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RESUMEN

Sélo hasta la llegada de la era gendmica con herramientas como la secuenciacién masivay
el analisis bioinformatico, en los primeros genomas secuenciados de procariontes, se
encontro la gran variedad genética que existe entre miembros de una misma especie. Al
analizar esta variedad se evidencia que las familias de genes pueden agruparse de acuerdo
con su nivel de conservacion entre muestras. Se llama genoma comun al conjunto de genes
presentes en la mayoria de muestras y genoma accesorio al conjunto que varia entre las
muestras, y pangenoma es el conjunto de estos dos grupos. Esta variacion interespecifica
puede explicarse por distintos fendmenos que involucran la interaccion de diferentes
organismos en su nicho ecolégico, como la transferencia horizontal de genes y la deriva y

las migraciones genéticas. En este articulo de divulgacion se ofrecen algunas perspectivas
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de los pangenomas, una introduccion a su estudio y una fuente bioinformatica para su
analisis.
Palabras clave: Pangenoma, Genes comunes, Genes accesorios, Variacion genética,

Transferencia horizontal de genes, Deriva genética.
ABSTRACT

Not until the arrival of the genomic era with tools such as massive sequencing and
bioinformatic analysis, in the first sequenced prokaryotic genomes, was a great genetic
variety within the members of a same species found. By analyzing this variety, it is evident
that gene families can be grouped according to their level of conservation between samples.
The set of genes present in most samples is called core genome, and the set of genes that
varies among samples is called accessory genome; pan-genome refers to the set that
includes these two groups. This interspecific variation can be explained by various
phenomena that involve the interaction of different organisms in their ecological niche,
such as horizontal gene transfer and genetic drift and migrations. This informative paper
presents some perspectives about pan-genomes, an introduction to their study and a

bioinformatic pipeline for analysis.

Keywords: Pan-genome, Core genes, Accessory genes, Genetic variation, Horizontal gene

transfer, Genetic drift.



Introduccion

La existencia de una enorme
variabilidad genética intraespecifica entre
cepas de la misma especie se evidencid
tan pronto como se analizaron los
primeros genomas secuenciados de
procariontes (Bowman et al., 1991). Para
describir esta variacion, se han acufiado
términos como genomas comun y
accesorio (Young et al., 2006). El genoma
comun se refiere a las familias de genes
“esenciales” que se encuentran en todos
los miembros secuenciados hasta el
momento, mientras el genoma accesorio
se refiere a aquellos genes que son
“dispensables” o “prescindibles” y no se
en todos los

encuentran genomas

(Tettelin et al., 2005). El pangenoma se

refiere a todas las familias de genes

encontradas en la especie como un todo
(Ku et al., 2015) (ver Figura 1; ver Tabla 1
para definiciones completas de estos y
otros términos) (Mclnerney, McNally y
O’Connell, 2017). Algunas especies de
tienen

procariontes pangenomas

extensos (o “abiertos”), es decir,

manifiestan una gran diferencia en el

contenido de genes, mientras que otras
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Figura 1. Representacion esquematica de

pangenomas como diagramas de Venn.

Las especies difieren en el tamafio de sus pangenomas.
Los pangenomas mas grandes y abiertos estan
correlacionados con con un tamafio de poblacion mas
efectivo y la habilidad de migrar (Mclnerney et al.,
2017).




especies tienen pangenomas pequenos (o
“cerrados”), donde la diversidad genética

en la especie es muy pequena.

El entendimiento que se tenga del
pangenoma de una especie dependera de
si la extensa diversidad de la especie se
haya muestreado y de la cantidad de
genomas de esta diversidad que se hayan

secuenciado.

Para los procariontes, la fuente
principal de variabilidad en el genoma es
la transferencia horizontal de genes
(THG), junto con la pérdida y las
duplicaciones de genes, aunque estos
ultimos desempefian un papel menos

importante (Treangen y Rocha, 2011).

Evolucion de genomas distinta a una

estructura de arbol

Hace casi tres décadas, se observd

una incongruencia entre secuencias de

rARN 16s casi idénticas al género
Aeromonas y bajos niveles de hibridacion
ADN-ADN (Martinez-Murcia, Benlloch y
Collins, 1992). Aunque poco comun, esta
disparidad se atribuyé a la idea de un
pangenoma ya que en aquel entonces no
se conocian las secuencias gendmicas. Sin
embargo, pronto se hizo evidente que los
genomas procarioticos son
sustancialmente influenciados por la THG
(Creevey et al.,, 2004; Doolittle, 1999),
cuestionando la hipétesis del arbol de la
vida, aunque algunos piensan que la THG
no afecta las filogenias (Daubin, 2003).
Actualmente, las miles de secuencias
gendmicas disponibles revelan la
penetrante influencia de introgresiones
(movimiento de genes de una especie a
otra) de distintos tipos (Bapteste et al.,

2012). Hasta la fecha, el analisis del

pangenoma mas grande llevado a cabo



para una sola especie incluyé 2,085
genomas de Escherichia coli (Land et al.,
2015) y se calcularon 3,188 familias de
genes comunes, las cuales se definieron
como presentes en 95% de los genomas
analizados, y aproximadamente 90,000
familias unicas de genes. Por contraste, el
patégeno intracelular Chlamydia
trachomatis tiene un tamano de
pangenoma solo un poco mas grande que
su genoma comun con 974 genes de
pangenoma, 821 genes pertenecientes al
genoma comun y 67 genomas
secuenciados (Ding, Baumdicker y Neher,
2017). Esto presenta un rango de tamaio
de genoma comun de 3 a 84% para
genomas muestreados correctamente. Al
secuenciar mas genomas, el genoma
comun tiende a hacerse pequefio y el

accesorio a hacerse mas grande

(Lukjancenko, Wassenaar y Ussery, 2010).

Resulta interesante que al explorar los
patrones de presenciay ausencia de genes
en una muestra de 573 genomas y al
extrapolar un ndmero mas grande de
genomas, se ha calculado que el
pangenoma bacteriano entero tiene un
tamano infinito (Lapierre y Gogarten,
2009). Esto se ha relacionado con una
“lluvia constante de material genético
sobre los genomas” (Lapierre y Gogarten,
2009) e implica que los genomas tienen
una fuente casi ilimitada de genes que se

pueden muestrear.

Los pangenomas también pueden
encontrarse en eucariontes (Ding et al.,
2017).Se piensa que el genoma humano
tiene entre 15y 40 Mb de ADN accesorio (Li
etal., 2010), mientras que 14 genomas del
cocolitéforo Emiliania huxley tienen sélo
69.5% de genes en comun entre todos sus

genomas. Sin embargo, en los eucariontes



la herencia genética es algo diferente con
niveles de THG mas bajos que en los
procariontes (Ku etal., 2015) y niveles mas
altos de duplicacion (Lynch, 2003). Este
articulo se enfoca en los procariontes,
principalmente porque no se han hecho
muchos estudios de variacién
intraespecifica a nivel genémico a lo largo

de varias especies de eucariontes como se

han hecho con procariontes.

Elproceso que lleva a lageneracion
de pangenomas aun requiere una
explicacion tedrica exhaustiva que
incorpore la existencia de una distribucion
de tamafnos de pangenomas, desde
tamafios minimos a muy extensos
(McInerney et al., 2017). La THG es una
forma de mutacion y puede manejarse
como tal en modelos evolutivos de

pangenomas. Estos modelos también

deben considerar la variacion en tamafos

de poblacién efectivos (definida como el
niamero de individuos que contribuyen
con descendencia a la siguiente
generacion), las tazas de mutacion, los
coeficientes de seleccion, la influencia de
la deriva aleatoria, los tipos de
especiacion y la existencia de una
variacion en la tendencia de una especie
procariotica particular para formar
extensos pangenomas (Ding, Baumdicker
y Neher, 2017; Mclnerney, McNally y
O’Connell, 2017). No es suficiente ingresar
nuevos alelos o genes a una célula
(introgresion) para asegurar la retencion
de los mismos (Shapiro, 2016). Se puede
asumir que elingreso de genes es bastante
frecuente por la plenitud de elementos
moviles genéticos y el ADN exogeno, pero
las interrogantes son qué promueve la
retencion y por qué no existe un genoma

“tipico” para cada especie procaridtica.




Estrategias para determinar pangenomas

en procariontes: Fuente de Roary

Actualmente, la implementacion
de herramientas bioinformaticas
especializadas en la anotacion de genes 'y
la comparacion entre ellos permiten
disefiar fuentes (serie de metodologias a
seguir) para encontrar el pangenoma de
una especie o interespecie. Una fuente
muy utilizada para estos fines es la fuente
de Roary, disponible en https://sanger-
pathogens.github.io/Roary/ para Linux, el
cual toma genomas ensamblados y
anotados en formato GFF3 (producido por
PROKKA (Seemann, 2014)) para calcular el
pangenoma. Este formato puede analizar
conjuntos de datos con miles de muestras
sin comprometer la calidad de los
resultados, lo cual es

computacionalmente imposible con los

métodos existentes, y puede analizar 128

muestras en menos de una hora usando 1
GB de RAM y un solo procesador (Page et
al., 2015). Llevar a cabo este analisis
usando otros métodos existentes tomaria
semanasy cientos de GB de memoria RAM.
Sin embargo, Roary no esta hecho para

analisis
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Figura 2. Pagina principal de Roary, una fuente para el analisis de pangenomas.

Recuperado el 20 de noviembre de 2017 de https://sanger-pathogens.github.io/Roary/

metagenémicos o para comparar
conjuntos de genomas extremadamente

diversos.

Roary trabaja con archivos en
formato GFF3, los cuales pueden
obtenerse por la anotacion de genes en
PROKKA o desde el sitio FTP del NCBI,
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/. Una vez
instalado el programa, se puede ingresar
el comando roary -h en la terminal y se

desplegaran las instrucciones de uso de

BUAP

Roary (Figura 3). Entre los archivos que el
programa arroja como resultado esta un
archivo csv que contiene una lista de cada
uno de los genes del pangeoma aislados
(cada genoma de cepa o especie
ingresada), asi como un archivo FASTA
que contiene los genes accesorio y otro
que contiene los genes del pangenoma en

un formato FASTA y un archivo con las

estadisticas del pangenoma: numero de
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Usage : roary [options] =.gff

options: —-p IMT number of threads [1]
-0 STR clusters output filename [clustered_proteins]
- sTR output directory [.]
] create a multiFasTa alignment of core genes using PRANK
-n fast core gene alignment with mMarFrFT, use with -e
-1 minimum percentage identity for blastp [95]
—-cd FLOAT percentage of disolates a gene must be in to be core [99]
—qc generate QC report with Kraken
-k sTR path to kKraken database for oc, use with -gc
—-a check dependancies and exit
-b sTR blastp executable [blastp]
-Cc STR mcl executable [mcl]
-d sTR mcxdeblast executable [mocxdeblast]
—g IMT maximum number of clusters [50000]
-m STR makeblastdb executrabhle [makeblastdb]
-r create R plots, requires R and ggplot2
-s don't split paralogs
- INT translation table [11]
-z don’'t delete intermediate Files

—w wverbose ocutput to STDOUT
— print wversion and exit

— add gene inference information to spreadsheet, doesn't work with -—-e
—-iwv STR Change the MmcL inflation wvalue [1.5]
-h this help message

Figura 3 .Menu de opciones de Roary.

Recuperado el 20 de noviembre de 2017 de https://sanger-pathogens.github.io/Roary/

genes comunes 'y accesorios y el total de

genes.

Para visualizar los resultados de

manera  grafica, Marco  Galardini
contribuy6 al proyecto con la creacion de
una secuencia de comandos,
roary_plots.py, la cual provee tres figuras:
la primera muestra el arbol filogenético
comparado con una matriz que contiene

la presencia y ausencia de los genes

comunes y accesorios (Figura 4), la

segunda es una grafica de pastel del
resumen de genes y el numero de aislados
en los que estan presentes (Figura 5), y la
tercera es una grafica con la frecuencia de
genes contra el numero de genomas
ingresados (Figura 6). Esta secuencia de
comandos esta disponible para descarga
en el repositorio
https://github.com/sanger-

pathogens/Roary/tree/master/contrib/ro

ary_plots.
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Figura 4. Diagrama de arbol-matriz de Roary.

Cada nodo es un genoma ingresado. Cada gen tiene una coloracion azul y las zonas donde se encuentran muy

concentrados indican que el mismo gen se comparte entre muestras.
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Figura 5. Grafica de pastel de Roary.

Cada seccion indica el nimero de genes comunes, genes accesorios, genes presentes en dos 0 mas cepas (shell

genes) y genes Unicos especificos de cepas particulares (cloud genes).
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Figura 6. Grafica de presencia y ausencia de genes por genoma.
Se observa que de los genomas analizados, 60 se comparten méas de 1500 genes, mientras que 10 de los genomas

analizados se comparten menos de 100 genes.
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