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Resumen

Los genomas animales estan compuestos mayormente por ADN no codificante. Una
parte del ADN no codificante tiene como funcion regular la expresion de los genes y, en
consecuencia, se conoce como “ADN regulatorio”. EI ADN regulatorio contiene elementos
llamados enhancers, que determinan cuando, dénde y cuanto se expresa un gen.
Histéricamente, los enhancers fueron caracterizados como elementos que dirigen la expresion
génica en un unico contexto espacio-temporal, es decir en un unico tejido y/o momento del
desarrollo. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que existen enhancers que
poseen informacion regulatoria para generar mas de un patrén de expresién y, por ende, son
enhancers pleiotrépicos. La pleiotropia impone restricciones evolutivas, ya que un cambio en la
actividad del enhancer puede producir efectos fenotipicos en varios contextos
espacio-temporales.

En nuestro grupo se analizé la estructura y funcion de la region regulatoria del gen
shavenbaby en D. virilis y D. melanogaster, dos especies que divergieron hace
aproximadamente 40 millones de afos. Al examinar la actividad de siete enhancers de svb en
los estadios de embridn, larva y pupa en en D. virilis y D. melanogaster, observamos que los
siete enhancers estan activos en los tres estadios del desarrollo en ambas especies. Por ende,
la actividad pleiotropica de estos enhancers esta conservada evolutivamente. Teniendo en
cuenta estos resultados, pensamos que la actividad pleiotropica de numerosos enhancers
podria estar conservada entre D. melanogaster y D. virilis (pensamos que una gran cantidad de
enhancers que eran pleiotrépicos en el ancestro comun de estas especies siguen siendo
pleiotropicos en D. melanogaster y D. virilis).

Para poner a prueba esta hipdtesis, identificamos enhancers putativos en D.
melanogaster y los categorizamos como pleiotropicos o contexto-especificos utilizando
informacién de la estructura de la cromatina en diferentes contextos del desarrollo.
Posteriormente, buscamos a los enhancers ortélogos en el genoma de D. virilis utilizando
diferentes métodos. Finalmente, estudiamos la actividad de dichos enhancers ortdlogos a

partir de datos de apertura de la cromatina en distintos contextos del desarrollo de D. virilis. De



esta manera, logramos determinar que la proporcion de enhancers con actividad pleiotrépica
conservada en las dos especies es mayor que la proporcion de enhancers
contexto-especificos de D. melanogaster que conservan su actividad en D. virilis. Estos
resultados sugieren que existen presiones selectivas sustanciales sobre la actividad

pleiotropica de los enhancers.



‘Summary

"Analysis of the genomic conservation of the pleiotropic activity of enhancers

between Drosophila melanogaster and Drosophila virilis"

Animal genomes are composed mostly of non-coding DNA. A part of non-coding DNA,
which is known as “regulatory DNA”, controls the expression of genes. Regulatory DNA
contains transcriptional enhancers, the elements that determine when, where and how much a
gene is expressed. Historically, enhancers have been characterized as elements that direct
gene expression in a single spatio-temporal context (in a single tissue and/or moment of
development). However, recent studies have shown that some enhancers have regulatory
information to generate more than one expression pattern and, therefore, are pleiotropic
enhancers. Pleiotropy imposes evolutionary constraints, since a change in enhancer activity
can produce phenotypic effects in various spatio-temporal contexts.

We have studied the regulatory region of the gene shavenbaby in D. virilis and D.
melanogaster, two species that diverged approximately 40 million years ago. By examining the
activity of seven svb enhancers in the embryo, larva and pupa in D. virilis and D. melanogaster,
we observed that the seven enhancers are active in the three stages of development in both
species. Thus, the pleiotropic activity of these enhancers is evolutionarily conserved. Given
these results, we hypothesized that the pleiotropic activity of numerous enhancers could be
conserved between D. melanogaster and D. virilis (we think that a large number of enhancers
that were pleiotropic in the common ancestor of these species remain pleiotropic in D.
melanogaster and D. virilis).

To test this hypothesis, we identified putative enhancers in D. melanogaster and
categorized them as pleiotropic or context-specific using chromatin structure data in different
developmental contexts. Subsequently, we searched for orthologous enhancers in the D. virilis
genome using two different methods. Finally, we analyzed the activity of orthologous
enhancers using open-chromatin in different developmental contexts of D. virilis. We

determined that the proportion of enhancers with pleiotropic activity that are shared between



the two species is greater than the proportion of context-specific enhancers that are shared
between the two species. These results suggest that there are considerable selective pressures

on the activity pleiotropic of enhancers.
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1. Introeduccion

1.1 El género Drosophila como modelo experimental

El género Drosophila contiene alrededor de 1600 especies de moscas pequenas,
siendo Drosophila melanogaster la especie mas conocida del clado. El uso de D. melanogaster
como modelo experimental ha sido clave para el avance de la Genética del Desarrollo y la
Gendémica Evolutiva, y ha permitido una mayor comprensiéon de ciertas enfermedades
humanas. El uso de esta especie se popularizé a principios del siglo XX, cuando Thomas H.
Morgan, mediante el estudio de la cepa de D. melanogaster de ojos blancos (white), confirmo
la teoria cromosomica de la herencia. Esta teoria, planteada originalmente por Theodor Boveri
y Walter Sutton, establecié las bases de la genética moderna, brindando una explicacion
mecanicista de las Leyes de Mendel (Morgan 1910, Morgan y Bridges 1916, Benson 2001). Los
trabajos pioneros de Morgan en este campo le valieron el Premio Nobel de Fisiologia y

Medicina en 1933.

A continuacion se enumeran algunas caracteristicas valiosas del género Drosophila:

« Mantener a las moscas resulta facil y econémico. Un gran numero de lineas genéticas
puede ser mantenido dentro de un laboratorio, sin requerir demasiada infraestructura ni
espacios extensos. Esta caracteristica permite realizar estudios genético-poblacionales
a gran escala.

« Presentan un tiempo generacional corto, de aproximadamente 10 dias a 25°C para D.
melanogaster (desde la puesta de huevos hasta que el organismo alcanza la adultez).
Ademas, las hembras producen entre 750 y 1500 huevos durante su tiempo de vida.
Por lo tanto, es posible llevar a cabo experimentos que requieran analizar varias
generaciones.

. El genoma de la mosca es pequefio y menos redundante que los genomas de

mamiferos. Se estima que solamente una o unas pocas copias de genes codifican para
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un tipo de proteina. Esto es util cuando se quiere investigar la funcion de genes a través
de mutantes de pérdida de funcion.

« En la actualidad existe una gran cantidad de herramientas de genética molecular en
Drosophila, las cuales posibilitan analizar con detalle la funcién de los genes.

« Aproximadamente el 75% de los genes identificados como mutados, amplificados o
delecionados en enfermedades humanas conocidas tienen genes homadlogos en D.
melanogaster (Mirzoyan et al, 2019). Esto permite estudiar procesos genéticos en D.
melanogaster, evitando las dificultades relacionadas con la experimentacion en
humanos.

« Existe una gran comunidad de cientificos que trabajan con Drosophila, la cual esta
formada por mas de 1600 laboratorios en todo el mundo (Hales et al, 2015). Esto
permite la interaccion entre grupos de trabajo diversos, favoreciendo el desarrollo de
conocimiento y la produccién de datos de forma masiva.

. La cantidad y calidad de informacién gendmica de distintas especies del género
disponible en bases de datos publicas permite realizar estudios gendmicos confiables
de forma relativamente sencilla. Gracias a la comunidad de cientificos que trabajan con
organismos de este género, existen datos anadlisis gendmicos de genes, regiones
regulatorias, sitios de unidon de proteinas y regiones conservadas evolutivamente

disponibles para ser utilizados de forma libre y gratuita.

1.1.1 El ciclo de vida de Drosophila

Las especies del género Drosophila poseen un ciclo de vida de seis etapas: un estadio

embrionario, tres estadios larvales, un estadio pupal, y finalmente el estadio adulto, el cual

reinicia el ciclo mediante reproduccion sexual (Figura 1). Drosophila pertenece al grupo de

insectos holometabolos, lo que significa que experimenta una metamorfosis completa durante

el estadio pupal. A su vez, la duracion de cada uno de los estadios del ciclo de vida de

Drosophila guarda una relacion directa con la temperatura del entorno. A 25 °C, el ciclo de vida

de D. melanogaster tiene una duracién aproximada de 10 dias (Demerec y Kaufman, 1996;

Ashburner 1989). A pesar de que todas las especies de Drosophila atraviesan las mismas

etapas, la duracién de cada estadio es variable entre especies.
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Figura 1. Esquema del ciclo de vida de Drosophila.

La embriogénesis comienza con la fertilizacion del oocito y la formacion del cigoto. En
D. melanogaster el desarrollo embrionario dura 24 horas a 25°C y se encuentra dividido en 17
estadios (Campos-Ortega y Hartenstein, 1985) (Figura 2). El desarrollo comienza con una etapa
sincicial, en la que los nucleos se dividen sin que haya divisién del citoplasma (estadio 2).
Después de 10 rondas de divisiones sincronizadas, los nucleos migran a la periferia y se
produce la celularizacion (estadios 3 a 5). La transcripcion del genoma cigético (fendmeno
denominado transicion materno-cigoética o MZT, por sus siglas en inglés) comienza durante el
ciclo mitético 14, justo antes de la celularizacion (Langley et al, 2014). Este momento marca el
inicio de las divisiones celulares asincronicas. Posteriormente se forma la gastrula (estadio 8),
donde quedan especificadas las tres capas germinales. Luego se produce la migracién celular
desde la zona anterior hacia la zona posterior del embrién durante la elongacion de la banda
germinal (estadio 9), seguido de una retraccion de la misma (estadio 12). Posteriormente, las
células epiteliales migran hacia la linea media dorsal en el cierre dorsal (estadio 13), y las

estructuras de la cabeza comienzan a madurar (involucién de la cabeza; estadio 15).
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Figura 2. Estadios del desarrollo embrionario. El niUmero correspondiente a cada estadio se
indica en la esquina superior izquierda de cada esquema.

Una vez concluido el desarrollo del embrion, Drosophila atraviesa tres estadios larvales
consecutivos (larva 1, larva 2 y larva 3) separados por mudas de cuticula. En D. melanogaster
los estadios de larva 1 y larva 2 tienen una duracion de un dia cada uno, mientras que el
estadio de larva 3 abarca entre 2 y 3 dias. Durante los tres estadios larvales, la larva se
alimenta y aumenta considerablemente su tamano, incrementando su peso alrededor de 200
veces. El crecimiento larval se logra mediante un aumento en el volumen celular y la replicacion
de ADN, sin que medie la divisidn celular en el proceso. Al alcanzar un peso critico, la larva 3
abandona el sustrato y busca una zona limpia y seca a la cual adherirse (fase conocida como
“larva wandering”) y alli se inmoviliza y forma el pupario. En algunos tejidos de la larva, como
por ejemplo las glandulas salivales, es posible observar células con cromosomas politénicos. A

su vez, la larva posee grupos de células llamados histoblastos y 6rganos denominados discos
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imaginales, los cuales daran origen a diversas estructuras en el adulto. Los discos imaginales
son precursores de la epidermis (excepto el abdomen) y los apéndices del adulto: las alas, las
patas, los ojos, la genitalia y las partes bucales (Figura 3). Los histoblastos son pequefios
grupos celulares que formaran la epidermis abdominal y varios érganos internos del adulto

(Tyler 2000).

Glandulas Discos imaginales

salivales

. .. Piezas bucales

Figura 3. Localizacion de los discos imaginales en larva y estructuras que generaran en el
adulto.

La pupacioén, al igual que las sucesivas mudas de la larva, esta finamente regulada por
la liberacion de la hormona esteroidea ecdisona (Thummel 1995). El estadio de pupa de D.
melanogaster dura aproximadamente 100 horas a 25 °C (Bainbridge y Bownes, 1981). El final
del estadio pupal y comienzo de la etapa adulta ocurre a los 10-12 dias de iniciado el ciclo a
25°C, cuando el adulto completamente formado (adulto farado) eclosiona del pupario. La

esperanza de vida de un individuo adulto es de alrededor de 2 meses (Mohr, 2018).
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1.1.2 Drosophila melanogaster y Drosophila virilis, dos especies que divergieron

hace aproximadamente 40 millones de anos

Las especies del género Drosophila presentan una amplia distribucion geografica.
Drosophila incluye tanto especies cosmopolitas, que colonizaron todo el planeta, como D.
melanogaster y D. simulans, asi como especies con distribucién geografica acotada, como D.
sechellia, que se encuentra en una unica isla. Drosophila incluye especies muy diversas en
cuanto a morfologia, ecologia y comportamiento. A pesar de estas diferencias, las especies de
Drosophila comparten un plan corporal y presentan un ciclo de vida muy similar.

Drosophila es parte de la familia Drosophilidae, que contiene cerca de 4000 especies
descriptas distribuidas en mas de 70 géneros (O’Grady y DeSalle 2018). El género Drosophila
incluye al ~50% de las especies de Drosophilidae (alrededor de 1600 especies). La gran
cantidad de especies de Drosophila es el resultado de una importante radiacion adaptativa, la
cual permitid6 a las distintas especies ocupar una amplia variedad de nichos (Markow y
O’Grady 2005, 2006). Tanto D. melanogaster como D. virilis forman parte de las 12 especies
cuyos genomas fueron secuenciados por el Drosophila 12 Genomes Consortium (Clark et al,

2007). Estas dos especies divergieron hace aproximadamente 40 millones de afios (Figura 4).

D. simulans
D. sechellia
D. melanogaster

D. yakuba
D. erecta . . . L.
. Figura 4. Relaciones filogenéticas entre las
[ D. pseudoobscura primeras 12 especies del género Drosophila
D. persimilis )
b. willistoni en contar con un genoma de referencia. En la

— D. mojavensis imagen se incluye una escala de tiempos
D. virilis —

evolutivos (en MA). Las flechas negras indican la

D. grimshawi

ubicacién de D. virilis y D. melanogaster en el

|
I L I I 1

50 40 30 20 10 0 arbol.

Tiempo de Divergencia
(Millones de afos)

Histéricamente, se considera que D. virilis es parte del grupo conocido como
virilis-repleta. Este linaje fue propuesto por Throckmorton (1975), quien agrupd especies en

base a caracteres morfolégicos y habitos ecoldgicos, como el hecho de ocupar nichos
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cactofilos. D. virilis pertenece al subgénero Drosophila, mientras que D. melanogaster forma
parte del subgénero Sophophora (O’Grady y DeSalle 2018).

Actualmente D. virilis, al igual que D. melanogaster, es considerada una especie
cosmopolita. Ambas especies ampliaron sus distribuciones geograficas ancestrales,
probablemente como consecuencia de su comensalismo con los humanos y su capacidad
para reproducirse en una gran variedad de frutas en descomposicién (Mirol 2008).

El ciclo de vida de D. virilis es mas largo que el de D. melanogaster, con una duracién
aproximada de 18 dias a 25°C (Markow y O’Grady 2005, 2007). Los machos de D.
melanogaster alcanzan la madurez sexual 2 horas antes que las hembras, mientras que en D.
virilis son las hembras quienes alcanzan la madurez sexual 6 horas antes que los machos
(Markow y O’Grady 2007). Una posible explicacion a estas diferencias reside en la complejidad
relativa de la gametogenesis o de la maduracién del tracto reproductivo de un sexo respecto
del otro. A su vez, se ha observado que las especies en las que los machos maduran antes
que las hembras, como D. melanogaster, tienden a producir espermatozoides mas cortos que
aquellas en las que las hembras maduran antes (Markow y O'Grady 2007).

Los tres estadios larvales, asi como la pupa y el adulto presentan tamafo mayor en D.
virilis. Las moscas adultas de D. virilis alcanzan casi el doble de tamafo que los adultos de D.
melanogaster (Figura 5A). A la vez, tanto el adulto como la pupa tardia de D. virilis presenta una
pigmentacién oscura, la cual no esta presente en D. melanogaster (Figura 5B).

En Drosophila el sistema de determinacion del sexo esta dado por un mecanismo de
“dosaje” de la cantidad de cromosomas X en células diploides, cuyo factor blanco rio abajo es
el gen Sex-lethal (Sx/). Este sistema esta conservado entre D. melanogaster y D. virilis (Bopp et
al 1996). En individuos XX, Sx/ comienza a expresarse pocas horas después de la fertilizacion
del oocito, mientras que, en individuos XY, Sx/ no es expresado durante los primeros estadios
embrionarios (Salz et al, 1987). Posteriormente, un promotor tardio permite la transcripcién de
Sxl tanto en individuos XX como XY. Sin embargo, el ARNm del gen Sx/ difiere entre machos y
hembras; el ARNm de machos da lugar a una proteina no funcional. En individuos XX se
produce una variante especifica de splicing gracias a la union de la proteina SXL, la cual se
expresé tempranamente en el desarrollo. Esto lleva a la activacién de SXL, iniciando la
cascada de sefalizacidon que resulta en un individuo de sexo femenino y previeniendo el

mecanismo de compensacion de dosis. En el genotipo XY, SXL permanece inactivo, dando
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como resultado un individuo macho y generando la activacidon del mecanismo de

compensacion de dosis del cromosoma X.

A

Figura 5. Caracteristicas morfolégicas de D. melanogaster y D. virilis en distintos estadios de su
ciclo de vida. (A) Comparacioén entre individuos adultos. A la izquierda se ubica D. melanogaster y a la
derecha D. virilis. (B) Comparacion entre distintas etapas del estadio pupal. De izquierda a derecha:
prepupa, pupa temprana y pupa intermedia/tardia. Fila inferior D.melanogaster vy fila superior D. virilis.
Las imagenes de (B) no estan en escala.

1.1.3 Genoma de D. melanogaster y de D. virilis

En el ano 2000, el genoma de Drosophila melanogaster fue uno de los primeros en ser
secuenciado por completo. Utilizando estrategias de whole-genome shotgun sequencing, se
logré determinar la secuencia de la porcién de eucromatina del genoma de D. melanogaster
(Adams et al, 2000). Siete afios después, el Drosophila 12 Genomes Consortium publicé los

genomas completos de 12 especies del género Drosophila (Clark et al, 2007), entre ellos el de
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D. virilis, proporcionando a la comunidad cientifica un recurso invaluable para realizar estudios
comparativos.

En la actualidad, gracias a los avances tecnoldgicos y a la disminucién de costos en
materia de secuenciacion, contamos con numerosos genomas secuenciados de especies de
Drosophila. Un claro ejemplo de estos avances es un trabajo reciente en el que se
ensamblaron los genomas de 101 lineas de 93 especies de drosofilidos (Kim et al, 2021). La
gran cantidad de informacion disponible posibilita la ejecucion de estudios comparativos a
gran escala, que exploren aspectos como la expresion génica, la estructura de proteinas, los
mecanismos del desarrollo, y las adaptaciones ecoldgicas.

A nivel citolégico, el genoma de D. virilis esta organizado en 5 pares de autosomas y un
par de cromosomas sexuales (2n = 2x = 12) (Figura 6A). En cambio, D. melanogaster posee 3
pares de autosomas y un par de cromosomas sexuales (2n = 2x = 8) (Figura 6A). En su
histérica publicacion “Bearings of the ‘Drosophila’ work on systematics”, Muller definid 6
elementos cromosdémicos fundamentales, los llamados elementos de Muller, a los cuales
designé con letrasdelaAalaF.

Para D. melanogaster, el cromosoma sexual X se corresponde con el elemento de
Muller A, mientras que el cromosoma Y no posee elemento designado. Los cromosomas 2y 3
de D. melanogaster son metacéntricos, correspondiendo los brazos 2L, 2R, 3L y 3R a los
elementos de Muller B, C, D y E respectivamente (Figura 6B). El cromosoma 4 de D.
melanogaster es conocido como cromosoma punto, y corresponde al elemento de Muller F.

En cambio, para D. virilis los 5 pares de autosomas corresponden a los elementos de
Muller de la B a la F, mientras que el cromosoma X corresponde al elemento A, al igual que en
D. melanogaster (Figura 6B). En ambas especies, el elemento de Muller F presenta
caracteristicas particulares: posee una alta densidad de elementos repetitivos, genes de mayor

tamanfo, menor codon bias, y una alta tasa de rearreglos de genes (Leung et al, 2010).
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Figura 6. Cariotipos de D. melanogaster y de D. virilis. (A) Representacion del cariotipo de D.
melanogaster (arriba) y de D. virilis (abajo). Para ambas especies, se representa el cariotipo de machos
(derecha) y hembras (izquierda). Los elementos de Muller estan representados en distintos tonos de
grises. Modificado de Adryan, B., y Russell, S. 2012. (B) Organizacién de los seis elementos de Muller
en D. melanogaster (arriba) y de D. virilis (abajo).

El tamafio estimado por citometria de flujo del genoma de D. melanogaster es de ~180
Mb, de los cuales ~120 Mb corresponden a eucromatina (Adams et al, 2000). El genoma de D.
virilis es aproximadamente un 50% mas grande que el de D. melanogaster (Drosophila 12
Genomes Consortium 2007). Aproximadamente el 24% del genoma de D. melanogaster esta
constituido por elementos repetitivos, como microsatélites, secuencias de baja complejidad,
transposones de DNA y retrotransposones. En D. virilis se registra un porcentaje de contenido
repetitivo similar (Kim et al, 2021).

El numero estimado de genes de D. melanogaster en base a la ultima versién del
genoma es de 13.986 (https://www.ensembl.org/Drosophila_melanogaster/Info/Annotation,
ultimo acceso: 9 de diciembre de 2023). En el genoma de D. virilis, se estima que existen
13.685 genes que codifican proteinas
(www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCFE _000001215.4/, ultimo acceso: 9 de diciembre

de 2023).
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1.2 Elementos cis-regulatorios: enhancers transcripcionales

Un objetivo central de la biologia evolutiva es entender la base genética de la gran
diversidad morfoldgica observada en los metazoos. A lo largo de los afios, los investigadores
han intentado entender qué tipo de cambios en los genomas son responsables de dicha
diversidad morfoldgica. En 1975, Mary-Claire King y Allan Wilson describieron la gran similitud
existente entre proteinas de chimpancé y de humanos, y se preguntaron como dos especies
con genes tan similares pueden diferir tanto en su anatomia y forma de vida. Concluyeron que
los cambios evolutivos en la anatomia y el estilo de vida se basan mayormente en cambios en
los mecanismos que controlan a los genes, mas que en las secuencias de las proteinas (King y
Wilson, 1975). Hoy en dia, sabemos que la mayor parte de la variabilidad morfolégica puede
ser explicada por cambios en los patrones de expresion de proteinas altamente conservadas.
Esos cambios son el resultado de mutaciones en regiones no codificantes, mas precisamente
en las regiones regulatorias de genes que intervienen en complejas redes de regulacion
durante el desarrollo (Carroll, 2008).

Las regiones regulatorias de los genes contienen distintos tipos de elementos
regulatorios, entre ellos los enhancers, que activan la transcripcién de un gen, los silencers,
que inhiben la transcripcion, y los insulators, que son elementos que aislan un gen de las

influencias del ADN vecino (Figura 7) (Hardison y Taylor, 2012).
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Figura 7. Elementos regulatorios de la transcripcion en metazoos. Representacion de un gen con
su promotor (que incluye la secuencia TATA-box), en el que se situa la ARN polimerasa Il para
comenzar la transcripcidn. Se esquematizan tres enhancers a diferentes distancias del promotor y un
silencer. También se muestra un insulator que delimita un TAD (dominio topolégicamente asociado) a
través de su uniéon a Cohesina y a la proteina CTCF. Modificado de Ong y Corces, 2011.

Los enhancers son secuencias de ADN no codificante que determinan cuando, dénde y
cuanto se expresa un gen (Wittkopp y Kalay, 2011; Frankel, 2012). Los enhancers interaccionan
fisicamente con factores de transcripcidn (FTs), que reconocen secuencias cortas y especificas
en el ADN (Spitz y Furlong, 2012). Las secuencias reconocidas por los FTs se denominan sitios
de union de factores de transcripcion (TFBSs) y, tipicamente, tienen una longitud inferior a 20
pares de bases (Davidson 2010). La uniéon de multiples FTs y cofactores a enhancers hace
posible la interaccidn entre los elementos regulatorios y la maquinaria basal de transcripcién en
el sitio de inicio de la transcripcién (TSS) de sus genes blanco (Levine, 2010; Rebeiz y Tsiantis,
2017). Al establecer este contacto fisico, los enhancers son capaces de aumentar la tasa de
transcripcion de la ARN polimerasa |l.

La actividad de los enhancers puede ser controlada en varios niveles. La actividad de
un enhancer puede ser regulada por la compactacion de la cromatina. Los enhancers activos

suelen tener la cromatina “abierta”. Los FTs pioneros tienen la capacidad de unirse al ADN en
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un contexto nucleosomal (ADN unido a histonas), a diferencia de la mayoria de los FTs que
solo se unen a regiones libres de nucleosomas. Al unirse a enhancers, los FTs pioneros
generalmente interactuan con remodeladores de la cromatina, generando la apertura de la
cromatina en esa region (lwafuchi-Doi y Zaret, 2014). En segundo lugar, luego de la union de
FTs pioneros, la unién de otros FTs es fundamental para la actividad de los enhancers. En
muchos casos, los enhancers poseen motivos de unién para FTs que actlan como represores,
inhibiendo la expresién génica en contextos inadecuados (Mellerick y Nirenberg, 1995).
Incluso, se sabe que los represores son capaces de refinar el patron de expresién de los genes
(Crocker et al, 2017). Por ultimo, algunos enhancers requieren la transduccion de senales
adicionales para permitir la union de cofactores, los cuales posibilitan la interaccién con la
magquinaria de transcripcion (Barolo y Posakony 2002).

Se postula que los enhancers tienen la capacidad de regular la expresién génica
independientemente de su orientacién y distancia relativa al promotor de su gen blanco (Long
et al, 2016). En Drosophila, los enhancers suelen activar al gen mas cercano (Massouras et al,
2012; Kvon et al, 2014). Sin embargo, un enhancer y el promotor de su gen blanco pueden
encontrarse a decenas de kilobases (kb) de distancia. En estos casos, la estructura
tridimensional de la cromatina en TADs (dominios topolégicamente asociados, Szabo et al,
2018) facilita la interaccion enhancer-promotor (Figura 7).

Existe evidencia que demuestra que los enhancers establecen contacto con la regién
promotora del gen que regulan mediante la formacién de un bucle en la cromatina (Bulger y
Groudine, 1999). La cohesina es una proteina que actua como mediadora en la formacion de
estos bucles, que pueden establecerse a larga distancia. Dichos bucles pueden ser estudiados
con técnicas que estudian la estructura 3D de la cromatina (Berkum y Dekker, 2014). Una vez
que establecido el bucle entre el enhancer y su promotor blanco, se cree que los enhancers
estimulan la transcripcion al reclutar al complejo mediador y a factores de transcripcion

basales (Kornberg 2005) (Figura 8).
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Figura 8. Activacion de la transcripcion en metazoos. El acercamiento espacial del enhancer al
promotor de su gen blanco se produce mediante la formacion de un bucle en el ADN. Los FT
“activadores” (naranja) se unen a los enhancers y, mediante factores co-activadores (rojo), se acercan
al complejo mediador (amarillo). Este complejo establece un aumento en la concentracién local de
factores de transcripcion basales (representados en distintos tonos de verde) en la regién promotora,
lo que lleva al aumento en la tasa de transcripcion.

El funcionamiento incorrecto de enhancers, ya sea por alteraciones genéticas,
estructurales o epigenéticas, altera la expresion génica en distintos tipos de cancer y en
numerosas enfermedades humanas (Claringbould y Zaugg, 2021). Se ha calculado que el 90%
de los SNPs (polimorfismos de nucleétido Unico) asociados a enfermedades humanas por
GWAS (estudio de asociacion entre la variacion nucleotidica a nivel gendmico con la variacion
observada en relacion al fenotipo estudiado) estan en regiones no codificantes del genoma
(Edwards et al, 2013). Es muy probable que la mayoria de estos SNPs afecten la funcién de
enhancers (Corradin y Scacheri, 2014). De hecho, la gran mayoria de los SNPs asociados con
cancer de mama y cancer de préstata estan en regiones del genoma que tienen una estructura
cromatinica propia de enhancers (Corradin y Scacheri, 2014). A su vez, el mal funcionamiento
de enhancers es la causa de las enfermedades mendelianas llamadas “enhanceropatias” Un

ejemplo de enhanceropatia es la polidactilia, causada por mutaciones en un enhancer del gen
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Shh, el cual se encuentra altamente conservado en vertebrados (Lettice et al 2003, Dahn et al
2007). Comprender como funcionan los enhancers resulta entonces fundamental para entender

las bases moleculares de numerosas enfermedades en humanos.

1.3 Prediccion de enhancers activos a nivel genémico

A pesar de los grandes avances en tecnologia, secuenciacién y técnicas
experimentales, la identificacion de enhancers activos hoy en dia contintda siendo un problema
desafiante.

Histéricamente, los enhancers han sido validados y estudiados con construcciones
reporteras. Esta técnica consiste en clonar la secuencia de un enhancer putativo rio arriba de
un promotor minimo y un gen reportero. De esta manera, estudiando la expresion del gen
reportero, se evalua si el enhancer putativo es capaz de recapitular, total o parcialmente, la
expresion del gen. (Andersson y Sandelin, 2019). A pesar de ser una técnica muy util, posee
algunas desventajas. Por un lado, los resultados de ensayos con genes reporteros realizados
de manera episomal (sin integracion al genoma) pueden ser sustancialmente diferentes a los
resultados de evaluar la misma secuencia con insercion de la construccién al genoma (Inoue et
al, 2016). A la vez, estos ensayos evaluan a los enhancers fuera de su contexto nativo y se
sabe que, en estas condiciones, los patrones de expresion generados pueden diferir de los del
gen nativo (Kvon, 2015).

Con el gran avance de la secuenciacion masiva (NGS) se generaron métodos para la
identificacion de enhancers a nivel gendmico. Estos métodos identifican caracteristicas de los
enhancers: la union de factores de transcripcién, la presencia de determinadas marcas
epigenéticas, las regiones de cromatina abierta y la transcripcién bidireccional de eARNs (ver
mas adelante) (ModENCODE Consortium et al. 2011; ENCODE Project Consortium 2013).

Los nucleosomas flanqueantes a enhancers activos suelen poseer acetilada la lisina 27
de la histona 3 (H3K27ac) (Creyghton et al, 2010). Esta marca, al igual que la presencia de
factores de transcripcion, puede ser detectada mediante la técnica ChlP-seq. El nombre
ChlIP-seq hace referencia a la inmunoprecipitacion de la cromatina seguida de secuenciacion

masiva.
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Como se menciond anteriormente, los enhancers activos se encuentran en regiones de
cromatina abierta, las cuales pueden ser identificadas utilizando DNase-seq 6 ATAC-seq. La
técnica DNAse-seq permite identificar regiones accesibles gracias a la enzima DNase |, la cual
produce cortes doble cadena de manera preferencial en cromatina accesible (Hesselberth et
al, 2009). Por otro lado, ATAC-seq (Assay for Transposase-Accessible Chromatin using
sequencing) utiliza una versidn hiperactiva de la transposasa bacteriana Tn5 para insertar
adaptadores en regiones accesibles de la cromatina (Buenrostro et al, 2015). Los protocolos de
DNAse-seq y ATAC-seq poseen un Ultimo paso en comun: la secuenciacién masiva en
paralelo. Con el uso de programas bioinformaticos, las lecturas obtenidas son mapeadas a un
genoma de referencia, generando picos de mayor sefal en regiones del genoma con cromatina
accesible.

En la actualidad, sabemos que muchos enhancers se transcriben, produciendo lo que
se conoce como eARNs. Los eARNs tipicamente son moléculas cortas, poseen CAP en su
extremo 5’, se transcriben de manera bidireccional, son abundantes y no se encuentran
poliadenilados (Mikhaylichenko et al, 2018). Los ARNs que poseen 5 CAP pueden ser
detectados mediante CAGE-seq (Cap Analysis of Gene Expression using sequencing), técnica
basada en la captura del 5° CAP mediante biotinilacién. De esta forma, es posible inferir la
presencia de enhancers activos en regiones alejadas de TSSs con expresion bidireccional
(Andersson et al, 2015; The FANTOM Consortium, RIKEN PMI y CLST, 2014).

Los analisis de la cromatina o de uniéon de proteinas permiten predecir la presencia de
enhancers activos en un determinado tejido o momento del desarrollo. Los resultados de las
técnicas descriptas anteriormente suelen analizarse en conjunto para inferir la presencia de
enhancers activos. Por ejemplo, en nuestro laboratorio hemos realizado predicciones de
enhancers humanos identificando regiones de cromatina abierta que tengan la marca H3K27ac
(datos de ChIP-seq y DNAse-seq) o regiones que tengan expresion bidireccional (datos de

CAGE-seq) (Laiker y Frankel 2022).

1.4 Métodos de prediccion de enhancers ortélogos

La prediccidon de enhancers a nivel gendmico es una tarea desafiante, incluso cuando

se cuenta con evidencia experimental proveniente de experimentos de NGS. La prediccion de
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enhancers se vuelve aun mas complicada cuando la disponibilidad de informacién sobre la
estructura de la cromatina es limitada. En las ultimas décadas se desarrollaron métodos para
identificar enhancers ortdlogos. Estos métodos utilizan la secuencia de enhancers previamente
identificados en una especie (tipicamente de la especie con mayor informacion experimental
disponible) y buscan localizar esos enhancers en otro/s genoma/s.

Un método simple es utilizar herramientas como BLAST (Altschul et al, 1990) para
buscar regiones con alta identidad de secuencia. Encontrar enhancers en especies
evolutivamente distantes es posible en casos donde los elementos estan sujetos a seleccion
purificadora, lo que resulta en la conservacidn de su secuencia a lo largo de la evolucién
(Siepel et al, 2005). Hoy en dia, uno de los métodos mas populares para encontrar enhancers
ortélogos es liftOver (Hinrichs et al 2006). El programa liftOver permite convertir coordenadas
gendmicas entre especies, empleando un alineamiento entre los genomas en cuestion.
Numerosos trabajos han tenido éxito identificando enhancers con liftOver (Carelli et al, 2018;
Chen et al, 2018; Aurizio et al, 2022; Ramirez et al, 2022; Li et al, 2023).

Los enhancers suelen tener menos restricciones evolutivas que las secuencias
codificantes (Markstein y Levine, 2002). A lo largo de su evolucion, los enhancers pueden sufrir
inserciones, deleciones y rearreglos a escala de TFBSs y, a pesar de estos cambios, conservar
su funciéon (Weirauch y Hughes 2010; Wong et al 2020). En otras palabras, los enhancers
pueden conservar su funcion ancestral, a pesar de que sus secuencias sean muy diferentes.
En consecuencia, identificar enhancers ortdlogos pero con baja conservaciéon de secuencia no
siempre es posible. Una estrategia alternativa para detectar enhancers con secuencias
divergentes son los métodos llamados “Alignment-free”. Los métodos alignment-free permiten
inferir ortologia a partir de la similitud en la composicién de palabras (k-mers) entre secuencias,
independientemente del orden y orientacion de los k-mers (Kantorovitz et al, 2007;
Arunachalam et al, 2010; Goke et al, 2012).

Actualmente existe un auge por las técnicas de aprendizaje automatico . El aprendizaje
automatico es una rama de la inteligencia artificial centrada en el desarrollo de algoritmos que
le permiten a una computadora identificar patrones y realizar una determinada tarea sin ser
programada explicitamente. En lugar de seguir una serie de instrucciones detalladas, la
computadora aprende a partir de datos y experiencias anteriores, mejorando su rendimiento al

realizar una tarea especifica. En el ambito de la bioinformatica y la predicciéon de enhancers,
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esto se traduce en modelos entrenados con datos de enhancers de genomas bien anotados y
respaldados experimentalmente. Una vez entrenado, el modelo es utilizado para predecir
enhancers en genomas de especies relacionadas a aquella utilizada para el entrenamiento. Los
métodos basados en aprendizaje automatico detectan patrones en la secuencia de ADN que
pueden indicar actividad de enhancers (Chen et al, 2018; Minnoye et al, 2020; Hong et al,
2021; MacPhillamy et al, 2022). El entrenamiento de modelos de aprendizaje automatico puede
ser muy demandante computacionalmente.

En este trabajo de tesis utilizamos dos métodos para predecir enhancers
transcripcionales entre especies: uno basado en alineamientos y otro “alignment-free”. La idea

de utilizar estos métodos complementarios intenta aportar robustez a nuestros analisis.

1.5 Enhancers pleiotropicos y contexto-especificos

La mayor parte de los genes involucrados en el desarrollo de los metazoos se expresan
en distintos contextos espacio-temporales. Este fendmeno, en el que un gen cumple multiples
roles en diferentes tejidos y/o momentos del desarrollo, se denomina “pleiotropia génica”
(Paaby y Rockman, 2013). Los genes pleiotropicos poseen con frecuencia regiones
regulatorias complejas, con multiples enhancers transcripcionales.

Histéricamente, los enhancers han sido descriptos como elementos que dirigen la
expresion génica en un unico contexto espacio-temporal (Carroll, 2008; Davidson, 2010). Bajo
este paradigma, el patrén de expresién de un gen pleiotrépico seria la sumatoria de los
patrones de expresion generados por varios enhancers contexto-especificos (Figura 9A). Un
ejemplo de enhancers contexto-especificos son aquellos que regulan al gen Pax6 en
mamiferos. Pax6 es un gen pleiotrépico que se expresa en pancreas, tubo neural, y ojos,
cumpliendo un rol fundamental en el desarrollo de dichos 6rganos. La expresion de Pax6 en
los distintos érganos es regulada por diferentes enhancers contexto-especificos; cada
enhancer genera expresion en un unico organo (Dye, 2012).

La idea de la actividad contexto-especifica de los enhancers es atractiva desde el
punto de vista evolutivo, ya que provee de una enorme flexibilidad evolutiva a estos elementos.
Dentro de este paradigma, una mutacién en un enhancer afectaria a sélo uno de los contextos

en los que se expresa un gen pleiotrépico, ya que la expresion del gen en otros contextos
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estaria codificada en otros enhancers (Carroll, 2008; Wittkopp y Kalay, 2011). Por lo tanto, los
enhancers contexto-especificos estarian libres de las presiones evolutivas impuestas por la
pleiotropia (Gompel et al, 2005; McGregor et al, 2007; Chan et al, 2010; Kvon et al, 2016). Un
claro ejemplo de este fendmeno es el del gen Pitx1, que es regulado por varios enhancers
contexto-especificos (Chan et al, 2010). En poblaciones naturales de peces espinosos
(Gasterosteus aculeatus), la delecién de uno de estos enhancers hace que Pitx1 no se exprese
en la region pélvica, provocando la pérdida de una espina pélvica. En linea con la nocion de
enhancers contexto-especificos, la expresion de Pitx1 en otros contextos espaciales (dirigida
por los otros enhancers) permanece inalterada (Chan et al, 2010; Levine et al, 2014).

Estudios de nuestro grupo y otros laboratorios han demostrado que existen enhancers
que poseen informacion regulatoria para generar mas de un patrén de expresién y, por ende,
son enhancers pleiotropicos (McKay y Lieb, 2013; Vizcaya-Molina et al, 2018; Lonfat et al,
2014; Schep et al, 2016; Preger Ben-Noon et al, 2018; Sabaris et al, 2019; Laiker y Frankel,
2022). Por lo tanto, la expresion de un gen pleiotropico en varios tejidos puede generarse por la
actividad de un unico enhancer pleiotrépico (Figura 9B). Nuestro trabajo sugiere que una
proporcion grande de los enhancers de genomas animales son pleiotrépicos (Sabaris et al,

2019; Laiker y Frankel, 2022).
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Figura 9. Enhancers pleiotrépicos y contexto-especificos. Un gen activo en dos érganos distintos
(i.e., pleiotrépico) puede estar regulado por dos enhancers contexto-especificos (A) o por un Unico
enhancer pleiotrépico (B) que genera la expresion del gen en ambos tejidos. Modificado de Sabaris et
al, 2019.

En comparacién con enhancers contexto-especificos, los enhancers pleiotrépicos
estarian sometidos a mayores restricciones evolutivas, ya que un cambio en su actividad
puede producir efectos fenotipicos en varios contextos espacio-temporales. Se ha demostrado
que enhancers humanos con actividad pleiotrépica presentan una mayor conservacion
evolutiva que aquellos que son contexto-especificos (Fish et al, 2017; Singh y Yi, 2021). Esto
lleva a pensar que un cambio genético en un enhancer pleiotropico podria estar sujeto a
seleccion purificadora mas intensa que aquellos cambios genéticos que ocurren en enhancers

activos en un solo contexto espacio-temporal.

29



1.6 La funcidn pleiotropica de los enhancers del gen svb esta conservada entre D.

melanogastery D. virilis

El gen shavenbaby (svb) de Drosophila es un modelo establecido para el estudio de la
estructura, funcion y evolucion de las regiones regulatorias de la transcripcion (Stern y Frankel,
2013, Kittelmann, et al., 2021). svb es un gen pleiotropico localizado en el cromosoma X de
Drosophila, que se expresa en la epidermis embrionaria y en distintos tejidos de la larva 'y de la
pupa (Delon et al. 2003, Pueyo y Couso 2011; Chanut-Delalande et al. 2014; Preger Ben-Noon
et al. 2018). svb es un gen maestro que codifica para un factor de transcripcién que regula la
diferenciacién de la epidermis y otros procesos del desarrollo en insectos (Ray et al., 2019). La
expresion de svb en la epidermis embrionaria es necesaria para la diferenciacion de tricomas
(estructuras cuticulares con forma de pelo) en la epidermis de la larva (Stern y Frankel 2013).
En pupa, svb es necesario para formar tricomas en alas, patas, térax y abdomen (Delon et al.
2003, Chanut-Delalande et al. 2014; Preger Ben-Noon et al. 2018). Ademas, la proteina SVB es
necesaria para la correcta formacién de los omatidios de los ojos (Delon et al. 2003) y las
uniones de los tarsos de la pata (Pueyo y Couso 2011).

La expresidon de svb en el embridén de D. melanogaster es generada por 7 enhancers
transcripcionales, incluidos en una regiéon de ~90 kb localizada rio arriba del TSS del gen
(Figura 10A) (Stern and Frankel, 2013). Los patrones de expresion generados por los 7
enhancers se superponen parcialmente, confiriendo robustez a la expresién de svb frente a
perturbaciones ambientales y genéticas (Frankel et al. 2010). Utilizando construcciones
reporteras, nuestro laboratorio demostré que los 7 enhancers embrionarios estan también
activos en distintos tejidos de la larva y la pupa y, por ende, son pleiotrépicos (Figura 10B). En
la larva, cinco de los enhancers dirigen la expresion en la epidermis, seis en el sistema
digestivo anterior y cuatro en el sistema nervioso central. En la pupa, los siete enhancers de

svb presentan actividad en la cabeza, el torax, el abdomen y las alas (Figura 10B).
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Figura 10. Los 7 enhancers de svb estan activos en distintos estadios del ciclo de vida de
Drosophila melanogaster. (A) Esquema del locus svb. Los 7 enhancers se representan como
rectangulos grises y los exones del gen como rectangulos negros. (B) Patrén de expresion generado
por cada uno de los 7 enhancers de sbv a lo largo de la ontogenia de D. melanogaster. La letra E se
refiere a la epidermis de la larva, le letra F al sistema digestivo anterior, y la sigla CNS al sistema
nervioso central.

Nuestro grupo realizé un estudio comparativo de la arquitectura regulatoria en el locus
svb entre D. melanogaster y D. virilis. Para ello, se analizé la region regulatoria completa de svb
en D. virilis, la cual tiene un tamafo de ~132 kb y es ortéloga a la region de ~90 kb que
contiene los siete enhancers embrionarios de D. melanogaster. Utilizando construcciones
reporteras, se identificaron seis enhancers en la regién regulatoria de svb en D. virilis que estan
activos en la epidermis embrionaria.

Se demostrd que los seis enhancers de D. virilis son ortdlogos a los enhancers del locus
svb en D. melanogaster, ya que se ubican en las mismas posiciones relativas dentro del locus
(Figura 11), tienen identidad de secuencia baja pero significativa, y ademas generan patrones
de expresion similares en la epidermis embrionaria. Se ha propuesto que la conservacién en la
ubicacién relativa de los enhancers podria implicar que el espaciamiento y orden de los

enhancers son factores importantes para generar correctamente los contactos fisicos entre
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elementos regulatorios in vivo (enhancer-promotor y enhancer-enhancer) que permiten la

correcta regulacion de la expresion (Frankel et al 2012).

SIP3 CG12680 CG4683 svb first exon

5 A UL
CG12680 svb first exon

Figura 11. Enhancers ortélogos dentro del locus svb de D. melanogaster y D. virilis. Esquema
comparativo entre las regiones regulatorias de svb de ambas especies. Arriba se esquematiza la regién
regulatoria de D. virilis y abajo la de D. melanogaster. Las lineas verticales marcan la posicién de secuencias
cortas (~30 pb) completamente conservadas entre las dos especies, denominadas “anchors”. El hecho de que
ninguna linea vertical se cruce muestra la conservacion estructural del locus svb. Los rectangulos
corresponden a los enhancers de cada especie, D. virilis en celeste y D. melanogaster en rosa. Los enhancers
ortélogos estan ubicados en las mismas posiciones relativas dentro de la regién. Los triangulos amarillos
marcan las regiones codificantes. Modificado de Frankel et al. 2012.

Al estudiar la actividad de los seis enhancers de svb en otros estadios de la ontogenia
de D. virilis, se demostrd que los mismos estan activos en tejidos de la larva y de la pupa. Por
ende, la actividad pleiotropica de los enhancers transcripcionales de svb esta conservada entre
D. melanogaster y D. virilis (Figura 12) (Ignacio Mayansky, Tesis de licenciatura, FCEN-UBA,
2020).
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Figura 12. Los 6 enhancers de svb estan activos en distintos estadios del ciclo de vida de
Drosophila virilis. Esquema del patrén de expresién generado por cada uno de los 6 enhancers de svb a
lo largo de la ontogenia de D.virilis.

La conservacion de la actividad pleiotrépica de los enhancers de svb nos llevé a pensar
que la actividad pleiotrépica de los enhancers podria estar conservada a nivel genémico entre
D. melanogaster y D. virilis. En otras palabras, creemos que una proporcion grande de los
enhancers que eran pleiotrépicos en el ancestro comun de estas dos especies contintan
siendo pleiotrépicos en D. melanogaster y D. virilis. La conservacién evolutiva de la actividad

pleiotrépica de los enhancers sugeriria que la misma es mantenida por seleccion.
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2. Objetives e Hipétesis

Nuestro laboratorio demostré que la actividad pleiotropica de enhancers
transcripcionales esta conservada en el locus svb entre Drosophila melanogaster y Drosophila
virilis. En este contexto, nos preguntamos si la conservacion de la pleiotropia es generalizable
para otros genes de Drosophila. Nos proponemos como objetivo general estudiar la
conservacion evolutiva de la pleiotropia de enhancers entre D. melanogaster y D. virilis a nivel
gendémico. Nos preguntamos si los enhancers que son pleiotrépicos en D. melanogaster
mantienen su actividad pleiotrépica en D. virilis mas frecuentemente que aquellos con

actividad contexto-especifica.

Nuestra hipdtesis de trabajo es la siguiente:
e La actividad pleiotrépica de numerosos enhancers transcripcionales esta conservada en

el género Drosophila.

Los objetivos especificos asociados a esta hipétesis son:
e |dentificar en el genoma de D. virilis a los ortdlogos de dos sets de enhancers de D.
melanogaster, utilizando distintos métodos de busqueda.

e Analizar la actividad de enhancers ortélogos de D. melanogaster y D. virilis en distintos
contextos del desarrollo para determinar si la actividad pleiotropica de los enhancers

esta evolutivamente conservada.
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3. Resultados

Para cumplir con nuestros objetivos, categorizamos enhancers de D. melanogaster
como pleiotropicos o contexto-especificos utilizando informacién de la estructura de la
cromatina en diferentes contextos del desarrollo de esta especie. Posteriormente, realizamos
predicciones de enhancers ortdlogos (a los definidos en D. melanogaster) en el genoma de D.
virilis. Finalmente, analizamos la estructura de la cromatina de dichos enhancers ortélogos a
partir del analisis de datos de ATAC-seq y DNAse-seq en distintos contextos del desarrollo de
D. virilis.

Idealmente, para poner a prueba la hipétesis de la conservacién de la pleiotropia,
deberiamos contar con datos para predecir la actividad de enhancers en al menos una decena
de contextos del desarrollo de D. melanogaster y D. virilis. Al ser D. melanogaster una especie
ampliamente estudiada, existe informacién gendmica cuantiosa, disponible en bases de datos
publicas. La situacion es distinta para D. virilis, que ha sido menos estudiada hasta el
momento. Esto constituye una limitacién para realizar el estudio, ya que al contar con datos de
de pocos contextos en D. virilis, la proporciéon de enhancers con actividad pleiotrépica sera

subestimada.

3.1. Prediccion de enhancers en el genoma de D. melanogaster

Para evaluar la conservacion de la actividad pleiotropica de enhancers entre D.
melanogaster y D. virilis, en primer lugar realizamos predicciones de enhancers activos en el
genoma de D. melanogaster. Para predecir enhancers activos usamos datos gendmicos de
apertura de la cromatina (ATAC-seq y DNAse-seq) y de acetilacién de histona 3 en la lisina 27
(ChiP-seq contra H3K27ac) correspondientes a 7 contextos espacio-temporales distintos:
blastodermo, embrién 14-16 hs, cerebro de larva, disco imaginal de ojo-antena, disco imaginal
de ala, disco imaginal de halterio y cerebro de adulto. Definimos a los enhancers putativos

como regiones de cromatina abierta que contienen la marca epigenética H3K27ac en al menos
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uno de los siete contextos estudiados. Intersectando la informacion de los siete contextos,
consideramos como pleiotrépicos a aquellos enhancers que presentan apertura de la
cromatina y H3K27ac en mas de un contexto espacio temporal (para mas detalles de la
pipeline utilizada ver Materiales y Métodos). De esta manera, identificamos 8062 enhancers
putativos.

A la vez, en nuestro laboratorio habiamos identificado 85944 enhancers a partir de
datos de apertura de la cromatina en 13 contextos espacio-temporales: cerebro de adulto,
blastodermo, embrién 6-8 hs, embridn 16-18 hs, disco imaginal de ojo-antena, disco imaginal
de ala, disco imaginal de halterio, sistema nervioso central de larva, halterio, pata de adulto,
ala, pata de pupa y disco imaginal de pata (lan Laiker, Tesis de Licenciatura, FCEN-UBA,
2020). Para identificar este set de enhancers solo se utilizd apertura de la cromatina como
predictor (no se usaron datos de H3K27ac)

Luego, en ambos sets clasificamos los enhancers en contexto-especificos o
pleiotrépicos. Un enhancer fue categorizado como pleiotrépico si y solo si esta activo en mas
de un contexto espacio-temporal. Para el set definido a partir de datos de apertura de la
cromatina y H3K27ac encontramos que ~38%de los enhancers son pleiotrépicos y ~62% son
contexto-especificos (Figura 13). En el set de enhancers definidos sdlo a partir de la apertura
de la cromatina, estimamos que la mitad de los enhancers son pleiotropicos y la otra mitad

contexto-especificos (Figura 13).

Apertura + H3K27ac Apertura

Pleiotropico
(n =3069)
Pleiotropico

(n = 41943) 51.3%  Contexto-especifico

Contexto-especifico  61.8% (n = 44201)

(n = 4993)

Figura 13. Proporcién de enhancers pleiotrépicos y contexto-especificos en D. melanogaster. A
la izquierda se muestran los resultados obtenidos para el set de enhancers definidos a partir de datos
de apertura de la cromatina y H3K27ac, mientras que el grafico de la derecha corresponde a los
enhancers definidos sélo a partir de datos de apertura de la cromatina.
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A su vez, estudiamos el grado de pleiotropia (la cantidad de contextos en los que un
enhancer presenta actividad) de estos enhancers. Observamos que la mayoria de los
enhancers estan activos en uno, dos o tres contextos espacio-temporales, mientras que pocos

enhancers presentan grados de pleiotropia altos (Figura 14).
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Figura 14. Frecuencia absoluta de enhancers activos por grado de pleiotropia. El grafico
corresponde al set de enhancers definidos a partir de datos de apertura de la cromatina y H3K27ac, el
grado de pleiotropia (numero de contextos) se representa en el eje X.

Asimismo, determinamos cuales son los contextos en los que descubrimos una mayor
cantidad de enhancers. Observamos que los discos imaginales de ala y de ojo-antena son los
contextos que cuentan con mayor cantidad de enhancers activos (Figura 15A), mientras que
los tiempos embrionarios (blastodermo y embriéon de 14 a 16 hs) fueron los contextos con
menor cantidad de enhancers predichos (Figura 15A).

Al observar que una proporcion importante de enhancers en el genoma de D.
melanogaster son contexto-especificos, nos preguntamos cémo se distribuyen este tipo de
enhancers entre los distintos contextos estudiados. Observamos que el contexto
espacio-temporal con mayor proporcion de enhancers contexto-especificos es blastodermo,
seguido por cerebro de larva, y cerebro del adulto (Figura 15B). Por otro lado, el disco imaginal
de halterio, contexto con una frecuencia absoluta de enhancers intermedia (Figura 15B),

presenta la menor proporciéon de enhancers contexto-especificos (Figura 15B). En cuanto a los
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enhancers pleiotropicos, una gran proporcién esta activa en los tres discos imaginales
estudiados (Figura 15). Ademas, se observa que cerebro de larva y cerebro de adulto
comparten una cantidad alta de enhancers activos, lo cual es consistente con lo encontrado
utilizando enhancers definidos sélo a partir de datos de apertura de la cromatina (Figura

Suplementaria 1).
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Figura 15. Distribucidon de enhancers pleiotrépicos y contexto-especificos por contexto. (A)
Upset plot de enhancers de D. melanogaster definidos a partir de apertura de la cromatina y H3K27ac.
Las barras verticales representan la cantidad de enhancers compartidos por los contextos indicados
en la matriz de puntos (cantidad de enhancers por subset), en el grafico solo se muestran cantidades
mayores a 50. La cantidad de enhancers totales activos en cada contexto se muestra con las barras
horizontales a la izquierda. (B) Proporcion de enhancers pleiotropicos y contexto-especificos por
contexto espacio-temporal analizado.
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3.2 Busqueda de enhancers ortélogos en D. virilis

Una vez definidos los enhancers de D. melanogaster buscamos los enhancers ortélogos
en el genoma de D. virilis. Para ello empleamos dos métodos distintos: reciprocal-liftOver y un
método “Alignment-free”. En las siguientes secciones, se detallan los resultados obtenidos

utilizando cada uno de los métodos.

3.2.1 Identificacion de enhancers ortélogos entre D. melanogaster y D. virilis

utilizando reciprocal-liftOver

En primer lugar, intentamos identificar enhancers ortélogos a los de D. melanogaster en
el genoma de D. virilis con un método basado en alineamientos. El método, al que llamamos
reciprocal-liftOver, aprovecha la herramienta /iftOver de manera de encontrar relaciones
uno-a-uno entre secuencias de distintas especies. En otras palabras, al utilizar
reciprocal-liftOver, cada enhancer de D. melanogaster es asignado a un unico segmento en el
genoma de D. virilis y viceversa. Este método permitié encontrar en el genoma de D. virilis al
74,66% de los enhancers de D. melanogaster definidos a partir de informacion de apertura de
la cromatina y H3K27ac (Figura 16). Para el set de enhancers de D. melanogaster definidos

usando datos de apertura de la cromatina, el porcentaje de enhancers que cuentan con un

Apertura + H3K27ac Apertura
Encontados con
Encontados con reciprocal-liftOver
reciprocal-liftOver (n =60164)

(n = 6019)

No encontrados
(n = 2043) No encontrados
(n = 25780)

Figura 16. Cantidad de enhancers de D. melanogaster encontrados en el genoma de D. virilis
utilizando reciprocal-liftOver. A la izquierda se muestra la cantidad de enhancers encontrados y no
encontrados para el set de enhancers definidos a partir de datos de apertura de la cromatina y H3K27ac.
El grafico de la derecha corresponde a los enhancers definidos a partir de datos de apertura.
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Al observar que cerca de un cuarto de los enhancers de D. melanogaster no podian ser
encontrados en el genoma de D. virilis, nos preguntamos cual o cudles son las causas de que
reciprocal-liftOver no logre hallarlos. Utilizando informacion generada por el mismo programa,
observamos que la mayoria de los enhancers de D. melanogaster que reciprocal-liftOver no
encuentra estan presentes soélo parcialmente (la cantidad de bases encontradas no es
suficiente para considerarlo una prediccion exitosa) o no estan presentes en el genoma de D.
virilis (Figura 17). A su vez, para un numero de casos similares no se obtuvo la ubicacion
original en D. melanogaster al realizar el mapeo reciproco, de modo que no es posible

garantizar una relacion de uno-a-uno para estos enhancers (Figura 17).

No estd presente en D
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Figura 17. Sankey plot para enhancers de D. melanogaster con y sin ortélogos predichos por
reciprocal-liftOver en el genoma de D. virilis. Cada barra vertical representa un conjunto. El
sombreado gris indica la proporcion del conjunto de la izquierda que forma parte del conjunto

representado a la derecha. Los datos representados corresponden al set de enhancers definidos a

partir de datos de apertura de la cromatina y H3K27ac.
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3.2.1.1 Ubicaciéon en el genoma de D. melanogaster de los enhancers que no

poseen un ortélogo en D. virilis

Dado que para cerca de un cuarto de los enhancers de D. melanogaster no
encontramos un posible ortélogo en D. virilis, nos preguntamos si la distribucién de estos
elementos es homogénea a lo largo del genoma de D. melanogaster. En otras palabras, nos
preguntamos si los enhancers de D. melanogaster a los que no fue posible asignarles un
ortdlogo en D. virilis se concentran en una regidon especifica del genoma. En términos
generales, observamos que la distribucién de los enhancers es relativamente homogénea a lo
largo de los cromosomas de D. melanogaster, a excepcion del cromosoma X, el cual presenta
una mayor densidad de enhancers sin ortélogo que el resto de los autosomas (Figura 18).
También se observa un unico enhancer no encontrado en el cromosoma Y, y una alta densidad

de enhancers que no estan presentes en D. virilis en el cromosoma 4 (Figura 18).
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Figura 18. Ubicacion de los enhancers de D. melanogaster que no tienen ortélogo en D. virilis. Las
barras verticales grises representan a 7 cromosomas/brazos cromosémicos de D. melanogaster, donde
su altura representa su tamano. Las lineas horizontales muestran la ubicacién de los elementos no
encontrados en D. virilis, y su color representa el motivo por el cual no fueron encontrados.
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Posteriormente cuantificamos la proporcién de enhancers de D. melanogaster sin
ortélogo en D. virilis por cromosoma (numero de enhancers sin ortélogo dividido el numero
total de enhancers en el cromosoma). Los resultados fueron consistentes con lo observado
anteriormente (Figura 18); aproximadamente el 30% de los enhancers ubicados en el
cromosoma X no tienen un ortélogo asignado por reciprocal-liftOver en el genoma de D. virilis.
Este porcentaje es mayor que el de los brazos cromosémicos 2R, 2L, 3R y 3L, que presentaron
porcentajes de enhancers sin ortdlogos predichos de aproximadamente 15% (Figura 19). Esto
podria implicar que las regiones regulatorias del cromosoma X evolucionan a mayor velocidad

que aquellas ubicadas en los autosomas 2 y 3.
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Figura 19. Proporcién de enhancers sin ortélogos predichos por cromosoma/brazo cromosémico
de D. melanogaster. La proporcioén fue calculada como numero de enhancers sin ortdlogo dividido el
numero total de enhancers por cromosoma. Arriba de cada barra se incluye la frecuencia absoluta de

enhancers por cromosoma/brazo cromosémico.

A su vez, se observa que un unico enhancer se ubica en el cromosoma Y de D.
melanogaster, y el mismo no fue encontrado en D. virilis. También es importante destacar que
aproximadamente el 40% de los enhancers del cromosoma 4 no parecen poseer un ortdlogo

en D. virilis (Figura 19).
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3.2.1.2 Un gran porcentaje de los enhancers ortélogos esta flanqueado por los

mismos genes en las dos especies

Se sabe que los enhancers de Drosophila melanogaster suelen regular al gen mas
cercano a ellos (Massouras et al, 2012; Kvon et al, 2014). Teniendo esto en mente, nos
preguntamos si los enhancers ortélogos estan flanqueados por los mismos genes en los dos
genomas analizados. Para responder esta pregunta, determinamos no sélo la ubicacién de
enhancers ortdlogos en las dos especies, sino también la ubicacién de genes ortélogos en los
dos genomas utilizando BLASTP reciproco. En el analisis se tuvieron en cuenta solamente
genes de D. melanogaster que posean ortdlogos en D. virilis y viceversa. Para cada enhancer,
se determind el par de genes flanqueantes (el gen mas cercano rio arriba del enhancer y el gen
mas cercano rio abajo del mismo) en las dos especies. Posteriormente, analizamos si estos
genes eran los mismos en las dos especies. Observamos que mas del 90% de los enhancers
con ortdlogo predicho por reciprocal-liftOver conserva al menos uno de sus dos genes
flanqueantes, obteniéndose el mismo resultado para los dos sets de enhancers de D.
melanogaster estudiados (Figura 20). A su vez, aproximadamente la mitad de los enhancers de
los dos sets estan flanqueados por los mismos genes en las dos especies (Figura 20).
Nuestros resultados sugieren que la ubicacion de los enhancers en relacion a sus genes mas
cercanos posee restricciones evolutivas, dado que se encuentra conservada entre especies

muy distantes.
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Figura 20. La mayoria de los enhancers de D. melanogaster que poseen un ortélogo en D. virilis
estan flanqueados por los mismos genes en las dos especies. El grafico de la izquierda
corresponde al set de enhancers definidos a partir de datos de apertura de la cromatina y H3K27ac,
mientras que el de la derecha corresponde a los enhancers definidos sélo a partir de datos de
apertura de la cromatina. La altura a la que se ubica la linea punteada representa la cantidad de
enhancers de D. melanogaster con un ortdlogo en D. virilis predicho por reciprocal-liftOver.

3.2.2 Identificacion de enhancers ortélogos entre D. melanogaster y D. virilis

utilizando un método basado en la presencia de secuencias cortas conservadas

(método “Alignment-free”)

Para buscar enhancers ortdlogos a los de D. melanogaster en el genoma de D. virilis,
implementamos un método de prediccion que no utiliza alineamientos, al que nos referiremos
como método “Alignment-free” (Arunachalam et al, 2010). Este método analiza la similitud en
la composicion de palabras (k-mers) entre las secuencias, independientemente del orden y
orientacion de los k-mers. La prediccidn de secuencias ortélogas se realiza en un espacio de
busqueda delimitado por la ubicacién de los genes flanqueantes a cada enhancer de D.
melanogaster en el genoma de D. virilis. Por ende, para realizar la prediccion, se define para

cada enhancer su region intergénica correspondiente en el genoma de D. virilis. Para
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aproximadamente el 30% de los enhancers de D. melanogaster de ambos sets estudiados, no
fue posible identificar una region intergénica ortéloga en el genoma de D. virilis (Figura 21). La
incapacidad de definir una regién intergénica ortéloga en D. virilis radica en la imposibilidad de

encontrar a los genes flanqueantes al enhancer de D. melanogaster en el genoma de D. virilis.

Apertura + H3K27ac Apertura

n: 25590

Predicciones significativas
(FDR < 0.05)

Predicciones no significativas

. Sln region intergénica ortdloga

Figura 21. Prediccion de enhancers ortélogos a partir del método “Alignment-free”. A la
izquierda se muestran los resultados obtenidos para el set de enhancers definidos a partir de datos de
apertura de la cromatina y H3K27ac (Apertura + H3K27ac), mientras que a la derecha se muestran los

resultados del set definido a partir de datos de apertura de la cromatina.

Para la mayoria de los enhancers de ambos sets, el método “Alignment-free” permitio
identificar una secuencia ortéloga en el genoma de D. virilis (61,27 % para apertura y 60,85%

para apertura+H3K27ac) (Figura 21).

3.2.3 Comparacion de los resultados obtenidos con reciprocal-liftOver y el

método “Alignment-free”

Habiendo predicho enhancers ortdlogos en el genoma de D. virilis utilizando dos
meétodos distintos, nos propusimos comparar los resultados de las predicciones. Resumiendo
informacion mostrada en las secciones anteriores, reciprocal-liftOver logra predecir ortdlogos
en el genoma de D. virilis para una mayor cantidad de enhancers de D. melanogaster que el

método “Alignment-free” (Figura 22A). Esto ocurre tanto para el set de enhancers definidos a
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partir de datos de apertura de la cromatina, como para aquellos definidos a partir de
informacién de apertura y acetilacién. También cuantificamos la cantidad de casos en los que
los dos métodos coinciden en las predicciones de ortélogos. Observamos que las
predicciones coinciden para el 41,46% de los enhancers del set de aperturay para el 43,96%
de los enhancers del set de apertura+acetilacion (Figura 22B). Por ende, las predicciones no
coinciden para un porcentaje importante de los enhancers de ambos sets (Figura 22B). Esto
implica que los dos métodos podrian complementarse entre si (reciprocal-liftOver podria
predecir enhancers ortélogos que el método “Alignment-free” no predice y viceversa).

Es importante mencionar que para 420 enhancers de D. melanogaster pertenecientes al
set obtenido a partir de datos de apertura de la cromatina y H3K27ac se obtuvieron
predicciones no coincidentes entre los dos métodos. Este niumero fue de 4931 enhancers para
aquellos definidos a partir de la apertura de la cromatina en D. melanogaster. Es decir, los
casos en los que los métodos predicen ortdlogos distintos en el genoma de D. virilis para un

mismo enhancer de D. melanogaster son minoritarios.
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B. Apertura + H3K27ac Apertura
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@ alignment-free O Reciprocal liftOver (n: 60174)

Figura 22. Comparacion de las predicciones obtenidas utilizando reciprocal-liftOver y el método
“Alignment-free”. Tanto en (A) como en (B) se muestran a la izquierda los resultados obtenidos
utilizando los enhancers de D. melanogaster definidos a partir de datos de apertura y acetilaciéon de la
cromatina, y a la derecha los obtenidos para los enhancers definidos a partir de datos de apertura de
la cromatina Unicamente. (A) Cantidad de enhancers con un ortélogo predicho por cada uno de los
métodos. La altura a la que se ubica la linea punteada representa la cantidad total de enhancers
totales del set correspondiente. (B) Diagrama de Venn que ilustra el solapamiento entre los dos
conjuntos de predicciones.

3.2.4 El grado de pleiotropia de un enhancer de D. melanogaster no afecta la

probabilidad de encontrar su ortélogo en D. virilis

Al estar activos en varios contextos espacio-temporales, es l6gico pensar que los
enhancers pleiotrépicos estén sometidos a mayor seleccion purificadora que aquellos
enhancers contexto-especificos. En la misma linea, es posible pensar que las restricciones
evolutivas serian mas fuertes cuanto mayor sea el grado de pleiotropia de un enhancer. Nos
preguntamos si estas restricciones evolutivas se traducirian en una conservacién de secuencia
en los enhancers pleiotrépicos que facilite la deteccion de sus enhancers ortdlogos, sesgando
asi el analisis. Para responder esta pregunta estudiamos el grado de pleiotropia de los
enhancers de D. melanogaster para los cuales fue posible encontrar un ortélogo en D. virilis. Si
el grado de pleiotropia afectase la probabilidad de encontrar enhancers ortélogos,
esperariamos que los enhancers con un ortélogo predicho en D. virilis no respeten las

proporciones de entre pleiotrépicos y contexto-especificos de D. melanogaster. Sin embargo,
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observamos que la proporcién de enhancers pleiotrépicos en D. melanogaster para los que se
encontré un ortélogo en D. virilis es muy similar a la proporcién original de enhancers
pleiotrépicos definidos en D. melanogaster, independientemente del método utilizado para
realizar la busqueda de secuencias ortdlogas (Figura 23). En otras palabras, el conjunto de
enhancers que poseen un ortoélogo en D. virilis no esta enriquecido en enhancers con actividad
pleiotrépica en D. melanogaster. Se obtuvieron los mismos resultados para el set de enhancers
de D. melanogaster definido a partir de informacion de apertura y H3K27ac (Figura 23) y para el

set definido sélo a partir de datos de apertura de la cromatina (datos no mostrados).

Ambos metodos 4

Métodos de
busquedade <
ortoélogos

Alignment-free 4

Reciprocal-liftOver 4

D. melanogaster 4

Proporcién

Contexto-especificos - Pleiotropicos

Figura 23. La actividad pleiotrépica en un enhancer de D. melanogaster no afecta la
probabilidad de encontrar su ortélogo en D. virilis. La barra inferior muestra la proporcién de
enhancers pleiotrépicos pertenecientes al set de enhancers consenso de D. melanogaster definido a
partir de datos de apertura y H3K27ac. El resto de las barras representan la proporcién de enhancers
pleiotrépicos que poseen un ortdlogo en D. virilis, encontrado utilizando el método que se indica en el
eje.

Al estudiar el grado de pleiotropia en D. melanogaster de aquellos enhancers que
poseen un ortélogo en D. virilis, nuevamente encontramos que la proporcion de enhancers
para cada grado de pleiotropia se mantiene. Las proporciones correspondientes a los distintos
meétodos empleados para predecir ortélogos no presentan grandes diferencias entre si (Figura

24). Una posible explicacién para estos resultados es que la conservacion a nivel secuencia de
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cualquier enhancer, solo por el hecho de ser un elemento funcional, alcanza un umbral minimo

que permite la deteccion de ortélogos, independientemente de su grado de pleiotropia.
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Figura 24. El grado de pleiotropia en un enhancer de D. melanogaster no afecta la probabilidad
de encontrar su ortélogo en D. virilis. La barra inferior muestra la proporcién de enhancers por
grado de pleiotropia en el set de enhancers consenso de D. melanogaster definido a partir de datos de
apertura y H3K27ac. El resto de las barras representan la proporcion de enhancers que poseen un
ortélogo para cada grado de pleiotropia, habiendo sido el ortélogo encontrado utilizando el método
que se indica en el eje Y. Tonos mas oscuros de azul representan grados de pleiotropia mas altos.

3.3 Definicion de enhancers consenso en D. virilis

Empleando una metodologia similar a la utilizada para definir enhancers consenso en D.
melanogaster, definimos elementos consenso activos en el genoma de D. virilis utilizando
datos de apertura de la cromatina. Para estudiar la actividad pleiotropica de enhancers es
necesario identificar elementos activos en mas de un contexto espacio-temporal. Al definir
enhancers consenso, integramos la informacién de la estructura de la cromatina en distintos
contextos del desarrollo, permitiéndonos categorizar enhancers como pleiotropicos o
contexto-especificos. Los datos de apertura de la cromatina utilizados corresponden a

experimentos de DNAse-seq en embrion de 2 a 5 hs (blastodermo) y embrién de 19 a 22 hs
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(estadio equivalente a embrion de 14-16 hs en D. melanogaster), y experimentos de ATAC-seq
en discos imaginales de ojo-antena. Para la especie D. virilis no contamos con datos de
H3K27ac en ninguno de estos contextos, por o que consideramos como posibles enhancers
activos a regiones de cromatina abierta. Logramos predecir la presencia de 28943 enhancers
activos en el genoma de D. virilis, los cuales fueron categorizados como pleiotropicos (activos
en mas de un contexto) o contexto-especificos (activos en un unico contexto). Encontramos
que un porcentaje importante de los enhancers son pleiotropicos, representando casi el 40%
del total (Figura 25A). Aproximadamente el 85% de los enhancers pleiotrépicos esta activo en
dos contextos espacio-temporales distintos, mientras que los restantes presentan actividad en

los tres contextos estudiados (Figura 25B).
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Contexto-especifico
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Cantidad de enhancers activos
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Figura 25. Actividad pleiotropica de los enhancers consenso de D. virilis. (A) Grafico de torta que ilustra
la proporcion de enhancers pleiotrépicos y contexto-especificos. (B) Cantidad de enhancers (eje Y) por
grado de pleiotropia (nUmero de contextos con actividad, eje X)

Al analizar cuantos enhancers estan activos en las distintas combinaciones de los tres
contextos analizados, encontramos que la mayoria de los enhancers contexto-especificos
estan activos en embrion de 2-5hs (blastodermo) 6 en disco imaginal de ojo-antena (Figura 26).
A su vez, observamos que una gran proporcion de los enhancers pleiotrépicos corresponden a

enhancers activos en los dos estadios de la embriogénesis estudiados (Figura 26).
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Figura 26. Upset plot de enhancers de D. virilis definidos a partir de informacion de apertura de
la cromatina. Las barras verticales representan la cantidad de enhancers compartidos por los
contextos indicados en la matriz de puntos. La cantidad de enhancers totales activos por contexto se
muestra con las barras horizontales a la izquierda.

3.4 Actividad de los enhancers predichos en D. virilis y D. melanogaster

Teniendo las predicciones de enhancers en el genoma de D. virilis (seccion 3.2) y
habiendo definido elementos consenso activos de D. virilis (seccion 3.3.), estudiamos la
apertura de la cromatina en cada uno de los enhancers predichos. ¢Cual es la proporcion de
elementos predichos que presenta cromatina abierta en D. virilis? §Alguno de los métodos
utilizados funciona mejor para predecir enhancers ortélogos activos?

Para responder estas preguntas analizamos la superposicidn entre los enhancers
predichos en D. virilis por los distintos métodos y los elementos consenso activos de D. virilis.
Encontramos que ~30% de los enhancers predichos por ambos métodos estan activos en al
menos un contexto de los analizados en D. virilis (Figura 27). Reciprocal-liftover es el método
que individualmente logra detectar una mayor proporcion de enhancers activos, siendo la

performance del método “Alignment-free” ligeramente menor (Figura 27).
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Figura 27. Actividad de los enhancers ortélogos predichos en D. virilis. Cada una de las barras
representa un método distinto utilizado para buscar ortélogos. La porcién de la barra color azul oscuro
representa la proporcion de predicciones con actividad en al menos uno de los tres contextos
estudiados en D. virilis.

Posteriormente, nos preguntamos qué porcentaje de enhancers activos en un
determinado contexto en D. melanogaster mantiene su actividad en el mismo contexto en D.
virilis. Este analisis nos permitiria inferir cual de los contextos estudiados tiene una mayor
conservacion de su repertorio de enhancers. Para realizar este analisis utilizamos los
enhancers de D. melanogaster predichos con apertura y acetilacion. Al intersectar los
enhancers activos en el mismo contexto en las dos especies, observamos que el disco
imaginal de ojo-antena es el contexto con mayor conservacion de enhancers activos (Figura
28). Este resultado es independiente del método de prediccion de ortélogos utilizado.
Nuevamente, los porcentajes de enhancers activos en el mismo contexto en ambas especies
fueron mayores cuando el método utilizado para predecir ortélogos en D. virilis fue
reciprocal-liftOver. Segun estas predicciones, casi la mitad de los enhancers de disco imaginal

de ojo-antena estan activos tanto en D. virilis como en D. melanogaster.
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Figura 28. Cantidad de enhancers activos en un mismo contexto en las dos especies. Los porcentajes incluidos
en los graficos corresponden a los enhancers activos tanto en D. melanogaster como en D. virilis en el contexto
indicado. La altura de la barra representa la cantidad total de enhancers de D. melanogaster.

3.5 Conservacion de la actividad pleiotropica de enhancers entre D. melanogaster

y D. virilis

El objetivo principal de esta tesis es determinar si la actividad pleiotropica de los
enhancers esta evolutivamente conservada entre D. melanogaster y D. virilis. Nos preguntamos
si los enhancers que son pleiotropicos en D. melanogaster mantienen su actividad pleiotropica
en D. virilis mas frecuentemente que aquellos con actividad contexto-especifica.

Para dar respuesta a este interrogante, analizamos a los enhancers de D. melanogaster
que pueden ser categorizados como pleiotropicos estudiando su actividad en blastodermo,
embridn tardio y disco imaginal de ojo-antena. De esta manera, serian considerados
pleiotropicos aquellos enhancers activos en al menos dos de estos contextos. Elegimos

categorizar a los enhancers a partir de su actividad en estos tres contextos puesto que

53



contamos con informacion de estructura de la cromatina en las dos especies. De esta manera,
los enhancers ortélogos de D. virilis también fueron categorizados en pleiotrépicos o
contexto-especificos utilizando informacién de contextos equivalentes.

Para el set de enhancers de D. melanogaster definidos a partir de datos de apertura de
la cromatina y H3K27ac utilizamos informacion de tres contextos equivalentes entre D.
melanogaster y D. virilis. Sin embargo, para el set de enhancers de D. melanogaster definido a
partir de informacién de apertura de la cromatina (que fue obtenido antes de la realizacion de
esta tesis) no contdbamos con informacién equivalente a embrion de 18-22 hs en D. virilis
(14-16 hs en D. melanogaster). Esto representa un problema a la hora de evaluar la
conservacion de la pleiotropia utilizando estadios equivalentes entre las dos especies. Para
solucionar este problema, analizamos la actividad de enhancers en embrién de D.
melanogaster de 14-16 hs a partir de la superposiciéon entre los elementos consenso
previamente definidos y los picos de apertura correspondientes a este estadio. Asi, un
enhancer incluido en el set que se superponga en al menos un 50% de su extensién con un
pico de apertura correspondiente a embridén de 14-16 hs es considerado un enhancer activo en
dicho estadio. Entonces, definimos como enhancers contexto-especificos de embrién 14-16 hs
a aquellos picos de apertura de la cromatina que no se superponen con ninguno de los
elementos consenso previamente definidos.

Por otro lado, consideramos que un enhancer es contexto-especifico cuando esta
activo solamente en blastodermo o embrién tardio o disco de ojo-antena, incorporando
también la informacion de todos los contextos estudiados en D. melanogaster. Es decir, para el
set de enhancers de D. melanogaster definidos solo a partir de apertura de la cromatina,
consideramos como contexto-especifico a los enhancers activos en sélo uno de los 3
contextos y que no estuviesen activos en los 10 contextos estudiados, y para los definidos con
datos de apertura y acetilacién consideramos como contexto-especifico a los enhancers
activos en soélo uno de los 3 contextos y que no estuviesen activos en los otros 4 contextos
estudiados. De esta manera, logramos clasificar a 14126 enhancers como
contexto-especificos para el set de apertura (Figura 29A) y 1808 para el set de apertura y
H3K27ac (Figura 29C).

A partir de este analisis, determinamos que la proporcion de enhancers con actividad

pleiotropica conservada es mayor que la proporcién de enhancers contexto-especificos
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(definidos como contexto-especificos en D. melanogaster) con actividad conservada en las dos
especies (Figura 29B y D). Este resultado es obtenido independientemente del set de
enhancers empleado y el método de busqueda de ortdlogos utilizado. Que la proporcion de
enhancers con actividad pleiotropica conservada sea mayor a la proporcion de enhancers
contexto-especificos que estan activos en las dos especies demuestra que la pleiotropia de
enhancer es una funcién evolutivamente conservada entre especies distantes.

Para el set de apertura, observamos que el porcentaje de enhancers con actividad
pleiotrépica conservada alcanza un 19,89% cuando se emplea reciprocal-liftOver para predecir
enhancers ortélogos en D. virilis (Figura 29B). Este porcentaje es considerablemente mayor que
el 12,38% que representan los enhancers contexto-especificos de D. melanogaster que
también estan activos en D. virilis (Figura 29B).

Para el set de enhancers definidos a partir de apertura de la cromatina y H3K27ac las
mayores proporciones de enhancers conservados también se obtienen cuando
reciprocal-liftOver es el método de prediccion de ortdlogos utilizado. En este caso, el 41,92%
de los enhancers pleiotrépicos de D. melanogaster conservan su actividad pleiotropica en D.
virilis, mientras que el 32,46% de enhancers contexto-especifico en D. melanogaster también

estan activos en D. virilis (Figura 29D).
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Figura 29. Conservacion de la actividad pleiotropica de enhancers entre D. melanogaster y D. virilis. (A) y (B)
Resultados para enhancers de D. melanogaster definidos por apertura de cromatina. (C) y (D) Resultados para
enhancers definidos por apertura de cromatina y presencia de H3K27ac. En los cuatro paneles, el eje X representa el
método de prediccién de enhancers ortélogos en D. virilis. (A) y (C) Se muestra en tonos de azul la cantidad de
enhancers pleiotrépicos en D. melanogaster junto con los que son pleiotropicos en ambas especies,y en tonos de rosa
la cantidad de enhancers contexto-especificos y los que estan activos en ambas especies. (B) y (D) En azul se indica la
proporcién de enhancers pleiotropicos en D. melanogaster con actividad conservada en ambas especies, y en magenta
la proporcién de enhancers contexto-especificos de D. melanogaster con actividad también en D. virilis.
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4. Discusion y conclusiones

En esta tesis corroboramos que un porcentaje alto de los enhancers de D. melanogaster
son pleiotrépicos. Observamos que aproximadamente el 40% de los enhancers identificados a
partir de informacién de apertura de la cromatina y H3K27ac tienen actividad pleiotrépica en D.
melanogaster (Figura 13). Anteriormente en nuestro laboratorio habiamos calculado que
aproximadamente la mitad de los enhancers son pleiotrépicos, usando datos de apertura de la
cromatina (lan Laiker, Tesis de licenciatura, FCEN-UBA, 2020). Esta diferencia puede ser
explicada por la cantidad de contextos espacio-temporales considerados en cada analisis. El
set de enhancers definido en esta tesis corresponde a informacién de 7 tejidos y/o momentos
del desarrollo distintos, mientras que el otro set de enhancers estudiado incorpora informacion
de 13 contextos diferentes. Teniendo en cuenta que se ha demostrado que la proporcion de
enhancers pleiotrépicos aumenta con el numero de contextos espacio-temporales
incorporados al analisis (Laiker y Frankel, 2022), es esperable que el set definido en esta tesis
tenga una menor proporcién de enhancers con actividad pleiotropica.

Observamos que tener en cuenta datos de acetilacion para identificar enhancers
cambia sustancialmente la cantidad de enhancers putativos obtenidos. El set de enhancers
definido en esta tesis incorpora informacion de H3K27ac, lo cual constituye un requisito
adicional para considerar que una region de cromatina abierta es un enhancer putativo. Al ser
mas exigentes en la prediccion de enhancers y estar considerando informacién
correspondiente a un numero menor de contextos, no es sorprendente que el set definido en
esta tesis esté compuesto por una cantidad menor de elementos consenso.

En el set de enhancers definido con informacion de apertura de la cromatina y de
H3K27ac, observamos que un gran porcentaje de los enhancers pleiotrépicos estan activos en
los discos imaginales de ala, de halterio y de ojo-antena (Figura 15). Estos resultados son
consistentes con datos reportados previamente, que indican que los discos imaginales

cuentan con un repertorio compartido de enhancers (McKay y Lieb, 2013). Es decir, a pesar de
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dar lugar a estructuras morfoldgicas muy distintas, los discos imaginales tienen redes de
regulacion genética que usan mayormente los mismos enhancers (McKay y Lieb, 2013).

Al buscar enhancers ortélogos a los de D. melanogaster en el genoma de D. virilis
usando reciprocal-liftOver, notamos que el cromosoma X de D. melanogaster posee una mayor
proporcion de enhancers sin ortdlogo en D. virilis. Comparando el cromosoma X con los brazos
cromosomicos 2R, 2L, 3R y 3L, que tienen tamanos y cantidades de enhancers similares,
encontramos que la proporcién de enhancers sin ortdlogo es el doble en el cromosoma X
(Figura 19). Nuestros hallazgos son consistentes con la idea de que los cambios en la
expresion génica en Drosophila son mas rapidos para los genes en el cromosoma X que para
los genes en los autosomas (el efecto “faster-X”) (Meisel et al, 2012). La evolucién de la
expresion génica mas rapida en el X también fue observada en mamiferos terios (Brawand et
al, 2011). La mayor divergencia en la expresidon génica de genes del cromosoma X de
Drosophila podria estar explicada por la ganancia/pérdida o la divergencia a nivel secuencia de
elementos regulatorios en el cromosoma X a lo largo de la evolucion. Por otro lado, debido a
las caracteristicas particulares del cromosoma 4 (elemento de Muller F), como su alto
contenido de heterocromatina y su alto contenido repetitivo, no es sorprendente que el mismo
presente una proporcién alta de enhancers sin ortélogo en D. virilis (Figura 19).

La busqueda de ortdlogos con reciprocal-liftOver también nos permitié determinar que
la mayoria de los enhancers estan flanqueados por los mismos genes en las dos especies, a
pesar de los ~40 millones de afios de divergencia entre ellas. Sabiendo que los enhancers de
D. melanogaster suelen regular al gen mas cercano (Massouras et al, 2012; Kvon et al, 2014), la
conservacion posicional de los enhancers con respecto a sus genes flanqueantes podria
indicar la presencia de restricciones evolutivas. Es decir, los enhancers mantendrian sus
posiciones a lo largo de la evolucion “para” conservar interacciones con el promotor basal de
su(s) gen(es) blanco.

Al buscar enhancers ortélogos mediante el método “Alignment-free”, en muchos casos
no fue posible establecer un espacio de busqueda (una region ortéloga) en D. virilis. Este es el
principal motivo por el cual encontramos menos enhancers ortélogos con este método,
comparado con reciprocal-liftOver. A futuro, podrian introducirse mejoras en el método
“Alignment-free” que permitan definir una regién de busqueda para una mayor cantidad de

enhancers. Por ejemplo, se podria tener en cuenta una mayor cantidad de genes flanqueantes
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(no solamente los dos genes mas cercanos al enhancer), para definir esta regién. A su vez,
contar con mejores anotaciones de genes en las especies estudiadas también podria aumentar
el numero de predicciones exitosas.

En términos generales, para un determinado enhancer de D. melanogaster los dos
métodos suelen predecir la misma ubicacion en D. virilis, a pesar de estar basados en
propiedades diferentes de las secuencias gendmicas. Esto confiere robustez a nuestras
predicciones. A su vez, los métodos poseen una performance similar en cuanto a la deteccion
de enhancers ortélogos activos (Figura 27). En ambos casos, mas del 25% de los ortdlogos
predichos tienen actividad en D. virilis. A priori, este porcentaje de enhancers activos en D.
virilis puede parecer bajo, pero es importante recordar que las predicciones provienen de
estudiar la actividad de enhancers de D. melanogaster en 7 contextos distintos (set apertura +
H3K27ac), mientras que en D. virilis solo contamos con informacién de 3 contextos.
Claramente, dicho porcentaje seria mayor si se estudiase la actividad de estos enhancers
predichos en una mayor cantidad de contextos en D. virilis. Es decir, para obtener un numero
preciso de enhancers ortdlogos activos en las dos especies, deberia estudiarse el mismo
numero de contextos espacio-temporales en ambas especies.

Resultados previos de nuestro laboratorio y de otros grupos sugieren que cuanto mas
pleiotropico es un enhancer, mayor es su conservacion evolutiva (Fish et al, 2017; Singh y Yi,
2021, lan Laiker, Tesis de Licenciatura, FCEN-UBA, 2020) . Utilizando scores de PhastCons, se
observd que el grado de pleiotropia de un enhancer esta correlacionado positivamente con la
conservacién evolutiva de su secuencia (lan Laiker, Tesis de Licenciatura, FCEN-UBA, 2020).
Teniendo esto en mente, esperabamos que los enhancers pleiotropicos de D. melanogaster
fuesen mas faciles de encontrar en el genoma de D. virilis. Sin embargo, independientemente
del método utilizado para buscar enhancers ortdlogos, se observod que la probabilidad de
encontrar un ortélogo es independiente de si el enhancer es pleiotrépico o contexto-especifico.
Estos resultados, que en un principio pueden parecer contrapuestos, fueron obtenidos
mediante metodologias muy distintas: el score de PhastCons incorpora informacion de 27
especies distintas (phastCons27way), mientras que en esta tesis analizamos solo dos
especies. Nuestros resultados podrian ser explicados por el hecho de que la conservacion a

nivel secuencia de cualquier enhancer, solo por el hecho de ser un elemento funcional, alcanza
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un umbral minimo que permite la deteccion de ortélogos, independientemente de su grado de
pleiotropia.

Nuestros resultados demuestran que la proporcion de enhancers con actividad
pleiotropica conservada es mayor que la proporcion de enhancers contexto-especificos que
estan activos en las dos especies (Figura 29). Este resultado sugiere que la actividad
pleiotropica de los enhancers es importante en los genomas animales, ya que esta conservada
evolutivamente en especies distantes. Creemos que la proporcién de enhancers con actividad
pleiotrépica conservada calculada en esta tesis es una subestimacion, puesto que solamente
disponemos de informacién correspondiente a tres contextos en D. virilis. Resultados previos
de nuestro laboratorio demuestran que la proporcidn de enhancers pleiotrépicos de D.
melanogaster aumenta al considerar mas contextos espacio-temporales en el analisis (lan
Laiker, Tesis de Licenciatura, FCEN-UBA, 2020). Es razonable suponer que esto también
ocurre en D. virilis. Si al estudiar mas contextos la proporcion de enhancers con actividad
pleiotrépica aumenta en D. melanogaster y D. virilis, es plausible que también aumente la
proporciéon de enhancers pleiotropicos conservados entre ambas especies. Creemos que la
proporcion de enhancers contexto-especificos con actividad conservada en las dos especies
podria mantenerse, o inclusive disminuir, al incorporar mas contextos al analisis. Esto se
explicaria por dos efectos contrapuestos: por un lado al incorporar un nuevo contexto
estariamos también incorporando enhancers contexto-especificos activos en ese contexto v,
por otro lado, enhancers previamente categorizados como contexto-especificos que estén
activos en este nuevo contexto pasarian a ser considerados pleiotrépicos.

Al identificar enhancers con actividad pleiotrépica conservada podemos suponer que
estos enhancers eran pleiotrépicos en el ancestro comun de D. melanogaster y D. virilis. Sin
embargo, un enhancer podria ser pleiotropico en D. melanogastery D. virilis por convergencia.
Dado que estudiamos la pleiotropia de enhancers ortdlogos en los mismos contextos en las
dos especies, la conservacion de la actividad pleiotropica ancestral es el escenario mas
probable, pero, dado que estudiamos solamente dos especies, no puede descartarse un
escenario de convergencia. Para un analisis riguroso de la conservacion deberian incorporarse
mas especies al analisis, de forma de poder inferir el estado ancestral en la actividad de cada
uno de los enhancers estudiados. Incorporar mas especies al analisis ayudaria a entender si

los enhancers contexto-especificos surgen evolutivamente como tales, o si derivan de
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enhancers pleiotropicos que van perdiendo actividad a lo largo de su evolucion. En este ultimo
caso, esperariamos encontrar que la proporcidn de enhancers ancestralmente pleiotrépicos
que pasan a ser contexto-especificos en las especies derivadas sea mayor que la proporcion

de enhancers contexto-especificos que se convierten en pleiotropicos.
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9. Materiales y métodos

5.1 Datos publicos utilizados

Todos los datos utilizados en esta tesis fueron extraidos de bases de datos publicas.
Para la prediccion de enhancers transcripcionales activos de Drosophila melanogaster se
utilizaron datos de secuenciacion masiva (NGS) de apertura de cromatina y de acetilacion de la
lisina 27 de la histona 3 (H3K27ac) de siete tejidos o estadios del desarrollo. La busqueda de
estos datos de estructura de la cromatina fue realizada utilizando ChlIP-Atlas (Zou et al 2021), y
todos los datos estan depositados en la base de datos Sequence Read Archive
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra).

Por otra parte, para predecir enhancers activos en Drosophila virilis, se utilizaron datos
de apertura de la cromatina de tres contextos espacio-temporales obtenidos de la misma
manera que los datos correspondientes a D. melanogaster.

A continuacion se muestra informacion correspondiente a todos los datos analizados:

Estadio del

Especie desarrollo Tejido/Organo Experimento ID SRA
H3K27ac

D. melanogaster  Adulto Cerebro (ChlP-seq) SRA543291
H3K27ac

D. melanogaster  Embrion Embrion 14-16hs (ChlP-seq) SRA082456
H3K27ac

D. melanogaster | Embridn Blastodermo (ChlP-seq) SRA1547818
H3K27ac

D. melanogaster  Embrion Blastodermo (ChlP-seq) SRA174152
H3K27ac

D. melanogaster  Embrion Blastodermo (ChIP-seq) SRA998002
H3K27ac

D. melanogaster  Larva Cerebro (ChlP-seq) SRA538131

Disco imaginal de H3K27ac
D. melanogaster Larva ojo-antena (ChlP-seq) SRA092341
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D. melanogaster  Larva Disco imaginal de ala ATAC-Seq SRA1474857
D. melanogaster Larva Disco imaginal de ala ATAC-Seq SRAB00592

D. melanogaster Larva Disco imaginal de ala ATAC-Seq SRA1470826
D. virilis Embrion Blastodermo DNAse-Seq PRJEB10089
D. virilis Embrién 19-22 hs DNAse-Seq PRJEB40271

Disco imaginal de
D. virilis Larva ojo-antena ATAC-Seq PRJINA397746

5.2 Procesamiento de secuencias y alineamientos a los genomas de referencia

Todos los archivos en formato SRA fueron descargados y transformados a formato
FASTQ a través de un script de BASH, utilizando el programa parallel-fastq-dump

(https://qithub.com/rvalieris/parallel-fastg-dump). El control de calidad de las lecturas fue

realizado utilizando el programa fastqc

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/). El control de calidad incluyé la

evaluacion de la longitud de las lecturas, la calidad base por base, el contenido de GC, los
niveles de duplicacién y el contenido de adaptadores, entre otros aspectos importantes. Los
archivos FASTQ fueron procesados utilizando el programa bbduk y un archivo conteniendo
secuencias conocidas de adaptadores de lllumina, ambos incluidos en el paquete de

programas bbmap (https://sourceforge.net/projects/bbmap/). Como resultado, las lecturas son

recortadas de forma de eliminar la secuencia correspondiente a adaptadores, o filtradas en
caso de que, al eliminar los adaptadores, la secuencia remanente sea muy corta. Los
parametros utilizados para correr bbduk fueron ktrim=r k=23 hdist=1 mink=11 mlif=.5
rcomp=t para experimentos single end 6 ktrim=r k=23 hdist=1 tho tpe mink=11 mlif=.5
rcomp=t en el caso de experimentos paired end. Para verificar que las secuencias
correspondientes a adaptadores hayan sido eliminadas, se realizé un segundo control de
calidad utilizando fastqc.

Los archivos FASTQ fueron alineados al genoma de referencia de Drosophila

melanogaster version dm6 (https://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenPath/dm6/bigZips/) o al

genoma de referencia de Drosophila virilis version droVir3
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(https://hgdownl .S0e. . IdenPath/droVir3/bigZi segun corresponda. Todos los
alineamientos fueron realizados utilizando el programa Bowtie2 (Langmead et al., 2009) con los
parametros por defecto.

Los archivos de alineamiento en formato SAM fueron ordenados segun cromosoma y
posicién en el genoma y comprimidos a formato binario BAM utilizando el programa samtools

(http://www.htslib.org/). Las lecturas duplicadas fueron marcadas usando el programa picard

MarkDuplicates (https://broadinstitute.qgithub.io/picard/). Las lecturas duplicadas, las de baja

calidad y las no alineadas fueron eliminadas utilizando samtools con los parametros -q 30 -F
3332 para experimentos single-end y -q 30 -F 3332 -f 3 para experimentos paired-end.

La pipeline utilizada fue automatizada utilizando el manager de pipilines llamado
snakemake (https://snakemake.readthedocs.io/en/stable/) y se encuentra disponible online

(https://github.com/AilenAlt/single end fastg to bam para experimentos single-end 'y

https://github.com/AilenAlt/paired end fastq to bam/ para experimentos paired-end).

5.3 Peak-calling

El proceso de peak-calling permite encontrar regiones enriquecidas en lecturas con
respecto a un background gendmico. A estas regiones se las llama picos. En todos los casos,
el peak-calling fue realizado utilizando el programa MACS2 (Zhang et al, 2008). Los archivos
BAM correspondientes a D. melanogaster fueron analizados utilizando los parametros -f BAM
-g dm --keep-dup all -B --SPMR --nomodel --extsize 100 --shift -50 -q 0.01 para
experimentos single-end y -f BAMPE -g dm --keep-dup all -B --SPMR --nomodel -q 0.01 en
el caso de experimentos paired-end. Para D. virilis los parametros utilizados fueron -f BAM -g
1.9E8 --keep-dup all 3 -B --SPMR --nomodel --extsize 100 --shift -50 para experimentos
single-end y -f BAMPE -g 1.9E8 --keep-dup all -B --SPMR --nomodel para experimentos
paired-end. El valor 1.9E8 corresponde al tamano de genoma efectivo de D. virilis, estimado
como la cantidad de bases del genoma de referencia que no corresponden a regiones
repetitivas (mismo enfoque utilizado por Peng et al, 2019). Al analizar los datos
correspondientes a experimentos de ChlIP-seq, se realizé el peak-calling normalizando con el

pegado inespecifico de un anticuerpo IgG (control o input).
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Una de las salidas de MACS2 es un archivo en formato narrowPeak, que proporciona
informacién sobre la ubicacion de los picos en el genoma. El formato narrowPeak sigue la
estructura BED 6+4, lo que significa que incluye las primeras 6 columnas de un archivo BED
estandar (cromosoma, base inicial, base final, nombre, score, y hebra) con 4 campos
adicionales (valor de la sefal, p-valor, g-valor, y posicion de maxima sefal relativa a la base
inicial del pico). Ademas, dentro de cada pico, existe una base donde la cobertura de
secuenciaciéon es maxima, denominada summit. La informacién sobre los summits es generada
por MACS2 en un archivo formato BED 3+1, donde el campo adicional corresponde a la
intensidad de senal en esa base. Los comandos -B --SPMR indican la creacion de un archivo
de densidad en formato bedGraph normalizado por la profundidad de secuenciacién de cada
experimento, que indica en cada base del genoma la intensidad de sefal (densidad de lecturas
normalizada). Los mismos fueron comprimidos en formato bigWig (binario) con el programa
bedGraphToBigWig (Kent et al, 2010) para su rapido acceso y visualizacion utilizando el

programa Genome Browser IGV (Robinson et al, 2011).

5.4 Definicion de enhancers consenso en D. melanogaster

Para identificar enhancers putativos en el genoma de D. melanogaster y su actividad a
lo largo de los 7 contextos espacio-temporales estudiados se utilizé una pipeline desarrollada
por nuestro laboratorio (Laiker y Frankel, 2022) (Figura 30). La pipeline fusiona elementos de
diferentes tejidos mediante la busqueda de superposiciones entre los summits de regiones
accesibles, en lugar de utilizar superposiciones entre elementos completos. Para lograr esto,
se crea un intervalo de confianza para la ubicacién del summit para cada contexto,
considerando la variacion en la posicion del summit entre réplicas. En primer lugar, para
contextos que cuentan con réplicas de DNAse-seq 6 ATAC-seq se calcula la relacion
senal-ruido (SNR) para cada réplica, al calcular la proporcién de lecturas dentro de los picos
(N° lecturas dentro de picos/N° lecturas totales). Luego, se intersectan los picos
correspondientes a la muestra con mayor SNR con los picos de H3K27ac disponibles para el
mismo tejido, conservando solos los casos en los que existe una distancia igual o menor a 150
bp. Posteriormente, se calcula la variacidon en la posicién del summit del mismo pico en

diferentes réplicas (regiones con mas de un 50% de superposicién), generando un intervalo de
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confianza para la ubicacién del summit. Al superponer los intervalos de confianza para la
ubicacién de los summits de distintos tejidos se generan clusters de summits. Los enhancers
consenso son creados a partir de los clusters de summits, fusionando todos los picos de
MACS que contribuyen a cada cluster. De esta manera, se obtiene un elemento consenso por
cada cluster de summits analizado. A partir de estos datos se construye una matriz binaria en
la que cada fila corresponde a un elemento consenso y cada columna a su actividad en un

determinado contexto espacio-temporal.
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Figura 30. Pipeline para definir enhancers consenso a partir de datos de apertura de la cromatina
y H3K27ac. Se esquematiza el paso por paso para definir la ubicacién de un enhancer pleiotrépico,
considerando la informacion de la estructura de la cromatina en multiples contextos en los que esta

activo. Modificado de Laiker y Frankel 2022.

Los elementos consenso ubicados a 100 bp o menos de un TSS anotado fueron
eliminados del conjunto, ya que estos podrian corresponder a regiones promotoras. El tamano
promedio de los elementos consenso obtenidos es de 932 pb, siendo el percentil 75 del
tamano de dichos elementos de 1288 pb (Figura Suplementaria 2).

Se consideran enhancers pleiotropicos en D. melanogaster a aquellos elementos en los
que se observo actividad (apertura de la cromatina y presencia de la marca H3K27ac) en mas

de un contexto espacio-temporal.
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A su vez, en nuestro laboratorio definimos un set de 85944 enhancers sélo con de
informacién de apertura de la cromatina en 13 contextos espacio-temporales: cerebro de
adulto, blastodermo, embrién (6-8 hs), embrién tardio (16-18 hs), disco de ojo-antena, disco de
ala, disco de halterio, sistema nervioso central de larva, halterio, pata de adulto, ala, pata de
pupa y disco imaginal de pata (lan Laiker, Tesis de Licenciatura, 2020). Todos estos elementos

presentan un tamafo estandarizado de 400 bp.

5.5 Busqueda de enhancers ortélogos en D. virilis

Una vez identificados enhancers putativos en el genoma de D. melanogaster buscamos
a los ortélogos en D. virilis. Esta busqueda se realizé tanto para los enhancers de D.
melanogaster definidos solo a partir de datos de apertura de la cromatina como para los
enhancers consenso definidos a partir de datos de apertura y H3K27ac. Como se menciond en
la introduccion, la prediccidn de la ubicacidn de enhancers entre especies no es una tarea facil,
sobre todo al tratarse de un par de especies con ~40 millones de afios de divergencia. Es por
ello que se decidié utilizar mas de un método para realizar la prediccion de enhancers en D.
virilis a partir de los enhancers definidos en D. melanogaster. Se utiliz6 un método basado en
alineamientos y un método “alignment-free” para realizar las predicciones en D. virilis, de forma
de obtener resultados mas robustos que los que se obtendrian utilizando un Unico método. En

las siguientes secciones se describen los dos métodos utilizados.

5.5.1 Reciprocal-liftOver

El programa liftOver permite convertir coordenadas gendmicas entre distintas versiones
del genoma de una especie empleando para ello un alineamiento precomputado entre los
genomas involucrados en la conversion. Siguiendo esta misma logica, /iftOver también es
utilizado para la conversién de coordenadas gendmicas entre especies. Para ello, liftOver
utiliza un archivo en formato chain, el cual describe un alineamiento de a pares que permite
gaps en las dos secuencias simultaneamente. El archivo en formato chain es construido a
partir de bloques de alineamientos realizados con BLASTZ. Los bloques pueden fusionarse si

se superponen o estan lo suficientemente cerca, y posteriormente, los bloques pueden
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agruparse para formar tramos mas largos de sintenia. El agrupamiento de bloques es realizado
utilizando un sistema de puntuaciones mas permisivo que el de los alineamientos tradicionales,
permitiendo la presencia de gaps en las dos secuencias simultaneamente.

Un archivo chain entre dos especies se construye de manera que un bloque de la
especie 1 solo puede convertirse en una coordenada de la especie 2, pero varios bloques de la
especie 1 podrian corresponder a un mismo bloque en la especie 2 (en la nomenclatura de
base de datos, se dice que la relacion es uno a muchos). Esto podria traer problemas a la hora
de identificar secuencias ortdlogas, en donde la relacion deberia ser uno-a-uno. Es por ello
que, mediante un script de bash, implementamos una conversién bidireccional de liftOver
(especie A — especie B — especie A) a la que llamamos reciprocal-liftOver, para evitar
definiciones de ortologia ambiguas que podrian resultar de eventos de duplicacion gendémica.

Para buscar los enhancers ortélogos a los de D. melanogaster en el genoma de D. virilis
usando reciprocal-liftover descargamos los archivos chain correspondientes a las conversiones

D. melanogaster — D. virilis (https://hgdownload-test.qgi.ucsc.edu/goldenPath/dm6/liftOver/) y

D. virilis — D. melanogaster (https://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenPath/droVir3/liftOver/). El

programa fue ejecutado utilizando el parametro -minMatch 0.25, por lo que solo se
consideraron conversiones exitosas aquellas en las que mapean el 25% de las bases 0 mas.
Por lo tanto, cuanto mayor es el valor de minMatch utilizado, mas exigente es la busqueda y
menos regiones del genoma de D. virilis son consideradas como ortdlogas (Figura
suplementaria 3). Para determinar el valor éptimo de minMatch a utilizar, usamos 11 enhancers
ortélogos validados experimentalmente en las dos especies: 6 enhancers de svb (Frankel et al,
2012) y 5 enhancers que dirigen la expresion en el neuroectodermo embrionario (Crocker,
2008). El valor del parametro minMatch seleccionado fue el porcentaje mas alto que permitio
encontrar al 100% de los enhancers validados en las dos especies. Este método nos permitié
encontrar un total de 6019 enhancers en D.virilis para el set definido a partir de datos de
apertura de la cromatina y H3K27ac en D. melanogaster, y 60174 enhancers para el set
definido solo con datos de apertura. En este ultimo caso, filtramos a los enhancers
encontrados en D. virilis por su tamafno, conservando sélo aquellos con tamanos entre 100 y

1000 bp.

69


https://hgdownload-test.gi.ucsc.edu/goldenPath/dm6/liftOver/
https://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenPath/droVir3/liftOver/

Reciprocal-liftOver devuelve un archivo BED con la ubicacién de los enhancers en D.
virilis y un BED con la informacion de los enhancer de D. melanogaster que no lograron ser

encontrados en el genoma de D. virilis.

5.5.2 Método Alignment-free

El segundo método utilizado para predecir la ubicacion de enhancers ortélogos a los de
D. melanogaster en el genoma de D. virilis es el llamado “Alignment-free”, el cual se basa en la
co-ocurrencia de palabras (k-mers) en un espacio de busqueda limitado. Este enfoque esta
basado en los trabajos de van Helden (2004) y Arunachalam (2010), y su esquema basico es el
siguiente: dada la secuencia de un enhancer en un genoma, se escanea la region intergénica
correspondiente en un segundo genoma con una ventana movil y se calcula un puntaje de
similitud entre el enhancer y cada una de las ventanas de la regidn intergénica. Luego se
identifica cual es la ventana con el puntaje de similitud maximo y se calcula la significancia de
dicho puntaje. A continuacién se explica en detalle cada uno de los pasos a seguir.

Para encontrar enhancers de D. melanogaster en el genoma de D. virilis, el primer paso
es identificar la region intergénica ortéloga. Para definir este espacio de busqueda, asumimos
que los enhancers estaran presentes en regiones sinténicas flanqueadas por los mismos genes
en las dos especies. Para identificar pares de genes ortélogos utilizamos BLASTP reciproco,
empleando para ello las anotaciones de genes en formato GTF disponibles para D.

melanogaster (https://ftp.flybase.org/genomes/dmel/current/gtf/) y D. virilis

(https://ftp.flybase.org/genomes/Drosophila virilis/dvir r1.07 FB2018 05/gtf/). Se logrd

identificar una region intergénica ortdloga para 5313 enhancers de D. melanogaster definidos a
partir de datos de apertura de la cromatina y H3K27ac, y para 60354 enhancers de D.
melanogaster definidos con informacion de apertura de la cromatina.

Para asignarle una puntuacién a la ocurrencia de diferentes k-mers, necesitamos definir
su frecuencia de ocurrencia base en los genomas estudiados. Dada la frecuencia (f) para el
k-mer i en el genoma de la especie j, el nUmero esperado de ocurrencias m; del k-mer j en una

secuencia de longitud L se obtiene mediante:

(Ec. 1) m = f.T=f(L-w+1)
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donde w es el largo del k-mer y T la cantidad de ubicaciones posibles que puede ocupar el
k-mer en la secuencia de largo L. Se utilizaron k-mers de largo 6 y las frecuencias gendmicas
precalculadas para dichos k-mers (f) en los genomas de D. melanogaster y D. virilis se
obtuvieron del trabajo de Arunachalam (2010).

Para dos secuencias dadas, se calcula un puntaje de similitud basado en distribuciones
de Poisson (S) en funcion de la probabilidad de co-ocurrencia de k-mers. La divergencia de
secuencia se refleja en un puntaje de disimilitud basado en distribuciones de Poisson (D), que
refleja la diferencia entre las ocurrencias de palabras en las dos secuencias. Finalmente, una
métrica mixta M es definida como una combinacion ponderada del puntaje de similitud (S) y el

puntaje de disimilitud (D) (Figura 31).

Secuencias comparadas  Sp; SP2
K-mers (k = 3)
ATA|
ATA
ATA TAT
Union de los dos sets D
cometercnes o, @@OO - DBOD- G
Co-ocurrencias Y T [ [ o [—— » Similtud

Puntuacion mixta Meprspz = Seprepz - 8. Doprspn

Figura 31. Método “alignment-free” para la busqueda de secuencias ortélogas. El esquema
resume los pasos a seguir y las métricas a calcular para comparar a la secuencia de la especie 1 (sp,)
con la secuencia de la especie 2 (sp,). La figura fue confeccionada utilizando biorender

(https://app.biorender.com/)
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Comparamos la secuencia de un enhancer e de D. melanogaster (especie 1) contra una
region intergénica ortéloga candidata ¢ de D. virilis (especie 2). El puntaje de similitud S*; para

un solo k-mer i se calcula de la siguiente manera:

ec.

(Ec.2) S, = [1 - Px 2 C )] = [1 - P cfc)]

donde C*° es la cantidad de co-ocurrencias del k-mer i en las secuencias e y ¢ (Ec. 3).

e

(Ec . 3) ¢ = min(N,N’)

donde Ny N¢ es la cantidad de veces que el k-mer i aparece en el enhancer (e) 6 en la region
intergénica (c) respectivamente. A partir de C*° es posible calcular la probabilidad de observar

al menos C/ ocurrencias del k-mer en la especie j (P(x = C°), Ec. 4):

e [1— F(Ce —1,m])] siCe >0,
. > € — 7 [ [
(Ec. 4) Filw = CF) { 1 si 0 <0

donde la funcién de probabilidad acumulada de Poisson F(C? - 1, m/) representa la
probabilidad de observar menos de C° ocurrencias, cuando el valor esperado es m,.
La similitud multivariada entre e y ¢ (S%) teniendo en cuenta p cantidad de k-mers es

obtenida segun la Ec. 5.

(Ec. 5) s¢=(1/p) Y8
El puntaje de disimilitud para el k-mer i entre las secuencias e y ¢ se calcula segun:
(Ec. 6) D¢ = |F(Nf —1,m}) — F(Nf —1,m?)|

La disimilitud multivariada teniendo en cuenta todos los posibles p k-mers es obtenida

segun la Ec. 7:

(Ec. 7) D = (1/p) Z Di*

Finalmente el puntaje M®*® que combina la similitud (Ec. 5) y disimilitud multivariada (Ec.
7) fue definido como:

(Ec. 8) M® = S — aD® + b
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donde a es un parametro de ponderacién positivo que se puede ajustar para dar mas
énfasis a las ocurrencias comunes o distintas entre dos secuencias, y b es un desplazamiento
para que la métrica resulte positiva. Utilizamos un valor de a de 0.3 para dar mayor énfasis a la
co-ocurrencia de k-mers. Cuando dos secuencias tienen exactamente los mismos conteos
para todos los patrones, su disimilitud es 0. Este puntaje aumenta cuanto mayor es la
diferencia entre los conteos de k-mers de ey c.

Entonces, para cada region intergénica se determiné cual es la ventana ¢ que posee el
mayor puntaje M®. Para evaluar la significancia de dicho puntaje M®*°, calculamos una
distribucién background empirica de puntajes mediante el muestreo de secuencias
intergénicas aleatorias de D. melanogaster y D. virilis. Se selecciond aleatoriamente un par
ortélogo y luego se muestrearon ventanas de igual longitud en ubicaciones aleatorias en cada
region, y se calculd el M®*° entre las ventanas (utilizando la Ec. 8). Para construir la distribucion
background, este proceso se repitid 100000. Una vez obtenida la distribucion, se calculé el
p-valor como la probabilidad de obtener un valor de M®*° igual o mas extremo que el observado
bajo esta distribucion. Como se realizaron multiples comparaciones para encontrar la
ubicacién de miles de enhancers de D. melanogaster en el genoma de D. virilis, los p-valores
fueron corregidos calculando un FDR. Se consideraron predicciones exitosas aquellas cuyo
FDR sea menor a 0.05, determinando como ubicacion del enhancer en D. virilis la ubicacion de
la ventana con mayor puntuacion.

Para el set de enhancers de D. melanogaster definido a partir de datos de apertura de la
cromatina y H3K27ac se utilizd un tamafo de ventana de 800 bp (aproximadamente la
mediana del tamafio de los elementos consenso obtenidos, Figura Suplementaria 3). Los
elementos consenso de tamano menor a 800 bp fueron extendidos desde su base central
hasta alcanzar dicho tamafno. Por otro lado, para el set de enhancers de D. melanogaster
definidos sélo a partir de informacién de apertura de la cromatina se utilizaron ventanas de 400
bp (tamano estandarizado de todos los elementos del set).

El método fue implementado en Python 3.9.7, haciendo uso de las bibliotecas

Biopython (https://biopython.org/docs/1.75/api/Bio.html), scipy (https://scipy.ora/) y scikit-learn
(https://scikit-learn.org/stable/).
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5.56.3 Comparacion de predicciones de ambos métodos

Contando con un set de predicciones de enhancers de D. virilis realizada con el método
“Alignment-free” y un set obtenido usando reciprocal-liftOver, evaluamos en qué casos los
métodos coinciden en la prediccion. Es decir, para un determinado enhancer de D.
melanogaster buscamos a su ortdlogo en D. virilis usando los dos métodos y conservamos
aquellos casos en los que ambos métodos predicen la misma ubicacién. Consideramos
predicciones coincidentes aquellas en las que existe superposiciéon de al menos el 10% de la
secuencia del enhancer. Este andlisis fue realizado utilizando la herramienta bedtools
(https://bedtools.readthedocs.io/en/latest/) y un script de BASH personalizado. Bajo este

criterio, las predicciones coinciden en la mayoria de los casos.

5.6 Analisis de genes flanqueantes a los enhancers en las dos especies

Para analizar si los enhancers se encuentran flanqueados por los mismos genes en las
dos especies, estudiamos las predicciones realizadas con reciprocal-liftOver, ya que este
método no requeria encontrar una region intergénica ortdloga. Para ello, se generd una tabla
de genes ortdlogos entre D. melanogaster y D. virilis usando los mejores hits reciprocos de
BLAST. Como primer paso, se obtuvieron las secuencias de las proteinas codificadas por los
genes anotados de Drosophila melanogaster

(https://ftp.flybase.org/genomes/dmel/current/qtf/) y Drosophila virilis

(https://ftp.flybase.org/genomes/Drosophila_virilis/dvir r1.07 FB2018 05/gtf/). A partir de estas

secuencias, se generaron bases de datos de BLAST para las proteinas anotadas de los dos
genomas. Luego, se realiz6 la comparacion de proteinas con BLASTP utilizando las bases de
datos generadas anteriormente. Se compararon tanto las proteinas de D. melanogaster con la
base de datos de D. virilis, como las proteinas de D. virilis con la base de datos de D.
melanogaster. Luego, se seleccionaron unicamente los mejores hits para cada una de las
comparaciones utilizando la funcién sort de BASH y estos son comparados de forma de
conservar sélo los resultados reciprocos. Finalmente se obtiene una tabla conteniendo la
informacion de los pares de genes ortdlogos. Todo este andlisis es realizado a través de un

script de BASH.
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Una vez obtenida la tabla de relaciones de ortologia entre los genes de D. melanogaster
y de D. virilis, identificamos los dos genes flanqueantes mas cercanos para cada enhancer de
D. melanogaster utilizando el programa bedtools closest. De igual manera, identificamos los
genes flanqueantes para cada enhancer ortdlogo predicho en D. virilis. Utilizando la tabla de
pares de genes ortélogos, evaluamos si cada enhancer esta flanqueado por los mismos genes

en las dos especies. Dicho analisis fue realizado utilizando scripts de BASH.

5.6 Definicion de enhancers consenso en D. virilis

Los enhancers consenso de D. virilis fueron definidos de manera casi idéntica a los
enhancers de D. melanogaster, utilizando la misma pipeline desarrollada por nuestro
laboratorio (Figura 28).

En primer lugar, a partir de los archivos BED correspondientes a los picos de D. virilis
en 3 contextos espacio-temporales y los archivos BAM, se determind cual es la muestra con
mayor SNR (numero de lecturas en picos / numero de lecturas totales) para cada contexto.
Para esta especie no contamos con datos de H3K27ac, por lo que los picos de la réplica con
mayor SNR para cada contexto no fueron filtrados, sino que todos ellos fueron utilizados para
construir los intervalos de confianza para los summits. Nuevamente se realiza una
superposicion de intervalos de confianza para la ubicacién de los summits obtenidos para
distintos tejidos, obteniendo clusters de summits. Los enhancers consenso nuevamente son
creados a partir de los clusters de summits, fusionando todos los picos de MACS que
contribuyen a cada cluster. Finalmente se obtiene una matriz binaria donde cada fila
corresponde a un elemento consenso y cada columna a su actividad en un determinado
contexto espacio-temporal.

Se filtraron elementos a distancias menores a 100 pb de cualquier TSS extraido de la
anotacion de genes de D. virilis en formato GTF

(https://ftp.flybase.org/genomes/Drosophila_virilis/dvir r1.07 _FB2018 05/gtf/), de manera de

descartar regiones promotoras.
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5.7 Analisis de la apertura de la cromatina en los enhancers predichos de D. virilis

Una vez predichas las ubicaciones de los enhancers ortdlogos a los de D. melanogaster
en el genoma de D. virilis, evaluamos la actividad de cada prediccion en los tres contextos
espacio-temporales estudiados en D. virilis. Para ello estudiamos la superposicién entre los
enhancers ortélogos predichos y los elementos consenso definidos a partir de informacion de
apertura de la cromatina en D. virilis. Consideramos que un enhancer ortdlogo predicho se
encuentra activo en D. virilis si presenta una superposiciéon de al menos el 50% de su
secuencia con un elemento consenso. Dicho andlisis fue realizado utilizando el programa
bedtools intersect (https://bedtools.readthedocs.io/en/latest/content/tools/intersect.html) con
el parametro -wo (bedtools reporta cada superposicion entre dos elementos junto con la
cantidad de bases superpuestas entre ellos). El archivo de salida de bedtools fue analizado en
Python utilizando la biblioteca pandas. Para los casos en que un enhancer ortélogo predicho
se superpone con mas de un elemento consenso definido en D. virilis, se le asigné a ese
enhancer la informacion de apertura de cromatina (actividad en los tres contextos)

correspondiente al elemento con mayor cantidad de bases solapadas.

5.8 Graficos

Todos los graficos se realizaron en R con ggplot2 (https://aaplot2.tidyverse.ora/) o en

python utilizando matplotlib (https://matplotlib.org/), seaborn (https://seaborn.pydata.org/) y

upsetplot (https://upsetplot.readthedocs.io/en/stable/).
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Figura suplementaria 1. Upset plot de enhancers de Drosophila definidos a partir de informacion

de apertura de la cromatina. Modificado de la Tesis de Licenciatura de lan Laiker, 2020, FCEN (UBA).
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Figura Suplementaria 2. Boxplot correspondiente al tamano de los elementos consenso de D.

melanoagster.
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Figura suplementaria 3. Cantidad de regiones ortdélogas a las de D. melanogaster encontradas por
liftOver en el genoma de D. virilis, segun el valor de minMatch utilizado. Los resultados
corresponden a la busqueda de enhancers de D. melanogaster definidos a partir de informacién de
apertura de la cromatina en el genoma de D. virilis. La linea azul continua representa la cantidad de
regiones ortélogas contenidas, mientras que la linea punteada representa la cantidad de regiones

encontradas cuyo tamafo es de entre 51 y 999 bp.
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