Articulos de Investigacion

Pi

Frequent pattern mining to evaluate Susumu Ohno’s rules

and its use on the identification of evolution for biological

organisms. Abstract

Garcia-Islas, Luis H.; Franco-Arcega, Anilu; Quiroz-Gutierrez, J.

Antonio; Franco-Sanchez, Kristell D.

Luis H. Garcia-Islas

Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, México
Anilu Franco-Arcega

Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, México
J. Antonio Quiroz-Gutierrez

Universidad Auténoma del Carmen. , México

Kristell D. Franco-Sanchez

Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, México

Pidi Boletin Cientifico de Ciencias Bdsicas e
Ingenierias del ICBI

Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, México
ISSN-e: 2007-6363

Periodicidad: Semestral

vol. 7, nim. 13, 84-89, 2019

URL:

@Iele)

= WG WD

Esta obra estd bajo una

gmeli

Resumen: Con el desarrollo de la bioinform4tica, la busqueda
de patrones frecuentes en secuencias de ADN se ha vuelto un
punto de atencidn critico. Los patrones de secuencia biolégicos,
especialmente patrones que se repiten, usualmente reflejan
alguna caracteristica funcional o estructural importante. Como
resultado de varios estudios, Susumu Ohno propuso una serie
de reglas que las secuencias de ADN deben cumplir para la
propia evolucién de esos organismos bioldgicos. El presente
trabajo realizé una validacién de dichas reglas basindose en
técnicas de minerfa de datos y cadenas de Markov evaluando
32,074 secuencias de ADN de diversos organismos bioldgicos
obtenidos de la base de datos bioldgica del repositorio
GenBank, pertencciente al Centro Nacional de Informacién de
Bioinformitica del departamento de salud de Estados Unidos,
y con lo cual se pudo identificar organismos que poseen
particularidades que pueden diferenciarlos en su evolucién.

Palabras clave: Mineria de Datos, Patrones frecuentes, Cadenas
de Markov, ADN, Bioinformatica.

Abstract: Within development of Bioinformatics, pattern
mining has become a critical point of attention. Patterns on
Biological sequences, specially repeated patterns, usually shows
relevant structural o functional features. As a result of several
studies, Susumu Ohno proposed a set of rules that most
species should fulfill in order to accomplisg their evolution
aspects. The present work validates such rules using frequent
pattern mining and Markov Chain Techniques assessing
32,074 DNA sequences from diverse biological organisms from
GenBank Biological database as a part of National Center of
Biotechnology Information from National Health Institute of
the United States. This could identify organisms that possess
particularities that differs on their evolution

Keywords: Data mining, Frequent Pattern, Markov Chain,
DNA, Bioinformatics.
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1. INTRODUCCION

La biologia puede definirse como el estudio integral de los seres vivos (Campbell et al., 2014). Todo ser vivo,
también llamado organismo, comparte una serie de caracteristicas o funciones, las cuales son:

1. Contar con una estructura organizada compleja.

2. Capacidad de adquirir energfa y materiales del exterior y transformarlos.

3. Capacidad de autorregulacion.

4. Capacidad de crecer y desarrollarse, siguiendo un programa genético.

5. Capacidad de responder a estimulos del medio ambiente.

6. Reproducirse utilizando una huella molecular llamada ADN.

7. Capacidad de evolucionar.

El ADN contiene informacién genética la cual es participe de dos procesos clave, la replicacién y la
expresion génica. Por medio de la replicacién, el ADN se duplica, permitiendo la distribucién equitativa del
material genético a las células hijas como parte del proceso de divisién celular. Por otro lado, en la expresion
génica, las enzimas leen a los genes, produciendo una sintesis de proteinas como resultado de este proceso. De
manera general, se puede decir que el ADN se autorreplica, ya sea generando mds ADN o transcribiéndose y
generando ARN mensajero (transcripcién), el cual experimenta un proceso de traduccién durante la sintesis
de proteinas. Francis Crick (1958) planteé que la informacién genética fluye del ADN al ARN y luego a las
proteinas, nunca en sentido inverso, lo que se conoce como el dogma central de la biologia molecular. La
Figura 1 muestra este dogma, y en la cual se pueden observar los procesos que realizan los dcidos nucleicos
(transcripcidn y traduccién). Dichos procesos son de significante importancia en el drea de la biologfa y en
la vida misma (Calvo, 2015).

El ADN es una molécula muy grande pero compuesta sélo por pocas sustancias diferentes: Adenina (A),
Citosina (C), Guanina (G) y Timina (T). Una secuencia estd formada por unidades llamadas nucleétidos.
EL ADN sirve como base para el proceso de transcripcion, en donde se sintetiza un ARN usando como
molde al ADN. En esta transcripcién el ARN, a diferencia del ADN que tiene una forma de espiral de doble
hélice, tiene una sola cadena de nucleétidos formada por 4 elementos: Adenina (A), Citosina (C), Guanina
(G) y Uracilo (U). Después, a través del cédigo genético, el ARN hace una traduccién de éstas para obtener
enzimas, las cuales estdn representadas por
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FIGURA 1
Dogma central de la Biologia Molecular
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FIGURA 2

Cédigo genético

proteinas. El codigo genético estd representado por tripletas de nucledtidos (también llamados trimeros
o codones), los cuales producen 64 diferentes combinaciones de los 4 nucledtidos de ARN (por ejemplo,
ACG,CGU, etc.). La Figura 2 muestra la tabla de tripletas que se usan en la traduccién de ARN a proteinas.

Un aspecto importante a estudiar dentro de la biologfa es la evolucién de los organismos, y es precisamente
la biologia evolutiva el 4rea que establece las relaciones filogénicas por medio del estudio de cémo se
desarrollan los organismos bioldgicos. Ademds, esta disciplina permite identificar los mecanismos del
desarrollo que permiten los cambios evolutivos de los individuos (Hall, 2003).

En 1970, Susumu Ohno, en su libro Evolution by Gene Duplication, supone que genes esenciales
producidos son indispensables en la evolucién para la supervivencia de los miembros de cualquier especie.
Estos genes no pueden producir de manera potencial a nuevos genes por medio de mutaciones que alteren
su funcién primaria. Sin embargo, al duplicar en una linea germina un gen esencial, en la copia adicional se
permitirfan mutaciones que proporcionarian la informacién genética para su funcién esencial.

Estos estudios dieron pie a una serie de reglas que Susumu Ohno propuso basado en el estudio de dimeros
(pares de bases nucléicas).

Como se describe en la definicién de una secuencia de ADN, cada secuencia codificada de ADN es una
combinacion infinita a partir de cuatro tipos de bases (ACGT). Ohno sugiere que la frecuencia excesivade un
clemento base produce una notable subrepresentacion de los otros (Ohno, 1988). Con base en esto, Ohno
propone una serie de reglas candnicas para todas las secuencias de ADN, las cuales son:

1. Sin importar la composicién de los dimeros (conjunto de dos monomeros), las secuencias de cédigo lo
suficientemente largas muestran una notable deficiencia de dos dimeros base: TA'Y CG.

2. Entre los cuatro dimeros base que poseen la base T como su primer elemento, esta deficiencia de TA
siempre es compensada por un exceso de TG. Debido a que el dimero TG es también uno de los cuatro
dimeros base teniendo G como segunda base, el exceso de este dimero se compensa con una deficienciade CG.

3. Entre los cuatro dimeros compartiendo C como primer base, es el dimero CT el que compensa la
deficiencia de CG.

4. En el caso de las cuatro bases que tienen el elemento A como su segunda base, la deficiencia de TA puede
ser compensada por el exceso de cualquiera de las tres bases de dimero restantes (CA, GA o AA).
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De acuerdo a los diversos estudios realizados por Ohno (como se cité en Osawa y Honjo, 2015) se ha
podido comprobar que todas las secuencias de ADN base, sin importar su origen o funcién son mensajes
escritos en palindromos. De igual forma, las reglas de Ohno han sido de gran utilidad para comprobar la
influencia de dichos patrones en la seleccién natural y en la evolucion de los genes.

De manera general, un gen se puede definir como una particula de material genético que, junto con otras,
se halla dispuesta en un orden fijo alo largo de un cromosoma, y que determina la aparicion de los caracteres
hereditarios en los seres vivos. Es la unidad funcional y fisica de la herencia que pasa de padres a hijos. Este gen
es representado por un segmento de una secuencia de ADN. Para poder encontrar estos fragmentos, existen
diversas técnicas, entre ellas la identificacién de patrones frecuentes, que es parte de la mineria de datos.

Los Patrones Frecuentes son conjuntos de elementos, subsecuencias o subestructuras que aparecen en un
conjunto de datos cuya frecuencia no es menor que un umbral definido por el usuario. La mineria de patrones
frecuentes fue propuesta para andlisis de mercado a través de reglas de asociacién (Agrawal # et al., 1993).

El uso de la Minerfa de Patrones Frecuentes (Frequent Pattern Mining por su traduccion al inglés) ha
sido ampliamente estudiado en la literatura debido a sus numerosas aplicaciones en una amplia variedad de
problemas de mineria de datos, como la Minerfa de Patrones Secuenciales (Aggarwal y Han, 2014). Esta drea
tiene multiples aplicaciones en diversos entornos como datos espacio temporales, deteccién de errores en
software y datos bioldgicos (Kumar et al., 2017; Medeiros et al., 2016; Mutakabbir et al., 2014).

En el caso particular de la mineria de patrones secuenciales, se busca obtener patrones estadisticamente
relevantes en conjuntos de datos que estan representados en forma secuencial, tales como las secuencias de
ADN. Los patrones frecuentes obtenidos son utilizados en tareas de deteccion de dependencias funcionales,
prediccion de tendencias, interpretacién de fendmenos y como soporte de decisiones en estrategias de
produccién (Hossain et al., 2013; Liu et al., 2014; Tahir et al,, 2017).

Considerando lo anterior, este trabajo realizé un estudio por medio de técnicas de mineria de patrones
frecuentes basadas en cadenas de Markov que permitiera comprobar las reglas de Susumu Ohno. El resultado

fue contrastado con una referencia existente para comprobar la factibilidad del estudio realizado por Kumal
etal. (2017).

2. DESCRIPCION DEL METODO Y RESULTADOS

Para llevar a cabo este estudio, se tomaron 32,074 secuencias de ADN de diferentes organismos de la base de
datos bioldgica del GenBank (2017) perteneciente al NCBI (National Center of Biotechnology Information
- Centro Nacional de Informacion de Biotecnologfa). Los organismos obtenidos se muestran en la Tabla 1.

TABLA 1:
Secuencias obtenidas del NCBI

Ease #
Secuencias

AHIMN1 232

Flu 163

Lika 725

HIV 1654

Cactaceas 1677

Chikungunya | 4453

Digbetas 2212

Petrolewm 15000

El método utilizado para la identificacién de patrones frecuentes en grupos de secuencias fue el método de
minerfa de patrones de secuencias basado en cadenas de Markov (Sequence Pattern Mining Based on Markov
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Chain - SPMM) propuesto por Junyan and Chenhui (2015), el cual es rdpido y eficiente para secuencias de
ADN.

El algoritmo implica que dada una base de datos de secuencias y un umbral de grado de soporte minimo,
la mineria de patrones de secuencias es la busqueda de todas las subsecuencias frecuentes de modo tal que
la probabilidad de dichas subsecuencias de aparecer en la base de datos no es menor que dicho umbral. Los
autores crean una matriz de probabilidades de transiciones para cada secuencia en la base de datos como
se describe a continuaciéon. Dada una secuencia de ADN, la probabilidad pXY representa la probabilidad
de transicién de un nucleétido X a un Y (probabilidades de dimeros). La Figura 3 muestra cémo se deben
considerar las combinaciones de dos nucleétidos para construir la matriz de probabilidades, con base en la
ocurrencia de los dimeros en la secuencia.

Fa P B By

PC.-I. PC c PI: & PCT

PE..-I. Pﬁ c PE & PET

PT..-I. PT c PT & P’TT
FIGURA 3

Matriz de probabilidades

De manera inicial, el algoritmo establece una matriz de probabilidades de dimeros para cada secuencia.
Por ejemplo, teniendo dos secuencias s1=GACTGCCTACTGAAC y s2=TTCTGACACTGTTC, las

correspondientes matrices de probabilidades se muestran en las Figuras 4 y 5.
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FIGURA 4

Matriz de probabilidades para la secuencia s1
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FIGURA 5

Matriz de probabilidades para la secuencia s2

Unavez hecho esto, se obtiene la probabilidad de la subsecuencia que necesita ser evaluada para determinar
si es un patrdn frecuente. Esto se hace evaluidndola en cada matriz de probabilidad, obteniendo el promedio
de todas ellas para asi calcular la probabilidad de que la subcadena en cuestién aparezca dentro de la base
de datos de secuencias. Finalmente, el célculo obtenido se evaltia con un umbral establecido por el usuario,
con el fin de determinar si es un patrén frecuente. Por ejemplo, para la subsecuencia a=CTG, serd necesario
calcular la probabilidad multiplicando la probabilidad del dimero CT y la del dimero TG. Utilizando cada
una de las matrices correspondientes a cada secuencia, para la subsecuencia en cuestion, las probabilidades
son Ps1 (a)=3/4*2/3=1/2 y Ps2 («)=2/3*1/3=2/9, las cuales se¢ promedian y obtienen como resultado
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P_a=1/2(1/242/9)=0.36. Si se determina un umbral arbitrario de 0.2, la subsecuencia CTG es un patrén
frecuente del conjunto de secuencias procesadas. Todas aquellas secuencias candidatas cuya probabilidad sea
mayor que el umbral establecido, por definicién de las cadenas de Markov pueden ser consideradas como
patrones frecuentes.

Considerando las 32,074 secuencias del presente estudio, la Tabla 2 muestra las probabilidades de los
dimeros que son los utilizados para las comprobaciones de las reglas de Susumu Ohno, los cuales son, TA, CG,
TG, CT, CA, GAy AA. Unavez que se obtuvo la matriz de probabilidades de dimeros, dichas probabilidades
se evaluaron con las reglas universales de Susumu Ohno, cuyos resultados se pueden ver en la segunda parte
de la Tabla 2.

Como puede observarse en la Tabla 2, todos los organismos cumplen con las reglas de Susumu Ohno,
excepto el organismo Cactaceae, en particular con la regla de la deficiencia de CG es compensada por el exceso
de CT. De igual forma, la Figura 6 muestra graficamente las probabilidades para cada uno de los dimeros
utilizados en las reglas de Susumu Ohno, donde puede apreciarse mejor la variaciéon de las probabilidades
entre dimeros y la diferencia de comportamiento del organismo Cactaceae.

Al detectar que para el organismo Cactaceae no se cumplié la regla que involucra a los dimeros CG y
CT, se procedio a la obtencién de sus aminoacidos haciendo uso del cédigo genético, tal como lo dicta el
dogma de la biologia molecular (Calvo, 2015). Al realizar el proceso de traducciéon de ARN a aminodcidos
por medio del cédigo genético, todas las combinaciones del dimero CG (CGA, CGC, CGG, CGT), al
realizar su replicacion hacia ARN (CGA, CGC, CGG y CGU) y su respectiva traduccién a aminodcidos,
se produce en todos los casos Arginina, mientras que en las combinaciones respectivas para el dimero CT
(CTA,CTC, CTG, CTT), su trascripcién a ARN (CUA, CUC, CUG y CUU) produce Leucina en todas
las combinaciones. Una vez que se obtuvieron los aminoacidos resultantes sobre los dimeros que no cumplen
con una regla particular de Ohno, se contrasté con un estudio realizado por Kumar et al. (2017) el cual
reporta el contenido relativo de los 21 aminoacidos que se pueden obtener de acuerdo al cédigo genético en
diversos tipos de organismos de plantas, incluyendo al organismo Cactaceae, este contenido se puede observar
en la Tabla 3.

De acuerdo con el estudio de Kumar et al. (2017),al realizar una distribucién de aminodcidos en esta
familia de plantas, se observa que el porcentaje de arginina (1.8) es mayor que el porcentaje de leucina (1.7),
lo cual coincide con la regla de Susumu Ohno que no se cumple para este organismo, es decir, la deficiencia de
CG (arginina traducido en amino4cidos) se compensa con ¢l exceso de CT (leucina en amionacidos). Esto
coincide con el analisis realizado en este trabajo, en donde se presenta la validacién de diferentes organismos
con las reglas de Susumu Ohno.

3. CONCLUSION

El presente estudio permiti6é obtener informacién acerca de la identificacién de la evolucién de diversos
organismos bioldgicos a través de la comprobacion de las reglas de Susumu Ohno mediante el uso de técnicas
de Mineria de Patrones Frecuentes, demostrando que de manera general dichas reglas se cumplen. Sin
embargo, mediante las reglas de Ohno se identificé que para el organismo Cactaceae no cumple con todas las
reglas, en especial la regla que involucra a los dimeros CG y CT. Este caso en particular, pudo ser comparado
a través de un estudio que muestra la concentracién de aminoacidos, los cuales son traducidos a partir de los
dos dimeros en cuestién. Por medio de este estudio se muestra como la mineria de datos puede ser aplicada en
la bioinformética como apoyo al estudio del analisis de organismos bioldgicos, en este caso, para la biologia
evolutiva. Con el uso de las técnicas de mineria de patrones frecuentes, se pudo tener un indicio de que el
organismo Cactaceae tiene aspectos muy especiales en términos de su evolucion. El presente trabajo puede
servir como apoyo para estudios mas profundos que comprueben, y si es posible expliquen, la razén de porqué
este organismo tiene particularidades en su evolucién.
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TABLA 2
Secuencias obtenidas del NCBI
Base AHINI Flu Zika HIV | Cactaceae | Chikungunya | Diabetes | Petroleum
Secuencias 83 163 725 1654 1677 4459 8313 150000
pTA 02046 | 01866 | 01709 | (L1647 0.2673 0.2557 0.1578 0.2246
pCG 01091 | 0.1454 | 0.1452 | 0.1074 0.3190 0.2043 0.1121 0.0843
pTG 03197 | 03077 | 03528 | 03187 0.3618 03165 0.3291 0.2617
pCT 02650 | 02768 | 02831 | 0L3040 0.2363 0.2185 0.3004 0.3282
pCA 04181 | 0.3568 | 03292 | 0.3083 | 0.2456 0.3292 0.3030 0.3628
pGA 0.3757 | 03576 | 03077 | 02804 0.2424 0.2566 02738 0.2844
PAA 03318 | 03238 | 0.2854 | 0.2981 0.3039 0.2646 0.2837 0.3246
fTA<ITG S S S S S 51 51 S5
CG<ITG Si Si Si Si Si S Si Si
CG<iCT Si Si Si 5i No 51 Si Si
A < Si si Si si si Si 5 Si
(FCATGA TAA) i i Si i Si i Si i
CumpleTodas Si Si 5i Si No Si Si Si
£.4500
0.4000
2 0.3500 — A H1 N
£ 03000 E——
3 0.2500 ——1k2
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-}
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Dimero
FIGURA 6
Probabilidades de los dimeros
TABLA 3
Contenido relativo de aminodcidos
Aminodcido Cunt_enid.l Aminodcido t‘an@:ido
relativo relative
Alanina 1.4 Leucina 1.7
Arginina 1.8 Lisina 1
Asparaging 0.7 Metionina 0.4
Aspanato 24 Femlalanina 0.9
Cisteina 0.5 Prolina 1.1
Glutamina 0.6 Serina 1
Acido glutimico 28 Treonina 1
Histidina 0.5 Trpiofano 0.3
Isoleucina 1.7 Tirosina 0.7
Valina 1.2
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