Departamento de .
Desarrollo Biotecnologico

Instituto de Higiene - Facultad de Medicina

“Origen de nuevos genes y nuevas

funciones en la célula”
Parte 11

= 07/2020

LABORATORIO de BIOLOGIA
COMPUTACIONAL



Desarrollo

e Modelos:

— Categorias
— Neutrales, Seleccionistas, Seleccionistas (fases pre-duplicacién)
— Rol de la seleccidn natural en los distintos modelos.

e Resultados:

— Patrones de expresion en inparalogos.

* Resumen.



Conceptos

Susumu Ohno
Evolution by Gene Duplication (1970)

e “Genes extra (duplicados) son material potencial para
incrementar la complejidad”

e “Solamente los genes redundantes son capaces de escapar la
implacable presion que ejerce la seleccion natural. Al escapar
pueden acumularse mutaciones inicialmente deletéreas dando
lugar a nuevos genes, con nuevas funciones”

e “La seleccion natural (SN) simplemente modifica, mientras la
redundancia crea”



Conceptos

* COmo una nueva secuencia llega a ser un nuevo
gen?

Mutacion +

— H.G.T. // Quimeras // Duplicacion
* Duplicacion gendmica, dupl. segmentos
cromosomicos, |Duplicacién en tandem,
transposicion, retro-transposicion, etc.
* Inclusion de los/elementos regulatorios y
estructurales del gen.
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Conceptos

Restricciones: Por qué no se generan
copias nuevas todo el tiempo?

* Las nuevas copias pueden aumentar la
cantidad de producto en la célula y como
consecuencia:

— Existe un aumento en el gasto energético
(costo metabdlico).

— Incrementan las interacciones
“incorrectas” entre proteinas.

— Desequilibrios en las rutas o en las
reacciones.

— Se acumulan los proteinas mal plegadas.

El aumento de copias pueden
NO producir el aumento del
producto si existe un
mecanismo de regulaciéon de
retroalimentacidn negativa.




Conceptos

Duplicabilidad: Por qué algunos genes se
duplican mas que otros?

* Las restricciones que operan sobre los
genes es distinta y dependen de :

El grupo funcional al que
pertenecen.
Funcién dependiente de la dosis.
Respuesta al estrés.
Interaccidn con el ambiente.
Su posicion en las redes
regulatorias.

La interaccidon con otras proteinas
(dimeros, complejos)

Compartimiento celular en donde
ejerce su funcion.

#FenesFBpeciel

kappal

eeflgl

alphal




Modelos

Como las duplicaciones se fijan en |la
poblacion y se mantienen en el genoma?

* Categoria l:
- La nueva copia es redundante y neutral -> |a fijacion es lenta hasta que

aparece la mutacion gue cambia la funcion.
- Neofuncionalizacion, , Especializacion (EAC)

e Categoriall and Ill (con variacion poblacional):
- La seleccion natural favorece la existencia de ambas copias -> la fijacion

depende de la fuerza con la que la seleccion opera.
- Catll: , Blindaje de mutaciones deletéreas &

- Cat lll: Radiacion adaptativa, Estado heterocigoto permanente, Diversidad
multi-alélica.

* Categoria lV:
* Modelo “Balance de dosis”. La fijacion ocurre como consecuencia de una

duplicacién global (cromosdmica o gendmica). o



Modelos
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Modelos
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Modelos
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Innovation—amplification—divergence
(IAD) model.

— -

Innovation

“b” becomes beneficial

e I— 1 E—
A+b A+b Andersson et al. 2015.

Amplification Cold Spring Harb Perspect Biol. 2015 Jun; 7(6): a017996.

More b = B

o — P — I E—

A+b A+b A+b

Divergence
Accumulation of

beneficial mutations
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Resultados

(Schistosoma mansoni)

Homology & WormBase Public data
ParaSite (vi1) available at
Gene tree J PR

Inferences

Expression data ]

Data download SignalP
Sequence data was downloaded from 1gnalP (va.1) and/or
D-score set to 0.34

) Isoform filtering | ¢,/ itScore>- 09 *{ Predicted secretome J
Only the longest isoforms of each protein-coding TargetP (vi.1) TMHMM (2.0¢)
gene were considered in this study, as isoforms NN-score < 0.95 No transmembrane
would be misinterpreted as inparalogs by our helices reported
approach.

SecretomeP (v1.0)

Not in the predicted TMHMM (2.0c) Predicted

secretome. and Transmembrane helices transmembranome
4( Protein sequences reported

get_homologues (v18042017)
OrthoMCL algorithm

Minimum identity: 40%
Minimum coverage: 75% (

|

Functional annotation ]

eggNOG mapper (0.12.17)
DIAMOND algorithm.
Non-experimental data included.

Studied multigene

[ Clusters of homologous sequences o
families

Singletons
MUSCLE

(v3.831)

Employed data &

Gene trees [ Multiple sequence alignments Predictions

1QTree (v1.3.11.1)
Model selection
(ModelFinder) +

Inference with Unispecies multigene families
1000 UFBoot replicates Inparalogs by definition; gene tree was not inferred
One-to-one orthologs

Gene tree was not inferred (no inparalogs present by

Clusters of definition); Included in enrichment analyses
inparalogous
genes Performed analyses

| i l |

Functional enrichment Enrichment analysis for Test for positive selection [ Expression level analysis ]
analysis secreted/transmembrane proteins among at the molecular level
inparalogs

ape (v5.3) + phangorn (v2.5.5) +
phytools (v0.6-99) (R libraries)

Expression data

Annotated proteomes for each species Protein sequences ilteri
B 2 Sequences belonging to studied multigene families s D?ta Fllterlng
CUSER wrangling Selection of
(v3.8.31) developmental

Filtering Classification in four groups Assesment of the
topGO (v1.0) Only ‘h°_se KEG(? pathways i) Inparalog, secreted/transmembrane protein coding genes. ) (ISR of
E’Tse"_‘ ‘":"%:"‘SI"‘S ii) Non- inparalog, secreted/transmembrane protein coding Multiple sequence inparalogs
elonging to the class N expressed or
_ genes. alignment (AA) " N
Pla‘VCh“’ma (data available iii) Inparalog, non secreted/transmembrane protein coding differentially
o expressed in each :
» . . genes. " TPM median
GO terms enriched h“ps‘//www'gf"°me'lp/keg iv) Non-inparalog, non secreted/transmembrane protein coding GBlocks (v0.91b) experimental set. i
among inparalogs for g/catalog/org_list.html) were genes. PAL2NAL (v14) employed set

. . considered
each species studied

stage and body
section data

Selected conditions

Summary data table
Multiple sequence regarding the Final expression
GOATOOLS GOSeq (v1.38.0) Fisher exact test alignment (DNA) percentage of data
(map_to_slim.py script) . .
inparalogs being
FDR multiple test correction CodeML (PAML, v4.9g) expressed (and

GO sl el KEGG h hed Significant values: FDR < 0.05 differentially

slims enriched among pathways enriche: - i

inparalogs for each among inparalogs for dN/dS estimations aCEording )to the

species studied each species studied FDR value for enrichment in the studied category for each
species

Contingency table for each species

l ggplot2 (v3.2.1)

Expression level
plots for selected
multigene families

Putative inparalogs evolving under whole set of
positive selection available data




Resultados

Adults inside the

™ small intestine
Bloodstream ")

HUMAN BODY

Penetrates
the skin
Swimming Cercariae Eggs in feces

(infective stage) (diagnostic stage)

Aquatic Environment

Sporocyst g Miracidia
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(74
snail S

—
Penetrates a snail
Schistosoma mansoni Life Cycle, Trematode (Bloodworm)

Acc. projects: "PRJEB2350 ", "PRJEB15637”, "PRJEB1281”

A systematically improved high quality genome and transcriptome of the
human blood fluke Schistosoma mansoni (Protasio et al. 2012).

High throughput sequencing of life stages tissues of Schistosoma mansoni
(Sanger Institute).

Praziquantel mode of action and resistance (Sanger Institute).
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Resultados

LARVAL STROBILAR / SEXUAL
METAMORPHOSIS DEVELOPMENT
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Acc. projects: “PRJEB5096”

* Genome-wide transcriptome profiling and spatial
expression analyses identify signals and switches of
development in tapeworms (Olson et al. 2018)
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Resultados

S. mansoni

H. microstoma
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Resultados

Pearson r =1.00 Pearson r = 0.95
Spearman r = 1.00 Spearman r =0.93

Gene
Gene
Smp_317520

Smp_067060
—— Smp_318580

Smp_103610
Smp_347320

Expression level (TPM)
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Resultados

S. mansoni
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Resultados

Pearson r = -0.89
Spearman r =-0.81
Cophenetic dS = 0.05
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Resultados

Pearson r =-0.45
Spearman r =-0.48
Gene Cophenetic dS =

0.
Smp_303860 {4_' <€ = Pearsonr=-0.37
Smp_327070 I (— <_ = Spearman r =-0.41
Smp_328140 I : Cophenetic dS = 0.08

smp 328150 € = €=
Pearsonr=-0.21
Spearman r = -0.42
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Resumen

* Lageneracion de un nueva funcién o gen tiene dos etapas, la aparicion
del nuevo gen (duplicacion) y la fijacion (y mantenimiento en el genoma).

* Estas dos etapas a su vez se dividen en fases.

* Existen modelos moleculares que describen como se dan las
duplicaciones y modelos evolutivos que describen como llegan a fijarse y
se mantienen los nuevos genes.

* Los modelos evolutivos difieren en el rol de la seleccidn en las distintas
etapas, la necesidad o no de la divergencia funcional de las nuevas
copias, el prerrequisito de la variacidon genética en la poblacién (pre-
duplicacion).
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Resumen

* Existe una alta frecuencia de pseudogenizacion en las nuevas copias (30% de los genes
tienen TPM < 1 en S. mansoni en los estadios analizados).

* La mayoria de los inparalogos funcionales (TPM > 1) tienden a tener patrones de
expresion similares en los distintos estadios y en las distintas regiones. Podemos concluir
gue no han divergido funcionalmente lo que es compatible con el modelo de
“Incremento de dosis (Cat Il)”.

* Este modelo es apoyado por la observacion de que los genes codificantes para proteinas
de secrecion estan significativamente sobre-representados dentro de los duplicados
recientes (inparalogos) y anteriores. Estas proteinas “levantan” muchas de las
restricciones:

* Tienen mecanismos de plegamiento con menos errores (via de secrecion clasica).
* Las interacciones negativas no afectan a la célula directamente.

* Muchas de sus funciones estan relacionadas con la dosis (ej. detoxificacion,
internalizacidon de nutrientes).

* Rol protagdnico y directo en la interaccidn con el hospedero (pardsitos) y el ambiente.

» Existen casos (menos) de cambios radicales en el patréon de expresion. Es posible que la
divergencia funcional sea dirigida por la seleccidon natural. El modelo de “Duplicacion
con divergencia (Cat I1)”.
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