. Otra de las variaciones producidas por la recombinacion es la duplicacion
en tandem de secuencias y ocurre cuando las secuencias homélogas no estan

perfectamente alineadas.

Otros procesos no generan nuevos alelos pero si afectan la distribucién de los
mismos. El flujo genético es uno de estos mecanismos y puede ser ocasionado
por migraciones de poblaciones o individuos y el entrecruzamiento de los mismos.
Otro de los mecanismos es el entrecruzamiento no aleatorio, donde eventos como

la endogamia y exogamia afectan la composicién genética de una poblacion.

Destino de la variacion genética. Procesos como la deriva génica y la seleccion
natural definirdn lo que ocurrira con la variaciébn a causa de una reproducciéon
diferencial. Estos procesos se llevan a cabo a nivel poblacional, por lo tanto los
mecanismos de diversificacion se llevan a cabo tanto entre poblaciones y en el

interior de la misma (Futuyma 2005).

La diversidad morfolégica primero se trat6 de explicar mediante cambios en el nimero de

los genes del desarrollo, si presentaban duplicaciones o copias con variantes que

estuvieran relacionadas con los cambios fenotipicos. Sin embargo, estas suposiciones

resultaron ser incorrectas ya que se sugiere que algunos ancestros tuvieron mas copias

de este nimero de genes. Tan solo en el linaje de los mamiferos no se conoce

duplicacion alguna de este conjunto de genes. Por lo tanto, la duplicacion de genes

contribuye en la evolucion, pero la frecuencia con la que ocurre no es suficiente para

explicar la diversidad morfologica. Asi se comenzd a sugerir y juntar evidencia de que la
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variacion morfoldgica se relaciona mas con cambios en los patrones de expresion de
estos genes (Meyer 1998; Carroll 2008).

Para entender el fendmeno de la evolucién morfolégica se tuvieron que comprender las
bases de la regulacién de genes. A escalas moleculares, la regulacién genética puede
ocurrir a dos niveles, cis y trans. El nivel cis de regulacién genética consiste en los sitios
de pegado de las moléculas reguladoras, estos sitios de pegado pueden encontrarse en
el DNA y RNA. El nivel trans de regulacién, son dichas moléculas reguladoras que van a
interaccionar con los sitios del nivel cis. En la Figura 3 se presenta un diagrama de estos

elementos.

Represor o

(

>
BTG  DNA \ J v

(

Sitio de pegado tlnterferencia del represor con

elementos del inicio de la

transcripcion

Figura 3 Regulacion por medio de moléculas cis y trans (www.khanacademy.org "NOTE: All Khan Academy
content is available for free at www.khanacademy.org")

En eucariontes complejos, solo una fraccion de sus genomas contiene regiones
codificantes para proteinas. Es aqui donde se encuentran codificados los factores de
transcripciéon como los genes Hox. El resto del genoma se compone de regiones que
codifican para moléculas reguladoras de RNA, los sitios de pegado de los elementos
reguladores, intrones, elementos repetidos, y regiones llamadas intergénicas por no tener
funcién conocida; todas estas regiones son llamadas no codificantes (Dunham et al.
2012).
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Siguiendo otro enfoque, a mediados de la década de los noventa se comenzé a juntar
evidencia que sustenta que los cambios en los patrones de expresion de los genes Hox
en artropodos, vertebrados y anélidos correlacionan con las transiciones fenotipicas que
hubo entre estos linajes. También se observd que los sitios de pegado de los factores de
transcripcién son los que permiten principalmente la variacion morfoloégica. Esto ocurre
principalmente en situaciones donde los factores de transcripcion estan muy
conservados. Asi, es posible que los cambios morfolégicos ocurran utilizando el mismo
material genético y proteinas reguladoras. Un ejemplo es el gen Thx5 que codifica para
un factor de transcripcion relacionado con el desarrollo de las extremidades en
vertebrados. Como se muestra en la Figura 4 este factor de transcripcion regula a
diferentes genes en las extremidades de organismos distintos como mamiferos y aves.
Se sugiere que los cambios en los sitios de pegado de este factor de transcripcion
ocasionan estas diferencias fenotipicas (Carroll 1995; Burke et al. 1995; Gellon & William
McGinnis 1998).

Extremidad delantera (Aves)

N o —

—————— 1
@z‘:F
—]  }+ Extremidad delantera (Humanos)

—)— @P:l-
—]}+ . %

Extremidad delantera (tetrdpodos) = M E [
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Figura 4 La evolucién de extremidades en animales implica los mismos genes, sin embargo estos se regulan
de diferente manera como podemos ver entre las extremidades de aves y humano (Modificado de Carroll et
al. 2004)

Si se analizan las propiedades intrinsecas de los elementos cis de regulacion, se pueden
distinguir 3 propiedades clave. Primero, su flexibilidad a los cambios es mucho mas
amplia que los cambios que pueden ocurrir en proteinas debido a que no existen
restricciones tales como el marco de lectura. Ademas las distancias y posiciones en las
gue pueden regular la expresion pueden ser muy variadas. Otra propiedad es que estos
elementos pueden cambiar de manera independiente sin afectarse permitiendo que haya
cambios que se compensen. Por Ultimo, algunas configuraciones de regulacion, pueden
afectar la expresion a un nivel espacio-temporal generando nuevos fenotipos. Se llegé a
concluir que las propiedades de estos elementos hacen que su dindmica evolutiva sea

muy diferente a la de las proteinas (Carroll et al. 2004).

A mediados de los setenta el trabajo de King y Wilson comenzé la tendencia de asumir
gue la mayoria de cambios entre organismos con un genoma similar, pero con diferencias
fenotipicas marcadas, ocurren en sitios de regulacidon. Este analisis se realiz6
comparando proteinas de chimpancé y de humano mediante diferentes tipos de ensayos,
desde comparaciones indirectas mediante pruebas inmunoldgicas hasta comparaciones

de las secuencias disponibles en aquella época (King & Wilson 1975).

Eric Davidson llegé a la conclusiéon de que el aspecto morfolégico es el resultado de
diferentes procesos del desarrollo que se llevan a cabo por la regulaciéon de genes. Esto
lo descubrié6 mientras estudiaba el desarrollo de los erizos de mar. Ademas, Davidson
observé que la naturaleza de la regulacion genética se puede abordar desde la
perspectiva de redes, debido a que algunos elementos reguladores interactian con sus
respectivos genes blanco y algunos de estos elementos reguladores a su vez también

pueden ser regulados por otros factores (Davidson 2006).

Toda esta evidencia llevd a la creacion de una de las propuestas de evolucion
morfolégica mas ampliamente aceptadas. Sean B. Carroll en 2008, formulé la Teoria
Genética de la Evolucién Morfolégica. En ocho puntos, €l muestra los principios clave

para el entendimiento de la evolucion fenotipica:
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1. Muchas de las proteinas que regulan el desarrollo son pleiotrépicas, es decir,
tienen una amplia distribuciéon e interaccion en diferentes tejidos, células y etapas
del desarrollo.

2. Los organismos que son diferentes morfolégicamente tienen conjuntos comunes
de genes participantes en el desarrollo.

3. Muchas de estas proteinas en comun e implicadas en el desarrollo, por lo general
tienen también la misma funcidn en diferentes organismos.

4. Se piensa que muchas de las estructuras morfolégicas evolucionaron de manera
independiente mediante circuitos genéticos similares, siendo este un fenomeno
llamado homologia profunda.

5. La duplicacion de estas familias de genes implicadas en el desarrollo es escasa
y tal vez no es un elemento necesario para cambios en la morfologia.

6. Existen cambios en la regulacion espacial de estos genes esenciales del
desarrollo y estos cambios afectan a la morfologia; a este tipo de cambios se le
llama heterotopia.

7. Regiones cis de regulacion, que son complejas, contribuyen a la pleiotropia de
este conjunto de genes esenciales para el desarrollo.

8. Un solo elemento regulador en trans puede controlar muchos genes blanco.

Este problema se puede abordar utilizando un enfoque de redes, permitiendo capturar la
complejidad del fenémeno de evolucién de la regulacién. Las redes consideran cambios
en los niveles de regulacion cis y trans. Las redes de regulacion genética controlan la
expresion de miles de genes en patrones determinados de tiempo y espacio. Esta
regulacion es la que genera funciones especificas de las células (Alon 2006). Estas redes
tienen un papel esencial para entender procesos bioldgicos del desarrollo y fenébmenos
evolutivos. Hasta el momento es poco claro como es que estas redes cambian en funcion
del tiempo. En la Figura 5 a manera de diagrama se presentan varias redes de regulacion
para diferentes primates y se observan diferencias entre las conectividades de los
diferentes elementos reguladores. Sin embargo nuestro conocimiento de las redes de
regulacion se limita a los organismos existentes en la actualidad y la informacion
conocida de estos hasta este momento. Ademas el panorama es mucho mas complejo ya

gue las redes son diferentes para cada tejido y para cada etapa del desarrollo.
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Figura 5 Esquema de redes de regulacion genética para distintos primates donde sus genes pueden estar

regulados por 2 clases de elementos reguladores.

2.1.1 Importancia de la evolucién en proteinas y elementos reguladores.

La evolucibn del genoma afecta tanto a las secuencias reguladoras como a las
secuencias que codifican para las proteinas. Histéricamente, la evolucion de las
secuencias codificantes ha sido mas estudiada que la de regiones no codificantes ya que
aln no se conocia la funcién de estas regiones no codificantes. Ademas, las primeras
secuencias disponibles fueron las de los aminoacidos de las proteinas que estaban
relacionadas con rasgos funcionales. A pesar de que ya se habian hecho esfuerzos de
comparar moléculas biolégicas entre especies mediante ensayos indirectos de hibridacion
e inmunologia, fue hasta la década de los cincuenta que se empezaron a secuenciar
péptidos como la insulina. Estas secuencias proteicas permitieron realizar comparaciones
entre especies. Sin embargo, pasaron mas de 15 afios para obtener las primeras
secuencias de acidos nucleicos. Asi fue como las bases de la evolucion molecular

empezaron a cambiar para entender la complejidad de los genomas (Hagen 1999).

En la actualidad, con el conocimiento de la regulacion de genes y con las tecnologias de
secuenciacion, se pueden estudiar los sitios de pegado de los elementos reguladores y
como se afectan los genes regulados al modificar algunas de las moléculas reguladoras.
Esta informacién permite estudiar la evolucion molecular de las redes de regulacion y

como es afectada por diferentes procesos.
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Como se discuti6 en la seccion anterior, tanto las secuencias que codifican a las

proteinas como las secuencias reguladoras pueden tener un papel en la evolucion de la

morfologia (Hoekstra & Coyne 2007; Carroll 2008). En la Tabla 1 se presentan varios

ejemplos de mutaciones en regiones reguladoras y en regiones codificantes que tienen

efectos en la adaptacion y en el fenotipo.

Tabla 1 Adaptacion conferida por mutaciones en regiones cis-reguladoras o codificantes a proteina.

Regiones cis-reguladoras

Genes codificantes de proteinas

Rasgo fenotipico

Mecanismo molecular

Rasgo fenotipico

Mecanismo molecular

Armadura
esquelética
diferente en peces
espinosos marinos

y los bénticos

Diferentes patrones de
expresion en el
Pitx1 (Shapiro et
2004, 2006)

gen

al.

Capacidad de las
aves para migrar a

grandes altitudes

Cambios en laj

estructura de la|

hemoglobina

Pigmentacion  en

Expresion diferencial de|

Capacidad de

Proteinas con propiedad

de Drosophila

en D. melanogaster y D.
sechelia

las alas de [proteina amarilla, por| algunos peces de |anticongelante
Drosophila pérdida y ganancia de| vivir en aguas frias

sitios de pegado en el

gen yellow (Gompel et

al. 2005)
Densidad de |[Expresion diferencial de| Incremento en la |RNAasa pancreatica
marcas en larvas |[ovo Shavenbaby (svb)| herbivoria en

algunos monos

El trabajo de Hoekstra y Coyne llega para recordar la importancia que juegan también las

variaciones en la region codificante y no centrar toda la atencién en los elementos

reguladores. Este trabajo se enfoca principalmente en aquellas variaciones genéticas que

afectan la adaptacion e incluso se hace mencion de genes involucrados en eventos de
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especiacion. Estos genes contribuyen al aislamiento reproductivo, el cual es un paso
relacionado con el origen de nuevas especies. Un ejemplo son los genes OdsH, Hmr, Lhr
y Nup96 relacionados con esterilidad de los hibridos, los cuales tienen sefales de
cambios evolutivos rapidos. Hoekstra y Coyne argumentan que, por si solos, los cambios
en regiones cis-reguladoras no pueden causar aislamiento reproductivo. (Presgraves et
al. 2003; Hoekstra & Coyne 2007). Sin embargo esta Ultima parte ain no es concluyente
debido a la poca informacion de los elementos reguladores que existe hoy en dia.

Los eventos de especiacion y adaptacion probablemente proceden por mutaciones en
ambas regiones: codificantes y no codificantes. Anteriormente se explico la importancia
de los elementos reguladores en la evolucion fenotipica y la existencia de una gran
cantidad de evidencia que lo soporta, proveniente de los trabajos hechos por cientificos
como Sean B. Carroll y Eric Davidson. El escenario ideal en el futuro sera evaluar en

conjunto tanto a las proteinas como a los elementos reguladores.

2.2 Clases de elementos reguladores de la transcripcion.

Existen varios mecanismos que regulan la expresién de genes en animales. Esto puede
ocurrir en distintos momentos, desde que se genera la accesibilidad del DNA, al inicio de
la transcripcién de genes, durante procesos pos-transcripcionales, durante la traduccion y
también procesos pos-traduccionales (Farrell & Bassett 2007).

El DNA se encuentra empaquetado en el nucleo formando una estructura tridimensional
llamada cromatina. Algunas conformaciones de este arreglo estructural impide que la
RNA polimerasa y otras moléculas reguladoras tengan acceso para iniciar el proceso de
la transcripcidn. Varias interacciones tienen que ocurrir antes para remodelar la cromatina
y permitir el acceso de la maquinaria que da inicio a la transcripcién. Entre los
componentes de esta maquinaria se encuentran algunas proteinas con la capacidad de
unirse a ciertas regiones del DNA y que pueden afectar la transcripcion ya sea positiva o
negativamente. Estas moléculas son los factores de transcripcion y regulan la expresion

de genes a nivel transcripcional (Farrell & Bassett 2007; Li et al. 2007).

Otro proceso que afecta a la expresion de genes es el splicing alternativo. Este proceso
permite que un solo gen codifique para mas de una proteina en diferentes proporciones.

Esto ocurre al procesar a los transcritos de diferentes maneras. A nivel pos-
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transcripcional también tenemos a los procesos de poli-adenilacién y la regulacién
mediada por RNAs no codificantes. Entre las moléculas de RNAs no codificantes con
capacidad reguladora estan los RNAs largos no codificantes y los RNAs pequefios. Los
RNAs largos no codificantes desempefian diversas funciones, entre ellas, guian
moléculas para generar modificaciones epigenéticas (Halley et al. 2014). Entre los RNAs
pequefios estan los que interaccionan con proteinas Piwi. A estos RNAs se les demonina
piRNAs y estan relacionados con la regulacion del ciclo celular y de la actividad de los
transposones (Siomi et al. 2011). También estan los RNAs pequefios de interferencia que
tienen efecto de represion de genes a nivel pos-transcripcional. Existen otras moléculas
de especial interés debido a su capacidad reguladora de un gran nimero de RNAs
mensajeros, estas moléculas son los microRNAs. A continuacion se presentaran mas
detalles de los microRNAs, su sintesis, mecanismos de accion, su capacidad de regular
distintos fenotipos y su evolucion (Kaikkonen et al. 2011).

2.2.1 microRNAs

Los microRNAs son pequefias moléculas de aproximadamente 22 nucledtidos que
regulan la expresién de genes a nivel pos-transcripcional. Estas moléculas interactian
con una proteina llamada Argonauta para formar un complejo de silenciamiento. Los
microRNAs actllan como guias de dicho complejo hacia los transcritos blanco. La
caracteristica principal que ayuda a la represién de genes es el apareamiento Watson-
Crick entre la region semilla del microRNA con sitios complementarios en las regiones 3’
UTR de los RNA blanco. Esta region semilla comprende los nucle6tidos 2-7 del microRNA

maduro (Lewis et al. 2003).

2.2.1.1 Biosintesis y mecanismo de accion de los microRNAs

La produccion de los microRNAs inicia con la sintesis de transcritos primarios (pri-miRNA)
principalmente por la RNA polimerasas Il (aunque en algunos casos puede ser por RNA
Pol IIl). Después ocurre un proceso de corte por DROSHA-DGCRS8 (Pasha), liberando
una estructura de tallo y asa, llamada pre-miRNA como se puede ver en la Figura 6. Este
pre-miRNA es exportado al citoplasma por la Exportina-5-Ran-GTP. En el citoplasma
DICER, una RNAasa, con una proteina de union al RNA (TRBP) corta al pre-miRNA para
generar un microRNA maduro. Este microRNA maduro es cargado junto con Argonauta
(AGO2), DICER y TRBP al complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC, por sus
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siglas en inglés). EI microRNA maduro guia a este complejo hacia RNAs mensajero

blanco para silenciar la expresion mediante represion traduccional o de-adenilacion

(Winter et al. 2009).
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Figura 6 Ruta de sintesis de microRNAs en mamiferos (Modificacado de Winter et al. 2009)

\/ Degradacion

El silenciamiento de los microRNAs en mamiferos puede deberse a diferentes

mecanismos. Uno de ellos consiste en la inhibicién del inicio de la traduccién. Esta

inhibicion de la traduccion se realiza mediante la disociacion de los elementos elF4F a

través de inhibidores traduccionales (Figura 7). Los elementos elF4F son factores que

promueven el inicio de la traduccion mediante la formacion del complejo de los

ribosomas. El otro mecanismo es la desestabilizacion del RNA mensajero mediante el

acortamiento de las colas poliA, reclutando deadenilasas y factores para remocion de

estas moléculas (Iwakawa & Tomari 2015).
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traduccién

SUTR  Regién codificante 3'UTR

Figura 7 Diagrama representativo de uno de los mecanismos de accion de los microRNAs en animales. Este
mecanismo consiste en la inhibicién del inicio de la traduccién mediante la disociacién de los elementos
elF4F( Modificado de da Sacco & Masotti 2013) .

Aln quedan por aclarar los mecanismos en su totalidad, pero la informacién que se
conoce en la actualidad es suficiente para permitir identificar y predecir posibles sitios de

interaccion en RNAs mensajeros.

2.2.1.2 ldentificacion de blancos de microRNA

2.2.1.2.1 Métodos experimentales

Existen varios métodos de identificacion de blancos de microRNA. Los métodos
experimentales de identificacion de blancos se pueden clasificar en 3 categorias (Hausser
& Zavolan 2014; Broughton & Pasquinelli 2016) .

¢ Mediante screening genético. Estos ensayos se realizaron originalmente para
conocer la funcion de los genes blanco de microRNAs. Sin embargo, como se ha
visto en experimentos de knockout y silenciamiento de los microRNAs, no todos

los microRNAs son esenciales o presentan un fenotipo visible.

¢ Mediante estimaciones de cambios de expresion génica. Estas predicciones
se pueden hacer mediante 2 clases de experimentos. En la primer clase de
experimentos se adicionan moléculas anti-sentido a los microRNAs para silenciar
a un microRNA especifico. En la segunda clase de experimentos se

sobreexpresan algunos microRNAs de manera especifica. Después mediante
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medidas transcriptdmicas se observan los genes cuya expresion se ve alterada.
Se consideran como blancos el grupo de genes que se alterd su expresion y que
también tienen capacidad de ser blanco mediante un analisis de prediccion de

sitios de pegado de microRNASs.

¢ Mediante entrecruzamiento e inmunoprecipitacion de AGO. Los experimentos
CLIP (Cross-Linking Immunoprecipitation) y CLASH (Cross-linking, ligation and
sequencing of hybrids) son ejemplos de métodos de alto rendimiento para
encontrar RNAs mensajeros que interactien con las proteinas Argonauta o con
otros RNAs. Estos métodos se basan en un entrecruzamiento mediado por
radiacion UV. Después se realiza una inmunoprecipitacion y se identifican
interacciones entre la proteina Argonauta y los RNAs. Cada uno de estos métodos
cuenta con diversas variantes y se complementan con datos de secuenciacion

para identificar los posibles blancos de microRNAs.

2.2.1.2.2 Métodos computacionales

Existen varios programas computacionales que permiten la prediccion de blancos de
microRNAs. Estos programas utilizan distintas fuentes de informacién para hacer dichas
predicciones. Utilizan modelos basados en diferentes criterios como estructura
secundaria, complementariedad de sitios, informacion de interaccion con proteinas
Argonauta o conservacion del sitio blanco. Entre los métodos méas usados se encuentran
miRanda, TargetScan, DIANA micro-T, entre otros (Broughton & Pasquinelli 2016;
Leclercq et al. 2017; Riffo-Campos et al. 2016).

miRanda. Se basa en la blsqueda de interacciones que sean estables
termodinamicamente. Las versiones mas recientes de miRanda incluyen algoritmos como
mirSVR que utilizan informacion del contexto y de perfiles de expresion para mejorar las

predicciones (Betel et al. 2010).
Diana-microT. Identifica elementos en las 3’'UTR que puedan ser reconocidos por el

microRNA de acuerdo a ciertas reglas de interaccion, algunas basadas en la energia de

pegado (Paraskevopoulou et al. 2013; Riffo-Campos et al. 2016).
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TargetScan. Toma en cuenta diferentes criterios de informacién que utiliza para la
prediccion de blancos y que coinciden con los modelos propuestos mediante reportes
experimentales. El modelo que utiliza TargetScan resume gran parte de la complejidad
del fenbmeno en principios basicos de la interaccidbn del microRNA y sus blancos,
ademés de que permite que algunos de estos criterios puedan ser evaluados por
separado.

Las versiones recientes de TargetScan ademas de tomar en cuenta a la region semilla, el
tipo de sitio de pegado y nimero de sitios, también toman en cuenta el contexto. Para ello
TargetScan evalla la accesibilidad estructural del sitio de pegado de los microRNAs.
Esto lo hace mediante el grado de apareamiento que tienen las regiones alrededor del
sitio de pegado en la 3'UTR. La accesibilidad también se ve afectada por la composicion
de AU y también se toma en cuenta este factor. Otros de los criterios que se toman en
cuenta son la posicion de los sitios en la 3’'UTR, la cooperatividad que pueda haber entre
sitios distintos, la longitud de las 3'UTRs y la estabilidad del apareamiento del blanco con
el microRNA (Agarwal, Bell, Nam, & Bartel 2015).

Al compararse los distintos métodos antes mencionados se observa que TargetScan7
tiene mejor precisién. También TargetScan7 genera mas predicciones que otros métodos
utilizando niveles de precisiéon similares. miRanda tiene un nimero mas grande de
predicciones que TargetScan7 pero con el costo de que estas predicciones incluyen mas

falsos positivos (Riffo-Campos et al. 2016; Oliveira et al. 2017).

2.2.1.3 Mecanismos de evolucion de microRNAs

Un microRNA puede originarse en una region del genoma simplemente si tiene una
adecuada estructura secundaria de horquilla de RNA que sea reconocible por Drosha y
Dicer. También esta horquilla debe tener la capacidad de formar un complejo de
silenciamiento. Estas propiedades hacen que la generacion de genes nuevos de
microRNA sea mucho més probable que la emergencia de genes que codifiquen para
proteinas. Sin embargo, el problema no reside en que puedan generarse estas horquillas

sino en que se transcriban adecuadamente (Chen & Rajewsky 2007).
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Los genes codificantes para microRNAs pueden aparecer por duplicaciébn génica y
también pueden aparecer en intrones. Las regiones intronicas son propensas a producir
estructuras de horquilla y no requieren de un promotor propio. Se considera que una gran
proporcion de los microRNAs en mamiferos estan dentro de regiones intrénicas. Otras
regiones que proveen de estas caracteristicas son los pseudogenes, snoRNAs, tRNAs y
las secuencias antisentido de transcritos de microRNAs. Otra fuente de innovacion de los
microRNAs son los transposones. Existen reportes que establecen que muchos de los
microRNAs vienen de los elementos transponibles (Rodriguez et al. 2004; Berezikov
2011).

Los genes de microRNAs también pueden generarse de novo. Existen cientos de miles
de horquillas similares a las de los microRNAs predichas en el genoma del humano.
Probablemente muchas de estas horquillas puedan ser transcritas por procesos de
transcripciébn generalizada del genoma. La transcripcibn generalizada del genoma
consiste en que una gran parte del genoma se transcribe. Sin embargo aln no se conoce
la relevancia biolégica de este proceso. Se ha propuesto que esta generacién de novo es
de manera gradual para que las horquillas puedan ser procesadas correctamente por
Drosha y Dicer. Existen formas transicionales que soportan este gradualismo en la
evolucién de familias de microRNAs (Liu et al. 2009; Clark et al. 2011).

Las secuencias de microRNAs pueden diversificarse de distintas maneras. Las
mutaciones en las secuencias del microRNA maduro, en las estructuras precursoras y en
la maquinaria de ediciobn pueden generar nuevas familias. Los microRNAs se pueden
producir de manera diferente aun viniendo de la misma horquilla. Debido a la precision
con que Drosha y Dicer los procesan se pueden generar variantes con pequefias
diferencias al inicio o al final del microRNA maduro. A estas variantes de microRNAs se
les llama isomiRs y son una fuente mas de diversidad de los microRNAs. Otra fuente de
variacion viene dada por los microRNAs*. El microRNA* proviene de la hebra del duplex
gue por lo general se degrada. Estas secuencias proveen material para diversificacion ya
gue pueden dar origen a nuevas familias de microRNAs funcionales. Ademas, las
modificaciones en la horquilla y la maquinaria de edicion como las desaminasas de

adenosina pueden afectar también la evolucion del microRNA (Okamura et al. 2008).
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2.2.1.4 Historia evolutiva de las familias de microRNAs

Los microRNAs como clase de reguladores han estado presentes desde etapas
tempranas en la evolucion de los animales. Por ejemplo, mir-100 esta compartido entre
los eumetazoas. Alrededor de 34 microRNAs estan conservados entre protostomados y
deuterostomados. Esto sugiere una explosion en la innovacion en la base del linaje de los
bilaterados. Un gran incremento en las familias de los microRNAs también parece haber
ocurrido durante la emergencia de los vertebrados y de los mamiferos placentarios
(Berezikov 2011; Zhu et al. 2012).

Se ha estimado la tasa de adquisicion de microRNAs durante la emergencia de los
vertebrados. Esta tasa es de 0.9 a 2.7 familias por millén de afios. Muchas de estas
familias muestran expresion especifica de tejido. Este patrén podria estar relacionado con
la complejidad de los organismos. Se ha reportado que microRNAs mas antiguos se
expresan mas altamente y extendidamente que los microRNAs mas jévenes. Ademas, un
knockout de un microRNA mas antiguo es mas probable que resulte en un cambio
fenotipico notable. Los microRNAs mas recientes en ocasiones tienen efectos deletéreos
pero son sustrato para la seleccién natural si generan un beneficio a la adecuacién del

organismo (Zhu et al. 2012).

Algunos trabajos indican que después de que un gen de microRNA emerge en un linaje
particular, rara vez este microRNA se perdera. Se han reportado que 12 pérdidas de
familias de microRNA han ocurrido a lo largo de la evolucién de los deuterostomados.
Este patrén parece indicar una tasa baja de pérdidas secundarias y una adquisicion
continua de nuevas familias de microRNAs (Berezikov 2011). Sin embargo, se ha
propuesto que hay mas pérdidas de familias de lo que se pensaba. Mientras se probaba
si los microRNAs son buenos marcadores filogenéticos se encontré que los andlisis
anteriores no estaban hechos correctamente. Estos andlisis tipicamente utilizan métodos
de parsimonia para estimar relaciones filogenéticas. Sin embargo, los métodos de
parsimonia no pueden estimar correctamente las pérdidas de familias y llevan a un patron
en el que el nimero de familias de microRNAs incrementa con el tiempo. Se encontré que
las pérdidas de familias de microRNAs en ocasiones no son detectadas por los métodos
de observacion estandar. También se encontré que las pérdidas de familias de

microRNAS no son raras como se penso anteriormente (Thomson et al. 2014).
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2.2.1.5 Patrones en la evolucion de blancos de microRNAs

Se han reportado diferentes tendencias para los blancos conservados y los no

conservados:

a)

b)

Los RNAs mensajero con sitios conservados tienden a estar expresados en
el mismo tejido en el que se expresa su microRNA regulador. EI RNA
mensajero y el microRNA se co-expresan a niveles muy bajos a comparacion
de tejidos donde no se expresa el microRNA. Los tejidos que tienen alta
concentracion del microRNA y altos niveles del RNA mensajero blanco tienden
a estar adyacentes unos de otros (Stark et al. 2005).

Los RNAs mensajero con sitios no conservados, en ocasiones se expresan
en tejidos con su microRNA asociado no expresado. De hecho, los RNAs
mensajero co-expresados altamente con su microRNA tienen menor nimero
de sitios no conservados. Por lo tanto, se sugiere que existen conjuntos de
RNA mensajeros que evitan la regulacion de microRNAs implicando cambios
frecuentes en sus UTRs(Farh 2005).

Xu y colaboradores en el 2013 observaron que la proporcion de sitios conservados

cambia con el tiempo. Existe mucha conservacién cuando se estudian los primates y muy

poca cuando se comparan especies distantes. Otros trabajos como el de Simkin et al. en

2014 sugieren esta alta conservacion en primates en el caso de familias de microRNA

conservadas. Otros reportes también mencionan que los microRNAs de humano y sus

secuencias blanco en las 3' UTRs evolucionan bajo seleccion purificadora (Loh et al.

2010). Las observaciones mencionadas anteriormente se condensan en la Tabla 2.

Tabla 2 Patrones observados en la evolucion de familias y de blancos de microRNAs

Molécula Patron Global Posible causa Referencia
Familias / Sitios | Familias Seleccién Simkin et al. 2014
blanco conservadas con | purificadora

blancos conservados

Familias / | Familias Potencial de | Chen & Rajewsky
Sitios blanco conservadas con | seleccion positiva 2007; Gallego et al.
blancos no 2016
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conservados

Familias de | Exceso de ganancia | Seleccibn  positiva, | Loh et al. 2011
microRNA evolucion neutral

Familias de | Exceso de | Seleccién Simkin et al. 2014
microRNA conservacion purificadora, menos

variacion en la

expresion

Sitios blanco Exceso de ganancia | 1.- Incremento en la | Peterson et al. 2009
canalizacién, mayor
robustez y menos
variacion

2.- Evolucion neutral
debido a poca

presion de seleccion

Sitios blanco Exceso de | Seleccién Simkin et al. 2014

conservacion purificadora

En el 2007, Chen y Rajewsky hicieron un modelo de control transcripcional de nuevos
microRNAs. Ellos proponen que los microRNAs recientes se expresan a bajos niveles en
tejidos especificos para limitar los efectos deletéreos y gradualmente los blancos
deletéreos se van eliminando del transcriptoma mediante seleccién natural. Después de
esto, el rango espacial y el nivel de expresion de los microRNAs podria aumentar. Esto se
basa en experimentos que muestran que nuevos microRNAs si se sobreexpresan podrian
ser deletéreos en el caso de Drosophila. Sin embargo en 2016, Nozawa y colaboradores,
haciendo un estudio mas detallado considerando la coexpresion de regulador y blanco en
tejidos especificos, encontraron el patrén contrario sugiriendo un modelo donde el

namero de blancos incrementa a lo largo de la evolucion (Figura 8).
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Figura 8 Modelo que representa el incremento del nimero de blancos conforme un microRNA es mas antiguo
(Nozawa et al. 2016)

2.2.1.6 Correlacion de los microRNAs con la complejidad morfoldgica

Como mencionamos anteriormente, es ampliamente aceptado que cambios en la
expresion de los RNAs mensajero estan relacionados con cambios morfolégicos.
Cambios en la expresion se podrian dar a nivel pos-transcripcional como ocurre con los
microRNAs que individualmente pueden regular a cientos de genes. Aunque el efecto de

los microRNAs sea principalmente amortiguar la expresiéon de genes y sus efectos
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individuales sean dificiles de ver, a nivel de red, los microRNAs son muy importantes. La
no adecuada expresién de los microRNAs o mutaciones en los blancos podrian producir

enfermedades, anormalidades o cambios morfoldgicos visibles (Loh et al. 2010).

Existe una correlacion entre expansiones de familias de microRNAs con un incremento en
la complejidad morfoldgica (Figura 9). Esto sugiere que probablemente la adquisicion de
nuevas familias de microRNAs estd relacionada con la emergencia de organismos
complejos (Heimberg et al. 2008; Zhu et al. 2012).

Ambulacraria
2 Amphioxus

= Ascidia
(0.04) L Lamprea

Tiburén

(1.37) = Pez cebra
(0.04)

= Rana
(0.27)
+8 Pollo

0.11) L] ,
S Raton
(0.10)

+63 | Humano
(0.27)

Tasa de cambio
morfolégico

Tiempo (Millones de airos)

Figura 9 La evolucion de familias de microRNAs y de complejidad morfolégica a lo largo del tiempo
(Modificado de Heimberg et al. 2008)

Los patrones evolutivos sugieren que: i) la variacion fenotipica intraspecifica disminuye a
lo largo del tiempo geologico para diferentes géneros y familias de trilobites, ii) los

microRNAs disminuyen la variabilidad en expresion génica, y iii) el nimero de microRNAs
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dentro de cada linaje aumenta con el tiempo. Al analizar distintos niveles taxonémicos
como organismos triploblasticos, vertebrados y primates se observaron grandes
incrementos de complejidad morfolégica y de adicion de familias de microRNAs. Esto
lleva a pensar que los microRNAs pueden canalizar el desarrollo de una manera que la
variaciéon fenotipica disminuye con el tiempo por el incremento de precision de la
expresion. Este incremento en la precision de la expresion hace que aumente la
heredabilidad de un rasgo fenotipico. Al aumentar la heredabilidad de un rasgo fenotipico
se genera material para que actle la seleccién natural y se puedan generar estructuras
mas complejas morfolégicamente. En resumen, los microRNAs estabilizan la expresion
haciendo que los rasgos relacionados sean mas capaces de ser seleccionados (Peterson
et al. 2009).

2.3 ¢ Como evolucionan las redes de regulacion? Rasgos Generales

Las redes de regulacion genética no son del todo flexibles. Algunos sub-circuitos se
encuentran mas conservados que otras regiones de la red, debido a las repercusiones
que puedan tener mutaciones en ellos. Esta conservacion ocurre en los circuitos

genéticos relacionados con el desarrollo (Peter y Davidson 2011).

Desde una perspectiva de Evolucién del Desarrollo se establece que los nuevos fenotipos
emergen debido a variaciones ancestrales. Estas variaciones surgen mediante diferentes
combinaciones y la reutilizacion de modulos implicados en el desarrollo. Esto ocurre bajo
conservacion y homologia profunda de caracteres, causando complejidad fenotipica. La
evolucién del desarrollo, ha confirmado que los sistemas de desarrollo de los animales
tienen una variacion genética sesgada que restringe los efectos de la seleccion natural y
por lo tanto a la evolucién fenotipica (Moczek et al. 2015). Evidencia de esto, son los
paralelismos evolutivos, es decir especies diferentes que comparten un mismo rasgo
fenotipico debido a que tienen variaciones genéticas similares. Por ejemplo, las
mutaciones en el gen MC1R ocasionan cambios en la pigmentaciéon y coloracién de
varios grupos taxondémicos como peces y mamiferos. Otro caso son los sistemas donde
el desarrollo de una parte del cuerpo esta intimamente relacionado con el desarrollo de
otra parte del cuerpo. Por lo tanto, las variaciones que afecten a una seccion también
afectaran a la otra, imponiendo mayor cantidad de restricciones para que ambos cambios
puedan ocurrir (Brakefield 2006; Peter & Davidson 2011).
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2.3.1 Recableado de redes de regulacion

La evolucién de las redes de regulacién se puede estudiar enfocandose en la cantidad y
la tasa de eventos de recableado que ocurren en diferentes linajes. Estos eventos de
recableado se han definido como cambios en la conectividad de las redes a lo largo de la
evolucién de los organismos. El recableado se puede evaluar de distintas maneras. Se
puede abordar de manera global comparando las redes de regulacion completas o
también estudiando el comportamiento de grupos de genes y de reguladores especificos

gue han estado bajo diferentes regimenes de cambios en su regulacion.

2.3.1.1 Estimadores de la tasa de recableado de las redes de regulacién

Algunos autores han propuesto medidas para la evolucion de redes en Biologia. El tipo
de medidas de tasas de recableado de las redes esta limitado por la distancia evolutiva,
tiempo y el niumero de cambios en las interacciones (Shou et al. 2011). Durante este
proyecto se documentaron las distintas medidas propuestas en la literatura para estimar
el cambio y evolucion en redes de regulacion. Algunas de estas medidas de recableado

se presentan a continuacion.

2.3.1.1.1 Métrica de Shou

La métrica propuesta por Shou y colaboradores en 2011 representa el nimero total de
conexiones que se recablearon. Esta cantidad es normalizada por el nimero de
conexiones posibles y el tiempo de divergencia. Para calcular la tasa de recableado se
comparan las redes de las especies usando una como referencia. La estimacion se
realiza identificando los nodos comunes y conexiones comunes que tengan las 2 redes

comparadas y los nodos que se pierdan y se ganen.
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Figura 10 Recableado de red (Modificado de Shou et al. 2011)

2.3.1.1.2 Metrica de Simkin

Esta métrica consiste en estimar la tasa de ganancia y pérdida de sitios de pegado de
familias de microRNAs. Las estimaciones se hacen para cada familia de microRNA y se
contrastan con un control de secuencias con composicién de nucle6tidos similar. Estos
valores de ganancia y pérdida de sitios para cada microRNA, se normalizan por la
frecuencia de sitios de cada uno de los microRNAs que estén presentes en el ancestro.
Es decir, aquellos que son mas abundantes es mas probable que tengan un evento de

pérdida o de ganancia.

Las comparaciones, a diferencia de la métrica de Shou, se hacen con respecto a la red

del ancestro. Esta red del ancestro se genera mediante un método de inferencia ancestral
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de las secuencias de las 3’'UTR de los organismos a estudiar. Otra diferencia es que la
métrica de Shou cuenta eventos de recableado considerando una conexiébn maxima por
gen con su regulador, y la métrica de Simkin considera todos los sitios de pegado
posibles pudiendo ser mas de uno entre un blanco y un determinado regulador (Simkin et
al. 2014).

2.3.1.1.3 Métrica para medidas probabilisticas de elementos recableados, para valores
continuos

En casos donde tenemos valores de recableado que no sean cantidades discretas existe
una métrica que se ha aplicado para medir el recableado en levaduras (Sarda &
Hannenhalli 2015). En este trabajo se utiliza una medida llamada Puntaje de Recableado,
gue es una funcién que indica qué tan probable es que un gen haya cambiado a su
regulador por otro. P(TF, gen, Especie) representa a la probabilidad con que un factor de
transcripcién se une a un promotor en una especie. Este factor de transcripcion se
representa en la Figura 11 por X 6 Y. En la Figura 11 se observa que las especies
S1,S2,S3 y S4 pudieron tener recableado donde otro factor de transcripcion regula a otro
gen en especies diferentes. Este método se utiliza para comparar 2 grupos de
organismos que posean caracteristicas diferentes para conocer los eventos de

recableado relacionados con estos cambios fenotipicos.

Ao b
X

S1 S2 53 54

Of Of O Oor
8 g;

g &

Figura 11 Diagrama representativo para evaluar recableado (Sarda & Hannenhalli 2015)

2.3.1.2 Pruebas estadisticas para el recableado
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La informacién acerca de las redes se genera mediante experimentos o predicciones
computacionales. Las estimaciones de las redes pueden estar sujetas a muchos falsos
positivos y falsos negativos. Existe un método general para verificar la influencia de falsos
positivos y negativos en la estimacién del recableado de redes (Beltrao & Serrano 2007).
Para ello se realiza un analisis de sensibilidad basado en muestreo. Con este analisis se
evalla la robustez de las métricas de recableado de redes de interaccion de proteinas. El
efecto se observa mediante muestreo al azar, afiadiendo y removiendo fracciones de
interacciones aleatoriamente entre las 2 redes. Asi se generan redes simuladas y se
estima la tasa de recableado. Se usan ademas fracciones permitidas de falsos positivos y
negativos en diferentes proporciones para evaluar su efecto. Este método también fue
usado por Shou et al. en 2011 para evaluar sus estimaciones de recableado de distintas
redes bioldgicas.

Otra manera de generar soporte estadistico a las estimaciones de recableado es la
generacién de grupos de secuencias control. Este grupo control permitira contrastar el
comportamiento de secuencias correspondientes a elementos de regulacién funcionales
con secuencias que probablemente estén evolucionando de manera neutral (Friedman et
al. 2009; Simkin et al. 2014).

3.3.2 Patrones evolutivos de redes de regulacion

2.3.2.1 Saturacion de cambios

El proceso de saturacion inicialmente fue observado en secuencias de proteinas.
Mientras Emile Zuckerkandl y Linus Pauling comparaban secuencias proteicas,
observaron una tasa lineal de acumulacién de cambios de aminoacidos (Zuckerkandl &
Pauling 1962; Zuckerkandl & Pauling 1965). Después de esto, Kimura y Ohta propusieron
de que una gran proporcion de cambios de aminoacidos podrian ser neutrales siendo
estos los que reflejen esta tasa lineal (Kimura 1968; Kimura & Ohta 1971). En escalas
mas grandes de tiempo es cuando surge el problema ya que se llega a un punto donde
no se ven mas cambios o diferencias. A este fendmeno se le llamé efecto de saturacion

de sustituciones (Gojobori 1983).

De manera similar a las mutaciones en las secuencias de DNA, las redes estan bajo un
proceso de saturacién que, a cierta distancia, no permite ver el nimero real de cambios.

Esto genera dificultades para saber como las redes evolucionan a lo largo de eventos de
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especiacion. En el trabajo de Shou et al. del 2011 para las redes de regulaciéon de
microRNA con sus blancos realizaron comparaciones entre H. sapiens, M. musculus, D.
rerio, C. elegans y D. melanogaster. Sin embargo, en ese momento eran muy pocas las
redes disponibles para especies cercanas y el método de deteccion de blancos que ellos
tenian era muy propenso a tener errores. En este mismo trabajo especies que tenian un
tiempo de divergencia similar tendian a tener tasas de recableado similares indicando que
la métrica de la tasa de recableado era dependiente del tiempo de divergencia pero no
del par de especies comparadas. A distancias evolutivas grandes, la tasa de recableado
se encuentra bajo saturacion y por lo tanto es dificil de comparar (Shou et al. 2011).

2.3.2.2 Recableado bajo presiones selectivas

A lo largo de la historia de la vida existen patrones causados por extinciones en masa
seguidas de rapidas radiaciones evolutivas. Muchos paleontélogos sugieren que la
discrepancia entre el reloj molecular y los fechados paleontolégicos son debido a relojes
moleculares imprecisos. Por ejemplo el proceso de radiaciones adaptativas podria
acelerar el reloj molecular. La capacidad de interaccién de un regulador con mdltiples
sitios blanco, permite que el recableado de las redes de regulacién sea un mecanismo
importante de adaptacion visto desde un nivel mas alla de proporcion de cambios en las

secuencias (Bromham 2003).

2.3.3 Ejemplos de recableado en la naturaleza

Algunos andlisis sugieren al recableado como una explicaciéon de la divergencia en los
patrones de expresion, sin embargo, pocos esfuerzos se han enfocado en las
propiedades del recableado de la red y la manera causal de cémo evolucionan las redes

en la naturaleza.

2.3.3.1 microRNAs

Se han hecho estimaciones de recableado a nivel general en diferentes animales. A
continuacién se mencionan algunos de los trabajos que evallan la evolucion de redes de
regulacion de microRNAs en distintos linajes de organismos. En la siguiente seccion
también se hablara de otros ejemplos de organismos cuyos microRNAs se han estudiado

con el fin de entender su influencia en la evolucion fenotipica.
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2.3..3.1.1 Primates

En primates se ha observado que para el conjunto de familias de microRNA mas
conservadas, sus sitios de pegado parecen tener una tasa baja de cambio. Lo que
implica que los sitios blanco también estan conservados comparados con otras
secuencias del genoma (Simkin et al. 2014). También en otro trabajo se ha observado
gue dentro de los primates hay menos cambios comparados con otros grupos (Xu et al.
2013).

Se han reportado varias expansiones de familias de microRNAs en el grupo de los
primates. Especificamente en el grupo Catharrini, donde se encuentran los grandes
simios, ocurrié una expansiéon de familias de microRNAs (Hertel & Stadler 2015). Ademas
de que se han encontrado expansiones especificas de familias ya existentes como lo son
miR-301, miR-130 entre otras (Guerra-assungéo & Enright 2012).

2.3.3.2 Factores de Transcripcion
La literatura para el recableado en redes de factores de transcripcion es mucho mas
extensa. A continuacion se presentaran algunos ejemplos de recableado de factores de

transcripcién en varios grupos de organismos.

2.3.3.2.1 Levaduras

Un caso especifico de recableado es en la reproduccion de levaduras. Las reproduccion
de Saccharomyces cerevisiae esta regulada mediante la respuesta a una feromona. A su
vez, el factor de transcripcion Stel2 regula esta respuesta. Lo interesante es que este
mecanismo de respuesta por parte de Stel2 esta conservado en levaduras mucho mas
lejanas como Candida albicans. El tiempo de divergencia es de casi 200 millones de afio
de divergencia entre estas especies. Sin embargo, la red que controla la respuesta de la
feromona, evolucion6 de dos maneras diferentes para unirse a los genes blanco.
Mediante la reconstruccion de varios intermediarios evolutivos se demostré que uno de
los sitios de pegado no era accesible para el ancestro, como se puede ver en la Figura
12. En este caso se sugiere que elementos de regulacion de estos organismos estuvieron
bajo eventos de recableado que solo se pueden entender a nivel de red (Sorrells et al.
2015).
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Figura 12 Evolucién de diferentes maneras de regulacion relacionadas con la reproduccion en levaduras,
donde ganancia de la represion “a2” permitié ganar sitios de regulacion “Ste12” (Modificado de Sorrells et al.

2015)

En otro de los estudios de recableado realizado en levaduras, se reporta la cantidad de
recableado que ha ocurrido en diferentes grupos de la filogenia de 23 levaduras (Sarda &
Hannenhalli 2015). Esta cantidad de recableado se estimé mediante un modelo que toma
en cuenta probabilidades de sitios de pegado. Se seleccionaron grupos de diferentes
levaduras para comparar los eventos de recableado. Esta seleccion se realizd con base
al estilo de vida, ya sea i) si estuvieron bajo un proceso de duplicacién genémica, o ii) Si
son domesticadas o0 no. En este trabajo se encontré que algunos linajes presentan mas
recableado que otros, especialmente el grupo de levaduras relacionadas con

Saccharomyces cerevisiae comparado con el grupo de Candida albicans. Parece ser que
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parte de este alto recableado se debe a cambios importantes en los sitios de pegado para

la regulacion de genes ribosomales y del metabolismo de azlcares.

2.3.3.2.2 Erizos de mar

En un trabajo del grupo de Eric Davidson se enfocaron en la divergencia de 2 erizos de
mar. Se estudi6 especificamente el proceso de esqueletogénesis donde se hizo un
andlisis funcional dirigido hacia una especie de erizo (Eucidaris tribuloides). Este analisis
se hizo para demostrar que habia diferencias de regulacién genética con respecto al erizo
gue es modelo de laboratorio (Strongylocentrotus purpuratus). Se sugiere que hubo una
reorganizacion de los circuitos de regulacion implicados en la esqueletogénesis. También
se sugiere que los elementos importantes para este fenémeno fueron el surgimiento de
un nuevo factor de transcripcion y cambios en los blancos regulados (Erkenbrack &
Davidson 2015).

2.3.4 Contribucion de la evolucion de redes de regulacion de microRNAs en la
evolucion fenotipica

Algunos patrones sugieren que los microRNAs pueden jugar un papel importante en la
evolucion morfolégica. Uno de los principales ejemplos para evaluar la contribucion de
algun elemento de regulacién genética en la evolucion fenotipica, es el fendmeno de las
radiaciones adaptativas. Lo que permite describir la evolucién y comportamiento de las
redes de regulacién bajo diferentes presiones de seleccion y etapas de cambio

morfolégico.

2.3.4.1 Radiaciones adaptativas

Las radiaciones adaptativas ocurren cuando la seleccién natural propicia la formacién de
nuevas especies las cuales tienen la habilidad de explotar diferentes nichos ecoldgicos.
Las definiciones modernas tienen 3 caracteristicas principales: 1) diversificacion de
especies provenientes de un ancestro comun, 2) generacion de rasgos adaptativos por
seleccion natural, y 3) diversificacion extraordinaria por el tiempo ocurrido o una
diversidad no comun relativa a clados cercanos. Sin embargo esta Ultima caracteristica
sigue en discusion y no se considera estrictamente necesaria para una radiacion
adaptativa (Glor 2010).
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2.3.4.1.1 Peces espinosos

Los peces espinosos (Gasterosteus aculeatus) son un modelo importante de especiacion
ecologica. Sus recientes eventos de cambio morfologico y especiacion los convierte en
candidatos ideales para estudiar la variacion fenotipica relacionada con la interaccién del
ambiente y el material genético (Jones et al. 2012; Leder et al. 2015).

Los peces espinosos son un buen modelo para responder preguntas sobre como los
elementos de regulacion cambian a un nivel global. Respecto a los microRNAs existe un
trabajo que se enfoca en la prediccion de familias de microRNA y sus posibles blancos
(Chaturvedi et al. 2014). Se estudi6 como los SNPs identificados en estas especies
podrian estar presentes en algunos de los blancos predichos. Estos SNPs presentes en
los blancos de los microRNAs podrian estar relacionados con la rapida evolucion de estos
peces. Sin embargo respecto a la contribucion de los microRNAs en estas especies solo

se encontrd un polimorfismo asociado a sus sitios de regulacion.

2.3.4.1.2 Ciclidos

La evolucién de los ciclidos es otro ejemplo de radiacion adaptativa (Figura 13). Estos
peces han sido estudiados en aspectos ecoldgicos, filogeograficos y de la genética
clasica. Para los ciclidos del Lago Malawi en Africa se ha reportado que este evento de
radiacion adaptativa estuvo relacionado con cambios de regulacion de la expresion. Loh 'y
colaboradores en 2011 sugirieron que estos cambios muy probablemente tuvieron que
ver con la evolucion de los microRNAs y seleccion positiva en los sitios blanco de los
microRNAs. Estudios mas recientes que incluyen los ensambles completos de los
genomas de los ciclidos pero con grupos mas lejanos filogenéticamente han reportado
evidencia de seleccion purificadora en este grupo de peces. Quedaria por confirmar si
esta seleccién purificadora también se ve con los mismos ciclidos estudiados por Loh y
colaboradores utilizando ensambles completos de sus genomas (Loh et al. 2011;
Brawand et al. 2014).
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Pundamilia nyererei Neolamprologus brichardi Metriaclima zebra
(Lake Victoria) Lake Tanganyika) (Lake Malawi)

Astatotilapia burtoni Oreochromis niloticus
(Lake Tanganyika river) (Nile river)

Figura 13 Radiacion adaptativa de los ciclidos de Africa (Modificado de Brawand et al. 2014)

Existe otro grupo de ciclidos también muy estudiado que corresponde a los ciclidos Rey
Midas de Nicaragua. Respecto a los microRNAs y sus blancos se han estudiado 6
especies de ciclidos Rey Midas. Se encontrd6 que la mayoria de ciclidos presentan
también seleccion purificadora en los sitios de pegado de microRNAs. Sin embargo para
una especie se encontrd que la seleccion esta relajada. Esto puede deberse a que este
ciclido habita en el lago del crater donde la especiacion simpatrica se lleva a cabo. Los
eventos de especiacion simpatrica estan relacionados con una alta tasa de cambio
morfolégico. Una posible explicacion es que al relajarse la presion de seleccion
purificadora se permite a una poblacion tener mas variacion en la regulacion. Al haber
mayor variacién en la regulaciéon genética se propiciaria mayor variaciéon morfolégica. La
seleccién natural actuaria sobre esta variacién propiciando los eventos de especiacion
(Franchini et al. 2016).

2.3.4.2 Otros grupos de organismos con informacion genomica disponible

En mamiferos también se han observado expansiones de familias de microRNAs. Estas
expansiones se han visto sobre todo en la radiacion de los mamiferos placentarios.
También dentro de los mamiferos placentarios, en el grupo de los Catharrini que incluye a
los grandes simios, hubo otra expansion de familias de microRNAs. Se ha reportado que
para las familias mas jovenes de microRNAs en mamiferos los genes blanco también

tienen menos conservacion en las secuencias de sus sitios de pegado. En cambio, para
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los microRNAs mas antiguos se observa que los sitios de pegado estan mas
conservados. Con la disponibilidad actual de genomas y sus anotaciones es factible
realizar estimaciones de evolucién de las redes de regulacion de varios grupos de
mamiferos (Meunier et al. 2013; Hertel & Stadler 2015).

2.4 Evolucion de los primates

El orden de los primates consiste en el grupo de mamiferos que se origind
aproximadamente hace 65 millones de afios partiendo de un ancestro similar a una
musarafia. Los primates tienen rasgos anatémicos que los distinguen de otros mamiferos.
Estos rasgos incluyen modificaciones en estructuras del craneo debido al incremento del
tamano del cerebro, un hocico reducido debido a una menor dependencia del olfato,
disminucion del tamafio de las mandibulas debido a cambios en la dieta y mayor agudeza
visual que modificé las cavidades oculares. Existen otros rasgos caracteristicos como la
presencia en ocasiones de un pulgar oponible y ufias en lugar de garras (Willoughby &
Willoughby 2005).

Dentro del orden de los primates se encuentra la superfamilia de los Hominoides. En este
grupo se encuentran los grandes simios, que incluyen al humano, y los simios menores
como el gibon (Figura 14). Este grupo se caracteriza principalmente por el desarrollo de
rasgos fenotipicos relacionados con la evolucion del hombre. La evolucién del tamafio
del cerebro en primates es uno de los fenotipos que mas ha despertado interés. La
capacidad volumétrica del craneo humano es mucho mayor que la de los otros
hominoides. EI humano cuenta con aproximadamente 1200 cm?, y le siguen el gorila y el
chimpancé con 400 cm?®y 300 cm?® respectivamente. También la evoluciéon del bipedismo,
la capacidad de hablar, la respuesta del sistema inmunoldgico y la capacidad de fabricar
herramientas son fenotipos que han sido estudiados para entender la evolucion humana
(Willoughby & Willoughby 2005; Singleton 2013).
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Figura 14 Filogenia de los primates, donde se sefiala al grupo de los hominoides que incluyen a los primates
gue sus genomas se analizaron en este proyecto (Levin 2011)

Otro tipo de evidencia que nos ayuda a entender la evolucion humana es el registro fosil.
Sobre todo se han encontrado fosiles del grupo de los homininos. Los homininos son el
grupo hermano de los chimpancés de los cuales el humano es el Unico sobreviviente.
Con base al registro fosil se dice que hubo muchos eventos de cambio morfol6gico en
este grupo. Estos eventos implicaron etapas de gran cambio donde varios rasgos
anatémicos surgieron de manera independiente en los diferentes linajes que derivaron de
esta radiacion, como se puede ver en la Figura 16. Los principales rasgos anatomicos

gue cambiaron en este grupo son el tamafio del cerebro y el bipedismo (Carroll 2003).

La superfamilia de los Hominoides se encuentra bien documentada a nivel genémico, con
la mayoria de los genomas con un nivel de ensamblaje y anotacion bueno. Ademas, entre
los genomas de los grandes simios hay una relaciéon de homologia aproximadamente de
1:1. También entre las regiones alineables existe una gran similitud; por ejemplo, la
divergencia de secuencias gendmicas alineables entre humano y chimpancé es
aproximadamente 1.4%. Estas caracteristicas lo hacen un grupo adecuado para resolver
preguntas acerca de la evolucion de sus secuencias gendmicas y rasgos fenotipicos
(Khaitovich et al. 2006; Lewis et al. 2006).

46

HOMINIDO

HUMANP



La informacion de los primates a nivel molecular en la actualidad es uno de los recursos
mas utilizados para entender la evolucion del hombre. Existe una gran cantidad de
informacion acerca de los genes y elementos reguladores relacionados con los cambios
fenotipicos que ocurrieron a lo largo del tiempo durante la evolucién humana. Mediante la
comparacion de diferentes genomas de primates se han encontrado familias de genes
con distintos niveles de seleccion natural. A nivel de las regiones codificantes de
proteinas se encuentran como positivamente seleccionados algunos genes codificantes
para factores de transcripcion. Por otro lado, se encuentran negativamente seleccionados
genes codificantes para proteinas del citoesqueleto (Bustamante et al. 2005).

En las regiones no codificantes también se han identificado sitios con diferentes niveles
de seleccién. Las regiones promotoras de los genes involucrados en procesos del
sistema nervioso y metabolismo muestran evidencia de seleccién positiva. Otra de las
caracteristicas que mas varia entre los genomas de los primates es la insercion de
elementos retrotransponibles. La tasa de acumulacion de estos elementos difiere mucho
en humano, chimpancé y orangutan con un estimado de 5,000, 2,300 y 500 inserciones

respectivamente (Haygood et al. 2007; Locke et al. 2011).

También se han comparado los niveles de expresion de genes y se han encontrado
categorias funcionales de genes que estan diferencialmente expresados entre primates
en determinados tejidos. Por ejemplo, al comparar tejidos de corteza frontal entre
chimpancé y humano se encontraron diferencialmente expresados genes relacionados
con transmisién sinaptica, transporte, fosforilacion oxidativa y metabolismo de lipidos.
Ademas, estos andlisis se han complementado con la evidencia de seleccion positiva de
estudios como el de Haygood et al. del 2007. Los genes con evidencia de seleccion
positiva y expresion diferencial estan enriquecidos en funciones como transporte en

general y cadena de transporte de electrones (Babbitt et al. 2010).

Se han hecho analisis de expresion para otros tejidos entre diferentes especies de
primates. De manera general se ha encontrado expresion diferencial en genes
relacionados con procesos del sistema nervioso, sefalizacion, metabolismo y transporte
i6nico. Estos patrones se han reportado en diferentes estudios donde comparan la

expresion de tejidos principalmente del cerebro. Sin embargo también estos resultados se
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presentan cuando se incluyen tejidos de higado, tejido adiposo, tejido musculoesquelético

y de cerebelo en las comparaciones (Bauernfeind et al. 2015; Babbitt et al. 2017).

La evolucién de rasgos morfolégicos en el humano esté relacionada con mdltiples tipos
de cambios en la regulacion de genes que afectan al desarrollo. Un ejemplo es la
evolucion del bipedismo, de la cual se han propuesto varios mecanismos por los que
pudo haber surgido. Uno de ellos implica el cambio de regulacion en el gen GDF6.
Anteriormente se habia reportado que este gen tiene efectos en el tamafio de las placas
Oseas de los peces espinosos. Ahora se sabe que existe una regulacién Unica de este
gen en humano a diferencia del chimpancé y otros mamiferos (Figura 15) . Se cree que
este cambio en regulacion esta relacionado con la evolucién del bipedismo ya que el gen
se expresa en regiones anatomicas que se modificaron de manera particular durante esta

transicion (Indjeian et al. 2016).
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Figura 15 Cambio en la regulacion de GDF6 relacionado con diferentes fenotipos
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Un ejemplo de un gen que se sugiere que evoluciond bajo seleccién positiva es FOXP2.
Este gen codifica para un factor de transcripcidn relacionado con la evolucion del habla.
Algunas personas con mutaciones en este gen presentan problemas del habla. Se ha
observado que los blancos de FOXP2 tienen sefiales de seleccidn positiva. Otro ejemplo
es el caso de EDAR. Este gen también tiene sefiales de seleccién positiva. Mediante
mutantes en ratén se encontré que EDAR esta relacionado con la densidad de glandulas
sudoriparas. Este ultimo fenotipo se comparte con las variantes de este gen en diferentes
poblaciones de humanos en China (Lai et al. 2001; Ayub et al. 2013; Kamberov et al.
2013)

2.5 Preguntas para abordar mediante el estudio de la evolucion de las
redes de regulacion genética

En el siguiente cuadro se presenta el tipo de preguntas que se pueden responder

mediante el estudio de la evolucién de redes de regulacion genética.

¢,Cuales son las bases moleculares de la evolucién fenotipica?
Con la informacién que se dispone en la actualidad se puede contestar parcialmente la
pregunta anterior. Sin embargo se pueden ir contestando preguntas especificas para tener un

mejor entendimiento de los mecanismos de evolucion de las redes de regulacion.

La teoria de la dinamica evolutiva de redes de regulacion genética tiene todavia varias
preguntas que deben responderse. A continuacion se plantean algunas preguntas que faltan

por responder con base en la revision de literatura cientifica.

e 1.- ¢Las redes de regulacién evolucionan mas rapido que otro tipo de redes
biolégicas (Redes de interaccién proteina-proteina, Redes metabdlicas entre
otras)?

e 2.- Si se toma en cuenta la gran cantidad de ruido, etapas de desarrollo,
expresion tejido especifico y diferencias entre especies, ¢cémo se pueden
explicar las diferencias en los perfiles de expresion entre especies?

e 3.- ¢(Existen secciones de las redes de regulacion genética que son mas
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variables que otras?
e 4.- ;Qué factores afectan la dinamica evolutiva de las redes de regulacion

genética?

En este presente proyecto se estudio la evoluciéon de redes de regulacion de microRNAs en
primates y su relacion con la evolucion del fenotipo. Sin embargo, también se abordaron

algunas de las preguntas aqui propuestas.

3. Objetivos

3.1 Objetivo general
Determinar las tasas de recableado de las redes de regulacion de microRNAs en
primates y las funciones de los genes asociadas a estos cambios.

3.2 Objetivos especificos

e Comparar las métricas de recableado propuestas por Simkin y Shou.

e Determinar las implicaciones de las consideraciones de cada métrica para evaluar
la tasa de recableado.

e Establecer controles para la estimacion de cambios en las redes de regulacion de
microRNAs.

e Construir las redes de regulacion de microRNAs en primates.

e Comparar las redes de regulacién de microRNAs en primates.

e Estimar las tasas de cambio para las redes de regulacion de microRNAs.

¢ |dentificar familias de microRNAs con valores extremos de recableado.

¢ |dentificar blancos de microRNAs con valores extremos de recableado.

¢ Identificar categorias funcionales enriquecidas de dichos blancos con valores
extremos.

e Comparar categorias funcionales enriquecidas entre especies.

e Aplicar el método desarrollado en otras situaciones bioldgicas relevantes.
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4 Hipotesis

Los cambios ocurridos en el sistema nervioso, estructura del craneo y regulaciéon
diferencial de genes asociados con estos fenotipos dentro del linaje de los Hominoides
fueron ocasionados por el recableado de las redes de regulacién de los microRNAs que

ocurri6 en este grupo.

5 Justificacién

El poder predictivo de blancos de microRNAs mediante herramientas como TargetScan
junto con la gran cantidad de datos gendémicos existentes permite construir las redes de
regulacién de microRNAs para diferentes especies. Mediante comparaciones entre las
redes de regulacién de diferentes grupos de organismos se pueden responder preguntas
relacionadas con la manera en que evolucionan las redes de regulacién de microRNAs y
coémo contribuyen a la evolucién del fenotipo, un fenébmeno que hasta la fecha se

entiende muy poco.

6 Métodos

6.1 Definicion de las métricas de recableado

Primero se hizo una revision en la literatura de las métricas de recableado que se podrian
utilizar para entender la evolucibn de las redes de regulacion de microRNAs. A
continuacion se explican las dos métricas que se utilizaran para resolver las preguntas

planteadas en este proyecto.

6.1.1 Métrica de Shou

En las estimaciones propuestas en el trabajo de Shou et al. en 2011, se calcula una tasa
de recableado basandose en la ortologia de los nodos de la red. La red de una especie
se toma como referencia y las de las otras especies se utilizan para compararlas con la
referenca. Esta tasa de recableado consiste en el nUmero total de conexiones que se
recablearon divididas por el tamafio de la red. El tamafio de la red se representa por el

namero total de posibles conexiones entre las dos redes completas. También se divide
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por el tiempo de divergencia. Ademas para esta métrica cabe resaltar que solamente se

permite maximo una conexién entre regulador y blanco.

Para estimar esta tasa se consideran 3 conjuntos de nodos. Los nodos comunes son los
gue estan presentes en ambas redes, la de referencia y la que se compara. Los nodos
perdidos solo estan presentes en la red de referencia y los nodos ganados solo estan en
la red que se compara. Ademas se miden también 4 tipos de eventos de recableado que
son: 1) ganancia de nodos comunes, 2) pérdida de nodos comunes, 3) pérdidas de
conexiones por pérdida de nodos y 4) ganancia de conexiones por ganancia de nodos.

El valor de la tasa de recableado se define por la siguiente ecuacion:

R
C * Tiempo de divergencia

Tasa de recableado =

Donde R es la cantidad de conexiones recableadas y C es el total de nimero de eventos
de recableado posibles. Se divide también por el tiempo de divergencia entre los pares de
especies a comparar. El valor de C viene de la combinatoria:

C pararedes de microRNAs
C = RegCNsxTarCNs + RegGNsxTarGNs + RegLNs x TarLNs
+ RegCNs x (TarGNs + TarLNs) + TarCNs x (RegGNs + TarLNs)

Donde CN son los nodos comunes, LN son los nodos perdidos, GN nodos ganados, Reg
son los nodos que corresponden a reguladores y Tar son los nodos que corresponden a

sus Blancos.

En este trabajo de tesis se tiene como referencia a una red ancestral y por ello no es
necesario dividir por el tiempo de divergencia, haciendo una modificacién a la manera en

gue se estima esta métrica.

6.1.2 Métrica de Simkin
Para entender como funciona esta métrica primero se debe definir la palabra k-mero. Un

k-mero hace referencia a una de todas las posibles palabras de una longitud k que se
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pueden formar con n posibles letras. El nUmero de palabras posibles se puede estimar
con la formula n* donde k es la longitud de la palabra y n son las posibles letras. Por
ejemplo para el cédigo genético se tienen 4 posibles letras, y si se quiere saber cuantos
k-meros se pueden formar de longitud 8, también llamados octdmeros, se calcula que son

nk= 48 065,536 octameros posibles.

La métrica de Simkin consiste en estimar la tasa de ganancia o pérdida de posibles sitios
de pegado de familias de microRNAs. También se estima la ganancia y pérdida del resto
de k-meros de la misma longitud que la region semilla. En este método se normaliza por
la frecuencia de cada uno de los k-meros debido a que aquellos que son mas abundantes
tienen mas probabilidad de tener al menos un evento de pérdida o ganancia. También la
normalizaciéon ayuda a corregir por otro tipo de sesgos que afecten la frecuencia de k-
meros como los sesgos composicionales. En este trabajo de tesis, como las tasas de
cambio son para cada microRNA, se realiz6é la suma de todas las tasas de cambio para
tener la tasa de cambio total de la red. Esta métrica originalmente fue aplicado con k-
meros pero en este caso también se utilizé el microRNA maduro para la prediccién de sus

blancos.

6.1.3 Comparacion entre métricas

La métrica de Shou y la de Simkin estiman diferentes tipos de eventos que se muestran
en la Figura 16. La métrica de Simkin permite multiples conexiones de un mismo
microRNA a un mismo blanco. Por otro lado, la métrica de Shou permite maximo una

conexién de un microRNA a un blanco.

53



Métrica de Shou

) ) ) ) 720 A
WW T s 00 00

Métrica de Simkin

Figura 16 Esquema de las métricas de recableado entre genes y entre sitios, de Shou y de Simkin
respectivamente.

Otra de las diferencias entre las dos métricas es la manera de normalizar de cada una.
En la métrica de Shou la normalizacion esta basada en el tamafio de la red asumiendo
gue la conectividad es de 1 entre el regulador y sus blancos. En la métrica de Simkin la
normalizacion se hace con base a la frecuencia de sitios de pegado que posee cada una
de las familias de microRNAs. Esta normalizacién se hace debido a que las familias con
mas sitios de pegado tienen mayor probabilidad de presentar pérdidas o ganancias.
Estas diferencias de las métricas podrian llevar a estimar diferencias de recableado que
no necesariamente sean por el recableado evolutivo sino por causas como saturacion de
conexiones en la red. Para demostrar este tipo de situaciones, y determinar si podrian
afectar las estimaciones hechas con las redes de regulacion genética, se evalu6 bajo qué
condiciones estas métricas podrian ser afectadas por un incremento de tamafio y

saturacion de las redes.

Debido a que son diferentes variables en juego y la complejidad de resolver

analiticamente esta situacion, se realizaron simulaciones para evaluar si las métricas
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estaban correlacionadas entre si, y después para ver si la saturacion y el tamafio de las

redes podrian llevar a interpretaciones incorrectas.

Un gen puede tener multiples sitios de pegado para un mismo microRNA. También se ha
aproximado que los sitios de pegado potencialmente verdaderos aparecen raramente.
Considerando estas 2 caracteristicas se puede aproximar el nimero de los sitios de
pegado de los microRNAs mediante una distribucion de Poisson (Rehmsmeier et al.
2004; Ying 2006).

6.1.3.1 Simulaciones cambiando la proporcidn de recableado entre genes contra
recableado de sitios de pegado.

Se realiz6 una simulacion para comprobar si las métricas pueden arrojar resultados
contrastantes. A continuacion se explican los pasos realizados para este analisis.

1.- Se utilizaron redes de 4 reguladores y 4 posibles blancos como modelo de juguete.

2.- Se fijaron las proporciones de recableado entre genes con respecto a una red de
referencia. Se utilizaron 3 proporciones de recableado entre genes con respecto al
namero de eventos totales de recableado (Proporcion de Recableado entre Genes,
PRG). Las PRGs se fijaron a 0.5, 0.75 y 0.875.

3.- Se construyeron redes de manera arbitraria que al compararse cumplieran estas
proporciones.

4.-Se estimaron los valores de las métricas de Shou y de Simkin para las redes
construidas anteriormente con sus respectivas PRGs.

5.-Estos valores se contrastaron con respecto a un modelo nulo que sigue una
distribucién de Poisson en sus conectividades. Este Gltimo paso se hizo para saber si por
azar era posible observar valores similares a los que se obtuvieron con las redes

construidas arbitrariamente.

6.1.3.2 Efectos de la distribucion de conectividades en las métricas.

Se utilizo la distribucion de Poisson para representar las distribuciones de conectividad de
los microRNAs. Con la finalidad de comparar con las redes biol6gicas se estimé el
parametro de la distribucién de Poisson que corresponde a los valores de conectividad de
las redes reales de microRNAs de primates. Después se varid6 el parametro de la
distribucion de Poisson para ver el efecto de diferentes distribuciones de conectividades

sobre la estimacién de las tasas de recableado.
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6.2 Seleccion de las especies a analizar

Los primates, especialmente los grandes simios, son un grupo adecuado para construir
redes de regulacion genética debido a la calidad de anotacion de sus genomas. Ademas
no presentan grandes expansiones o pérdidas de genes y por lo tanto para la mayoria de
sus genes existe una relacion 1:1 de homologia. Estas caracteristicas permiten obtener
una mejor perspectiva de como las redes de regulacion de microRNAs evolucionan.
Ademas estas caracteristicas también permiten entender los mecanismos que subyacen

la evolucién del fenotipo dentro del grupo de los primates debido a los microRNAs.

Las especies de primates utilizadas se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3 Especies utilizadas y sus tiempos de divergencia

Humano (Homo sapiens) Referencia
Chimpancé (Pan troglodytes) 6.2
Gorila (Gorilla gorilla gorilla) 8.3
Orangutan (Pongo pygmaeus 15.1
abelii)
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Gibon (Nomascus leucogenys) 19.3

6.4 Seleccion de familias de microRNAs

En este proyecto se utilizé la definicion de familia de microRNA usada por TargetScan.
Una familia consiste en el grupo microRNAs que comparte la misma secuencia de la
region semilla, es decir las posiciones 2-8 del microRNA maduro. Para el conjunto de
microRNAs més ampliamente conservados en vertebrados se utilizo el conjunto definido
por TargetScan. Este conjunto proviene de grupos de microRNAs de humano que
cuentan con evidencia de secuenciacion de RNAs pequefios. Después fueron
comparados con los alineamientos de 100 especies (100-way Multiz), para cada
microRNA maduro, si los nucle6tidos 2-8 estan conservados en mas de 60 especies se
consideraron ampliamente conservados en vertebrados. En la Figura 17 se muestra a let-
7 que es un microRNA ampliamente conservado y que todos los vertebrados lo tienen
(Agarwal et al. 2015).

_ Nemdtodo let-7 LLAGGUAG JAGGUUGUAUAGUU
L Mosca let-7 ULSAGG UAGUAGGUUGUAUAGU
S Ratén let-7 UGAGG UAGPAGGUUGUAUAGU
Humano let-7 UPAGGUAG UAGGUUGUAUAGUU
%
Figura 17 Representacion de los k-meros que pertenecen a la regiéon semilla de la secuencia del microRNA
let-7.

El conjunto seleccionado contiene 109 familias de microRNAs que estan profundamente

conservadas en vertebrados. Estas familias estan principalmente conservadas en
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alineamientos que abarcan vertebrados hasta el pez cebra. En este proyecto se trabajo
con las familias conservadas debido a que estan presentes en todos los grupos de
organismos gue se van a estudiar. Ademas, la mayoria de estos microRNAs conservados
participan en procesos importantes del desarrollo y es mucho méas probable que estén
asociados a un fenotipo.

Para el caso del analisis utilizando TargetScan se utilizdé la secuencia del microRNA
maduro. En el analisis de k-meros se utilizaron los octdmeros preferentemente sobre
otros k-meros mas pequefios de la region semilla. Esto es debido a que los octameros
presentan mayor sefial sobre ruido (Simkin et al. 2014)

6.5 Analisis de recableado en 3’'UTRs de Primates

6.5.1 Obtencion de los conjuntos de 3’'UTRs

Se realiz6 el pre-procesamiento de las regiones 3’'UTR sugerido por Simkin et al. en 2014
para realizar una inferencia ancestral de estas secuencias con menor incertidumbre. Esta

metodologia se describe en la Figura 18

Alineamiento Filtrar genes

g humanos (baja
Multiple de cobertura,

Genomas duplicados, etc)

Conjunto curado
de ortdlogos de
primates

Figura 18 Diagrama de pre-procesamiento de las 3'UTR
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Primero se descargaron los genomas de cada uno de los primates a analizar, junto con la
base de datos de secuencias de RNAs mensajeros y sus isoformas del humano. Primero,
estas secuencias de humano se filtraron para excluir genes sin 3’'UTR, genes que ocurren

varias veces en el genoma y genes con regiones 3’ UTR multiexdnicas.

Después se realizaron alineamientos mediante el programa LASTZ de cada genoma de
primate con respecto a las secuencias filtradas de humano. Este procedimiento se hizo
para quitar aquellas secuencias que pudieran estar repetidas y que tuvieran una baja
cobertura. Esto permitié obtener un conjunto de ort6logos curados. Los parametros que
se utilizaron para LASTZ son match 1, mismatch: -3 y un tamafio de paso de 200. Los
genes con menos de 95% de identidad al de humano se descartaron (Harris 2007).

De los resultados de los alineamientos con LASTZ se tomaron las secuencias que
alinearon solamente con un gen de humano con un porcentaje de identidad mayor al
95%. Se obtuvieron algunos genes con multiples alineamientos asociados a ellos. Si
estos multiples alineamientos por gen estaban acomodados de manera lineal, se
consideraban como transcritos del gen. Estos transcritos se ordenaron con respecto a su
porcentaje de cobertura. Si el transcrito con mayor cobertura tenia un valor menor de
80% también se descartaba. De los aceptados, aquellos con un segundo transcrito con
un porcentaje de cobertura mayor al 20% con el mejor transcrito también fueron
descartados debido a que podria pertenecer a un gen duplicado. De los transcritos
restantes los que tienen un porcentaje de cobertura de 20% con un gen de manera
redundante también se descartaron debido a posibles duplicaciones internas. Aquellos

transcritos que se alinearan con mas de una 3'UTR también se descartaron.

A partir de este conjunto curado de ortélogos, se obtuvieron las regiones que
corresponden a las 3' UTR de los alineamientos multiples de primates con respecto al
gorila. Se eligio este alineamiento debido a que contiene las versiones mas recientes de
genomas de los grandes simios. Los alineamientos usados son los de Multiz de la base
de datos de UCSC (Blanchette et al. 2004).
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6.5.2 Obtencion del conjunto de secuencias 3’'UTR ancestrales

Se utilizé DNAML para la inferencia ancestral de las secuencias 3'UTR (Felsenstein &
Churchill 1996). Para realizar la inferencia ancestral de secuencias de DNA este
programa necesita la filogenia de los organismos a los que se les quiere predecir sus
secuencias ancestrales. También este programa utiliza otras fuentes de informacion
como un modelo de sustitucion y las secuencias actuales de los organismos a analizar.
DNAML realiza la inferencia ancestral de secuencias mediante el método de Maxima

verosimilitud considerando una tasa constante de sustitucion.

6.5.3 Prediccion de Blancos

6.5.3.1 Método de region semilla basado en k-meros

Para este método se definid6 como blanco de un microRNA, cualquier secuencia de 3UTR
gue tuviera al menos un 8-mero perfectamente complementario a la region semilla de
dicho microRNA. Respecto a las predicciones con los k-meros, se buscaron los sitios

complementarios a los octdmeros correspondientes a los microRNA y sus controles.

6.5.3.2 Método usando la secuencia del microRNA maduro

La conservacion de un sitio de pegado es una caracteristica importante para la prediccion
de blancos de microRNA (Figura 19). Esta conservacién se mide mediante el criterio del
valor de Probabilidad de conservacién del blanco (Pcr). Este valor es usado para mejorar
las predicciones de sitios blanco. Sin embargo en este caso dicho valor podria limitar
nuestras estimaciones del recableado observado en las redes. Esto es debido a que solo
toma en cuenta aquellos sitios conservados y no a los que se pierden y se ganan. Por lo
tanto se utiliz6 el Context Score ++ (CS++). El CS++ es otro criterio de TargetScan para
predecir blancos que se basa en 14 factores. Estos factores son el tipo de regién semilla
(ya sea hexamero, heptamero u octamero), frecuencia de sitios de pegado en las 3’ UTR,
distancia entre los sitios de pegado, estructura secundaria que pueda tomar la 3’ UTR,
entre otros. Ademas, en la ultima version de TS7 se incluye el criterio de conservacion

antes mencionado.
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Figura 19 Representacion del sitio semilla conservado (Friedman et al. 2009)

Se realiz6 una modificacion en el pipeline de TS7 para evitar la contribucién del criterio de
conservacion a los resultados de CS++. Este andlisis se realiz6 con las 11 especies
establecidas en TS7, ya que solo para estos organismos se conocen los parametros del
modelo lineal de TS7. Estos parametros sirven para hacer las estimaciones de las
probabilidades de conservacion de blancos.

Ademds, para cada microRNA se hizo la suma de los valores de CS++ de sus sitios de
pegado en cada RNA mensajero. Al final se obtuvo un solo valor que conecta a cada
microRNA con cada uno de sus genes blanco. Se seleccionaron como posibles blancos
aquellos que pertenecieran a una determinada proporcion con los valores de CS++
menores (entre mas negativo, mejor es la prediccion de acuerdo al CS++). Se probaron
distintos porcentajes para estudiar cdmo los resultados eran afectados al variar el corte
de CS++.

6.5.4 Construccion de las redes

Los datos de los microRNAs y sus blancos predichos se pueden representar con las
llamadas redes de 2 modos. Estas redes tienen 2 clases de nodos y solamente puede
haber conexiones entre los diferentes tipos de nodos. En este caso las 2 clases de nodos

son los microRNAs y sus blancos predichos (Opsahl 2013).
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Para estimar la tasa de recableado se generd una matriz de incidencia que incluye las 2
clases de nodos. Una matriz de incidencia es aquella matriz donde las columnas
pertenecen a una clase de nodos, por ejemplo los genes blanco, y las filas a la otra clase
de nodos, por ejemplo los reguladores. En la Figura 20, la celda que corresponde al
regulador 1 (R1) y al blanco 1 (T1), tiene el nidmero 2, ya que estos nodos estan

conectados 2 veces entre ellos.

Red

() ) )
00 0

LT T2 | TS

Regulator

R1 2 1 0

R2 | 0 1 1

RI [ O 1 1

Figura 20 Matriz de Incidencia que representa una red de regulacion genética de microRNAs

Para generar las matrices de incidencia utilizando la métrica de Simkin se tomaron en
cuenta todos los sitios existentes entre microRNA y blanco. En el caso de la métrica de
Shou se tomé en cuenta un sitio por microRNA como maximo. Se generé esta matriz para

cada organismo analizado.

6.5.5 Estimacion del recableado entre genes en primates utilizando k-meros

6.5.5.1 Estimacion de las Tasas de recableado de Shou y Simkin
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Partiendo de las redes construidas anteriormente se midieron las tasas de recableado

con las métricas de Shou y de Simkin. Al final se obtiene Unicamente un valor de

recableado para cada red comparada con la red ancestral de referencia. A continuacion

se explica con un modelo de juguete. En la Figura 21, en color rojo se observan 3

conexiones perdidas y en color azul se observa una conexién ganada.

Red Ancestral

) 70
000 00

Red de Especie

b

)

)
o W

LTI T2 | T3 LTI T2 | T3
Regulator Regulator
R1 2 1 0 R1 1 0 0
R2 | 0 1 1 R2 | 1 1 1
RI| O 1 1 R3I [ O 0 1
;Z;gj;or T1 T2 T3
R1 1 1 0
Abs([Especiel] — [Ancestral]| &2: L 0 0
R3 0 1 0

= Recableado

Figura 21 Diagrama representativo de la comparacion de las redes de regulacién para estimar el
recableado sufrido desde su ancestro
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Utilizando la métrica de Shou se observa que el nimero de eventos de recableado entre
genes es 3. El valor de la métrica de Shou es 3/9, ya que son 3 eventos de recableado

del total de 9 posibles conexiones.

2 X7 Recableado 3
m-n 9

Métrica de Shou =

Donde “j” es el indice de las columnas y que representa a los blancos. Y por otro lado, “”

es el indice de los renglones que representa a los reguladores.

Con la métrica de Simkin se observa que el nimero total de eventos es 4. El valor de la
métrica de Simkin se calcula para cada regulador. Para el regulador 1 la tasa de
recableado es 2/3 ya que sufri6 2 cambios de 3 conexiones que tenia su ancestro. Para

los otros reguladores es 1/2 para cada uno y la suma total es de 10/6.

_z_

3

m|1

sm 2} Recableado l %
L Z;‘ Ancestral 5] 10
Métrica de Simkin = = -
n 3 18

6.5.5.2 Generacion de soporte estadistico con el método de k-meros de la region semilla.
Para generar el soporte estadistico de este andlisis basado en k-meros se utilizaron
controles composicionales. Se hicieron secuencias similares en composicion y que no
corresponden a secuencias reales de semillas de microRNAs. Estos controles
consistieron de secuencias de 8 nucleétidos que estuvieran a 1 nucleétido de diferencia
en la region correspondiente al hexamero central de la region semilla de los microRNAs.

El hexamero de la region semilla corresponde a los nucleétidos de las posiciones 2 ala 7
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del microRNA maduro. De estas secuencias, solo se tomaron en cuenta las que tengan
un Adenina en la posicién complementaria a la posicion 1 del microRNA. Esta Adenina
tiene la capacidad de estabilizar la interaccion entre los microRNAs y sus blancos, no

necesariamente mediante un apareamiento tipo Watson y Crick (Lewis 2005).

Se obtuvo un conjunto de 800 k-meros control. Para hacer el contraste se hicieron
muestreos independientes de este conjunto es decir se hizo un modelo nulo del valor de
recableado. Para los muestreos se us6 un tamafio de muestra similar al del conjunto de
k-meros pertenecientes a las regiones semilla de los microRNAs de vertebrados. Se
hicieron 1,000 repeticiones y en cada una de ellas se estimo el valor ya sea de la métrica
de Shou 6 la de Simkin para ese conjunto de k-meros control. Se compararon los valores
de los controles con el valor de recableado para los microRNAs de los vertebrados, para
obtener un p-valor empirico. Es decir la fraccion de los valores del modelo nulo que

fueron al menos tan extremos como el valor real observado.

6.5.6 Estimacion del recableado entre genes en primates utilizando la secuencia
del microRNA maduro

6.5.6.1 Estimacion con métrica de Shou y Simkin

Se utilizaron las secuencias completas de los microRNAs maduros para mejorar la
prediccién de blancos. El uso del microRNA maduro permite tomar en cuenta otros
factores adicionales al pegado de la region semilla. Estos factores estan relacionados con
otras interacciones de los microRNAs y sus blancos. Para esta prediccion de los blancos
a partir de los microRNAs maduros se utilizé el algoritmo de TargetScan7 CS++, el cual
regresa una calificacion numérica relacionada con la probabilidad de que un mRNA
puede ser reprimido por el microRNA analizado. Debido a que no hay un valor de corte
ampliamente recomendado para definir lo que es un verdadero blanco, se evaluaron 3
diferentes umbrales, basados en los percentiles de los valores del CS++. Los diferentes
umbrales se usaron, para conocer el efecto de ser muy estrictos, o no, con los valores del
CS++. Habiendo definido entonces tres conjuntos de blancos predichos para cada
microRNA, se realizaron las estimaciones de las tasas de recableado de Shou y de
Simkin. Estos resulta dos permitieron saber si las estimaciones de recableado son

robustas a los valores de prediccion del CS++. En este analisis se estimaron los eventos
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de recableado de manera individual para cada microRNA y sus respectivos controles

(descritos a continuacion).

6.5.6.2 Generacion de soporte estadistico para el método del microRNA maduro

En este caso, en lugar de generar secuencias aleatorias como controles, éstas se
obtuvieron a partir de los microRNAs. Esto se hizo mediante el criterio de evaluacion del
CS++ que dice qué tan probable es que cada mRNA predicho sea un verdadero blanco.
Los blancos del conjunto control se seleccionaron mediante el puntaje del CS++. Los
blancos del conjunto control son aquellos que tienen malos puntajes del CS++. En otras
palabras, son aquellos sitios que muy probablemente no son blancos a pesar de tener
cierta complementariedad a la regién semilla del microRNA. Al final, para cada conjunto
de blancos verdadero, se tomé un nimero equivalente de genes, pero del lado opuesto

de la distribucion de puntajes del CS++.

6.5.6.3 Métrica de recableado por blanco

Se midi6 la cantidad de pérdidas y ganancias de sitios de pegado de los microRNAs que
sufre cada blanco. Se construyeron vectores para cada blanco contando cada uno de los
sitios de regulacion que posee cada uno. Como se menciond anteriormente si un
microRNA tiene varios sitios dentro de un gen blanco se puede contar como una sola
prediccidn, haciendo la suma del CS++ de estos sitios (Agarwal et al. 2015). Después se
seleccionaron como blancos aquellos que cumplieran el criterio de un determinado
porcentaje de CS++. Se evaluaron varios porcentajes de corte del CS++. Para analisis
posteriores se delimitaron las predicciones al 20% mas alto y mas bajo de los valores de
CS++. A partir del conjunto de familias de microRNAs y blancos predichos se cuentan las
diferencias entre los blancos de los descendientes con el ancestro comdn para estimar la
proporcion de sitios que se pierden o ganan por blanco. Se debe normalizar por longitud
para obtener un recableado por kilobase del gen blanco debido a que una UTR mas larga

puede tener mas sitios de pegado y por ello aparentar tener mas recableado (Figura 22).
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Figura 22 Diagrama representativo de la métrica de recableado por kilobase de gen blanco propuesta.

A este valor obtenido de recableado por kilobase del gen blanco se le hace una division
sobre el mismo valor pero utilizando predicciones de sitios que no son microRNAs Es
decir, se dividié por la tasa de recableado que se esperaria de manera neutral. A esta

razén se le llamo6 Razén de Recableado y se representa por “p” (Figura 23).
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Figura 23 Obtencion del valor de razon de recableado por blanco "p"

Esta razén de recableado por blanco se obtiene para cada uno de los blancos y se
calcula para 3 escenarios posibles. Estos escenarios son la razon de recableado para la
ganancia de sitios de pegado, razon de recableado para la pérdida de sitios de pegado y
la razén de recableado total, es decir la razén de recableado para el numero total de

eventos, tanto de pérdida como de ganancia de sitios de pegado (Figura 24).
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Figura 24 Obtencion de los valores de recableado para cada blanco en los 3 posibles escenarios.

6.6 Analisis de categorias funcionales.

Para el analisis funcional solamente se evaluaron las tasas de recableado de Shou, ya
gue lo que se quiere medir es el cambio a nivel de genes y no a nivel de sitios. Esto se
hace asumiendo que los cambios en categorias funcionales se miden mejor a nivel de

genes.

De los analisis anteriores se obtuvieron distribuciones tanto de microRNAs con sus
respectivas tasas de recableado asi como de blancos con sus respectivas medidas de
recableado por kilobase. Para conocer las funciones de los blancos que probablemente
estén bajo un tipo de presion selectiva se realizaron pruebas de enriquecimiento de
funciones de estos grupos de genes blancos. Se utilizaron los términos de GO (Gene
Ontology) para obtener las posibles funciones de los conjuntos de genes. Los términos de
GO vienen ordenados de manera jerarquica. Particularmente se utiliz6 el conjunto de
términos GOSIim, el cual es un subconjunto de términos de GO, conteniendo solamente

los términos de las categorias mas generales o que estén mas arriba en la jerarquia. Por
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lo tanto, reducir los términos de GO a este subconjunto sirve para obtener un panorama
general de las funciones en las que participan estos grupos de genes blanco (Ashburner
et al. 2000).

Otra manera de reducir los términos GO para tener una idea general de las funciones es
utilizando ReviGO. ReviGO elimina la redundancia buscando los términos que pertenecen
a una misma categoria semantica. Es decir, agrupa los términos GO con base a los
términos parentales en comun que puedan tener y la distancia a la que se encuentran
estos términos. Esto permite tener mayor resolucibn que con GOSIim, ya que los
términos de GO que provee GOSIlim son 68 (Schlicker et al. 2006; Supek et al. 2011).

6.6.1 Categorias funcionales de blancos de los microRNAs con valores extremos
de tasa recableado

Se seleccionaron el 5% de familias de microRNAs con mas alto recableado, asi como el
5% de las familias con mas bajo recableado. De estas familias se seleccionaron sus
posibles blancos regulados y se realizaron las pruebas de enriguecimiento. En esta
situacion se tiene el problema de que los tamafios de los conjuntos a comparar son muy
diferentes, es decir el nimero de blancos de microRNAs que han estado bajo tasas altas
de recableado es muy pequefio comparado con el nimero de blancos de microRNAs que
tienen tasas bajas de recableado. Para ver los efectos de este problema, se realizaron
distintos cortes de CS++ para obtener distintos tamafios de conjuntos de blancos y los

efectos que puedan tener sobre las categorias funcionales enriquecidas.

6.6.2 Categorias funcionales de blancos con valores extremos en tasa de
recableado por kilobase de gen blanco

Del analisis de recableado por kilobase de los genes blanco, se tomaron el 30% de genes
gue tuvieran mayor y el 30% con el menor recableado, y se realizaron las pruebas de
enriquecimiento. En este analisis también se tiene el problema del tamafio de conjuntos
de genes con alto recableado y bajo recableado y por ello se decidié tomar los conjuntos

de genes en funcién de los percentiles.
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6.6.3 Soporte estadistico de los analisis de categorias funcionales

Se hicieron pruebas de enriquecimiento para cada funcion asociada a los genes blanco.
Se utilizé la distribucion hipergeométrica para el célculo de la probabilidad de ver un cierto
namero de genes 0 mas con una determinada categoria funcional. Como se estimoé la
probabilidad para cada GO se hizo una correccién de pruebas mdultiples mediante la tasa
de falsos descubrimientos (Benjamini & Hochberg 1995). Los graficos de enriquecimiento

se representaron mediante heatmaps y mediante treemaps.

6.7 Conjunto de 3’'UTRs de un alineamiento de mamiferos

Este conjunto de 3'UTRs fueron obtenidos del trabajo de Leclerq et al. de 2017. Se trata
de un conjunto de regiones 3'UTRs ya procesadas incluyendo la inferencia de las
secuencias ancestrales. Sin embargo, no todas las especies de primates comparten los
mismos ortologos incluyendo algunos de sus ancestros, entonces se tomé la interseccion
de secuencias ortélogos que estuvieran presentes en todos los primates analizados y sus
ancestros. En este caso se selecciond el grupo de los primates Catharrhini (Figura 25)
presente en el alineamiento Multiz 28. Es decir las secuencias de Humano, Chimpanceé,
Gorila, Orangutan, Babuino y Macaco. Este grupo se seleccioné ya que incluye al
ancestro de los hominoides.
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Figura 25 Filogenia de los primates donde se puede observar el grupo de los Catharrhini que incluye a los
hominoides mencionados anteriormente y a los monos del viejo mundo (Naish 2016).

Se sigui6 la metodologia planteada anteriormente, donde se estimé la tasa de Shou de
recableado de las redes de cada uno de estos primates. Después se hizo el analisis de
categorias funcionales. Se revis6 si existia consistencia con los resultados del conjunto
de 3'UTRs anteriores y también se revisaron las diferencias ya que este conjunto de

3'UTRs es mas del doble que las obtenidas con el método anterior.

6.8 Complementacion con datos de transcriptomica comparativa entre chimpanceé

y humano.

Se utilizaron los datos obtenidos a partir de muestras de tejidos de corteza del cingulo
anterior y nlcleo caudado de chimpancé y humano. Estos datos provienen de un analisis
de expresion diferencial entre especies hecho por Bauernfeind et al. del 2015. Cuando se
complementan las predicciones a nivel gendmico con datos de expresion diferencial se
puede obtener informacion de genes que hayan sufrido cambios evolutivos importantes y

gue a su vez estos cambios sean funcionales en un tejido determinado.

Para este analisis se identificaron grupos de genes con marcas de seleccion positiva en

sus sitios de pegado, es decir, que sufrieron mas cambios en sus sitios de pegado de lo
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gue se esperaria por azar. Para facilitar la busqueda de genes con alto recableado y
expresion diferencial entre especies se identificaron genes que en una especie perdieron
sitios de pegado y que en la otra ganaron sitios, en ambos casos los cambios fueron mas
extremos de lo que se esperaria por azar. Se obtuvieron diferentes grupos de genes. Un
grupo consistié de aquellos genes que ganaron mas sitios de pegado en humano y que
perdieron mas sitios en chimpancé, con respecto al azar. El otro grupo consistié en
aquellos genes que ganaron sitios en chimpancé y que perdieron en humano. Se
comparoé el nivel de expresion de ambos grupos de genes para cada tejido.

6.9 Uso de familias no conservadas de microRNAS

TS7 provee de una clasificacion de familias de acuerdo a 3 niveles de conservacion.
Familias de microRNAs conservadas hasta vertebrados, familias de microRNAs

conservadas principalmente hasta mamiferos y familias no conservadas.

6.9.1 Inclusion de un conjunto de familias conservadas hasta mamiferos

Se incluyé un conjunto de familias de 109 microRNAs que estan principalmente
conservados hasta mamiferos. Se realizé un analisis incluyendo tanto a los microRNAs
conservados principalmente en vertebrados como a los microRNAs conservados
principalmente en mamiferos y se estimé la tasa de recableado de todos estos

microRNAs.

6.9.2 Familias con variantes Unicas en humano

Para el caso de las secuencias de microRNAs especificas de humano se utilizaron las
reportadas en el trabajo de Gallego et al. en 2016. Alrededor de 320 secuencias de
microRNAs maduros se consideraron para este andlisis ya que contenian mutaciones
especificas en humano con respecto a otros primates y se analizé a nivel de k-meros sus

tasas de cambio, tanto pérdidas como ganancias.

6.10 Radiacion adaptativa de los ciclidos de Malawi.

En este trabajo se analizaron algunos eventos evolutivos que pueden brindar informacion
de la influencia de los elementos reguladores en la evolucién de los rasgos fenotipicos.

Situaciones donde los organismos estuvieron bajo presiones evolutivas fuertes para
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cambios en su morfologia son buenos modelos de estudio para entender los mecanismos

gue dirigen la evolucién de las redes de regulacion genética.

Después de establecer el método se sentaron las bases para trabajar con otras especies
gue sean ejemplos adecuados de mucho cambio morfolégico en poco tiempo. Estos tipos
de especies son buenos candidatos para sugerir que los elementos de regulacion juegan
un papel importante en estos cambios. Se realizé un pequefio analisis con 130 3'UTRs
provenientes del trabajo de Loh et al. del 2011. En la Tabla 4 se muestra la informacion
de las especies de ciclidos utilizadas para el analisis de recableado.

Tabla 4 Especies de ciclidos utilizadas para el andlisis de recableado

Especie

Tyranochromis maculiceps

Docimodus evelynae

Nimbochromis polystigma

Mchenga conophorus

Labeotropheus fuelleborni

Maylandia zebra

Rhamphaochromis esox
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(Imégenes por Oliver 1997)

6.10.1 Obtencion de las secuencias de microRNAs
Para las familias de microRNA, se seleccioné el conjunto de 115 familias de microRNAs
conservadas en los peces que fueron predichas mediante bisqueda de precursores de

microRNAs de peces teledsteos en los genomas de los ciclidos (Loh et al. 2011).

6.10.2 Conjunto de las regiones 3’ UTR

Se tomaron las secuencias de las UTRs validadas mediante resecuenciacion en el trabajo
de Loh et al. en 2011. Estas secuencias consisten de alineamientos mdultiples de 130
3'UTRs que fueron secuenciadas en los 8 linajes de ciclidos. Se curaron estas
secuencias ya que algunas de ellas estaban incompletas.

6.10.3 Andlisis de recableado en ciclidos

Se utilizé el método establecido en primates donde primero se estimaron las tasas de
recableado para las redes de regulacion de cada especie. En este caso se estudiaron los
ciclidos del Lago Malawi. Después se generd el soporte estadistico utilizando un control
de TargetScan7 CS++. La Unica diferencia fue que en este caso se utilizé a la especie de
ciclido Ramphochromis esox como referencia debido a que no se posee un método

concreto para la inferencia ancestral en este grupo.
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6.11 Esquema Representativo de los métodos
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6.12 Resumen general de la metodologia

Los métodos para la estimacion de las tasas de recableado para los microRNAs, de
manera general requieren primero de las secuencias 3'UTRs. Para obtener estas
secuencias se debe hacer un procesamiento de los datos genémicos que se disponen.
Para la prediccién de blancos durante este proyecto se llevé a cabo por medio de 2
métodos. Uno de los métodos estd basado en los octameros de la region semilla y el otro
estd basado en predicciones a partir de la secuencia de microRNA maduro. A partir de
cada una de estas predicciones se construyen las redes de regulacion para cada
organismo y sus ancestro. Se mide el recableado de las redes y después se realizan
pruebas para generar soporte estadistico a los resultados encontrados. Por ultimo, para
aquellos grupos de genes o familias de microRNAs con valores extremos de tasas de
cambio se asocian a sus respectivas funciones con Gene Ontology.
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7. Resultados

7.1 Evaluacion de las métricas de recableado de redes, mediante

simulacion

Se evaluaron las 2 métricas de manera diferente. El primer andlisis es para contrastar los

comportamientos que tienen ambas tasas de recableado dada una Proporcion de

Recableado entre Genes (PRG). Se utiliza un modelo nulo con una distribucién de

Poisson de los posibles valores que pueden tomar las tasas. En la Figura 26A, los valores

de la tasa de recableado de la métrica de Shou aumentan conforme la PRG aumenta. Sin

embargo, el hecho de que aumente la proporcién de recableado entre genes no implica

que aumente el valor de recableado con la métrica de Simkin como se puede ver en la

Figura 26B.
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Figura 26 Efecto de la Proporcion de Recableado entre genes (PRG ) sobre las dos métricas

El segundo andlisis se hizo para ver los efectos de saturacion y cambio de tamafio de la

red en las tasas de recableado. Se evalu6 el espacio de valores de las tasas de

78



recableado de las dos métricas para ver bajo qué pardmetros de las distribuciones de
conectividades y tamafio de la red se pueden ver situaciones contrastantes como el

mostrado en el analisis anterior.

Se obtuvo la distribucion de la frecuencia de todos los k-meros que pueden aparecer en
cada blanco de cada especie de los primates analizados. En la Figura 27 se muestran
estas distribuciones de conectividades en escala logaritmica para cada especie.
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Figura 27 Distribucion de conectividades para cada especie de los primates analizados

Las simulaciones se realizaron utilizando la distribucién Poisson debido a los valores
observados de las conectividades en las redes de regulacion de microRNAs para estas
especies de primates. Se hicieron las simulaciones variando el parametro de la
distribucion entre valores extremos de saturacion. Los resultados de las tasas de
recableado se graficaron y se muestran en la Figura 28. Como se puede ver, en el gje Y,
la tasa de Simkin disminuye conforme el parametro Lambda de la distribucion de Poisson
aumenta. La tasa de Shou (eje X) alcanza su mé&ximo en un punto determinado y

comienza a decrecer.
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Figura 28 Tasa de Simkin en funcidon de la tasa de Shou para distintos valores del parametro de la
distribucién de Poisson

Se probaron distintos tamafios de red y se observdé un cambio en los patrones de las
tasas de recableado en funciéon del nimero de nodos utilizado en la simulacion. Para
redes pequefias vemos que la tasa de Simkin aumenta al inicio hasta que alcanza su
punto de saturacion (Figura S1). Para redes mas grandes con una distribucién similar a
las redes de regulacion de primates se observé que la tasa de Simkin se encuentra
saturada. Conforme mas conectividades se agreguen cambiando el parametro de la

distribucion de Poisson la tasa de Simkin ira disminuyendo. Por otro lado, para redes de
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distintos tamafios, la tasa de Shou aumenta hasta llegar a un punto de saturacién y

después comienza a disminuir (Figuras S1,52,S3).

7.1.1 Efectos de saturacion sobre las tasas de recableado

Para encontrar la regién que corresponde al parametro que esta presente en nuestras

redes reales de distribucion de conectividades en primates se utilizé la funcion fitdistr de

R para calcular el parametro de la distribucién de Poisson observado con las redes

biol6gicas. Como se puede ver en la Figura 29 esta regién no se ve afectada por los

efectos de saturacion. Sin embargo tampoco existe correlacion positiva entre las

meétricas.

2.3

21 o

Tasa de Simkin

153 | 1 |

L
0 0.05 041 015 0.2 0.2% 0.3

Tasa de Shou

Figura 29 Espacio de valores de recableado en el que se encuentran las redes a evaluar
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Mediante el ajuste que se realizé del pardmetro de la distribucion con respecto a las

distribuciones reales de conectividades por k-meros en primates, se identifico la region en
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la que las métricas de recableado se podrian ver afectadas para evitar efectos ajenos al

recableado.

7.2 Analisis de las 3’ UTR de la superfamilia de los Hominoides

7.2.1 Procesamiento de las 3'UTRs

Las secuencias de la region 3'UTR, en este proyecto se procesaron originalmente para
cada una de las metodologias de manera diferente. Utilizando la metodologia propuesta
por Simkin et al. en 2014, al final se obtuvieron 8,260 secuencias de 3'UTRs debido a los
procesos de inferencia ancestral. En la Figura 30 se muestran los pasos para obtener
estas secuencias y la cantidad de secuencias obtenidas después de cada paso del

procesamiento.

Depuracion de
secuencias
repetidas, etc

Obtencion de Inferencia
Ortdlogos ancestral

16509 secuencias 8260 secuencias

17388 secuencias

Figura 30 Cantidad de secuencias disponibles después de cada uno de los procesamientos

7.2.2 Efecto del criterio de conservacion en la prediccion de blancos

No es conveniente utilizar el criterio de conservacion de TS7 para medir cambios en las
redes de regulacion. Al modificar parte de la metodologia de TS7 para no considerar este
criterio se midi6 como se afectan los valores del CS++ cuando se elimina el criterio de
Pcr. Se realiz6 un grafico de dispersion para observar la correlacion entre los valores de
CS++ con o sin el Pcr, (Figura 31). La correlacion de Pearson resulté mayor de 0.99 con
un p-valor menor de 0.01. También es importante sefialar que a valores altos y negativos
de CS++ (buena probabilidad de ser un verdadero blanco), el efecto de eliminar el Pcr es

aun mas pequefio.
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CS++ with PCT
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Figura 31 Gréfico de dispersion de los valores de CS++ tomando en cuenta al Pct y no tomando en cuenta al
Pct

7.2.3 Estimacién del recableado entre genes de primates utilizando k-meros

Se utilizaron los k-meros correspondientes a la region semilla y como control los k-meros
gue estén a 1 nucleétido de distancia de semillas de microRNA (ver Métodos). Para cada
métrica se contrastdé el comportamiento de las 109 familias conservadas de microRNA
con respecto al comportamiento de un modelo nulo generado a partir de los k-meros

control.

7.2.3.1 Estimacion con métrica de Shou

Con la métrica de Shou se observa que el valor de recableado correspondiente a este

grupo de microRNAs muestra una tasa de recableado que se comporta similar a la del
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modelo nulo, se obtuvieron p-valores empiricos de 0.92, 0.89, 0.78 y 0.76 para humano,

chimpancé, gorila y orangutan respectivamente (Figura 32).

0.0085 -

0.0080 -

colour
m miRkMAs binding sites

0.0055-
' Control Kmers

Rewiring Rate (Shou Metric)

0.00350 -

' ! ! !
Chimp Gorilla Human Orangutan

Figura 32 Valor de recableado con métrica de Shou del conjunto de k-meros correspondientes a los
microRNAs comparado con el modelo nulo de k-meros control

7.2.3.2 Estimacion con métrica de Simkin

Utilizando la métrica de Simkin, se estimé el recableado total de los sitios de pegado. Se
encontr6 que para este conjunto de k-meros, correspondientes a los microRNAs mas
conservados, sus valores de recableado son bajos y significativamente menores con
respecto a los k-meros control. Estos resultados se obtuvieron mediante p-valores
empiricos menores de 0.01 para todas las especies (Figura 33) .
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Figura 33 Valor de recableado con métrica de Simkin del conjunto de k-meros correspondientes a los
microRNAs comparado con el modelo nulo de k-meros control

7.2.4 Estimacion del recableado entre genes de primates utilizando la secuencia
completa del microRNA maduro

A partir de las predicciones realizadas con TS7 se construyeron las redes
correspondientes a cada primate. Se estimé el recableado de las 109 familias de
microRNA conservadas con sus respectivos blancos contrastando con el grupo control
basado en los valores del CS ++.
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7.2.4.1 Estimacion con métrica de Simkin

Se estimo el recableado total de sitios de pegado de los microRNA utilizando la métrica
de Simkin. Al igual que con la métrica de Shou, se puede ver en la Figura 34, que el
recableado de las redes construidas con el conjunto de las mejores predicciones de
blancos (anaranjado), es menor comparado con el recableado del control hecho con el
conjunto de las peores predicciones de blancos (rojo). Las diferencias son
estadisticamente significativas de acuerdo a una prueba de Wilcoxon (p <0.01)
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Figura 34 Tasa de recableado de Simkin para cada familia de microRNA utilizando los blancos mas probables
y los blancos menos probables

7.2.4.2 Estimacion con métrica de Shou
Se estim6 el recableado entre genes, utilizando la métrica de Shou. En general, como se

puede ver en la Figura 35, el recableado de las redes construidas con el conjunto de las
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mejores predicciones de blancos, con su distribucion representada en anaranjado, es
menor comparado con el recableado del control. La tasa de recableado control esta
hecha con el conjunto de las peores predicciones de blancos cuya distribucion se

representa en rojo (Prueba de Wilcox, p< 0.01)
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Figura 35 Tasa de recableado de Shou para cada familia de microRNA utilizando los blancos mas probables
y los blancos menos probables

7.2.4.2.1 Comparacion de tasas de recableado entre especies para cada microRNA

El siguiente andlisis se hizo para ver si existen diferencias entre las tasas de recableado
de los mismos microRNAs entre diferentes primates. Primero se realizaron
comparaciones pareadas entre especies para saber si habia correlacién con los valores
de tasas de recableado (Figura 36). Por otro lado, para saber si estas diferencias se
observan de igual manera en los controles, pudiendo no ser algo Unico de los blancos
reales, se compararon las tasas de recableado reales con las tasas de recableado del

grupo control de blancos mediante el criterio de CS++.
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Figura 36 Grafico de dispersion para observar correlacion de los valores de recableado para cada microRNA
entre diferentes especies y sus respectivos controles.

En los graficos de dispersion de la Figura 36 y mediante correlaciones de Pearson, se
puede observar que la correlacion es mas alta cuando se trata de comparar entre
especies ( Humano vs Chimpancé, R=0.945) que con el control de la misma especie,
tanto en el caso de humano (Humano vs Humano Control , R=0.859) como el del
chimpancé (Chimpancé vs Chimpancé Control, R=0.827). Sin embargo cuando se
selecciona el control de humano y chimpancé, y se compara entre ellos, se observa que

también es alta la correlacion (Humano Control vs Chimpancé Control, R=0.934).

Para tener una vision mas generalizada entre el total de especies se decidio representar
estas comparaciones mediante un heatmap (Figura 37). Cada una de las filas
corresponde a una familia de microRNA, y las columnas a cada primate. Las familias que
tienen menor recableado estan coloreadas de rojo mientras que las familias que tienen

tasas mas altas de recableado se representan con color azul.
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Figura 37 Comparacion de las tasas de recableado para cada microRNA nombrado en las filas para cada una
de las especies mencionadas en las columnas
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En este andlisis se puede observar que los microRNAs con mas recableado y los que
tienen menos recableado se comparten entre especies. Esto se observa en las zonas con
tonos mas rojos y mas azules. Los 5 microRNAs con mayor tasa de recableado
corresponden a las familias miR-210, miR-451, miR-191, miR-187 y miR-551. Mientras
gue las 5 familias con menor tasa de recableado son miR-182, miR-124, miR-137, miR-
30e y miR-506.

7.2.5 Andlisis de categorias funcionales

Se realizaron andlisis de enriquecimiento de categorias funcionales de los grupos de
blancos de familias con valores extremos de recableado y de los blancos que presentaron
mayor recableado por gen.

7.2.5.1 Analisis de categorias funcionales provenientes del recableado por microRNA

Debido a las diferencias del tamafio del conjunto de los blancos de microRNAs con alto
recableado y los blancos con bajo recableado, se evaluaron 3 puntos de corte del valor
de CS++. Esto se hizo para saber si las categorias obtenidas con distintos tamafios de
conjuntos eran robustas a este criterio. A continuacion se muestra en un heatmap a las
filas como las categorias funcionales de GOSIlim (Figura 38). Las columnas representan
las funciones de los distintos conjuntos de genes que se obtuvieron variando el corte de

CS++ para los blancos de microRNAs con mas bajo recableado y mas alto recableado.

o
)

CS++

10—
10t

- signal transduction 10
cofactor metabolic process 100

104

10-2

FOR

Olje opes|qeday
Olje opes|qeday
Olje opes|qesay
oleq opes|qeoay
oleq opes|qeoay
oleq opes|qeoay

90



Figura 38 Pruebas de enriquecimientos categorias funcionales para las familias de microRNAs con mas y
menor recableado con diferentes cortes del CS++, en la barra de color se muestran los valores del logaritmo
base 10 del FDR

Para este analisis de blancos de microRNAs con valores extremos en recableado, se
puede observar que ninguna categoria funcional fue significativa de acuerdo a los valores
de FDR para el caso de bajo recableado. Mientras que para el grupo de blancos de
microRNAs con alto recableado las categorias con valores de FDR mas bajo estan
implicadas en procesos metabdlicos de cofactores y de catélisis, ademas en categorias

como transduccion de senales.

7.2.5.2 Categorias funcionales de blancos con valores extremos de recableado

7.2.5.2.1 Analisis con los términos de GOSIim

7.2.5.2.1.1Recableado por blanco en humano
Como el punto de corte de CS++ no afectd los resultados de enriquecimientos

funcionales de recableado por gen (Figura S3), se fijé el punto de corte de CS++ a 0.2
para todos estos andlisis de recableado por gen blanco. Como se puede observar en la
Figura 39 solamente los genes de procesos de transporte transmembranal tuvieron una
tasa alta de recableado y especificamente se puede ver que fue por pérdida de sitios de

pegado de los microRNAs.
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Figura 39. Categorias funcionales de genes con valores extremos de recableado en humano
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7.2.5.2.1.2 Comparacion de categorias funcionales de blancos con valores extremos de recableado
entre humano y chimpancé
Se compararon las categorias enriquecidas en chimpancé con las del humano (Figura

40). A diferencia del humano, en chimpancé se ve un conjunto mas grande de categorias
funcionales enriquecidas cuyos genes tienen valores extremos de recableado. Para el
caso de genes con bajo recableado se observa que estan involucrados en procesos de
movilidad celular, locomocidn y organizacion de membrana. Por otro lado se observa que
aquellos que tienen alto recableado estdn relacionados también con procesos de

transporte transmembranal y ademas con pigmentacion.
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Figura 40 Comparacion entre humano y chimpancé de las categorias funcionales de sus blancos con valores extremos de
recableado

7.2.5.2.2 Analisis con ReVIGO
Los resultados de ReVIGO para las categorias funcionales enriquecidas en humano se
presentan a manera de TreeMap. Este tipo de graficos muestran de manera general los

términos GO que estén enriquecidos. A estos términos los agrupa de acuerdo a su
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relacion en la jerarquia para disminuir el nUmero de términos redundantes. Los grupos se
representan con diferentes colores y se mencionan las categorias de ese grupo que
tengan mayor enriquecimiento. Las categorias funcionales enriquecidas de manera
general estan relacionadas con sefializacién, algunos procesos neuronales, procesos de

transporte, respuesta celular entre otras (Figura 41).

Figura 41 Resultado de ReviGO de las categorias funcionales enriquecidas para los blancos con mayor
recableado

Para el caso de las categorias funcionales de blancos con valores bajos de recableado se
tienen funciones relacionadas con procesamiento de RNA, organizacion de membrana,
otras relacionadas con la respuesta a dafio y otros tipos de estrés (Figura 42).
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Figura 42 Resultado de ReviGO de las categorias funcionales enriquecidas para los blancos con menor
recableado.

7.3 Andlisis de un conjunto alternativo de 3’ UTRs de los primates
obtenidas de un alineamiento de mamiferos

7.3.1 Procesamiento de las 3'UTRs

Utilizando las secuencias de 3'UTRs del conjunto de datos de Leclerq et al. de 2017, se
obtienen las siguientes cantidades de genes en cada paso del proceso que se les hizo
(Figura 43).

Obtencién de Ortdlogos

Extraccion de secuencias de : : .
incluyendo las inferencias

primates, etc.

ancestrales

L2 SETlEEE 14799 secuencias

Figura 43 Diagrama de pasos del procesamiento de las 3'UTR con las cantidades de genes obtenidos en
casa paso
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7.3.2 Estimacion de recableado entre genes mediante métrica de Shou

En este analisis se obtuvieron tasas de recableado para cada familia de microRNA y se
compararon con sus respectivos controles hechos a partir de los blancos menos
probables. Similar a lo observado anteriormente, se puede ver en la Figura 44 que los

microRNAs tienen tasas de recableado mas bajas con respecto a sus controles.
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Figura 44 Tasa de recableado de Shou para cada familia de microRNA utilizando los blancos mas probables
y los blancos menos probables

Para saber si también habia consistencia con las familias de microRNAs con alto
recableado y las familias de microRNAs con bajo recableado se hicieron heatmaps donde
se representa la tasa de recableado para cada especie. Como se puede observar en la
Figura 45, son las mismas familias las que tienen mas recableado y las que tienen menos

recableado en las diferentes especies.
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Figura 45 Comparacion de las tasas de recableado para cada microRNA nombrado en las filas para cada una
de las especies mencionadas en las columnas

7.3.3 Andlisis de categorias funcionales
Se realizaron analisis de enriguecimiento funcional con este conjunto de secuencias
3'UTR. Ademés se puede ver en la Figura 46 que el nivel de significancia aumenté

considerablemente con este conjunto mas grande de secuencias.

7.3.3.1 Blancos de familias de microRNAs con valores extremos de recableado

Para el andlisis de categorias funcionales de este conjunto se utilizaron los genes blanco
de los microRNAs con mayor y menor tasa de recableado. Se hicieron pruebas de
enriquecimiento y se obtuvo el valor de FDR de estas pruebas. Como se puede ver en el
heatmap de la Figura 46, los valores azules corresponden a las categorias mas
significativas que corresponden a procesos de desarrollo de estructuras anatémicas y
desarrollo pero estas categorias salieron enriquecidas tanto en microRNAs con alto como
bajo recableado. En el caso de los blancos de microRNAs con menor tasa de recableado
solamente tenemos a la pigmentacion y algunos tipos de transporte. Por otro lado, para
los blancos de microRNAs con tasas altas de recableado, se tienen categorias
funcionales relacionadas con maduracion del desarrollo y procesos neuroldgicos. Sin
embargo, se observa una gran cantidad de categorias enriquecidas para ambas

situaciones, microRNAs con alto y bajo recableado.
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Figura 46 Pruebas de enriquecimientos categorias funcionales para las familias de microRNAs con
mas y menor recableado con diferentes cortes de CS++, en la barra de color se muestran los valores
del FDR

7.3.3.2 Categorias funcionales de blancos con valores extremos de recableado

7.3.3.2.1 Analisis con los términos de GOSIlim

Se analizaron los enriquecimientos de categorias funcionales para los blancos que
tuvieran valores de recableado muy altos y muy bajos, para identificar si algunas de estas
funciones estaban bajo alguna presion de seleccion. Como se puede ver en el heatmap
de la Figura 47, los valores azules corresponden a las categorias mas significativas, por
ejemplo para los blancos con mayor recableado se observan procesos como los del
sistema nervioso, desarrollo de estructuras anatomicas, algunos procesos de
sefializacién y locomocién. Para el caso de los blancos que tienen menor recableado se

observan al transporte nucleocitoplasmético, locomocion, proliferacién y muerte celular.
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Figura 47 Pruebas de enriquecimientos de categorias funcionales para los blancos de microRNAs con valores
extremos de recableado por kilobase, en la barra de color se muestran los valores del FDR
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7.3.3.2.1.1 Comparacion de recableado por blanco entre humano y chimpancé

Cuando se analizan las categorias funcionales de los blancos con valores extremos de

recableado en chimpancé se encuentra que algunas de sus categorias enriquecidas

estan compartidas con las de humano (Figura 48). Sin embargo, hay categorias como la

de procesos del sistema nervioso, sefializacion celular y organizacion del citoesqueleto

gue solo tienen alto recableado en humano. A diferencia del humano, la transduccion de

sefiales tiene principalmente eventos de ganancia de sitios en chimpancé. Existen

categorias de genes con bajo recableado que estan presentes solamente en chimpancé,

como la reproduccion, organizacién mitocondrial y organizacion de la matriz extracelular.
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Figura 48 Categorias funcionales de los genes con valores extremos de recableado por gen blanco
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7.3.3.2.2 Analisis con ReVIGO
Para los blancos con alto recableado las categorias funcionales que resultaron
significativas son algunas relacionadas de manera general con desarrollo del sistema

nervioso, sinapsis y sefializacion. A continuacion en la Figura 49 se muestran las

categorias enriquecidas en un diagrama TreeMap.

Figura 49 Resultado de ReviGO de las categorias funcionales enriquecidas para los blancos con mayor
recableado.

Por otro lado, para los blancos con bajo recableado se pueden ver algunas categorias
relacionadas con el procesamiento del RNA, y con la regulacion de algunos procesos de
sefalizacion como el pegado de receptores (Figura 50). También se observa una
categoria relacionada con la cornificacion de la piel y que a su vez involucra procesos

centrales como muerte celular.
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Figura 50 Resultado de ReviGO de las categorias funcionales enriquecidas para los blancos con menor
recableado.

7.3.4 Uso de datos de expresion diferencial a partir de transcriptomas de humano
y chimpancé

Se obtuvieron los valores de expresion de genes reportados en el trabajo de Bauernfeind
et al. del 2015 para los tejidos de corteza del cingulo anterior y del nucleo caudado en
humano y chimpancé. Se identificaron los valores para los genes que tienen tasas
grandes de recableado y se observo el nivel de expresion de estos genes. Esto se realizd
para saber si las ganancias de sitios de pegado en un gen de una especie y pérdidas de
sitios de pegado en el mismo gen en la otra especie se ven reflejadas en sus niveles de
expresion para alguno de los tejidos.

A continuacion, en las Figura 51 y 52 se muestran los gréaficos de volcan que representan
el nivel de expresion de genes entre humano y chimpancé. En el eje de las X se tienen
los valores de expresion representados por el Fold Change en escala logaritmica. En el
eje de las Y se representa el valor de significancia estadistica para ese gen.

Estos graficos corresponden al contraste chimpancé con humano. Es decir del lado

izquierdo estan los genes con menos expresion en chimpancé con respecto al humano.
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Por otro lado la parte derecha de este grafico, donde el logaritmo del Fold Change es
mayor a cero, representa aquellos genes que tienen mayor expresion en chimpancé con
respecto a humano. En la Figura 51 se muestra en color amarillo aquellos genes que
sufrieron pérdida de sitios de pegado en humano y ganancia de sitios de pegado en
chimpancé esperando que estos genes estuvieran principalmente orientados a la
izquiera. Para el mismo tejido de corteza del cingulo anterior se identificaron los genes
gue sufrieron ganancia de sitios de pegado en humano y pérdida de sitios de pegado en
chimpancé esperando que estos genes se encontraran del lado derecho de la gréfica de

volcan. Estos genes se muestran en color azul en la Figura 51.
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Figura 51 Gréfico de volcan para los niveles de expresion y valores de significancia estadistica del contraste
de los genes expresados en la corteza del cingulo anterior entre humano y chimpancé. En amarillo se
muestran los genes que perdieron sitios de regulacion en humano y ganaron sitios de regulacion en
chimpancé. En azul se muestran los genes que perdieron sitios en chimpancé y ganaron sitios en humano.

Para el nucleo caudado se realizé el mismo analisis identificando genes que en una
especie tuvieran ganancias de sitios mientras que en la otra pérdidas. Se comparo

también el logaritmo del cambio en el nivel de expresion entre los 2 conjuntos de genes y
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se observa también una tendencia para orientarse al lado correspondiente con los niveles

de expresion esperados. (Figura 52).
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Figura 52 Gréfico de volcan para los niveles de expresion y valores de significancia estadistica del contraste
de los genes expresados en la corteza del nucleo caudado entre humano y chimpancé.

Se realizaron pruebas de Wilcoxon para realizar los contrastes de los valores de
expresion de los 2 conjuntos de genes los que ganaron sitios en humano y perdieron

sitios en chimpancé y viceversa (Tabla 5).

Tabla 5 Tejidos con sus respectivos p-valores de las pruebas de Wilcoxon para los valores de
expresion de los 2 conjutnos de genes
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0.067

0.032

7.4 Familias de microRNAs con distintos niveles de conservacion

7.4.1 Andlisis de recableado con un conjunto de familias de microRNAs
conservadas en mamiferos.

Se realizd6 el mismo tipo de analisis utilizando ahora el conjunto de las familias de
microRNAs conservadas solamente dentro del linaje de los mamiferos. En la Figura 53 se
observa que los valores de recableado entre los blancos mas probables son menores que
cuando se usa el grupo control con un conjunto de malas predicciones de blancos. Este
comportamiento es similar al caso de las familias de microRNAs conservadas en todos
los vertebrados (Figura 35y 44).

105



%] .
o | @ Mejor C5++
B Peor C5++
wn | =
[ | B =
3 E z I
= g j S E =
nm o I N B
(=]
=]
(4]
Q
8 o _
O [
o
©
=]
m
8 o
— o
= -

T T T T
Humano Chimpancé Gorila Orangutan

Organismo

Figura 53 Tasa de recableado de Shou para cada familia de microRNA utilizando los blancos mas probables
y los blancos menos probables

7.4.2 Familias de microRNAs que han sufrido cambios exclusivamente en humano
Se realizaron estimaciones con las aproximadamente 320 familias Unicas a humano para
saber si también sus blancos se encontraban bajo la misma presion de seleccion. Este
andlisis se hizo a nivel de los 8-meros correspondientes a la region semilla de estas
familias y se colorearon en verde en la Figura 54. Esta figura muestra el universo de las
65,536 8-meros posibles. Se resaltaron aquellos que corresponden a la semilla de cierto
tipo de microRNA. Los ejes X y Y corresponden a la tasa de ganancias y la tasa de

pérdidas respectivamente.
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En rojo se observa que los k-meros correspondientes a sitios blanco de las semillas de
los microRNAs méas conservados, tienen tasas bajas de pérdida y ganancia comparado
con los k-meros correspondientes a los sitios blanco de las semillas de los microRNAs
mas recientes. Se realizaron pruebas de enriquecimiento para saber si el cuadrante con
menores tasas de recableado se encuentra enriquecido en los blancos de microRNAs
recientes (Prueba hipergeométrica; p < 0.01).
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Figura 54 Tasas ganancia y de pérdidas para cada uno de los k-meros correspondiente a los sitios de pegado
de los microRNAs. En rojo los correspondientes a las familias mas conservadas y en verde los
correspondientes a las familias mas recientes en humano.

7.5 Conjunto de secuencias de regiones 3'UTRs del grupo de los
Ciclidos del Lago Malawi
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La siguiente etapa consistio en aplicar la metodologia desarrollada al conjunto de las
3'UTRs que se han estudiado en el grupo de los ciclidos del lago Malawi publicadas por
Loh et al. en 2011. Las 3’'UTR de los ciclidos son de interés para entender los efectos de

la regulacion de los microRNAS en la evolucion fenotipica de los mismos.

7.5.1 Recableado de microRNA maduro

7.5.1.1 Andlisis de recableado de Simkin

Se utilizaron alrededor de 115 familias de microRNAs que estuvieran presentes en peces.
Se estimo la tasa de recableado de Simkin para cada familia de microRNA de ciclidos y
se graficaron las distribuciones de las tasas siguiendo la metodologia planteada. Como
se puede observar en la Figura 55 a diferencia de los primates el recableado de las redes
de regulacién solamente en algunos ciclidos es mas alto para el conjunto de los
microRNAs con buenas predicciones de blancos en comparacion con el control generado
con las predicciones menos probables de blancos.
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Figura 55 Distribucion de las tasas de recableado con métrica de Simkin para cada microRNA en diferentes
linajes de ciclidos para las sitios blanco més probables en amarillo y los sitios blanco menos probables en
azul.

Se realizé la comparacién entre las diferentes especies de ciclidos de sus métricas de
recableado para cada microRNA, para identificar aquellos que tuvieran patrones de alta
tasa de recableado y baja tasa de recableado (Figura 56). La mayoria de los
comportamientos de recableado no se comparten entre todas las especies, a excepcion
de miR-135a que tiene alta tasa de recableado casi en todas las especies. Por otro lado,
miR-210 y miR-26 tienen valores bajos de recableado consistentes en varias especies.

Sin embargo no hay patrones que sean en su totalidad claros.
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Figura 56 Comparacion de las tasas de recableado con métrica de Simkin para cada microRNA nombrado en
las filas para cada una de las especies mencionadas en las columnas
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7.5.1.2 Andlisis de recableado de Shou

También se graficaron las tasas de recableado utilizando la métrica de Shou (Figura 57).
En esta situacion no hay un patron claro y las diferencias no son significativas entre los
controles de CS++ y las medidas con buen criterio de CS++.
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Figura 57 Distribucion de las tasas de recableado con métrica de Shou para cada microRNA en diferentes
linajes de ciclidos para las sitios blanco méas probables en amarillo y los sitios blanco menos probables en
azul

A continuacion se presentan los microRNAs y sus respectivas tasas de recableado entre
diferentes especies (Figura 58). Como se puede ver los microRNAs con tasas méas bajas
de recableado en todas las especies son miR-210, miR-26 y miR-184 y los que tienen
tasa mas alta de cambio en todas las especies son miR-135a, miR-204 y miR-19b.
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Figura 58 Comparacion de las tasas de recableado con métrica de Shou para cada microRNA nombrado en
las filas para cada una de las especies mencionadas en las columnas
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8. Discusion

8.1 Efecto en los valores de recableado por las secuencias de
regiones 3’'UTR utlizadas

Se procesaron de 2 maneras diferentes las 3’UTRs en primates. En dichos analisis se
pueden observar patrones diferentes en las tasas de recableado. Con el procesamiento
de Simkin et al. propuesto en el 2014 se observa al orangutan con tasas de recableado
mayores que el resto de los primates comparados en este estudio. Por otro lado con el
método de procesamiento de Leclerq et al. de 2017 el gorila es el que tiene valores de

tasa de recableado mas altos con respecto a los otros primates comparados.

Primero se pensé que esto podria ser debido a la gran diferencia que existe entre el
nuamero de 3'UTRs obtenidas con uno u otro método, 8,260 en el caso de Simkin et al. y
14,800 en el caso de Leclerq et al. Para saber si esta era la causa, se utilizo la
interseccién de las secuencias de ambos métodos, es decir si las secuencias que tenian
diferentes entre estos métodos hacia que el gorila tuviera recableado mas alto en un
andlisis y en el otro el orangutan. Utilizando la interseccion de las secuencias, se
pudieron seleccionar alrededor de 5,000 secuencias de las regiones 3’'UTRs presentes en
ambos conjuntos de datos. El resultado esperado era que la tasa de recableado fuera
similar al resultado con las secuencias de Simkin et al. donde el orangutan tenia
recableado mas alto. Como se puede observar en la Figura 59 el resultado no fue el

esperado Y el gorila seguia teniendo recableado mas alto.
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Figura 59 Tasa de recableado de Shou para la interseccién de los genes provenientes de diferentes
alineamientos

También se observaron algunas diferencias en los enriquecimientos funcionales usando
los diferentes métodos. A continuacibn se muestran los resultados de realizar la
interseccion de blancos provenientes del alineamiento de mamiferos Leclercq et al. del
2017 con los provenientes de Simkin et al. del 2014. Esto se hizo para ver si estas
diferencias se deben a que son conjuntos de genes diferentes. Como se puede ver en la
Figura 60, las categorias enriquecidas en el método de Leclerq con la interseccion solo se
conservan las categorias de locomocion y desarrollo de estructuras anatémicas en

comun.

114



locomotion 10-12
anatomical structure development 1010
2 1 1 X 10-=
D D D g
) ) L) )
a a a a i0-%
g o o o
S 2 8 3 10
o o 9o o
o O O O 10-2
DTS D
o 5 © o =1
EE ) FDR
5 g
m —
S (ol
o B
o 2
A,

Figura 60 Analisis funcional utilizando la interseccion de secuencias de 3'UTR con el método de Simkin et al.
del 2014 y Leclerq et al. del 2017

Otro factor que podria estar generando diferentes resultados con ambos métodos podria
ser que estan utilizando versiones diferentes de los genomas de primates. El método de
Leclerg utiliza versiones mas antiguas de los genomas y estan alineadas con el genoma
del humano como referencia. El método de Simkin utiliza versiones mas recientes de los
genomas de los primates alineadas con el gorila de referencia (Tabla 6). En el andlisis
anterior en la figura 60 se muestra que las categorias funcionales enriquecidas también
son similares con las del método de Leclerq. Estas diferencias podrian deberse a
diferentes versiones de genomas y criterios de procesamiento de las 3'UTR y por lo tanto
este analisis se deberia volver a retomar cuando se tengan mejores genomas

ensamblados para los hominoides.
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Tabla 6 Caracteristicas de los genomas utilizados

Organismo Simkin: Ao (Version) Leclerq: Afio (Versién)
Humano 2009 (hg19) 2009 (hg19)
Chimpancé 2010 (panTro3) 2006 (panTro2)
Gorila 2011 (gorGor3) 2008 (gorGorl)
Orangutan 2007 (ponAbe2) 2007 (ponAbe?2)
Gibon 2010 (NomLeul) X

8.2 Implicaciones de los métodos de prediccién de blancos

Se debe tomar en cuenta que los resultados dependen directamente del método de
prediccion de blancos. Este tipo de analisis se deben de realizar nuevamente, cuando

existan mejoras en dichos métodos, para disminuir la incertidumbre de las predicciones.

8.2.1 Mamiferos

Los métodos computacionales y los métodos experimentales siguen perfeccionandose ya
gue hasta la fecha resulta complicado predecir a los blancos de los microRNAs en
animales. El simple pegado de la maquinaria de silenciamiento no garantiza un efecto en
la regulacion como se ha observado con los experimentos de CLIP. El caso ideal seria
tener las validaciones de los blancos de familias de microRNAs para todo un genoma y
asi estimar la dinamica evolutiva de sus redes de regulacion. Como no existe tal fuente
de informacion, una buena aproximacién son los métodos predictivos a nivel
computacional. Debido a que se esta analizando al grupo de los primates, no existe
problema al usar el método de TS7, ya que este método ha sido entrenado con conjuntos
de datos de lineas celulares de humano y experimentos en raton, permitiendo hacer
predicciones adecuadas en mamiferos. Como se puede observar, las categorias

funcionales se pueden ver afectadas variando el valor de corte del CS++. El ser muy
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estrictos con el valor de corte de CS++ hace que se pierdan muchos verdaderos blancos
pero también el ser muy permisivo incluiria muchos falsos positivos. Lo ideal sera en un
futuro rehacer el andlisis complementando con listas de verdaderos blancos validados

experimentalmente (Hausser & Zavolan 2014; Agarwal et al. 2015).

8.2.2 Ciclidos

En el caso de los ciclidos el uso de TS7 con todos sus parametros podria ser conflictivo.
Sin embargo, como no se requirid la estimacién de los valores del Pcr ni pardmetros
relacionados con las proporciones de las isoformas de los transcritos en humano, se
decidié continuar usando el programa de TS7. Por otro lado ya se han realizado
predicciones de blancos con herramientas computacionales en el grupo de los ciclidos.
Se han utilizado distintos programas como miRanda, TargetScan y PACMIT donde
algunas de estas predicciones se han evaluado de manera experimental. No se pudieron
realizar variantes de los andlisis utilizando valores de CS++ estrictos ya que son pocas
las 3’'UTR utilizadas (Loh et al. 2011; Brawand et al. 2014; Franchini et al. 2016).

8.3 Implicaciones de los controles usados

Se requiere de una correcta generacion de controles para poder contrastar la dinamica de
los sitios de pegado de microRNAs con un sistema que capture la naturaleza de las
secuencias de los microRNAs pero que evolucione de manera neutral. La obtencién de
un buen control para una familia de microRNA sigue siendo un tema de investigacion hoy
en dia y existen varios criterios para la seleccion de controles de microRNAs como
energia libre del plegamiento, composicién de nucle6tidos, probabilidad de apareamiento
de pares de bases entre otros (NG Kwang Loong & Mishra 2006).

8.3.1 Controles composicionales.

Se usaron controles producidos con secuencias a 1 nucledtido de distancia de los
octameros correspondientes a las regiones semilla. Estos controles pueden estar
incluyendo sitios de pegado que puedan ser considerados de microRNAs reales. Para
evitar dicho problema se filtré al nivel de hexdmeros que se considera la secuencia base

para la regién semilla, sin embargo el espacio de posibles de secuencias se reduce
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bastante. Por otro lado se desconoce qué efectos composicionales se puedan estar
generando con estas secuencias y tal vez algunas de estas secuencias control poseen
rasgos que alteran su dindmica evolutiva. Por ejemplo, si se tiene algin contenido
composicional atipico cuando se hace la aleatorizacion de dinucleétidos de las
secuencias por métodos heuristicos, se ha reportado que las propiedades intrinsecas de
los microRNAs nativos se afectan. Esto ocurre ya que no preservan exactamente la
frecuencia de dinucle6tidos y mononucledétidos afectando a la energia del plegamiento
(Workman & Krogh 1999; CLOTE 2005).

8.3.2 Controles basados en CS++.

El uso de este tipo de controles fue propuesto en este trabajo bajo la premisa de que los
blancos que tienen un mal puntaje de CS++ probablemente contienen una mayor
frecuencia de secuencias neutrales. Esto es debido a que la mayoria de estos sitios no
son funcionales y cambios en su secuencia no afectarian a la adecuaciéon de un

organismo.

8. 4. Método con microRNA maduro en comparacion con el método de
k-meros

Se decidié continuar trabajando con el método basado en predicciones partiendo del
microRNA maduro debido a las implicaciones que tienen los controles composicionales.
Por ejemplo, el hecho de que una region semilla esté presente no significa que realmente
sea un blanco e incrementa la incertidumbre del andlisis comparado con predicciones

mas precisas que incluyen otros criterios ademas de la regiéon semilla.

8.5. Métrica de recableado de Shou en comparacion con la métrica de
Simkin

Las 2 métricas de recableado estudiadas miden eventos diferentes de cambio en las
conectividades. Sin embargo el utilizar la métrica de Simkin para estudios de categorias
funcionales podria traer consigo algunas complicaciones. Por ejemplo, valores altos de
recableado de un microRNA mediante la métrica de Simkin se pueden deber solamente a

grandes cambios de sitios, en una fraccién pequefa de todos sus blancos, y los demas
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blancos realmente no sufran cambios (Figura 51a). Si se considera a esta familia de
microRNA como interesante debido a su tasa de recableado se incluirian genes blanco
de estas familias que no tienen recableado. Otro problema con la métrica de Simkin, en
cuanto al andlisis de categorias funcionales de blancos, podria ser la normalizacién, ya
gue un microRNA con 2 sitios de pegado, si pierde un sitio, tendria una tasa de % y otro
microRNA con 100 sitios de pegado si pierde 50, también tendria el mismo valor de Y.
Por lo tanto, existen situaciones en que los microRNAs con muy pocos sitios puedan
tener valores altos de recableado (Figura 51b). Como vimos ademas en la Figura 61, en
la variacion de la métrica de Simkin con respecto al parametro de la distribucién de
conectividades, para redes mas saturadas de conexiones la tasa de Simkin resultante es

menor.

Situaciones conflictivas de recableado
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Figura 61 Diagramas de ejemplo de posibles situaciones conflictivas al utilizar la métrica de Simkin para analisis
de categorias funcionales



8.6 Conservacion en primates.

En todos los andlisis hechos con el método de las familias de microRNAs maduros mas
conservadas se puede ver que las tasas de recableado son bajas. Esto se observa para
dichas familias utilizando las distintas métricas en cada una de las especies. Este analisis
se confirmd cuando se aplic6 la misma metodologia en el otro conjunto de 3’'UTRs de
primates provenientes del trabajo de Leclerq et al. de 2017, donde contamos con un
conjunto mas amplio de 3'UTRs y sus respectivas secuencias ancestrales, haciendo esta
observacion mas robusta. Ademas se observa que las familias mas conservadas y con

mas cambios son consistentes con ambos métodos.

Las observaciones sobre conservacion de los sitios de pegado de los microRNAs
coinciden con lo que Xu et al. en 2013 y Simkin et al. en 2014 habian reportado. Ademas
se observé que no solo la ganancia y pérdida de sitios son bajas sino que el recableado
entre genes es bajo, con respecto al control, en cada una de las especies. Estos andlisis
se hicieron con las familias mas conservadas de microRNAs. Este mismo patron se
observo con las familias de microRNAs correspondientes a mamiferos. Las redes para los
microRNAs conservados en mamiferos también tienen menor recableado que las redes
construidas con los blancos control. Para saber si este comportamiento es intrinseco de
los microRNAs funcionales el caso ideal sera utilizar a las familias de reciente origen y
comparar las tasas de recableado contra un control de CS++ similar al usado durante

este trabajo.

8.7 Familias de microRNAs con tasas de recableado altas.

Se podria pensar como hipétesis nula que los microRNAs con tasas de recableado altas
del conjunto de las familias méas conservadas en vertebrados, no tendrian algun
enriguecimiento funcional. Esto es porque a diferencia de lo visto con las familias con
valores mas bajos de recableado, muchos de los cambios podrian ser neutrales como se

menciona a continuacion.
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Es posible que para el caso de los microRNAs més conservados, aquellos que tienen una
tasa de recableado mas alta sea debido a cambios neutrales y no estemos obteniendo
informacion sobre seleccidon positiva, esto es debido a que existe una correlacion de
conservacion de blancos dada la antigledad del microRNA. Para ello seria necesario
enfocarse en familias mas recientes de microRNAs que no estén bajo un proceso fuerte
de seleccion negativa, sin embargo de todos modos no hay que pasar por alto los
enriquecimientos funcionales que se vean en los microRNAs con recableado alto ya que
lo que estamos evaluando es el cambio de sus blancos y no la conservacion de la familia
como tal.

Otra manera de darle la vuelta a este problema es incluir microRNAs mas recientes y
estimar la tasa de recableado de todos los microRNAs. Bajo este andlisis no se tendria el
problema de que los cambios solo sean una relajacion de la presion de seleccién ya que
estamos analizando microRNAs conservados y no conservados.

Se realiz6 una busqueda en la literatura sobre los microRNAs con mayores tasas de
recableado. Se buscaron sus posibles funciones asociadas y el linaje donde surgieron.
Dicha informacién se puede ver en la Tabla 7.

Tabla 7 Familias de microRNAs con tasas de recableado altas, sus posibles funciones y linajes en los que
estan presentes

microRNA Funcién asociada Grupo taxonémico de origen
miR-451 Eritropoyesis y estrés Vertebrata
miR-191 Desarrollo cortical y Tetrapoda

proliferacion celular

miR-187 Crecimiento celular y Euteleostomi
apoptosis

miR-210 Respuesta a hipoxia Bilateria

miR-214 Formacion de huesos Euteleostomi

De manera interesante se encontré que la tasa de recableado de miR-210 es alta en el
caso de los primates pero es muy baja en el caso de los ciclidos. Este contraste podria
ser informativo sobre la evolucion de la respuesta a hipoxia en peces y mamiferos, sin
embargo falta informacién para poder validarlo. En peces se ha reportado que miR-210
aumenta su expresion en condiciones de hipoxia en Pelteobagrus vachelli. Debido a su

efecto pleiotropico reportado podria ser que por eso se encuentra con una tasa muy baja
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de recableado. En humano miR-210 esta relacionado con los procesos de hipoxia dentro

de tumores cancerigenos (Zhang et al. 2016; Wan et al. 2016).

Como se puede observar las funciones de muchas de estas familias y las familias de la
Tabla 8 no estdn muy bien establecidas. Probablemente muchas de las que estan
reportadas solo son una pequefia fraccion de las verdaderas funciones que poseen ya
gue principalmente se han asociado con enfermedades debido a los fines biomédicos con
gue se estudian muchas veces los microRNAs.

8.7.1 microRNAs analizados con reportes de evidencia de seleccion positiva.

Las familias miR-130 y miR-301 son familias altamente conservadas analizadas durante
este proyecto. Anteriormente se reporto que estas familias sufrieron una rapida expansion
en el linaje de los primates y se han expandido mediante duplicaciones en tandem.
Parece que estas expansiones son especificas de primates y ademas varias de estas
familias son expresadas en células troncales embrionarias. Algunas hipétesis apuntan a
gue este tipo de expansiones de familias de expresién en desarrollo temprano de los
embriones estan relacionadas con los incrementos de complejidad morfologica y

longevidad en este linaje (Guerra-assungao & Enright 2012).

Sin embargo, en nuestro andlisis se observa que las tasas de recableado de estas
familias, miR-130 y miR-301 (miR-454 para 130-3p) estan en un valor intermedio. En otro
reporte se ha visto que miR-454 regula algunos genes de manera diferencial solamente
en humano y tiene que ver con la plasticidad del desarrollo del sistema nervioso (Somel
et al. 2011). Esto no necesariamente contradice los resultados que se obtuvieron en este
proyecto ya que puede haber situaciones donde pocos eventos de recableado puedan
tener un cambio fenotipico notorio. Se podria pensar que familias que han tenido
expansiones recientes podrian haber cambiado su repertorio de blancos, con base a los
reportes del 2007 hechos por Chen y Rajewsky. Sin embargo como se puede observar la

expansion de familias de los microRNAs no siempre lleva a un re-arreglo de la red.
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8.8 Familias de microRNA con tasas de recableado bajas.

En la Tabla 8 se muestran los microRNAs con menor tasa de recableado junto con sus
posibles funciones asociadas y el linaje donde surgieron. Estas familias de microRNAs
estan asociadas principalmente a procesos neuronales y procesos de desarrollo del

sistema nervioso.

Tabla 8 Familias de microRNAs con tasas de recableado bajas, sus posibles funciones y linajes en los que
estan presentes

microRNA Funcion asociada Grupo taxonémico de origen
miR-124 Diferenciacion neuronal Bilateria

miR-30e Proliferacion celular Vertebrata

miR-182 Desarrollo y apoptosis Bilateria

miR-137 Desarrollo neuronal Bilateria

miR-506 Supresor tumoral Eutheria

8.8.1 microRNAs analizados con evidencia de seleccion negativa.

En este trabajo de tesis se puede observar que las bajas tasas de recableado podrian ser
reflejo de la gran presion de seleccion para conservar sus interacciones con sus genes
blanco. Es posible que estas familias de microRNAs estén participando en procesos
esenciales 0 se expresen en varios tejidos y por lo tanto estén mas restringidos sus

eventos de recableado. (Chen & Rajewsky 2006).

8.9 Blancos con evidencia de seleccion.

Una vez identificados los microRNAs con mayor recableado también se identificaron los
genes con mayor recableado. Para ello se hicieron estimaciones de recableado total por
blanco. Las categorias funcionales obtenidas con ambos conjuntos de 3'UTRs para los
valores extremos de recableado son consistentes con categorias funcionales reportadas
en literatura. Los promotores con marcas de seleccion positiva, por ejemplo, estan
relacionados con procesos neuronales y del metabolismo (Haygood et al. 2007). Ademas,
las funciones de genes con alto recableado coinciden con las funciones de genes que
han cambiado su expresion entre humano y chimpancé (Babbitt et al. 2010; Bauernfeind
et al. 2015; Babbitt et al. 2017).
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Existen muchos tipos de cambios en las secuencias, algunos pueden ser a nivel de
regulacién y otros a nivel de secuencia codificante para proteina. Por ejemplo, de manera
interesante se encontr6 que entre las funciones de los genes blanco con menor
recableado esta la cornificacién de la piel. Sin embargo, los genes de esta categoria
funcional a nivel de aminoacidos tienen una tasa alta de cambio. Lo inverso ocurre con
las categorias del citoesqueleto y sefializacion: a nivel de regulacién tienen muchos
cambios, pero a nivel de la region codificante estan muy conservadas. Por otro lado
procesos del sistema nervioso y metabolismo tienen una tasa alta de cambio tanto de
regulacion como en las secuencias codificantes (Bustamante et al. 2005; Haygood et al.
2007; Cagan et al. 2016; Babbitt et al. 2017).

Se buscaron aquellos genes que hayan ganado mas sitios de lo esperado en chimpancé
y que hayan perdido mas sitios de los esperado en humano. También se buscaron
aquellos que tuvieran el comportamiento inverso. De la corteza del cingulo anterior a
continuaciéon se muestran aquellos que aumentaron su expresiébn en humano con
respecto a chimpancé debido a posibles eventos de recableado de los microRNAs. Se

seleccionaron aquellos que su valor de expresion diferencial era estadisticamente

significativo.
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Figura 62 Gréfico de volcan de expresion de genes en la corteza del cingulo
anterior. En rojo se nombran los genes que perdieron sitios de regulacion en
humano y ganaron sitios de regulacion en chimpancé. La linea azul representa el
punto de corte del FDR (0.1)

Entre estos genes se encuentra ARHGAP29, EPM2A, FAM107A, ZNF302 y CCD93. De
manera interesante la mayoria de estos genes estan involucrados en enfermedades del
sistema nervioso y del desarrollo. ARHGAP29 es un gen involucrado en el desarrollo
craneofacial y alteraciones en su nivel de expresion se han sugerido como posibles
causantes en las malformaciones del paladar. Sin embargo, no se han podido explicar las
causas de sus alteraciones en los niveles de expresion. El gen FAM107A codifica para
una proteina que esta implicada en la regulacion de la transcripcion de genes. Se sabe
gue este gen participa en el desarrollo neuronal y cambios en su expresién se ha
asociado con desérdenes psiquiatricos y respuesta a estrés (Mangold et al. 2011;
Attanasio et al. 2014; Nakajima & Koizumi 2014).

El gen EPM2A también esta involucrado en el sistema nervioso, especificamente en la
supervivencia de células nerviosos y mutaciones en este gen estan relacionadas con un
tipo de epilepsia. Los otros genes, ZNF302 y CCDC93, participan en sefalizacién
(Ganesh et al. 2001; Gayarre et al. 2014; Phillips-Krawczak et al. 2015). Estos resultados
son consistentes con los andlisis de categorias funcionales donde las funciones

enriquecidas estan asociadas con sistema nervioso y sefializacion.

Se hizo también el andlisis de los genes que ganaron sitios en humano pero que
perdieron sitios en chimpancé (Figura S9). Algunos de estos genes estdn mas
expresados en chimpancé con respecto al humano. El gen SRGAP3 ademas de cumplir
este criterio esta estadisticamente significativo representado del lado de los genes con
mayor expresion en chimpancé. Este gen participa en la morfogénesis neuronal y se ha
asociado que alteraciones en este gen estan relacionadas con retraso mental (Bacon et
al. 2013).
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En este trabajo se ve también que los microRNAs podrian ser una de las causas de los
cambios de expresién de dichos genes entre humano y chimpancé. Sin embargo faltarian
mas analisis para confirmar si estos cambios de expresion son debido al recableado de
los microRNASs. Entre estos analisis se podria validar la interaccion de los microRNAs con
los blancos en estos tejidos. El caso ideal seria cuantificar el recableado de manera
especifica para tejido y etapa de desarrollo sabiendo cuales genes y cuéles reguladores

se expresan en ese mismo tejido y en ese momento.

8.10 Discrepancia entre categorias funcionales obtenidas con el
recableado por microRNAs y recableado por blanco

Las diferencias entre estas métricas consisten en que no todos los blancos de un
microRNA con alto recableado necesariamente estan cambiando. Muchos de los posibles
blancos de un microRNA con una tasa alta de recableado pueden no presentar eventos
de recableado y se estan tomando en cuenta para el analisis funcional. A continuacién en
la Figura 63 se muestra una familia de microRNA con una tasa alta de recableado, sin
embargo la mitad de sus blancos no han tenido evento de cambio. Como ejemplo se
pueden ver las conexiones en gris para el regulador 1, estas conexiones son aquellas

gue no sufrieron cambios.

Ancestral

§Q§&L§1)mlomo;muo

Figura 63 Esquema representativo de las implicaciones que tiene utiilizar a los blancos de un microRNA con
una tasa alta de recableado para un posterior andlisis funcional.
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8.11 Efecto de otros elementos de regulacion en la evolucion
fenotipica

Aun queda mucho por explorar acerca de los microRNAs y la evolucién fenotipica, ya que
la mayoria de los trabajos se han enfocado a los efectos de los factores de transcripcién.
Ademéas como dicen Hoekstra y Coyne en 2007, no hay que olvidarse de las regiones
codificantes para proteinas. Un trabajo que soporta esta perspectiva es el trabajo de
Gojobori et al. en 2007, donde realizan un analisis gendmico de polimorfismos en
humanos e hicieron una estimacién de que aproximadamente 10% de las sustituciones

en amino&cidos en humanos y chimpancé son adaptativas.

8.12 Aplicacion en ciclidos

El andlisis realizado con las 130 secuencias de las 3'UTRs de ciclidos, solo provee un
pequefio acercamiento de lo que en realidad podria estar pasando. En el trabajo de Loh
et al. de 2011, se reporta para este mismo conjunto de 3'UTRs y para otro conjunto de
700 secuencias con datos de polimorfismos, que existe una tasa rapida de cambio en
estas regiones en comparacion con las secuencias codificante. Analisis mas recientes
utilizando el grupo de los ciclidos Midas observan este patrén de tasas de cambio rapidas
en las 3'UTRs con conjuntos mas completos de secuencias pero también observan que
otros grupos de estos mismos ciclidos tienen tasas de cambio bajas. Por otro lado, en
otras especies de ciclidos del Este de Africa, mas cercanos a los que se analizaron en
este trabajo, se ha reportado el comportamiento contrario poniendo en duda las
conclusiones de Loh et al. en 2011. Ellos observan menor tasa de cambio en los blancos
de microRNAs que la tasa de cambio de regiones que no son blancos de microRNAS,
utilizando genomas completos. Sin embargo, este andlisis lo realizaron con 5 especies de
ciclidos de grupos mas lejanos lo cual ain no deja claro si el comportamiento de tasas de
cambio altas reportado anteriormente es valido, ya que como se menciond anteriormente,
entre mas tiempo de divergencia se podrian tener problemas de saturacién de cambios
(Shou et al. 2011; Loh et al. 2011; Brawand et al. 2014; Franchini et al. 2016).

Estos trabajos comparativos proveen informacion valiosa de los genes que puedan estar
implicados en morfogénesis. Para este trabajo, dado que la evolucién es un proceso

complejo donde muchos factores influyen, no se puede asumir correctamente todas las
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consideraciones y conclusiones acerca de las tasas de recableado que en un futuro con
datos mas precisos, mayor disponibilidad de genomas y conjuntos de datos de
microRNAs, se resolveran. Sin embargo es posible conseguir informacion importante a
partir de los datos de los genomas disponibles, y aumentar la resolucion de trabajos
previos mediante la evaluacibn de diferentes maneras en que las redes pueden

evolucionar.
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9. Conclusiones

Los andlisis de las métricas de recableado de redes nos sugieren que hace falta la
generacibn de una métrica que sea adecuada a las redes de regulacion de los
microRNAs. Los microRNAs conservados en vertebrados y mamiferos tienen tasas bajas
de recableado con respecto a un modelo neutral. Esto se confirm6 mediante las
predicciones utilizando tanto k-meros como la secuencia completa del microRNA maduro.
Las funciones asociadas a los genes que han presentado mayor nimero de cambios
estan relacionadas con procesos de desarrollo del sistema nervioso y sefializacion,
consistente con la literatura basada en datos de expresion de diferentes tejidos de
primates. Utilizando datos de expresién de cerebro se encontré que los posibles eventos
evolutivos de recableado de microRNAs podrian verse reflejados en los niveles de
expresion de sus blancos cuando se comparan tejidos de chimpancé y humano. Estas
observaciones sugieren que los microRNAs pudieron jugar un papel clave en la evolucion

fenotipica de los hominoides.
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10 Perspectivas

10.1 Utilizar un grupo de controles basados en la aleatorizacion de
secuencia

Durante el proyecto se generd un grupo de secuencias similares a los microRNA
mediante un método de aleatorizacion controlado por la composicién y abundancia de
estas secuencias. Las secuencias fueron aleatorizadas con un generador de secuencias
gue realiza permutaciones de dinucleétidos. En este caso se control6 por la frecuencia de
las secuencias de los microRNA. Se generaron alrededor de 800 k-meros diferentes con
este método. Para la realizacion de los controles, ademas de que se iban a generar

regiones semilla aleatorizadas, también se requiere del resto de microRNA maduro.

A la fecha existen varios simuladores de secuencias de microRNA maduro que se basan
en criterios de composicion y plegamiento. Se podrian utilizar estos simuladores para
generar controles composicionales de microRNAs maduros y contrastar con los
resultados que obtuvimos con los controles de 8-meros y de CS++. Por el momento nos
limitamos a hacer una prueba para saber los efectos de aleatorizar la parte que no es la
semilla del microRNA maduro. En futuros analisis se podran utilizar estas secuencias
para cuantificar los eventos de recableado en lugar de hacerlo solamente al nivel de la

region semilla.

El analisis de TargetScan requiere utilizar la secuencia de un microRNA maduro.
Utilizando los microRNAs let-7 y miR-124 se hicieron pruebas como un primer paso para
saber el efecto de utilizar regiones aleatorizadas de la secuencia madura sobre el puntaje
CS++ para la prediccion de blancos. Se encontré qué los valores no se ven influenciados
casi por el uso de regiones aleatorizadas, ya que mantienen una relacibn muy alta
cuando se utiliza una region aleatorizada o la original. Esto se midi6 mediante una
correlacion lineal y que ademas resultd ser significativa con un p-valor < 0.01. El gréfico

de dispersion se muestra en la Figura 64.
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Figura 64 Gréfico de dispersion para el microRNA let-7.

10.2 Compensacion de pérdida de regulacion de microRNA

En el caso de las ganancias, se podria evaluar la situacién de aquellos blancos que
estaban siendo regulados por algin microRNA y ganaron regulacién por otro microRNA
manteniendo la que ya tenian. Se realizé un analisis bajo esta premisa pero este método
debe ser mejorado ya que no se conoce si todos esos microRNAs que estan
reemplazando un sitio de pegado se expresan en ese mismo tejido. Una perspectiva seria
tomar en cuenta el tejido y etapa de desarrollo donde se expresan determinados

microRNAs y saber si las ganancias de sitios de pegado son realmente compensatorias.

A continuacion se presenta el analisis de si las ganancias de sitios son compensatorias
sin tomar en cuenta tejido ni etapa de desarrollo. De las 109 familias conservadas de
microRNA se evalu6 si cuando un sitio de pegado de una determinada familia de
microRNA se pierde, es otra familia de microRNA la que llega a sustituirlo para

compensar esta pérdida, vimos que esto es muy poco comin al menos para este
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conjunto de familias estudiadas, cuando comparamos con los k-meros que estdn a un
nucledtido de distancia (Figura 65).

log(#Targets that lost any miRNA)
-10

-15

Figura 65 Numero de pérdidas de regulacion que no fueron compensadas por otro microRNA.

10.3 Estimacion de recableado en radiaciones adaptativas

En la actualidad se tiene informacion a nivel de genomas suficiente para estimar tasas de
recableado en Ciclidos y Peces espinosos. Sin embargo para el caso de los ciclidos se
necesita tener un conjunto confiable de secuencias de las 3'UTRs para predecir los
posibles sitios de pegado de los microRNAs. Este paso es limitante en tiempo ya que no
se encuentran disponibles estas secuencias. Los trabajos publicados anteriormente han
utilizado secuencias de las 3’'UTRs procesadas de manera independiente por cada grupo
de investigacion que las ha trabajado. Una vez procesadas estas secuencias se podrian

estimar las tasas de recableado de microRNAs para este grupo de peces.

Otro ejemplo muy bien estudiado, también de radiaciones adaptativas, es el de los
pinzones de Darwin de las Islas Galapagos. Recientemente se han publicado analisis con

datos de secuenciacion. Estos datos podrian utilizarse para entender como los elementos
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de regulacion han afectado su evolucién y sus cambios fenotipicos. Sin embargo, las
3'UTRs no se encuentran bien anotadas para estas especies y es un proceso que se
debe hacer para saber el grado de divergencia de los sitios blanco de microRNAs
(Lamichhaney et al. 2015).

10.4 Inclusion de interacciones Factor de Transcripcidn-microRNA-
Blanco

Se pueden estudiar interacciones mas complejas como entre factores de transcripcion y
microRNAs. Se utilizan datos validados experimentalmente de interacciones reportadas
en diferentes bases de datos. Cada tipo de circuito obtenido con este método resulta de
la combinacién de interacciones de induccion y represion. Se pueden identificar motivos
de red que estén conservados a lo largo de la historia evolutiva y de eventos de
especiacion. De estos motivos, se podria probar si se han seleccionado debido a sus
efectos fenotipicos.
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12. Anexos

12.1 Simulaciones de los valores de las métricas de Shou y de Simkin

Diferentes tamafios de red para las simulaciones.

20x20 Nodos
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Simkin Rewiring Rate

Shou Rewvrlnc; Rate

Figura S 1 Comportamiento de las tasas de recableado en una red de 20x20 utilizando la distribucion de
Poisson

Para esta red simulada de 20 nodos reguladores y 20 nodos blancos, se observaron
distintos patrones de saturacién. A lo largo del eje X que corresponde a la tasa de
recableado de Shou, podemos observar que en 2 ocasiones ocurren saturaciones. La
primera saturacion es debido a que se llega al tamafio maximo de red. La segunda
saturacion se debe a que se alcanza un punto de saturacién de conectividades, es decir,
cada microRNA esta conectado al menos una vez con cada uno de los blancos. En el gje
Y, correspondiente a la tasa de recableado de Simkin, se puede observar que la tasa va
aumentando hasta que llega el punto donde se satura y la normalizacién por el nimero
de sitios hace que disminuya.
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Figura S 2 Comportamiento de las tasas de recableado en una red de 100x100 utilizando la distribucion de
Poisson
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Figura S 3 Comportamiento de las tasas de recableado en una red de 150x150 utilizando la distribucion de
Poisson

12.2 Analisis con el conjunto de 3'UTRs de los Hominoides

12.2.1 Efecto del uso de diferentes puntos de corte de CS++ para la métrica de
Shou

Valor de corte de CS++: 10%
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Figura S 4 Tasa de recableado de Shou para los microRNAs conservados principalmente en vertebrados con
blancos predichos utilizando un corte de Cs++ del 10% mas extremo

Valor de corte de CS++: 20%
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Figura S 5 Tasa de recableado de Shou para los microRNAs conservados principalmente en vertebrados con
blancos predichos utilizando un corte de Cs++ del 20% mas extremo
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12.2.2 Recableado por kilobase de blanco utilizando diferentes cortes de CS++
(utilizando las 3'UTRs de Simkin)
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Figura S 6

12.3 Analisis de un conjunto alternativo de 3' UTRs de los primates
obtenidas de un alineamiento de mamiferos

12.3.1 Expresion de genes con alto recableado por blanco en nucleo caudado.
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Figura S 7 Grafico de Volcan para la comparacion de niveles de expresion de genes en nicleo caudado entre
humano y chimpancé. En rojo se representan los nombres de los genes que ganaron sitios de pegado en
chimpancé y perdieron sitios de pegado en humano.
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Figura S 8 Grafico de Volcan para la comparacion de niveles de expresion de genes en nucleo caudado entre
humano y chimpancé. En rojo se representan los nombres de los genes que perdieron sitios de pegado en
chimpancé y ganaron sitios de pegado en humano.

12.4 Analisis con familias de microRNAs mas recientes

12.4.1 Familias conservadas en mamiferos

12.4.1.1 Tasas de recableado con diferentes cortes de CS++ para miRNAs de mamiferos

Valor de corte de CS++: 10%
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Figura S 9 Tasa de recableado de Shou para los microRNAs conservados principalmente en mamiferos con
blancos predichos utilizando un corte de Cs++ del 10% mas extremo

Valor de corte de CS++: 20%
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Figura S 10 Tasa de recableado de Shou para los microRNAs conservados principalmente en mamiferos con
blancos predichos utilizando un corte de Cs++ del 20% mas extremo
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12.4.1.2 Analisis de categorias funcionales
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Figura S 11 Categorias funcionales enriquecidas para genes que tuvieron valores extremos de recableado en
humano utilizando tanto las familias de microRNAs conservadas en vertebrados como las conservadas hasta
mamiferos.
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