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RESUMEN

Los cromosomas sexuales X & Y se originaron en mamiferos euterios (marsupialesy mamiferos
placentarios) a partir de un par de autosomas, hace 180 millones de afios (MA) aproximadamente.
El cromosoma Y en machos sufre un proceso conocido como degeneracién del cromosoma Y,
donde pierde la mayor parte de sus genes ancestrales a lo largo de cinco estratos evolutivos, la
pérdida de genes se ha mantenido estable desde hace aproximadamente entre 27-35 MA dejando
asi 3% de genes ancestrales los cuales poseen funciones reguladoras especificas para los machos
como la espermatogeénesisy el desarrollo de las gonadas sexuales. Para equilibrar la dosis de genes
entre machos y hembras ocurre un mecanismo de compensacion de dosis de los cromosomas
sexuales, en el caso de humanos y macacos se lleva a cabo la inactivacion de uno de los dos
cromosomas X en hembras para asi equilibrar la dosis de genes entre machos y hembras, sin
embargo, alrededor de 15% de genes ligados a X escapan de la inactivacion en cierto grado y la
proporcion de escape difiere entre diferentes regiones del cromosoma X y 10% de genes adicional
muestra patrones variables de inactivacion y se expresan en diferentes grados de algunos
cromosomas inactivos, lo que sugiere una heterogeneidad de expresion entre hembras. Este
mecanismo ocurre para equilibrar aquellos genes homdlogos a X presentes en el cromosoma Y,
por ello en el trabajo presente se determina los patrones de expresién entre diferentes individuos

de siete diferentestejidos de machos y hembras desde el desarrollo embrionario hasta la adultez.



ABSTRACT

The X & Y sex chromosomes originated in eutherian mammals (marsupials and placental
mammals) from a pair of autosomes, approximately 180 million years ago (MY). The Y
chromosome in males undergoes a process known as Y chromosome degeneration, where it loses
most of its ancestral genes throughout five evolutive stratums, the loss of genes has been stable for
aproximately between 27-35 MY ago leaving 3% of ancestral genes which have specific regulatory
functions for males such as spermatogenesis and the development of sexual gonads. To balance the
gene dosage between males and females a sex chromosome dosage compensation mechanism
occurs, in the case of humans and macaques inactivation of one of the two X chromosomes is
carried out in females to balance the gene dosage between males and females, however, about 15%
of X linked genes chromosome escape inactivation to some degree and the proportion of escape
differs between different regions of the X chromosome and an even 10% additional genes show
variable patterns of inactivation and are expressed to different degrees on some innactivated
chromosomes, suggesting heterogeneity of expression between females. This mechanism occurs
for balance those X-homologous genes present on the Y chromosome, thus in the present work we
determine the expression patterns among different individuals fromseven different tissues of males

and females from embryonic development to adulthood.
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1. INTRODUCCION

La genéticaes el estudio de los genes a cualquier nivel, desde las moléculas hasta las poblaciones.
Comenzo en la década de 1860 con los trabajos de Gregory Mendel, quien fue el primero en
proponer la existencia de los genes. Un gen es un tramo funcional del ADN que constituye la
estructura fundamental de un cromosoma. EI ADN esta compuesto por cuatro nucleétidos, cada
nucledtido formado por un azucar desoxirribosa, un fosfato y una de las cuatro bases: guanina,
citosina, timina y adenina. EI ADN se conforma por dos cadenas de nucledtidos antiparalelas
entrelazadas que se mantienen unidas mediante enlaces de adenina con timina y guanina con
citosina. La mayoria de los genes codifican para una proteina, las cuales son las principales

responsables de las propiedades de un organismo (Paz-Y-Mifio & Lépez-Cortés, 2014).

Descubiertos por Nageli en 1842, y acufiado el término de “cromosoma’ por Waldenyer en 1888
haciendo referenciaa un cuerpo coloreado, los cromosomas son el material hereditario organizado
en eucariontes. Los cromosomas pueden tener complejas interacciones con proteinas y diversos
cambios quimicos en el medio nuclear, cumplen las funciones de conservar, transmitiry expresar
informacion hereditaria. En 1956, Tjio y Levan determinan el nimero de cromosomas en el
humano, que es 46, de los cuales hay 22 pares de autosomas y un par de cromosomas sexuales
(Paz-Y-Mifio & Lopez-Cortés, 2014). Cada cromosoma consta de dos cromatidas hermanas iguales
y a su vez cada cromatida posee una unica molécula de ADN. La moléculade ADN es flexible y

puede curvearse, lo que le permite el empaquetamiento dentro de los cromosomas.

El proyecto del genoma humano inici6 en 1990 en E.U., con el objetivo de descifrar la secuencia
total de bases del ADN humano (en total 3, 000 millones de bases) distribuida en los 23 pares de
cromosomas (Solari, 2004), siendo el cromosoma 21 el méas pequefio con aproximadamente 46.709
Mb y 236 genes, mientras que el méas grande es el cromosoma 1 con 248.956 Mb y 2,056 genes
(Ensembl, 2021). Este proyecto, el més grande en la historiade la biologia, impulsé las tecnologias
de secuenciacion y con los datos de secuenciacion se desarrollaron métodos informéaticos
especializados para el manejo de esta informaciény esto desembocé en el establecimiento de una

nueva disciplina: la bioinformatica (Solari, 2004).



La bioinformatica es una herramienta importante e innovadora que aparecio en la ultima década
para estudiar al material genético y gendmico utilizando herramientas de anélisis de texto; ciencia
multidisciplinaria e interdisciplinaria, con solidos fundamentos en las ciencias basicas como las
matematicas, labiologia, la fisicay la quimica, asi como la biologia molecular, el funcionamiento
basico de los dispositivos aplicados en informéaticay la computacion aplicada a la biologia de
sistemas. La bioinformatica se origind a partir del objetivo de comprender los codigos escondidos
dentro de las secuencias del ADN vy las proteinas. Dichos andlisis sentaron las bases de la
bioinformatica estructural, mientras que la bioinformatica clasica se enfoca en el desarrollo de
procesos informaticos paramodelar y simular sistemas bioldgicos, como el desarrolloy aplicacion
de algoritmos orientados al andlisis de datos sobre el desarrollo, la reproduccién, la evolucién, la
seleccion y la adaptacion, entre otros. La bioinformatica ha permitido integrar la tecnologia, la
biologia y la computacion para el desarrollo de programas utiles en alineamientos multiples de
secuencias, disefio de arboles filogenéticos, analisistridimensional de moléculas, asi como analizar
secuenciasde ADN y de proteinas, utilizando distintos tipos de algoritmos que permiten comparar
secuencias y predecir la estructura de genes. La bioinformatica tiene como principal objetivo el
manejo y analisis de grandes volumenes de datos, principalmente producto de las nuevas
tecnologias en biologiamolecular,como la gendmica, la protedmicay la metabolémica. Gracias a
las nuevas tecnologias de secuenciacidn de acidos nucleicos se estan revolucionando la forma en

como se estudian los genomas (Riafio et al., 2010).

En el presente trabajo se realizara un estudio bioinformatico tomando como modelo de estudio dos
especies del orden primates. Macaca mulatta, descrita por Zimmermann en el afio de 1780
perteneciente a la familia Cercopithecidae, con una distribucion principalmente en Asia y tiempo
de gestacidnentre 135 y 194 dias, alcanzando la madurez sexual entre los dos o tres afios en el caso
de los machos mientras que en el de las hembras dos y medio a cuatro afios (Alvarez-Romero y
Medellin, 2005); y el Homo sapiens, de la familia Hominidae, con un tiempo de gestacion de
aproximadamente 40 semanas (Valdés et al., 2010), y en el caso del sexo femenino una madurez

sexual promedio de 13 afios, mientras que en el sexo masculino es de 14 afios (Hawkes et al., 2009).



2. ANTECEDENTES

2.1 Historia evolutiva de los cromosomas sexuales

Los cromosomas sexuales X y Y se originaron en mamiferos euterios (marsupiales y mamiferos
placentarios) a partir de un par de autosomas, justo antes de la division euterio-marsupial hace 180
millones de afios (MA) aproximadamente; los cromosomas sexuales de humanos y otros terios
surgieron después de la division teria-monotrema (Cortez et al. 2014). A partir de su origen, los

cromosomas Xy Y han evolucionado de forma independiente (Lahn, 1999).

2.2 Degeneracion del cromosoma Y

Los cromosomas Y de humanos y algunas otras especies sufren un proceso conocido como
degeneracion del cromosoma Y, donde este cromosoma pierde la mayor parte de sus genes
ancestralesa lo largo del tiempo y la mayoria de los genes restantes poseen funciones especificas
para los machos (Bachtrog et al., 2011) como la espermatogénesis o el desarrollo (Cortez et al.
2014). Este proceso ha sugerido la hipotesis que, la pérdida continua de genes podria conducir a la
eventual desaparicion del cromosoma Y en mamiferos (Sykes, 2004). Dos caracteristicas
importantes que distinguen al cromosoma'Y del resto del genoma son: una falta de recombinacion
en alguna parte o en su longitud total como consecuencia de la seleccion natural y la limitada
transmision del segmento no recombinante (Rice, 1984). También se espera que el cromosoma Y
acumule mutaciones deletéreas e incorpore menos mutaciones beneficiosas, en este caso se
transmiten de padres a hijos y estan protegidas de la contra-seleccion en mujeres si son antagonicas.

De acuerdo con esta teoria se esperan niveles bajos de adaptacion (Bachtrogy Charlesworth, 2002).



2.2.1 Fuerzas evolutivas que operan en el cromosoma Y

Estudios recientes han mostrado que hay fuerzas evolutivas especificas que operan en el
cromosoma Y, revelando algunos de los mecanismos evolutivos por los que se inicia su
diferenciacion o se determina su supervivencia, sobre todo para el caso de los humanos. Los
cromosomas Y antiguos suelen ser heterocromaticos. Hasta la fecha sélo tres especies de primates
(humano, chimpancé y macaco Rhesus) poseen su cromosoma'Y completamente secuenciado. En
humanos, este cromosoma presenta su parte eucromatica de 23 Mb y 78 genes que codifican a
proteinas; comparandolo con el X, el cual es de 150 Mb y 800 genes (Bachtrog, 2013). Los
cromosomas Y contienen una gran fraccion de ADN repetitivo y heterocroméatico (Burgoyne,
1998). La secuenciacién del cromosoma Y humano tomo una década de trabajo y ha revelado
grandes regiones de amplicones (genes duplicados) que contienen genes que pertenecen a
diferentes familias que residen en palindromos. Se piensa que la recombinacion al interior de los
palindromos pudo haber ayudado a la conservacidon del cromosoma sexual por el proceso de

conversion genica (Rozen et al., 2003).

2.2.2 Evolucion del cromosoma Y

El primer paso en la evolucion del cromosoma Y en euterios fue la aparicion, en un par de
autosomas, de un gen regulador maestro de la via de desarrollo del testiculo. La aparicion del gen
SRY dio paso a que la pareja de autosomas se convirtieran en proto-cromosomas sexuales.
Posteriormente, tras la adquisicion del gen determinante de machos (SRY), la recombinacion entre
los cromosomas proto-sexuales se suprimid, lo que permitié que el cromosoma'Y evolucionara de
manera independiente de su homologo X (Bachtrog, 2013) y mantuviera al gen SRY s6lo en
machos. La evidenciaen mamiferos sugiere que la eliminacion de la recombinacion pudo lograrse
mediante inversiones cromosomicas en los cromosomas proto-sexuales (Kirkpatrick, 2010). Las
inversiones suprimen localmente la recombinacion en heterocigotos. Asi, la inversion en uno de
los cromosomas proto-sexuales pudo suprimir la recombinacion entre el proto-Xy el proto-Y en
machos. La supresion de la recombinacién puede suceder de manera gradual, en diferentes pasos a
lo largo de los cromosomas proto-sexuales. En el caso de los humanos, la comparacion entre los

genes localizados en los cromosomas X y Y (gametologos) reveld que los pares de genes X-Y
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muestran distintos niveles de divergencia a nivel de su secuencia de nucle6tidos, lo que implica
que el cromosoma'Y dejo de recombinarse con el cromosoma X a través varios pasos sucesivos.
Las regionesa lo largo de los cromosomas sexuales que dejaron de recombinar en distintos tiempos
se conocen como estratos evolutivos, en humanos el estrato uno es el mas antiguo y data de 180
MA y posee el gen SRY (sex-determining region Y), que puede desencadenar la diferenciacion del

testiculo; el estrato mas reciente, es el nimero cinco que se origind hace >40 MA (Cortez et al.
2014).
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Figura 1. Se muestrala serie de eventos de recombinacion que ocurrieron a lo largo de los estratos
evolutivos. Editado de Prentout et al. (2021).



Se ha observado que los genes que se mantienen en los cromosomas Y tienden a aumentar la
adecuacion masculina. Lo que significaque la pérdida masiva de genes que siguio al origen de los
cromosomas sexuales no incluyé aquellos genes ligados al Y que se especializan en funciones

benéficas para los machos (Bachtrog, 2013).
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Figura 2. Se muestran palindromos del cromosoma Y en humano. Extraido de Bachtrog, 2013.

2.2.3 Comparacion del cromosoma Y entre humano y macaco rhesus

Comparando los cromosomas Y del macaco Rhesus y el humano, ambos indican la adquisiciony
amplificacion reciente de genes especificos de testiculo, y ambos comparten un contenido de genes
ancestrales idéntico, lo que sugiere que el contenido del cromosoma Y en primates se ha
conservado por 40 millones de afios. Por otro lado, el cromosoma Y en el macaco Rhesus
practicamente no posee heterocromatina aparte del centromero, y el segmento eucromatico del
MSY (region especifica del macho en el cromosoma Y), es draméaticamente mas pequefio en
comparacion a humanos y chimpancés, mientras que la PAR (region pseudoautosomal Unica) en
rhesus Rhesus corresponde al PAR de brazo corto en humanos. El limite entre PAR y MSY en

ambas especies es idéntico, confirmando que la estratificacién en los dos linajes tanto el de



humanos como el de macaco Rhesus se fijo antes de la divergencia entre simiosy monos del

antiguo mundo (Hughes et al., 2012).
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Figura 3. Comparacion del cromosoma Y entre humano y macaco. Editado de Hugues et al. (2012).

2.2.4 El futuro del cromosoma Y

Las fuerzas evolutivas que impulsan la pérdida de genes en un cromosoma no-recombinante estan
bien comprendidas. Estudios tedricos y de simulacién recientes modelan estas fuerzas evolutivas
en poblaciones e investigan su dinamica temporal durante su evolucion. Estos trabajos han
determinado que la tasa de degeneracion genética disminuye a lo largo del tiempo, dejando un
cromosoma'Y pobre en genes. La razon detrés de la disminucidnen la tasa de pérdida de genes se
debe a que los cromosomas Y antiguos poseen cada vez menos genes activos, y la presencia de
menos loci funcionales implica que la cantidad de mutaciones beneficiosas y perjudiciales también

se reduce proporcionalmente (Engelstaedter, 2008).



2.2.5 El futuro del cromosoma Y en primates

Estudios gendomicos comparativos en primates proporcionan evidencia empirica que no apoya la
eventual desaparicion del cromosoma'Y en humanos. Datos genémicos recientes han mostrado que
el contenido genético en el cromosomaY humano ha permanecido estable durante 40 MA 'y que el
altimo ancestro en comdn ya habia alcanzado un nimero de genes en equilibrio (Hughes et al.,
2012). En cambio, si el cromosoma Y estuvieraregido por una tasa lineal de pérdida de material
genético, entonces los humanos y los macacos mostrarian poca coincidencia de genes en sus
cromosomas Y, ya que habrian seguido perdiendo genes de manera independiente desde su
separacion. En algunas especies, como la mayoria de los nematodos, el cromosoma Y ha
desaparecido completamente. Esto lleg6 a suceder porque existen mecanismos alternativos de
determinacion del sexo y las funciones de fertilidad masculina han pasado a otros cromosomas
(Bachtrog, 2013).

2.3 Pérdida de genes en el cromosoma Y

Solo el 3% de los genes ancestrales se mantuvieron en el cromosoma Y (Hughes et al., 2015). La
degeneracion del cromosoma'Y inicialmente fue rapida, pero se ha frenado en los tltimos 40 MA,
dejando al 3% de los genes ancestrales estables (Bellot et al., 2014), equivalentes a 36 genes y que
forman un conjunto especializado que funcionan como reguladores de genes en multiples niveles:
modificacidn de cromatina, transcripcion, empalme, traduccion y degradacién de proteinas. Los
genes que se seleccionaronen el Y, y sus homdlogos ligados a X, son mas sensibles a la dosis que
el resto de los genes ancestrales del cromosoma X, lo que implica la influencia de la presién
selectiva pararetener dos copias de estos genes en ambos sexos. Hace 97 MA, el cromosoma'Y del
ancestro comun de los mamiferos placentarios portaba 18 genes ancestrales del estrato 1 y del
estrato 2/3, de los cuales 8 no se han perdido y son: SRY, RBMY, TSPY, DDX3Y, USP9Y, UTY y
ZFY en todos los mamiferos placentarios (Martinez-Pacheco et al., 2020). Los genes
especializados para la reproduccion masculina evitaron la descomposicion genética a través de la

conversion de genes intracromosémicos entre los miembros de una familia de genes de maltiples
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copias ligados a Y. Los cromosomas humanos Y obtuvieron una especializacion para la

reproduccion masculina, adquiriendo genes que no estaban presentes en los autosomas ancestrales
(Bellot et al., 2014).
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Figura 4. Se observa la pérdida de genes ancestrales en la region especifica del cromosoma 'Y en

machos, durante la evolucion de los 5 estratos evolutivos. Editado de Hughes et al. (2012).



2.4 Compensacion de dosis de los cromosomas sexuales

El cromosoma X es unico en el genoma de los mamiferos porque esta presente en una copia en los
machos y dos copias en las hembras, mientras que cada autosoma esta presente en dos copias en
las células diploides. La divergencia entre los cromosomas sexuales y la pérdida de genes del
cromosoma Y conducen a la monosomia del cromosoma X en los machos (Nguyen y Disteche,
2005). La mayoria de los genes del cromosoma Y se perdieron debido a la degeneracion de este
cromosoma por la falta de recombinacion, y el cromosoma X desarroll6 mecanismos para
compensar la falta de dosis genética derivada de la perdida de genes ligados a Y en que estaban
compartidos con el cromosoma X (Bellot et al., 2014). La compensacion de dosis es el proceso
mediante el cual los niveles de expresién de genes ligados al sexo se alteran en un sexo para
compensar una diferencia en el nimero de cromosomas sexuales entre hembras y machos de una
especie heterogamética (Marin et al., 2000). La inactivacion del X en las hembras es la forma
clasica de compensacion de dosis que iguala la expresion génica entre los sexos (Nguyen y
Disteche, 2005).

Las células somaticas de las mujeres adultas en el caso de los humanos poseen dos cromosomas X,
sin embargo, la mayoria de los genes en uno de sus dos cromosomas X estan silenciados a nivel
transcripcional, asi es como la dosis del cromosoma X en las células XX femeninases igual a las
células XY masculinas. Poco se conoce aln ya que no sé conoce aun en qué momento exacto
sucede, pero el silenciamiento puede ser heredado por via materna o paterna lo que deriva en una
mujer adulta con mosaicismo natural, este proceso ademas se establece en la embriogénesis
temprana (Sahakyan, A. et al., 2017).
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Figura 5. Se observan los diferentes posibles escenarios para la compensacion de dosis después de

la diferenciacion de los cromosomas sexuales. Editado de Marin et al. (2017).

La propuesta predicha por Susumu Ohno deriva de la pérdida de genes en el cromosoma'Y, la cual
estipula que la equivalencia de dosis entre machos XY y hembras XX, se logra mediante la
inactivacion del cromosoma X (XI) como mecanismo de compensacion de dosis. Este proceso
silencia transcripcionalmente todos los cromosomas X excepto uno en cada célula femenina, se
estima que entre el 15% y 30% de genes humanos ligados al cromosoma X escapan de la

inactivacion (Posynick, B.J. et al., 2019).

2.4.1 Inactivacion del cromosoma X

La inactivacion del cromosoma X ocurre estrictamenteen el embrion derivado del epiblasto (Cohen
etal.,2007) y es el proceso mediante el cual uno de los dos cromosomas X en las células femeninas
diploides normales se inactiva para compensar la diferencia de dosis de genes ligados a X entre

machos y hembras mamiferos (Miller y Huntington, 1998). EI cromosoma X inactivado se conoce
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como Xi y el que se mantiene activo como Xa. Los pasos de inactivacionson controlados por tres
loci no codificantes Xite, Tsix y Xist (Cohenetal., 2007). Este mecanismo evoluciond en mamiferos
para balancear la dosis genética entre los dos sexos y también permite regular la expresion durante
el desarrollo. En mamiferos, la compensacion de dosis de genes ligados a X entre los dos sexos se
lleva acabo de manera aleatoriay es controlada por el centro de inactivacion del X (Xic) (Li, J. et
al., 2022), el cual contiene el gen de ARN no codificante Xist, el cual es un IncRNA los cuéles
regulan la diferenciacion celular y el desarrollo de tejidos (Lopes-Ramos, 2020), Xist solo esta
activo en Xi y es capaz de desencadenar la represion transcripcional en fragmentos cromosémicos
amplios (Li, J. et al., 2022). Algunos estudios sugieren que el gen Xist surgié6 de como un
pseudogen del gen Lnx3 durante la evolucion de los mamiferos placentarios, por ello los
marsupiales tienen otro mecanismo de compensacion de dosis. La inactivacion aleatoria no se tiene
clarocomo se llevaa cabo porgue involucran diferentes sistemas que regulan este proceso. Algunas
observaciones realizadas con células aneuploides y tetraploides indicaron que un cromosoma X
permanece activo por el genoma diploide después de completar XCI (inactivacion del cromosoma
X), el proceso de recuento y eleccion en XCI puede ser explicado por la accién de BF (factor de
bloqueo) el cual protege a uno de los cromosomas X de la inactivacion. El sitio de unién de BF es
DXPas34 (Wutz y Gribnau, 2007), ubicado a 15 kb en 3"de Xist. Es un minisatélite rico en GC
hipermetilado en el cromosoma Xa y asociado con el principal sitio de iniciacion del gen Tsix
(Prissette, 2001); el gen Tsix se conoce también como el gen antisentido y actia como un interruptor
binario para la expresion de Xist del futuro Xi. La pérdida de expresion de Tsix permite la
regulacion positiva de Xist y el silenciamiento de cromosomas en cis del futuro Xa, la expresion
persistente de Tsix durante la diferenciacion celular femenina protege a Xa de los efectos
silenciadores de Xist. Xist es un gran ARN nuclear gue se expresa exclusivamente en Xi, recubre
en cis todo el cromosoma y dirige el silenciamiento del cromosoma (Cohen et al., 2007). Las
regiones silenciadas por Xist presentan nucleosomas con histonas decoradas con modificaciones
asociadas con la represion transcripcional y la condensacién de cromatina, como H3K27me3 y
H3K9me3, las islas CpG en el extremo 5 ' de los genes inactivados estan metilados, la cromatina
silenciada alberga motivos especificosde ADN como LINE-1 y motivos ricos en AT para facilitar
la unién de Xist (Berletch et al., 2011).
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Figura 6. Se observa el modelo de inactivacién del cromosoma X en hembras. Extraido de Wing
O’Connor, 2008.

Embriones masculinos como femeninos expresan el IncRNA Xist antes de la implantacion sin
conducir al silenciamiento el cromosoma X, esto ocurre inicamente en el cromosoma X de machos
(Okamoto, I. et al., 2011). Por otro lado, el contenido de genes especializados en los cromosomas
sexuales da como resultado diferencias sexuales fenotipicas que se manifiestan con susceptibilidad
a enfermedades (Disteche, C. M,, et al., 2016) se ha observado que Xist se expresa de manera
anormal en algunas enfermedades con sesgo sexual ya que al tener un contenido de genes

especializados en los cromosomas sexuales da como resultado diferencias sexuales fenotipicas por

13



lo que su expresion o modificacion podria usarse como biomarcador para el diagndstico de muchas
enfermedades con sesgo sexual como el cancer, en un futuro se podria manipular genéticamente la
expresion de Xist para poder inhibir estas enfermedades, por ello actualmente se propone como una
posible diana terapéutica. Mas del 80% de las enfermedades autoinmunes afectan principalmente
a las mujeres como el Lupus, este sesgo se vinculaa la dosis de los genes inmunitarios ligados al
cromosoma X, ya gque actualmente se conoce que contiene la mayor cantidad de genes relacionados

con la respuesta inmune (Li, J. et al., 2022).

2.5.1 Genes que escapan de la inactivacion

En las hembras mamiferos, la mayoria de los genes del cromosoma X son silenciados como
resultado de la inactivacion del cromosoma X (Plath et al., 2002). Sin embargo, ciertos genes
escapan de estainactivaciony se expresan en ambos cromosomas, Xa y Xi. En total 15% de genes
ligados a X escapan de la inactivacion en cierto grado y la proporcion de escape entre diferentes
regiones del cromosoma X se debe a su historia evolutiva. Un 10% de genes adicional muestra
patrones variables de inactivacion y se expresan en diferentes grados de algunos cromosomas
inactivos, lo que sugiere una heterogeneidad de expresion entre hembras (Carrel y Willard, 2005).
Como resultado de la inactivacion aleatoria del X, los tejidos somaticos en las hembras son
mosaicos con células que difierenen el origen parental del X que esta inactivado. Los genes que
escapan a la inactivacion del X se encuentran a lo largo del cromosoma X, pero predominan en
regiones pseudoautosémicas (PAR) (Sahakyan, A. et al., 2017). Esto se debe a que los alelos
equivalentes estan presentes en los cromosomas X y Y en los machos y en ambos alelos X en
hembras. Los genes no pseudoautosomales que retienen una copia ligadaal Y también a menudo
escapan de la inactivacion de X, por lo tanto, tienen dos alelos expresados en ambos tejidos
somaticos masculinos y femeninos. Algunos genes que escapan de la inactivacion han perdido o
diferenciado su copia ligada al Y, lo cual podria producir una mayor expresién en hembras. La
distribucién de los genes que escapan de lainactivacionalo largo del cromosoma X no es aleatoria,
los genes se encuentran agrupados hasta en 13 genes adyacentes en grandes dominios que varian
entre un tamafio de 100 kb y 7 Mb. La mayoria de estos genes se localizan en el brazo corto del
cromosoma X, ya que corresponde al estrato mas reciente. Otro factor es la heterocromatina

centroméricadel cromosoma X, que evita la propagacion correctade Xist en cis desde su ubicacion
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en el brazo largo. El 10% de los genes ligados al cromosoma X muestran un escape variable, esta
variabilidad se ha observado a nivel de individuosy tejidos (Berletch et al., 2011). La expresion
de Xi puede cambiar con el tiempo durante el desarrollo o la edad adulta, los genes de escape
pueden silenciarse inicialmente seguidos de una reactivacion durante el desarrollo o con el
envejecimiento (Schoeftner et al., 2009). La distribucion y el contenido de los motivos de la
secuencia del X influyen en el escape, mediante cambios en el reclutamiento de Xist y/o la union
de proteinas especificas que silencian genes en Xi (Reinius et al., 2010). Los genes que escapan a
la inactivacion del X no estan recubiertos con Xist, contienen nucleosomas con modificaciones
asociadas con la transcripcion activa, como la acetilacion de H3 y H4 y H3K4me3, y sus islas CpG
no estan metiladas. Las regiones de escape y silenciadas en el Xi coexisten entre si gracias a
elementos de fronteracomo proteinas aislantes de cromatina que pueden bloquear la propagacion
de heterocromatinaen regiones de escape. Por ejemplo, la cromatinaentre genes inactivadosy de
escape puede estar unida por el aislante de cromatina CTCF, evitando la propagacion de
heterocromatina en las regiones de escape (Filippova et al., 2005). También se ha observado que
la mayoria de los 3-meros y los 5-meros enriquecidos alrededor de genes humanos sujetos a la

inactivacion del X, pero no alrededor de genes que escapan, son ricos en AT (Wang et al., 2006)

2.6 Funciones reguladoras de genes ligados a X-Y

Los genes ligados al Y parecen regular diferentes niveles de complejidad celular, como el factor
de transcripcién ZFY, que regula la autorrenovacion de las células madre, el componente
espliceosoma RBMY, factores de iniciacion de la traduccion como DDX3Y y EIF1AY. En
comparacidon con otros genes ancestrales que se mantuvieron solo en el cromosoma X, los pares de
genes que se encuentran tanto en el X como en el Y estan enriquecidos en funciones como la
transcripciény la traduccion de acidos nucleicos, lo que sugiere que pueden controlar la expresion

de genes blanco en todo el genoma (Bellot et al., 2014).

Los efectos del sexo de la expresion génica son ubicuos (13,294 genes), sesgados por el sexo en
todos los tejidos, el grado en que la expresion génica sesgada por el sexo se produce en los tejidos,
especialmente en aquellos que no contribuyena los rasgos caracteristicos de dimorfismo sexual es

desconocido. Los genes con expresion diferenciada por sexo no estan impulsados por la expresion
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de genes especificos de tejido sino estan involucrados en un conjunto de diversas funciones
bioldgicas, como respuesta a farmacos y hormonas, el desarrollo embrionarioy lamorfogénesis de
tejidos, lafertilizacion, lareproduccion sexual y la espermatogénesis, el metabolismo de las grasas,
cancer y respuesta inmune. Mientras que los genes ligados al cromosoma X con mayor expresion
en las mujeres son aquellos genes que escapan de la inactivacion del cromosoma X, la expresion
de genes autosdmicos sesgada por el sexo sugiere la regulacion del factor de transcripcion
relacionado con las hormonas y un papel para factores de transcripcion adicionales, asi como una
distribucién diferenciada por sexo de marcas epigenéticas, particularmente trimetilacion de histona
H3 Lys27 (H3K27me3) (Olivia, M. et al., 2020).

Diferentes fenotipos humanos complejos como las enfermedades exhiben caracteristicas
diferenciadas por sexo las cuales se atribuyen de diversas maneras a las hormonas, los cromosomas
sexuales, los efectos del genotipo x sexo, las diferencias en el comportamientoy las diferenciasen
las exposiciones ambientales, sinembargo, sus mecanismosy biologia siguen siendo en gran parte
desconocidos (Olivia, M. et al., 2020).

La divergenciasexual en la salud y la enfermedad se debe en parte a la desigualdad de dosis de los

cromosomas sexuales, como los efectos de la expresion de los genes del cromosoma Y, las

diferencias en la dosis de los genes del cromosoma X y los efectos epigenéticos (Arnold, 2017).
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3 Justificacion

Los cromosomas X y Y en primates evolucionaron a partir de un par de autosomas desde hace 180
millones de afios (Hughes et al., 2012). Solo el 3% de los genes ancestrales se han mantenido en el
cromosoma Y en primates, en comparacion con el 98% en el cromosoma X. Esta asombrosa
degeneracion del cromosoma'Y desencadend un desbalance de dosis entre hembras (dos X activos)
y machos (un X activo) que se resolvié con laaparicion del sistemade inactivacion del cromosoma
X en hembras. Sin embargo, esta inactivacion no es perfectay, como se mencioné antes, 15% de
genes en el Xi logran escapar. Hasta la fecha, poco se sabe de los cambios en los niveles de
expresion de los genes en el cromosoma X v si el escape del Xi se conservaen las diferentes etapas
de vidade los organismos. Es por ello por lo que este trabajo busca estudiar los niveles de expresion
de los genes en los cromosomas sexuales a lo largo del desarrolloembrionarioy la vida adulta. Se
compararan los patrones de expresion entre dos especies (humanos y macacos) ya que ambas
especies comparten practicamente el mismo tamafio de genoma a pesar de su separacién evolutiva
hace aproximadamente 25 millones de afios, ambas especies conservan el contenido genético en

sus cromosomas sexuales, pero que tal vez hayan tenido cambios en sus patrones de expresion.

4 Hipotesis
La regulacion de los cromosomas sexuales es dinamica, los genes que escapan a la inactivacion del
cromosoma X son distintosy sus niveles de expresién cambian entre el desarrollo embrionarioy

la vida adulta.
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5 Objetivo general

Estudiar los niveles de expresion de los genes en los cromosomas sexuales y autosomales (como
control) a lo largo del desarrolloembrionarioy la vida adulta de humanos y macacos con el fin de
determinar si existen cambios de patrones de expresion de genes a través de la ontogenia y entre

especies.

5.1 Objetivos particulares

1. Determinar los patrones de los niveles de expresion de los genes en los cromosomas
autosomales, X y Y en humano y macaco desde el desarrollo embrionario hasta la
adultez, cubriendo mas de 40 afios de la vida de estas especies.

2. Distinguir si la expresion de los cromosomas sexuales es la misma durante el desarrollo
embrionario que durante el envejecimiento.

3. Identificar que genes presentan expresion diferencial.
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6 Metodologia

6.1 Generacion de base de datos

Para el anélisis bioinformatico se siguieron los siguientes pasos: (1) descarga de los transcriptomas
de Arrayexpress, (2) limpiezay alineamiento de las lecturas, (3) identificacidn de los niveles de
expresion de los genes, (4) identificacion de patrones especificos de cada especie y grupo de edad.
Dichos analisis se llevaron a cabo en el servidor del Centro de Ciencias Gendmica de la UNAM, a
través de la interfase Mobaxterm, que funge como un gestor de conexiones SSH. Se empleo el
sistema operativo Linux mediante el lenguaje de programacidon bash. Se trabaj6 con secuencias de
ADNc (ADN complementario), transcritos sin intrones del genoma humano y del macaco como
referencia; dichas secuencias se adquirieron de la base de datos de Ensembl
(https://mww.ensembl.org/Macaca_mulatta/Info/Index y
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index). Se utilizé posteriormente el programa
Kallisto para llevar a cabo el conteo de los niveles de expresion de los genes. Este no admite
alineaciones empalmadas, es por ello por lo que se utilizaron las secuencias de los transcriptomas.
Se trabajé con los datos de la publicacion de Cardoso et al., (2020) de transcriptomas de embriones
de aproximadamente 14 etapas, recién nacidos, juvenilesy adultos. Se descargaron los transcritos
en formato FASTQ ubicados en el repositorio de genémica funcional Arrayexpress dentro del
servidor del CCG y con estos datos se realizé una base de datos para la cuantificacion de RNA-

seq.

6.1.1 Eliminacion de adaptadores y bases de mala calidad

Se utilizo el software Trimmomatic, que es una herramienta de linea de comandos rapida y
multiproceso que se puede utilizar para recortar lllumina (FASTQ), asi como para eliminar
adaptadores. Estos adaptadores pueden plantear un problema real dependiendo de la preparacion
de labibliotecay la aplicacion posterior. Hay dos mecanismos principales del programa: modo de
fin emparejado y modo de fin Gnico, en este caso se utilizé el modo de fin Unico; trabaja con
archivos FASTQ (usando puntajes de calidad phred + 33 o phred + 64, dependiendo de la
canalizaciéonde lllumina utilizada). Los archivos comprimidos con 'gzip' o 'bzip2' son compatibles
y se identifican mediante el uso de extensiones de archivo '.gz' o0 ".bz2' (Bolger et al., 2014). Los

parametros de calidad fueron los siguientes: escanear las lecturas con una ventana deslizante de 15
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pb de ancho. Ventana deslizante se utiliza para recortar nucleétidos de baja calidad al final de las
lecturas. Si la calidad promedio de los nucledtidos dentro de la ventana cae por debajo del umbral
de calidad requerido, la lectura se recorta. Las lecturas con longitud menor a 36 pb seran
descartadas después de recortar. También se utilizé el comando Illuminaclip quien elimina los

adaptadores.

6.1.2 Cuantificacion de RNA-seq

Se cuantificd la abundancia de las secuencias con el programa Kallisto, que es un cocprograma
para cuantificar la abundancia de los transcritos a partir de los datos de RNA-seq, basado en un
pseudoalineamiento para una rapida deteccion entre la compatibilidad entre las lecturasy los sitios
diana del genoma, evitando los alineamientos de bases individuales. El pseudoalineamiento de las
lecturas preserva la informacion clave necesaria para la cuantificacién, la cual se lleva acabo de
manerarapiday confiable (Ovalle, 2018). Se eligio este programaya que, frente a otros programas
de cuantificacion, permite un bootstrapping eficiente y se puede calcular con precision las
estimaciones de abundanciay se realizaen corto tiempo la construccidén de indice y la compilacién

del programa es facil y rapida, no requiere computaciénen la nube y es seguro (Bray et al., 2016).

6.1.3 Suma de la expresion de los genes

Después de utilizar los programas antes mencionados (Trimmomatic y Kallisto), se utilizo
posteriormente un script realizado por el Dr. Diego Cortez Quezada adscrito al Laboratorio de
Biologia de Sistemas y Biologia Sintética del Centro de Ciencias Gendmicas, en la terminal en
lenguaje bash con el objetivo de realizar la suma de la expresion de los genes con base en sus

identificadores (Anexo A, Figura 1).
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6.1.4 Analisis estadistico
Una vez obtenidos los datos correspondientes a la suma de los genes por tejidos y etapas, se
clasificaron los diferentes tejidos dependiendo a cada etapa de desarrollo, en el caso de macaco se

separaron en los siguientes:

Embriones
Neonatos
Infantes
Adultos

R

Continuamos a separar los genes de las diferentes etapas conforme al cromosomaal que pertenecen,
es decir: autosomales, X y Y (en el caso de machos) y autosomalesy X (en el caso de hembras), una
vez que se separaron los genes por sus identificadores en laterminal con ayuda de un script realizado
por el Dr. Diego Cortez Quezada adscrito al Laboratorio de Biologia de Sistemasy Biologia Sintética
del Centro de Ciencias Gendmicas (Anexo A, Figura 2). Se obtuvo la medianade expresion de cada
gen, ya que la mediana a diferencia de la media puede darnos un valor més general de todos los
datos, menos sesgado, ya que los valores de los genes son significativamente diferentes entre ellos
por lo que si utilizaramos la media nos generaria un error entre los datos. Se utilizaron los valores
de las medianas en logaritmo base 10 para estabilizar la variacion entre los datos con asimetria

positiva y asi tengan una distribucion normal para realizar los graficos.
Dichos andlisisy graficos se realizaron con la interfaz de R-studio, entorno de desarrollo integrado

(IDE) para R, como lenguaje de programacion el cual incluye una consola, editor de sintaxis que

apoya la ejecucion de codigo (Verzani, 2011).
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6.1.5 Normalizacién de datos

Se realizaron algunos graficos y las pruebas estadisticas con los datos normalizados, éstos se
normalizaron dividiendo los valores de los cromosomas X/Y entre los valores (medianas) de los
cromosomas autosomales para el caso de los machos y las hembras. Se eligié normalizar con los
valores (medianas) de los genes autosomales debido a que su expresion genéticaes similar en todas
las muestras. Se realizé esta normalizacion para corregir por posibles sesgos de secuenciaciony otros
artefactos técnicos que pudieran influir en los patrones de expresion. Para observar los datos no

normalizados (Anexo B, Figura 3,4y 5) y (Anexo C, Figura6y 7).

6.2 Pruebas estadisticas

6.2.1 Prueba de Shapiro-Wilk

Se realizé la prueba estadisticade Shapiro- Wilk para saber si la distribucion de los datos cumplia
con una distribucién normal, es decir una campana de Gauss. Se eligi6 esta prueba ya que es una
de las mas reconocidas y con mayor potencia estadistica entre las existentes actualmente. Su
fundamento estadistico se basa en una grafica de probabilidad en la que se considera la regresién
de las observaciones sobre los valores esperados de la distribucion hipotetizada, donde el valor de
W es el cociente de dos estimaciones de la varianza de una distribucion normal (Arcones & Wang,
2006).

6.2.2 Prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney

Se utiliz6 la prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney (WMW) para comparar las medianas de los dos
conjuntos de datos por etapas, elegidas previamente en base a los graficos obtenidos de box-plot.
Esta prueba es no paramétrica, lo que significa que se basa en el ordenamiento de los datos por su
magnitud y en remplazar éstos por la cuantia de los rangos. Ademas, establece la diferencia de
distribucion de los datos de un grupo con respecto a otro que supone son muestras independientes,
lo que permite encontrar diferentes conclusiones que dependen de la forma y dispersion de los
datos (Sanchez, 2015).
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Figura 7. Flujo de trabajo que se llevo a cabo para realizar el trabajo.
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Nivel de expresion

7 Resultados
7.1 Resultados de M. mulatta

7.1.2 BoxPlots con datos no normalizados de M. mulatta

Patrén de expresién de cromosomas A, X, Y de macaco macho
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Figura 8. Comparacion del patron de expresion entre cromosomas autosomales, Xy Y de

macaco macho no normalizados.

Podemos observar el nivel de expresion que alcanzan los diferentes cromosomas de macaco macho
(autosomales, X y Y), a lo largo de trece etapas diferentes de desarrollo, desde embriones hasta
adultos. La mediana del cromosoma Y queda por debajo de las medianas de los cromosomas

autosomales y X a lo largo de las diferentes etapas.
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Patron de expresion de cromosomas A y X de macaco hembra
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Figura 9. Comparacion del patron de expresién entre cromosomas autosomales y X de
macaco hembra no normalizados.

En el caso de las hembras, podemos observar que las medianas de los cromosomas autosomales a
lo largo de las diferentes etapas de desarrollo esta ligeramente por arriba de las medianas del
cromosoma X, como se habia comentado anteriormente esto se debe a que existen mas genes

ligados a los cromosomas autosomales que a X.
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Nivel de expresion

Patrén de expresion del cromosoma X en macaco hembra y macho
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Figura 10. Comparacion del patrén de expresion del cromosoma X entre hembray macho

de macaco no normalizado.

Se realizé esta comparaciénentre el cromosoma X de ambos sexos para poder observar que en el
caso del cromosoma X de las hembras la mediana queda por encima de la medianadel cromosoma
X de macho, notoriamente podemos observar este fendmeno en la etapa adulta, donde se alcanza

la madurez sexual de Macaca mulatta (11-15 afios).
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7.1.3 Resultado de prueba Shapiro-Wilk de M. mulatta

Se compararon diferentes etapas de desarrollo del cromosoma X de macaco macho, posteriormente
ciertas etapas del cromosoma X de macaco hembra y finalmente, cromosoma X de macho vs
cromosoma X de macaco hembra con la prueba de WMW, que se observaron relevantes en los

box-plot. Para ello primero se realiz6 la prueba de Shapiro-Wilk y los resultados fueron los
siguientes:

Tabla 1. Prueba de Shapiro-Wilk para cada par de etapas elegidas de los cromosomas Xy Y de

macaco

Macaco macho “X”

etapal vs etapa 9

Macaco macho “X”

etapa 9 vs etapa 10

Macaco macho “X”

etapa 9 vs etapa 13

Macaco macho “Y”

etapa 1 vs etapa 3

Macaco macho “Y”

etapa 3 vs etapa 7

W=0.27819
p-value < 2.2e-16

W=0.27819
p-value < 2.2e-16

W=0.27819
p-value <2.2e-16

W=0.42284
p-value=4.637e-11

W=0.32878
p-value=5.412e-12

Macaco macho “Y”

etapa 3 vs etapa 13

Macaco hembra “X”

etapa 1 vs etapa 3

Macaco hembra “X”

etapa 1 vs etapa 4

Macaco hembra “X”

etapa 3 vs etapa 4

etapa 1 de hembra
vs etapa 2 de macho

“macaco X”

W=0.32634
p-value=5.134e-12

W=0.20526
p-value=< 2.2e-16

W= 0.20526
p-value=< 2.2e-16

W=0.15476
p-value=< 2.2e-16

W= 0.15233

p-value=< 2.2e-16

etapa 2 de hembra
vs etapa 6 de macho

“macaco X

etapa 3 de hembra
vs etapa 11 de

macho “macaco X”

etapa 4 de hembra
Vs etapa 12 de

macho “macaco X”

W= 0.21509
p-value=<2.2e-16

W=10.17615
p-value=< 2.2e-16

W=0.15755
p-value=< 2.2e-16

7.1.4 Interpretacion prueba Shapiro-Wilk de M. mulatta

Por lo que podemos inferir de los resultados obtenidos de la prueba Shapiro-Wilk realizada a los
diferentes conjuntos de pares de etapas es que la distribucion de los datos no es normal ya que
obtuvimos valores por debajo de p= 0.05, por lo que se realizé una prueba no paramétrica de

Wilcoxon-Mann-Whitney en lugar de una de t de student (equivalente paramétrico).
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Nivel de expresion

7.1.5 Resultados de prueba Wilcoxon-Mann-Whitney de M. mulatta
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Figura 11. BoxPlot de las diferentes etapas de desarrollo del cromosoma X de macaco macho

normalizado.

Se realizo la prueba de Wilcoxon-Mann Whitney (WMW) entre las etapas 1 y 9, en este caso se
eligio comparar estas dos etapas ya que podemos observar que a simple vista la mediana de ambas
etapas es similar, dando como resultado un valor de p=0.05261 por lo que no es significativo el
valor de p (p > 0.05), no son diferentes los valores de las medianas entre estas dos etapas. A
diferenciade las etapas 9 y 10 que el valor es de p= 3.201e°06, por lo que, si es significativo (p <
0.05) las medianas entre estas dos etapas son diferentes, al igual que entre las etapas 9y 13 el valor
de p=2.335e-08, lo que significaque en el caso de estas Gltimas dos pruebas se rechaza la hipotesis

nula.
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Patrén de expresion del cromosoma Y de macaco macho normalizado
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Figura 12. BoxPlot de las diferentes etapas de desarrollo del cromosoma Y de macaco macho

normalizado.

Se llevo a cabo la prueba de WMW entre las etapas 1 y 3, dando como resultado un valor de
p=0.2991 por lo que no es significativo (p > 0.05), no existen cambios significativos entre las
medianas entre estas dos etapas. Posteriormente entre las etapas 3 y 7 en la cual se obtuvo un valor
de p=0.5577, no significativo (p> 0.05) y entre las etapas 3 y 13 lo que resulto con un valor de p=
0.3483, no significativo. En el caso de todas las pruebas realizadas del cromosoma Y en macaco
macho no se rechaza la hipotesis nula, lo que significa que las etapas entre las que se efectlo la

prueba de WMW sus medianas son similares y no significativamente diferentes.
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Patrén de expresion del cromosoma X de macaco hembra normalizado
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Figura 13. BoxPlot de las diferentes etapas de desarrollo del cromosoma X de macaco hembra

normalizado.

Se efectlo la prueba de WMW entre las etapas 1 y 3, dando como resultado un valor de p=2.772¢
06 por lo que es significativo el valor de p (p < 0.05), son diferentes las medianas entre estas dos
etapas. Al igual que las pruebas WMW entre las etapas 1 y 4 cuyo valor de p=0.04133, y entre las
etapas 3y 4 que el valor es de p= 6.089e-11, lo que significa que en el caso de todas las pruebas

efectuadas en el caso del cromosoma X en macaco hembra se rechaza la hipétesis nula.
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7.1.6 Comparacion entre los diferentes patrones de expresion de los

cromosomas sexuales de macaco hembra y macho.

Patron de expresion de los cromosomas de macaco X/Y de macho y X de hembra normalizados
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Figura 14. Lineplot de las medianas de los cromosomas sexuales de macaco hembray macho.

En este grafico podemos observar que la expresion del cromosoma Y de macaco macho esta muy
por debajo del nivel de expresion del cromosoma X tanto en macho y hembra, esto se debe a que
el cromosoma Y ha acumulado mutaciones ligeramente deletéreas que han disminuido sus niveles
de expresion (Martinez-Pacheco et al., 2020). En el caso del cromosoma X en hembras podemos
observar el nivel de expresion en las etapas equiparables, cuando son embriones en el caso de
hembras (etapa 1), la mediana es diferente a la del cromosoma X de machos (etapa 2) por lo que
se espera rechazar la hipdtesis nula, a diferenciade cuando se encuentran en la etapa de neonatos,
lamediana de la etapa 2 de hembras queda por debajo de la etapa 6 de machos por lo que también

se espera rechazar la hipétesis nula ya que su patrén entre ambas etapas es diferente, en el caso de
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la etapa de infantes, lamedianade la etapa 3 de hembras es similarala etapa 11 de machos, en este
caso se espera no se rechace la hipdtesis nula ya que ambos patrones entre medianas es igual, por
altimo aumenta notoriamente la mediana de hembras de la etapa 4 una vez que entran a la etapa
adulta, mientras que la mediana de la etapa 12 de los machos queda por debajo por ello se espera
igual rechazar la hipétesis nula ya que es muy diferente el patron de las medianas entre ambas
etapas.

7.1.7 Resultado de prueba Wilcoxon-Mann-Whitney del cromosoma X entre

maco hembra y macho.

Patron de expresion del cromosoma X en macaco hembra y macho nermalizado

p=1.94e-12

p=0.1423

p= 1.8618-05

p= 0.06292
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Figura 15. BoxPlot del cromosoma X de macaco hembra y macho normalizado con valor de
p (prueba de WMW).
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Realizamos una prueba WMW entre ciertas etapas de desarrollo del cromosoma X de macaco
macho y hembra para saber si las medianas de las distribuciones son iguales. Se obtuvo como
resultado entre la etapa 1 vs etapa 2 un valor de p=0.06292 por lo que no hay un cambio
significativo entre sus medianas, a diferenciade la etapa 2 vs etapa 6, la cual fue significativacon
un valor de p= 1.861e-05 por lo que se rechaza la hip6tesis nula lo que significa que existe una
diferencia en el patron de ambas medianas comparadas. Al comparar la etapa 3 vs etapa 11, se
obtuvo un valor de p= 0.1423, no se rechaza la hipdtesis nula por lo que no hay un cambio
significativo entre sus medianas. Al final se compar6 la etapa 4 vs etapa 12 y resultaron
significativamente diferentes entre ambas etapas con un valor de p= P= 1.94e-12, se rechaza la

hipotesis nula por lo que es diferente el patrén de sus medianas.
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7.1.8 Expresion diferencial de M. mulatta

Expresion diferencial de las etapas post embrionarias de macaco

logFC

T T T
5 10 15

Average logCPM

Figura 16. Grafico de volcan de la expresion diferencial de genes de los cromosomas

autosomales, X y Y de las etapas post embrionarias de macaco hembra y macho.

Se puede observar cada punto de color rojo en el grafico que reprentan a los genes con mayor
expresion diferencial, en este caso los genes que se encuentran en la parte inferior pertenecen a
macho ya que su logFC es negativo, para poder identificar que genes son los que se expresan
significativamente de manera diferencial se utiliz6 un valor de p= 0.01 para realizar las pruebas
estadisticas.
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de los cromosomas autosomales, X'y Y de macaco hembra y macho.

Tabla 2. Top tags de los 10 genes con mayor expresion diferencial de las etapas post embrionarios

Id Gen Funcién logFC PValue FDR
ENS(I)\{I)g/{IgL?J’aGOOOO Ribosomal Cataliza dIa 5721799
1 " sintesis e 7217
proteln 54 Y| proteinas y | 8.899679383 | Zoto 0 | 6260154e-
(RPSAY1) codifica la 22
proteina S4.
Ribosomal e 1.0972835
> sintesis e .
ENS(')\gg’égSfooo protein S4, v prc(njgignas y 7416677493 362460255887_5223 6523034e-
(RPS4Y2) codi !ca a 19
proteina S4.
Codifica a
proteinas para la
DEAD-box union de ATP, 1.6197399
N oos 220 | helicase 3 Y- | hidrolisis, unién | 7.809405456 | 519051232 | 3969375e-
linked (DDX3Y) | de RNA y froma 16
interacciones
intramoleculares
Eukaryotic Codifica una
translation proteina 5.0056429
ENS%%"?J?'SOOOO initiation  factor | relacionada con | 6.236904677 1.1145123341(31—9125 8543798e-
1A, Y-linked | el factor EIF1A. 12
(EIF1AY)
Pseudogen que
cataliza la
Fructose-1,6- fosforilacion de 30756254
ENSMMUGO0000 | bisphosphatase 1- | D-fructuosa  6- | ¢ jo5169500 | 8:85021125 | /0sq04.
0049460 like fosfatasa a ' 394492e-14 10
(LOC114675533) | fructosa 1,6-
bifosfatasa por
ATP
Enzima que
regula la
gluconeogénesis,
cataliza la
Fructose- s 3.3120548
ENSMMUGO0000 |, . hidrolisis de 1.14366535
0022536 ?;ié’;]l"fphatase Ulfructosa  16-| 348484880 ) 455183013 | 00806
bifosfato a
fructosa 6-fosfato
y fosfato
inorganico.
Cataliza la
3- apertura del
hydroxyanthranil | anillo oxidativo 1.3677856
ENSMMUG0000 | o 34 | del 3- | -3.601870932 | 221018603 | 77584
0064735 . . . . 481745e-12
dioxygenase hidroxiantranilat 08
(HAAO) 0 a semialdehido

2-amino-3-

35




carboximuconato
Codifica un
miembro de la
superfamilia de
Cytochrome P450 enzimas del
ENSMMUG0000 | amily 4| vouerado encl 8.60316312 | 18686070
0032143 subfamily A | [l o de | “6-979075813 | g | 303281e-
member 11 FAIMAceS y 08
(CYP4ALL) sintesis de
colesterol,
esteroides y otros
lipidos.
4- -
Codifica una
ENSMMUGO0000 | ydroxyphenylpy | o o'on 1a via 138409006 | 26722221
0016454 ruvate catabélica de la | 2899442421 | G644116.11 | 26198226
dioxygenase tirosina 08
(HPD) :
Proporciona
instrucciones
para producir una
Glucose-6- Slr]uzclgg ”ama‘zi ) 7156180
ENSMMUGO000 | phosphatase | focfatasa es el | -7.644936429 | 1:20285981 | g7gag 450,
0008087 catalytic subunit 1 incial 12658e-11 08
(G6PC1) principa
regulador de la
produccién  de
glucosa en el
higado.

Con los resultados obtenidos de la tabla de los 10 genes con mayor expresion diferencial de los
cromosomas autosomales, X'y Y de macaco se infirid que es un control positivo ya que la mayoria
de los genes se localizanen el cromosoma Y, los cuales se esperaba que se expresaran de manera
diferente ya que solo son el 3% aproximadamente de los genes ancestrales estables (Bellot et al.,
2014), como se menciond antes estos genes juegan un papel muy importante para la reproduccién
masculina (Bellot et al., 2014) y forman un conjunto especializado que funcionan como
reguladores de genes en multiples niveles: modificacion de cromatina, transcripcion, empalme,

traduccion y degradacion de proteinas (Martinez-Pacheco et al., 20202).
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Figura 17. Grafico de volcan de la expresion diferencial de genes de los cromosomas

autosomales y X de las etapas post embrionarias de macaco hembray macho.

En este caso al realizar el grafico de volcéan solo para los cromosomas autosomalesy X de macaco
se observa que la mayoria de los genes con expresion diferencial se encuentran igualmente en los
machos ya que su logFC es negativo. Esto podria deberse a que genes que se encuentran tanto en
el X como enel Y estan enriquecidos en funciones como la transcripciony la traduccion de acidos
nucleicos, lo que sugiere que pueden controlar la expresion de genes blanco en todo el genoma
(Bellotet al., 2014), pero al tener solo una copia de los genes ligados al cromosoma X, los machos

van a presentar mayor expresion diferencial en comparacion de las hembras.
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de los cromosomas autosomales y X de macaco hembra y macho.

Tabla 3. Top tags de los 10 genes con mayor expresion diferencial de las etapas post embrionarios

Id Gen Funcién logFC PValue FDR
Fructose-1,6- EZ?;?Z(?G” qL:Z
ENSMMUG00000 | Pisphosphatase | ¢occoriiacion de D- 89383937 | 9.9896202
1-like -5.425920916 | 5817712e- | 5196711e-
049460 (LOC1146755 fructuosa 6-fosfatasa 14 10
33) a  fructosa 16-
bifosfatasa por ATP
Enzima que regula la
gluconeogénesis,
Fructose- cataliza la hidrolisis 1.1508779 | 9.9896202
ENS'\(/)IZ'\gg?%OOOOO Bisphosphatase | de  fructosa 1,6- | -5.347895142 | 092128e- | 5196711e-
1 (FBP1) bifosfatoa fructosa 6- 13 10
fosfato y fosfato
inorgénico.
Cataliza la apertura
3- del anillo oxidativo
hydroxyanthra | del 3- 5.6006412 | 3.2409044
ENSMMUG00000 | jiate ™ 34- | hidroxiantranilato a | -3.601303728 | 5835499- | 0816808e-
064735 . . .
dioxygenase semialdehido 2- 12 08
(HAAO) amino-3-
carboximuconato.
Codificaun miembro
de la superfamilia de
Cytochrome enzimas del
P450 family 4 | citocromo P450, 8.6543327 | 3.7559804
ENS'\(/)Isl,\ngJgOOOOO subfamily A | involucrado en el | -6.978420191 | 438662e- | 1083793e-
member 11 | metabolismo de 12 08
(CYP4A11) farmacosy sintesis de

colesterol, esteroides
y otros lipidos.
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Proporciona

Glucose-6- instrucciones  para
producir una enzima
phosphatase i 1.3810161 | 4.5299282
ENSMMUG00000 | .12 1vtic llamada glucosa 6- | g aeen13645 | 3946957e- | 7251607e-
008087 subunit 1 fosfatasa, es el 11 08
(G6PC1) principal regulador
de la produccién de
glucosaen el higado.
Reverse
transcriptase . . 1.5656434 | 4.5299282
ENSMMLC00000 | domain- Reallza una COPIA Qe | 7644304617 | 1215993e- | 7251607e-
containing 11 08
protein
V-Set  Pre-B .
Se relaciona con la 1.6499781 | 3.7405137
ENSN ML00000 | Bell SUTORE | maduracion de las | -7.423493821 | 3155295e- | 0134419e-
(ngREss) células B 10 07
Phosphoenolpy | Punto de control
ENSMMUGO00000 | ruvate principal para la -6.777553663 2'37995167767? 8'173440451193;7_
022586 Carboxykinase | regulacion de la ) 10 07
1 (PCK1) gluconeogeénesis.
Aldo-keto
reductase Involucrado en la 1.9392064 | 3.7405137
NS 2 0% | family 7 | desintoxicacion de | -6.284129548 | 119872- | 0134419-
member A3 | aldehidos y cetonas 10 07
(AKR7A3)
Codificaunaproteina
alfa-globulina  con
propiedades de unién
Serpin Family | a  corticosteroides, 2.9405296 | 5.1047595
ENS'\SC';%J(%OOOOO A Member 6 | involucrada en el | -6.305657026 | 7348324e- | 1316691e-
(SERPINAG) transporte de 10 07
glucorticoides y

progestagenos en la
sangre.
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Nivel de expresion

7.2 Resultados de H. sapiens

7.2.1 BoxPlots con datos no normalizados de humano

Patron de expresion de cromosomas A, X, Y de humano macho

10.0 . I ';

.
75 . . . ]

. . . : Cromosomas
. . . .
. A
50 . &
. . . B3 x
=

25

00

Ll k2 E3 T4 F3 L6 FT kS F9 K10 EIl EIZ E13 [L14 EI1s El6 EI7 EI8 FI9 L20 E21 E22 123 E24 F25 126 K27 F28 k29 B30 FE31 F32  F33 F34  E3S K36
L I : | |

embriones neonatos infantes adolescenles adulios

Etapas

Figura 18. Comparacion del patrén de expresion entre cromosomas autosomales, X y Y de
humano macho no normalizados.

Podemos observar el nivel de expresidn que alcanzan los diferentes cromosomas de humano macho
(autosomales, X y Y), a lo largo de treinta y seis etapas diferentes de desarrollo, desde embriones
hasta adultos. La mediana del cromosoma 'Y queda por debajo de las medianas de los cromosomas

autosomales y X a lo largo de las diferentes etapas.
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Nivel de expresién

Patrén de expresion de cromosomas A y X de humano hembra
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Figura 19. Comparacién del patron de expresion entre cromosomas autosomales y X de

humano hembra no normalizados.

Se observa el nivel de expresion que alcanzan los diferentes cromosomas de humano hembra

(autosomalesy X), a lo largo de veinticuatro etapas diferentes de desarrollo, desde embriones hasta

adultos. La mediana del cromosoma X queda por debajo de las medianas de los cromosomas

autosomales a lo

largo de las diferentes etapas.
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7.2.2 BoxPlots con datos normalizados de humano

Patron de expresion del cromosoma X en humano hembra y macho normalizado
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4
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E12(15d) vs E16(15d)
EIS(18dy 19d) vs F17(34d)
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E21(2a) vs E25(1a ¥ 2a)
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E24(32a) vs E31(28a y 29a)

Figura 20. Comparacion del patron de expresion del cromosoma X entre hembrasy machos

de humano no normalizado.

En este caso podemos observar que en algunas etapas de desarrollo la mediana perteneciente al cromosoma

X de machos queda por encima de la mediana perteneciente al cromosoma X de hembras, esto sucede ya

gue no se han normalizado los datos con los cromosomas autosomales.
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Figura 21. BoxPlot de las diferentes etapas de desarrollo del cromosoma X de humano macho

normalizado.

Se observa las medianas de todas las etapas més unificadas sin embargo en el caso de las medianas
pertenecientes a la etapa neonatal, etapas 21y 22 de infantes, etapas 29y 30 en la transicién de adolescentes
a adultos 'y por Gltimo la etapa 34 de adultos de 50 afios se encuentran por debajo de las medianas de las
demaés etapas de desarrollo, esto podria ocurrir por diferentes mecanismos de regulacion celular a lo largo

de toda la vida.

43



25

20

n

Nivel de expresion

o

Patrén de expresién del cromosoma Y de humano macho normalizado

.

ﬂmn J

e

.

bty

.

El p2
L

13 FE4 Bs Lo ET I8 E9 EI0 BN EIZ EI3 B4 KIS El6 EL7 OELS Elv E20 121122 E23 k24 L2 K26 127 E3y E20 130 E3L E32 153 E34 E35 136
)

cmbrioncs

[I—

neonalos

[—

—

Etapas

infantes

adolescentes

adultos

Etapas de desarrollo
E1 cmbricn 284
E2 embrion 354
153 embrién 42d
14 cmbrién 494
ES embrion S6d
E6 embricn 63
17 embrign Tod
ES cobrion 774

19 en

81
E10 embrion 91d.
BT embridn 1124
1112 embrion 1264
1113 embrién 133d

L 14 embrin 140d
115 neonato 4d y 6d
E16 neonaio 15d
EL7 neonato 34d
118 mfante 94d
119 mfimie 1274
E20 mfunte 2214
1521 infante 2264
1225

1 270 y 271
1123 infante 3304

E24 inlinle 6m

E25 infanie lay Za

126 infante da

127 infante Ta y ¥a

25 adolsscentes 13ay 14a
1129 ndalescentes 16ay 17
F30 adulto 25

1131 adufros 242 v 29a

132 adulros 392

E33 adulios 46

134 aduftos St

E35 adulos 53a. 34 y 550

A {0 {0 0 0 I I 00 0 O O R R T T

E306 ndullos 58

Figura 22. BoxPlot de las diferentes etapas de desarrollo del cromosomaY de humano macho

normalizado.

Se observa que las medianas pertenecientes al cromosoma Y como se esperaba son las méas bajas

notoriamente en comparacion a las medianas de las etapas pertenecientesa los cromosomas autosomalesy

X, esto debido a que son Unicamente 217 genes pertenecientes a este cromosoma.
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Figura 23. BoxPlot de las diferentes etapas de desarrollo del cromosoma X de humano

hembra normalizado.

Se observa de manera notoria que en la Ultimaetapa perteneciente a la adultez a pesar de la normalizacion
queda por encima de todas las medianas que en general se ven uniformes, esto pudo haber ocurrido por
algln sesgo de secuenciacion o problemas de las muestras es por ello que no se tomard en cuenta para las

pruebas de Wilcoxon.
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7.2.3 Lineplots con datos normalizados de humano

Patrén de expresion de los cromosomas de humano X/Y de macho y X de hembra normalizados
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Figura 24. Lineplot de las medianas de los cromosomas sexuales de humano hembray macho

de todas las etapas.

Se puede observar un patron esperado en el cromosoma Y el cual queda por debajo del cromosoma X de
macho y hembra, excepto por el caso de la mediana perteneciente a la etapa quince en la cual queda
ligeramente por encima de la mediana del cromosoma X de macho, esto podria ocurrir por una
sobreexpresién en esta etapa en concreto de los genes pertenecientes al cromosoma Y debido al primer
desarrollo postnatal de las gdnadas sexuales masculinas. En el caso del cromosoma X de hembras se
encuentran las medianas por encima del cromosoma X de macho en la mayor parte de las etapas de
desarrollo, comportamiento esperado ya que los machos solo poseen un cromosoma X a diferencia de las
hembras que, a pesar del proceso de compensacién de dosis, los genes que escapan de la inactivacion del

cromosoma X se estaran expresando en mayor o menor medida a largo del periodo de vida.
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Patrén de expresion del cromosoma X de humano macho normalizado
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Figura 25. Lineplot de las medianas del cromosoma X de humano macho de todas las etapas.
Se observan los valores de significancia de la prueba de Wilcoxon entre las primeras 12 etapas de desarrollo
embrionario vs las Gltimas 12 etapas que abarcan desde la infancia hasta la vida adulta, en este caso las

pruebas que tu tuvieron un valor de significancia menor o igual a p= 0.05 fueron las siguientes:

Tabla 4. Etapas con significancia de la prueba de Wilcoxon

Etapas Valor de p
E2 vs E35 p= 5.557e-06
E3 vs E34 p=7.842-13
E4 vs E33 p= 0.007012
E6 vs E31 p= 0.003676

47



E7 vs E30 p= 3.448e-14
E8 vs E29 p=7.291e-14
E9 vs E28 P=4.954e-06
E10 vs E27 P=5.336e-07
E12 vs E25 P=5.145e-05

Patrén de expresion del cromosoma Y de humano macho normalizado

p=0.9277
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== Ym
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Figura 26. Lineplot de las medianas del cromosomaY de humano macho de todas las etapas.
Igualmente se realiz6 la prueba de Wilcoxon entre las primeras 12 etapas de desarrollo embrionario vs las

ltimas 12 etapas que abarcan desde la infancia hasta la vida adulta, en este caso las pruebas que tu tuvieron

un valor de significancia menor o igual a p= 0.05 fueron las siguientes:
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Tabla 5. Etapas con significancia de la prueba de Wilcoxon

Etapas Valor de p
E2 vs E35 p=0.04121
E3 vs E34 p=0.01194
E11 vs E26 p=0.003946

Patrén de expresion del cromosoma X de humano hembra normalizado

p=3.986¢-07

p=18.5%4¢-15

p=0.4954

p=0.0911

p=4.288¢-11

Chr
-

Nivel de expresién
=
a

0.25

Etapas

Figura 27. Lineplot de las medianas del cromosoma X de humano hembra de todas las etapas.
Se observan los valores de significancia de la prueba de Wilcoxon entre las primeras 5 etapas de vidas vs

las Gltimas 5, en este caso las pruebas que tu tuvieron un valor de significancia menor o igual a p= 0.05

fueron las siguientes:
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Tabla 6. Etapas con significancia de la prueba de Wilcoxon

Etapas Valor de p

E1l vs E23 p= 3.986e-07
E2 vs E22 p= 8.594e-15
E5 vs E19 p=4.288e-11

7.2.4 Expresion diferencial de H. sapiens

Expresion diferencial de las etapas pre embrionarias de humano

T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14

Average logCPM

Figura 28. Grafico de volcan de la expresion diferencial de genes de los cromosomas

autosomales, X y Y de las etapas pre embrionarias de humano hembra y macho.

Se observa con los puntos de color rojo que hay una ligera mayor cantidad de genes pertenecientes amachos,

los cuéles se encuentran en la parte inferior con un logFC negativo.
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Expresion diferencial de las etapas pre embrionarias de humano sin en el cromosoma Y
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Figura 29. Grafico de volcan de la expresion diferencial de genes de los cromosomas

autosomales y X de las etapas pre embrionarias de humano hembra y macho.

Existen muy pocos genes con expresion diferencial el caso de los cromosomas autosomales y X, los cuales

poseen funciones implicadas en la regulacion celular y el desarrollo de la respuesta inmune.
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Expresion diferencial de las etapas post embrionarias de humano
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Figura 30. Grafico de volcan de la expresion diferencial de genes de los cromosomas
autosomales, X y Y de las etapas post embrionarias de humano hembra y macho.

A diferencia de los graficos de volcan de las etapas pre embrionarias, observamos una mayor cantidad de
genes con expresién diferencial pertenecientes a las hembras.
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Expresion diferencial de las etapas post embrionarias de humano sin el cromosoma Y

10

T T T i S % .
AT AN s T

5
|

| T |
5 10 15

Average logCPM

Figura 31. Grafico de volcan de la expresion diferencial de genes de los cromosomas

autosomales y X de las etapas post embrionarias de humano hembra y macho.

En este caso, igualmente se siguen observando una cantidad considerable de genes con expresion diferencial

pertenecientes a las hembras ya que su logFC es positivo y se encuentran en la parte superior.
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Tabla 7. Top tags de los 10 genes con mayor expresion diferencial de las etapas pre embrionarios

de los cromosomas autosomales, X y Y de humano hembra y macho.

Observacion

Containing, | tetratricopepti
Y-Linked dicas.
(UTY)

Id Gen Funcidn es logFC PValue FDR
Codifica a
proteinas para
la union de | Mutaciones
DEAD-Box | ATP, presentes en
ENSGO000000 | Helicase 3 | hidrolisis, este gen | 8.143928 | 9.36300559046 | 1.82204088790
67048 Y-Linked unionde RNA | resultan en | 077 602e-57 469e-52
(DDX3Y) y forma | infertilidad
interacciones | masculina.
intramolecular
es
Ribosomal gizttzls:izsa (;Z Se  asocia
ENSG000001 | Protein S4 . con el | 9.751105 | 6.65502014098 | 6.47533459718
29824 Y-Linked 1 pr%‘.fc!“as IV sindrome de | 089 997e-56 324e-52
(RPS4y1) | coamica fa | ey
proteina $4.
Taxilin Produce
ENSGO00001 | S2mma anticuerpos y 7.452747 | 6.52665980079 | 4.23362665744
31002 | Feeudogene, | proteinas que 541 518e-49 914e-45
Y-Linked se continGan
(TXLNGY) | investigando.
Se  asocia
Lysine Codif}ica una | con
ENSG000000 | Demethylas 22%&?;238 que Lg;i‘:‘;‘:g;‘: 6.178622 | 2.01847349256 | 9.81987354133
12817 ((eKDMSD;')D dominios con | nica, ligada 931 603e-47 373e-44
dedosdezinc. |al Y, 2
(SPGFY2).
Se  asocia
Ubiquitin Miembrodela | con
ENSG000001 ggg;gg@e . Baer;‘t'l'ézsig las g;;‘é‘;'r‘r’]'aet”o‘gg 4555960 | 8.52881398830 | 3.31941440424
14374 Y-Linked | C19,codificaa | nica y | 508 609e-43 873e-39
(DFFRY) proteinas. delecion
parcialde Y.
Eukaryotic |~ yifica una
Translation proteina
ENSG000001 | Initiation relacionada 6.935474 | 7.31165929794 | 2.37141483230
98692 Factor 1A 578 796e-41 112e-37
Y-Linked con el factor
EIF1A.
(EIFLAY)
Ubiquitousl
Codifica una
Transcribed | proteina que
ENSG000001 | Tetratricope | contiene 5.632735 | 1.69516300283 | 4.71255314787
83878 ptide Repeat | repeticiones 429 277e-26 509e-23
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Su gen

Codifica una %a:;a(llogoesg
proteina que asoci;éocon
Zinc Finger | contiene dedos la_displasia
ENSGO000000 | Protein Y- | de zinc que cam op 5.448283 | 1.39635971921 | 3.39664501698
67646 Linked puede mé”'?:a Lo | 665 308e-24 583¢-21
(ZFY) funcionar afecta qd
oo et | stema
P " | reproductivo
masculino.
La
recombinaci
6n anormal
con un gen
Protein relacionado
ENSG000000 | Kinase Y- | o o o E?Omosomae' 4381112 | 1.38745210525 | 2.99997977425
99725 Linked gen. 892 731e-19 636e-16
(PRKY) X es una
causa
frecuente de
varones XX
y  mujeres
XY.
Codifica una Pueden  ser
. proteina  de | oo iales
ENSG000001 Q'(eﬂlrr?l'(fé”“ :“embra”at'ﬂg para la | 4.904130 | 1.18878290326 | 2.31337152974
65246 (NLGN4Y) pertenecea?la formacionde | 785 155e-18 699e-15
familia de las | SIN@PSIS
funcionales.

neuroliginas.
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Tabla 8. Top tags de los 10 genes con mayor expresion diferencial de las etapas pre embrionarios

de los cromosomas autosomales y X de humano hembra y macho.

Id Gen Funcién Observaciones | logFC Pvalue FDR
Codifica a
una
glicoprotein
a de
pere 5o encvn
: en la region
CD99 L?IVO|UCFad?a pseudoautosd
ENSG000000 2"0'6(‘:;& migracion de gfgosdoema'sos 1.01894 | 2.9582999886 | 3.5754013662
02586 Blood Ieucoc_:i,tos, X e Y, escapa 5334 5018e-09 8261e-05
Group) adhesion de a ' la
célulasTyel | .. .,
transporte de inactivacion
proteinas de X.
transmembr
an, y la
muerte  de
células T.
Las
LIM Actla como | enfermedades
ENSGO000001 | Homeob | activador asociadas son ;116280 1.3985467848 | 8.4514182207
06689 0X 2 | transcripcio | aniridia y 4616 4046e-08 9088e-05
(LHX2) | nal. coloboma
ocular.
Insulin
Like Estimula la
Growth | produccién Se asocia ala
ENSGO000001 | Factor de andiopatia 1.47192 | 2.0370406476 0.000820656
63453 Binding | prostaciclina | 2" 9'9P 2236 8923e-07 '

Protein 7 | y laadhesion diabetica.

(IGFBP | celular.

7)
Transme Implicada en
mbrane la regulacion
- | del
4 L Six desarrollo, la
ENSGO000001 | Famil RS 154146 | 4.4679473694
59908 | Member | éctivacion 4826 3461e-07 000134999
1 el56recimien
to vy la
g'\"“SF motilidad
celular.
Solute
. Regula la
E:;qri'f; liberacion de
ENSG000002 | 25 mggg;‘:j‘nal 341274 | 66193489180 | | (o acor e
86265 Member es que 4148 0832e-07 :
?SLCZS inducen la
A6) apoptosis.
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Esta

implicado en
el
Apolipo | metabolismo )
ENSGO000000 | protein | de las 7.4149088695
91583 H lipoproteina 8&71742 9268e-07 0.001359146
(APOH) | s, la
coagulacion
y la
hemostasia.
Desempefia
un papel en
la
Dedicato | reorganizaci
r Of | 6n del | Se asocia al
ENSGO000001 | Cytokin | citoesquelet | sindrome de | 1.07943 | 7.8719363353 0001359146
30158 esis 6 | odeactinaal | Adams Oliver | 7318 4933e-07 '
(DOCK | activar las | (SAQO)
6) Rho
GTPasas
Cdc42 y
Racl.
Codifica la
subunidad
alfa del
Fibrinog | factor  de Se asocia ala | -
ENSGO000001 | en Alpha | coagulacién | .., - . 9.6607520233
71560 | Chain fibrignégeno, fibrinogenemi | 6.61277 | ,57q, o7 0.001366449
(FGA) que es un a congénita. 0702
componente
del coagulo
sanguineo.
g?r/]teochr Participa en
paso | &
Famiy 3 | PO
ENSGO000001 | Subfami y en I 537815 1.0266387767 0.001366449
60870 ly Al 2871e-06
Member sintesis  de 1886
7 colesterol,
(CYP3A esteroide_s y
7 otros lipidos.
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ENSG000001
71557

Fibrinog
en
Gamma
Chain
(FGG)

Regulan la
adhesiony la
propagacion
celular,

muestran

actividades
vasoconstric
toras y
quimiotactic
as, son
mitégenos
para varios
tipos de
células.

Se asocia a la
trombofilia.

6.43428
2493

1.2221846178
0302e-06

0.001366449
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Tabla 9. Top tags de los 10 genes con mayor expresion diferencial de las etapas post embrionarios

de los cromosomas autosomales, X y Y de humano hembra y macho.

Id Gen Funcion Observaciones | logrC Pvalue FDR
Tiene gran
Codifica auna lemllltud ;Z{?
i proteina
ENSG00000 | Poto D% | involucrada en | DDX3%. 7.1865129 | 1.5786612
067048 Y-Linked !:Tpunlon de en DDX3Y 8.3854641 2;19346%— 284171&
(DDX3Y) Lo resulta en
hidrélisis vy | . -
uniénde ARN infertilidad
" | masculina.
Codifica a la
. proteina .
Ribosomal "\ 1o mal g4, | S€ asocia 2.8692383 | 3.1514279
ENSGO00000 | Protein $4 con el
. componente . 7.087645246 | 943285e- | 9041071e-
129824 Y-Linked 1 de la sindrome de 31 27
(RPS4Y1) subunidad 40s. Turner.
Codifica auna
proteina
relacionada
con el factor
Eukaryotic de iniciacion
Translation EIFA que
ENSG00000 | Initiation | Puede. 1.5884679 | 11631291
198692 Factor 1A estabilizar la 7.403675251 | 5365333e- | 8459676e-
Y-Linked unién del 26 22
(EIF1AY) iniciador Met-
tRNA a las
subunidades
ribosémicas
408S.
- Pseudogenque
I;Z);Ir:wna habilita. I 8.7430290 | 4.8014529
Elecigggoo Pseudogene a‘r’]ti'g’r']dad gg 6.196751477 | 0681337¢- | 5481674e-
. Y-Linked | M7 26 22
(TXLNGY) sintaxina.
Ubiquitin Previene la | Se asocia
Spegific degradacion con la
. de las | insuficiencia 3.5089420 | 1.5416186
ENﬁ(jgggoo i?p“daseg protefnas espermatogé | 4.309892156 | 959022~ | 2041367
Linked (DF mediante  la | nica y 20 16
FRY) eliminacion de | delecion
la ubiquitina. | parcialde.
ENSGO0000 E)éa;r;(tehylas Codifica una | o~ 2% 5.7408818 | 2.1018325
012817 e 5D g(r)cr)]tt?ér;]i que | |hsuficiencia 3.897482016 I§86598e— :;;21748&
(KDM5D) espermatogé
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dominios con | nica, ligada
dedosde zinc. [ al Y, 2
(SPGFY2).
Su gen
Codifica una paralogo €s
ENSG00000 | g FINGET | contiene dedos | 1, ™ gigplasia 22068289 | 7.2077774
067646 | Linked ouede 4% | campo 4.936335174 | 7531387¢- | 4295997¢-
(ZFY) funcionar ;T:czgfaa queel 11 08
como factor de sisterna
transcripcion. .
reproductivo
masculino.
Ubiquitousl
y - - g
Transcribed | Codifica una
Tetratricop | proteina que
. : 1.2472727 | 3.4248549
Neonrs . | pomee | rentimiones 4680682511 | 0414886e- | 3650476e-
Containing, | tetratricopepti 10 07
Y-Linked dicas.
(UTY)
. - Esta
ENSG00000 Efnﬁain"ke l'jr‘;"i%'r']'ta d"j implicado en 1.4052337 | 3.4298632
244444 multiole 8 | receptor  de el desarrollo | -7.296538174 | 2455257e- | 4747181e-
(EUGFES) seﬁaFI)izacién embrionario 10 07
en el Utero.
Representa la | Se  asocia
RBM14- N p
transcripcion | conla Glcera
RBM4 1.6422466 | 3.6075232
ENSG00000 | o throug | ENtre los genes | corneal -5.219247361 | 7047085¢- | 6102331e-
248643 h (RBM14- vecinos marginal vy 09 06
RBM4) RBM14 y | pseudopterig
RBM4. ion.
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Tabla 7. Top tags de los 10 genes con mayor expresion diferencial de las etapas post embrionarios

de los cromosomas autosomales y X de humano hembra y macho.

Id Gen Funcién Observaciones logFC Pvalue FDR
. . Esta implicado
ENSG000002 Egriain like L';Ir?i%'rl]'ta dlj en el desarrollo | - 1.3599605 | 1.7835882
44444 multiple 8 | receptor de embrionarioen | 7.29673322 | 2197593e- | 2457143e-
(EGFLS) sefializacion el utero. ! 10 06
Representa la :
RBM14- transcripcion ISae asomglcceorg
ENSG000002 RBM4 entre los corneal - 1.5028666 | 9.8550477
48643 Readthrough | genesvecinos marainal 5.22301581 | 0244401e- | 4552663e-
(RBM14- |RBM14 vy g Y16 09 06
RBMA4) RBMA. pseudopterigio
n.
Eukaryotic (LTF::C?S% 32
Translation elonggciénde Se encuentra
ENSG000002 | ErangtON | 1a traduccion | frecuentement | 14162491 | 4.1764461
32472 Beta 5| media el sobreexpresad 5.82576426 | 3587027e- | 3364475e-
Pseudogene intercambio 0 en Eélulas o 08 05
g de GDP/GTP
3 en E1EA cancerosas
(EEF1B2P3) '
Implicado en
la  defensa
antimicrobia
Phospholipa | na, la | Promueve la
ENSGO000001 | se A2 Group | respuesta respuesta 9.47365176 1'74363881;20 g'3167464?745i1-
88257 A inflamatoria | inmunitaria 3 08 05
(PLA2G2A) |y la | innata
regeneracion
de tejidos
Activa genes
especificos
de célulasBy
EBE controla
- genes Se prevee que | - 1.5922402 | 4.1764461
6E£\I353G0000001 Iragjgtrc'ﬁ“i termogénicos | sera parte de la | 3.83202330 | 3394768e- | 3364475¢-
(EBF1) en los | cromatina 2 08 05

adipocitos en
respuesta al
frio
ambiental
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Codifica una
proteina 6sea

muy
Bone abundante
Gamma- secretada por
los - - 3.7486987 | 8.1940307
0000002 | CarboxyGIUt | osteopiastos iiteﬁig"f‘%?‘os'z 3.85766834 | 8179047e- | 5386367¢-
Protein que regula la 2 08 05
remodelacion
(BGLAP) osea y el
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8. Discusion

En el caso de los boxplot tanto como del cromosoma X'y Y, pudimos observar que existen algunas
etapas con un nivel de significancia por debajo de p= 0.05 por lo que son significativamente
diferentes, el objetivo general se cumple, si existen cambios en los patrones de expresion de genes
alo largode lavida de ambas especies. En el cromosoma X en hembras especificamente la mayoria
de los genes en uno de sus dos cromosomas X estan silenciados a nivel transcripcional, por lo que
deriva en mujeres adultas con mosaicismo natural (Sahakyan, A. et al., 2017), un 10% de genes
adicional muestra patrones variables de inactivaciony se expresan en diferentes grados de algunos
cromosomas inactivos, lo que sugiere una heterogeneidad de expresion entre hembras (Carrel y
Willard, 2005), por lo que se espera que el nivel de dosis en el cromosoma X de hembras, varie
significativamente a lo largo de su periodo de vida ya que los genes se van expresar en menor o
mayor dosis dependiendo de factoresambientalesa los que se encuentre expuestos o algun tipo de
estrés celular derivado de algunas mutaciones en sus genes con funciones que desarrollan la
respuesta inmunitaria como los que se observan en la (Tabla 7), las cudles resultan en
enfermedades autoinmunes (Li, J. et al., 2022), méas del 80% de las enfermedades autoinmunes
afectan principalmente a las mujeres como el Lupus, este sesgo se vincula a la dosis de los genes
inmunitarios ligados al cromosoma X. El escape de genes de la inactivacion del cromosoma Xi
como mecanismo de compensacion de dosis (Nguyen y Disteche, 2005), muestra un escape
variable, a nivel de individuoy tejidos (Berletch et al., 2011). La expresién de Xi puede cambiar
con el tiempo durante el desarrollo o la edad adulta, los genes de escape pueden silenciarse
inicialmente seguidos de una reactivacion durante el desarrollo o con el envejecimiento (Schoeftner
et al., 2009).

En los graficos de volcan que representan los genes con expresion diferencial de humano en los
cromosomas sexuales y autosomales (como control) asi como en los que Unicamente estan
presentes genes autosomalesy el cromosoma X podemos observar que la mayor parte de genes con
expresion diferencial pertenecen a las hembras en el caso de las etapas post embrionarias (Figura
30y 31), que abarca las etapas de neonatos, infantes y adultos en contraste de los gréaficos de las
etapas pre embrionarias (Figura28 y 29), que son muy pocos genes con expresion diferencial para

ambos gréaficos de los casos de estudio.
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Esto se le puede atribuir de diversas maneras a las hormonas, los cromosomas sexuales, los efectos
del genotipo x sexo, las diferencias en el comportamientoy las diferencias en las exposiciones
ambientales, sin embargo, siguen siendo en gran parte una incognita. Se sabe que aquellos genes
que presentan expresién diferencial estan involucrados en un conjunto de diversas funciones
bioldgicas, como respuestaa farmacos y hormonas, el desarrollo embrionario y lamorfogénesis de
tejidos, lafertilizacion, lareproduccion sexual y la espermatogénesis, el metabolismo de las grasas,

cancer y la respuesta inmune. (Olivia, M. et al., 2020).

9. Conclusiones

En base a los resultados obtenidos, podemos concluir que la hipotesis no se rechaza, ya que los
patrones de los cromosomas sexuales tanto de humano como de macaco si sufren algin cambio ya
que su nivel de significanciaes menor a p= 0.005 en el nivel de expresion en algunas etapas a lo
largo de la vida, esto derivado de la desigualdad de dosis de los cromosomas sexuales, como los
efectos de la expresion de los genes del cromosoma'Y, las diferencias en la dosis de los genes del
cromosoma X y los efectos epigenéticos que pueden llegar a influir en la salud y ciertas
enfermedades que se presentan en la vejez (Arnold, 2017).

10. Perspectivas

El estudio de los INCRNA es reciente ya que anteriormente se pensaba que no cumplian alguna
funcion en concreto, pero actualmente se sabe que son muy importantes en la regulacion génica
como la diferenciacién celulary el desarrollo de tejidos (Lopes-Ramos, 2020), Xist es un INCRNA
el cuél solo estaactivoen Xiy es capaz de desencadenar la represién transcripcional en fragmentos
cromosémicos amplios (Li, J. et al., 2022), se ha estudiado que esta involucrado en algunas
enfermedades que estan presentes en la vida adulta porque se expresa de manera anormal en
algunas enfermedades con sesgo sexual ya que al tener un contenido de genes especializados en
los cromosomas sexuales da como resultado diferencias sexuales fenotipicas por lo que su

expresion o modificacion podria usarse como biomarcador para el diagnostico de muchas
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enfermedades con sesgo sexual como el cancer, en un futuro se podria manipular genéticamente la
expresion de Xist para poder inhibir estas enfermedades, por ello actualmente se propone como
una posible diana terapéutica. Asi que se esperaria ahora como objetivo obtener mas informacion
sobre la base molecular de las diferencias sexuales en los tejidos humanos para poder emprender
terapia génicaen humanos y ademas obtener una mayor cantidad de muestras de material bioldgico
de los diferentes tejidos para poder continuar la investigacion sobre la compensacion de dosis y
como los genes con expresion diferencial afectan a la longevidad y patologias que se presentan en

esta etapa en concreto.
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ANEXO
Anexo A

open(INN,

chomp;

chomp;

=split(

print SAL

close(INN);

Figura 1. Script para realizar la suma de las expresiones de cada gen de los diferentes

tejidos.
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open(IN, ) || die;
while (<IN>) {

chomp;

); print SAL 3 close(SAL);

); print SAL

if (/ENSMMUG/) {

=split(

) || die;

open(EN, ) || die;

whi

Figura 2. Script para separar los diferentes identificadores de los genes dependiendo al

cromosoma al que pertenecen.
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Anexo B

Patrén de expresion del cromosoma X de macaco macho
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Figura 3. BoxPlot de las diferentes etapas de desarrollo del cromosoma X de macaco macho.
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Patrén de expresion del cromosoma Y de macaco macho
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Figura 4. BoxPlot de las diferentes etapas de desarrollo del cromosoma Y de macaco macho.
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Patrén de expresion de los cromosomas autosomales de macaco macho
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Figura 5. BoxPlot de las diferentes etapas de desarrollo de los cromosomas autosomales de

macaco macho.
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Anexo C

Patrén de expresion del cromosoma X de macaco hembra
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Figura 6. BoxPlot de las diferentes etapas de desarrollo del cromosoma X de macaco hembra.
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Patrén de expresion de los cromosomas autosomales de macaco hembra
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Figura 7. BoxPlot de las diferentes etapas de desarrollo de los cromosomas autosomales de
macaco hembra.
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Anexo D

Patrén de expresion del cromosoma X de humano macho Etapas de desarrollo
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Figura 8. BoxPlot de las diferentes etapas de desarrollo del cromosoma X de humano macho

sin normalizar.
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Nivel de expresion

Patrén de expresion del cromosoma Y de humano macho
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Figura 9. BoxPlot de las diferentes etapas de desarrollodel cromosoma Y de humano macho

sin normalizar.
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Patron de expresion de los cromosomas autosomales de humano macho
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Figura 10. BoxPlot de las diferentes etapas de desarrollo de los cromosomas autosomales de

humano macho sin normalizar.
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Figura 12. BoxPlot de las diferentes etapas de desarrollo del cromosoma X de humano

hembra sin normalizar.
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Anexo F

Patrén de expresion del cromosoma X de macaco macho normalizado
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Figura 13. Lineplot de las diferentes etapas de desarrollo del cromosoma X de macaco macho

normalizadas con su valor de significancia de la prueba de Wilcoxon.
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Figura 14. Lineplot de las diferentes etapas de desarrollo del cromosoma Y de macaco macho

normalizadas con su valor de significancia de la prueba de Wilcoxon.
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Patrén de expresién del cromosoma X de macaco hembra normalizado
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Figura 15. Lineplot de las diferentes etapas de desarrollo del cromosoma X de macaco

hembra normalizadas con su valor de significancia de la prueba de Wilcoxon.
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Patron de expresion del cromosoma X de macaco hembra y macho normalizado
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Figura 16. Lineplot de las diferentes etapas de desarrollo del cromosoma X de macaco

hembra y macho normalizadas con su valor de significancia de la prueba de Wilcoxon.
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Anexo G

Patron de expresion del cromosoma X de humano hembra y macho normalizado
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Figura 17. Lineplot de las diferentes etapas de desarrollo del cromosoma X de humano

hembra y macho.
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