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INTRODUCCION

El cancer constituye una enfermedad que afecta a todo tipo de especies
multicelulares desde los animales mas pequefios y grandes hasta el ser humano (Kapsetaki
et al., 2023). La alta prevalencia de cancer y la necesidad de mejorar el diagndstico y las
terapias de personas con este padecimiento requieren de mayor investigacion cientifica
(Hanna et al., 2021). El cancer es la segunda causa de mortalidad a nivel mundial, en donde
un 70% de los decesos se registran en paises en vias de desarrollo o escasos ingresos
(Ruales & Checa, 2018). Es por ello, que requiere de especial interés para entenderlo mejor
y en un futuro mejorar los analisis y tratamientos.

El principal problema del estudio del cancer es su gran heterogeneidad y complejidad
(Nature Cancer, 2020), lo que hace necesario incrementar su estudio y entendimiento. Una
alternativa para ampliar la informacion sobre el cancer es la identificacion de patrones
comunes entre especies como genes y rutas bioldgicas para poder comprender su desarrollo
y su baja prevalencia en ciertos organismos. Se ha observado que las tasas de aparicion del
cancer varian dependiendo de las especies estudiadas. De esta manera, Compton et al.
(2023) y Vincze et al. (2022) han estudiado la prevalencia de cancer entre vertebrados y mas
especificamente entre mamiferos, respectivamente. Compton et al. (2023) generd una base
de datos con los registros de necropsias de centros de albergues de animales y al considerar
los indices de neoplasia (tumores benignos) y malignidad (tumores malignos) de los
vertebrados, se identificd que las aves son un grupo que presenta un bajo indice de neoplasia
y malignidad.

Se estudian la prevalencia de neoplasia y malignidad como indicadores del potencial
o completo desarrollo del cancer. Con respecto a la neoplasia, se la define como el
crecimiento anormal de células no cancerosas, mientras que la malignidad se denomina
como la proliferacion excesiva de células cancerigenas (Coleman, 2018; Compton et al.,
2023). Todo organismo multicelular se encuentra en riesgo de generar estos identificadores
del cancer (tumores benignos o malignos) debido a que existe la probabilidad de que la
divisién celular normal se descontrole y aumenten las mutaciones somaticas, comunmente
debido a cambios en los genes que regulan el ciclo celular como los genes supresores de
tumores y protooncogenes (Coleman, 2018). La funcion de los genes supresores de tumores
consiste en detener la division celular o permitir la muerte celular programada, sin embargo,
si presentan mutaciones pueden dar lugar a la proliferacion excesiva de células y el cancer.
En comparacion, los protooncogenes cumplen funciones de mantener y generar nuevas
células previniendo un crecimiento descontrolado que al mutar dan origen a la neoplasia y
malignidad (Nenclares & Harrington, 2020). Es por ello por lo que una lista de veinte de
estos genes reguladores sera considerada en el presente proyecto.

Al analizar las tendencias del cancer en los distintos organismos, se esperaria que
los animales mas grandes que viven mas afnos, al poseer mas células en su cuerpo
presentan mayores eventos de divisidn celular necesarias para crecer y conservar su gran
tamano, lo que incrementaria la probabilidad de generar mas errores en la replicacion del



ADN que podrian dar origen al cancer. En contraste, se esperaria que los animales mas
pequefios que viven menos afos al necesitar un menor numero de células y replicaciones
celulares se encontrarian en menor riesgo de generar mutaciones en la division celular,
disminuyendo sus probabilidades de desarrollar cancer (Seluanov et al., 2018; Yagmur Erten
et al., 2020). Sin embargo, se ha evidenciado en elefantes y ballenas un bajo indice de
cancer, lo que se podria atribuir a su capacidad de contrarrestar esta enfermedad (Caulin &
Maley, 2011). Es asi como surge la paradoja de Peto, la cual plantea que las especies de
gran tamano y que viven mas tiempo no presentan mas riesgo de cancer que aquellas
pequefas que viven menos como los ratones (Caulin & Maley, 2011). Sin embargo, se han
encontrado ciertas limitaciones de esta paradoja al considerar otros factores como tiempo
de gestaciéon (Compton et al., 2023). En el presente proyecto, se considerara la paradoja de
Peto para dilucidar los patrones del cancer al estudiar su incidencia en algunas especies de
aves, analizando caracteristicas como su tamafno y longevidad.

Se utilizé la base de datos de Compton et al. (2023) sobre las tasas de neoplasia y
malignidad de los vertebrados, entre ellos las aves. Estos datos se utilizaron para identificar
las especies de aves de interés del presente estudio basado en la cantidad total de registros
y la baja prevalencia de cancer. Se seleccion6 a las aves debido a su resistencia al desarrollo
del cancer (Mgller et al., 2017), presentando indices menores de neoplasia y malignidad que
otros animales, entre ellos los mamiferos (Compton et al., 2023). Ademas, se estima que las
aves al ser descendientes de los dinosaurios teropodos (Stiller & Zhang, 2019), pudieron
haber mantenido los mecanismos de resistencia al cancer de estos animales gigantes.

Hace 198 millones de afos, los antecesores de las aves eran animales grandes de
aproximadamente 163 kg. Se sugiere que las aves atravesaron un proceso de
miniaturizacion continua y adaptaciones para desarrollar la habilidad de volar (Benson et al.,
2014). A pesar de su tamano reducido, se estima que podrian haber conservado la capacidad
de supresion de tumores de los dinosaurios, lo que actualmente les confiere menor riesgo
de cancer y mayor longevidad en contraste con los mamiferos voladores (Yagmur Erten et
al., 2020). Es asi como se escogio las aves como el grupo de interés para este proyecto.

En los ultimos anos, los tratamientos del cancer se han centrado en cirugias,
quimioterapias y radioterapias. Sin embargo, estos métodos no son especificos para destruir
solo células cancerosas sino también las células sanas del cuerpo y generan efectos
secundarios en los pacientes. Es por ello, que actualmente se van desarrollando nuevas
terapias con células madre e inmunoterapias (Debela et al., 2021). Adicionalmente, en un
futuro se espera el desarrollo de nuevas alternativas para tratar estas enfermedades como
la edicion genética utilizando la herramienta CRISPR (Liu et al., 2023), la cual podria ser mas
especifica, personalizada y eliminar los efectos adversos. De esta manera, el presente
proyecto permitiria la identificacion de mutaciones unicas que confieran resistencia al cancer,
las cuales podrian ser fundamentales para ser usadas como objetivos (targets) de CRISPR
y mejorar los tratamientos actuales del cancer.

La falta de identificacion de patrones de prevalencia del cancer entre especies de
aves motivo al analisis de sus genes codificantes y regiones conservadas descargadas de
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la base de datos del NCBI. Se consideran las partes codificantes debido a su rol en la sintesis
de proteinas. El estudio principalmente se enfoca en detectar las mutaciones nuevas y unicas
en los genes relevantes al cancer que pueden estar bajo seleccién positiva en ciertas
especies de aves. Para ello se desarroll6 completamente un script en la terminal de Linux
para realizar automaticamente todo el analisis de distintos protooncogenes y genes
supresores de tumores en especies de aves ortdlogas. Se consideraron especies ortélogas
debido a que provienen de un ancestro comun, y a pesar de que divergen entre ellas por
medio de la especiacién, los genes conservan su funcién principal (Fernandez et al., 2019).
Es asi, como se podran comparar estos hallazgos en aves con el ser humano, para
potenciales aplicaciones en pacientes con cancer. El estudio comprendié analisis
filogenéticos y la deteccidn de posibles rutas biolégicas que impidan el desarrollo del cancer
tales como un mejor sistema inmune, reparacion del ADN o apoptosis.

METODOLOGIA

El estudio de la resistencia al cancer en algunas especies de aves con el fin de
detectar mutaciones unicas en genes codificantes, se lo realizé desarrollando el script
llamado “DESCIFRANDO_CANCER_AVES” en la terminal de Linux. Por medio de este
pipeline fue posible evaluar de manera automatica cada gen seleccionado y determinar
aquellos que podrian haber sido sujetos a seleccion natural. El script completo se lo puede
visualizar en el Anexo 1y en el siguiente enlace:

https://colab.research.qoogle.com/drive/1PptrUdj4vk9Z-
2XhWO05GQNYE9Fb0b6DL ?usp=sharing

El script consistié en la descarga de genes y especies de aves seleccionadas del NCBI
utilizando las herramientas de la linea de comandos de NCBI Datasets. Adicionalmente, se
usaron tres programas bioinformaticos afiadidos en el script:

e MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log- Expectation o Comparacion de
secuencias multiples por expectativa logaritmica) para la alineacion de las secuencias
descargadas.

¢ RAxML (Randomized Axelerated Maximum Likelihood o Probabilidad Maxima
Acelerada Aleatoria) para generar arboles filogenéticos de los datos con maxima
verosimilitud.

e HyPhy (Hypothesis Testing using Phylogenies o Prueba de hipdtesis utilizando
filogenias) para evaluar las secuencias e identificar si la seleccidén natural actua sobre
algunos genes codificantes.

Seleccidn de especies y genes de interés

Primeramente, se seleccioné el grupo de estudio enfocado en las aves debido a su
baja prevalencia de cancer. Se utilizd el articulo sobre la Prevalencia del cancer en los
vertebrados (Compton et al., 2023) para seleccionar el orden de aves con mayor registros


https://colab.research.google.com/drive/1PptrUdj4vk9Z-2XhW05GQNYE9Fb0b6DL?usp=sharing
https://colab.research.google.com/drive/1PptrUdj4vk9Z-2XhW05GQNYE9Fb0b6DL?usp=sharing

totales y que presentaban tasas de neoplasia y malignidad. De esta manera, el orden
Psittaciformes fue seleccionado para el analisis.

En cuanto a la seleccidon de los genes de interés, se consideraron un total de veinte
genes entre ellos protooncogenes y genes supresores de tumores registrados en el NCBI y
algunos mencionados en articulos cientificos de autores como Ulhas Nair et al. (2022),
Tejada-Martinez et al. (2021) y Seim et al. (2013).

Para la ejecucién de todo este proyecto se utilizé Linux en la maquina virtual Oracle
VM VirtualBox, donde se genero el script “DESCIFRANDO_CANCER_AVES” para realizar
el estudio de cada gen automaticamente.

Descargar el conjunto de datos de las especies de aves y genes de interés del NCBI

Para realizar la descarga de las especies que presentan los genes de interés, primero
se instald el entorno de anaconda en el terminal de Linux utilizando el siguiente enlace
https://docs.anaconda.com/free/anacondal/install/linux/ de la pagina de Anaconda. Luego se
realizd la instalacion del paquete de ncbi_datasets
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/docs/v2/download-and-install/) de la pagina del
NCBI.

En la terminal, se usod la linea de comando indicada a continuacion para descargar el
conjunto de datos (datasets) basado en el simbolo del gen obtenido del NCBI, se incluyeron
solo las regiones codificantes y el grupo ortélogo de aves a estudiar “Psittaciformes”.

datasets download gene symbol src --include cds --ortholog psittaciformes --filename
practiceSRC.zip

e Las partes en negrita pueden ser modificadas segun el analisis que se solicite

Se esperaba obtener las secuencias de los genes ortdlogos debido a que se busca
identificar los genes homologos que son conservados funcionalmente a lo largo de la
evolucion, en donde los genes presentan un ortélogo en otras especies (Zahn-Zabal et al.,
2020).

Alineamiento de secuencias con MUSCLE

MUSCLE es un programa bioinformatico que permite realizar alineamientos multiples
de las secuencias de proteinas o nucleétidos. Se caracteriza por su alta precision y velocidad
al alinear una amplia cantidad de secuencias (Edgar, 2004).

En el presente proyecto, se utiliz6 MUSCLE para realizar la alineacién de las
secuencias de las especies de aves pertenecientes al orden Psittaciformes previamente
descargadas del NCBI. MUSCLE permitié la comparacion de las cadenas de nucleétidos de
cada especie para posteriormente identificar relaciones evolutivas entre los genes
seleccionados. De esta manera, se esperaba visualizar mutaciones unicas presentes en
estas especies de aves que les pueda conferir mecanismos de resistencia al cancer.

Se utilizo la siguiente linea de comando para correr MUSCLE en el terminal:
muscle -in SRC-cds-practice/ncbi_dataset/data/cds.fna -out SRCmuscleAlignPrac.afa

e -in: Archivo/ruta de entrada en formato FASTA
e -out: Alineacion de salida en formato FASTA


https://docs.anaconda.com/free/anaconda/install/linux/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/docs/v2/download-and-install/

Generacion de arboles filogenéticos con RAxML

RAXML es un programa bioinformatico que permite construir y analizar las filogenias
de una amplia cantidad de datos de maxima verosimilitud. Entre la principal ventaja de este
algoritmo esta su velocidad buscando arboles filogenéticos con puntuaciones de probabilidad
altas (Stamatakis, 2014).

Se utilizd6 RAXMLHPC (version estandar) para realizar el analisis filogenético de las
secuencias de aves previamente alineadas con MUSCLE y poder visualizar en el arbol las
relaciones evolutivas y ascendencia comun entre las especies estudiadas.

La siguiente linea de comando se uso para generar el analisis en RAxXML:

raxmIHPC -s /Thome/manager/Scripts/SRCmuscleAlignMod2.afa -n raxml|_trees -m
GTRCAT fa -x 123 -p 256 -N autoMRE

e -s: Especificar el nombre del archivo de datos de alineacion

e -n: Especificar el nombre del archivo de salida

e -m: Modelo de nucledtido GTRCAT (GTR + Optimizacién de tasas de sustitucion +
Optimizacién de tasas evolutivas especificas del sitio)

e -f: seleccionar algoritmo

e -x: Especificar un numero entero (semilla aleatoria) y activa el arranque rapido

e -p: Especificar una semilla de numero aleatorio para las inferencias de parsimonia
para reproducir sus resultados y depurar el programa.

e -N: Especificar el numero de ejecuciones alternativas en distintos arboles iniciales.

Evaluando la seleccion natural con HyPhy

HyPhy (prueba de hipotesis que utiliza filogenias) constituye un paquete de software
basado en la colaboracién abierta. Permite analizar alineamientos multiples de secuencias
usando distintos modelos evolutivos para datos de proteinas, nucleétidos, entre otros. Se
obtienen estimaciones de parametros y pruebas de hipotesis para determinar aspectos como
seleccién natural, tasas evolutivas, recombinacién y coevolucién (Kosakovsky Pond et al.,
2020). HyPhy fue instalado con Conda en la terminal siguiendo las instrucciones de la pagina
oficial (https://hyphy.org/installation/).

Hyphy fue utilizado para identificar las especies de aves que contienen genes unicos
asociados a la resistencia del cancer que se encuentran bajo seleccion natural considerando
los p-values obtenidos. Los p-values significativos seran las especies con seleccidén natural
positiva. Se utilizé el método aBSREL (una probabilidad adaptativa de efectos aleatorios de
sitio de sucursal) inicialmente para identificar las ramas y nodos bajo seleccion positiva
(Smith et al., 2015), luego se us6 el método MEME (Modelo de evolucion de efectos mixtos)
para determinar los sitios/codones especificos que se encontraban bajo seleccion (Murrell et
al., 2012).

El siguiente comando se uso6 para generar los analisis de HyPhy:


https://hyphy.org/installation/

hyphy LIBPATH=/home/manager/anaconda3/lib/hyphy absrel --alignment
/home/manager/Scripts/SRCmuscleAlignMod2.afa --tree
/home/manager/Scripts/RAXML_bestTree.raxml_trees --branches All --output
/home/manager/Scripts/hyphySRC.json

LIBPATH: ruta de la ubicacion de hyphy

aBSREL o MEME son los métodos utilizados para inferir la presion de seleccion
--alignment: alineamiento generado con muscle

--tree: arbol filogenético generado con raxml

--branches: ramas para analizar

--output: especificar la ruta y el nombre del archivo de salida

Analisis de enriquecimiento de los genes seleccionados

Se utilizé el servidor web g:Profiler (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost) para realizar los
estudios del enriquecimiento funcional del conjunto de genes seleccionados que
comprendian protooncogenes y genes supresores de tumores. G:Profiler se distingue por
proporcionar informacién actualizada y de alta calidad de una variedad de genes/proteinas y
organismos. Raudvere et al. (2019) sefala que g:Profiler posee diversas herramientas para
el analisis de genes o proteinas tales como g:GOSt (Perfil funcional), g:Convert (Conversion
de ID del gen), g:Orth (Busqueda de ortologia) y g:SNPense (ID de SNP al nombre del gen).
En este proyecto, se utilizé la herramienta g:GOSt para poder determinar las posibles rutas
biolégicas asociadas con la baja prevalencia al cancer de la lista de genes proporcionada en
el sistema.

RESULTADOS

Descripcion general

El pipeline “DESCIFRANDO_CANCER_AVES” fue utilizado para analizar la lista de
20 genes codificantes que incluian 10 proto oncogenes y 10 genes supresores de tumores.
Al descargar las secuencias se obtuvo un archivo en formato FASTA para cada gen con las
respectivas secuencias de aves del orden Psittaciformes. En la tabla 1, se puede observar
el resumen de las secuencias descargadas de cada gen. Posteriormente, se generd otro
archivo de formato .afa para cada gen con los alineamientos de las secuencias después de
utilizar MUSCLE. Se realizaron modificaciones adicionales en cada archivo y se obtuvo un
nuevo documento .afa libre de codones stop y solo con el identificador unico de la secuencia
y las secuencias de ADN. A continuacion, se usé RAXML y se generd un archivo para cada
gen con el arbol filogenético de las secuencias. Finalmente, se corrié el programa HyPhy con
los métodos aBSREL (Smith et al., 2015) y MEME (Murrell et al., 2012) y se obtuvieron dos
archivos de formato .json con las ramas y codones bajo seleccion positiva, respectivamente.
En la tabla 2, se encuentra el resumen de los resultados de HyPhy de cada gen. Los archivos
generados se visualizaron en HyPhy Vision (http://vision.hyphy.org/). Observar en la figura 1



https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost
http://vision.hyphy.org/

el resumen de la metodologia general del script. Ver Anexo 2, las capturas del proceso
completo del script corrido en la terminal de Linux para un gen.

Identificacion de genes evolucionados bajo seleccién positiva

Después de analizar alrededor de 35-40 genes protooncogenes y genes supresores
de tumores para las especies de aves, se encontraron que 20 genes estan presentes en
algunas de las aves del Orden Psittaciformes. Los diez primeros genes representan proto
oncogenes, estos son: SRC, BRD4, HOXC11, MDM4, KRAS, MYC, JAK2, Akt1, RAF1 y
MYB. Los diez siguientes son genes supresores de tumores, los cuales son: SMAD4,
RAD17, FAS, ZMYNDS8, PTEN, ADAMTSS8, ANXA1, DAB2, EPHA2 y FBXO31 (Tabla 1).

Al utilizar el método aBSREL con HyPhy, se evidenciéo que ocho de los 20 genes
presentes en el Orden Psittaciformes, estaban bajo seleccidn natural en ciertas proporciones
de ramas. Se encontr6 dos proto oncogenes con ramas bajo seleccion, SRC y MYB, al tener
valores menores a p=0.0500. Se identificaron seis genes supresores de tumores cuyas
ramas estan bajo seleccion, RAD17, FAS, ZMYNDS8, PTEN, EPHA2 y FBXO31, los cuales
fueron estadisticamente significativos (Tabla 2).

Adicionalmente, se usé el método MEME con HyPhy para identificar en una
proporcion de ramas los sitios/codones bajo seleccion positiva (Murrell et al., 2012). Se
encontré que 11 de los 20 genes presentaban sitios que pudieron haber evolucionado bajo
seleccion. Cuatro de ellos son proto oncogenes, SRC, MYB, KRAS y JAK2, mientras que los
siete restantes son genes supresores de tumores, RAD17, FAS, ZMYNDS8, EPHA2, FBXO31,
ADAMTSS8 y DAB2 (Tabla 2).



RESUMEN DE TODOS LOS GENES DESCARGADOS DEL NCBI

N° RAMAS CODONES
SECUENCIAS BAJO BAJO DESCRIPCION DEL NCBI REFERENCIA
N° EN ID NOMBRE GEN TIPO DE GEN £ A
G 0 G ODEG cDS SELECCION | SELECCION https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ DEL GEN
DESCARGADAS | (ABSREL) (MEME)
SRC proto-oncogene,
1 SRC non-receptor tyrosine | PROTOONCOGEN 14 sl sl Rol regulando el desarrollo NCBI
. embrionario y crecimiento celular
kinase
Bromodomain Codifica proteinas homdlogas Nair et al
2 BRD4 . PROTOONCOGEN 12 NO NO asociadas a la mitosis, y a la '
containing 4 . . . (2022)
serina/treonina quinasa
3 HOXC11 Homeobox C11 PROTOONCOGEN 4 NO NO Codifica proteinas asociadas a la Nair et al.
morfogénesis (2022)
Regulador MDM4 de Codifica proteina nuclear que se une a Nair et al.
4 MDM4 PROTOON EN N N
p53 OTOONCOG 8 © 0 un dominio de p53 (2022)
KRAS broto-oncogene Codificacidn de una proteina de la
5 KRAS P S PROTOONCOGEN 20 NO Sl superfamilia GTPasa. NCBI
GTPase
MYC proto-oncogene, Apoptosis, rol en el ciclo celular
6 MYC bHLH transcription | PROTOONCOGEN 5 NO NO ROREOSIS, c Y NCBI
transformacién celular.
factor
Codifica proteina con rol principal en
7 JAK2 Janus kinase 2 PROTOONCOGEN 18 NO Sl la sefializacion de citocinas y factores NCBI
de crecimiento
AKT1 — AKT . )
8 Aktl serine/threonine kinase | PROTOONCOGEN 9 NO NO Bofifen prekeiie () eue s NCBI
1 factores de crecimiento
RAF1 — Raf-1 proto- Codifica la proteina MAP3K, estd
9 RAF1 oncogene, PROTOONCOGEN 22 NO NO aguas abajo de la familia Ras de NCBI
serine/threonine kinase GTPasas
10 MYB MYB pro.to-.oncogene, PROTOONCOGEN 17 S| S| Codifica la proteina que se.un.ef a ADN Nair et al.
transcription factor HTH (regula la transcripcién) (2022)
. GEN SUPRESOR Codifica una proteina Smad de Nair et al.
11 D D 11
SMAD4 SR DE TUMORES NO NO transduccion de senales. (2022)
RAD17 checkpoint , .
12 RAD17 cIamc I?);dl::ec;m GEN SUPRESOR 14 S| S| Codifica una proteina que controla el Nair et al.
P DE TUMORES ciclo celular (2022)
component
13 FAS Fas cell surface death GEN SUPRESOR 3 S| S| Codifica proteinas que regulan la Nair et al.
receptor DE TUMORES muerte celular programada (2022)
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Zinc finger MYND-type

GEN SUPRESOR

Una proteina codificada que regula la

14 ZMYNDS containing 8 DE TUMORES 3 St St transcripcidn NCEI
Phosphatase and tensin | GEN SUPRESOR Supresor de tumores de la ruta
15 PTEN homolog DE TUMORES 8 S NO AKT/PKB NCBI
ADAM Tejada-
16 ADAMTSS metaIIopeptld:?\se with GEN SUPRESOR 4 NO S| Codlﬁ(?a proteinas ADAMTS, es un Y m———
thrombospondin type 1 DE TUMORES posible supresor de tumores
. (2021)
motif 8
Codifica proteinas que se encargan de Tejada-
17 ANXA1 Annexin Al GEN SUPRESOR 5 NO NO la inhibicion de fosfolipasa A2 y tiene Martinez et al.
DE TUMORES . .. .
capacidad antiinflamatoria (2021)
. La fosfoproteina codificada que Tejada-
DAB 2 EN SUPRESOR
18 DAB2 LRI (e GEN SUPRESO 11 NO Sl responde a mitégenos. Rol como Martinez et al.
DE TUMORES
supresor de tumores (2021)
Codificacidn de proteinas tirosina Tejada-
EN SUPRESOR
19 EPHA2 EPH receptor A2 GEN SUPRESO 4 Sl Sl quinasa. Rol en el desarrollo del Martinez et al.
DE TUMORES . .
sistema nervioso (2021)
codificacion de proteinas de la familia .
. GEN SUPRESOR 9 . Seim et al.
20 FBXO31 F-box protein 31 DE TUMORES 12 SI Sl F-box. Rol en la regulacién del ciclo (2013)

celular

Tabla 1. Listado de genes descargados del NCBI. Se consideraron veinte genes con un rol en el desarrollo del cancer que se encuentran presentes en Aves Psittaciformes. Los
diez primeros en color amarillo representan protooncogenes y los diez siguientes en naranja son genes supresores de tumores. En la tabla se presenta el ID de cada gen y su
respectiva descripcion. Se muestra el nimero de secuencias codificantes que se descargaron en la terminal de Linux de cada gen usando el comando de nchi_datasets. Se indica
Si/No si se obtuvo evidencia de seleccidn positiva con cada uno de los dos métodos de HyPhy, aBSREL (p-value=0.05) y MEME (p-value<=0.1). La referencia del gen representa
los articulos y plataformas que previamente mencionaron o estudiaron estos genes relacionados al cancer. En negrita se encuentran los genes que presentaron seleccién positiva
en ambos métodos (MEME y aBSREL).
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RESUMEN DE LOS GENES BAJO SELECCION

No

GEN ID

N° RAMAS
BAJO SELECCION
POSITIVA
(aBSREL)

RESULTADOS aBSREL:
RAMAS/NODOS Y P- VALUES (p=0.05)

N° SITIOS/CODONES BAJO

SELECCION POSITIVA
(MEME)

RESULTADOS
MEME:

CODONES Y P-VALUES (p<=0.1**)

SRC

1

XM_010017387_1, p-value = 0.00000

1

Codon 51, p = 0.0882

MYB

Node®6, p-value = 0.00042
Node23, p-value = 0.00041
Node7, p-value = 0.00550
Nodel8, p-value = 0.00625

Codon 7, p =0.0512
Codon 10, p =0.0139
Codon 12, p =0.0099

KRAS

Codon 57, p = 0.0966

Codon165, p = 0.0776
Codon 237, p =0.0735
Codon 269, p =0.0883

JAK2

Codon 199, p =0.0373

RAD17

XM_031044362_2, p-value = 0.00000
XM_010016178_1, p-value = 0.00000

Codon 7, p =0.0989
Codon 12, p =0.0253
Codon 13, p =0.0299
Codon 22, p =0.0986
Codon 106, p =0.0762
Codon 155, p =0.0742
Codon 603, p =0.0249
Codon 677, p =0.0328

FAS

XM_010009552_1, p-value = 0.00303
Node3, p-value = 0.01505
XM_057401095_1, p-value = 0.01830

16

Codon 95, p = 0.0651
Codon 102, p = 0.0596
Codon 103, p = 0.0683
Codon 188, p = 0.0478
Codon 445, p = 0.0942
Codon 480, p = 0.0634
Codon 866, p =0.0018
Codon 1101, p = 0.0824
Codon 1281, p = 0.0754
Codon 1355, p =0.0273
Codon 1372, p = 0.0209
Codon 1833, p = 0.0626
Codon 1961, p =0.0152
Codon 2176, p = 0.0102
Codon 2246, p = 0.0790
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e Codon 2406, p = 0.0008

e Codon 22, p =0.0205

e Codon 1179, p = 0.0060
e Codon 1207, p = 0.0005
e Codon 1209, p = 0.0002
e Codon 1210, p =0.0215

e Nodel9, p-value = 0.00000
e Node64, p-value = 0.00000
e XM_057432157_1, p-value = 0.00001
e XM_057432150_1, p-value = 0.00004

/ ZMYND8 8 e XM_030503264 1, p-value = 0.00004 1 : EZ:Z: Ei: E i g'gigg
o XM_013128472_3, p-value = 0.00004 SR s
o  XM_030503269_1, p-value = 0.00094 s G
o XM_034066649_1, p-value = 0.01825 S il
e Codon 1243, p =0.0494
8 PTEN 1 e XM_030487348 2, p-value = 0.00003 0
e XM_034068124 1, p-value = 0.00000 : EZjo: i?z P =_0'00(9);§7
9 EPHA2 4 * Node2, p-value = 0.00004 3 . Codzn 597 z - 0.0063
e XM_030507884_1, p-value = 0.00003 00—
Nestor notabilis

e XM_057401309 1, p-value = 0.00423 XM 010012765 1

e Codon 35, p=0.0702

e Codon 141, p =0.037

e Codon 269, p =0.0884
e Codon 309, p = 0.0084
e Codon 322, p =0.0462
10 FBXO31 1 e Node2, p-value = 0.00003 11 e Codon 450, p =0.0328
e Codon 521, p=0.0934
e Codon 530, p=0.0335
e (Codon 531, p=0.0468
e Codon 613, p=0.0758
e Codon 640, p =0.0263

11 ADAMTS8 0 1 e Codon 366, p = 0.0360

e Codon 208, p =0.0277
12 DAB2 0 3 e Codon 209, p =0.0434
e Codon 210, p = 0.0000

Tabla 2. Descripcion de los resultados de HyPhy de los posibles genes bajo seleccidn positiva. Se presentan las ramas/nodos significativos de cada gen obtenidas con
aBSREL que podrian haber evolucionado bajo seleccion positiva (Holm-Bonferroni corregido p-value=0.05). Los resultados de MEME sefialan los sitios/codones
significativos que dan indicio de seleccién positiva en una proporcidn de las ramas (p-value<=0.1). Subrayado de amarillo se encuentran las ramas y codones de interés
que seran explicadas posteriormente.
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Figura 1. Resumen de la metodologia del script y resultados generales. Los genes asociados al cancer y especies de
aves se seleccionaron del NCBI y de articulos cientificos. Se usé la herramienta de ncbi_datasets para descargar las
secuencias de cada gen en un archivo FASTA individual; MUSCLE permitié alinear las secuencias descargadas.
Previamente a utilizar RAXML, se edité el archivo de MUSLCE modificando el encabezado de cada secuencia con
comandos de expresiones regulares y se eliminaron los stop codones con la funcidn cln de HyPhy. El archivo generado
se visualizé con SnapGene Viewer. RAXML permitié generar filogenias que se visualizaron con iTOL. Al final, se usé HyPhy
para obtener los resultados de las ramas (con aBSREL) y de los codones (con MEME) significativos que sugieran seleccion
positiva. Estos archivos se observaron en HyPhy Vision.




Determinacion de genes y sitios de interés de aves Psittaciformes

Los archivos obtenidos con HyPhy fueron visualizados en HyPhy Vision. Al analizar
los resultados de MEME, se consideraron los valores EBF (empirical Bayes factor) para explorar
los datos y determinar una ubicacion potencial que sugiera la evidencia de seleccién en los
sitios/codones en ramas del arbol filogenético obtenido con RAXML para cada gen. Murrell et al.,
2012 sefalo las limitaciones de MEME al identificar precisamente los sitios y las ramas bajo
seleccion; es por ello que se consideré los resultados de MEME en comparaciéon con los
resultados de aBSREL para distinguir las posibles ramas de interés.

Del listado de 20 genes, se encontraron dos candidatos después de comparar los
resultados de MEME y aBSREL. Estos genes son el protooncogén SRC (non-receptor
tyrosine kinase) y el gen supresor de tumores RAD17 (RAD17 checkpoint clamp loader
component).

Con respecto al gen SRC, se identific6 en aBSREL la rama con el identificador de
secuencia XM_010017387_1 con un p valor significativo (se estimé p=0.0500). De la misma
manera, en MEME se encontrdé el codén 51 bajo seleccion positiva al ser significativo
(p<=0.1). Este sitio podria ocurrir en la rama XM_010017387_1 al considerar el valor EBF
mas alto. Observar en la figura 2 el arbol filogenético de este gen y los valores EBF del sitio
y rama seleccionadas.

Al considerar el gen RAD17, se evidenci6 la rama con identificador XM_010016178_1
bajo seleccién positiva en aBSREL (p=0.0500). Igualmente, en MEME se encontr6é que el
codon 12 es estadisticamente significativo con un p = 0.0253 y su localizacion podria
presentarse en la rama XM_010016178 1 al poseer el mayor valor EBF de todos los sitios
identificados por HyPhy. En la figura 3, se puede visualizar los resultados de HyPhy de este
gen y de su respectivo arbol filogenético.

. 001 0.01 0.01 0.02 0.03 0.03 0.04
ﬁm 1
[ XM_010017387 1 |
root e —
XM_030502952_2 ’@ HyPhy Vision m -
Nodel§ _ -
XM _030502949 2
Node20
XM _030502951_1
Node22
P MEME Branch EBF Table 0
XM_057424629_1
".\odell Showing eniries 201 through 210 out of 2450
XM_057424627_1 el
Nodels
XM _057424628 1 P Branc| EBF ¥
Nodel
XM_034066645_1 51 0 XM_010017387 1 T
Nodel0
XM_034066646_1 51 0 Node10 1
Node2
XM_034066641_1 51 0 Node1s 1
Node3
XM_034066642_1 51 0 Node20 1
Noded
XM_034066643_1 51 0 Node22 1
Node6
XM_034066644_1 51 0 Node3 1
A C
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t## For partition 1 these sites are significant at p <

» detected?| # branches |

Figura 2. Resultados de RAXML y HyPhy del gen SRC. (A) Arbol filogenético generado con RAXML y visualizado en
iTOL. También se lo observé en HyPhy Vision con el archivo .json de HyPhy. El recuadro verde es la rama que se
estima presenta seleccion positiva. Las medidas en la parte superior permiten distinguir la distancia entre las
ramas. (B) Resultados de HyPhy con MEME mostrados en la terminal. Coddn significativo (p<=0.1) que podria
sefialar seleccion positiva episddica en una rama. (C) Resultados de HyPhy del sitio/coddn significativo visualizados
en HyPhy Vision. Se presentan todas las ramas y nodos con sus respectivos valores EBF. La rama XM_010017387_1
posee el valor EBF mas alto en este sitio (EBF=13308.81).

oot o0z 003 004 008 007 ('}) HyPhy Vision
XM_05739%688 |
XM 057398689 1 MEME Branch EBF Table [i]
XO_0573986%0 1

12 0 Noded 0.09

12 0 XM 005143761 4 1

12 0 XM_010016178_1 e

XM asosirans 1 12 0 XM _030511492 1 1

s ssostions 12 0 XM _030511493 1 1

12 0 XM 030511494 1 1

Figura 3. Resultados de RAXML y HyPhy del gen RAD17. (A) Arbol filogenético generado con
RAXML y visualizado en iTOL o HyPhy Vision (archivo .json). El recuadro verde representa la rama que se estima
presenta seleccidn positiva. En la parte superior, se encuentran las dimensiones para distinguir la distancia entre
las ramas. (B) Resultados de HyPhy con MEME obtenidos en la terminal. Codones/sitios significativos (p<=0.1) que
podrian indicar seleccion positiva episddica en una rama. (C) Resultado de HyPhy del sitio significativo, visualizado
en HyPhy Vision. Se presentan todas las ramas y nodos con sus respectivos valores EBF. La rama XM_010016178_1
posee el valor EBF mas alto en este sitio (EBF=3374.3).

Deteccidén de las especies de aves correspondientes a las ramas bajo seleccién de los
dos genes de interés

Una vez se determinaron las posibles ramas de los arboles filogenéticos bajo
selecciodn positiva de los genes SRC y RAD17, se analiz6 sus archivos FASTA descargados
en la terminal para identificar el organismo al que corresponde cada identificador de
secuencia del arbol. Se encontrd que tanto la rama XM_010017387_1 del gen SRC como la
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rama XM_010016178_1 del gen RAD17 pertenecen al organismo Nestor notabilis (Figura 4).
Este organismo representa una especie de ave del orden Psittaciformes caracterizada por
su gran tamarno y longevidad (Aitken et al., 2023; Pullar, 1996).

cds.fna @

CGCAAGCTGGACAGTGGTGGCTTCTACATCACCTCCCGCACCCAGTTCAACAGCCTGCAGCAGCTCGTGG
CCTATTACTCCAAACACGCCGACGGCTTGTGCCATCGTCTCACCAATGTCTGCCCCACTTCCAAGCCCCA
GACCCAAGGCCTTGCCAAGGATGCCTGGGAAATCCCCCGGGAATCGCTGCGGCTGGAGGTCAAGCTGGGA
CAGGGCTGCTTCGGAGAGGTGTGGATGGGGACCTGGAACGGCACCACCCGGGTGGCGATCAAGACGCTGA
AGCCTGGCACCATGTCCCCGGAGGCCTTCCTGCAGGAAGCCCAGGTCATGAAGAAGCTCCGGCATGAGAA
GCTGGTTCAGCTCTACGCCGTGGTTTCAGAGGAGCCCATTTACATTGTCACTGAGTACATGAGCAAGGGG
AGCCTCCTGGACTTCCTGAAGGGTGAGATGGGCAAGTACCTGCGGCTGCCCCAGCTCGTGGATATGGCAG
CTCAGATCGCATCCGGCATGGCCTACGTGGAGAGGATGAACTATGTCCACCGGGACCTGCGGGCAGCCAA
CATCCTCGTGGGGGAGAACCTGGTGTGCAAAGTGGCCGACTTCGGCTTGGECCGGCTCATCGAGGACAAC
GAGTACACTGCTCGGCAAGGTGCCAAGTTCCCCATCAAGTGGACAGCCCCCGAAGCTGCTCTGTATGGCA
GGTTTACCATCAAGTCAGATGTCTGGTCCTTTGGCATCCTCTTGACTGAGCTGACAACCAAGGGCAGAGT
GCCATACCCAGGGATGGTGAACCGGGAGGTGCTGGACCAGGTAGAGCGGGGGTACCGCATGCCCTGCCCG
CCCGAGTGCCCCGAGTCCCTGCATGACCTCATGTGCCAGTGCTGGCGGAAGGACCCGGAGGAGCGACCCA
AGTACCAGCCTGGCGA

XM 016917387 1:1- 1620 SRC lorganlsm—Nestor notabllls] [GeneID=104407970]
AA 4 AGCCCACCGACAACT
CCCACCATGGGAGC ACCCAGCCTCACAGACCCCCAGCAAGGCAGC GCCCCCGATGCCCATCGCACCCC
CAACCGCCAAAAAACGGGGCCANTGGCTGCCGAGTCCAAGCTCTTTGGAGGCTTCAACACCTCTGATACG
GTCACCTCGCCGCAGCGTGCCGGGGCGCTGGCGGGTGGAGTCACCACCTTTGTGGCCCTCTATGACTACG
AGTCCCGGACCGAAACAGACTTGTCCTTCAAGAAGGGAGAGCGCCTGCAGATCGTCAACAACACGAGAAA

A
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ATCTATCTCGTAACAAGTCCAGACAAAACTGGAGCCAGTCTCAAGATGAACCATGGGTAGATAGATACAA
ACCTGAAACTCAGAATGACCTTGCTGTGCAAAAGAAGAAGATTGAAGAGGTTGAAGCCTGGTTAAAAATG
CACATATTACAGAGGCAGCCAAAGCAGGGTGGCTCTGTTTTACTGCTGACTGGTCCTCCTGGTTGTGGAA
AGACTGCAACTATACAAATACTAGCAAAAGATCTTGGTGTTCAAGTGCAAGAATGGATCAATCCAATATC
TTTAGACTTTACAAAAGAAGACTTAAGAAATATGTTTGGCCATGACTCAAATTTTCATATGTTTCCGAGT
CAGGCCCAAGCAGCTGTCTTTCAAGATTTTCTATTAAGAGCAAATAAGTATAACAAACTTCAGATGCTTG
GGGAGTCCTCAGAAAATGATAAAAAGCTTATTCTTATTGAAGACCTACCTAACCAATTCTATCGAGAGCC
TAGCAGCCTGCATGAAATTCTCAGGAGATTTGTTCGTATGAGTAGATGTCCCCTTATATTTATTATATCA
GATAACTTCAGTGGAGACAGTAAGAAGAGGTTACTATTTCCAGTGGACATTTTAGAGGAGTTGTGTATAT
CCACTATTAGTTTCAAACCTGTTGCACCAACAAATATGATGAAAGTTCTTAATCGAATTGCTGCAACAGA
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AAGTAAAGGTGATACTTCAGAAGACCAGGAGATACAAGCTATTGGTGGCAAAGATGCTTCCATTTTTCTT
TTCCATGCTCTGGGGAAAATAATTTACTGCAAAAGAGAACCAGTATCAGAATTTCCTCAGCTGCCTGCTC
ACTTATCAGATCACCGCCGGGACACCTTGCTTATTCAACCTGAGGATATTGTGGAAAAATCACATATGTC

B

Figura 4. Identificacion de las especies de aves correspondientes a las ramas seleccionadas. Archivos .fna de las
secuencias codificantes del orden de aves Psittaciformes de los genes mas significativos encontrados previamente
(SRCy RAD17). (A) Rama XM_010017387_1 del gen SRC del recuadro rojo representa a la especie Nestor notabilis.
(B) Rama XM_010016178_1 del gen RAD17 del recuadro rojo corresponde al ave Nestor notabilis.

Localizacién de mutaciones unicas en los genes de interés (SRC y RAD17)

Al analizar las secuencias de nucleétidos del gen SRC, se identificé que la secuencia
XM_010017387_1 presenta diferencias en el codon 51 en contraste con las otras 13
secuencias de los organismos que también presentan este gen. Como fue previamente
mencionado, el codén 51 sugiere evolucidn bajo seleccidn positiva el cual se asocid con la
secuencia XM_010017387_1. Se observa en la figura 5 con SnapGene Viewer, la presencia
triple de Adeninas (AAA) en el codén 51 (posicion 151-153 bases), en lugar del codéon CCT
encontrado en las demas secuencias descargadas. Ademas, se observa una insercion de
dos Adeninas (AA) adicionales delante del coddn 51 que difiere de las otras secuencias.
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Figura 5. Mutaciones Unicas en la secuencia XM_010017387_1 del gen SRC. El recuadro rojo de la izquierda
representa la secuencia de interés con posible evidencia de seleccidn positiva identificada con aBSREL e inferida
de MEME. El recuadro de la derecha es el coddon 51 encontrado con MEME, presenta una mutacion Unica (AAA)
caracteristica de esta secuencia.

17




Se evalud las secuencias de ADN obtenidas del gen RAD17 y se encontraron cambios
en los nucledtidos del codon 12 (posicidn 34-36 bases) de la secuencia XM_010016178_1
que difieren de las demas secuencias descargadas de este gen. Se identificd la presencia
de una Adenina y Timina (ATG) al inicio del codén 12, mientras que las otras secuencias
presentan una Citosina y Guanina (CGG) en los primeros nucleétidos de este codon (Figura
6). Se observé que este alineamiento, en contraste de la fig. 5, presenta demasiados

AR AR
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10 20 30 40

b XM 057398689 1 -----------—------ ATGTCTGGAAGCTCCTC|[GGGAAA- - - -
b XM_057398688_1 = m--m----m-----=-oo- ATGTCTGGAAGCTCCTIC/GGGAAA- - - -
P XM 057398690 _1 == - - - - - - m o m - e e o e e m e o e m oo o oo — oo Y
b XM 057398691 1 == m - m - m e mm e o m e e mm e o e oo mmoo oo N
b XM_031044362_2 - ------------—-- ATGTCTGCAAGCTCCTIC[GGGAAA- - - -
P XM_005143761 4 - - ----————-—————— ATGTCTGCAAGCTCCTIC/GGGAAA- - - -
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Figura 6. Mutaciones unicas en la secuencia XM_010016178_1 del gen RAD17. La secuencia de interés del
recuadro rojo de la izquierda es la candidata de evidencia de seleccion positiva, fue identificada con aBSREL e
inferida de MEME. El recuadro de la derecha representa el codén 12 identificado con MEME, presenta una
mutacién (ATG) que podria ser caracteristica de esta secuencia.

Posibles rutas biolégicas encontradas en los genes bajo seleccion natural

Después de realizar el analisis de HyPhy con MEME y aBSREL, se identificaron doce
genes en total que podrian estar presentes en aves Psittaciformes y bajo seleccién positiva
(Ver Tabla 2). Estos genes son SRC, MYB, KRAS, JAK2, RAD17, FAS, ZMYNDS8, PTEN,
EPHA2, FBXO31, ADAMTS8 y DAB2.

Se realiz6 el analisis en g:Profiler con la herramienta g:GOSt utilizando la lista de los
doce genes para identificar el enriquecimiento biolégico que podria estar asociado al cancer.
En lafigura 7, se observa en la grafica que la mayor presencia de genes con una significancia
p>0.05 se centran en los procesos biolégicos (GO:BP). En los resultados detallados se
distinguen algunas rutas biolégicas que presentan la mayoria de los genes, tales como la
regulacion de la fosforilacion, la respuesta celular al estrés, la regulacion de la proliferacion
de la poblacion celular, el proceso apoptético y la muerte celular programada. Algunas de
estas rutas podrian estar asociadas con la baja prevalencia de cancer en las aves
Psittaciformes.
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regulation of phosphorylation GO:0042325 3.536x107
MAPK cascade GO:0000165 7.813x10°
regulation of phosphate metabolic process G0:0019220 9.119%10°%
regulation of phosphorus metabolic process GO:0051174 9.175%107°
cellular response to stress G0:0033554 1.057x10%
negative regulation of cellular process GO:0048523 1.460x10™
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Figura 7. Enriquecimiento funcional de genes bajo seleccién positiva. (A) Grafica de los genes con p valores que
superan la significancia (p>0.05) en cada fuente de datos ubicadas en el eje x. Estas fuentes son GO Biological
Process (GO:BP), Reactome (REAC), WikiPathways (WP), molecular function (MF), Cellular component (CC) y Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). La cantidad de genes sobre el nivel de significancia se encuentran
entre paréntesis. En naranja estan los procesos bioldgicos con el mayor nimero de genes.

(B) Informacion detallada de las rutas bioldgicas (GO:BP) que corresponden a cada gen. Los colores representan
los codigos de evidencia de anotacién GO. La tabla contiene adicionalmente el valor FDR (Padj) y la puntuacion
de enrequecimiento -log10(Padj).

DISCUSION

Genes evolucionados bajo seleccién positiva con MEME y aBSREL

Al evaluar distintos genes que tienen un rol significativo en el desarrollo del cancer,
se identifico que la lista de 20 genes de la tabla 1 presentan secuencias disponibles de
especies de aves Psittaciformes para descargar del NCBI. Por lo tanto, estos genes se
consideraron como candidatos que podrian encontrarse en estas aves. La significancia de
cada gen se evaluo posteriormente con los resultados de HyPhy; los genes significativos se
resumen en la tabla 2. Algunos de los genes significativos han sido previamente estudiados
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en vertebrados por otros autores. Ulhas Nair et al. (2022) realizaron la caracterizacion de
varios genes que presentan una correlacidén positiva o negativa con la baja prevalencia de
cancer en peces, mamiferos y aves. De este estudio, se selecciono el protooncogén MYB y
los genes supresores de tumores RAD17 y FAS que fueron significativos en HyPhy y podrian
haber evolucionado bajo seleccion positiva. Se ha evidenciado que MYB se encarga de la
regulacion de células madre y progenitoras de la médula ésea, el colon y regiones del
cerebro. Un alta expresion de este oncogén puede dar lugar al cancer (Mitra, 2018). Mientras
que RAD17 y FAS se han encontrado que representan puntos de control para la reparacion
de la ruptura del ADN deteniendo el ciclo celular o generando apoptosis (Strasser et al., 2009;
Wang et al.,, 2014). Adicionalmente, se escogieron genes supresores de tumores
identificados con evidencia de seleccion positiva en cetaceos, entre ellos estan ADAMTSS,
DAB2 y EPHAZ2 (Tejada-Martinez et al., 2021). Estos genes también fueron significativos en
HyPhy (ver tabla 2). EPHAZ2 result6 significativo para ambos métodos de HyPhy, MEME y
aBSREL. Este gen es fundamental regulando la aparicion de tumores, su invasién vy
progresion del cancer por medio de mecanismos de sefalizacidn celular para detectar y
combatir las células cancerigenas (Wilson et al., 2021). Ademas, en cuanto al gen FBX0O31
seleccionado para este proyecto que presento significancia, se encontré que los murciélagos
los cuales son mamiferos voladores y longevos poseen copias extras de este gen que es
importante en el ciclo celular y en la reparacién del ADN (Seim et al., 2013).

Se ha encontrado que las aves presentan bajos indices de cancer (Mgller et al., 2017),
lo que podria asociarse con su tendencia a vivir por largos periodos de tiempo dependiendo
de la especie de ave. Compton et al. (2023) indica que las aves exhibieron un menor
porcentaje de los indicadores del cancer como son la neoplasia y la malignidad. Para
comprender la capacidad de resistencia al cancer en las aves y si presentan genes que
estuvieron bajo seleccién positiva, se consideraron los resultados de HyPhy. Se utilizé las
medidas del factor empirico de Bayes (EBF) de cada rama obtenidas con MEME para realizar
analisis exploratorios de los datos y determinar la ubicacion potencial de un coddn con
seleccion. Sin embargo, no se estiman asociaciones fuertes con estos valores, debido a que
no se infiere precisamente que la seleccion se evidencie en un sitio especifico de una rama
determinada. Es por ello por lo que se utilizé adicionalmente aBSREL para estimar las
posibles ramas evolucionadas bajo seleccion. aBSREL constituye un método adecuado para
identificar ramas individuales con seleccion. Smith et al. (2015) menciona las ventajas de
aBSREL referente a su rendimiento computacional y estadistico, ademas de su mayor
velocidad y capacidad de analizar varias secuencias.

Algunas posibles limitaciones de los presentes resultados podrian asociarse al tipo
de analisis que tiende a ser mas exploratorio debido a los datos utilizados, como los valores
EBF y el analisis de las ramas seleccionadas por el programa, en lugar de ser establecidas
con anterioridad. Alvarez-Carretero et al. (2023) menciona que en estudios con pruebas de
hipotesis como HyPhy se esperaria generar una hipétesis nula previamente al analisis de los
datos para evaluarla. De esta manera, al no especificar ramas para analizar, el programa
realiza la busqueda de los linajes que podrian tener sitios bajo seleccion positiva, en este
caso la hipétesis nula se derivaria de los datos. En futuros estudios, se podria plantear la
hipétesis nula con anterioridad sobre ramas especificas y se podria considerar el uso
adicional de herramientas como CODEML o EasyCodeML de paquetes actuales como PAML
(Phylogenetic Analysis by Maximum Likelihood) que también permiten evaluar seleccion
positiva. Estas herramientas permitirian reforzar o contrastar los resultados de HyPhy y
ademas podrian incluir mejoras en cuanto a la facilidad de uso y evaluacion de las hipétesis,
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asi como, el estudio de seleccién en diversos genes de un grupo de taxones (Alvarez-
Carretero et al., 2023; Gao et al., 2019).

Genes de interés de aves Psittaciformes y mutaciones uUnicas

Se identificaron dos genes de interés relacionados al cancer, SRC y RAD17, después
de comparar los resultados de HyPhy con MEME y aBSREL de la lista de posibles genes
bajo seleccidn positiva (tabla 2). En cuanto al gen supresor de tumores RAD17, su funcion
consiste en actuar como sitio de control de la replicacién e identificar las rupturas en el ADN
(Wang et al., 2014). Al observar los alineamientos de MUSCLE de las secuencias de ADN
de aves Psittaciformes para RAD17, se identific6 en el coddén 12 de la rama
XM _010016178 1 perteneciente a la especie Nestor notabilis |la presencia de una mutacion
unica (figura 3). La secuencia presenta un codon 12 que inicia con Adenina y Timina (ATG)
en contraste con las otras secuencias. Esto podria indicar un sitio de interés que sugiera una
explicacion potencial de la resistencia al cancer. Sin embargo, existen ciertas limitaciones
con esta inferencia debido a que el alineamiento visualizado en SnapGene para este gen
(figura 6) presenta varios espacios debido a la falta de una amplia secuenciacion de los
genomas de aves. Stiller & Zhang (2019) resalta la escasez actual de genomas de este grupo
de animales y sefiala la importancia de continuar con las secuenciaciones pendientes. Se
espera que en un futuro los andlisis de secuencias de aves sean mas robustos y sea posible
mejorar las limitaciones encontradas con un mayor numero y longitud de genomas.

Adicionalmente, el protooncogén SRC presenté mutaciones unicas en el codén 51 de
la rama XM_010017387_1 referente a la especie Nestor notabilis (figura 2) donde existe la
presencia triple de Adeninas (AAA) y en el codon 50 se encontré una insercion de dos
Adeninas (AA) (figura 2). El alineamiento multiple de secuencias de este gen es continuo y
no presenta abundantes espacios debido a que las secuencias tienden a ser del mismo
tamano. Con respecto al rol de este gen en el cancer, estudios previos sefialan su
importancia en la regulacion de las rutas biologicas y metabdlicas de las células
cancerigenas una vez que es activado, esto se observa en humanos y algunos animales. Su
funcién principal es la trasmision de sefiales a proteinas para activar su sintesis y regular
vias de glucdlisis, absorcion de glucosa, fosforilacion oxidativa, entre otras; generando el
crecimiento celular y nutriendo las actividades de las células anormales (Pelaz & Tabernero,
2022; Raiji et al., 2023). Con estos resultados, se cumplié con el objetivo de detectar los
cambios genéticos unicos de genes relevantes al cancer como SRC y RAD17 que estaban
bajo seleccién positiva en ciertas especies de aves Psittaciformes.

Evaluando la paradoja de las aves y sus rutas biolégicas

De las ramas de interés bajo seleccion en los genes SRC y RAD17, se identificd que
las secuencias de ADN representan a una especie de ave del orden Psittaciformes (cacatuas
y loros) conocida como Nestor notabilis (figura 4). Esta ave pertenece a la familia Psittacidae
(loros de Nueva Zelanda) y el género Nestor, su nombre comun es kea. Este tipo de loro se
distingue por su gran tamafo dentro de su familia y por su longevidad de 47 a 50 afios (Aitken
et al., 2023; Brouwer et al., 2000; Young et al., 2012). En comparacion con los mamiferos
que tienen un tamafio similar, las aves tienden a vivir incluso cuatro veces mas. Incluso los
murciélagos que sobreviven mas que los otros mamiferos, viven menos que las aves de
masa corporal semejante (Holmes & Ottinger, 2003). En cuanto a las aves del orden
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Psittaciformes, se caracterizan por ser mas longevas, esto se asocia con una menor
incidencia al cancer como se evidencié con la presencia de los protooncogenes y genes
supresores de tumores bajo seleccion positiva de la tabla 2. Young et al. (2012) estudiaron
loros en cautiverio y sugieren que las especies de menor tamano tienden a vivir menos que
las mas grandes debido a la falta de seleccion por mejores defensas contra el cancer. En
general, Nestor notabilis se encuentra entre las aves mas longevas del orden Psittaciformes
y dentro de su familia.

De las especies de mamiferos con altos indices de mortalidad, se ha identificado que
mas del 20% al 40% de este grupo de animales mueren por causas relacionadas al cancer
(Vincze et al., 2022). Sin embargo, el orden Artiodactyla de mamiferos que esta constituido
por especies grandes como las ballenas, es el grupo con mayor resistencia al cancer. Esta
evidencia apoya la paradoja de Peto que sugiere que las especies mas grandes a pesar de
su tamarfo y longevidad no tienen un riesgo mas elevado de contraer cancer, que los
animales mas pequefios menos longevos (Caulin & Maley, 2011). De la misma manera, la
especie de ave encontrada Nestor notabilis podria apoyar la paradoja de Peto debido a su
longevidad y tamafio, ademas de la presencia de genes relacionados al cancer como
protooncogenes o genes supresores de tumores que le pueden proporcionar resistencia al
cancer. Se espera que esta especie como otras del orden Psittaciformes presenten
mecanismos que controlen la aparicion de células cancerigenas. Algunos de los genes bajo
seleccion presentes en estas aves (tabla 2), han sido previamente identificados en otras
especies animales como se mencioné anteriormente. Por ejemplo, el gen EPHA2 que fue
seleccionado positivamente en cetaceos los cuales tienden a ser longevos (Tejada-Martinez
et al., 2021), también se encontr6 en las aves Psittaciformes. Este gen como los otros con
seleccion les podrian conferir a estas aves la capacidad de evadir errores en el proceso de
division celular y eludir el cancer, permitiéndoles que sean mas longevas como se establece
en la paradoja de Peto.

La capacidad de las aves de generar defensas contra el cancer podrian ser producto
de conservar los mecanismos de los dinosaurios teropodos de los cuales descienden.
Estudios sefnalan que las aves atravesaron un proceso de miniaturizacion y desarrollaron la
habilidad de volar como adaptaciones para sobrevivir (Benson et al., 2014). Sin embargo, es
posible que hayan mantenido las defensas de resistencia al cancer de sus ancestros grandes
(Yagmur Erten et al., 2020). Esto podria explicar que las aves tienden a ser mas longevas
que los mamiferos voladores de dimensiones similares, como se encontré con el ave Nestor
notabilis que podria presentar mecanismos de supresion del cancer y es longeva. Ademas,
se esperaria que los genes relacionados al cancer que fueron significativos bajo seleccién
positiva (tabla 2) fueran heredados de los dinosaurios y les confiera a las aves estudiadas
su resistencia contra el cancer para vivir durante muchos anos.

Adicionalmente, al identificar rutas biolégicas de los genes bajo seleccion natural
positiva (tabla 2), se determinaron que algunas podrian ser responsables de la supresion del
cancer en las aves Psittaciformes y de su longevidad. Entre estas rutas estan la regulacion
de la fosforilacion, la respuesta celular al estrés, la regulacién de la proliferacién de la
poblacion celular, el proceso apoptético y la muerte celular programada. En las aves, se ha
encontrado que la longevidad podria estar asociada a la habilidad de reparar del ADN,
procesar el ARN vy el estrés oxidativo, asi como el progreso del ciclo celular (Wirthlin et al.,
2018), las cuales podrian estar en concordancia con los resultados obtenidos en g:Profiler
(figura 7). Adicionalmente, Ulhas Nair et al. (2022) sefiala que la disminucion de la
prevalencia del cancer es mediada por genes que regulan el ciclo celular, reparan el ADN y
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generan una reaccion inmunologica. En comparacién, la longevidad y la supresién del
cancer podrian requerir de algunas rutas biolégicas similares. En el presente proyecto,
también se encontraron rutas que previenen la proliferacion excesiva de las células, lo cual
es caracteristico del cancer, por medio de la destruccion de células anormales y regulacion
de los procesos celulares. A su vez, estas rutas bioldgicas podrian tener un papel
fundamental en aumentar la esperanza de vida de las aves.

CONCLUSION

Se exploré la resistencia al cancer en las aves del orden Psittaciformes analizando
20 genes codificantes relacionados al cancer y presentes en este grupo de aves. Se utilizé
el script creado para este estudio llamado “DESCIFRANDO_CANCER_AVES”. Estos genes
comprendian genes supresores de tumores y protooncogenes de los cuales once fueron
significativos en HyPhy y podrian presentar evidencia de seleccion positiva. De estos genes,
se identificaron dos (RAD17 y SRC) que presentaron mutaciones unicas en los codones de
la especie de ave Nestor notabilis en contraste con las demas secuencias de aves alineadas
con MUSCLE. Esta ave también llamada Kea se la caracteriza por un tamano grande y la
capacidad de vivir hasta 50 afios. Se espera que la longevidad de estas aves se deba a sus
mecanismos de resistencia al cancer evidenciados con la presencia de los genes bajo
seleccion y de rutas bioldgicas que permitan reparar el ADN y controlar o corregir errores en
el ciclo celular. Estas defensas contra el cancer podrian haber sido heredadas de sus
ancestros los dinosaurios y se mantuvieron a lo largo de los afios a pesar de atravesar un
proceso de miniaturizacion.

En el futuro, sera importante recopilar informacion adicional sobre mas genes
relacionados al cancer y se espera que puedan ser considerados mas genomas de aves no
solo en cautiverio sino también en la naturaleza, debido a que actualmente la variedad de
aves es limitada en los zooldgicos (Mgller et al., 2017). Ademas, es necesario generar mas
registros de cancer en animales salvajes ya que por el momento es un reto documentar la
edad real del organismo y realizar necropsias para estudiar el cancer (Vincze et al., 2022).
Con mayores estudios se podra ampliar la busqueda de mutaciones unicas en las aves que
nos permitan entender mejor el desarrollo del cancer. Como sugieren Seluanov et al. (2018),
Entendiendo mas a detalle como se produce la resistencia al cancer en las especies
animales, podrian proporcionar indicios importantes para generar terapias que contrarresten
el cancer en seres humanos. Asi el presente proyecto, sera un pilar para detectar mutaciones
no identificadas en los genomas de las aves Psittaciformes que podrian en un futuro
aumentar los conocimientos del cancer e inclusive apoyar en terapias genéticas como
objetivos (targets) de CRISPR para tratar esta enfermedad (Liu et al., 2023). Adicionalmente,
el script desarrollado permitira continuar con la investigacion de genes y especies animales
relevantes de manera rapida y automatica.
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ANEXOS
ANEXO 1

https://colab.research.qoogle.com/drive/1PptrUdj4vk9Z-
2XhWO05GQNYE9Fb0b6DL ?usp=sharing

SCRIPT: DESCIFRANDO_CANCER_AVES

El siguiente pipeline permitird descargar y analizar secuencias de genes codificantes

de avesPsittaciformes ort6logas, con la finalidad de identificar posibles mutaciones
Unicas que se

encuentren bajo seleccion positiva y potencialmente confieran resistencia al cancer a este
grupo deaves. Para ello, se realizaran los siguientes pasos:
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1. Se descargaran las secuencias del NCBI. En este script se considera el
protooncogén SRC(tirosina quinasa no receptora), para evaluar otros genes se
debe modificar la linea de comandos de descarga.

2. Se realizara el alineamiento de secuencias con MUSCLE

3. Se generaran arboles filogenéticos con RAXML

4. Se evaluaran los resultados con HyPhy para identificar los sitios (MEME) y ramas
(aBSREL)bajo seleccion.

Nota: Todo el script fue desarrollado en la terminal de Linux, en el editor de texto de
linea decomando nano.

#!/bin/bash

DESCARGANDO SECUENCIAS DEL NCBI

1. Ingresar a la carpeta donde se descargaran los archivos con el
comando cdnombre_directorio
2. Llamar al script de conda

source /home/manager/anaconda3/etc/profile.d/conda.sh

3. Se debe activar el conda environment de ncbi_datasets

conda activate ncbi_datasets
4. El siguiente comando se usa para descargar las secuencias:

. Se descarga segun gene symbol, regiones codificantes y ortholog group

datasets download gene symbol src --include cds --ortholog Psittaciformes --filenam

4

5. Descomprimir documento
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unzip practiceSRC.zip -d SRC-cds-practice

6. Se observa en arbol las carpetas donde esta guardado el documento descomprimido

tree SRC-cds-practice

7. Desactivar el conda environment

conda deactivate

8. Se eliminan los archivos que no sean del formato .fna

find /home/manager/Data/SRC-cds-practice/ncbi dataset/data -type £ | -name *.fna -

ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS CON MUSCLE

muscle -in SRC-cds-practice/ncbi_dataset/data/cds.fna -out /home/manager/Data/SRC-cds-practice/ncbi d

4

GENERANDO ARBOLES FILOGENETICOS CON RAxML

Primero se debe realizar maodificaciones en el documento generado por muscle

1. Para editar el encabezado de cada secuencia del archivo y eliminar todo desde “:
utilizar elsiguiente comando

cd /home/manager/Data/SRC-cds-practice/ncbi dataset/data

awk '/~>/{ sub(/:.*/, "", $0) } 1' SRCmuscleAlignPrac.afa > SRCmuscleAlignMod1l.afa

2. Para remover los stop codons utilizamos la funcién cin (clean) de HyPhy
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hyphy cln Universal /home/manager/Data/SRC-cds-practice/ncbi_dataset/data/SRCmuscle
4

3. OPCIONAL: visualizar el archivo modificado (las primeras 40 lineas)

cat SRCmuscleAlignMod2.afa|head -n 40

4. Llamar al script de conda

source /home/manager/anaconda3/etc/profile.d/conda.sh

5. Se debe activar el conda environment donde se encuentra RAXML

conda activate phylogenetics

6. Generar el arbol filogenético (tree)

raxmlHPC -s /home/manager/Data/SRC-cds-practice/ncbi dataset/data/SRCmuscleAlignMod
>

7. Desactivar el conda environment

conda deactivate

8. Se eliminan los archivos que no sean necesarios, €j. los archivos que empiezan con el
patronRAxXML_bipartitions* y RAXML_bootstrap*. Se utilizara el archivo
RAXML_bestTree

find /home/manager/Data/SRC-cds-practice/ncbi dataset/data -type f \( -name "RAXML_
4

9. Visualizar el arbol filogenético previamente descargado con raxml
utilizando itoL (https://itol.embl.de/)
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UTILIZANDO HyPhy

Tomar en cuenta los siguientes pardmetros para usar la linea de comando para hyphy:

. LIBPATH=ruta del directorio: define el directorio donde se encuentran los
archivos de labiblioteca HyPhy

. Especificar en alignment la ruta del codon data file (obtenido del alineamiento de
. muscle)Indicar en tree la ruta del arbol filogenetico (obtenido con Raxml)
. En output especificar la ruta donde se guardaran los resultados (usar la extension

Json)Para analizar el método MEME:

hyphy LIBPATH=/home/manager/anaconda3/lib/hyphy meme --alignment /home/manager/Data/SRC-cds-practice/
>

Para analizar el método aBSREL:

hyphy LIBPATH=/home/manager/anaconda3/1lib/hyphy absrel --alignment /home/manager/Data/SRC-cds-practic
4

Visualizar los resultados de hyphy en formato de tabla cargando el documento .json en
hyphyvision (http://vision.hyphy.org)

ANEXO 2

Descarga de secuencias y alineamiento con MUSCLE
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oading: prac
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Archive: practi
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inflating:
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— cds.fna

README . md
2 directories, 4 files

MUSCLE v3.8.1551 by Robert C.

to the public do
. Nucleic Acids R

alignment
ine tree

Root alignment
Refine bipar

XM_010012765_1:
5 stop codons found.
XM_030507884_1:
7 stop codons found.
XM_034068124_1:
9 stop codons found.
XM_057401309_1:
9 stop codons found.
Check messages.log for diagnostic messages.
XM_010012765_1

ACCTTCACAAT - - -AGCCCGGAATGGGGTGTCACCGTACAGCCAACACCGCAGCGTGGCCACTGCCACCATCAGCGTCAACCAGACGGAGCCACCCCGGGTGACATCGG
TGAGCCTGGATGGACGGACATCCACCAGCTTGGTCCTCTCCTGGACGGTGCCACCACGGCAGCAGAGTCGGGTCTGGAAGTACGAGGTCACCTACAGCAAGAAGGTGGA - - - GAACAGCTACTCGGT
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TCCATCCTTCATCACCCGCCAGAAGGTCATCGGTGCCGG- - -ATTTGGGGAGGTCTA- - -GGGGACCCTGAAGCGTGGCAAGAAGGAGGTGCCGGTGGCCATCAAGACCTTGAAGGTGGGCTACACG
GAGAAGCAACGGGTGGACTTCTTGAGCGAAGCCACCATCATGGGCCAGTTCTGCCACCACAACATCATCCGCCTGGAAGGGGTCGTCTCCAAGTACAAACCCTTCATGATCATCACAGAGTACATGG
AGAATGGCGCGTTGGACAAGTTCCTGCGGGAAAAAGAAGGGGAATTTGGTGTCATCCAGCTGGTGGGGATGCTGAGGGGCATCGCTGCCGGCATGAAGTACTTGGCCAACATGAATTACGTCCACCG
GGATCTGGCCGCCCGGAATATCTTGGTGAACAGCAACCTGGTGTGCAAAGTGTCGGATTTTGGCCTTTCCAGAGTGTTGGAAGA - - -CCC- - -AGCCACCTACACCACCAGCGGTGGGAAGATCCCC
IATCCGTTGGACAGCACC- - -AGCCATCTCCTTCCGCAAGTTCACCTCCGCCAGCGATGTCTGGAGCTACGGCATCGTCATGTGGGAGGTGATGTCTTATGGAGAGAGACCCTACTGGGAGCTCTCAA
ACCACGAGGTGATGAAGGCCATCAACGAGGGCTTCCGCCTGCCCGCGCCGCTGGACTGCCCCTCGGCCATCTACCAGCTGATGATGCAGTGCTGGCAGCAGGAGCGCTCCCGGCGCCCCAAGTTCGE

A B AA = A A
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RAXML was called as follows:

raxmlHPC -s /home/manager/Data/EPHA2-cds-practice/ncbi_dataset/data/EPHA2muscleAlignMod2.afa -n EPHA2raxml_trees -m GTRCAT -f a
-x 123 -p 256 -N autoMRE

Time for BS model parameter

optimization 0.071868

Bootstrap[0]:
Bootstrap[1]:
Bootstrap[2]:
Bootstrap[3]:

Time
Time
Time
Time
Time
Time
Time
Time
Time
Time

[¢]

Time
Time
Time
Time
Time

.076604
0.001695
0.001950
0.002399
0.001832
0.
[¢]
[¢]
[¢]
[¢]

001431

.001518
.001265
.001280
.001076
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.001422
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.001447
.001445

seconds,
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seconds,
seconds,
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seconds,
seconds,

bootstrap
bootstrap
bootstrap
bootstrap
bootstrap
bootstrap
bootstrap
bootstrap
bootstrap
bootstrap
bootstrap
bootstrap
bootstrap
bootstrap
bootstrap

likelihood
likelihood
likelihood
likelihood
likelihood
likelihood
likelihood
likelihood
likelihood
likelihood
likelihood
likelihood
likelihood
likelihood
likelihood

.817404,
«127116;
.020412,
.709291,
.083226,
.091111,
.421843,
.000855,
.600836,
.005440,
.332888,
.765751,
.318960,
.274808,
.568493,

best
best
best
best
best
best
best
best
best
best
best
best
best
best
best

rearrangement
rearrangement
rearrangement
rearrangement
rearrangement
rearrangement
rearrangement
rearrangement
rearrangement
rearrangement
rearrangement
rearrangement
rearrangement
rearrangement
rearrangement

setting 5
setting 6
setting 7
setting 11
setting 15
setting 15
setting 5
setting 12
setting 11
setting 5
setting 1
setting 7
setting 6
setting 5
setting 5

3

ML search took 0.502717 secs or 0.000140 hours
Combined Bootstrap and ML search took 0.680358 secs or 0.000189 hours

Drawing Bootstrap Support Values on best-scoring ML Iree
Found 1 tree in File /home/manager/Data/EPHA2-cds-practice/ncbi_dataset/data/RAxXML_bestTree.EPHA2raxml_trees

Found 1 tree in File /home/manager/Data/EPHA2-cds-practice/ncbi_dataset/data/RAxXML_bestTree.EPHA2raxml_trees

Program execution info written to /home/manager/Data/EPHA2-cds-practice/ncbi_dataset/data/RAxML_info.EPHA2raxml_trees
ALl 50 bootstrapped trees written to: /home/manager/Data/EPHA2-cds-practice/ncbi_dataset/data/RAxML_bootstrap.EPHA2raxml_trees

Best-scoring ML tree written to: /home/manager/Data/EPHA2-cds-practice/ncbi_dataset/data/RAxML_bestTree.EPHA2raxml_trees

Best-scoring ML tree with support values written to: /home/manager/Data/EPHA2-cds-practice/ncbi_dataset/data/RAxML_bipartitions
.EPHA2raxml_trees

Best-scoring ML tree with support values as branch labels written to: /home/manager/Data/EPHA2-cds-practice/ncbi_dataset/data/R
AXML_bipartitionsBranchLabels.EPHA2raxml_trees

Overall execution time for full ML analysis: 0.681263 secs or 0.000189 hours or 0.000008 days

HyPhy aBSREL
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