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Estudio de redes de regulacion
transcripcional

mediante maximizacion de la expectacion

Daniel Holgado Chicharro

Resumen—Descripcién, desarrollo e implementacién de nuevas funcionalidades para CGB. CGB es un software que se basa
en el uso de métodos de genémica comparativa para analizar redes de regulacién transcripcional. Las nuevas funciones
introducidas son la implementacion de la obtencién automatica de genomas para el input de CGB vy introduccion de algoritmos
de alineamientos de secuencias para los motivos de referencia.

Palabras clave—Gendémica comparativa, factor de transcripcion, redes de regulacién transcripcional, CGB, biopython, BLAST,
NCBI, E-utilities, ete3, LASAGNA.

Abstract—Description, development and implementation of new functionalities for CGB. CGB is a software that is based on the

use of comparative genomics methods to analyse transcriptional regulatory networks. The new functions introduced are the
implementation of automatic genome retrieval for CGB input and introduction of sequence alignment algorithms for reference

motifs.

Index Terms— Comparative genomics, transcription factor, transcriptional regulatory networks, CGB, biopython, BLAST, NCBI,

E-utilities, ete3, LASAGNA.

1 INTRODUCCION

a bioinformatica es una disciplina cientifica centrada
Len la utilizaciéon de técnicas computacionales para

procesar e interpretar los altos volimenes de infor-
macion generados por las nuevas tecnologias en biologia.
Un aspecto fundamental de la bioinformaética es el proce-
samiento de secuencias genéticas, como el genoma hu-
mano, a fin de mejorar nuestro conocimiento sobre los
seres vivos y su evolucién. En este contexto, un problema
fundamental y todavia abierto en bioinformaética es el uso
de métodos de gendmica comparativa para analizar redes
de regulacion transcripcional (ver apéndice Al2). La ge-
némica comparativa se basa en el andlisis de multiples
genomas para identificar rasgos comunes que resultan de
la conservacién de elementos esenciales para la supervi-
vencia. La regulacion transcripcional (ver apéndice A3) es
el mecanismo més extendido de control de expresiéon
genética en todos los seres vivos. Sin embargo, se han
desarrollado pocos métodos de gendmica comparativa
para el analisis automatizado de estos sistemas regulato-
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rios. CGB [1] es una plataforma flexible para la genémica
comparativa de regulones procaritticos. La plataforma
automatiza la unificacién de informacioén experimental y
utiliza un marco tedrico bayesiano para generar e integrar
resultados facilmente interpretables. Este TFG tiene como
meta implementar varias mejoras a CGB.

2 CGB

Dado algtin conocimiento previo sobre la especificidad de
unién de un factor de transcripcién o TF (ver apéndice
A10), los datos de la secuencia genémica se pueden apro-
vechar para identificar supuestos sitios de unién o TFBS
(ver apéndice All) y reconstruir la red transcripcional,
bajo el control de un factor de transcripcion dado. En
teoria, esto proporciona los medios para dilucidar las
redes reguladoras transcripcionales que codifican, lo que
arroja informacién sobre los mecanismos moleculares
utilizados por las bacterias para orquestar y coordinar
diversos procesos fisiolégicos. En la préctica, sin embar-
go, la naturaleza corta y degenerada de los patrones o
motivos de unién de TF conduce a altas tasas de falsos
positivos en las btisquedas de todo el genoma, lo que
limita su aplicabilidad.

Los métodos de genémica comparativa para la recons-
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truccién de redes transcripcionales bacterianas explotan
la nocién de que soélo los sitios de unién a TF funcionales
deben conservarse a lo largo de periodos evolutivos sus-
tanciales. Por lo tanto, la identificacion de un sitio de
unién de TF conservado en la regién promotora de dos o
mas operones ortologos (genes que tienen la misma iden-
tidad en distintas especies) deberia reforzar intuitivamen-
te nuestra confianza en su prediccion como elemento
funcional.

Se procede a explicar con cierto nivel de abstracciéon el
flujo de trabajo de la plataforma CGB (véase Figura 1). Si
se quiere profundizar mas en el entendimiento de la pla-
taforma CGB consultar el articulo de CGB [1]

Binding site
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Fig 1. Flujo de trabajo de CGB.
Binding site collections from reference species (1).

La ejecucion comienza con la lectura de un archivo de
entrada con formato JSON. Este archivo contiene el ni-
mero de acceso NCBI [2] a la proteina (TF) y la lista de
sitios de unién alineados para al menos una instancia de
factor de transcripcion.

Target genomes (2).

Los genomas diana (target genomes) se representan con
nimeros de acceso para cromidos [3] o mapeo de contigos
[4] de una o mas especies objetivo. Con especies objetivo
nos referimos a las especies de bacterias en las cuales
queremos encontrar TFBS (transcription factor binding
sites) con cierta probabilidad para el TF que estamos es-
tudiando. Ademads de varios parametros de configura-
cion.

Estas dos secciones anteriores conforman el input de
CGB.
Phylogenetic tree (3)

Las instancias TFBS de referencia se utilizan para detectar
ortélogos en cada genoma objetivo y un arbol filogenético
de instancias TFBS es generado.

Genome-specific PSSM models (4)

El arbol se utiliza para combinar informacién de TFBS
disponible en una PSSM (position-specific scoring matrix)
[5] para cada genoma objetivo (véase figura 2).

Example: FOXD1

Known binding sites

gctaaGTAACAATgcgca
cttaaGTAAACATcgctc
ccaatGTAAACAAacgga
gaaagGTAAACAAtgggc
GTAAACATgtact
CcttgtGTAAACAAaaagc
cttaaGTAAACACgtccg
cttatGTCAACAGtgagt
tGTAAACATtgcat
maggmﬁﬂ‘gcga Position-Specific Frequency Matrix
tttcgTTAAGTAAaca A [ 0050095109 0051 035 ]
caaaATAAACAAcgtgc g { g,gg g gvos g ggg g_g
gctaaCTAAACAGagaga §
gtgttGTAAACATtggaa T [00510 00 0050 04
taatGTAAACAAtgcgg
gaaagGTAAACATaagaa
cctaaGTAAACACaacgc
cctaaGTAAACATL
cttatGTAAACAGaggtc

Fig 2. PEM y PSEM, los pasos previos a la creacion de una PSSM.

PFM - Position Frequency Matrix
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Predicted operons (5)

La distancia intergénica es un predictor de operones efi-
caz y ampliamente utilizado. Se considera que genes pa-
res en una misma direccién (adyacentes en la misma
orientacién sin genes intervinientes en la hebra opuesta)
pertenecen a un operén si su distancia intergénica estd
por debajo de un umbral preestablecido. Debido a que
diferentes genomas pueden tener diferentes densidades
de codificaciéon, CGB define este umbral de manera adap-
tativa como la distancia intergénica promedio en todas las
direcciones dentro de un genoma dado.

Promoter regions PSSM scoring (6)

Aqui se adopta un marco probabilistico bayesiano. Este
marco estima probabilidades posteriores de regulacién
que son facilmente interpretables y directamente compa-
rables entre especies. Para cada posicién i de la region de
un promotor, se combinan los puntajes PSSM obtenidos
en ambas hebras.

Calculation of posterior probabilities of regulation (7)

Para estimar la probabilidad posterior de regulacién de
un promotor, definimos dos distribuciones de puntuacio-
nes de PSSM dentro de una regién promotora. En un
promotor no regulado por el TF, esperamos una distribu-
cién determinada (distribucion background) de las puntua-
ciones (B). En un promotor regulado por el TF, sin em-
bargo, esperamos que la distribucién de las puntuaciones
del PSSM (R) sea una mezcla de tanto la distribucién
background (B) como de la distribucién de puntuaciones
en sitios funcionales (D). Para cualquier promotor dado,
podemos definir la probabilidad posterior de la regula-
ciéon como P(R | D).
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Orthologs groups of genes (8)

La detecciéon de ortélogos sigue siendo un problema
computacionalmente intensivo en bioinformatica. Aqui
presentamos la mayor dependencia de CGB, BLAST [6].
BLAST es un programa capaz de comparar una secuencia
problema (denominada query) contra una gran cantidad
de secuencias que se encuentren en una base de datos.
Los aciertos BLAST por pares reciprocos se utilizan para
generar un grafo donde los nodos corresponden a pro-
ductos génicos y las aristas denotan las mejores relaciones
reciprocas de aciertos BLAST, y los grupos de genes orto-
logos se detectan como cliques en el grafo.

CGB limita la deteccion de ort6logos a aquellos genes
presentes en operones con una probabilidad posterior de
regulacién superior a un limite especificado por el usua-
rio en cualquiera de las especies objetivo. Esto reduce el
tiempo de ejecucion considerablemente.

Ancestral state reconstruction (9)

Una regla empirica comtn en muchos andlisis genémicos
comparativos es asumir que la deteccion de TFBS aparen-
tes en la region del promotor en operones ortélogos de
dos o mds genomas suficientemente divergentes repre-
senta una fuerte evidencia de regulacion. Mas reciente-
mente, la reconstruccién comparativa de regulones se ha
reformulado formalmente como un problema de recons-
trucciéon de estados ancestrales, en el que se busca inferir
la probabilidad de regulacién para un operén dado en un
arbol filogenético.

CGB implementa este enfoque mediante el bootstrapping
de la reconstruccién de estados ancestrales para cualquier
gen dado en un arbol filogenético de instancias de TF.

Report and visualization (10)

En la dltima seccién del flujo de trabajo se generan e im-
primen las graficas, tablas, ilustraciones, etc. con la in-
formacién obtenida tras la ejecucién. El usuario puede
configurar previamente que tipo de resultados quiere
visualizar.

3 OBJETIVOS

El objetivo de este TFG es mejorar el pipeline in-
put/output de la plataforma CGB. Para lograrlo se han
determinado dos subobjetivos:

3.1 Implementacion de la obtencién automatica de
genomas para el input de CGB.

Actualmente, CGB toma como entrada un archivo JSON.
Ademas de los pardmetros de andlisis, el archivo JSON
especifica dos tipos principales de informacion:

-TF conocidos y sus binding sites

-Genomas diana que se analizaran, enumerados con ID de
RefSeq / GenBank para todos los crémidos constituyen-
tes.

En un caso de uso tipico, el usuario querra analizar la red
reguladora codificada por una transcripcién de interés
dentro de un clado bacteriano especifico (por ejemplo,
orden Enterobacteriales). Actualmente, esto requiere que el
usuario identifique manualmente todas las especies bac-
terianas que se analizardn y compile una lista de sus ID
de crémido (un crémido es un cromosoma, plasmido o
registro contiguo). Para genomas completos, esto no es
demasiado costoso (generalmente uno o dos cromosomas
mas algunos pldsmidos), pero los “draft genomes” (en-
samblajes Whole Genome Sequencing [7]) pueden tener
cientos de contigos.

El objetivo es permitir al usuario, alternativamente, ingre-
sar algunos pardmetros para el andlisis y hacer que CGB
preprocese el input para obtener toda la informacién
relevante sobre el ID del crémido. Para mantener la com-
patibilidad, el enfoque mas simple parece ser leer el ar-
chivo JSON con pardmetros alternativos (y sin ID de cré-
mido) y volver a guardarlo una vez que se hayan compi-
lado los ID de créomido. Es decir, pasamos de un archivo
JSON con un campo "genomas" vacio (y algunos parame-
tros de configuracion agregados) a un archivo JSON que
contiene los "genomas".

3.2 Implementacion de algoritmos de
alineamientos para los motivos de referencia.

Actualmente CGB requiere que los motivos de referencia
se proporcionen como listas de sitios de unién alineados.
Si bien esto es conveniente desde el punto de vista del
procesamiento, la plataforma se beneficiaria si pudiera
permitir la realineacién en caso de que los motivos entre-
gados en el input no lo estuvieran, de modo que se pue-
dan ingresar motivos sin estar necesariamente alineados.

4 METODOLOGIA

La metodologia utilizada para este TFG es AGILE (véase
Figura 3). A lo largo de las semanas se han realizado
reuniones en las que se discutia el disefio, los requisitos,
las dependencias y en definitiva el plan de accién a seguir
para la realizacién de cada subobjetivo. Se escogi6 la me-
todologia AGILE debido a la flexibilidad que aporta.
Cada vez que se completaba una tarea se discutia sobre
cémo empezar la siguiente. Otra razén por la cual deci-
dimos usar esta metodologia es porque no teniamos plan-
teados todos los objetivos del proyecto ni como llevarlos a
cabo, en un principio. AGILE permite enfocarse en traba-
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jar sobre un tinico objetivo aislandolo de los demas.

Fig 3. Metodologin AGILE

Un ciclo AGILE estara compuesto por los siguientes pa-
S0s:

1. Definir un pseudocédigo no muy elaborado, lo
suficiente como para que tener un hilo que seguir
a lo hora de programar. Aqui se definen el dise-
fio, los requisitos, las dependencias, etc.

2. Programar hasta que el software funcione, sin te-
ner en cuenta memoria utilizada, tiempo de eje-
cucion, redundancia en la codebase, etc.

3. Testear software para ver que realmente el codi-
go funciona.

4. Transformar el cédigo para que tenga en cuenta
los parametros de eficiencia, es decir, intentar re-
ducir el tiempo de ejecucién, la memoria utiliza-
da, la cantidad de cédigo escrito, etc.

5. Volver a testear el nuevo cédigo.

6. Introducir comentarios, cambiar el nombre a va-
riables y funciones y cambiar el estilo para que
pueda ser entendido y mantenido por otros pro-
gramadores de software.

El lenguaje utilizado fue Python (3.8) en un entorno de
programacién creado mediante Spyder. La libreria que nos
permitird conectarnos y trabajar con las bases de datos
NCBI es biopython.

5 PLANIFICACION
El TFG se divide en 9 grandes tareas:

-Inicio del proyecto.

-Realizacion del informe inicial
-Realizacion informe de progreso 1
-Realizacion informe de progreso 2
-Realizaciéon informe final
-Realizacion del primer subobjetivo.

-Realizacion del segundo subobjetivo.

-Acoplamiento de cédigo a GitHub
-Realizacion de la presentacion

Para informacién més detallada sobre la planificacion y
las tareas véase el diagrama de Gantt del proyecto en el
anexo Al3.

6 DESARROLLO

En este apartado se detallara la implementaciéon de los
dos subobjetivos.

6.1 Implementacion de la obtencion automética de
genomas para el input de CGB

Antes de nada, comentaremos las 3 librerias que se han

utilizado:

- biopython [8], en especifico el médulo Entrez (E-
utilities) y el modulo SeqlO.

Las E-utilities son un conjunto de ocho programas “ser-
verside” que proporcionan una interfaz estable para co-
municarse, mediante “querys”, con las bases de datos del
Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI).
E-utilities utilizan una sintaxis de URL fija que traduce un
conjunto estdndar de pardmetros de entrada en los valo-
res necesarios para que varios componentes software de
NCBI busquen y recuperen los datos solicitados. Las E-
utilities son la interfaz estructurada del sistema Entrez,
que actualmente incluye 38 bases de datos que cubren
una variedad de datos biomédicos, incluidas secuencias
de nucleétidos y proteinas, registros de genes, estructuras
moleculares tridimensionales y la literatura biomédica.

SeqlO proporciona una interfaz simple y uniforme para
ingresar y retornar secuencias con formatos de archivo
variados (FASTA, genbank, etc.), transformdndolas en
objetos SeqRecord con métodos y atributos dutiles para
tratarlos homogéneamente.

- ete3 [9], libreria que nos permite navegar eficiente-
mente por el arbol taxonémico de Taxonomy.

La base de datos Taxonomy de NCBI contiene informa-
cién taxonémica de una gran cantidad de especies, pero
estd implementada de forma que no ocupe demasiada
memoria lo que posibilita la opcion de descargarse la base
de datos en local y acceder a los registros de esta mucho
mas rapido que mediante el uso de los servidores NCBI.
Esto es lo que hace precisamente la libreria ete3, montar
una copia de la base de datos Taxonomy en local y brin-
dar métodos para poder recorrerla y extraer informacién
determinada.

- json, libreria nativa de Python para procesar archivos
JSON.

Podemos dividir el funcionamiento del cédigo en cuatro
partes.

1. Lectura del archivo JSON (input CGB) y posterior
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escritura de los accession numbers de los genomas
(o assemblies) de interés en el archivo JSON y en el
diccionario de variables de CGB.

Leemos del archivo JSON, que utilizarda CGB como input,
el TaxID y el nivel taxonémico de busqueda. Ademas,
leemos los parametros de configuracién opcionales, los 3
boléanos relacionados con las entidades taxondémicas
noRank que explicaremos mds adelante. Una vez obte-
nemos los accession numbers (seccién 2 y 3 a continua-
cion), los escribimos dentro de un diccionario determina-
do del archivo JSON y en el diccionario de variables de
CGB.

2. Obtencién del arbol taxonémico a partir de un Ta-
xID

Mediante ete3 creamos una copia de la base de datos
Taxonomy. El uso de dos pardmetros (input usuario) que
son el TaxID de la entidad taxonémica de la cual se quie-
ren extraer los genomas (ej: 562 el TaxID de Escherichia) y
un nivel taxonémico determinado (ej: especie) permite
acotar detalladamente la informacién que queremos ex-
traer de la base de datos local.

Pongamos un ejemplo, si un usuario quiere estudiar los
genomas de todas las especies pertenecientes al género
Escherichia entonces el primer paso seria saber qué y cuan-
tas especies son. Esto es lo que realiza esta primera parte
del coédigo, obtiene un conjunto de TaxID de especies
determinadas que posteriormente seran usados para ob-
tener sus genomas representativos.

En un primer momento se intent6é no utilizar la libreria
ete3, lo que implicaria utilizar E-utilities para acceder y
filtrar la informacién de Taxonomy. Esta opcién se im-
plement6 y deseché debido a que aumentaba notable-
mente el tiempo de ejecucion del coédigo si el usuario
quisiera estudiar multiples entidades taxondémicas dife-
renciadas.

Hay que destacar un problema que deriva de la clasifica-
cién taxonémica que utiliza Taxonomy. Si la clasificacion
de entidades taxonémica (nodos del arbol filogénico)
fuera perfecta los niveles del arbol serian tinicamente los
siguientes:

Nivel taxonémico Altura en el arbol taxonomico

Raiz (root) 0

Superreino (Superkingdom) 1

Clado (clade) 2
Filo(phylum) 3
Clase (class) 4
Orden (order) 5

Familia (family) 6

Género (genus) 7
Especie (species) 8
Cepa (strain) 9

Sin embargo, como no todas las entidades taxonémicas
descubiertas estan clasificadas o demostradas, Taxonomy
utiliza un afiadido nivel taxonémico para intentar posi-
cionar a dichos sujetos en el arbol de una forma relativa-
mente organizada. Este nivel es el “noRank”, que engloba
las entidades taxonémicas no clasificadas (unclassified) y
las muestras ambientales (environmental samples). El codi-
go tiene en cuenta esto, utiliza 3 boléanos provenientes
del JSON para configurar como va a reaccionar el algo-
ritmo ante este tipo de entidades taxondmicas. Por defec-
to, se asume que el usuario quiere procesar entidades
taxonémicas noRank ya sean unclassified o envirormental
samples.

También se ha implementado un método para detectar y
avisar cuando el nivel taxonémico de busqueda es menor
(altura del arbol) al nivel taxonémico del TaxID, ya que si
no se darian situaciones absurdas como buscar filos den-
tro de géneros y obviamente el programa no retornaria
nada.

3. Acceso a las secuencias del genoma a partir de un
TaxID (proveniente del drbol taxonémico)

Una vez tenemos todas las TaxID necesarias hay que
obtener los accession number (identificadores tnicos) de
los genomas para poder escribirlos en el archivo input
JSON de CGB. En teoria la operacién deberia ser directa,
utilizar E-utilities para hacer una busqueda del genoma
representativo segin un TaxID determinado. Sin embar-
go, aparecen varios problemas.

Antes de nada procedemos a explicar que hacen
esearch(), efetch() y elink(), las funciones de la api E-
utilities [10].

- esearch(), busca informacién en las bases de da-
tos de NCBI utilizando como parametros bésicos el nom-
bre de la base de datos y el término (query text) de bts-
queda. Retorna una lista de identificadores tnicos (UID
list).

Ejemplo: Entrez.esearch(db=nuccore, term="txid956").
Este cédigo realiza una buasqueda en la base de datos de
nucleétidos (nuccore) y retorna una UID list de los archi-
vos de nucleétidos de la entidad taxonémica “956” (Ta-
xID).

- efetch(), busca registros especificos en las bases
de datos de NCBI utilizando como pardmetros basicos el
nombre de la base de datos y el UID del registro que se
quiere obtener. Retorna objetos de estructuras distintas
segun la base de datos a la cual quieras acceder.
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Ejemplo: Entrez.efetch(db=genome, id=167). Este cédigo
realiza una bdsqueda en la base de datos de genomas
(genome) y retorna un objeto. Para mas informacién sobre
qué objeto retorna dependiendo de la base de datos acce-
dida, consultar [11].

Sin obligar al lector a acceder a la referencia anterior voy
a anunciar que conclusiones sacamos de la informacién
publicada en dicho enlace. Las E-utilities se disefiaron
orientadas al uso de una escasa cantidad de bases de
datos: nuccore, nucest, nucgss, protein, popset y snp. Por
lo tanto, se han disefiado objetos especificos para tratar
con registros de dichas bases de datos, pero el resto de las
bases de datos tnicamente tienen a su disposiciéon los
objetos por defecto. Los objetos por defecto (docsum y
uilist) representan vagamente los registros, ademas, no
contienen atributos y métodos especificos que podrian
brindar informacién util. Las bases de datos a las que
accedemos a lo largo del programa son taxonomy [12],
assembly [13], genome [14] y nuccore [15], la tinica con
objetos especificos. El hecho de usar los objetos por defec-
to limita la cantidad de informacién que podemos extraer
de ellos por lo tanto complica el proceso que queremos
implementar.

- elink(), realiza acciones varias pero la que utili-
zamos es la de retornar UIDs vinculados a un conjunto de
UlDs (argumento) de la misma base de datos o de una
diferente. Los argumentos obligatorios que usa son los
nombres de las dos bases de datos y la lista de UIDs.

Ejemplo: Entrez.elink(db=nuccore, dbfrom=assembly,
id=1755381). Este cédigo realiza una busqueda en la base
de datos de nucleétidos y retorna una lista de UID de las
secuencias de nucleétidos que estén vinculadas al assem-
bly con UID 1755381.

Una vez que tenemos una idea de cémo podemos interac-
tuar con las bases de datos NCBI podemos deducir que
surge un problema y es que no hay una operaciéon directa
para obtener secuencias de genomas representativos me-
diante un TaxID. El proceso mads eficiente encontrado es
el siguiente: primero utilizamos esearch() en la base de
datos de genomas con un TaxID determinado siendo este
el término de la query, esto nos retorna un UID de geno-
ma. Segundo, con este UID realizamos un efecth() en la
base de datos de genoma, esto nos retorna un objeto doc-
sum. Por desgracia este objeto, al ser por defecto, no con-
tiene el archivo secuencia por lo tanto debemos seguir
operando en las bases de datos NCBI, sin embargo, si que
nos retorna el UID de assembly del genoma. Tercero, con
este UID de assembly realizamos un elink() en la base de
datos de nucleétidos buscando registros de nucleétidos
vinculados al assembly UID del genoma especifico. Esto
nos retorna una lista de UIDs de registros de nucleétidos.
Uno pensaria que el proceso ya estd terminado ya que
tenemos el UID del registro de nucleétidos del genoma
representativo del TaxID determinado, pero CGB no ad-
mite UIDs de registros de nucleétidos. CGB utiliza lo que
se llama “accession number” que es el identificador tnico

para un registro de secuencias. Para la seccién que esta-
mos implementando el accession number tiene funciona-
lidad idéntica al UID del registro de nucleétidos, pero
para CGB no es asi, por lo tanto, se requiere realizar un
altimo paso. Cuarto, con los UIDs de los registros de
nucledtidos realizamos un efetch() en la base de datos de
nucleétidos (nuccore). Esto nos retorna un objeto especifi-
co con mucha informacién como por ejemplo la secuencia
completa de bases nitrogenades, que guardaremos en
caché, y el accession number de dicha secuencia que es lo
que nos interesa.

Ahora comentaremos un problema que nos encontramos
programando estd parte y es que no todas las especies
registradas en Taxonomy tienen un genoma representati-
vo comprobado (RefSeq genome), incluso puede que ni
siquiera tengan un genoma secuenciado, y lo que es peor,
puede que ni siquiera tengan un registro assembly. De-
bemos tomar medidas si alguno de los casos mencionados
aparece. El caso ideal es obtener un RefSeq representative
genome, sino se da el caso se aceptaria cualquier otro tipo
de genoma (Genbank u otras bases de datos). Si una espe-
cie no tiene un genoma registrado entonces pasamos a
buscar assemblies, hemos dividido la idealidad de los
registros assembly en 3 tiers:

Tier 1 Assembly RefSeq secuenciacion completa
Tier 2 Assembly secuenciacién completa
Tier 3 Assembly secuenciacion parcial

Finalmente, si una especie no tiene registros assembly se
ignora. En un principio se tenia planeado implementar un
filtro de calidad de secuencias de nucleétidos para ser
retornadas si ocurria este caso, pero desechamos la idea.

4. Main, ensamblaje de las 3 partes anteriores un sélo
algoritmo.

El main es un sencillo cédigo que orquesta el funciona-
miento de las 3 partes anteriores del cédigo teniendo en
cuenta las posibilidades de buisqueda del usuario. El pro-
grama funciona de dos maneras. Si el usuario introduce
“especie” como nivel taxonémico de btisqueda, entonces
funciona como he explicado anteriormente. Sin embargo,
si introduce cualquier otro nivel taxonémico (género,
familia, etc.) entonces se modifica ligeramente la segunda
parte del codigo ya que se realiza un filtro de las especies
para seleccionar una tnica especie representativa para
cada entidad taxonémica dentro de dicho nivel taxonémi-
coy luego trabaja como lo harfa normalmente.

Pongamos un ejemplo, si un usuario quiere estudiar los
géneros dentro de un orden determinado entonces pri-
mero se obtienen todos los géneros pertenecientes a dicho
orden y luego se realiza un filtro para seleccionar una
especie representativa de dicho género. Sobre esta especie
representativa trabajard el programa para obtener el ac-
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cession number del genoma que representa al género.

6.2 Implementacion de algoritmos de alineamiento
para los motivos de referencia

La alineacion se debe realizar en 2 casos:

-Alineacién de sites dentro del motivo, es decir ali-
neamiento de secuencias dentro del conjunto de secuen-
cias pertenecientes a la misma especie (motivo). Se utiliza
el algoritmo LASAGNA.

-Alineacién de motivos de especies diferentes, es decir
alinear un motivo con otro y por tanto alinear las secuen-
cias que contienen ambos. Se utiliza el algoritmo IC (con-
tenido de informacioén) [16].

El primer algoritmo de alineamiento, LASAGNA (véase
Figura 4 y 5), es relativamente complejo por lo que vamos
a explicarlo con cierto nivel de abstraccién.

El algoritmo toma un conjunto de binding sites no alinea-
dos, U, como entradas. Sea A el conjunto de binding sites
alineados. Un binding site en A puede tener letras “hue-
co” (gap letters) agregadas en uno o ambos extremos
como resultado de la alineacién. El algoritmo funciona de

la siguiente manera:

1. Inicializa A en {s}, donde s es el binding site mas
corto elegido arbitrariamente de U. Luego qui-
tamos s de U.

2. (a) Construye la PSSM a partir de A. Sea L la lon-
gitud de esta PSSM.

(b) Elimina el binding site mas corto de U.

(c) Crea S, la secuencia aumentada de s, agre-
gando L—1 gap letters a ambos extremos de s.

(d) Califica cada elemento de S mediante PSSM
para encontrar el puntaje mas alto.

(e) Con el complemento inverso de s se repite c y
d. Es decir, se considera la hebra opuesta.

3. Agrega s a A si el elemento de puntuacién mas
alta reside en s. De lo contrario, agregue  su
complemento inverso a A. Las gap letters se
agregan a uno o ambos extremos de las secuen-
cias en A. Esto asegura que todas tengan la mis-
ma longitud y que cada columna de la alineacion
tenga al menos una letra que no sea gap.

4. Repite 2-3 hasta que U esté vacio.

En el paso 2b, puede haber varios binding sites igual de
cortos en U. Para romper el empate, usamos PSSM para
escanear cada uno de los binding sites més cortos. El
binding site que contiene el elemento con la puntuaciéon
mas alta se elimina de U para alinearse con las secuencias
en A. En el caso poco probable de que dos o més binding
sites con longitud minima en U compartan la misma pun-
tuacion, se elige uno arbitrariamente.

(a) _cecerna-- (©) - _cceeran--
--cGCCARA- e cGCeAAA
-GCGCCAAA- GCGCCAAA
-GCGCCARA- GoGeeaRa

GCGCCARA (b) PSSM -GCGCCAAA-
~GCGCGAAA- --GCGCGAAA-
-GCGCCAAT- - ---GCGCCAAT-
-CCGCCARA- --CCGCCARA-

A -CCGCGAAA- A CCGCGAAA-
——ceeeeaaa T\ (Wi ., A CGCGGAAA
-GCGCGAAG- - -GCGCGAAG-
-GCGGGAAA- - - - ~GCGGGAAA-
-GCGCGATC- - ---GCGCGATC-
-CCCGGRRA- C A ----CCCGGARA-
CGCGCCAAA - - ~CGCGCCAAA-
-GCGCGARAA Cvigll = - - - -GCGCGAARA
CCCGCCAGG- - --CCCGCCAGG-

TTTCCCGCCAA- -
————————— TTTCCCGCCAA- - - - - - - - -

U TTTCCCGCCAA
TTTCGCGCCAAA
TTTGGCGGGCGGCC
CAATTTTCGCGCGG
CCATTTTCGCGGGAA

Fig 4. Representacion del funcionamiento del primer algoritmo de alinea-
miento (LASAGNA [17]).

U TTTCGCGCCAAA
TTTGGCGGGCGGCC
CAATTTTCGCGCGG
CCATTTTCGCGGGAA

A la hora de implementar LASAGNA tenfamos dos op-
ciones, implementar el algoritmo desde cero o bien adap-
tar el cédigo existente proveniente de esta web [18].

Adaptar el cédigo existente para que pueda ser utilizado
en CGB tiene 2 inconvenientes. Primero el cédigo esta
escrito en Python 2 por lo tanto se debe convertir a
Python 3. Segundo, sélo utiliza la libreria numpy por lo
tanto crea nuevas clases y métodos que ya estan imple-
mentados por biopython aumentando la cantidad de
c6digo enormemente.

Debido a esto decidimos implementar una versién del
algoritmo propia y adaptada a CGB. La implementacién
tenia que utilizar biopython y asi aprovechar todas las
clases y métodos que tiene para reducir al méximo la
cantidad y complejidad del cédigo. Las clases de
biopython necesarias para la implementacion son “Seq” y
“Alphabet”. La primera sirve para representar secuencias
y la segunda para representar el alfabeto de caracteres
posibles que utilizan la secuencias.

El primer obstaculo que debiamos superar era encontrar
un método para introducir gaps (huecos) en las secuen-
cias ya que LASAGNA anade gaps en las secuencias. Por
defecto el constructor de un objeto “Seq” sé6lo admite 4
caracteres, las bases nitrogenadas del ADN (A, C, Gy T).
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No hay manera de introducir un hueco o “gap” en la
secuencia. Aqui es donde entra la clase “Alphabet”. Con
dicha clase se puede introducir un nuevo caracter utiliza-
ble en las secuencias, el cardcter “gap” (-). Tras leer el
articulo [17] y entender el funcionamiento del algoritmo y
las herramientas disponibles iniciamos la codificacion.

La implementacion fue satisfactoria, pero surgié un pro-
blema que no habfamos previsto. La clase “Alphabet”
seria eliminada en las prdoximas actualizaciones de
biopython y se le otorgaria el estatus de “deprecated”.
Tras mucho debatir decidimos que no merecia la pena
realizar una nueva implementacién sin utilizar la clase
“Alphabet” debido a la complejidad y fragilidad de codi-
go. Una semana de trabajo fue desechada debido a que en
un principio no leimos con detenimiento cual era la vida
atil de una clase, leccién aprendida.

Tras este suceso decidimos decantarnos por la otra op-
cion, adaptar y convertir el codigo existente del algoritmo
LASAGNA. Este proceso es relativamente trivial. Debia-
mos entender, filtrar, adaptar y convertir, aproximada-
mente 600 lineas de cédigo (cédigo fuente de [18]), ade-
mas de afadir las que fuesen necesarias para que el algo-
ritmo funcionase con el input/output de CGB.

Caso de uso

Input
TAATATTCTCTTAAAGTT

Alineamiento
TAATATTCTCTTAAAGTT TAATATTCTCTTAAAGT
TTAATATTTGCTTAAGT TTAATATTTGCTTAAGT

CTTAATATAAGATTAATTTT ¢ TTAATATAAGATTAATT
TTAAGTTTTACTTAAGTT TTAAGTTTTACTTAAGT
TTAAGGTTAAATTAATATT TTAAGGTTAAATTAATA

CTTATGGTTTTCTTAAGC TTATGGTTTTCTTAAGC

CTTAATACTTTCTTAATAC TTAATACTTTCTTAATA

Recorte

TTAATATTTGCTTAAGT
CTTAATATAAGATTAATITT
TTAAGTTTITACTTAAGTT
TTAAGGTTAAATTAATATT
CTTATGGTTTTCT TAAGC

CTTAATACTTTCTTAATAL

Fig 5. Caso de uso algoritmo 1

El segundo algoritmo de alineamiento (véase Figura 6) se
basa en utilizar el contenido de informacion que otorga
cada posible alineamiento entre las dos agrupaciones de
secuencias y quedarse con el alineamiento que maximice
el IC.

Para lograr esto el proceso que hemos seguido es el de
crear motivos temporales donde cada uno contiene las
secuencias superpuestas en una alineacién determinada
por un indice y se realiza el promedio de la PSSM para
esa alineaciéon determinada. Mediante el promedio de la
PSSM se obtiene el IC.

La librerfa biopython contiene métodos para trabajar con
objetos de la clase “Seq” (objetos que representan secuen-
cias). Dentro de estos métodos esta pssm() y mean() por

lo tanto el proceso es bastante trivial. Tenemos que crear
tantos motivos (objeto “Seq”) como combinaciones de
alineamientos posibles (determinados por indices) entre
las secuencias y aplicar a cada uno de esos objetos los
métodos pssm() y mean(), es decir motif.pssm().meany(),
para obtener el IC. El motivo que maximice IC determina-
ré el alineamiento 6ptimo.

Motif A Motif B Motif C
"Seq" AIGAGCG AGIAGCG| AGAGCG
object A TIAAGCG TAAGCG| [TAAGCG

GITAAAG GTIAAAG| GTAAAG

AITTCGC ATTCGC| ATTICGC
"Seq" TGAA TGAA TIGAA .
object B |[ACGA AC|GA AICGA

CT GC CTIGC CT GC|
Index=0 Index=1 Index=2
1C=0.31 1C=0.89 IC=1.45

Fig 6. Representacion del funcionamiento del segundo algoritmo de alinea-
miento.

Caso de uso

Partimos de 2 motivos de referencia de 2 especies diferen-
tes (véase Figura 7):

Especie 1: Especie 2:
CTTAATATTCTCTTAAAGTT | TAATATTTCGTTAAGGT
GTTAATATTTGCTTAAGTAT | TAAGGTTGCATTAATTT
CTTAATATAAGATTAATTTT | TAATATTTCCTTAAGGT
TTTAAGTTTTACTTAAGTTA | TAATATTCTCTTAAGCT
CTTAAGGTTAAATTAATATT | TAATATTTTCTTAAGGT
CTTATGGTTTTCTTAAGCGT | TAATACTGTCTTAAGGA
CTTAATACTTTCTTAATACT TAATATTTCGTTAAGGT
CTTAATATTTCCTTAAAACT

Fig 7. Input algoritmo 2

Como observamos las secuencias estan alineadas, pero
unicamente dentro de la propia especie. CGB requiere
que las secuencias de motivos de todas las especies ten-
gan la misma longitud. Por lo tanto, se debe realizar ali-
neamiento y un recorte posterior de las secuencias si-
guiendo un determinado criterio (véase Figura 8). Este
criterio como hemos comentado es la cantidad de infor-
macion.
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Alineamiento Motivo final
CTTAATATTCTCTTAMAGTT TAATATTCTCTTAAAGT
GTTAATATTTGCTTAAGTAT TAATATTTGCTTAAGTA
CTTAATATAAGATTAATTTT TAATATAAGATTAATTT
TTTAAGTTTTACTTAAGTTA TAAGTTTTACTTAAGTT
CTTAAGGTTAAATTAATATT TAAGGTTAGATTAATAT
CTTATGGTTTTCTTAAGCGT TATGGTTTTCTTAAGCG
CTTAATACTTTCTTAATACT TAATACTTTCTTAATAC

TAATATTTCGTTAAGGT TAATATTTCGTTAAGGT
TAAGGTTGCATTAATTT TAAGGTTGCATTAATTT
TAATATTTCCTTAAGGT TAATATTTCCTTAAGGT
TAATATTCTCTTAAGCT TAATATTCTCTTAAGCT
TAATATTTTCTTAAGGT TAATATTTTCTTAAGGT
TAATACTGTCTTAAGGA TAATACTGTCTTAAGGA
TAATATTTCGTTAAGGT TAATATTTCGTTAAGGT

Fig 8. Alineamiento segundo algoritmo.

7 PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

A continuacién, mostraremos unas graficas de rendimien-
to de la ejecucion del cédigo de ambos subobjetivos. Para
realizar las pruebas de rendimiento se ha utilizado una
maquina con un procesador Intel Core i7-4790 de
3.60GHz, 16 GB de RAM DDR3, 550 Mb/s de velocidad
bajada y memoria HDD.

7.1 Ejecucion primer subobjetivo

Se ha de destacar que en el caso de las ejecuciones del
cédigo del primer subobjetivo es dificil establecer una
métrica indicando si es eficiente o no, ya que no hay unas
instrucciones claras a la hora de volcar la informacién de
secuencias en un archivo genbank. En concreto me refiero
a que un genoma puede estar formado por 40 archivos
genbank en donde cada archivo contiene 4 kB de secuen-
cias y otro genoma de otra especie diferente puede estar
representado en un tnico fichero genbank con un peso de
11 MB. Ademas, los archivos genbank contienen otro tipo
de informacién que no son secuencias que varia en tama-
fio segun el creador. En definitiva, podemos decir que la
eficiencia de almacenaje de secuencias en archivos gen-
bank es aleatoria y por tanto la ejecucién del cédigo del
primer subobjetivo hasta cierto punto también lo es.

120
100
80
60
40
20
0

Segundos

0 10 20 30 40

Cantidad de assemblies
—@—Espécies —@— Espécies representativas grupo

Fig 9. Grifica rendimiento biisquedas assembly

Si observamos la figura 9 podemos ver 8 ejecuciones dis-
tintas del cédigo del primer subobjetivo. La linea roja

representa 4 ejecuciones de btisquedas de assemblies de
especies representativas de 4 grupos taxonémicos distin-
tos. La linea azul representa 4 ejecuciones de busquedas
de assemblies de especies dentro de un grupo taxonémi-
co. Como es de esperar el algoritmo tarda mas en encon-
trar assemblies de especies representativas de grupos
taxondmicos que assemblies de cualquier especie debido
a que no tiene que hacer el paso previo de elegir la espe-
cie representativa.

7.2 Ejecucion segundo subobjetivo
5

Segundos
o r N W b

0 40

Sites (sezcouencias)
Fig 10. Grdfica rendimiento algoritmo de alineamiento

En el caso del cédigo del segundo subobjetivo se han
realizado 7 ejecuciones con 8, 12, 16, 20, 24, 28 y 32 sites
de longitudes de 8 a 12 caracteres provenientes de 2, 3, 4,
5, 6,7 y 8 motivos respectivamente.

Al combinar los dos algoritmos se busca primero alinear
todos los sites de un motivo y luego alinear dicho motivo
junto con otro motivo que ha pasado por el mismo proce-
so. Esto se va realizando iterativamente hasta que todos
los motivos estén alienados (véase figura 11). Al realizar
la siguiente iteracion se utiliza el motivo resultante de la
anterior iteracién y otro nuevo.

AAGTAAAA TAACTGCGCG
AAG TAAC
AACTCCC CAACTA
AACTGG TAAGAAT
AACTT
G LASAGNA {} LASAGNA
AAGT AACTG
AAGT AACTT
AACT AACTT
AACT AAGAA
AACTT

L ]
G Contenido de Informacion (IC)

AAGT
AAGT
AACT
AACT
AACT
AACT
AACT
AAGA
AACT

G Siguiente iteracion

Fig 11. Combinacion de ambos algoritmos de alineamiento

Al utilizar dos algoritmos deterministas, al contrario que
en caso del primero subobjetivo, los resultados obtenidos
en las pruebas de rendimiento del segundo subobjetivo
son fiables.
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7.3 Acoplamiento del cédigo

El desarrollo de las funcionalidades desde un principio se
realiz6 totalmente aislado de CGB. Por ello se introduje-
ron cambios debido al proceso de acoplamiento del codi-
go a la plataforma CGB y al GitHub en si:

-Substitucion de variables y métodos por los ya presentes
en CGB.

-Modificacién de métodos, atributos y clases de la code-
base de CGB.

-Eliminacién de métodos y variables destinadas al debu-
gging.

-Homogeneizacién del estilo de programacién para que
estuviera en relativa sincronia con el de CGB. Ademas de
la adicién de comentarios competentes.

8 CONCLUSIONES

La obtencién automatizada de genomas para el input de
CGB y la creacién de algoritmos de alineamiento compe-
tentes han sido todo un éxito. Se ha ido alterando el c6-
digo de ambos a lo largo del TFG, pero el funcionamiento
que se tenia como objetivo se ha logrado. Acoplarlo a
CGB dio mas problemas de lo esperado debido a que se
debian cambiar como se obtenian los parametros de en-
trada y como se mostraban los resultados de la ejecucion.
También tuvimos que alterar algunas funciones de CGB
para que trabajasen correctamente con el nuevo cédigo.

Unicamente hubo dos hitos que no se lograron realizar y
no fue por falta de tiempo o habilidad sino més bien por
la viabilidad de su realizacién. En ambos casos el esfuerzo
necesario para llevarlos a cabo no merece la pena.

El primero es la creacion de un filtro de secuencias de
nucledtidos cuando no hay genomas representativos o
assemblies que retornar para un TaxID determinado.
Cémo he comentado anteriormente en la explicacién del
desarrollo del primer subobjetivo, este filtro no era viable
de realizar ya que expandiria mucho la codebase, ademas,
se utilizaria en casos muy puntuales y en estos casos au-
mentaria enormemente el tiempo de ejecucion.

El segundo es la implementacion del algoritmo LASA-
GNA mediante biopython. Este algoritmo se lleg6 a im-
plementar, pero debido a que utilizaba una clase que en
un futuro cercano obtendria el estado de obsoleta se deci-
di6 desechar.

Finalmente, hablaré de las posibles vias de continuacién
para este TFG. CGB es un software complejo y en que han
participado un considerable ntiimero de personas. Esto es
algo que se puede ver reflejado en el cédigo. Cada perso-
na tiene una forma de programar distinta y una idea dis-
tinta del funcionamiento objetivo de CGB. En algunos

casos el coédigo parece estar optimizado para reducir el
impacto en memoria o en el procesador, en otros casos
parece tener como objetivo prioritario la comprension y
mantenimiento del cédigo, etc. Ademads, cémo conse-
cuencia directa de la heterogeneidad del cédigo, no hay
un estilo de programaciéon definido y la ausencia de este
es relativamente evidente a la hora de mirar los comenta-
rios y nombres de variables. Por lo que si, pienso que
seria positivo intentar homogenizar el c6digo.

Sin embargo, el siguiente paso a realizar es la transforma-
cién de CGB de un programa ejecutado en local a un
software ejecutado en un servidor web. Instalar CGB,
aunque sencillo, puede ser engorroso para los usuarios
por lo que serfa beneficioso ejecutarlo en plataformas
como PythonAnywhere [19] que permiten al usuario
utilizar el programa en cualquier lugar sin tener que rea-
lizar un montaje previo o sacrificar memoria de sus ma-
quinas.
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APENDICE

Al. TRANSCRIPCION

Es el proceso mediante el cual una célula elabora una
copia de ARN proveniente de una pieza de ADN. Esta
copia de ARN, que se llama ARN mensajero (ARNm),
transporta la informacién genética que se necesita para
elaborar las proteinas en una célula

A2. TRADUCCION

Es el segundo proceso de la sintesis proteica (siendo el
primero la transcripcién), parte del proceso general de la
expresion génica, que ocurre en todos los seres vivos. En
la traduccién, el ARN mensajero se decodifica para gene-
rar una cadena especifica de aminoéacidos, llamada poli-
péptido (el producto de la traduccién), de acuerdo con las
reglas especificadas por el codigo genético. Es el proceso
que convierte una secuencia de ARN mensajero en una
cadena de aminoacidos para formar una proteina

A3. REGULACION

Incluye una amplia gama de mecanismos que utilizan las
células para aumentar o disminuir la produccién de pro-
ductos genéticos especificos (proteina o ARN). Vamos a
poner un ejemplo. Todas las células del cuerpo contienen
una copia exacta de todo el ADN del individuo, sin em-
bargo, hay células que realizan funciones diferentes res-
pecto a otras. Por ejemplo, las células que se encuentran
en la pared del estomago producen HCI (4cido clorhidri-
co) que ayuda a digerir alimentos, esas mismas células
contienen el mismo ADN que las células que forman la
retina de tus ojos. Sin embargo, el humano no secreta HCI
por los ojos y esto es debido a que existe regulacién de
material genético en las células para determinar qué pro-
ductos genéticos se crean y son utilizados por la célula
para realizar su funcién en el organismo. Si todas las
células del cuerpo produjeran los mismos productos ge-
néticos y no existiera la regulaciéon de genes, todas las
células del cuerpo realizarfan la misma funcién lo que
obviamente no es compatible con la vida pluricelular.

A4. POLIMERASA

Es una enzima capaz de transcribir o replicar dcidos nu-
cleicos, que resultan cruciales en la divisién celular (ADN
polimerasa) y en la transcripcién del ADN (ARN polime-
rasa).

A5. GEN ESTRUCTURAL

Un gen estructural es un tipo de gen que codifica una
proteina o una cadena de ARN en particular. Se trata de
genes cuya expresion esta regulada.

A6. GEN REGULADOR

El gen regulador es un tipo de gen que se involucra en el

control de la expresion (regulacién) de uno o més genes.

A7. OPERON

Es un complejo presente en los cromosomas de organis-
mos procariotas. Dicho complejo esta formado por genes
que codifican para la sintesis productos genéticos especi-
ficos, cuya expresion generalmente esta regulada por un
tnico promotor y operadores.

OPERON

L .
Regién promotora

- GEN 1 GEN2 GEN3 GEN4 GEN 5

Promotor Operador

=~

Fig 12. Partes de un Operon.

A8. PROMOTOR

Se trata de un elemento de control que es una regién del
ADN con una secuencia que es reconocida por la ARN
polimerasa para comenzar la transcripcion.

A9. OPERADOR

Se trata de otro elemento de control que es una regién del
ADN con una secuencia que es reconocida por el factor de
transcripcion. El operador se sitda en la regiéon promoto-
ra.

A10. FACTOR TRANSCRIPCIONAL O TF

Los factores de transcripcién son proteinas que se unen a
promotores de una manera especifica y pueden dificultar
o promover la transcripcién de operones que contienen
genes expresados a partir de un promotor compartido. El
TF se une a la regién promotora y actda como puerta
l6gica impidiendo o no el paso de la polimerasa.

All. BINDING SITE O TFBS

Los promotores, operadores y TFs interacttian entre ellos
para realizar la transcripcion selectiva de operones. En el
control de la expresién de genes intervienen el promotor,
una secuencia de bases nitrogenadas cerca del inicio de la
secuencia del gen a transcribir. El promotor no es transcri-
to, pero actda como lugar de unién (binding site) para la
RNA polimerasa permitiendo el inicio de la transcripcién.
Sin embargo, para que esto suceda se requiere la presen-
cia de los factores de transcripcién, proteinas que se unen
al promotor permitiendo o denegando la unién de la
polimerasa y el promotor. A veces, varios TFs son necesa-
rios y primero deben ser “activados” para poder unirse al
promotor.

Hay que tener en cuenta que estos elementos no son los
unicos que controlan la transcripcién de los genes, inter-
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vienen también otras proteinas reguladoras que acttian en
otros niveles, ademds de otras moléculas que escapan al
objetivo de esta explicacién.

Al12. RED TRANSCRIPCIONAL

(A)
15
Tl T2 Ta T5
Transcripcion, (B) reguldn 1
o— traduccién y HA
importe nuclear
+—— Enlace proteina-ADN ﬂ\
T1 T2

l TFBS X for tfA

T4 T5
reguldn 2

l TFBS Y for tfB

Fig 13. Red transcripcional.

T1, T2, T4 y T5 son genes pertenecientes a un operdn
determinado.

tfA y tfB son factores de transcripcién (transcription fac-
tors).

TFBS X'y TEBS Y son transcription factors binding site, es
decir, promotores.

El importe nuclear es el transporte de la proteina hacia el
lugar donde tiene que realizar su funcién.

En la figura 13 A se observan dos operones. Uno com-
puesto por el gen T1, T2 y el gen que produce el tfA, y
otro operén, compuesto por el gen T4, TS5 y el gen que
produce el tfB. Ademas, podemos visualizar dos protei-
nas, el tfA y el tfB. Podemos observar como en la figura 13
B hay un arbol donde cada nodo padre (TF) y su descen-
dencia més proxima (genes y TFs) forman un regulén. La
figura 13 A y la figura 13 B estdn relacionadas de la si-
guiente forma:

El tfA controla la expresién de los genes T1, T2 y tfB, es
decir que la existencia del tfB (proteina) depende de la
presencia de tfA (proteina) que a la vez esta depende de
la presencia de un determinado TF que promueva la
transcripcion del gen tfA. tfB a su vez controla la expre-
sién de los genes T4 y T5. De esta forma se puede crear un
arbol que describa las relaciones entre regulones, for-
mando lo que se llama red transcripcional.

A13. DIAGRAMA DE GANTT

vie g1y

oms viewzin

oo T8/1ITL

mé@n vielf1/n
oA/ dom 14/13401
YN jusnm "
dom /10421

Fig 16. Diagrama de gantt. Tareas 6,7,8 y 9.



