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Resumen: El aumento vertiginoso de proyectos de secuenciacion genémica ocurrido a lo largo de los tltimos 10 afios
trae consigo la necesidad de creacion de nuevas herramientas bioinformaticas para trabajar con toda esa informacion.
Todas estas secuencias son catalogadas mediante un proceso predictivo de anotacion funcional. Pero para una mejor
caracterizacion de los nuevos genomas secuenciados, se hace necesaria la aparicion de nuevas herramientas bioinforma-
ticas que sean capaces de obtener nueva informacion, y que permita la comparacion de clases funcionales. El objetivo
de este proyecto es el desarrollo de Compatax, una nueva herramienta bioinformatica para comparar clases funcionales
entre proteomas anotados, la cual se alimenta de la salida del anotador funcional de proteomas y transcriptoma Sma3s
v2. La experimentacion realizada haciendo uso de Compatax ha demostrado su capacidad para comparar de forma sen-
cilla clases funcionales entre proteomas anotados, siendo de gran utilidad para detectar caracteristicas taxonémicas di-
ferenciativas. Ademas, Compatax destaca por su optimizacion a la hora de aprovechar los recursos de hardware dispo-
nibles. Se ha desarrollado una base de datos para almacenar el conjunto de clases funcionales de diversos proteomas que
sirva de base para futuros experimentos cientificos.

Abstract: The vertiginous increase of genomic sequencing projects that have taken place over the last 10 years brings
the need to create new bioinformatics tools to work with all this information. All these sequences are cataloged by a
predictive process of functional annotation. But for a better characterization of the new sequenced genomes, it is neces-
sary the arising of new bioinformatic tools that are able to obtain new information, and that allow the comparison of
functional classes. The objective of this project is the development of Compatax, a new bioinformatics tool to compare
functional classes between annotated proteomes, which feeds from the output of the functional annotator of proteomes
and transcriptome Sma3s v2. The experimentation carried out using Compatax has demonstrated its ability to easily
compare functional classes between annotated proteomes, being very useful to detect differentiating taxonomic charac-
teristics. In addition, Compatax stands out for its optimization when it comes to taking advantage of available hardware
resources. A database has been developed to store the set of functional classes of various proteomes that will serve as
the basis for future scientific experiments.




1 Introduccién

En la era gendémica en la que nos encontramos en la bio-
logia molecular actual, el numero de secuencias de geno-
mas completos disponibles desde las bases de datos publi-
cas no para de crecer de forma exponencial a lo largo de los
ultimos 10 anos. Esto ha sido posible gracias a las tecnolo-
gias NGS (Next Generation Sequencing) que comenzaron
a comercializarse en 2005[1] y que provocaron una reduc-
cion muy significativa de tiempo, coste y tasa de errores en
el proceso de secuenciacion gendmica respecto a las tecno-
logias basadas en el método de Sanger[2]. Por ejemplo, el
Proyecto Genoma Humano[3] cuyo objetivo era su secuen-
ciacién completa, durd 11 anos (1990-2001) y requiri6 una
inversion aproximada de 2.400 millones de euros[4]. Hoy
dia, gracias a las NGS, un genoma humano puede secuen-
ciarse en menos de un dia con un coste por debajo de los
1.000 euros[5].
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Fig. 1. Evolucién del coste en dolares de secuenciacion de un genoma
completo a lo largo del siglo XXI. Entre el afio 2001 y 2007 se aprecia un
abaratamiento progresivo con tendencia lineal, la cual se convierte en ex-
ponencial a partir del afio 2007 y se mantiene hasta hoy. Datos extraidos
del Instituto Nacional de Investigacion del Genoma Humano[5].

Gracias a esto, la tendencia en los proyectos de secuencia-
cion ha pasado desde solo secuenciar una seccion genémica
de interés a secuenciar genomas completos de forma ma-
siva.
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Fig. 2. Evolucion del nimero de secuencias almacenadas en el repositorio
de datos sobre proteinas UniProt[6]. El crecimiento de la base de datos
pasa a tomar una tendencia exponencial a partir del afio 2003, tendencia

que mantiene hasta ahora. En 2015 se aprecia una brusca reduccion del
tamafio provocada por la reduccion de secuencias redundantes.

El crecimiento ha sido tan grande que provoco casos como
el de la base de datos de referencia de secuencias proteicas,
UniProt, que en 2015 decidi6 aplicar una reduccion de se-
cuencias redundantes, eliminando 46.9 millones de entra-
das procedentes principalmente de proteomas bacteria-
nos[7], sumando éstas casi la mitad del tamano total de la
base de datos. Sin embargo, menos de dos afios después ya
habia recuperado su tamafio previo.

Este aumento vertiginoso de proyectos de secuenciacion
genomica trae consigo la necesidad de creacion de nuevas
herramientas bioinformaticas para trabajar con toda esa in-
formacion. Una vez secuenciado un organismo el resultado
final son diferentes secuencias de nucleétidos almacenadas
en ficheros de texto en formato FASTA[S], los cuales supo-
nen datos en bruto que han de pasar por diversas fases de
analisis in silico para extraer informacion de las mismas.
En el proceso de prediccion de genes, determinadas herra-
mientas bioinformaticas se encargaran de realizar una pre-
diccion de aquellas secuencias que conforman genes codi-
ficantes de proteinas y otros elementos biologicamente fun-
cionales. En una bacteria podemos encontrar aproximada-
mente entre 3000 y 4000 genes mientras que un organismo
eucariota puede presentar entre 20000 y 100000. Cada uno
de estos genes debe ser catalogado y descrito con una serie
de anotaciones funcionales que definan sus caracteristicas
como pueden ser su funcion bioldgica, procesos en los que
estan involucrados, enfermedades relacionadas o su locali-
zacion dentro de la estructura celular.

Las anotaciones del consorcio GO (Gene Ontology)[9] son
un estandar desarrollado en 1998 cuya finalidad es ofrecer
un soporte para la incorporacion de informacion a genes de
forma sistémica e inequivoca. GO propone un vocabulario
controlado de términos estructurado en forma de grafo aci-
clico dirigido, el cual no contiene ciclos ni repeticiones.
Esto permite que una anotacion de caracter mas especifico
y situada en partes mas bajas del grafo pueda estar relacio-
nada con mas de una anotacion padre, las cuales seran de
caracter mas genérico y estaran situadas en partes mas altas
de grafo.

La ontologia GO abarca 3 categorias de anotacion diferen-
tes: biological process, celular component y molecular fun-
ction. Asimismo, existen otras fuentes de anotacién como
las keywords de la base de datos UniProt o los codigos de
enzimas de Enzyme.

Anotar fidedignamente cada gen de un genoma requiere de
diversos y costosos experimentos en laboratorio. Por ello
se suele realizar previamente una prediccion de las anota-
ciones en base a secuencias homologas anotadas en distin-
tas bases de datos biologicas. Dos secuencias se denominan
homologas cuando tienen un origen evolutivo comun,
siendo ortologas cuando provienen de un proceso de espe-
cializacion o paralogas cuando provienen de un proceso de
duplicacion. Los métodos de prediccion de anotaciones



mas precisos realizan busquedas de secuencias ortélogas
mediante un proceso de BLAST reciproco que a veces uti-
liza herramientas exhaustivas como PSI-BLAST.

~ GO00081S0 )

\_biological_process |
> 4 v
Pl ™
/// Is_a Is_a \\\h a
< ) ~
(" GO:0009987 ‘ ‘ GO:0044699 GO:0032502 \
_cellular process | | single-organism process | | developmental process )
‘ ’ >4 7% ’
¥ . hY £
|is_a _~is.a NJs_a J/1s_a \u a
} 7 ) o A \
( GO:0044763 N ( GO:0044767 )\
\_single-organism cellular process ) | single-organism developmental process J
S AL i Y (EREe0iEN 2
~ s ; ~
MWL | ( GO:0048856 )
~_ is.a lis.a | - 3 !
- \.|||.|l«vxn|a.ll structure development )
oo \ P
( GO:0048869 ‘ "/u
{ cellular developmental process | /-
o . o
\\ ///
Nisa /
N /
PN L -
(" GO:0048468

(_cell development )
S

is_a

GO:0048627
myoblast development

Fig. 3. Ejemplo del grafo de anotaciones resultante partiendo de
GO:0048627 (myoblast development) como anotacion mas especifica.

El proceso de anotaciéon masiva es muy complejo compu-
tacionalmente debido a la enorme cantidad de informacion
que existe en las diversas bases de datos bioldgicas sobre
las cuales se ha de buscar. Existen diferentes aplicaciones
bioinformaticas para realizar anotacion masiva (tabla 1).

Herramienta Caracteristicas

Especializado en anotar proteinas sin homologos. Es
FFPred 3 . - -
lenta, tomando mas de 30 minutos por secuencia
Anotacion de proteinas y secuencias codificantes.
Usa BLAST y HMMER para buscar homoélogos y
luego realiza clustering de los términos GO relacio-
nados con ellos. S6lo permite anotar conjuntos de 500
secuencias. Acepta como entrada resultados de
BLAST y HMMER (ficheros < 1GB).

ARGOT2.5

Anotacion de proteomas y transcriptomas. Usa
BLAST y HMMER Yy calcula distancias taxénomicas
y 'clustering' a partir de los homoélogos encontrados.

PANNZER

Dos métodos para la anotacion de proteinas Ambos
usan PSI-BLAST vy utilizan los términos GO de los
homologos encontrados. Sélo permite anotar conjun-
tos de 100 secuencias. Busca secuencias alejadas evo-
lutivamente.

ESG / PFP

Anotacion de funcion y estructura de proteinas. Rea-
liza alineamientos de todos los pares de proteinas en
UniProt y proteomas de referencia y construye 'clus-
teres' de similitudes

BAR+

Anotacion de proteomas y transcriptomas con multi-
ples funciones. Realiza una busqueda de homologos
con BLAST y mapea las anotaciones GO de los resul-
tados. Se necesita una licencia para uso y tiene ver-
sion de pago con funciones extra. Puede enlazar las
anotaciones de la herramienta BioMart. Es actual-
mente la herramienta mas citada.

Blast2GO

Anotacion de transcriptomas. Usa diferentes técnicas,

Trinotate como busquedas de homologias, de sefiales de se-

cuencia y dominios e informacion de bases de datos

de ortdlogos.

Anotacion de transcriptomas. Es util para transcripto-

FastAnnotator .
mas de novo. Actualmente no funciona.

Anotacion de secuencias EST. Se ha quedado desac-

ESTAnnotat R
STAnnotator tualizado.

Anotacion de proteinas y secuencias nucleotidicas de
forma masiva. Busca la secuencia en la base de datos
0 a un ortologo y hace clustering de todos los resulta-
dos de un BLAST, asignando anotaciones por enri-
quecimiento bioldgico. Funciona tanto en Linux
como Windows y Mac. Genera un resumen por pro-
cesos biologicos y otros grupos de interés que permite
realizar graficos de los resultados. No tiene limitacion
de secuencias y es rapido.

Sma3s v2

Tabla 1. Caracteristicas de las principales herramientas bioinformaticas
sobre anotacion masiva.

El proceso de anotacion masiva de un organismo da como
resultado el conjunto de anotaciones predichas para cada
secuencia de su genoma por separado. El objetivo de este
proyecto es desarrollar una aplicacion bioinformatica que
aporte un valor adicional al conjunto de anotaciones de un
organismo secuenciado en conjunto, permitiendo realizar
comparaciones entre parejas o grupos de taxones u organis-
mos. A esta nueva herramienta la llamaremos Compatax.
Especificamente se planted realizar la comparaciéon entre
genomas o taxones, utilizando el resumen de clases fun-
cionales de cada anotacion genomica. De ese modo, el re-
sultado seria el conjunto de clases funcionales comunes en-
tre los genomas compartidos, asi como aquellas mas parti-
culares de uno de ellos y que sirvan para distinguirlo del
resto. Esto permitira dar un mayor valor a la anotacion de
nuevos genomas, asi como su clasificacion respecto a los
ya conocidos y presentes en bases de datos actuales.



2 Materiales y métodos

2.1 Anotacién funcional

Sma3s (sequence massive annotation by 3 modules) es una
herramienta bioinformatica para la anotacion de secuencias
proteicas desarrollada por el Grupo UPOBioinfo de la Uni-
versidad Pablo de Olavide (bioinfocabd.upo.es). Dado un
conjunto de secuencias, Sma3s hace uso del algoritmo de
busqueda por similitud BLAST[10] sobre una base de datos
de secuencias aminoacidicas de referencia (UniProt) para
encontrar las secuencias mas similares a cada una, con el
fin extraer de ellas las anotaciones que presente y asociarlas
a la secuencia sin anotar. Este proceso se apoya en el hecho
de que, si dos secuencias gendmicas son muy similares, su
funcion bioldgica serd muy similar. Estudios realizados de-
muestran que la herramienta presenta un nivel de precisién
en los resultados superior al 80%J[11].

Compatax se alimenta de uno de los ficheros de salida re-
sultantes de la ejecucion de Sma3s, el cual contiene el nu-
mero de secuencias que tiene el proteoma o transcriptoma
anotado en cada clase funcional procedente de dos fuentes
distintas: categorias de Gene Ontology y Keywords de Uni-
Prot (figura 5).

2.2 Programacion informatica

Para el desarrollo de la herramienta bioinformatica se re-
quiere de un lenguaje de programacion que destaque a la
hora de tratar con ficheros de textos y gran cantidad de in-
formacion. Entre los diversos lenguajes existentes el ele-
gido ha sido Perl, lenguaje muy utilizado en proyectos bio-
informaticos.

Los requisitos minimos para la ejecucion de Compatax son
Perl en su version 5.20 o superior junto con los modulos
Data::Dumper, Getopt::Long, MongoDB, Path::Tiny, Da-
teTime,  JSON::MaybeXS,  File::Copy, Storable,
threads::shared, File::Basename, Cwd y Timer::Runtime.
Todos estos mddulos se encuentran disponibles en el repo-
sitorio CPAN y se recomienda instalar desde ahi en la ver-
sion mas actual para cada uno de ellos en la fecha de publi-
cacion del presente documento.

El cédigo fuente de la herramienta se encuentra publicado
en un repositorio publico de GitLab: gitlab.com/franrol-
dan/compatax.

2.3 Almacenamiento de informacion

Con el objetivo de retroalimentar el uso de la herramienta
se aflade como complemento a la misma un sistema de al-
macenamiento en el que poder disponer de una serie de or-
ganismos de referencia con los cuales realizar comparativas

taxonomicas. Este sistema debe ofrecer una gran versatili-
dad a la hora de almacenar la informacion sobre las anota-
ciones dado que éstas no presentan un esquema fijo: no co-
nocemos de antemano todas las anotaciones existentes, un
proteoma puede no presentar anotaciones de alguna familia
ontolégica, una anotacion presente en algun proteoma
puede no existir en otro... Ademads, se ha de valorar la ve-
locidad de lectura y la compatibilidad con el lenguaje de
programacién escogido para el desarrollo de la herra-
mienta.

Entre las diversas tecnologias de bases de datos existentes
la elegida fue MongoDB (mongodb.com), un sistema de
base de datos NoSQL orientado a documentos, multiplata-
forma y de codigo abierto. Su nombre proviene de la pala-
bra humongous que significa enorme, dado que esté orien-
tado a almacenar grandes cantidades de informacion de una
manera mas rapida y sencilla que en los sistemas relaciona-
les clasicos (SQL).

MongoDB almacena internamente la informacion en fiche-
ros con formato BSON, una version binaria del lenguaje de
notacion de objetos JavaScript JSON[12], el cual incorpora
algunas caracteristicas extra como tipos de datos adiciona-
les o indices de ordenacion. En la figura 4 se puede obser-
var un pequeio ejemplo del formato interno con el que
Compatax organiza la informacion.
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Fig. 4. Informacion en formato JSON del conjunto de anotaciones de un
proteoma almacenado en la base de datos de Compatax, en este caso per-
teneciente al organismo E. coli. En la figura se representan solo las cate-
gorias funcionales mas importantes de cada grupo.


http://www.bioinfocabd.upo.es/
https://gitlab.com/franroldan/compatax
https://gitlab.com/franroldan/compatax
https://mongodb.com/

Compatax es compatible con bases de datos MongoDB
cuya version sea 2.0 o superior.

2.4 Informes estadisticos

La herramienta que se desarrolla debe mostrar de forma
sencilla la comparacion taxondmica entre organismos, los
cuales presentan multitud de anotaciones diferentes. Por
tanto, es necesario elegir tecnologias graficas que faciliten
la representacion de la informacion.

Para desarrollar graficos estadisticos se utilizd Google
Chart (developers.google.com/chart), una potente aplica-
cion para realizar graficos estadisticos en entorno web e in-
tegrable con diferentes lenguajes de programacion. Dis-
pone de una galeria con una amplia gama de graficos y su
uso es totalmente gratuito.

Dado que los graficos de Google Charts estan disefiados
para su integracion en un entorno web, Compatax usa
HTML como formato de salida para representar los resul-
tados. Ademas, esto ofrece la posibilidad de integrar otras
tecnologias web como Bootstrap (getbootstrap.com), un
framework de codigo abierto para el disefio en entornos
web. Contiene plantillas de disefio con tipografias, formu-
larios, botones, menus de navegacion y otros elementos de
disefio basados en HTMLS5 y CSS3, asi como extensiones
JavaScript adicionales. Facilita en gran medida el desarro-
llo de interfaces responsivas y adaptables a diferentes for-
matos y tamafios de pantalla.

La primera version de Compatax cuenta inicialmente con
dos informes estadisticos: uno destinado a comparar pares
de proteomas anotados entre si y otro destinado a comparar
un proteoma anota contra un conjunto de tamafio variable
proveniente de la base de datos. El primero representa la
informacion en graficos de barras y tablas, mientras que el
segundo hace uso principalmente de diagramas de cajas
(boxplot).

2.5 Algoritmo Compatax

Para realizar comparaciones taxondmicas sobre organis-
mos haremos uso de un algoritmo basado en una funciéon
de distancia. Este algoritmo calcula las diferencias en el nu-
mero de cada una de las anotaciones presentes en un par de
organismos. El valor de distancia se obtiene del sumatorio
de todas estas diferencias las cuales seran ponderadas segun
el nimero de genes anotados en cada organismo. Es nece-
sario ponderar las diferencias en base al nimero de genes
dado que, aunque normalmente en un grupo de organismos
taxondmicamente similares los organismos que lo compo-
nen tendran un numero de genes anotados muy similar, en

ciertos casos podemos encontrar organismos poliploides
que podrian afiadir ruido a los resultados obtenidos. Los or-
ganismos poliploides son aquellos cuyo genoma se reparte
en un numero de juegos cromosémicos por encima de 2,
existiendo por tanto parte del codigo genético repetido.

La funcién de distancia queda definida como:

A; B
d(A,B) = m|

n
i
Donde d es el valor de distancia, 4 y B serian los proteomas
anotados a comparar, i recorreria todas las anotaciones de
los organismos siendo Ai el nimero de proteinas en 4 que
presenta la anotacion i. n representa el nimero de genes

anotados dentro del proteoma 4 y m el nimero de genes
anotados dentro del proteoma B.

Al ser una funcién de distancia, dos organismos seran taxo-
ndémicamente mas cercanos entre si a menor distancia pre-
senten entre ellos, siendo la distancia siempre un valor po-
sitivo mayor o igual a 0. Valores por debajo de 0,5 en el
valor de d indicarian que ese par de proteomas son muy si-
milares, y por encima de 2 indicarian que son muy diferen-
tes.

2.6 Recursos de hardware

Para el desarrollo de este trabajo, el cluster de supercompu-
tacion de la Universidad Pablo de Olavide C3UPO
(pvcbacteria.org/c3upo/web) nos ha facilitado acceso a su
plataforma. Se ha instalado Compatax junto con una base
de datos MongoDB en uno de los nodos del cluster el cual
cuenta con las siguientes caracteristicas:

e Sistema operativo CentOS Linux v7.2
e 40 cores de procesamiento
¢ 62 GB de memoria RAM

¢ 207 GB de almacenamiento fisico

Hay que tener en cuenta que estos recursos se encuentran
compartidos con el resto de aplicaciones que se estén eje-
cutando en la plataforma dentro de ese nodo, por lo que la
disponibilidad de los recursos es variable y raramente su-
perara el 80% del total.

Usaremos este entorno para realizar la experimentacion, la
cual nos sirve ademas como prueba de rendimiento de la
herramienta.
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2.7 Organismos de estudio

Para validar el funcionamiento y demostrar el potencial de
Compatax se realizaron dos experimentos. En uno de ellos
se trabajo con un grupo de 52 organismos bacterianos del
género Bacillus, obtenidos de la base de datos Ensembl, ya
utilizados en Casimiro-Soriguer et al.[14]. En otro de ellos
trabajaremos con un grupo de 64 proteomas anotados sobre
plantas donde se encuentran desde pequeias algas unicelu-
lares a grandes arboreos. El listado completo de organismos
usado se lista en el fichero adjunto al presente documento
como ANEXO 2 y las anotaciones fueron realizadas por el
grupo del Dr. Antonio Mufioz, co-autor del articulo de
Sma3s[14].

2.8 Obtencién de anotaciones para genomas
completos

Para poder trabajar con Compatax debemos previamente
realizar un proceso de anotacion masiva sobre las secuen-
cias de aquellos organismos que nos sean de interés. Usa-
remos para ello la version 2 de la herramienta bioinforma-
tica Sma3s la cual se caracteriza por su facilidad de uso,
una alta precision en sus predicciones y por ofrecer un re-
sumen de la anotacion completa contabilizando genes im-
plicados en procesos bioldgicos. Sma3s requiere de dos fi-
cheros de entrada para su ejecucion: un fichero FASTA con
el listado de secuencias a anotar, las cuales en este caso se-
rian el listado completo de secuencias del organismo de in-
terés, y una base de datos sobre la cual realizar las busque-
das por homologia mediante el paquete Blast+. Se puede
utilizar por ejemplo alguna de las variantes de UniProt dis-
ponibles para su descarga via FTP
(ftp.uniprot.org/pub/databases/uniprot/current_release/unir

ef).

Una vez finalizado el proceso de anotacion para un con-
junto de secuencias, Sma3s da como resultado dos ficheros
en formato de texto tabulado TSV. Estos ficheros pueden
visualizarse y editarse mediante software de hojas de
calculo.

El primero de los ficheros contiene las anotaciones para
cada secuencia del proteoma que se ha podido anotar. Entre
estas anotaciones se incluyen anotaciones GO, anotaciones
sobre rutas metabolicas de UniProt
(uniprot.org/help/pathway) y  Swiss-Prot  Keywords
(uniprot.org/keywords). Este fichero es el que incluye in-
formacion mas completa y especifica de los dos, siendo ul-
til para analizar la prediccion de anotaciones para proteinas
concretas.

El segundo fichero de salida representa la informacion del
proceso de anotacion con un nivel de abstraccion mayor,

siendo este fichero una de las caracteristicas principales que
diferencian a Sma3s con el resto de herramientas de anota-
cion existentes. Este fichero expone la informacion de la
anotacion en forma de resumen, agrupando las anotaciones
en diferentes categorias funciones. Este fichero es usado
por Compatax como fuente de entrada de informacién y de
¢l se extraen todas las categorias funcionales junto con el
numero de genes codificantes a proteina que presentan al-
guna anotacion incluida dentro de la categoria. En la figura
5 se muestra un ejemplo del contenido de este fichero re-
sultante de la anotaciéon masiva del organismo Bacillus sub-
tilis, simplificado de forma que solo representamos unas
pocas categorias, las mas importantes, por cada grupo de
anotaciones.

#Annotation statistics

Number of query sequences: 3940
With Annotations 3583
With GENENAME 3539
With DESCRIPTION 3514
With ENZYME 1964
With GO 3429
With KEYWORD 3555
With PATHWAY 581
#GO Slim

#Category "Molecular function”

G0:0843167 ion binding 581
G0:0803677 DNA binding 432
G0:0016491 oxidoreductase activity 393
G0:08022857 transmembrane transporter activity 288

#Category "Cellular component™

GO:0085886 plasma membrane 978
G0:08805737 cytoplasm 563
G0:08005622 intracellular 178
GO:08805829 cytosol 173
#Category "Biological process™

G0:0009058 biosynthetic process 912
G0:8834641 cellular nitrogen compound metabolic process 652
GO:0044281 small molecule metabolic process 476
G0:0006810 transport 326

#UniProt Pathways

Amino-acid biosynthesis 87
Cofactor biosynthesis 66
Cell wall biogenesis a4
Purine metabolism 37

#UniProt Keyword categories
#Category "Biological_process™

Transport 478
Transcription 310
Sporulation 255

#Category "Cellular_component™
Membrane 1118
Cytoplasm 485

Fig. 5. Ejemplo de salida de un proceso de anotacion masiva sobre todas
las secuencias pertenecientes al organismo Bacillus subtilis mediante la
herramienta Sma3s. La informacion representada corresponde solo al fi-
chero de resumen. Se representan solo las categorias funcionales con ma-
yor niimero de genes anotados por cada grupo.

La estructura de este fichero comienza con una cabecera
introductoria que da informacion sobre proceso de anota-
cion con datos de interés como el numero de secuencias que


ftp://ftp.uniprot.org/pub/databases/uniprot/current_release/uniref/
ftp://ftp.uniprot.org/pub/databases/uniprot/current_release/uniref/
https://www.uniprot.org/help/pathway
https://www.uniprot.org/keywords

se han intentado anotar y el nimero de éstas para las cuales
ha tenido éxito.

Tras la cabecera se encuentra el listado de categorias fun-
cionales dividas en varios grupos segun su proveniencia
(Uniprot Pathways, Uniprot Keyword, GO Slim) y subdivi-
didas seguin su categoria (cellular component, molecular
function...). En la columna siguiente a cada categoria, con
ordenacién de mayor a menor, se enumera el numero de
anotaciones correspondientes a la categoria con los que se
hayan anotado las diferentes secuencias del organismo y
que se exponen en detalle en el fichero “completo” ante-
riormente citado.

3 EXxperimentacion

Para dar un valor afiadido al conjunto de anotaciones de ge-
nomas completos vamos a desarrollar una herramienta bio-
informatica que permita almacenarlos y realizar compara-
tivas entre pares o grupos de ellos. Con esta herramienta, a
la cual hemos llamado Compatax, intentaremos encontrar
que caracteristicas a nivel taxonémico son diferenciativas
de un organismo respecto a aquellos mas similares a él.

3.1 Funcionamiento de la herramienta

La herramienta bioinformatica Compatax se desarrolla ini-
cialmente sin interfaz grafica siguiendo el modelo de script
a ejecutar mediante terminal de comandos. La ejecucion de
la herramienta se resume en el siguiente comando:

perl compatax.pl -o <opcién> [argumentos]

En los siguientes puntos se exponen en detalle las opciones
con las que cuenta la primera version de Compatax:

3.1.1 Subida de organismos modelo a la
base de datos

Dado que Compatax se nutre de una base de datos, las pri-
meras opciones a describir son las que corresponden a la
subida de organismos a la misma. Hay dos opciones dispo-
nibles para ello: upload y uploadmultiple.

B | ¢ [D]

La funcionalidad de la opcion upload es subir un solo or-
ganismo modelo a la base de datos. Su ejecucion seria la
siguiente:

perl compatax.pl -o upload -file <resumen.tsv> -name
<name> -taxid <taxid> [-tags
<tagl,tag2,..tagn>]

-source <source>

Los argumentos de esta opcion, los cuales no requieren de
un orden concreto en la ejecucion, corresponden a:

o file: ruta al archivo resumen (summary) prove-
niente de la salida de un proceso de anotaciéon me-
diante Sma3s.

« name: nombre del organismo al que pertenece la
anotacion.

« taxid: nimero que corresponde con el identifica-
dor taxonomico del organismo. Este argumento es
muy importante dado que la base de datos adjunta
a Compatax almacenara una unica anotacion por
organismo. Asi, en el caso de especificar en este
argumento un taxid ya existente, la informacion
sobre su anotacion se actualizara. En caso contra-
rio se creara un nuevo registro.

« source: texto que describe de donde provienen de
las secuencias del genoma al que se le ha realizado
la anotacion funcional. Por ejemplo “UniProt”.

«  tags: este argumento opcional sirve para asociar al
organismo una o varias etiquetas, las cuales han se
escribirse separadas por coma, y ayudan a catalo-
gar el organismo. Estas etiquetas sirven de apoyo
posteriormente para realizar bisquedas de orga-
nismos con alguna caracteristica (etiqueta) con-
creta. Algunos ejemplos del valor de las etiquetas
podrian ser “prokaryote”, “bacteria”, “bacillus”,
etc.

La otra de las opciones cuya utilidad es subir organismos a
la base de datos, uploadmultiple, nos permite realizar la
subida de multiples organismos en una sola ejecucion. El
Unico argumento que recibe esta opcion es file, el cual debe
tomar una ruta a un fichero CSV. El contenido de este fi-
chero corresponde, por cada fila, a los mismos argumentos
que recibe la opcion upload con un orden concreto. Por
cada organismo se debe especificar (figura 6):

name ; taxid ; source ; tags ; file

E

1447872 genbank, NCBI

436010 genbank, NCBI
4829 genbank, NCBI
4837 genbank, NCBI

Emergnmyces pasteuriana
Fibularhizoctonia sp.
Abswma glauca

Phvcomvces blakesleeanus

i H n

L

fungi Emergomyces_pasteuriana_Ep9510 GCA_001883825.1 Emmo_past UAMHI510 V1 protein_uniref30 go_goslim_statistics.tsv
fungi  Fibularhizoctonia_sp._CBS_109695_GCA_D01630335.1_Fibspl_protein_uniref0_go_goslim_statistics.tsv

fungi Absidia_glauca GCA_900079185.1 AG vl protein_uniref30 go_goslim_statistics.tsv

fungi  Phycomyces_blakesleeanus_NRRL_1555_GCA_001638985.2 P|

hybl2_protein_uniref90_go_goslim_statistics.tsv

statistics

Fig. 6. Ejemplo del contenido de un fichero CSV pasado como argumento a la opcion uploadmultiple de Compatax con el objetivo de subir a la base de
datos 4 organismos modelo. En la parte superior se visualiza su contenido mediante una herramienta de gestion hojas de calculo y en la parte inferior
mediante un editor de texto.



3.1.2 Listar organismos modelo almace-
nados en la base de datos

Compatax implementa una opcion llamada /ist cuya fun-
cion es mostrar en pantalla el listado de organismos cuyos
proteomas anotados se encuentran almacenados en la base
de datos. La salida se estructura comenzando con una linea
de cabecera con los nombres de los campos que se muestran
y usa como separador de campos el par de caracteres “<>”
(menor que junto con mayor que). La informacion que se
muestra para cada organismo es su nombre, identificador
taxonomico, proveniencia de las secuencias usadas para su
anotacion, fecha de subida a la base de datos de Compatax,
numero de genes anotados y listado de etiquetas asociadas.

Esta opcion puede usarse para conocer el listado de orga-
nismos modelo, saber el identificador taxonémico de al-
guno en concreto, analizar cuales contienen una etiqueta
concreta, etc.

La opcion /ist no recibe mas argumentos. Un ejemplo de
salida a la ejecucion de esta opcidn seria, para una base de
datos que solo almacenara dos organismos:

NAME <> TAX ID <> SOURCE <> DATE <> GENES <> TAGS

Homo sapiens <> 9606 <> Ensembl <> 2018-09-04 <> 51153 <> mammal
Tyto alba <> 56313 <> genbank, NCBI <> 2018-09-04 <> 11013 <> vertebrate

3.1.3 Comparar el resultado de una ano-
tacion frente a un organismo almace-
nado en Compatax

Tras realizar un proceso de anotacion funcional sobre el
conjunto completo de secuencias de un organismo con
Sma3s, haciendo uso del fichero con el resumen de la ano-
tacion completa, podemos comparar esta anotacion con la
de cualquier organismo almacenado en la base de datos de
Compatax. Para realizar esta comparacion se ha implemen-
tado la opcidn compare cuya ejecucion se realiza asi:

perl compatax.pl -option compare -file <resumen.tsv>
-taxid <taxid>

Los argumentos que recibe corresponden a:

o file: ruta al archivo que contiene el resumen de la
anotacion, proveniente de Sma3s, del organismo
que queremos comparar.

« taxid: identificador taxondmico del organismo al-
macenado en la base de datos contra el cual se va
realizar la comparacion.

Esta opcion genera como informacion de salida un fichero
en formato HTML el cual contiene el resultado de la com-
paracion en detalle. Al visualizarse este fichero mediante
un navegador web lo primero que se observa es una cabe-
cera con informacion sobre el organismo modelo sobre el
cual hemos realizado la comparativa: su nombre e identifi-
cador taxonomico, lugar de obtencion de las secuencias
anotadas y listado de etiquetas asociado. A la derecha de
esta informacion podemos observar el niimero de genes

anotados del organismo modelo frente al nimero de genes
encontrados en la anotacién que se ha usado para la com-
parativa, ademas del valor de distancia entre ambas anota-
ciones calculado segtn el algoritmo detallado en el punto
2.5 del presente documento.

Fig. 7. Visualizacion mediante un navegador web del fichero de salida
HTML proveniente de la ejecucion de la opcion compare usando la ano-
tacion funcional del organismo Bacillus altitudinis frente a la de Bacillus
subtilis, estando la segunda presente en la base de datos de Compatax.

Bajo la cabecera aparecen listados los grupos de anotacio-
nes encontrados a la hora de realiza la comparativa. Si se
selecciona alguno de ellos se despliega la informacion en
detalle: en primer lugar, aparece un grafico de barras que
representa el nimero de genes con presencia de alguna ano-
tacion de cada una de las categorias dentro del grupo,
siendo ponderado el valor entre el nimero de genes de cada
organismo para evitar problemas con organismos poliploi-
des. En color azul se representa el valor correspondiente al
organismo modelo almacenado en la base de datos de Com-
patax y en amarillo el correspondiente a la anotacion usada
para la comparativa cuyos detalles aparecen en la cabecera
del informe.

UniProt Pathways (click to view)
Amino-acid biosynthesis|
Cofactor biosynthesis|
Cell wall biogenesis
Purine metabolism
Lipid metabolism

Antbiotic biosynthesis|

Carbohydrate metabolism

Carbohydrate degradation

Porphyrin-containing compound
metabolism

Amino-acid degradation

Metabolic intermediate biosynthesis

Pyrimidine metabolism

Polyol metabolism

Carbahydrate biosynihesis

Spare coat biogenesis|

Quinaliquinane metabolism

s LU

Fig. 8. Parte del grafico de barras del grupo Uniprot Pathways contenido
en la comparativa representada en la figura 7.

En la zona inferior de cada grafico de barras aparece una
tabla que representa los valores en mayor detalle. Esta tabla
es interactiva: puede ordenarse segun los valores de



cualquiera de sus columnas haciendo click en el titulo de la
misma. La primera columna, la cual representa el nombre
de la categoria funcional de anotaciones, toma su valor en
color verde si los valores de la comparativa para cada re-
gistro son similares, anaranjado si son algo dispares y rojo
si son muy diferentes. Esto facilita la tarea de detectar que
categorias funcionales son las que presentan mayores dife-
rencias entre los dos organismos.

Annctation Gones In model crganism  Genes In your organism © % In model crganism % in your organism  Similitude

Fig. 9. Parte de la tabla de resultados para la grafica de barras representada
en la figura 8. Se aprecia como la categoria funcional Carotenoid biosynt-
hesis aparece en color rojo dado que presenta grandes diferencias entre
ambos organismos: Bacillus altitudinis presenta 4 genes anotados mien-
tras que Bacillus subtilis ninguno.

3.1.4 Buscar organismos en Compatax
Cuyos conjuntos de anotaciones son si-
milares a un conjunto de anotaciones
propuesto

Tras anotar mediante Sma3s el conjunto de secuencias de
un organismo es posible obtener una estimacién de donde
se encuentra ese organismo respecto a los almacenados en
Compatax: conocer cuales tienen un conjunto de anotacio-
nes mas similar y visualizar en detalles las similitudes y di-
ferencias. Esto serviria para clasificar filogenéticamente un
proteoma, utilizando para ellos las clases funcionales de su
anotacion. Para ello se implementa la opcion find cuya eje-
cucion es:

perl compatax.pl -option find -file <resumen.tsv>
[-tags <tagl,tag2..,tagn> -num <5>]

Esta opcidn busca en la base de datos a aquellos organismos
almacenados que presenten un mayor grado de similitud en
su anotacion respecto a la anotacion objetivo en base al al-
goritmo descrito en el punto 2.5 del presente documento.
Estos organismos se muestran por pantalla ordenados de
forma ascendente segin distancia (menor distancia

significa mayor similitud en las anotaciones) y genera un
fichero de salida en formato HTML. El detalle de los argu-
mentos que recibe la opcion seria el siguiente:

« file: ruta al archivo resumen (summary) de la ano-
tacion completa de las secuencias de un orga-
nismo, proveniente de Sma3s.

«  tags (argumento opcional): conjunto de etiquetas,
separadas por coma, las cuales sirven como filtro
de busqueda para los organismos modelo almace-
nados en base de datos, los cuales han de tener
asociadas todas ellas.

« num (argumento opcional): nimero maximo de
organismos que devuelve la opcioén. Si no se espe-
cifica la opcion devolvera hasta 5 organismos
como salida.

Ademas del listado de organismos junto con su distancia
respecto a la anotacion objetivo, informacion que se im-
prime visualmente sobre el terminal, la ejecucion de esta
opcién genera un fichero de resultados donde aparecen los
detalles de la comparativa de la anotacion objetivo respecto
a las del grupo de salida. Al visualizarlo con un navegador
web observamos que este informe se esquematiza de forma
similar al de la opcidon compare, aunque cambiando grafi-
cos de barras por graficos de cajas (boxplof). Estos graficos
representan la distribucion de valores, en mimero de genes
anotados, que toma cada categoria funcional: las partes ex-
teriores llamadas comunmente “bigotes” representan desde
el valor minimo al primer cuartil (Q1) el izquierdo, y desde
el tercer cuartil (Q3) al valor méximo el derecho; el cuadro
central representa la distribucion de valores mas comunes
los cuales se encuentran entre Q1 y Q3; sobre el grafico se
representa con un punto blanco la mediana (Q2) y con uno
oscuro el valor correspondiente a la anotacion objetivo para
esa categoria funcional. El color del grafico es verde
cuando el valor correspondiente a la anotacion objetivo se
encuentra entre Q1 y Q3 del grupo, anaranjado cuando el
valor se encuentra entre el minimo y Q1 o entre Q3 y el
maximo, y en rojo si el valor se sale del rango del grupo
(menor que el minimo o mayor que el maximo), es decir, si
se encuentra en la region de outliers. Esta gama de colores
ayuda a detectar rapidamente y de forma visual las catego-
rias funcionales de anotaciones donde el organismo al cual
pertenece la anotacion objetivo se diferencia del grupo de
organismos modelo y, por tanto, presentar posibles carac-
teristicas particulares con respecto al resto de organismos
de su grup taxonomico.

Los valores representados en el informe de salida de esta
opcion pueden ser representados en numero de genes ano-
tados o en porcentaje de genes sobre el total del organismo.
Se implementa la representacion en valor porcentual para
aquellos casos donde el grupo de organismos modelo pre-
sente un numero total de genes anotados muy heterogéneo,
caso que puede ocurrir si en el grupo aparecen organismos
poliploides.
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Fig. 10. Parte del informe de resultados obtenido al comparar una anota-
cion completa del organismo Bacillus subtilis contra los 20 organismos
modelo mas similares almacenados en Compatax que tienen asociados la
etiqueta “bacillus”. En la figura se representan los primeros resultados
para el grupo de anotaciones provenientes de UniProt Pathways. Podemos
observar los distintos colores que toman los diagramas de cajas depen-
diendo del niimero de genes anotados encontrado en la anotacion del pro-
teoma. Una categoria funcional a tener en cuenta seria Lipid metabolism
dado que aparece en color rojo debido a que el numero de genes anotados
en Bacillus subtilis es inferior al rango encontrado en el grupo de organis-
mos modelo de Compatax. Esto podria significar que en Bacillus subtilis
el proceso de metabolismo de lipidos esta menos desarrollado que en otros
Bacillus similares.

3.2 Evaluacioén de la movilidad celular y resis-
tencia a antibiéticos en Bacillus

Haciendo uso de la version 2 del anotador funcional de pro-
teomas Sma3s, Casimiro-Soriguer et al.[14] realizaron la
anotacion funcional del conjunto de proteomas de 52 bac-
terias del género Bacillus. Una vez anotados los proteomas,
estudiaron los resultados obtenidos en dos categorias fun-
cionales en las que las especies de Bacillus se diferencia-
ban: cell motility proveniente de GO Slim y antibiotic
biosynthesis de UniProt keywords. La primera representa
la movilidad celular, la cual es una caracteristica que se pre-
senta de forma muy similar en todos los organismos del
grupo de bacterias de estudio, excepto en 2 que carecen de
ella. La segunda representa la capacidad de biosintesis de
antibidticos de estas bacterias, caracteristica que se pre-
senta de forma heterogénea en este grupo de organismos.
Contabilizando el nimero de genes anotados para estas ca-
tegorias funcionales en los 52 organismos de estudio, obtu-
vieron una comparativa que valida el buen funcionamiento
del anotador Sma3s en base a las premisas esperadas.
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Fig. 11. Anilisis de diferencias entre 2 categorias funcionales de anota-
ciones en un grupo de 52 organismos del género bacillus cuyos resultados
han sido extraidos mediante una anotacion masiva haciendo uso de la he-
rramienta Sma3s[14]. Puede visualizarse con mayor resolucion en
http://digital.csic.es/bitstream/10261/163609/9/Sma3sfig5.pdf

En los resultados comprobaron como todos los organismos
presentan un niimero muy similar de genes anotados con
cell motility a Bacillus subtilis, organismo modelo para este
género, para el cual aparece esa categoria funcional con 22
de sus genes, destacando solo algunas bacterias como B.
gaemokensis, la cual no presentaba genes de movilidad. Por
el contrario, antibiotic biosynthesis presenta valores muy
heterogéneos, encontrando organismos con solo 2 genes
anotados a otros con mas de 40, y destacando otros como
B. niacini que no presentaba genes de sintesis de antibioti-
cos.

Para comprobar si Compatax era capaz de encontrar facil-
mente estos mismos resultas, utilizamos esta nueva herra-
mienta para analizar el conjunto de anotaciones de los mis-
mos organismos esperando obtener unos resultados equiva-
lentes.

El grupo de organismos de estudio presenta un niimero de
genes anotados por organismo bastante homogéneo con
una media de 4188. Aun asi, existen unos pocos organis-
mos del grupo con un tamano alejado de esta media y que
podrian llevar a error a la hora de interpretar los resultados
obtenidos. Por ejemplo, el organismo Bacillus niacini que
solo dispone de 1922 genes anotados presenta un valor para
cell motility porcentualmente en torno al valor medio del
grupo pero en numero de genes anotados se encuentra en
torno a la mitad de la media, lo cual puede llevar a la con-
fusién de determinar que este organismo presenta mucha
menos movilidad celular que el resto, ademas de explicar
el porqué esta especie carecia de genes de sintesis de anti-
bidticos. Por ello, interpretaremos los resultados del estudio
haciendo uso solo de la grafica que representa los valores
de forma porcentual.

Los datos obtenidos en el siguiente informe de resultados
de confirman las mismas premisas planteadas en la publi-
cacion sobre Sma3s.


http://digital.csic.es/bitstream/10261/163609/9/Sma3sfig5.pdf
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Fig. 12. Analisis de diferencias entre 2 anotaciones en 52 organismos del género bacillus con Compatax. Sobre la figura se han marcado con un punto de

color rojo el valor correspondiente al organismo Bacillus gaemokensis y con un punto de color azul el valor correspondiente al organismo Bacillus muri-
martini, dado que ambos presentan valores atipicos respecto al resto de organimos del grupo.

El nimero de anotaciones incluidas en la categoria funcio-
nal antibiotic biosynthesis que presentan los genes del
grupo de organismos Bacillus estudiado presenta un grado
de dispersion mucho mayor que las anotaciones de la cate-
goria funcional cell motility cuyo conjunto de valores obte-
nido se sitia acotado en un rango mucho mas pequefio en
torno al valor medio. Esto se traduce en que el conjunto de
especies presenta un grado de movilidad celular muy simi-
lar pero la sintesis de antibioticos difiere de una a otra (fi-
gura 12).

Si entramos mas en detalle, el organismo Bacillus gaemo-
kensis aparece como un outlier (valor atipico) en los resul-
tados dado que no presenta ningin gen anotado con alguna
anotacion incluida en la categoria funcional cell motility, lo
cual significa que no presenta movilidad celular alguna. Por
lo tanto, Compatax ayuda a encontrar en las anotaciones
completas de organismos caracteristicas diferenciativas a
nivel taxonémico, obteniendo los mismos resultados ya pu-
blicados con Sma3s, de una forma mas especifica y rapida.

3.3 Glicosilacién en microalgas como factor
clave en el paso a la multicelularidad

Tras la formacion de los acidos nucléicos y posteriormente
las proteinas, la aparicion de los glicanos se considera la
tercera revolucion ocurrida en la evolucion bioldgica de la
vida[15]. Los glicanos son polisacaridos que se unen a las
proteinas en un proceso llamado glicosilacion, el cual las
modifica. Las proteinas y acidos nucleicos se fabrican di-
rectamente a partir de plantillas de ADN. En cambio, los
glicanos requieren una compleja ruta biosintética para su
formacion, la cual puede verse afectada por numerosos fac-
tores genéticos y ambientales. Estos factores que afectan a
la formacion de glicanos se ven reflejados en las proteinas
a las que se unen. Por tanto, los glicanos pueden aportar a
las proteinas una respuesta adaptativa a cambios en el en-
torno. La glicosilacion es un proceso muy importante bio-
légicamente ya que posibilita la creacion de nuevas estruc-
turas protéicas sin necesidad de que existan modificaciones
en la informacién genética[16] [17].
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Los glicanos aportan tal variedad biologica que no se con-
templa la existencia de organismos pluricelulares sin el pro-
ceso de glicosilacion, ya que se encuentran abundante-
mente en proteinas de la membrana plasmatica y permiten
asi la interacciéon y comunicacion entre células. Para eva-
luar este hecho por medio de la comparacion de clases fun-
cionales, utilizamos Compatax para detectar diferencias en
las anotaciones entre organismos unicelulares y pluricelu-
lares. Para restringir la distancia evolutiva, se utilizd un
conjunto de pequefias microalgas unicelulares relacionadas
evolutivamente.

TaxID  Organismo Genes anotados
296587  Micromonas commoda 10.137
41875 Bathycoccus prasinos 7.900
554065  Chlorella variabilis 9.780
70448 Ostreococcus tauri 7.662
248742  Coccomyxa subellipsoidea 9.839
242159  Ostreococcus lucimarinus 7.603
130081  Galdieria sulphuraria 7.174
3055 Chlamydomonas reinhardtii 14.412
38833 Micromonas pusilla 10.269
145388  Monoraphidium neglectum 16.755
105231 Klebsormidium nitens 16.283
3075 Auxenochlorella protothecoides 7.014
45157 Cyanidioschyzon merolae 4.803

Tabla 2. Listado de algas unicelulares contra las que se va a comprar al
organismo Volvox carteri en busca de diferencias en sus catergorias fun-
cionales que expliquen su multicelularidad.

Compararemos el conjunto de anotaciones de los organis-
mos de este grupo contra uno muy similar aunqgeu de natu-
raleza pluricelular: Volvox carteri. Este organismo es una
especie eucaridtica mévil multicelular de alga verde com-
puesta por unas 2.000 células somaticas pequefias y 16 cé-
lulas reproductoras grandes que interactian en una matriz
extracelular para formar colonias huecas y esféricas[18],
siendo las células somaticas muy similares a las unicelula-
res iniciales, especialmente Chlamydomonas.

Dado que Volvox carteri es un organismo pluricelular es-
peramos encontrar en su conjunto de anotaciones ciertas ca-
racteristicas diferenciadoras que destaquen frente al grupo
de organismos unicelulares, esperando encontrar entre



estas caracteristicas algun indicio relacionado con el pro-
ceso de glicosilacion y otros relacionados a la aparicion de
la pluricelularidad.

Fig. 13. Imagen microscopica de una colonia del organismo Volvox car-
teri[19]. Se puede observar como el organismo esta compuesto de un
grupo numeroso de pequeiias células somaticas junto con unas pocas cé-
lulas reproductoras de mayor tamafio.

Tal y como se esperaba, Volvox carteri presenta un nimero
de genes anotados con la categoria funcional Glycan
biosynthesis por encima del grupo de algas unicelulares (fi-
gura 14). Ademas, de entre las mas de 460 categorias fun-
cionales de anotaciones diferentes que ha comparado la he-
rramienta, han destacado algunas que pueden estar relacio-
nadas igualmente con la pluricelularidad.

UniProt Pathways

muchos de los cambios quimicos de los compuestos que no
son necesarios para el crecimiento y el mantenimiento de
las células, y son a menudo exclusivos de un taxon. En or-
ganismos multicelulares generalmente se lleva a cabo en ti-
pos celulares especificos y puede ser util para el organismo
en su conjunto. En organismos unicelulares se usa a me-
nudo para la produccion de antibidticos o para la utilizacion
y adquisicion de nutrientes inusuales”. Las anotaciones que
se engloban dentro de esta categoria funcional aparecen de
forma mas numerosa en organismos pluricelulares donde
existen células de tipos especificos, siendo menos comunes
en organismos unicelulares donde el metabolismo secunda-
rio tiene un funcionamiento mas basico. Volvox carteri pre-
senta células especificas para el proceso reproductivo y por
tanto su proceso biologico de metabolismo secundario debe
ser mas complejo.

Otra categoria de anotaciones que destaca en el resultado
obtenido de la comparativa realizada con Compatax es la
movilidad celular (GO:0048870 — cell motility). El grupo
de unas 2.000 células somaticas que encontramos en el in-
terior de una colonia de Volvox carteri le confieren de ma-
yor soporte y movilidad[20] del esperado en los organismos
del grupo de algas unicelulares.

La categoria funcional sobre la que Volvox carteri presenta
mayores diferencias frente al grupo de organismos unicelu-
lares en lo que a nimero de genes anotados se refiere es la
transduccion de sefial (GO:0007165: signal transduction).
Las células en organismos multicelulares coordinan sus
funciones usando ciertas moléculas como sefiales, para las
cuales existen receptores especificos en el entorno extrace-
lular que las captan y amplifican al entorno intracelular[21].
Este proceso bioldgico, con menor frecuencia, puede fun-
cionar de forma similar para la comunicacion celular con
otros organismos presentes en el entorno[22]. Por tanto,

Giyoan bosyntnesis .
Prcephoipa meaboten [
0.0 125 250 375
genes with annotation
Biological process
50:0048870: et motity .
GO:0019748: secondary metabolic process —F
0 150 300 450

genes with annotation

Fig. 14. Resultados mas relevantes de la comparativa entre Volvox carteri y un grupo de algas unicelulares realizada con la herramienta Compatax. El
punto de color oscuro marcado sobre los boxplot representa el valor que toma el organismo Volvox carteri para esa categoria funcional de anotaciones.

Una de estas categorias funcionales en la que Volvox car-
teri presenta un nimero de genes anotado por encima de la
media del grupo de algas unicelulares es el proceso de me-
tabolismo secundario (GO:0019748 - secondary metabolic
process) el cual se define en  QuickGO
(https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0019748)

como “las reacciones quimicas y las vias que resultan en
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aunque este proceso bioldgico pueda observarse en orga-
nismos unicelulares cuya funcion en ellos es la comunica-
cion con células de otros organismos, serd en organismos
multicelulares y pluricelulares donde aparezca con mayor
importancia y complejidad dada la necesidad de comunica-
cion entre las células del propio organismo, existiendo una
mayor diversidad de tipos de células y sefales de


https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0019748

comunicacion necesarias para coordinas ciertos procesos
bioldgicos.

La ultima de las categorias funcionales destacada en el re-
sultado comparativo para Volvox carteri es la relacionada
con el metabolismo de fosfolipidos (phospholipid metabo-
lism). Los fosfolipidos son un tipo de lipidos anfipaticos
(sus moléculas tienen un extremo hidrofilico y otro hidro-
fobo) compuestos por una molécula de alcohol a la que se
unen dos acidos grasos y un grupo fosfato. Los fosfolipidos
son unos de los componentes principales de la membrana
celular. Dado que las proteinas de la membrana controlan
las interacciones entre las células de los organismos multi-
celulares[23], la existencia de un mayor nimero de genes
anotados sobre esta ruta metabolica en Volvox carteri es un
indicador mas de que una de las caracteristicas bioldgicas
en que se diferencia del resto de organismos de la compa-
rativa es la multicelularidad.

4 Conclusiones

Gracias a las nuevas tecnologias de secuenciacion gend-
mica que son cada vez mas econdémicas, y a la alta precision
de las predicciones que ofrecen diversas herramientas bio-
informdticas sobre anotacién funcional, nos encontramos
con la necesidad de analizar los datos provenientes de mul-
titud de procesos de anotacion funcional de forma conjunta.
Por ello, se desarrollé una nueva herramienta bioinforma-
tica que, nutriéndose de la informacion proveniente de es-
tos procesos de anotacion funcional, ofreciera la posibili-
dad de realizar comparaciones y encontrar caracteristicas
diferenciativas a nivel taxondmico en genomas ya anota-
dos. A esta herramienta se le ha dado el nombre Compatax.

La nueva herramienta ha sido desarrollada teniendo como
objetivo la sencillez tanto en su ejecucion como la interpre-
tacion de la informacion resultante. Por ello, se decidio tra-
bajar con categorias funcionales de anotaciones provenien-
tes del informe resumen que ofrece como salida la herra-
mienta para la anotacion funcional de secuencias Sma3s.

Tras una serie de experimentos realizados sobre la nueva
herramienta, se confirmé su utilidad para detectar caracte-
risticas taxonomicas diferenciativas en genomas anotados
con Sma3s. Se ha conseguido analizar con éxito las dife-
rencias en movilidad celular y resistencia ante antibidticos
en un grupo de 52 bacterias del género Bacillus. Ademas,
ha ayudado a detectar diversas diferencias taxondmicas re-
lacionadas con la pluricelularidad en el organismo Volvox
carteri al compararlo frente a un grupo de microalgas uni-
celulares.
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Durante el desarrollo de la herramienta se ha creado una
base de datos con el fin de ofrecer a la comunidad cientifica
una serie organismos anotados que sirvan como modelo en
futuros experimentos. En esta base de datos se han publi-
cado inicialmente las anotaciones de 456 organismos diver-
$0s grupos taxondémicos como plantas (68), bacterias (155),
mamiferos (18), protozoos (71), vertebrados (55) e inverte-
brados (89).

En términos de rendimiento Compatax destaca por su opti-
mizacion, la cual le permite aprovechar en gran medida los
recursos de hardware de los que disponga, ofreciendo la po-
sibilidad de usarse incluso en ordenadores convencionales.
Aun asi, disponer de una base de datos con un gran nimero
de organismos almacenados es de gran ayuda y por ello el
proceso de experimentacion con la herramienta se ha desa-
rrollado haciendo uso del cluster de supercomputacion
C3UPO.

El tiempo de carga de los 456 organismos anotados con los
que cuenta inicialmente la base de datos tuvo una duracion
de 261,344 segundos, lo cual equivale a una media de 573
ms para subir la anotaciéon completa de cada organismo.
Listar la informacion de todos los organismos almacenados
tiene una duracion de 481 ms. Comparar 2 el conjunto de
anotaciones de organismos entre si (Escherichia coli vs
Klebsiella aerogenes) tiene una duracion de 142 ms, inclu-
yendo la generacion del fichero que contiene el informe de
resultados. La opcion mas compleja computacionalmente
es la de buscar el conjunto de organismos modelo mas cer-
cano a uno objetivo, la cual toma 58,817 segundos en listar
la distancia de todos los organismos de la base de datos con
respecto a la bacteria de Escherichia coli. Dado que esta
opcion tomara cada vez mas tiempo para su ejecucion a me-
dida que la base de datos crezca en tamaio, se ha creado un
sistema de etiquetado de organismos con el objetivo de re-
ducir el nimero de organismos que participan en cada bus-
queda.

Los tiempos de ejecucion obtenidos para la ejecucion de las
diferentes opciones de las que dispone Compatax demues-
tran el gran rendimiento de la herramienta. Este rendi-
miento se consigue gracias al uso de computacion para-
lela[13], permitiendo realizar tantas comparativas entre or-
ganismos de forma simultanea como nucleos de procesa-
miento se encuentren disponibles.
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