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Resumen

Los ARNs no codificantes (ARNs-nc) estdn involucrados en diversos procesos bioldgi-
cos, por lo que su identificaciéon y caracterizacion funcional es una prioridad. Entre ellos,
se encuentran los ARNs largos no codificantes (ARNs-Inc). Recientemente se ha demostra-
do que estos regulan diversos procesos celulares, como el desarrollo celular, la respuesta al
estrés y la regulacion transcripcional. El identificar ARNs-Inc y cudl es su funcién a nivel
celular es una ardua tarea que se lleva a cabo en los laboratorios, para la cual se necesita de
tiempo y recursos. Asi, la continua identificacién de nuevos ARNs-Inc remarca la necesidad
de métodos fiables para su deteccion, siendo el andlisis estructural una herramienta funda-
mental. Buscando potenciar la busqueda e identificacion de ARNs-Inc, recientemente se han
empleado programas y herramientas computacionales; un ejemplo de ello es LncFinder, el
cual incluye una gran base de ARNs-Inc de humanos, ratones, pollos, entre otros organismos.
Sin embargo, muchas de estas herramientas se enfocan en analizar solo ARNs de forma pre-
ferencial; por ejemplo, en mamiferos se prioriza el andlisis de los ARNs de humanos.

Por esta razdn, en esta tesis se expone un método que tiene como base elementos ma-
tematicos y computacionales que busca caracterizar grupos de ARNSs, y cuyos resultados
pueden posteriormente validarse de forma experimental. Para ello, se propuso un algoritmo
basado en gréficas de 4rbol con raiz para representar y comparar estructuras secundarias del
ARN, con la finalidad de establecer una caracterizacion partiendo de tres conjuntos de ARNSs,
de los cuales nos interesa una caracteristica de su estructura relacionada con su funcion. Pri-
mero, el algoritmo analiza los primeros dos conjuntos para extraer informacion estructural;
es decir, se buscan similitudes estructurales entre ambos conjuntos. Después, el algoritmo
analiza si dichas similitudes estan presentes, o no, en el tercer conjunto. Finalmente, se esta-
blece qué elementos del tercer conjunto tienen la caracteristica funcional de interés. Ademads,
dicho algoritmo fue aplicado para analizar ARNs-Inc pertenecientes a dos organismos: Sac-
charomyces cerevisiae y Homo sapiens. Por medio de este método, se lograron identificar
correctamente secuencias de ARNs-Inc en el 90 % de los casos. Estos resultados muestran
que el andlisis estructural basado en graficas ofrece una metodologia complementaria para
la identificacion de ARNs-Inc y puede complementar las herramientas existentes que se ba-
san en analizar los nucledtidos que componen la secuencia como lo son IncFinder o PreLnc.
Asi mismo, cabe mencionar que este algoritmo puede ser utilizado para detectar similitudes
estructurales en otros tipos de organismos y en la busqueda de otras caracteristicas que rela-
cionen su estructura con su funcionalidad. Por ejemplo, estudios recientes han mostrado que
las células tumorales pueden secretar ARNs-Inc en los fluidos bioldgicos de los seres huma-
nos, formando ARNs-Inc circulares que pueden servir como biomarcadores en el cancer. Para
este caso, el algoritmo propuesto se podria aplicar para la identificacion de nuevos ARNs-
Inc que presenten similitudes estructurales con los ARNs-Inc circulares asociados con los
tumores malignos.

Palabras clave: ARN; ARNs-Inc; estructura secundaria del ARN; graficas de arbol con raiz; algoritmo;

Saccharomyces cerevisiae.
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Abstract

Non-coding RNAs (ncRNAs) are involved in many biological processes, making their
identification and functional characterization a priority. Among them are long non-coding
RNAs (IncRNAs). Recently, it has been shown that they regulate diverse cellular proces-
ses, such as cell development, stress response, and transcriptional regulation. Identifying
IncRNAs and determining their functions at the cellular level is an arduous task carried out
in laboratories, requiring both time and resources. Thus, the continuous identification of
new IncRNAs underscores the need for reliable methods for their detection, with structu-
ral analysis offering insightful information. Currently, IncRNAs are identified using tools
such as LncFinder, whose database has a large collection of IncRNAs from humans, mice,
and chickens, among others. However, some of these tools focus on analyzing only RNAs
preferentially; for example, in mammals, the analysis of human RNAs is prioritized.

For this reason, this thesis presents a method based on mathematical and computational
elements, whose results can subsequently be validated experimentally. For this purpose, an
algorithm based on rooted tree graphs was proposed to represent and compare RNA secon-
dary structures, with the aim of establishing characterization based on three sets of RNAs
sequences, of which we are interested in a particular functional characteristic. First, the al-
gorithm analyzes the first two sets to extract structural information; that is, it searches for
similar structures between both sets. Next, the algorithm analyzes whether these similarities
are present in the third set or not. Finally, it is determined which elements of the third set
have the functional characteristic of interest. Besides, this algorithm was applied to analy-
ze RNAs belonging to two organisms: Saccharomyces cerevisiae and Homo sapiens. Using
this method, IncRNA sequences were correctly identified in 90 % of cases. These results
show that graph-based structural analysis offers a complementary methodology to identify
IncRNAs and can complement existing sequence-based tools such as IncFinder or PreLnc.
Likewise, it is worth mentioning that this algorithm can be used to detect structural simi-
larities in other types of organisms and to search for other functional characteristics. For
example, recent studies have shown that tumor cells can secrete IncRNAs into human biolo-
gical fluids, forming circulating IncRNAs that can serve as cancer biomarkers. In this case,
the proposed algorithm could be applied to identify novel IncRNAs that exhibit structural
similarities to circular IncRNAs associated with malignant tumors.

Key Words: RNA; IncRNAs; secondary structure; rooted tree graphs; algorithm; Saccharomyces cerevisiae.
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Capitulo 1

Introduccion

En los ultimos afios, la biologia ha incorporado algunas herramientas matematicas con
el fin de resolver algunos problemas y con ello, ha motivado desarrollos tedricos en muchos
campos de las matematicas y la computacion. En particular, en la teoria de graficas, el anéli-
sis y la topologia. Dado que la biologia actualmente ha tenido muchos avances, las oportu-
nidades para emplear diversas dreas de las matematicas al estudio de los sistemas biolégicos
se han incrementado notablemente. Especialmente, la estadistica y la computacion han sido
aspectos claves en el desarrollo de la biologia moderna, por ejemplo: en la modelizacion
biomolecular o en la genémica.

Dentro de la biologia, el estudio del acido ribonucleico (ARN) ha sido importante debi-
do a su papel clave dentro de las etapas intermedias de la sintesis proteica. El ARN puede
replicarse a si mismo, actuar como una enzima y es un componente clave en la sintesis de
proteinas. Esta molécula estd formada por una sola cadena de ribonucledtidos, que pueden
formar cadenas dobles entre si a través de puentes de hidrogeno entre las bases nitrogenadas.
Es de gran interés ilustrar estas redes de interaccion, conocidas como estructuras secundarias
del ARN, las cuales se pueden modelar como una grafica [1]. El representar estas redes de
interaccién mediante gréficas ha sido de gran utilidad en el andlisis estructural del ARN, lo
que ha permitido muestrear su espacio de plegamiento, predecir sus pliegues tridimensiona-
les y aplicar aspectos combinatorios para disefiar nuevos ARNSs in vitro [1, 2]. Por ejemplo,
Liu y colaboradores en [3] estudian los R-loops, los cuales son una clase de estructura no
canodnica de 4cidos nucleicos que se suelen formar durante la transcripcion. Para ello, aso-
cian a una estructura secundaria de ARN una gréfica de arbol con raiz y un polinomio tnico
denominado tree-polynomial. Demostraron que existe una fuerte correlacion entre la suma
de los coeficientes de dicho polinomio y la probabilidad experimental de la formacién de un
R-loop. Otro ejemplo es el caso de Gan y colaboradores [4] que desarrollaron una representa-
cion grafica bidimensional para describir y estimar el tamafo del repertorio de las estructuras
secundarias del ARN. Usaron para ello gréficas de drbol con raiz, con las cuales describen
motivos estructurales de las graficas y sefialan qué topologias, que no estan registradas en las
bases de datos del ARN, podrian servir como modelo para el disefio de nuevas secuencias
de ARN. En las ultimas décadas, el interés en la estructura, funcion y disefio del ARN, ha
crecido significativamente; especialmente, con el descubrimiento de ARNs reguladores no
codificantes (ARNs-nc) [5, 6], incluidos los micro ARNs (ARNs-mi) y los ARNs largos no



codificantes (ARNs-Inc). En los dltimos afios, se han encontrado relaciones entre el ARN y
muchas enfermedades humanas [6, 7, 8], lo que abre una nueva ventana de oportunidad para
la deteccion de enfermedades y sus respectivas terapias [9]. Actualmente, el andlisis grafico
se ha incorporado como una herramienta util para extraer caracteristicas globales de las bio-
moléculas con la finalidad de caracterizarlas [1, 10, 11]. Por ejemplo, para la deteccion de
ARNSs-Inc, Siyu et al. [12] desarrollaron LncFinder, la cual es una plataforma integrada basa-
da en algoritmos de aprendizaje automatico que incluye un predictor de ARNs-Inc con buen
desempefio para la deteccion de ARNs-Inc de organismos como humanos, ratones, pollos,
entre otros. Otra de ellas, propuesta por Cao et al. [13], es PreLnc, el cual utiliza transcritos
de ARNs-Inc y ARNs mensajeros validados para construir sus modelos de predicciéon me-
diante seleccion de caracteristicas y clasificadores. Para ello, analizan la composicion de los
trinucledtidos de las transcripciones de diferentes especies y concluyen que su enfoque es
prometedor para la deteccion de ARNs-Inc para la transcriptomica a gran escala.

Por otro lado, se ha establecido que los ARN-nc estan involucrados en diversos procesos
celulares. Por ejemplo, se sabe que juegan un papel muy importante en la diferenciaciéon
molecular, la eleccion del linaje celular y la organogénesis [14, 15, 16]. Bernstein y co-
laboradores en [17] sugieren que los ARNs-nc transcripcionales estdn mds estrechamente
relacionados con los procesos bioldgicos de lo que se crefa anteriormente. Para su estudio,
se han establecido dos categorias [18]: ARNs-nc con menos de 200 nucleétidos, por ejemplo
los ARNs pequefios (ARNs-p), y ARNS-nc con mds de 200 nucledtidos conocidos como
ARNSs largos no codificantes (ARNs-Inc). Durante la dltima década, se ha demostrado que
la transcripcion generalizada de genomas eucaridticos produce una gran cantidad de ARNs-
Inc [19]. Sin embargo, no existen caracteristicas claras que nos permitan identificarlos ya
que entre organismos no conservan la secuencia de nucleétidos. Por lo general, solo se sabe
que poseen mas de 200 nucledtidos y que no poseen marcos de lectura abiertos funcionales
[20]. Por ello, dada la importancia de los ARNs-Inc, es relevante establecer un método pa-
ra analizar su estructura y, en caso de ser posible, determinar si alguna subestructura puede
caracterizarlos.

El estudio de los ARNs-Inc en levaduras ha sido escaso, comparado con los estudios re-
cientes enfocados en humanos y en otros mamiferos [21]. Yamashita y colaboradores men-
cionan en [22] que estudiar las levaduras es importante debido a su trazabilidad genética,
a su velocidad de crecimiento y a la facilidad con la que se pueden cultivar para realizar
experimentos. Ademads, se sabe que muchos de los procesos celulares se conservan tanto en
la levadura Saccharomyces cerevisiae como en humanos [23, 24, 25]. En conclusién, estu-
diar la levadura S. cerevisiae es un buen punto de partida para el anélisis de organismos mas
complejos.

Asi, siguiendo el enfoque de Gan et al. [4], se desarroll6 un algoritmo que permite anali-
zar la estructura secundaria del ARN. Para ello, el algoritmo analiza las estructuras secunda-
rias asociadas a conjuntos de secuencias de ARN asignando, a cada una de ellas, una gréfica
de arbol con raiz, la cual es codificada con una sucesion de puntos y paréntesis. Después, el
algoritmo compara los conjuntos determinando las subestructuras que comparten. Finalmen-
te, el resultado de este andlisis es utilizado para establecer una conclusion, la cual indica si
una secuencia de ARN pertenece a un conjunto con cierta caracteristica.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Objetivos:

Realizar un andlisis detallado de las grdficas de drbol con raiz asociadas a algunas
cadenas de ARNs-Inc con el fin de extraer informacion estructural. Para con ello, buscar
si existen estructuras que los relacionen. Analizar si estas estructuras estdn presentes en
otros grupos de ARNs, buscando hacer una clasificacion de los ARNs-Inc por medio de su
estructura, para con ello, generar algunas predicciones para ARNs no clasificados.

Asi, en esta tesis se busca establecer un método que permita desde un enfoque tedrico,
es decir, que prescinda de un laboratorio, determinar si una secuencia de ARN puede tener
la caracteristica funcional de ser un ARN-Inc.

Para ello, en el Capitulo 2 se expondran algunos detalles y conceptos basicos de biologia
que servirdn como base para entender este trabajo, enfocandose en el ARN, los ARNs-Inc y
su estructura secundaria. Luego, en el Capitulo 3 se introducird un enfoque basado en graficas
de arbol con raiz que permitird estudiar una secuencia de ARN desde un punto de vista
matematico, mostrando la utilidad de las cadenas en notacion punto-paréntesis simplificado,
NPPS. Con el enfoque antes mencionado, en el Capitulo 4 se implementard un algoritmo que
permitird identificar similitudes estructurales entre secuencias de ARNs y determinar si una
secuencia de ARN es potencialmente un ARN-Inc; del mismo modo, se mostrard un ejemplo
practico de su funcionamiento. Después, en el Capitulo 5 se empleara el algoritmo para
tratar de identificar similitudes estructurales de los organismos: Saccharomyces cerevisiae y
Homo sapiens. Ademads, en el Capitulo 6 se mostrara el algoritmo y su uso. Posteriormente,
en el Capitulo 7 se estableceran las conclusiones y trabajo a futuro referentes a esta tesis.
Por ultimo, se encontrardn cinco Apéndices: en el Apéndice A se mostrara la productividad
derivada de este trabajo de tesis. Mientras que, en el apéndice B se explorard un breve anélisis
de la estructura primaria del ARN. Luego, en el Apéndice C se mostrard una guia para utilizar
la plataforma NUPACK web, con la cual se pueden generar las estructuras secundarias de
los ARNs a estudiar. Mientras que, en el Apéndice D se mostrardn las secuencias de los
ARNSs analizados provenientes de H. sapiens. Y finalmente, en el Apéndice E se mostrara el
pseudocddigo referente al algoritmo propuesto, con la finalidad de que se pueda implementar
en diversos lenguajes de programacion.

3 IPICyT






Capitulo 2

Preliminares

En el presente capitulo se expondran algunos detalles y conceptos bésicos de biologia
que servirdn como base para el desarrollo de esta tesis.

2.1. ADNy ARN

La biologia es la ciencia que estudia las caracteristicas de los seres vivos, asi como su
origen, su evolucion y su adaptacion. Su fin es establecer una ley general que defina la estruc-
tura y la dindmica funcional comin en todos los seres vivos [26]. Para su estudio, la biologia
se divide en subdisciplinas segun la escala y los tipos de organismos que se estudian. Por
ejemplo: la biologia molecular que se encarga de estudiar la estructura fisica y quimica de
las biomoléculas [27].

Se considera que la biologia molecular nace en 1953 gracias a las investigaciones de
Rosalind Franklin, asi como de James Watson y Francis Crick, quienes lograron establecer
un modelo de estructura secundaria para el dcido desoxirribonucleico (ADN). A partir de
la publicacién de dichas investigaciones, el estudio de los mecanismos moleculares y el
procesamiento de la informacion genética presente en el ADN se intensifico [26, 28].

Actualmente, se sabe que el ADN contiene las instrucciones genéticas que permiten ge-
nerar una nueva célula o un nuevo organismo. Cada molécula de ADN, presente en los cro-
mosomas de las células, esta constituida por genes, los cuales contienen la informacion para
regular la elaboracion de proteinas, misma que debe ser transcrita selectivamente a molécu-
las de acido ribonucleico (ARN), para que posteriormente algunas de ellas sean traducidas
a proteinas [28]. Si bien el ADN contiene las instrucciones genéticas, el ARN se encarga de
que dichas instrucciones sean comprendidas por las células.

Desde un punto de vista quimico, el ADN es una molécula bicatenaria formada por dos
cadenas simples de desoxirribonucleétidos, las cuales incluyen: un grupo fosfato, un grupo
de azucar y una de las cuatro bases nitrogenadas: adenina (A), citosina (C), guanina (G) y
timina (T), ver Figura 2.1. Para que el ADN adquiera su estructura bicatenaria se debe llevar
a cabo un emparejamiento quimico, por medio de puentes de hidrégeno, en el cual la base A
se complementa siempre con la base T (A-T), mientras que la base C se complementa con la
base G (C-G) [26].



Debido a la evolucién de diversas metodologias moleculares como la secuenciacion y
la cristalografia, ha sido posible definir que el ARN es una molécula monocatenaria, que
sigue una direccion en sentido 5’ a 3/, formada por una cadena simple de ribonucledtidos,
la cual esta formada por: ribosa, un fosfato y una de las cuatro bases nitrogenadas: adenina
(A), citosina (C), guanina (G) y uracilo (U) [28]. Dado que el ARN es monocatenario tiene
la capacidad de formar una gran variedad de estructuras estables, las cuales proporcionan
informacion bioldgica significativa, dado que las funciones biolégicas del ARN dependen de
su estructura [29]. La Figura 2.1 muestra una cadena de ARN (en A) y una de ADN (en B),
en la cual se puede notar la diferencia entre ellas.

A B
Citosina - Citosina .
NH, :: Bases NH;
i Sy nitrogenadas | Ny
o o
H H
Guanina . Guanina .
a Q
N N N NH
& \ /)‘NHZ & ) />“-NHZ
NN N N
H Par de bases H

Adenina
HoN @

Adenina
e A

=N =N
N N
) S
kN N /\N N
H H
Uracilo . Timina .
o o
Sy s e
Columnas de
§ ° azucar-fosfato noe

Bases
del ADN

Bases
del ARN

ARN ADN
Acido ribonucleico Acido desoxirribonucleico

Figura 2.1: A diferencia del ADN (en B), el ARN (en A) es una molécula monocatenaria. Ademads,
difieren en una de sus bases nitrogenadas, en el ADN: timina (T) y en el ARN: uracilo (U). Fuente de
la imagen [30].

Existen fundamentalmente tres grupos de ARNSs transcritos [29]: el ARN mensajero
(ARN-m), el cual contiene la informacién de los aminoacidos que contendra una proteina
y representa del 3% al 5% del ARN, el ARN de transferencia (ARN-t) que representa del
5% al 7% del ARN y el ARN ribosomal (ARN-r) que representa del 85 % al 90 % del ARN,
de los cuales el ARN-t y el ARN-r forman parte de la maquinaria de traduccién del ARN-
m a las proteinas [28]. Ademads, existen otros ARNs que no cumplen con la funcién de ser
mensajeros en la sintesis de proteinas, a los cuales se les denominan ARNs no codifican-
tes (ARNs-nc) [31]. Esto no establece que dichos ARNs no sean importantes; al contrario,
actualmente se sabe que los ARNs-nc estdn involucrados en diversos procesos celulares a
nivel epigenético, transcripcional o postranscripcional [32]. Bernstein y colaboradores [17]
sugieren que el ARN no codificante estd méas relacionado con los procesos biolégicos de lo
que se creia anteriormente. Para su estudio, los ARNs han sido clasificados en dos categorias
[18]: 1. ARNs con menos de 200 nucleétidos, como lo son, por ejemplo, los micro ARNs
(ARNs-mi) o los ARNs pequenos (ARNs-p), 2. ARNs con més de 200 nucleétidos y que no
codifican para proteinas, conocidos como ARNs largos no codificantes (ARNs-Inc).
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2.1.1. ARN:Ss largos no codificantes

Los ARNs largos no codificantes (ARNs-Inc) son ARNs que suelen tener mas de 200
nucledtidos de longitud. Algunas veces, pueden presentar caracteristicas similares a las del
ARN-m; por ejemplo, tener exones o poseer la cola de poli(A). Los ARNs-Inc se procesan
después de la transcripcion, pero no codifican para proteinas; o bien, carecen de un marco
de lectura abierto [33]. Recientemente, se ha establecido que son importantes en la regula-
cién de procesos muy diversos de la célula; por ejemplo, en la diferenciacién celular, en la
respuesta al estrés, en la eleccion del linaje celular, en la regulacién transcripcional, en la
organogénesis, entre otros [14, 15, 16]. Con ello, la importancia de estudiar los ARNs-Inc
se ha incrementado notablemente, dado que las estructuras que los componen y las formas
en las que actian sobre otras moléculas permanecen en la etapa de caracterizacion [34]. De
hecho, la secuenciacion y el andlisis de genomas humanos y de ratones sugieren que muchos
ARNSs no codificantes atin quedan por ser descritos y caracterizados [31, 35].

Chowdhary y colaboradores mencionan en [36] algunas técnicas empleadas para tratar
de identificar ARNs-Inc. De las cuales, se tienen por un lado las aproximaciones experimen-
tales como lo son, por ejemplo: 1) la tecnologia de Microarreglos que permite la deteccidon
de ADN o ARN por medio de la adherencia o la hibridacién de las moléculas en cuestion
en un portaobjetos de vidrio. Los dcidos nucléicos son marcados con algunas etiquetas que
se pueden detectar con ayuda de una camara CCD. 2) Los analisis de RNA-seq, que se ba-
san en secuenciar una parte del genoma enfociandose en el ARN que se transcribe, buscando
comparar los patrones de expresion entre las muestras problema y las muestras control. Y
3) el Andlisis en Serie de la Expresion Génica (SAGE por sus siglas en inglés), que analiza
los ARNs-m que se encuentran presentes en la célula en cierto momento y busca cuantifi-
car la expresion de sus genes, creando con ello diferentes perfiles que determinan qué gen
estd siendo activado o no ante determinada condicién. Por otro lado, se tienen las aproxi-
maciones computacionales como lo son: 1) la biisqueda de los marcos de lectura abiertos
(OREFs por sus siglas en inglés), buscando aquellos que tengan una longitud mayor a 100 co-
dones. 2) Los andlisis basados en el aprendizaje automatico; en los cuales, usando modelos
de regresion logistica, se buscan caracteristicas para cuantificar el nivel de codificacion de la
transcripcion, para predecir si serd un ARN-Inc o un ARN-m. Algunas caracteristicas que se
toman en cuenta en este tipo de andlisis son: la bisqueda de ORFs, el andlisis de la preserva-
cion de las regiones exdnicas o de sus motivos estructurales, la composicion de nucleétidos
y el uso de codones. Cabe sefalar que el andlisis de preservacion, conocido también como
busqueda de homologia, tiene como finalidad establecer una clasificaciéon de los ARNs-Inc
basdndose en la conservacion de las regiones exdnicas, su secuencia y su posicion gendémica
[37]. Este tipo de anélisis ha servido como base para entender un poco el comportamiento
de los ARNs-Inc; por lo cual, es necesario complementar estas aproximaciones buscando
robustecerlas y mejorar sus predicciones. Un camino para ello estd en una nueva vertiente
que relaciona el funcionamiento de un ARN-Inc con su estructura secundaria mds que con la
secuencia que lo describe [18, 38, 39, 40, 41].

Actualmente, el uso de programas y herramientas computacionales para identificar ARNs-
Inc han abierto un drea de oportunidad. Sin embargo, la mayoria de estas metodologias ain
estdn en desarrollo y se prioriza analizar solo ARNs de ciertos organismos; por ejemplo,
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en mamiferos se prioriza estudiar los ARNs de humanos y de ratones. Un ejemplo de es-
tas herramientas es el programa LncFinder [12], el cual incluye una gran base de ARNs-Inc
de humanos, ratones, pollos, entre otros organismos. Sin embargo, muchas de estas herra-
mientas se enfocan en analizar solo ciertos ARNs de forma preferencial; por ejemplo, en
mamiferos se prioriza el andlisis de los ARNs de humanos. En consecuencia, el estudio de
los ARNs-Inc en levaduras ha sido escaso, comparado con los estudios recientes enfocados
en humanos y en otros mamiferos [21]. Yamashita y colaboradores mencionan en [22] que
estudiar las levaduras es importante debido a su trazabilidad genética, a su velocidad de cre-
cimiento y a la facilidad con la que se pueden cultivar para realizar experimentos. Ademas, se
sabe que muchos de los procesos celulares se conservan tanto en levaduras como en humanos
[23, 24, 25]. Aunque existen mas de 1000 genomas completos de la levadura S. cerevisiae,
perteneciente a la familia de hongos Ascomycetes, no en todos los organismos se han desarro-
llado las suficientes herramientas moleculares para poder estudiar, de manera funcional, los
distintos procesos. Y menos aun se han desarrollado herramientas matematicas y de analisis
que permitan entender las similitudes y las diferencias que hay en algunos de los procesos
bioldgicos presentes en estos organismos. En conclusion, estudiar la levadura S.cerevisiae es
un buen punto de partida para el andlisis de organismos mas complejos.

2.1.2. ARNSsYy el formato FASTA

Para poder analizar un ARN desde un enfoque tedrico, es necesario tener la secuencia
que lo describa en formato FASTA, el cual es un formato basado en texto, muy utilizado
para representar secuencias de dcidos nucleicos o de péptidos, donde los pares de bases o los
aminodcidos se representan usando cddigos de una tnica letra. En el caso del ARN se usan
solo las iniciales de las cuatro bases nitrogenadas: A, C, Gy U. Ademas, en dicho formato se
incluye el nombre de la secuencia y algunos comentarios, para ello, deben estar en el mismo
renglon y ser precedidos por el simbolo mayor que > [42], el Ejemplo 1 muestra la secuencia
en formato FASTA del ARN ZOD1.

Ejemplo 1. Secuencia en formato FASTA:

> Saccharomyces cerevisiae - ZOD1
GCUUCUUGUUACCCCUUUUGGCGCUUUGGAUAAGUAGUUCACUUAGCUAUUUUUUUUU

En esta tesis, para obtener el conjunto de los ARNSs para analizar, se extraeran de cada
secuencia en formato FASTA, solo el nombre del ARN y la secuencia de nucleétidos que
lo describen, refiriéndose a ellos como los datos de la secuencia. El Ejemplo 2 muestra el
ARNI170 que se analizara.

Ejemplo 2. Datos de la secuencia a analizar:

ARN170: UUCUCUUAUAUACCAUGGCGCUGCAGAUCUAUCCAAAUUCUUCCAUACUGAAAA
UCAUCCAAACGAGAACGAUAGCACCGGUAGUUUUCCUUGCGGCUUAUACGAGGGCCGUG
GUUCGAUUCUGCCCUGGAGCGUAAGGGCAGGAAUGUGCAUUGCAUAAGAUCAUAAU
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2.1.3. Saccharomyces cerevisiae

La levadura S. cerevisiae es un organismo eucariota unicelular, encapsulado por una pa-
red celular compuesta de varias capas que le dan proteccion al organismo y le ayudan a la
deteccion de las sefiales ambientales, creando asi una interfaz entre la célula y el medio am-
biente. Entender su dindmica permite modificar las células de la levadura para hacer de este
organismo una mejor herramienta para la biotecnologia y la biologia sintética [43]. Esta leva-
dura es utilizada ampliamente en el estudio de las células eucariotas y, a menudo, se emplea
como una fébrica de células para la produccién de proteinas, productos quimicos, alimenti-
cios y farmacéuticos, asi como en la fabricacion de biocombustibles [43, 44]. Algunas de las
caracteristicas importantes de esta levadura son su funcién como nutriente y su capacidad
tanto para producir etanol, como para la fermentacion a gran escala [45].

En los dltimos anos, los ARNs-Inc identificados en la levadura S. cerevisiae han aumen-
tado rapidamente, pero, aun asi, son muy escasos aquellos en los cuales hay evidencia expe-
rimental que valide su funcién. Entre 2018 y 2019 solo se habian descrito adecuadamente 18
ARNSs-Inc para esta especie [21, 46], en 2020 se anexd uno mas a la lista [47]. Estos ARNs-
Inc estan involucrados directamente en los cambios metabolicos, la diferenciacion sexual y
otros procesos desconocidos [22]. Ademads, la mayoria de estos ARNs-Inc estdn implicados
en la regulacidn transcripcional de los genes que codifican proteinas [34]. Recientemente, se
mostrd que cuatro de ellos pueden estar asociados con la tolerancia al etanol y con la res-
puesta al estrés [48]. Niederer y colaboradores mencionan en [34] que estudiar organismos
modelo, que cuentan con una bateria de herramientas genéticas, como lo es la levadura S.
cerevisiae puede ayudar sustancialmente al gran desafié que representa la caracterizacion de
los ARNSs-Inc en otros organismos.

Por ello, buscando establecer una caracterizacion desde un punto de vista tedrico, esta
tesis se enfoco principalmente en hacer un andlisis detallado de las gréficas de arbol con raiz
asociadas a algunas secuencias de ARNs-Inc, de la levadura S. cerevisiae, con el fin de extraer
informacion estructural. Esto permiti6 estudiar si existian algunas relaciones estructurales
entre ellas y analizar si algunas estructuras provenientes de los ARNs-Inc estaban presentes,
0 no, en otros ARNSs.

2.1.4. Secuencias de ARNs analizadas

En la seccion 2.1.1 se establecio la importancia de estudiar los ARNs-Inc, mientras que
en la seccion 2.1.3 se abord6 la importancia de la levadura S. cerevisiae. Asi, siguiendo
este camino, para ser analizadas se establecieron tres conjuntos de ARNs pertenecientes a la
levadura S. cerevisiae. A saber:

e Grupo control A: consté de las tnicas 18 secuencias registradas en la literatura [46],
hasta el ano 2019, como ARNs-Inc.

e Grupo control B: const6 de 18 secuencias seleccionadas aleatoriamente de un conjunto
de 64 ARNs que no pertenecen al conjunto de ARNs-Inc, ARNs-otros.

e Grupo de prueba C: const6 de seis secuencias de ARNs, los cuales fueron proporcio-
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nados por la Dra. Lina Raquel Riego Ruiz y su equipo de la divisién de Biologia Molecular,
IPICYT; de las cuédles se sabia que tres de ellas no pertenecian al conjunto de ARNs-Inc,
mientras que las tres restantes eran potencialmente ARNs-Inc.

El Cuadro 2.1 muestra los datos de las secuencias analizadas, asi como el nimero de
nucleétidos que las conforman (longitud, |L|).

Cuadro 2.1: ARNs que conforman los tres grupos analizados.

Grupo control A

ARN

SECUENCIA

ICRI UCGAAAGACAUUCAUUCAAAAGAUUCUAACGUGAUUAUCGUAAAUAGCUGGA. - - 3199
RME?2 CCCGCUGCAGUCUUUUUUAUGACCAUCUUUUUUAUGCAAUGCUAUUAAUGUU-: - - 2223
RME3 UCGUUAUAUGAAAAGGCCCAUCUUGCAAUGAAAUAUUUCAUCCAAUCAAUAA. - - 1905
IRTI UAGUUUAAAGAAUUUGAACUAUUUUUUGGCCAACUUGGAGAAAGAAUGUGUA. - 1489
TLCI AAUAAAACUAGAGAGGAAGAUAGGUACCCUAUGAAAAUGUCAAUGGCUGUUG: - 1301
PWRI CGGAUGUGUGGAUAAAAAGAACAUGGAAAACGAGUGCAGCAACGACUAUAUU-. - - 941
RUF5-1 AACAAAGUAUCUAAACAAAAUACAUAAGUGUACUCAAACUGAGUAGAAUCGU--- 710
RUF21 GUUUUCCAUUUUCUUGAAAUUAAAAAGAAAAAAAACCGAAAUAAUGAAAAAU. -- 707
ETSI-1 AUGCGAAAGCAGUUGAAGACAAGUUCGAAAAGAGUUUGGAAACGAAUUCGAG: - 700
SRG1 UAAUGCCUUUGUUUGGCCAAGCUAUGUGCAAAUAUCACAAAUUAAAAAUUUG: -- 551
RUF22 GUUCAAUUAAUGAAUAAUUAGUUUGAUUAUUUUCCUCUUUAUUUGACCUUAG: - - 515
RUF20 ACGUGGGUUUUUUUUUCGAAUUGAGUGAUUAUGCAACCAUACAGGAACCUUA. - - 443
ITS1-1 AAGAAAUUUAAUAAUUUUGAAAAUGGAUUUUUUUGUUUUGGCAAGAGCAUGA . - - 361
RUF23 GCUAGGCAGAACGCCUAGUUUACACAGUGGGAGAAUGAGGAUAGGCCUCUGC: -- 254
ITS2-1 CCUUCUCAAACAUUCUGUUUGGUAGUGAGUGAUACUCUUUGGAGUUAACUUG: - - 232
ETS2-1 UUUUUAUUUCUUUCUAAGUGGGUACUGGCAGGAGCCGGGGCCUAGUUUAGAG: - - 211
RNAI170 UUCUCUUAUAUACCAUGGCGCUGCAGAUCUAUCCAAAUUCUUCCAUACUGAA. - 169
Z0D1 GCUUCUUGUUACCCCUUUUGGCGCUUUGGAUAAGUAGUUCACUUAGCUAUUU:- - - 58

Grupo control B

ARN

SECUENCIA

158 Ribosomal
LSRI

GUAAAAAAUUUAUAAGAAUAUGAUGUUGGUUCAGAUUAAGCGCUAAAUAAGG: -
ACGAAUCUCUUUGCCUUUUGGCUUAGAUCAAGUGUAGUAUCUGUUCUUUUCA. - -

Telomerase GAGAGGAAGAUAGGUACCCUAUGAAAAUGUCAAUGGCUGUUGCGUUUGCUUA. - - 1158
SNRS6 UAACCAUUGAUGAAAUUCUAUUGAAUGUCCCCAAUUUUCGGAAAAGGACUGC: -- 1004
SNR30 AACCAUAGUCUCGUGCUAGUUCGGUACUAUACAGGGAAGGGAAGUCACUCGC: - - 609
Small nuclear SNR30 | AACCAUAGUCUCGUGCUAGUUCGGUACUAUACAGGGAAGGGAAGUCACUCGC: - - 606
SNRI19 AUACUUACCUUAAGAUAUCAGAGGAGAUCAAGAAGUCCUACUGAUCAAACAU- -- 568
SNR84 AUUGCACAACUUAAGUUUGUCGAGGAUCAUUUUUUUGAACUGAAUCAUGCUC: - 550

Small nuclear SNR84
RPM1I

AUUGCACAACUUAAGUUUGUCGAGGAUCAUUUUUUUGAACUGAAUCAUGCUC: - -

AGAUAUUUAUAUUAUUAAUAGGAAAGUCAUAAAUAUAUAAAUUAUAUUAUAU- - -

SNRI7B GUCGACGUACUUCAGUAUGUUUUAUACCAUAUACUUUAUUAGGAAUAUAACA. -- 462
Nuclear RNASE P ACAGUGGUAAUUCCUACGAUUAAGAAACCUGUUUACAGAAGGAUCCCCACCU- -- 358
SNR42 AUAACAAUUUGUGAUGCUUUAGGGAGCCUAUUGUUUGAUGGUUUAUAGGAGC: - - 351
NMEI AAUCCAUGACCAAAGAAUCGUCACAAAUCGAAGCUUACAAAAUGGAGUAAAA. -- 340
U3 UAACACAUUCUACAGUAGGAUCAUUUCUAUAGGAAUCGUCACUCUUUGACUC: - - 334
Small nuclear U3 UAACACAUUCAACAGUAGGAUCAUUUCUAUAGGAAUCGUCACUCUUUGACUC: - - 333
RNASE MRP AUCCAUGACCAAAGAAUCGUCACAAAUCGAAGCUUACAAAAUGGAGUAAAAU- -- 332
SNRS3 ACCCAAAAACAUCAAGAAAAGCCUUUCAAUAAAUUGCUCUUCUCUUGGCGAA. -- 306
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Grupo de prueba C
ARN SECUENCIA ‘ ‘ 1]
KAPI23 | AUGGAUCAACAAUUUCUAAGUCAACUUGAGCAAACUUUGCACGCUAUCACUU:--- 3342
GRE2 AUGUCAGUUUUCGUUUCAGGUGCUAACGGGUUCAUUGCCCAACACAUUGUCG: - - 1029
ECMI1 ATGACTGTTATAAAGACAGAACCAACAACAGAAGTGACATTATATTCTCCAC: - - 909
1477 AAAAAACCUACAUUUCAGAGUUAAAAUAAAUCUAAAGGUGCCACUGGAAAGA. -- 843
6754 GGAAACUACAAUAUAUUGCAAUAGAGCUUCCCCAAGGAACUCCCAcCUUUCCU: - - 840
12189 GGCCAGAAAUCAAAUUUAAAGGAAGUAGUGUACAAUAAGGUCGAUUUACUCC: - - 583

Si bien, el ARN es una molécula simple, atn se trata de entender las formas en que realiza
muchas de sus funciones. Hasta ahora, se sabe que las modificaciones postranscripcionales y
su estructura secundaria son de gran importancia en su funcién [18, 32, 38, 39, 40, 41]. Asi,
dado que la estructura secundaria del ARN es importante, en la siguiente seccion se indagard
un poco sobre ella.

2.2. Estructura secundaria del ARN

Hay que recordar que el ARN sigue una direccion en sentido 5’ a 3’ y estd formado
por ribosa, un fosfato y una de las cuatro bases nitrogenadas: adenina (A), citosina (C),
guanina (G) y uracilo (U) [28]. Dado que el ARN es monocatenario, puede plegarse sobre
si mismo para alcanzar una estructura estable denominada estructura secundaria, la cual se
forma mediante puentes de hidrogeno. Donde, la base A se complementa con la base U (A-
U), mientras que la base C se complementa con la base G (C-G), a lo cual se le conoce como
el apareamiento Watson y Crick [49], y en algunos casos la base G se complementa con la
base U (G-U), a lo cual se le conoce como apareamiento por balanceo [50]. Asi, la estructura
secundaria, para el ARN, establece el apareamiento de bases: A-U, C-G y G-U.

Para poder generar la estructura secundaria de un ARN, es necesario contar con su se-
cuencia FASTA que lo describe y utilizar un algoritmo de plegamiento, bajo ciertas condicio-
nes estandares. Existen diversos programas para dicho fin, por ejemplo: programas basados
en algoritmos de programacion dindmica y calculos termodindmicos, como: NUPACK Web
[51], RNAfold WebServer [52] o MFold WebServer [53]. Programas que usan redes neu-
ronales como rna-state-inf [54]. O incluso, programas que utilizan el aprendizaje profundo
como MXfold2 [55]. Todos ellos, predicen el plegamiento del ARN por medio del aparea-
miento de bases, aunque por diferentes técnicas. Por ejemplo, en los primeros tres programas,
las soluciones Optimas se obtienen minimizando la energia libre del ARN sobre la base de
parametros de energia libre, derivados experimentalmente para los pares de bases [56]. En el
Ejemplo 3 se muestran las estructuras secundarias de los ARNs ZOD1 y RNA170.

Ejemplo 3. Usando los datos de la secuencia de los ARNs ZODI1 y RNA170, y el programa
NUPACK Web, se puede asociar a dichos ARNs su estructura secundaria, las cuales pueden
ser observadas en la Figura 2.2.
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Figura 2.2: Dos estructuras secundarias de ARN generadas con NUPACK Web: en (A) ZODI y en
(B) RNAI70.

Cabe remarcar que la estructura secundaria de un ARN no es tinica, dado que depende del
programa de plegamiento que se utilice para generarla; sin embargo, comparten gran parte
de su estructura. En el Ejemplo 4 se muestra una comparativa de la estructura secundaria de
un mismo ARN pero generada con diferentes programas de plegamiento.

Ejemplo 4. La Figura 2.3 muestra la estructura secundaria del RNA 170 usando tres progra-
mas de plegamiento: NUPACK Web (en A), RNAfold WebServer (en B) y MFold WebServer
(en C).

RNA170

NUPACK Web RNAfold WebServer MFold WebServer

\

Figura 2.3: Estructura secundaria del RNA170 generada con diferentes programas de plegamiento.

Después de generar varias estructuras secundarias, se puede notar que se presentan al-
gunas formas particulares, a las cuales se les conoce como motivos estructurales. Los prin-
cipales motivos estructurales que pueden estar presentes son: los tallos, las horquillas, las
protuberancias y las uniones [57], los cuales estdn descritos en los incisos (i-iv) y se mues-
tran en la Figura 2.4.

(1). Tallo: estructura que contiene dos o mas pares de bases apareadas (A-U, C-G o G-U).

(i1). Horquilla: estructura en la cual una region no apareada permite que la secuencia se
doble con el fin de formar un tallo.
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(iii). Protuberancia: estructura que contiene una region no apareada en uno o en ambos lados
de un tallo. La cual puede ser simétrica o asimétrica.

(iv). Unién: estructura donde tres o mas tallos se unen.

HORQUILLA ;A G \
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’ € m__(c
<G|Hli’ TALLO UNION ‘

Figura 2.4: Motivos estructurales que pueden estar presentes en la estructura secundaria del ARN.

Asi, usando los datos de una secuencia de ARN se le puede generar su correspondiente
estructura secundaria. En esta tesis se usé como base el programa NUPACK Web. Ahora
bien, después de analizar varias estructuras secundarias surge una pregunta de manera natu-
ral, ;/qué tanto se parecen (o difieren) las estructuras? De manera general, es facil determinar
si dos estructuras son iguales. Pero ¢si no lo son? Una aproximacion para buscar establecer
qué tan parecidas son las estructuras es determinar si existen, o no, similitudes entre ellas. La
idea de buscar similitudes en un principio es sencilla. Pero ;qué pasa cuando las estructuras
secundarias para comparar no son tan simples?, como por ejemplo, las estructuras secunda-
rias de los ARNs TLC! y RUF21, de longitudes: 1301 y 707 nucledtidos, respectivamente,

mostradas en el Ejemplo 5.

Ejemplo 5. En la Figura 5 se muestran las estructuras secundarias de los ARNs TLCI y
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Figura 2.5: Las estructuras secundarias de los ARNs TLCI (en A) y RUF21 (en B).
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Dado que es importante estudiar las estructuras secundarias asociadas a los ARNSs, espe-
cialmente a los ARNs-Inc, y establecer qué tan parecidas son, en el Capitulo 3 se establecera
un andlisis basado en graficas de arbol con raiz para dicho fin. Cabe sefialar que también se
exploro el anélisis de la estructura primaria del ARN; sin embargo, con dicho andlisis no se
pudo establecer una caracterizacion que permitiera identificar a los ARNs-Inc de los que no
lo son. En el Apéndice B se encuentra un breve resumen sobre dicho analisis.
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Capitulo 3

ARNs y graficas

El estudio del ARN ha proporcionado un nuevo campo de oportunidad, especialmente pa-
ra nuevos enfoques conceptuales y matemaéticos. De hecho, las matemaéticas y la informética
en los dltimos afios han proporcionado herramientas prometedoras para la investigacion de
la biologia estructural [11, 57]; en particular, para explorar el repertorio de las estructuras
secundarias del ARN [4, 58]. Gan et al. [4] establecieron un marco tedrico-grafico para re-
presentar una secuencia de ARN mediante una gréifica de arbol, la cual se tomard como punto
de partida en el desarrollo de esta tesis. Asi, es importante establecer algunos conceptos de
la teoria de gréficas.

La teoria de gréficas es una rama de las matemadticas que estudia las configuraciones
descritas mediante vértices y aristas, a las cuales se les llama gréficas. La representacion
geométrica de una grafica estd formada por puntos (vértices) y por lineas (aristas) que esta-
blecen cémo se unen dichos puntos. Para entender un poco sobre graficas y sus propiedades
se empleardn las definiciones establecidas por Diestel en [59]. Asi, una grifica G serd un
par ordenado G = (V,E), donde E C V x V. Un arbol serd una grafica conectada sin ciclos,
como la del Ejemplo 6. La gréfica de arbol puede ser dibujada en el plano de tal manera que
ninguna de sus aristas se cruce. Cabe sefialar que en esta tesis se analizaron graficas de arbol
planas; es decir, graficas contenidas en el plano R?.

Ejemplo 6. Dado V = {A, B, C, D, E} y E = {(A,B), (B,C), (B,D), (B,E)}, la Figura 3.1
muestra su respectiva grdfica de drbol.

r ~

(B)

@ ® ®

Figura 3.1: Ejemplo de una grafica de arbol.
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Un drbol (V,E) con un vértice seleccionado r € V es un arbol con raiz, denotado por
(V,E,r), donde el vértice r es llamado la raiz del arbol. Algunas veces, el nombre de los
vértices no se muestran en la grafica y la raiz del arbol se resalta, como se muestra en la
Figura 3.2. Cabe sefialar que un isomorfismo entre arboles con raiz preserva la raiz.

s N

Figura 3.2: Esquema de un arbol con raiz. La raiz del 4rbol esté resaltada en color azul.

Ahora bien, con lo anterior en mente se definird una herramienta basica que sera de utili-
dad, llamada la Notacién Punto-Paréntesis Simplificado (NPPS), la cual puede ser asignada
a una gréfica de arbol con raiz.

La NPPS asigna a una grafica de arbol con raiz una cadena descrita por puntos y parénte-
sis, mediante las siguientes reglas: empezando desde la raiz de la gréfica de arbol (y reco-
rriendo la hasta el final), se seguird el contorno de la grafica a favor de las manecillas del
reloj. Esto quiere decir que se pasard por cada arista dos veces y por cada vértice el mismo
numero de aristas que lo generan, a excepcion del vértice raiz que solo se pasard por €l dos
veces. Luego, siguiendo dicho recorrido, se le asignard un punto cada que se encuentre un
vértice, e, a excepcion del vértice raiz que posee un punto extra. Ademas, la primera vez
que se encuentre con una arista se le asignard un paréntesis abierto, (, mientras que si es la
segunda vez que se pasa por la misma arista se le asignard un paréntesis cerrado, ). En el
Ejemplo 7 se le asociara a una grafica de arbol con raiz su NPPS.

Ejemplo 7. La NPPS asociada a la grdfica de drbol con raiz mostrada en la Figura 3.2
es .(.(.)-(.(.)-(.(.).))-(.).). , mientras que, la NPPS asociada a la grdfica de drbol con raiz
(V,E,A) mostrada en la Figura 3.1 es .(.(.).(.).(.).).

A By o
- ;\'j\( )\%;\( )I\/ >
~ < (ele (ele ( o ( \\.
O " U O | O ) U OF Y
S )T ) ) T ) T
) “\T) (l S )

NPPS:  (().COCOINOD.

\

Figura 3.3: La grafica de 4rbol con raiz de la Figura 3.2 (en A), y siguiendo las flechas rojas
a favor de las manecillas del reloj y asociandole: e, ( 6 ), de acuerdo a las reglas anteriores,
se obtiene su NPPS asociada: .(.(.).(.(.).(.(.).).)-(.).). (en B).
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CAPITULO 3. ARNS Y GRAFICAS

En la Figura 3.4 se muestran dos graficas de 4rbol con raiz y sus correspondientes NPPS.
Notar que, a pesar de que las graficas son muy similares, es posible notar la diferencia entre
sus cadenas en NPPS.

(P qp) P ()
« — ( o |e ( o e ( ° ( ° ) o |e ( o |e ( . (
@ OoO—0O-| O oO—O0——=0-
. - ) o |e ) o e ) . ) . ( o |e ) . ) . )
|« 2Dy
NPPS:  .(.().(()-COI0O)0). NPPS:  .(.()-()LO)C0)))YD.

Figura 3.4: Dos graficas de arbol con raiz y sus cadenas en NPPS correspondientes, donde
la diferencia entre sus cadenas en NPPS estan remarcadas.

En las siguientes secciones se mostrard que el usar una cadena en NPPS es ttil para
estudiar graficas asociadas a la estructura secundaria proveniente de una secuencia de ARN.

3.1. De estructura secundaria a Notacion Punto-Paréntesis

Dada una secuencia de ARN vy su estructura secundaria, es comun asociarle una cadena
en Notacién Punto-Paréntesis (NPP). La NPP es una cadena de texto compuesta por puntos
y paréntesis, la cual contiene la informacion de como estd conformada la estructura secun-
daria del ARN en cuestion. Cabe remarcar que, cada caracter de dicha cadena representa la
interaccion de cada nucledtido. A saber, un paréntesis abierto, (, indica que dicho nucleétido
esta apareado con otro delante de él, mientras que, un paréntesis cerrado, ), indica que dicho
nucledtido estd apareado con otro anterior a él, finalmente, un punto, e, indica que dicho
nucle6tido no estd apareado con algun otro. La secuencia E1 y su NPP asociada se pueden
consultar en el Ejemplo 8. Cabe sefialar que la secuencia E'1 no corresponde a una secuencia
de ARN. Sin embargo, serd de utilidad para remarcar algunas de las caracteristicas descritas
por las reglas de Gan.

Ejemplo 8. Datos de la secuencia E1:

ACCCGGCCACAGUGAGCGGAACACCCGUGACUCAUUUCGAACCUCGGAAGUUAAGCCG
CUCACGUUGGUGGGGCCGUGGAUAACCGUGAGGAUCCGCAGCCCCACUAAGCUGGGAU

Su estructura secundaria es mostrada en la Figura 3.5, donde las horquillas, protube-
rancia y uniones, asi como el inicio y final de su secuencia (5' y 3') estdn numeradas. Por
otro lado, la NPP que describe a dicha secuencia esta descrita por:
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Figura 3.5: Estructura secundaria correspondiente a los datos de la secuencia E'1.

Cabe remarcar que desde el punto de vista topoldgico, son de interés las formas presentes
en la estructura secundaria del ARN; es decir, sus tallos, bucles, horquillas y uniones, més
que el nimero de nucleétidos que conforman a cada motivo estructural. Por ello, resulta til
asociar una grafica de arbol con raiz a una estructura secundaria de ARN, como veremos en
la siguiente seccion.

3.2. La grafica de arbol con raiz asociada

En la seccién 2.2 a una secuencia de ARN se le gener6 su correspondiente estructura
secundaria. Ahora, buscando analizar dichas estructuras desde el enfoque de la teoria de
graficas, un camino congruente es emplear las graficas de arbol con raiz. Para ello, a una es-
tructura secundaria de ARN se le asociard una gréfica de arbol con raiz siguiendo el enfoque
tedrico-grafico propuesto por Gan y colaboradores en [4].

Reglas de Gan:

(i) Alos extremos 5"y 3’ del tallo se les considerard como el vértice raiz.

(i1) A una protuberancia o a una horquilla, se le considerard como un vértice cuando haya
dos o mas nucledtidos consecutivos no apareados.

(ii1) A una unién se le considerara como un vértice.

(iv) A un tallo se le considerard como una arista si este posee al menos dos pares de bases
complementarias.

Cabe sefialar que los extremos 5’ y 3’ se consideran como un solo vértice dado que
en una grafica de arbol cualquier arista debe unir dos vértices. Por otro lado, los demas
vértices podrian participar en la formacion de la estructura del ARN con bases no apareadas
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CAPITULO 3. ARNS Y GRAFICAS

en otras partes de la molécula mediante interacciones terciarias, lo que permite estabilizar la
estructura tridimensional del ARN vy, por lo general, implica que dichas estructuras posean
mads de un par de bases complementarias. Por lo tanto, las protuberancias, los bucles y las
uniones representadas como vértices, son determinantes en la interaccion, la flexibilidad y la
estructura terciaria del ARN. Asimismo, un minimo de dos pares de bases complementarias
garantiza la estabilidad del tallo frente a las fluctuaciones térmicas.

Para entender mejor las reglas de Gan, en el Ejemplo 9 se mostrara como se aplican a
una estructura secundaria en particular.

Ejemplo 9. Usando como base la estructura secundaria mostrada en la Figura 3.6 (A),
correspondiente a la estructura secundaria de la secuencia E1. Se usardn las reglas de Gan
para asignarle su grdfica de drbol con raiz mostrada en la Figura 3.6 (B).

Figura 3.6: La estructura secundaria de la secuencia E'1 (en A) y su grafica de arbol con raiz
asociada (en B).

Para asociarle a la estructura secundaria mostrada en la Figura 3.6 (A) su grdfica de
drbol con raiz (B), se debe: asignar un vértice raiz al extremo 5" y 3' (1), regla (i). Luego,
notar que la protuberancia 8 no satisface la regla (ii), por lo tanto, no se le asigna un vértice,
mientras que a todas las demds protuberancias (3,4,9), uniones (2) y horquillas (7,10) se
les asigna un vértice, regla (ii) y (iii). Después, dado que el tallo entre la protuberancia 5
y 6 tiene solo un par de bases complementarias, ambas protuberancias se consideran como
una sola y se les asigna un vértice, regla (iii), mientras que a los demads tallos se les asigna
una arista, regla (iv).

De manera anéloga, Gan et al. [4] establecen también una serie de reglas para poder
asignarle a una grafica de arbol o a una estructura secundaria de ARN que contenga pseu-
donudos, su grafica plana dual. Un pseudonudo [60] es una estructura de ARN compuesta
por al menos dos segmentos helicoidales conectados por regiones monocatenarias o bucles,
generalmente estan presentes cuando se analiza la estructura terciaria del ARN. Si bien es
cierto que las gréficas duales son ttiles para analizar la estructura terciaria del ARN y en los
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casos especiales donde surgen pseudonudos, en esta tesis no se emplearan las graficas duales
ya que, por un lado, el andlisis estd enfocado en la estructura secundaria del ARN. Y por el
otro lado, por defecto, la mayoria de los programas de plegamiento excluyen la formacién
de pseudonudos en los plegamientos de la estructura secundaria. Con ello en mente, solo se
utilizardn las gréficas de arbol con raiz.

Asi, dada una estructura secundaria de ARN se le ha asociado una grafica de arbol con
raiz mediante las reglas descritas por Gan [4]. A primera vista es un proceso sencillo, pero
una vez mas depende del nivel de interpretacion para poder hacer cada asignacién, proceso
que se complica cuando la estructura secundaria que se analiza no es sencilla, como lo es la
estructura secundaria mostrada en el Ejemplo 10.

Ejemplo 10. A pesar de que la estructura secundaria del ARN RUF23 no es tan grande,
asociarle su grdfica de drbol con raiz ya no es una tarea trivial. Su estructura secundaria y
su grdfica de drbol con raiz se muestran en la Figura 3.7.

RUF23

. ®
s

@)
. )/O
SN A o )/(ﬁ
. -i'? 3 "\iﬂ.—r}//\/ . L c A
\\ Y, - s
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J

Figura 3.7: La estructura secundaria del ARN RUF23 (en A) y su grafica de arbol con raiz
asociada (en B).

Dado que es importante el analizar las graficas de arbol con raiz provenientes de estruc-
turas secundarias de ARNs y dada la complejidad de emplear las reglas establecidas por Gan
[4] a secuencias de ARN de grandes longitudes, se buscard establecer una metodologia que
no dependa del nivel de interpretacion para hacer las asignaciones correspondientes.

Resumiendo hasta este punto, por un lado se tiene que a una gréfica de arbol con raiz se
le puede asignar su NPPS. Por otro lado, una estructura secundaria de ARN tiene una NPP
asociada y a dicha estructura se le puede asignar una gréfica de arbol con raiz, el Ejemplo 11
muestra una estructura secundaria, su NPP, su gréifica de arbol con raiz y su NPPS.

Ejemplo 11. La estructura secundaria mostrada en la Figura 3.8 (A) tiene la siguiente NPP
asociada:

(CCCCC- CCCCCCCCCOC- CCC G CCrne))-))-D)- ) )IDD)-CCCCCCCCCCCCCCCC DM -
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B C
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NPPS: .(.(.(.(())))-C()).

Figura 3.8: La estructura secundaria de la secuencia E'1 (en A), su grafica de arbol con raiz
asociada mediante las reglas de Gan (en B) y su grafica de arbol con raiz con su NPPS
asociada (en C).

Cabe senalar que la NPP del Ejemplo 11 codifica la estructura secundaria de la secuencia
E1 mostrada en la Figura 3.8 (A), mientras que la NPPS mostrada en la Figura 3.8 (C)
codifica la grafica de arbol con raiz mostrada en la Figura 3.8 (B) asociada a la estructura
secundaria mostrada en la Figura 3.8 (A). Una tarea interesante es obtener la NPPS solo
de la NPP. Asi, dada una NPP la meta es aplicar las reglas de Gan y obtener la NPPS que
codifique la gréfica de arbol con raiz asociada.

Vale la pena notar que, de manera natural, el reducir en la NPP los mismos caracteres a
uno solo que los represente, parece apropiado para obtener la NPPS. Pero, por ejemplo, en
el caso de la NPP mostrada en el Ejemplo 11:

se tiene que al reducir los mismos caracteres a uno solo que los represente se genera como
resultado la cadena:

(GO

la cual no esta asociada a ninguna gréfica de arbol con raiz, dado que en dicha cadena el
numero de paréntesis abiertos es diferente al de los paréntesis cerrados. Sin embargo, como
se mostrd en la Figura 3.8 (C) la correcta asociaciéon de su NPPS es .(.(.(.(.(.).).).).(.(.).).).
Asi, buscando establecer una correcta asociacion, en la siguiente seccion se expondrd una
metodologia que permitird asociarle a la NPP la NPPS.

3.3. De una Notaciéon Punto-Paréntesis a una simplificada

Hasta este punto, dada una secuencia de ARN descrita en formato FASTA, se puede
usar un programa de plegamiento para obtener tanto su estructura secundaria como su NPP
que la describe, para esta tesis se utilizo0 NUPACK Web, podra encontrar un breve manual
de como usar este programa en al Apéndice C. Ahora bien, siguiendo las reglas de Gan se
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establecerd un procedimiento que permitird asignar a la notacién punto-paréntesis, NPP, la
notacioén punto-paréntesis simplificada, NPPS, asociada a su grafica de arbol con raiz. Para
poder obtener la NPPS se debera modificar la estructura secundaria original en NPP bajo el
siguiente procedimiento:

I. Si un tallo consiste solo de un par de bases complementarias, este debe ser removi-
do. Ademas, las protuberancias y horquillas que no tengan mas de dos nucledtidos
consecutivos no apareados también deben ser removidos.

II. Cada protuberancia y cada unién debe tener al menos un punto que la separe de los
tallos convergentes a ella, si no es el caso, se debe insertar un punto.

III. Por ultimo, los mismos caracteres consecutivos deben ser reducidos a uno solo que los
represente.

Ahora bien, siguiendo el procedimiento anterior y sefialando de un paso a otro los cam-
bios realizados, en el Ejemplo 12 a la NPP de la estructura secundaria mostrada en la Figura
3.9 (A) se le asociard su NPPS.

Ejemplo 12. Tomando como referencia la Figura 3.9 (A), se partird de su NPP y se ob-
tendrd su NPPS. Para ello, en (a) se muestra su NPP correspondiente a dicha estructura
secundaria. Notar que, dado a que el tallo entre la protuberancia 5 y 6 solo tiene una base
complementaria, esta debe ser removida, obteniendo asi (b). Dado que la protuberancia 8 no
tiene mds de dos nucleotidos consecutivos no apareados este debe ser removido, obteniendo
(c). En las protuberancias 2, 3 y 9 se debe insertar un punto en las regiones marcadas con
las letras: x, y, z, como se muestra en la Figura 3.9 (B), obteniendo con ello (d). Finalmente,
reducir los mismos caracteres consecutivos a uno solo que los represente para obtener (e).
Cabe serialar que la secuencia mostrada en (e) es la NPPS de la grdfica de drbol asociada
a dicha estructura secundaria.

(@) (el (CCCACLACaaw DD DI ID DL A DIDDDIDIIDID))..
(D) (el (A el D)ee e DD DD DDA eI
(€) Aol (i rra D DS DS DDA IDIDDIIIIIIID))-
(d) (Al are Do DD DDA D)D)

(€) (-(-(L())))())o):
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Figura 3.9: La estructura secundaria de la secuencia E'1 obtenida de (a) y en amarillo se
muestran las regiones x, y, z donde un punto debe ser insertado para obtener su NPPS (en
A), y su estructura secundaria obtenida de (d) y en amarillo remarcadas las mismas regiones
donde el punto fue insertado (en B).

Cabe sefalar que con este procedimiento, diferentes estructuras secundarias de ARN
podrian tener asociadas la misma NPPS y, por lo tanto, la misma grafica de arbol con raiz
asociada. Esto, dado a que este andlisis se enfoca en la grafica de arbol con raiz mas que
en la longitud de los tallos, protuberancias o uniones que estdn presentes en su estructura
secundaria.

En el Capitulo 4, dados dos conjuntos con caracteristicas distintas cada uno, se buscara
analizar y determinar si existen similitudes estructurales entre ellos. Asi, en la seccién 4.1, se
describe un algoritmo para llevar a cabo dicha tarea. A partir de este punto, nos referiremos
a las gréficas de arbol con raiz s6lo como gréficas.
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Capitulo 4

Algoritmo de comparacion

Dados dos conjuntos con distintas caracteristicas cada uno, se busca establecer si existen
similitudes estructurales entre ellos o no. Con el fin de realizar dicho analisis, se confor-
maron tres conjuntos de ARNSs, utilizando para ello sus secuencias en formato FASTA. Los
primeros dos grupos serdn los grupos control A y B, de los cuales es de interés saber si
sus elementos tienen alguna caracteristica estructural que juegue un papel importante en su
funcién. El tercer grupo sera el grupo de prueba C, en el cual se buscaré si sus elementos
tienen la caracteristica estructural determinada. A saber, en esta tesis la caracteristica fun-
cional de interés es el ser un ARN-Inc. Por ello, los elementos del conjunto A son ARNs-Inc
validados, mientras que los del conjunto B son elementos que no son ARNs-Inc. Finalmente,
los elementos del grupo de prueba C son los ARNs en los que se analizard si tienen dicha
caracteristica funcional;es decir, la posibilidad de ser ARNs-Inc.

Recordar que, para los datos de las secuencias de ARN, se requiere generar su estructura
secundaria y su NPP asociada. En esta tesis se empleé NUPACK Web para dicho fin. Asi, la
informacién que tiene cada conjunto, A, By C, es: el nombre de los ARNs que serdn analiza-
dos, su secuencia de nucle6tidos descrita en el formato FASTA y su cadena en NPP asociada.
Las secuencias serdn ordenadas de mayor a menor, tomando como referencia el niimero de
nucledtidos que la conforman. Ademds, se requiere obtener sus NPPS; para ello, se usaran
sus NPP y el procedimiento establecido en la seccion 3.3. Finalmente, se obtendran sus res-
pectivos conjuntos A, B y C descritos en NPPS. Dicho procedimiento esta esquematizado en
la Figura 4.1.

Seleccionar las secuencias de ARN Obtener su estructura secundaria Sequir las reglas de Gan Asociar su grafica de arbol con raiz Obtener su NPPS

* ARUARRBRRBNNORRS

(O
Y

ACCCGGCCACAGUGAGCGGAACACCCG
UGACUCAUUUCGAACCUCGGAAGUU...

Figura 4.1: Procedimiento para obtener la NPPS de una secuencia de ARN.
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Ahora bien, dado los conjuntos A, B 'y C, descritos en la NPPS, el algoritmo propuesto
pretende analizar dichos conjuntos y buscar entre ellos si existen o no cadenas repetidas. La
idea principal del algoritmo es, determinar las cadenas compartidas que aparecen con mayor
frecuencia dentro de los conjuntos A y B y determinar si los elementos en el conjunto C
comparten mas cadenas repetidas con el conjunto A, o con el conjunto B. Asi, dicho elemento
serd mds probable de tener la misma funcionalidad que el conjunto correspondiente, dicho
procedimiento esta esquematizado en la Figura 4.2. Este algoritmo fue implementado en
Python v.3.8, en el Apéndice E estd su pseudocddigo correspondiente.

s N

Conjunto A Conjunto B

Cadenas que
mas se repiten mas se repiten

Cadenas [€ELEN
relevantes relevantes

Conjunto C
Detectado cémo un
Cadenas ARN-Inc
relevantes
Cadenas @
relevantes

\ J

Cadenas que

Figura 4.2: Un esbozo del algoritmo propuesto. Se identifican las cadenas relevantes en los
conjuntos A y B, las cuales se buscan si estan presentes en el conjunto C. Un elemento del
conjunto C serd detectado como un probable ARN-Inc cuando su cadena esté conformada
por mds cadenas relevantes del conjunto A y menos cadenas relevantes del conjunto B.

En la seccién 4.1, se dard en bosquejo del algoritmo, que dados los conjuntos A, B 'y
C, descritos en NPPS, comparard las cadenas compartidas y examinara la posibilidad que
tienen los elementos del conjunto C en tener la caracteristica estructural determinada.

4.1. El algoritmo

Como se menciond previamente, dados los conjuntos A, B y C, con los datos de las
secuencias de ARN, se utiliza un programa de plegamiento para generar su estructura secun-
daria en NPP, A, By C, respectivamente. Después, se utilizan las reglas de Gan para obtener
los conjuntos en NPP, denotados por Ag, Bg, y Cg, respectivamente, buscando establecer
sus graficas de raiz asociadas. Finalmente, empleando el método establecido en la seccion
3.3, se simplifica su NPP a su NPPS, la cual codifica la informacién importante de la grafica
asociada, obteniendo con ello los conjuntos A, B, y C, respectivamente. Cabe remarcar que
el algoritmo propuesto emplea, como datos de entrada, conjuntos de secuencias de ARN en
NPPS, en este caso los conjuntos A, B,y C.

Ahora, dado dos pardmetros enteros /; y l», se buscan en el conjunto A (y en B) las
cadenas que se repitan de longitud / que satisfagan la desigualdad /; <[/ < [, para con ello
establecer el conjunto de cadenas repetidas S (y Sp). Cabe sefialar que la eleccion de los
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parametros /1 y l, depende de los conjuntos involucrados. En el andlisis de estos conjuntos
en particular se sugiere que /; > 18, dado que longitudes mas cortas no aportan informacién
relevante y ocasionan que el andlisis sea mds lento e incrementa la probabilidad de obtener
falsos positivos. Mientras que se siguiere que /> < 34, dado que una cadena de longitud
mayor es menos probable que se repita en otras cadenas.

Primero, para determinar cudles de las cadenas en S4 son mas relevantes para detectar
ARNGs-Inc, se buscan las cadenas del conjunto S4 en A y en B para con ello obtener las
matrices Maq y Myp, respectivamente. En las cuales, la i j-€sima entrada de la matriz M4y
(0 Myp) es el nimero de veces que la j-ésima cadena de S, aparece en el i-ésimo elemento
de A (o B). Notar que si A y S4 tienen m y n elementos, respectivamente, entonces, M4 €s
una matriz de m X n. Andlogamente, se realiza el procedimiento para el conjunto Sg para con
ello obtener las matrices Mps y Mpp.

Segundo, se comparan las matrices Ms4 y Myp para con ello determinar qué cadenas
en S4 pertenecen al conjunto de cadenas relevantes de A, conjunto SA. Este conjunto sera
importante para detectar ARNs-Inc. Para este fin, se suman las columnas en la matriz Myy4 (y
en Mp) para obtener con ello el vector Cq4 (y Cap) y se establece un discriminante adecuado
I3 con el fin de evaluar Cqq — Cap > I3. Donde, Cqa; — Cap; > I3 significa que el i-ésimo
elemento de S4 pertenece al conjunto S;p cabe notar que si Cqq; — Capi = 0, dicho elemento
aparece el mismo nimero de veces en A y en B, asi dicho elemento no es importante para
identificar ARNs-Inc. De igual forma, se comparan las matrices Mp4 y Mpp para calcular
Cpp — Cpa > I3 y asi determinar el conjunto de cadenas relevantes de B, S;Q.

Tercero, se define el conjunto D = A+ B+ C. De manera andloga al procedimiento an-
terior, se buscan los elementos de SA en Ay en D, obteniendo con ello las matrices M//{A y
M;\ p» respectivamente. De igual forma, se buscan los elementos de S/B en By en D obtenien-
do con ello las matrices M;}B y M;g p- Ahora, para MAA se calcula la suma de la fila del vector

Raa, nétese que cada Ryy4; indica el nimero de cadenas relevantes en el i-ésimo elemento, de
manera similar se calculan los vectores Rpp, Rap Y Rpp.

Cuarto, se calcula el primer cuartil! Q1,4 (y Qlp) del vector Rq4 (y Rpp), los cuales se
empleardn para establecer un rango que asegure una mayor probabilidad para que un ARN
sea un ARN-Inc. La hipétesis que se establecié fue la siguiente: si un ARN posee muchos
elementos de S;‘ y pocos elementos de S/B es mas probable que dicho ARN pertenezca al
conjunto A. Finalmente, se determina cuales de las i-ésimas entradas de R4p; en R4p y cuales
de las i-ésimas entradas de Rpp; en Rpp satisfacen la siguiente restriccion:

Rapi > 0.5%x 01y y Rppi < 1.5%Qlp.

Esto quiere decir que, el i-ésimo elemento de A posee muchas de las cadenas relevantes
del conjunto S;‘ y pocas cadenas relevantes del conjunto Sjg. Asi, en este caso, el i-ésimo
elemento en D que satisface dicha restriccion es detectado como un ARN-Inc. Por lo tanto, se
puede asignar un vector Vy de longitud |X|, donde X € {A,B,C,D} de la siguiente manera:

"Los cuartiles son una medida estadistica de posicién, que dividen un conjunto de datos en cuatro partes
iguales. Donde el primer cuartil Q1 muestra cémo el 257 de los datos estdn agrupados, de igual forma: Q2 el
507 y Q3 el 757.. Buscando con ello, mostrar la dispersion de los elementos del conjunto.
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si el i-ésimo elemento en X es detectado como un ARN-Inc, se le asignard un uno a la i-
ésima posicion del vector Vx; mientras que en otro caso, se le asignard un cero. Asi, dados
los conjuntos A, B, y C, el vector resultante mediante el algoritmo es: Vp = V4 + Vp + V.

Claramente, més elementos de A deben ser detectados como ARNs-Inc que los detec-
tados en B. Asi, bajo esta hipdtesis, los elementos en C también detectados tienen mayor
probabilidad de ser ARNs-Inc. Es cierto que, con algunas combinaciones de conjuntos A, B
y C, esto no se satisface. En este sentido, se establecio una restriccion que permite seleccio-
nar los casos en los cuales mas elementos de A son detectados mas que los de B. Asi, dado
los nimeros N4 y Np correspondientes a A y B, respectivamente, un elemento de C es més
probable de ser un ARN-Inc cuando se satisface que: Ny > Iy y Np < Is. Aqui, I3 y I5 se
sugieren que satisfagan: Iy > |’§—| yls < @, donde |A| y |B| representan la cardinalidad de A
y B, respectivamente.

En conclusion, dados los conjuntos A, By C el algoritmo, que denotaremos como:
ﬂ(AvB7C7117127l37l4715)

O simplemente 4(A,B,C), muestra como resultado un vector V¢. Por ejemplo, si el con-
junto C esta conformado por seis elementos y se tiene que: A4(A,B,C) =V =[0,1,0,0,1,0]
se deberd interpretar que el algoritmo detecta como posibles ARNs-Inc al segundo y quin-
to elemento del conjunto C. Para algunas combinaciones de conjuntos A, B 'y C es posi-
ble que las desigualdades Ny > I4 y Np < I5 no se satisfagan. En este caso, se tiene que:
A(A,B,C) = V¢ =0,0,0,0,0,0]. Ademas, ndtese también que este resultado puede ser ob-
tenido atin cuando las desigualdades se satisfagan. Una representacion esquematizada de este
algoritmo puede ser consultada en la Figura 4.3.

r N

Conjunto A Conjunto B

! !

Buscar las cadenas repetidas
de longitud /: /i </< /2

J

Contar las apariciones de las cadenas
repetidas en ambos conjuntos

J J

Determinar las cadenas relevantes
por medio de /s

Contar el niimero de cadenas relevantes

en cada elemento de cada conjunto

¥

Determinar los elementos que satisfacen
las restricciones /'y /s

J

Los elementos que son mas probables
de ser ARNs-Inc

. J

Conjunto C

Figura 4.3: Una descripcion grafica del proceso computacional para buscar cadenas repetidas
en graficas de arbol con raiz asociadas a ARNs-Inc.
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En general, dado tres conjuntos A, By C, el algoritmo propuesto permite hacer una posi-
ble clasificacion de los elementos en el conjunto C, basdndose en el andlisis de las similitudes
encontradas en cada conjunto analizado, A y B, y del anélisis de la relacidon que existe entre
las similitudes de A y B. Buscando clarificar la manera en que se analizan los datos con el
algoritmo propuesto, en la siguiente seccion se expondrd un ejemplo hipotético para ello.

4.2. Ejemplo practico del algoritmo

En esta seccion se expondrd un ejemplo conciso para ilustrar como funciona el algoritmo
propuesto en la seccion 4.1. El algoritmo busca y compara las NPPS de cada grupo control
buscando las cadenas més largas que se repiten. Posteriormente, determina cudles de estas
cadenas no estan presentes en el otro conjunto, estableciendo con ello cudles son las cadenas
mads relevantes. Con ello, se busca diferenciar un grupo de otro.

Para poder usar el algoritmo, se establecen dos grupos control, conformados por cuatro
graficas de arbol, mostradas en la Figura 4.4, y sus NPPS correspondientes, mostradas en el
Cuadro 4.1, 81 ={T1,T2,T3,T4} y S, ={U1,U2,U3,U4}. Cabe senalar que si bien estas
grificas de arbol no provienen de una secuencia real de ARN serviran para ejemplificar la

funcion del algoritmo.

Figura 4.4: Grupo control S (A) y Grupo control S, (B).

p
A T1 T2

Cuadro 4.1: Las NPPS para analizar en los grupos control S7 y S».

Grupo control S;

TT | CCG))))-CEEG)O0-C)D)))-CO)-))-
T2 | CC)CCECO)))-C)))99-000.

T3 | .(C))0))-CO)-0)).

T4 | .(.().().()).

Grupo control S

Ul | CCCCCC))99-00-0990-C0)-())).
U2 | .(CO)))-C)0))-CL)0).000.

U3 | .(()())C)()0))-CL)0)).

Uua | .(().0)).
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Ahora, se establecen los pardmetros: [ = 6 y [ = 41 para buscar cadenas de longitud
minima 6 y longitud méxima 41 y, con ello, el conjunto de cadenas repetidas en Sy, RSy, y
del mismo modo en 7, RS>, compuestos por 9 elementos cada uno. Los conjuntos con las
cadenas repetidas encontradas se muestran en el Cuadro 4.2.

Cuadro 4.2: Los conjuntos con las cadenas repetidas en los grupo control S; y S>.

RS,

RS>

)-CCCO-)).00))-0)))-(
(0.0
(OO0

(()-()-())-

)-()2))-(.

O)-C

))-((.

(G
pYae

(OO0
()DL,

))-CO.0).).
CCOLODY.
OO,
D00
D)

aee

RYe

Cabe sefalar, que en el Cuadro 4.2 hay una cadena que esta presente tanto en S; como en
S>. A saber: RS;(8) también estd presente en RS». Asi, dicha cadena no seria util si se busca
distinguir un elemento de S de S,.

Luego, se establecen las cadenas mds relevantes en RSj. Para ello, se crean dos matrices
que cuantifican el nimero de apariciones de las cadenas RS en Sy y en S, MRS y MRS »,

respectivamente.
1 12223323 000012121
111112112 000113212
MRSLi=to 1 1101111 M3 21g00103202
0001O0T1O0O0DO0 0O000O0OO0OT1UO0O0ODO0
Por ejemplo, la entrada 3,1 de la matriz MRS | es el nimero de veces que la cadena
repetida tres de RSy, .(.(.(.).(.).(.).). , estd presente en la primera cadena de S1, a saber 2 veces
en T'1. Mientras que, la entrada 3,1 de la matriz MRS », muestra que la cadena repetida tres
de RS1, .(.(.(.).(.)-(.).). , no esta presente en la primera cadena de S», a saber sin aparicién en

U1. De manera similar, se cuantifica el nimero de apariciones de las cadenas RS, en S y en
S2, MRS> 1 y MRS> », respectivamente.

01 1
1 11
MRS, | = 10 1
000

1
1
0
0

21 2 2 2
21 11 2
2100 2
1 00 0O

MRS, =

S oo O

S O OO

S oo

S O OO

S oo -

=\

SO =N

S = =N

SN W A

Finalmente, se comparan las matrices MRSy 1y MRS1> (MRS>1 y MRS >) para esta-
blecer qué cadenas en RS (RS>) son mas relevantes en Sy (S2) y, consecuentemente, menos
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CAPITULO 4. ALGORITMO

importantes en S, (S), esto con base en el discriminante /3 = 2. Las cadenas relevantes ob-
tenidas son mostradas en el Cuadro 4.3. Cabe sefialar que, si se fija el valor de I3 = 0 a las
cadenas mostradas en el Cuadro 4.3, se deberian agregar 5 cadenas mads en el conjunto S;:
5,6,7,8y9,y 4 cadenas mas en el conjunto S»: 6, 7, 8 y 9. Es decir, dado que no se esti
restringiendo a que exista una diferencia entre el nimero de apariciones de dicha cadena en
S1 y la misma cadena en S», se deberian entonces tomar en cuenta todas las cadenas sin hacer
distincidn; asi, se tendrian las cadenas del Cuadro 4.2. El elegir un valor de /3 > 0 permite
establecer las cadenas que son mds importantes en un conjunto que en otro.

Cuadro 4.3: Cadenas relevantes compartidas con /3 =2 en S y S3.

RS, RS,
) CCCOOOICO)OINC T COOICOO0.
GO0, ()DL
CCOLOO). )).COL0)).
(OO0, CCOLOD.
OO,

[ N R

Asi, se ha establecido cudles de las cadenas que comparten los conjuntos S7 y S> son més
relevantes. Con ello, las cadenas relevantes de S (S2) no lo son en S» (S7). Por lo tanto, si se
buscara establecer si una grafica pertenece al conjunto S; 0 S se deberian buscar las cadenas
importantes en dicha gréfica y analizar el nimero de apariciones de ellas, para finalmente,
concluir a qué grupo pertenecen. Por ejemplo: dada la grafica G1, mostrada en la Figura 4.5
(A), se puede notar que algunas de las cadenas que la componen son muy similares a las que
componen a las gréificas del conjunto S»; es decir, comparten las cadenas importantes en S
del Cuadro 4.3, RS>: 3 y 5. Ademads, que ninguna de las cadenas importantes del conjunto
S1 estan presentes en G1. Asi, se puede concluir que la grifica G1 es mas probable que
pertenezca al conjunto . Del mismo modo, dada la grifica G2, mostrada en la Figura 4.5
(B), se puede notar que comparten las cadenas importantes en S; del Cuadro 4.3, RS;: 3
y 4. Por lo tanto, se puede concluir que la grafica G2 es mas probable que pertenezca al
conjunto S;. Cabe sefalar que ninguna de las cadenas importantes de S, estdn presentes en
la grafica G2. En conclusion, dicho algoritmo permite establecer una posible clasificacion,
basidndose en las cadenas encontradas en cada conjunto y analizando la relacion entre ellas,
lo que permite hacer una clasificacion con base en su estructura.

A 61 B G2

NPPS: (. ((()-():))(()-()-).)- NPPS: .(.(((£)-()-()))-()).)-

Figura 4.5: Gréfica G1 con su NPPS (en A) y grifica G2 con su NPPS (en B).
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Ahora, se aplicard esta metodologia y algoritmo en el Capitulo 5 a gréificas provenientes
de secuencias de ARNs para poder establecer, dados dos grupos control A y B, si algin
elemento de un tercer conjunto, grupo de prueba C, pertenece a un grupo o al otro.
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Capitulo 5

Identificando ARNs-Inc

Dado que el objetivo de este trabajo es realizar un andlisis detallado de las gréficas de
arbol con raiz asociadas a algunas cadenas de ARNs con el fin de extraer informacion estruc-
tural y, ademds, analizar si estas estructuras estdn presentes en otros grupos de ARNs, para
con ello poder identificar ARNs-Inc. En el Capitulo 4, se propuso un algoritmo que busca
hacer una clasificacion entre diferentes grupos de ARNs mediante el andlisis de sus corres-
pondientes estructuras secundarias. Este analiza grupos de secuencias de ARNs por medio
de sus graficas de arbol con raiz en NPPS y algunas medidas estadisticas, con la finalidad
de extraer su informacion estructural. El objetivo de dicho andlisis es identificar, comparar
y clasificar las estructuras presentes en los grupos analizados. De forma general, este algo-
ritmo busca establecer las cadenas que aparecen con mds frecuencia en dichos grupos y las
compara. Para con ello, caracterizar un elemento de un grupo en particular. La Figura 5.1
muestra de manera simplificada el proceso que se lleva a cabo para determinar un ARN-Inc.
Dicho algoritmo se implement6 usando Python v.3.8, podra encontrar el cédigo del algorit-
mo y un manual para su uso en la Capitulo 6. Ademas, podra encontrar el pseudocddigo de
dicho algoritmo en el Apéndice E.

s \

Datos de la secuencias de ARN * Estructura secundaria * Grafica de arbol con raiz en NPPS

Conjunto A

ARNSs largos no cddificantes, ARNs-Inc

Detectado como * Caracteristicas estructurales
un ARN-Inc

Conjunto B
No-ARNs-Inc

Conjunto C

ARNs-Inc potenciales

\ J

Figura 5.1: Este diagrama muestra de manera simplificada el proceso para determinar un
ARN-Inc.
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5.1. Caso: ARNs-Inc de S. cerevisiae

Enlaseccion 2.1.1 se establecio la importancia de estudiar los ARNs-Inc, mientras que en
la seccidn 2.1.3 se abord6 la importancia de la levadura S. cerevisiae. Con este fin, utilizando
el algoritmo propuesto en la seccion 4.1 se hard el andlisis correspondiente. Asi, siguiendo
este camino, para ser analizados se establecieron tres conjuntos de ARNs, seccion 2.1.4,
todos pertenecientes a dicho organismo. A manera de recordatorio:

e Grupo control A: consté de las tnicas 18 secuencias registradas en la literatura [46],
hasta el ano 2019, como ARNs-Inc.

e Grupo control B: const6 de 18 secuencias seleccionadas aleatoriamente de un conjunto
de 64 ARNs que no pertenecen al conjunto de ARNs-Inc, ARNs-otros.

e Grupo de prueba C: consté de 6 secuencias de ARNs desconocidos, los cuales fueron
proporcionados por la Dra. Lina Raquel Riego Ruiz y su equipo de la Division de Biologia
Molecular, IPICYT, de las cuales se sabia que tres de ellas no pertenecian al conjunto de
ARNs-Inc, mientras que las tres restantes eran potencialmente ARNs-Inc.

A pesar de que miles de ARNs han sido computacionalmente identificados como posibles
candidatos para ser ARNs-Inc en S. cerevisiae, solo a un pequefio subconjunto de ellos se les
ha podio confirmar, por medio de evidencia experimental, su funcién. Para este andlisis se
seleccionaron 18 ARNs-Inc validados de NONCODE (http://www.noncode.org/keyword.php),
SGD [46] y de la literatura (Balarezo-Cisneros et al. [48]; Xu et al. [61]; van Dijk et al.
[62]; Geisler et al. [63]; Castelnuovo et al. [64]. En conclusion, esta eleccion prioriza una
buena caracterizacion de ARNs-Inc sobre el tamafio del conjunto de datos, minimizando asi
la inclusion de transcripciones inciertas.

Por otro lado, como se menciono anteriormente, utilizando NUPACK Web con los con-
juntos A, B 'y C, se obtienen las estructuras secundarias en NPP de cada conjunto, A, B y
C, respectivamente. Luego, se utilizan las reglas de Gan para obtener los conjuntos en NPP,
Ag, Bg, y Cg, respectivamente, buscando establecer sus graficas de raiz asociadas. Final-
mente, empleando el método establecido en la seccion 3.3, se simplifica su NPP a su NPPS,
conjuntos A, B, y C, respectivamente. El Cuadro 5.1 muestra los nombres de los ARNs que
conformaron cada grupo, la parte inicial de su secuencia en NPPS, asi como la longitud
original de la secuencia (|L|) y la longitud de su NPPS (|L|).

Cuadro 5.1: Datos de entrada para el algoritmo, conjuntos: A, By C.

Grupo control A
ARN | NPPS Iz ]

ICRI (:0))-O-CECCCCODDCCCOO-CEDDDD-CC)))99)-CEO-O-C0))))) -+ || 3199 | 625
RME?2 (:L0)-O-CECCCCCCEODCEECCCDDDDD-C)O)CECC))D)-O-COD0) -+ ] 2223 | 461
RME3 (:0)-CEECECDDD0)99)-COCEDDD))99))-CECCCCCCCCD) -+ ]| 1905 | 373
IRTI (:C0))-CEEDDDDLO) D)) CCCCCCCCCCODCCCC- ]| 1489 | 309
TLCI LCCCCCCCCCCCCCCOEEO)-O-CEDD-())999999)-CEODD)CCCC--+ ] 1301 | 265
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PWRI -CCOCEEDDD))-OCCCCD-0)99-(-(CCCCDCEDD)CDD)CC 941 | 181
RUFS5-1 :0-O-0)-COLCCCOLCEDDD)O-CEEEEDDDDCDDDD))))))-C) D)) -+ 710 | 153
RUF21 LODCEEODD)CCCCCOCEEODCEEED))-0-0)))-09)-()- - -+ 707 | 149
ETSI-1 LCDD0-CD0-CCDD-CODLEODDCEED))CEDD) D)) - 700 | 133
SRGI LD CCCCCCOCE))DC-0099))-CEECC)))))-0).0).)-(). 551 | 109
RUF22 (9-0-00)-O-CLOD)-CEEED)))--C))-CED D)D) 515 | 93
RUF20 LCCCCOCECCEEED))-(0)90)-(())-().))-())-()- 443 | 89
ITS1-1 LCCCCEG)DD)999-()-())- (). 361 | 53
ITS2-1 LODCEEDDDO-C)L)D)-C). 232 | 49
RNA170 CCCC)D-009-00-0). 169 33
ZODI (). 58 9
Grupo control B

ARN NPPS Iz ]
15S Ribosomal )-CEEEE)DDDD0)--0)-CD)- (- ()-CC)) )-GO )L 1649 | 317
LSRI L)L) O- D)) -+ || 1175 | 185
Telomerase LCCCCCCCCCCLCCCCCEED-OLEODDEE)DD)))009)- (D)D) -+ | 1158 | 241
SNR86 LCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCECGEEDCEER)DDDD9)000))-)-).).).).). -« || 1004 | 157
SNR30 L)L) CEECCCEE)))0-000-.0)-CEC))D)(O-C)).). 609 | 113
Small nuclear SNR30 | .(.(.(.)-)-)-(.(.).)-C.(())-CCCCECCE)D))000-0))-((CEC))))-COLC)D)-)- 606 | 113
SNRI9 -0 CEECDDD)D)-CECOCD)D)CECCCCCER)))))))-0))-()))-0)- 568 | 113
SNR84 LCEC)))-C)-COD0)-O-CECCCCCDO-CEEER)D))))))0)0)-()-()- 550 | 109
Small nuclear SNR84 | .(.(.(.)-(.().)).)-C()).(.()2)-().()-CCCCCCCO-OCCEC)))))))))))-(). 537 | 105
RPM1 (-GG --0-CCD)--(()D)D- 483 | 73
SNRI7B ()-CCDDO00)-CODCECCCCEDDD)-CD0)-(0))))).). 462 | 93
Nuclear RNASE P LCCCDDD)-CEECO-OOD)-CO)-CC)))))).).). 358 | 77
NMEI LCODCECOCD)O-CEEG)DDDD)).)- 340 | 57
U3 LCCEED))99-CEEDD D)D) 334 | 69
Small nuclear U3 -CODLCCCCEE)DDD)-CD0-(0))))).)- 333 | 69
SNRS3 ()-GO 306 33

Grupo de prueba C

ARN NPPS T
KAPI23 LCODCECEDD)CEECCCDD)-CEECCCED)-CECEG) D)D) CEODCCC -+ || 3342 | 725
GRE2 LCOOLEODCECOEDDDD))-LECCOCECDDD)CED) D)) ). -+ | 1029 | 229
ECM11 -0 D)D) DD CED)-O-C0)-O-CCCCCCCCE - 909 | 173
1477 LCCCCO- OGO )OO G- )- (- -+ 843 | 169
6754 ()-0-C))-CODLECCCODCEE)))099)))-CEECCC ) CED D)D) D)) - 840 | 161
12189 LCCCCO-O-CEEEE)DD))-)9)))-CEEG))-C))))))))))-()- 583 | 101

Cabe sefialar que existe una diferencia entre la longitud original en NPP asociada a una
estructura secundaria de ARN y la cadena final que se obtiene con el método establecido
en la seccion 3.3, NPPS. La NPPS es de menor longitud en comparacion con la NPP; sin
embargo, preserva la informacion importante de la estructura secundaria y ademds representa
una grafica de arbol con raiz.

Los resultados utilizando estos datos de entrada para el algoritmo y las correspondientes
discusiones se podran encontrar en las secciones 5.1.1 y 5.1.2.
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5.1.1. Analizando los conjuntos A, By C

Para llevar a cabo dicho anélisis se usaron los tres conjuntos A, B 'y C descritos en el
Cuadro 5.1. Los conjuntos A y B se tomaron como los grupos control, de los cuales nos
interesa saber si comparten alguna caracteristica en particular. Mientras que, el conjunto
C se tomé6 como el grupo de prueba. En este caso, los pardmetros usados en el algoritmo se
calcularon de manera heuristica de tal forma que, el algoritmo detectara al menos 7 elementos
del conjunto A y a lo més 3 elementos del conjunto B. En este caso, los pardmetros utilizados
fueron /y =22,1,b =34,13=2,14=",1s = 3. Donde: [ es lalongitud minimay /, la longitud
maxima de la cadena a buscar, /3 es el discriminante para tratar de caracterizar cada conjunto,
l4 el nimero minimo en A que se busca detectar y /5 el nimero maximo en B que se permiten
detectar. Con estos datos de entrada se obtuvo:

A4(A,B,C,11,1,13,l4,l5) = 4(A,B,C,22,34,2,7,3) = V¢=[0,1,0,1, 1, 1]

Recordar que, dados los conjuntos A, B, y C, el vector resultante mediante el algoritmo
A(A,B,C) es: Vp = V4 + Vg + V. Pero, dado que los resultados en V4 y Vg son acotados por
los pardmetros /4 y /5, nos permiten enfocarnos en los candidatos a ser probables ARNs-Inc,
informacion contenida en V. Cabe sefialar que a mayor cantidad de elementos detectados
en V4, y a su vez la menor cantidad de elementos detectados en Vp, la conclusién en V¢ serd
mds precisa. Asi, es importante enfocarse en el vector V¢ que conforma al vector resultante
Vb.

Analizando el vector resultante V¢, se tiene que los ARNs en el conjunto C mds probables
de ser ARNs-Inc son GRE?2, 1477, 6754 y 12189. Se sabia con antelaciéon que el ARN GRE?2
no pertenecia al conjunto de ARNSs-Inc, obteniendo con ello un falso positivo. Por otro lado,
el algoritmo sugiere que los ARNs 1477, 6754 y 12189 son probablemente ARNs-Inc.

Cabe senalar que para establecer el vector resultante Vi, el algoritmo identifica 13 ele-
mentos del conjunto A y tres elementos del conjunto B. A saber:

En el conjunto A fueron detectados los ARNs ICRI, RME3, PWRI, RUF5-1, RUF21,
ETSI-1,SRGI, RUF22, RUF20, ITSI-1, RUF23, ITS2-1, ETS2-1. Lo cual es una buena de-
teccion dado que solo los ARNs RME2, IRTI, TLCI, RNA170y ZODI no fueron detectados,
de los cuales los ultimos dos ARNs RNA170y ZOD1 quedan fuera de la busqueda, ya que se
buscan cadenas de longitud entre 22 y 34 caracteres, dichos ARNs tienen 33 y 9 caracteres
de longitud, respectivamente. Asi, se tiene el vector:

V4 =[1,0,1,0,0,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,0,0].

Mientras que en el conjunto B fueron detectados solo 3 ARNs LSRI, Nuclear RNASE P
y U3; es decir, solo tres falsos positivos. Asi, se tiene el vector:

Vs =[0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,1,0,0,0].

En resumen, el 72.2% de los ARNs en el conjunto A, fueron detectados correctamente
como ARNs-Inc. Mientras que en el conjunto B el 83.3% de los ARNs fueron detectados
correctamente. Cabe sefalar que si un ARN en el conjunto B no es identificado como un
ARN-Inc nos indica también una correcta identificacion. Finalmente, con esta informacion
podemos concluir que los ARNSs establecidos en el vector V¢ son probablemente ARNs-Inc.

IPICyT 36



CAPITULO 5. ARNSs-Inc

Finalmente, vale la pena notar que Ana Novaici¢ y colaboradores en [47] validaron con-
forme a un experimento que el ARN /2789 es un ARN-Inc, lo cual da certeza a la me-
todologia establecida y valida los resultados. Sin embargo, buscando establecer una mejor
deteccion de ARNs-Inc se buscara establecer un procedimiento que permita compensar los
pocos datos que se tienen para el anélisis, para con ello robustecer el algoritmo y, por ende,
la prediccion.

5.1.2. Analizando subconjuntos de los conjuntos A, By C

Como en el caso anterior, seccion 5.1.1, para llevar a cabo dicho andlisis se usaron los
tres conjuntos A, By C descritos en el Cuadro 5.1. Los conjuntos A y B se tomaron como
los grupos control, de los cuales nos interesa saber si comparten alguna caracteristica en
particular. Mientras que, el conjunto C se tomé como el grupo de prueba. Dado que se tienen
pocos datos disponibles, para validar el andlisis, se seleccionaron de manera aleatoria 30
subconjuntos con 12 elementos del conjunto A, A;, y 30 subconjuntos de solo 3 elementos de
A que fueron parte del conjunto de prueba C, CA;, donde i = 1,2,...,30. Cabe sehalar que
los conjuntos A; y CA; son disjuntos. De manera andloga, se obtienen los 30 subconjuntos del
conjunto B, Bj y CBj, donde j=1,2,...,30. Cabe remarcar que el conjunto C estara formado
por un CA; y un CB;. En este caso, los pardmetros usados en el algoritmo se calcularon de
manera heuristica de tal forma que el algoritmo detectard al menos 7 elementos del conjunto
Ai 'y a lo méas 3 elementos del conjunto Bi. En este caso los pardmetros utilizados fueron
lh=22,1p=34,13=2,14 =7, Is = 3. Donde: /| es la longitud minima y /; la longitud
maxima de la cadena a buscar, /3 es el discriminante para tratar de caracterizar cada conjunto,
l4 el nimero minimo en A que se busca detectar y /5 el nimero maximo en B que se permiten
detectar. Cabe sefialar que el discriminante Lz = 2 se eligio después de observar que, en este
caso, los valores de los elementos en los vectores Cqy4 — Cap y Cpp — Cpa suelen oscilar en
el rango de cero a seis. A medida que aumentamos el valor de dicho umbral, el nlimero de
cadenas asociadas disminuye. Mientras que para valores de /3 < 1 las cadenas encontradas
estarian la misma cantidad de veces en A y en B, lo que claramente no permitiria hacer una
clasificacion entre estos dos conjuntos.

Ahora, sea K el vector que realizard el seguimiento de los ARNs-Inc detectados. Asi,
para el cédlculo del vector K se iteran los i-€simos y j-€simos elementos de los conjuntos A;,
B Jo CA[ + CB ji

K =[0,0,0,0,0,0]
para i en el rango (30):
para j en el rango (30):
K= K—f—ﬂ(Ai,Bj,CAi—l—CBj)
Claramente, los elementos en CA; deben ser mas probables de ser detectados como
ARNSs-Inc, mientras que los elementos en CB; no lo debieran ser. El algoritmo A4 se puso
a prueba 900 veces y se sumaron los vectores obtenidos para obtener el vector resultante

Ve = [170,381,259,41,2,195], lo cual significa que el segundo elemento es detectado como
un ARN-Inc 381 veces, mientras que el quinto elemento solo se detectd dos veces. Recordar
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que en el conjunto C sus elementos varian en relacién con iy j, asi CA; + CB; es diferente
en cada iteracion. Pero, en el resultado general de detectar los elementos més probables de
ser ARNs-Inc, se tiene que el 77.3 % de las veces la prediccion fue correcta, en contraste con
el 22.7 % en que no lo fue.

Por otro lado, si por ejemplo se fija un valor para el conjunto C coni =3y j =15, es decir,
si se calcula A(A;,Bj,CA3 + CBs) variando i y j en A y B, se obtiene el vector resultante
Ve = [370,406,597,149,0,0], el cual indica que el tercer elemento de CA3, tercer elemento
de V¢, fue correctamente detectado como un ARN-Inc 597 veces de las 900 veces que se
puso a prueba el algoritmo, mientras que el segundo elemento de CB5, quinto elemento de
Ve, no fue detectado como un ARN-Inc ninguna vez. Lo cual implica que el 90.21 % de las
veces los elementos en CA3z fueron correctamente detectados como ARNSs-Inc. Del mismo
modo, poniendo a prueba el algoritmo con otros conjuntos fijos CA;, + CBj, se obtuvo que
el mayor numero de las veces un elemento del conjunto CAjp; es decir, de las primeras tres
posiciones de V¢ puntuaba con el mayor nimero de veces detectado como un ARN-Inc.

Ahora bien, si se analiza solo el elemento con el mayor nimero de veces asignado como
ARN:-Inc y este se asocia a un nuevo vector, Vg, en el cual se asigne el nimero 1 para indicar
que el elemento fue detectado como un ARN-Inc el mayor numero de veces. Por ejemplo, en
el caso V¢ = [70,406,597,149,0,0], se tomara como el ARN-Inc con el mayor nimero de
veces detectado el elemento tres de V¢ obteniendo asi el vector Vg = [0,0,1,0,0,0]. Asi, por
ejemplo, si ahora se pone a prueba el algoritmo 500 veces y se varia el conjunto CA3; +CBs;,
para j = 1,...,500, y por cada iteracion se suma el vector obtenido Vg se tendrd como re-
sultado el vector Vg = [149,170,181,0,0,0], el cual indica que las 500 veces las secuencias
detectadas estan dentro del conjunto de los ARNs-Inc, y al mismo tiempo, que ningtn ele-
mento del conjunto de los ARNs que no pertenecen a los ARNs-Inc fueron detectados como
ARNSs-Inc. Los resultados se muestran en la Figura 5.2 (A), donde A3_1, A3 2y A3_3 repre-
sentan elementos del conjunto A que cambian en cada iteracion, pero se analiza su aparicion
acumulativa, en este caso, las 500 veces fueron detectados como probables ARNs-Inc, lo
cual es correcto dado que son elementos del conjunto A.

A B

Variando el conjunto C: C = CA3j + CB5j, j=500. Fijando el conjunto C: grupo de prueba C original.
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Figura 5.2: Los resultados del algoritmo después de 500 iteraciones: con C = CA3; + CBs;
(en A) y con los datos del conjunto C original (en B), usando NUPACK Web.
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Consiguientemente, se fijo el conjunto C con los datos del conjunto C original y de ma-
nera similar se puso a prueba el algoritmo 500 veces, con el fin de establecer el ntimero de
veces que cada elemento del conjunto C es detectado como un ARN-Inc. Se obtuvo como
resultado:

Vz = [0,0,0,5,306, 189].

Asi, los resultados indican que los ARNs /477, 6754 y 12189, fueron detectados como
ARNs-Inc el 1%, 61.2% y 37.8 % de las veces, respectivamente. Notese que los otros tres
ARNSs no fueron detectados en ninguna ocasién como ARNs-Inc, lo cual es un buen resulta-
do, dado que sabiamos de antemano que tres elementos de este conjunto no eran ARNs-Inc.
Los resultados se muestran en la Figura 5.2 (B). Asi, el algoritmo pudo detectar qué elemen-
tos no pertenecian al grupo de ARNs-Inc y establecié cudles tienen mayor probabilidad de
serlo; a saber, los ARNs 6754 y 12189. Cabe sefialar que dado a que en todas las pruebas
del algoritmo los conjuntos A; y B; son tomados de manera aleatoria, los resultados varian
tras cada prueba; sin embargo, la clasificacion se preserva en la mayoria de los casos. Por
ejemplo, poniendo a prueba una vez mads el algoritmo, con los mismos datos del conjunto C
original se obtiene como resultado:

Vi = [0,0,0,3,291,206].

Asi, los ARNs 6754 y 12189 se mantienen como los mds probables de ser ARN-Inc,
mientras que los tres primeros elementos no lo son. Como se mencioné anteriormente, Ana
Novaicié et al. en [47] validaron conforme a un experimento que el ARN 72789 es un ARN-
Inc, lo cual da certeza a la metodologia establecida y valida los resultados. Con ello, se
sugiere priorizar el andlisis del ARN 6754, mediante ensayos en laboratorio, con el fin de
determinar si es un ARN-Inc, dado que el algoritmo determina que dicho ARN tiene el mejor
puntaje.

Finalmente, se determiné la complejidad temporal del algoritmo!, teniendo en cuenta
el tiempo promedio que tarda el algoritmo en realizar 100 pruebas cuando el nimero de
subconjuntos tomados en cuenta varia entre 16, 18,20, ...,32, podra encontrar los resultados
en la Figura 5.3. Donde, en color rojo se muestra la grifica del polinomio 1.35x% — 12.90x +
172.38 que mejor aproxima los puntos (x;,y;).

x=[16,18,20,22,24,26,28,30,32] , y=[308,367,448,579,639,743,850,972,1165].

Por lo tanto, la complejidad temporal del algoritmo para este conjunto de datos en parti-
cular es O(n?), i.e., el tiempo de ejecucioén del algoritmo crece de manera cuadratica respecto
al tamafio de la entrada n. Incluso, si aumentamos el nimero de ARNSs en los conjuntos A, B
y C, y mantenemos fijo el nimero de conjuntos utilizados para el bootstrapping” (en A y B:
12, y en C: 6) se esperan resultados similares a los mostrados en la Figura 5.3.

'La complejidad temporal establece una forma estandarizada de medir la eficiencia de un algoritmo a me-
dida que aumenta el tamaiio de sus datos de entrada.

2El bootstrapping es un método de remuestreo que permite estimar intervalos de confianza, donde las mues-
tras sucesivas se extraen de nuestra muestra y no de la poblacién de la que procede.
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Figura 5.3: Grafica del polinomio 1.35x> — 12.90x 4 172.38, que mejor aproxima los puntos
(xivyl')'

Como se ha podido observar, el algoritmo nos permite hacer una clasificaciéon usando
como datos las NPPS asociadas a cada elemento de los conjuntos A, B y C. Recordar que
antes de obtener las cadenas en NPPS se deben obtener las NPP asociadas a las estructuras
secundarias de los ARNs para analizar. Dado que existen diversos programas para generar
dichas estructuras, una pregunta que surge de manera natural es ;qué pasa si en el algoritmo
se cambia el programa para obtener las NPP?, ;se podra concluir algo? Pues bien, en la
siguiente seccion se explorard un poco sobre esta idea.

5.1.3. Empleando otros programas de plegamiento

Dado que diferentes programas de plegamiento pueden asociarle a un ARN una diferente
estructura secundaria, se decidié usar el algoritmo siguiendo las ideas de la seccién 5.1.2,
pero ahora usando como programas de plegamiento RNAfold WebServer y rna-state-inf. Ca-
be resaltar que se usaron los mismos pardmetros como en el caso donde se utiliz6 NUPACK
Web:

A(Ai,Bj,CA;+CB;,22,34,2,7,3).

En la Figura 5.4 (A) se muestran los resultados usando RNAfold WebServer y el conjunto
C, como C = CA3; + CBsj, es decir, ARNs-Inc y ARN que no pertenecen al grupo de ser
ARNSs-Inc, ambos conocidos. En este caso, se obtuvo como resultado:

Vg = [164,183,142,3,6,2].

Donde A3_1, A3_2 y A3_3 representan elementos del conjunto A que cambian en cada
iteracion, pero se analiza su aparicién acumulativa, en este caso, 489 veces fueron detectados
como probables ARNs-Inc, lo cual es correcto dado que son elementos del conjunto A. Por
otro lado, B5_1, B5_2 y B5_3 representan elementos del conjunto B que cambian en cada
iteracion, pero se analiza su aparicion acumulativa, en este caso, 11 veces fueron detectados
como probables ARNs-Inc, lo cual no es correcto, teniendo con ello 11 falsos positivos. Es
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decir, el 97.8 % de las veces, los ARNs en el conjunto de ARNs-Inc fueron detectados co-
rrectamente, en contraste con las 11 veces, correspondientes al 2.2 % de las veces, los ARNs
del conjunto que no pertenecian al conjunto de ARNs-Inc fueron erréneamente detectados.

En contraste, la Figura 5.4 (B) muestra los resultados usando RNAfold WebServer y el
conjunto C original. En este caso, se obtuvo como resultado:

Vk =[9,0,0,0,0,491].

Lo cual sugiere que usando RNAfold WebServer, el ARN /2189 es el mas probable de
ser un ARN-Inc, en este caso.

s ~
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Variando el conjunto C: C = CA3j + CB5j, j=500. Fijando el conjunto C: grupo de prueba C original.
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Figura 5.4: Los resultados del algoritmo después de 500 iteraciones: con C = CA3; + CBs;
(an A) y con los datos del conjunto C original (en B), usando RNAfold WebServer.

Por otro lado, en la Figura 5.5 (A) se muestran los resultados usando rna-state-inf y el
conjunto C, como C = CA3; + CBsj; es decir, ARNs-Inc y ARN que no pertenecen al grupo
de ser ARNs-Inc, ambos conocidos. En este caso, se obtuvo como resultado:

Vg = [183,158,155,2,1,1].

Donde A3_1, A3_2 y A3_3 representan elementos del conjunto A que cambian en cada
iteracion, pero se analiza su aparicion acumulativa, en este caso, 496 veces fueron detectados
como probables ARNs-Inc, lo cual es correcto dado que son elementos del conjunto A. Por
otro lado, B5_1, B5 2 y B5_3 representan elementos del conjunto B que cambian en cada
iteracion, pero se analiza su apariciéon acumulativa, en este caso, 4 veces fueron detectados
como probables ARNs-Inc, lo cual no es correcto, teniendo con ello 4 falsos positivos. Es
decir, el 99.2% de las veces, los ARNs en el conjunto de ARNs-Inc fueron detectados co-
rrectamente, en contraste con el 0.8 % que se detectaron falsamente como ARNSs-Inc en el
otro conjunto.

En contraste, la Figura 5.5 (B) muestra los resultados usando rna-state-inf y el conjunto
C original. En este caso, se obtuvo como resultado:

Vg =10,114,103,0,0,283].
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Lo cual sugiere que el ARN /2789 es probable que sea un ARN-Inc. Cabe notar que los
ARNs GRE2 y ECM11, pertenecientes al conjunto de ARNs que no son ARNs del conjunto
de ARNs-Inc, fueron errébneamente detectados, a saber 114 y 103 veces, respectivamente,

-
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Variando el conjunto C: C = CA3j + CB5j, j=500. Fijando el conjunto C: grupo de prueba C original.
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Figura 5.5: Los resultados del algoritmo después de 500 iteraciones: con C = CA3; + CBs;
(en A) y con los datos del conjunto C original (en B), usando rna-state-inf.

Si bien es cierto que existen mas programas de plegamiento para generar las estructuras
secundarias de un ARN, por ejemplo: mFold WebServer [53], mXfold2 [55], SPOT-RNA2
[65] o UFold [66], presentan algiin inconveniente al emplearlos, para este trabajo no se pu-
dieron obtener todas las secuencias del Cuadro 2.1 debido a sus longitudes. Para estos pro-
gramas, la longitud de las secuencias a emplear estd limitada a secuencias con 2400, 2000,
1000 y 600 nucledtidos, respectivamente. Es importante notar que en esta tesis no se busca
establecer qué programa de plegamiento es mejor, sino mas bien, mostrar que la deteccion
de ARNSs-Inc usando la metodologia propuesta, seccion 3.3, y el algoritmo, seccion 4.1 se
preservan aun cuando se usan diferentes programas para plegar las secuencias de ARN.

En todos los casos, los ARNs-Inc conocidos fueron identificados el 100%, 97.8% y
99.2% de las veces, usando NUPACK Web, RNAfold WebServer y rna-state-inf, respecti-
vamente, lo cual refuerza la robustez y confiabilidad del enfoque propuesto en esta tesis.
Como se describi6 previamente, los parametros /;, con i = 1,2,...,5, fueron establecidos
heuristicamente usando NUPACK Web, los cuales se mantuvieron sin cambios al emplear el
mismo procedimiento a RNAfold WebServer y rna-state-inf. Sin embargo, se espera que un
mejor ajuste de dichos pardmetros, de manera particular, para cada programa de plegamiento
podria mejorar su desempeiio de clasificacion. Por otro lado, se puede observar una variacion
en los resultados referentes al grupo de prueba C usando los tres programas de plegamien-
to, la cual es consistente con el hecho de que diferentes algoritmos de plegamiento generan
distintas estructuras secundarias y, consecuentemente, se les asocian diferentes grificas. Por
ejemplo: el ARN 6754 muestra el mayor nimero de estructuras relevantes en comiin con las
estructuras presentes en el conjunto A cuando se analiza con el programa NUPACK Web, lo
que establece que es mas probable de ser un ARN-Inc. Sin embargo, el mismo ARN no fue
identificado como ARN-Inc cuando se usa RNAfold WebServer o rna-state-inf, lo que subra-
ya la influencia del modelo para el plegamiento de la estructura secundaria y los pardmetros
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de energia libre que emplean para generar su representacion grafica, influyendo asi en el re-
sultado de la prediccion. Con esto en mente, una evaluacién més detallada de la sensibilidad
del método propuesto en distintos programas de plegamiento se podria abordar como trabajo
futuro.

5.2. Caso: ARNs-Inc de Homo sapiens

Dado los buenos resultados obtenidos al clasificar ARNs-Inc provenientes de la levadura
S. cerevisiae, mediante la metodologia expuesta en la seccion 3.3, el algoritmo propuesto
en 4.1 y la busqueda usando subconjuntos como en la seccion 5.1.2. Se explor6 el clasificar
ARNs-Inc provenientes de Homo sapiens. Para este fin, se establecieron tres conjuntos de
ARN:Ss, todos pertenecientes a dicho organismo. En el Apéndice D se encuentran los datos de
las secuencias analizadas, asi como el nimero de nucleétidos que las conforman. A saber:

e Grupo control A: consté de 50 secuencias aleatorias registradas en la literatura como
ARNSs-Inc.

e Grupo control B: const6 de 50 secuencias aleatorias registradas en la literatura que no
pertenecen al conjunto de ARNs-Inc, ARNs-otros.

e Grupo de prueba C: consté de 20 secuencias de ARNs también conocidos y seleccio-
nados de manera aleatoria, las 10 primeras de ellas ARNs-Inc, mientras que las 10 restantes
no pertenecen al conjunto de ARNs-Inc.

De manera similar a lo expuesto en la seccion 5.1.2, dado que los conjuntos A y B para
analizar constan de 50 elementos, para validar el anélisis, se seleccionaron de manera alea-
toria 30 subconjuntos con 35 elementos del conjunto A, A; y 30 subconjuntos de solo 10
elementos de A que fueron parte del conjunto de prueba C, CA;, donde i = 1,2,...,30. Cabe
sefialar que los conjuntos A; y CA; son disjuntos. De manera anéloga, se obtuvieron los 30
subconjuntos con 35 elementos del conjunto B, B; y CB;, donde j = 1,2,...,30. El conjunto
C esta formado por un CA; y un CB;. Ademds, el valor para los parametros /4 y [5 son dife-
rentes a los tomados en el caso de analizar los ARNs-Inc de la levadura S. cerevisiae, cuyos
conjuntos A y B poseian 18 elementos. A saber:

50 50

Asi, para este caso se tomaron I4 = 19y /s =8, en vez de 7 y 3. Del mismo modo a
lo expuesto en la seccidn 5.1.2, se defini6 K como el vector que realizé el seguimiento de
los ARNs-Inc detectados en C. Luego, para obtener el vector K se iteraron los i-ésimos y
J-€simos elementos de los conjuntos A;, B;, y se fij6 un valor para el conjunto C coni =3y

j=75:
K =10,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0]

para i en el rango (30):
para j en el rango (30):
K=K+ A4(A;,Bj,CA3+CBs,22,34,2,19,8)

Ahora bien, si se analiza solo el elemento con el mayor ndmero de veces asignado como
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ARN-Inc y este se asocia a un nuevo vector, Vg, en el cual se asigne el nimero 1 para indicar
que el elemento fue detectado como un ARN-Inc el mayor nimero de veces. Por ejemplo,
en el caso V¢ = [70,406,597,149,0,0], se tomara como el ARN-Inc con el mayor nimero
de veces detectado el elemento tres de V¢ obteniendo asi el vector Vg = [0,0,1,0,0,0]. Asi,
por ejemplo, si ahora se pone a prueba el algoritmo 500 veces y se varia el conjunto CA3; +
CBsj, para j=1,...,500, y por cada iteracion se suma el vector obtenido Vg se tendra como
resultado el vector:

Vk = [216,79,75,40,21,22,12,14,11,8,0,0,0,0, 1,0,0,0, 1,0],

el cual indica que 498 veces las secuencias detectadas estdn dentro del conjunto de los
ARNSs-Inc, y al mismo tiempo, que 2 veces los elementos del conjunto de los ARNs que
no pertenecen a los ARNs-Inc fueron detectados como ARNSs-Inc (falsos positivos). En este
caso, el 99.6 % de las veces fueron detectados correctamente como probables ARNs-Inc, en
contraste con el 0.4% de las veces en el que no lo fue. Los resultados se muestran en la
Figura 5.6, donde: A3_1, A3 2, ..., A3_10 representan elementos del conjunto A, y B5_1,
B5.2, ..., B5_10 representan elementos del conjunto B, que cambian en cada iteracion, pero
se analiza su apariciéon de manera acumulativa.

r
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S P P @ @ @ P P ol

ARNs en el grupo de prueba C

\

Figura 5.6: Los resultados del algoritmo después de 500 iteraciones: con C = CA3; +CBs;.

Por otro lado, si se pone a prueba el algoritmo 500 veces y se iteran los i-€simos y j-
€simos elementos de los conjuntos A;, Bj, de 1,...,500. Pero ahora, fijando el conjunto C
como el grupo de prueba C original y por cada iteracion se suma el vector obtenido Vg se
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tendra como resultado:

Vzr =10,0,0,6,0,450,3,0,0,0,1,1,0,0,0,39,0,0,0,0]

En la Figura 5.7 se muestran los resultados. Lo cual sugiere que el ARN Ilnc-INTS14-1:2

es, en este caso, el mds probable de ser un ARN-Inc.

r

ARNs Humanos

300

Puntuacién

200

100

ARNSs en el grupo de prueba C

.

Figura 5.7: Los resultados del algoritmo después de 500 iteraciones: con los datos del con-

junto de prueba C.

El hecho de que el ARN Inc-INTS14-1:2 sea detectado como un probable ARN-Inc es
una buena deteccion, dado que los primeros 10 elementos del conjunto de prueba C son
ARNSs-Inc. En resumen: 459 veces, de las 500, tres de los primeros 10 ARNs se detectaron
correctamente como ARNs-Inc, mientras que 41 veces se tuvieron falsos positivos, es decir,
el 91.8 % de las veces el algoritmo identificé correctamente un ARN-Inc, en contraste con el
8.2 % en el que no lo hizo. Como se puede observar, la metodologia y el algoritmo propuestos
en esta tesis son utiles también en la identificacién de ARNs-Inc provenientes de Homo
sapiens. Con esto en mente, el analizar ARNs-Inc ain no clasificados o asociados a alguna

otra caracteristica funcional se podria abordar como trabajo futuro.
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Capitulo 6

El codigo del algoritmo

Los conjuntos de datos analizados, el algoritmo propuesto y un breve manual para su uso
pueden ser consultados en el siguiente repositorio de GitHub (version en inglés, consultado
el 25 de noviembre de 2025):

https://github.com/Dave-HG/A-graph-based-algorithm-for
-detecting-IncRNAs-through-RNA-secondary-structure-analysis

El algoritmo estd conformado por dos partes:

En la primera parte, dado los grupos control A y B, y el grupo de prueba C, de secuencias
de ARN en NPP se transforman a NPPS, puede encontrar el cédigo correspondiente en la
seccion 6.1.

En la segunda parte, el algoritmo analiza los grupos control A y B para determinar si
es posible que un ARN del grupo de prueba C sea un ARN-Inc, puede encontrar el cédigo
correspondiente en la seccion 6.2.

6.1. De Notacion Punto-Paréntesis a Notacion Punto-Parénte-
sis Simplificada

FEEFEE AR R A R R R R R R R R R R R

1

ESE SRS EEEEEE INICIAN FUNCIONES SRS EEEE 2
3

xSz AR RS 4
### Dada la NPP se obtiene un vector de numeros que la codifican ### 5
RS EEEE S EERERERERRERRARARRERRERARRERRERRRRARRER AR AR ERRERERRERR 6
def dbn2vector (P): 7
p = len(P) 8
PairsP = [] 9
for i in range(p): 10

if P[1i] == ".': 11
PairsP.append ([1i, 1i]) 12

elif P[i] == "' (': 13
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PairsP.append ([i, 1])
elif P[i] == ")":
PairsP.append ([i, -1]

for r in range (p):

if PairsP[r][1] -1:

)

for s in range(r): 20
if PairsP[r-s][1l] == 1: 21
PairsP[r][1] = PairsP[r-s][0] 22
PairsP[r-s][1l] = PairsP[r][0] 23
break 24
return (PairsP) 25
26
FHEEFERE AR AR R R R 27
4 Dado el vector numerico se obtiene la NPP 4 28
FHEEFEEE A AE AR AR R R 29
def vector2dbn (E) : 30
e = len(E) 31
G ="’ 32
for j in range(e): 33
if E[J1[0] == E[J][1]: 34
G = G+’ .7 35
elif E[J]1[0] < E[J]I[1]: 36
G = G+’ (/ 37
elif E[J]1[0] > E[J][1]: 38
G = G+")’ 39
return G 40
41
fitititdiiiiiiiiiiitiiiiiiidiiidididtiiiiiiiiitiiiiiiiiAidi 42
## Se buscan tallos con un par de bases y se eliminan ## 43
ifiiiiitdiiiiiiidiitiitiiiiiiidiiidiiiitiiiiiiiiitiiiiiiiAidi 44
def remstep(E): 45
e = len(E) 46
conte = 0 47
for g in range(e-2): 48
if E[g][0] == E[g][1l] and E[g+1]1[0] != E[g+1][1] and E[g+2][0] == E[g+2][1]: 49
p = E[g+1l][1] 50
conte = conte+l 51
for h in range (conte): 52
g =0 53
while g < e-2: 54
if E[g][0] == E[g][1l] and E[g+1][0] != E[g+1l][1] and E[g+2][0] == E[g+2][1l]: 55
p = E[g+l][1] 56
if E[p-1][0] == E[p-1][1] and E[p][0] != E[pl[l] and E[p+1][0] == E[p 57
+11[1]:

E[g+1][1] = E[g+1][0] 58
E[p][1l] = E[p]I[0] 59
break 60
g = g+l 61
return E 62
63
FHERFH AR AR R R R R R R R 64
# Se eliminan las protuberancias sin dos pares de bases consecutivos # 65
ifitititdtiiiiiiiidiitiiiiiiiiiiiiiiidiiiiiiiiiiiiitiiiiidiiiiiiiiiiitidi 66
def rembulge (D) : 67
E =D 68
n = len(E) 69
cont = 0 70
for g in range(n-2): # Este es un punto E[g+1][0]==E[g+1][1]. 71
if E[g+1][0] == E[g+1][1] and D[g][0] != D[g]l[l] and D[g+2][0] != D[g+2][1]: 72
if abs(D[g]l[1]-D[g+2][1]) < 3: 73
cont = cont+l 74
for h in range(cont): 75
n = len (D) 76
i=20 77
while 1 < n: 78
if D[1][0] != D[i][1] and D[i+1][0] == D[i+1][1] and D[i+2][0] != D[i+2][1]: 79
if abs(D[1i][1]-D[i+2][1]) == 1: 80
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for k in range (n):
if D[k][0] > D[i+1][0]:
D[k][0] = D[k][0]-1
for k in range(n):
if D[k][1] > D[i+1][1]:
D[k][1] = D[k][1]-1
D.remove (D[1+1])
break
if abs(D[1]1[1]-D[1+2]1[1]) == 2:
g=D[i+2][1]+1
Dlg][1l] = D[i+1][0]
D[1+1][1]=D[g]([0]
i = 1i+1
return D

ifdididididdtdddiddtdddidddtdtdidddidddidddsitiiadizadtadddi
# Se agrega un punto en las uniones donde sea necesario #
3z EREREE
def addpoint (E):
n=len (E)
cont3=0
for g in range(n-2):
if E[g][0]!=E[g][1] and E[g+1][0]!=E[g+1][L]:
if abs(E[g][1]-E[g+1][1]) >1:
cont3=cont3+1
for h in range(cont3):
g=0
while g<n:
if E[g][0)!=E[g][1] and E[g+1][0]!=E[g+1][1]:
if abs(E[g][1]1-E[g+1]1[1])>1:
for k in range (n):
if E[k][0]>E[g][0]:
E[k][0]=E[k][0]+1
for k in range(n):
if E[k][1]>E[g][0]:
E[k][1]I=E[k][1]+1
E.insert (E[g][0]+1, [E[g][0]+1,E[g]([0]+1])
break
g=g+1
return E

iz TR TERMINAN FUNCIONES TR HEAEEEEES
FEEF R AR A R A R R R R R R R R

iSSR0 0002222220000 RRRRRRRRRRREEE:
iSRS EE 2] EMPIEZA ALGORITMO (s 222222 8

FEEE AR R R R R R R R R R R R
[EEEEEEi Se agregan los tres conjuntos en NPP: A=AA0, B=BB0 y C=CCO FHEHEEH
FEEE AR R A R R R R R R A R R R A R 4

#AA0 es el conjunto de ARNs-lnc en NPP (Notacion Punto-Parentesis).
NOMLNC=[’ICR1’,’RME2’,’RME3’,’IRT1l’,’TLCl’, 'PWRl’,’RUF5-1','RUF21’,'ETS1-1',’SRG1",
"RUF22'’,’'RUF20’,"ITS1-1","RUF23’,"1ITS2~-1","ETS2~-1","RNAL170","2Z0D1"]

al0="...... (C(f( KEE )))) e !
al=" . ((((((..0 *** . ))))).
az="..... (e KRR !
ad=" ((((..(((. *** . .0)))..
aS=" . (0. . R D I B !
a6b="((((...... KKK ceel)))) T
a7l="........ ((  *xx ) ) ) et
aB=" . (L0 **x )00,

a9=" (e *xx L) 0)))))
alo=".. ((((((C *x )).o..o.. '
all=" . (00 KERE o !
al2=" .. ((((((. **x ... .. ..., '

81
82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
13
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
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al3=" (((CCCCo.  ** ((....))) .

ald="........ (0 FxF )))) e !
ald=" ... ((((( *** ))))))

ale="......... KERE o !
al7=" (((. (0000 *** oo ... .. !

AAO=[a0,al,a2,a3,ad4,a5,a6,a7,a8,a9%,al0,all,al2,al3,ald,al5,al6,al’l]

#BB0 es el conjunto de otros ARNs que no son ARNs-lnc en NPP (Notacion Punto-Parentesis).

149
150
151
152
153
154
155
156
157
158

NOMCOD=["15S ribosomal’,’LSR1’,’Telomerasa’,’SNR86’,'SNR30’,’Small nucleolar SNR30’,’SNRI1939

, " SNR84’,’Small nucleolar SNR84’,’RPM1’,’SNR17B’,’Nuclear RNASE P’,’SNR42’,’NME1’,’'U3

"Small nucleolar U3’,’RNASE MRP’,’SNR83’]

B0=" i KEx o ))))))) ..t
BL=" ((((((.((( *** . ......... ’
P2=" (((((((cvn % (L))o,
b3="..... (oo %% ). '
bd="....... (CC = ).’
D5=" ... ... (0 *** )))))) ...t
D6=" . ((((..(( *** ))))))))).
BT=" ((CCCCCCE * )))0)) ...’
P8=" (L * % )))))een.. ’
bO=" ... Rk 1)) .
BLO=" (((...((( *** )).)))....
PLL=". (((C(CCC **¥x  ))))))))

b12="...... (L0 %% ))) ) eeen, ’
PI3=" .. ((CC((( "% )))eunnn.. ’
bld="......... KxE o)) L))
B15=" ... ((.((( **%x ).))...... '
bL6=" . (((CC((( *** )))).))))’
BL7=" .. ((CCC(C *** ))))))) ...’

BB0O=[b0,bl,b2,b3,b4,b5,b6,b7,b8,b9,b10,bll,bl2,bl3,bl4,bl5,bl6,bl7]

#CCO0 es el conjunto de posibles ARNs-1lnc en NPP (Notacion Punto-Parentesis).
NOMPOSIBLES=['KAP123',’GRE2',’EMC11’, "1477",76754",712189"]

cO="..(((..... FRx L))
cl=" . (((C(((. *** ))) oo, !
c2=" o (0. xx % o !
c3=" ... .. FEE))) oo !
cd="((....... (o !

eS=" (((((( (v *** )))) ..., '
CC0=[c0,cl,c2,c3,c4,c5]
ifiiiiitiitidiiiidiidiididiiidiitiiiiiiiiiiiiiiidiiiidiiidiiiiiiiiAiai

A2 221i Se obtiene la NPPS de: AAO, BBO y CCO SRR L
iddidddddddddiiddddddidiidddddiiiiddddddiiddddddiiidAddadaiaaaaaaaazi

#DD0=AA0 # Se usa para determinar la NPPS del conjunto A (ARNs-1lnc).
#DD0=BBO # Se usa para determinar la NPPS del conjunto B (ARNs-otros).
DD0=CCO # Se usa para determinar la NPPS del conjunto C (posibles ARNs-1lnc).

w = len(DDO)
ARl = []
for 1 in range (w):
AAl.append(’..." + DDO[Ll] + "...")

Reduc=[]

print ("\n==============================================")
print (' Espere por favor, transformando la NPP a NPPS:')
print ("==============================================\n")

’
’

160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
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215

for j in range (w): 216
# Aplicando las reglas de Gan a cada cadena en NPP. 217
P = AA1[]] 218
D = dbn2vector (P) 219
H1 = remstep (D) 220
H2 = rembulge (H1) 221
H3=addpoint (H2) 222
H4=remstep (H3) 223
Ki4=vector2dbn (H4) 224
225

# Cadenas con los mismos caracteres consecutivos se reducen a un solo caracter. 226
aaa=len (K4) 227
B="." 228
for k in range(aaa-1): 229
if K4[k]!=K4[k+1]: 230
B=B+K4 [k+1] 231

print (3,B) # "3" es el numero de la secuencia transformada y "B" su cadena en NPPS 232

print () 233
Reduc.append (B) 234
pass 235
236
iR EEEEEEEEE TERMINA ALGORITMO HhE A EEEEE S 237
ifitiiiiiiidiiiiiiiiiiiiiiiiitiidiiiiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiidtiiiiiiiitiiiiiai 238
L3
6.2. Bootstrapping
FEEAE R AE A E SRR A AR R AR R R R R R A R R R A R 1
FHEFEE RS IMPORTAR LIBRERIAS g2 2221 2
TSRS RS ER R ERSEE R EEERERE 3
import xlwt 4
import numpy as np 5
import random 6
7
8
fiiitdiitidtiidiitididiididiiiiiiiiiidididtiiiiiiiiiitiiiidiiiiiitiiiiiiiiiaiiiiiii 9
(R aEE AR AR AAR EMPIEZAN FUNCIONES HhE A EE S 10
11
(TSR R R ERERSR R ERRERE 12
# compare (seql, seqg2, inf) compara los vectores seql y seq2; cadenas en NPPS, # 13
# para establecer el vector subst; subcadenas compartidas entre ellos, de lon-# 14
# gitud >= inf. # 15
fiiitiiiidtiiiiiiiidiiiiiiiiiiiiiiidiiiitiiiiiiiiiitiiidiiiiiitiiiiiiiiiaiiiiiii 16
def compare (seql,seq2,inf): 17
a=seql 18
b=seq2 19
m=1len (b) # "m" es la longitud maxima de la cadena a buscar. 20
minor=inf 21
subst=[] # "subst" guarda las subcadenas encontradas, pero sin repeticiones. 22
start=[] # "start" es el vector que indica la posicion de inicio de la subcadena. 23
end=1[] # "end" es el vector que indica la posicion final de la subcadena. 24
25
"'’ Busca las subcadenas de longitud mayor o igual que "minor". ’'' 26
for u in range (0, m-minor+1): # "u" es el inicio de la subcadena a buscar. 27
# Empieza en longitud m y termina en longitud "minor™". 28
for v in range(0,u+l): 29
d=b[v:v+(m-u)] # En cada iteracion de "u", la subcadena tiene 30
# la longitud de "m-u". 31
ml=len (d) 32
az2=a 33
c=a2.find (d) # "c" es la primera posicion donde "d" es encontrada. 34
# Si c=-1 entonces "d" no esta en "a2". 35
t=c # "t" guardara la posicion inicial, 36
# mientras que "c+ml" guardara la posicion final. 37
if c>-1: 38

51

IPICyT



if t+1 not in start and t+l+ml not in end:
if d not in subst:
subst .append (d)
pass
start.append (t+1) # Agrega posicion inicial de "d".
end.append (t+1+ml) # Agrega posicion final de "d".
return subst

idiAdAAAaaaa 2200000000020 RRRRRRRRRRRRRRRREEEE

## stnorep (subst) analiza el vector subst y selecciona las cadenas que ##
## no se repiten para establecer el vector comstnotrep; subcadenas com- ##
## partidas sin repeticion. #4#

FHEFERHAEAAEE R H AR R R R R R R R R R R R R
def stnotrep (subst):
comstnorep =[] # Guarda todas las subcadenas compartidas sin repeticion.
s=len (subst)
for j in range(s):
if subst[j] not in comstnorep:
comstnorep.append (subst [J])
return comstnorep

FHERF AR AR R R R R R R R R R
## matrix (comstnorep, set) cuantifica las veces que el elemento 4
## comstnorep[j] esta presente en set[i]. ##
(S EEEEEERREERRRRRERERRRRERERERRRERRRERERREEREREEERRRERE]
def matrix (comstnorep, Set):
data=1[] # "data" sera el vector de longitud "a x s" con el numero
# de veces "cont" que la subcadena comstnorep[]j] esta
# presente en la subcadena Set[i].
a=len (Set)
s=len (comstnorep)
for i in range(a):
for j in range(s):
cont=Set [i].count (comstnorep([]j])
data.append (cont)
Data=np.array (data) .reshape(a,s) # Transforma el vector "data"
# en una matriz de "a x s".
return Data

A3z SRR 22220 TERMINAN FUNCIONES iZEEEE223222 221
FHEFEA A HEE AR A R R R R R R R R R R R

FHEHE R AR R R AR R R R R R R R R R R R R R R R
RS TEEE RS Generar el .xls con los resultados HhEEdE AR
FHEHE R HE R R R R A R R R R R R R R R R
# Crear el libro y la hoja.

libro = xlwt.Workbook ()

hoja = libro.add_sheet (’Sheet 1)

# Escribir los datos en celdas.
hoja.write (0, 0, 'Ronda j’)

hoja.write (0, 1, ’'Vector K’)
hoja.write (0, 2, ’'Vector V_R en ronda j')

iSSR0 0002222220 RRRRRRRRRRREREREEE:
(s R0 EMPIEZA ALGORITMO (AR R

HEEE R AR R A R R R A R R R A R R R R R R
(&2 23 Se agregan los tres conjuntos en NPPS: A=AAQ, B=BB0 y C=CCO FHEH#
FEEE R AR R A R R R R A R R R R R R R R

al=". (. (. (. (.0 **% (.(.(.).0)."
al=".(.(.).(.( *** (.).).).)."
a2=" . (. (.(.(.) **x )y .(.0).0) .
al=" (. (. (. (o FF (L) ) ) )
ad=". (. (. (. (. **% ).y )00
ab=". (. (. (. (.0 ** ).).).).) .
ab=".(.(.(.).( *** (.).).).)."

39
40
41
42
43

45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
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a7l=".(.) (. () KR (L)) ) )T
ag8=".(.(.(.).) *** (.).).).)."
a%9=".(.) . (. () *** ).y .0
alo=".(.).(.( FrRE )L (0) ) )T
all=".(.(.(.( FAx ) ) 0) ) )
alz=".(.) (. (. ** ). (.).).) .7
al3=".(.).(.(. *** ).y .(.).
ald=".(.(.(.( FrRE) L)L) ) )T
als=".(.).(.( FERE) (L)L ()T
alée=".(.(.(.). *** )y.).(.).).
al7=".(.(.).)."

AAO=[al0,al,a2,a3,ad4,a5,a6,a7,a8,a9,al0,all,al2,al3,ald,al5,al6,al’]

bO=" . (. (. (. (. ( *** ()
bl=".(.(.(.).) *** (.)0) )
b2=" (. (. (. (. *x )y ()
b3=" (. (. (. (. *** ) (. ()0
bd=" (. (. (. (. ( **~* () ) ) )
bS=". (. (. (.(.( ** ).).).) ).
be=".(.(.(.(.( *** )y.).).(.)."
b7=".(.(.(.(.) FRx o)) L)) )
b8=".(.(.(.(.) FrxE) ) () )T
b9=" . (. (. (.(.) FrE ) L)) )T
b10=". (. (. (. (. *x*x (o)) o))
bll=".(. (. (. (. *** () (o))
bl2=" (. (. (. (. **x () ) )0
b13=".(. (. (. (. *** () )
bld=".(.) . (. (. *** ).).).).) .
bl5=" . (. (. (. (. **x* () )
blée=".(. (. (. (. *** [P A D B
bl7=".(. (. (. (. **x* () ) o)

BB0O=[b0,bl,b2,b3,b4,b5,b6,b7,b8,b9,b10,bll,bl2,bl3,bl4,bl5,bl6,bl7]

# Posibles ARNs-lnc.
NOMPOSSIBLES=['KAP123’,’'GRE2',"EMC11","1477",76754",712189"]
cO=".(.).(.(.¢( KrE ) L) L)) L)
cl=" (. (. (. () *** ). (.(.).)
c2=".(.).(.(.) KKK ). (L))t
c3=" (. () ) R (L)) ) )
cd=".(.(.(.(.) Korx ) o)) ) )
cS5=" (. (. (. () xR () .) . ()

CCO0=[cO0,cl,c2,c3,cd4,ch] #Los primeros tres no pertenecen a los ARNs-1lnc.

print ("\n=====================================================")
print (' Espere por favor, analizando los conjuntos de datos:’)
print ("s====================================================\")

DDS1=AA0 # "DDS1" es el vector de A con las secuencias en NPPS.
DDS2=BB0 # "DDS2" es el vector de B con las secuencias en NPPS.

ifiiiididiiiididdtdiaddRiAEAi
# Restriccion:
iR AR RRERE R

10=16 # "10" es la longitud minima de la subcadena repetida que sera buscada.

iiiidddtdddidddttdtdiidddtddtiiiddttddiiiddttdtiiiddiitiiiidditiitiiiiiiiiiiiiiai
HhEdEEEEEE Compara las subcadenas en NPPS de cada conjunto HhEEE S
idiidddtdddiidddtdddiidddtddtiiddttddiiddttditiiiddiditiiiiddttdtiiiiddtiiiiiiai
Ing = len(AAO) # Note que len(AAO)=len (BBO).

shseqg2l=[] # Guarda todas las secuencias compartidas de A con repeticiones.
shseqg22=[] # Guarda todas las secuencias compartidas de B con repeticiones.

for im in range (lng):

107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
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for jm in range (lng-im-1):
fl=compare (DDS1[im],DDS1 [im+jm+1],10)

shseq2l.extend (fl) # Agrega la subcadena compartida de A de longitud >= 10.
f2=compare (DDS2[im],DDS2 [im+jm+1],10)
shseq22.extend (£2) # Agrega la subcadena compartida de B de longitud >= 10.

# Remover las subcadenas repetidas en el conjunto de subcadenas compartidas:

SNR21l=stnotrep (shseq2l) # Secuencias repetidas de A.
SNR22=stnotrep (shseq22) # Secuencias repetidas de B.
rl=len (SNR21)
r2=1en (SNR22)

iZdidiiiiddiidiiiidiidiiiitiididiiiidididiiitiidtiiiiiddiidiididiiidtidiiddi
### Tomando subcadenas de longitud entre 11 y 12 con 10 < 11 < 12 $##
iZdidiiidddiidiiiddiddiidtidddtdtidididiidtdidtiddiddiidiididiidtdddzddi

E2 2222222 EEE:
# Restriccion:

ES 2SS EEE:
11=22

12=34
FHEFEEEAE A

SSRRA=[] # SSRRA son las cadenas con longitud entre 11 y 12 de SNR21.

for 11 in range(rl):
long=len (SNR21[11])
if 11 <= long <= 12:
SSRRA.append (SNR21[111])

SSRRB=[] # SSRRB son las cadenas con longitud entre 11 y 12 de SNR22.

for 11 in range(r2):
long=len (SNR22[11])
if 11 <= long <= 12:
SSRRB.append (SNR22[11])

SRRt R sttt Rttt Rttt ittt sttt Rttt

# Se toman aleatoriamente (quantity=30) subconjuntos de (numelements=12) #
# elementos de A, Ai, y 30 subconjnutos de (to_C=3) elementos de A, CAi. #
# Los conjuntos Ai y CAi son disjuntos. #
# Similarmente se obtienen los subconjuntos Bj y CBj para j=1, 2, ..., 30 #

FHAHE AR R AR R AR R R A R R R R A R R R A R R R R R A 4

iZiidddddddtddsddtdddddididddddddii
# Generar conjuntos aleatorios:
HEEEE AR A
quantity=30

numelements=12

to_C=3

[ZZEE s RRRRRRRERRE

print (' Usando’,

quantity,’subconjuntos con’,numelements,’elementos de A,’,
quantity,’subconjuntos con’,numelements, 'elementos de B y’,
quantity,’subconjuntos con’,2*to_C, ’'elementos’, to_C, ’'de A y’, to_C, ’'de B.')
print ()

hits=0 # "hits" mantiene el seguimiento del numero de las veces
# que se detecto correctamenete un ARN-lnc.
p0=0 # "pj" mantiene el seguimiento del numero de las veces
# que el elemnto "j" de "CCO" es detectado como un ARN-1lnc.
pl=0
p2=0
p3=0
p4=0
p5=0

n = len (AAOQ)

175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
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tod = list (range(n)) 243
prom=0 244
245

246

FhEHAE AR 247
trials=500 # Las veces que sera puesto a prueba el algoritmo: 248
# trials=500 $\mathcal{A}(A_i,B_3J,CA_3+CB_5)S. 249

FhEHAE A 250
251

for w in range(trials): # Variar RC=X[w] en cada iteracion. 252
253

ifiiiididtiiiiiiddiitidtiddiddididiitdtiitdtidtiidiitiiiiiididiiiiiiiiiiiiiiiidi 254
## Generar aleatoriamente la lista de numeros, la cual sera usada 4 255
## para obtener $A_i,CA_i, B_j,CB_3j$ # i 256
ifiiiidtdiiiiiiidiiiitidtdidiiiiiiiiititiitiidiiidiitiiiiididiiiiiiitiiiiiiiiidi 257
258

ranA=[] 259
ranB=[] 260
raaC=1[] 261
rabC=[] 262
for k in range (quantity): 263
raA=[] 264
raB=[] 265
raC=[] 266
rbC=1[] 267
268

while len(raA)<numelements+to_C: 269
af=random.choice (tod) 270

if af not in rahA: 271
raA.append (af) 272
ranA.append (raA[0:numelements]) 273
raaC.append (raA[numelements:numelements+to_C]) 274
275

while len(raB)<numelements+to_C: 276
ag=random.choice (tod) 277

if ag not in raB: 278
raB.append (ag) 279
ranB.append (raB[0:numelements]) 280
rabC.append (raB[numelements:numelements+to_C]) 281
282

RA=ranA # "quantity" subconjuntos con "numelements" elementos de A. 283
RB=ranB # "quantity" subconjuntos con "numelements" elementos de B. 284
RaC=raaC # "quantity" subconjuntos con "to_C" elementos de A. 285
RbC=rabC # "quantity" subconjuntos con "to_C" elementos de B. 286
287

n24=0 # "n_3J" cuantifica el numero de veces que el $j$-esimo ARN del conjunto $C$ 288
# es detectado como un ARN-lnc. 289

n25=0 290
n26=0 291
n27=0 292
n28=0 293
n29=0 294
295

ifiiiidtdiiiiiiidiiiitididiiiiiiiiititiititidiiidtiitiiiiiiidiiiiiiiiiiiiiiiidi 296
HHEEEEEE EL ALGORITMO $\mathcal{A}(A_i,B_j,CA_3+CB_5)$% AR 297
for x in range(quantity): 298
for y in range (quantity): 299
300

FREFFAHE AR AR AR R R R R R R R R R 301

## Obtener los conjuntos: $A_x,CA_x, B_y,CB_y$ y $D=A_x + B_y+,CA_x, + CB_y$ ## 302
FREFEAHE AR AR AR R R R R R R R R A R R R 303
RAAO=1] 304
RBBO=1[] 305
RCCO=1] 306

for j in range (numelements): 307
RAAO.append (AAO[RA[x][J]11]) 308
RBBO.append (BBO[RB[y][j]]) 309

310
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RC=RaC[3]+RbC[5] # Se fija el tercer conjunto como: SCA_3+CB_5$

for j in range(to_C):
RCCO.append (AAO[RC[]]])

for k in range(to_C):
RCCO.append (BBO[RC[2+k]])

FEEHFE R AR AR R R S
# AQUI SE ELIGEN CUAL CCO SERA USADO #
AR R R RS
#DD0=RAA0+RBBO+RCCO # Use este conjunto como DD0O para usar

# CCO con el bootstrapping.
DD0=RAAO0+RBBO+CCO # Use este conjunto como DDO para usar

# CCO como el conjunto de posibles ARNs-1lnc.

iSRS ER R
# Calcular las matrices: SM_{AA}S$S, SM_{AB}S, SM_{BB}S y SM_{BA}S #
FEEF AR A R AR R R AR AR R R R R R A R R

SSRRAenA=matrix
SSRRAenB=matrix
SSRRBenB=matrix
SSRRBenA=matrix

SSRRA, RAAOQ
SSRRA, RBBO
SSRRB, RBBO

(
(
(
(SSRRB, RAAD

)
)
)
)

# Calcula los vectores: SC_{AA}S, S$SC_{AB}S$, S$C_{BB}S$ y S$SC_{BA}S.
SumColAnA=np.sum(SSRRAenA, axis=0)
SumColAnB=np.sum(SSRRAenB, axis=0)
SumColBnB=np.sum(SSRRBenB, axis=0)
SumColBnA=np.sum(SSRRBendA, axis=0)

# Determinar: S$C_{AA}-C_{AB}S$ y SC_{BB}-C_{BA}S.
difSSRRA=SumColAnA-SumColAnB
difSSRRB=SumColBnB-SumColBnA

sz ARRR AR
# Restriccion:

FEEHAE A A
13=2

FHEHAE A

# Determinar: $S"{'}_{A}S$S v $S"{'}_{B}S.
L=len (SumColAnA)
NEWSSRRA=[] # Es el nuevo vector S$S°{’}_{A}S.

for j in range (L):
if difSSRRA[J]>=13:
NEWSSRRA.append (SSRRA[]])

LL=len (SumColBnB)
NEWSSRRB=[] # Es el nuevo vector $S"{’'}_{B}S.
for j in range (LL):
if difSSRRB[j]>=13:
NEWSSRRB.append (SSRRB[J1)

# Calcular las matrices: SM"{’}_{AA}S, SM"{'}_{BB}S, SM"{'}_{AD}S,
NEWSSRRAenA=matrix (NEWSSRRA, RAAQ)
NEWSSRRBenB=matrix (NEWSSRRB, RBBO)
NEWSSRRAenC=matrix (NEWSSRRA,DDO)
NEWSSRRBenC=matrix (NEWSSRRB, DDO)

# Calcular los vectores: $R_{AA}S$, SR_{BB}$, SR_{AD}S$ y SR_{BD}S.
sumrowNEWSSRRAenA=np.sum (NEWSSRRAenA, axis=1
sumrowNEWSSRRBenB=np.sum (NEWSSRRBenB, axis=1)
sumrowNEWSSRRAenC=np.sum (NEWSSRRAenC, axis=1)
sumrowNEWSSRRBenC=np.sum (NEWSSRRBenC, axis=1)

# Calcular el primer cuartil en A, $Q1_AS$, y en B, $Q1_BS.
gla=np.quantile (sumrowNEWSSRRAenA, .25)
gqlb=np.quantile (sumrowNEWSSRRBenB, .25)

311
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314
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320
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323
324
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335
336
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338
339
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342
343
344
345
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348
349
350
351
352
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354
355
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357
358
359
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y SM™{’"}_{BD}S 364
365
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377
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379
# Determinar si la $i$-esima entrada de S$R_{ADi}$ y SR_{BDi}$ satisface la 380
restriccion:

# SR_{ADi}>0.5*Q1_AS$ SR_{BDi}<1.5*Q1_BS. 381

cc=len (DDO) 382

vector=[] # Guarda los ARN de $C$ que satisacen la restriccion. 383

vectorA=[] # Guarda los ARN de $AxS$ que satisacen la restriccion. 384

vectorB=[] # Guarda los ARN de $By$ que satisacen la restriccion. 385

for kk in range (cc): 386

if ((gla *.5)<= sumrowNEWSSRRAenC[kk]) and (sumrowNEWSSRRBenC[kk] <= (glb*1.5)) 387

vector.append (kk) 388

if (kk<= len (AAQ)): 389

vectorA.append (kk) 390

if ( len(AAO)+1<=kk<= 1len(AAOQ)+ len (ARQ)): 391

vectorB.append (kk) 392

393

# Determinar si los numeros S$SN_A=len (vectorA)$ y SN_B=len (vectorB)S$ 394

# de elementos de $AS$ y $BS$, satisfacen la restriccion: 395

# SN_A\geq 1_4=7$ and S$N_B\leqg 1_5=3$. 396

397

sz AR AR AR 398

# Restriction: 399

HEEFAE A 400

14=17 401

15=3 402

s dE AR AR EAR AR AR 403

404

if (l14<= len(vectorA)) and (len(vectorB) <= 15): 405

# "n_3j" cuantifica el numero de veces que el $j$-esimo ARN del conjunto $C$ 406

# es detectado como un ARN-lnc. 407

if 24 in vector: 408

n24=n24+1 409

if 25 in vector: 410

n25=n25+1 411

if 26 in vector: 412

n26=n26+1 413

if 27 in vector: 414

n27=n27+1 415

if 28 in vector: 416

n28=n28+1 417

if 29 in vector: 418

n29=n29+1 419

420

list=[n24,n25,n26,n27,n28,n29] # E1 conjunto S$K$. 421

aaa=np.amax ([n24,n25,n26,n27,n28,n29]) 422

bbb=np.amax ([n24,n25,n26]) 423

if aaa==bbb: 424

hits=hits+l 425

426

position=1list.index (aaa) 427

if O==position: 428

pO0=p0+1 429

if l==position: 430

pl=pl+l 431

if 2==position: 432

p2=p2+1 433

if 3==position: 434

p3=p3+1 435

if 4==position: 436

pd=pd+l 437

if 5==position: 438

p5=p5+1 439

440

V_R=[p0,pl,p2,p3,pd4,p5] # El conjunto S$V_RS. 441

print (' Resultados de la ronda’,w+l,’:’,1list, ’. Aqui, es detectada como ARN-1lnc la 442
secuencia numero:’, position+l)

print (' Resultados acumulativos’,V_R) 443

print () 444
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445
# Guardar los resultados en el libro. 446

hoja.write(w+l, 0, w+l) 447
hoja.write(w+l, 1, str([n24,n25,n26,n27,n28,n29])) 448
hoja.write(w+l, 2, str([pO,pl,p2,p3,p4,p5]1)) 449

450

libro.save (' Resultados.xls’) 451
452

RS R TERMINA ALGORITMO FhHEEEE ALY 453
FEEF A AR AR R R R R R R R R R R A R R 454

6.3. Para usar el algoritmo

Para usar el algoritmo, por ejemplo para el caso de ARNs-Inc de S. cerevisiae, en su
version en Inglés, ingresar al repositorio de GitHub:

https://github.com/Dave-HG/A-graph-based-algorithm-for
-detecting-IncRNAs-through-RNA-secondary-structure-analysis

Seleccionar la carpeta S. cerevisiae.

Descargar todos los archivos presentes, en este caso: From_DBN_to_SDBN.py, Boots-
trapping Algorithm A.py, Data Nupack.xls, Data RNAfold.xls, Data RNAstate.xls. Y seguir
las siguientes instrucciones (mostradas en el archivo README.md):

1. Usar un programa de plegamiento, como NUPACK Web, para dados los datos de las
secuencias de ARN en los conjuntos A, B y C obtener sus correspondientes conjuntos en
NPP: A, By C. Puede usar las secuencias preestablecidas de los archivos: Data Nupack.xls,
Data RNAfold.xls o Data RNAstate.xls.

2. Ingresar los conjuntos en NPP en el archivo From_DBN_to_SDBN.py (lineas 127-187)
para obtener los conjuntos A, By C en NPPS.

3. Ingresar los conjuntos en NPPS en el archivo Bootstrapping Algorithm A.py (lineas 74-
127) para obtener el vector Vg con los resultados.

Los valores de los parametros de /1 a I5 y trials pueden ser cambiados en:

[1 en linea 195.
> en linea 196.
I3 en linea 353.
I4 en linea 402.
I5 en linea 403.
trials en linea 249 (Nuimero de veces que el algoritmo seré ejecutado, por defecto trials=500).

4. Los resultados pueden ser consultados en el archivo Results.xls

De manera similar, para usar el algoritmo para el caso de ARNs-Inc de Homo sapiens, selec-
cionar la carpeta Humans, descargar los archivos presentes y seguir las instrucciones mos-
tradas en el archivo README.md.
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Capitulo 7

Conclusiones

Con la finalidad de analizar las similitudes estructurales entre secuencias de ARNSs, se
empled el marco tedrico de Gan et al. [4], el cual consiste en asociar una grafica de arbol
con raiz a una estructura secundaria de ARN, para con ello, estimar el repertorio de las
estructuras secundarias del ARN y mostrar que las graficas de arbol de ARNs conocidos
representan un pequefio subconjunto de todos los posibles motivos estructurales. Por lo tanto,
algunos de los motivos estructurales faltantes podrian representar nuevos ARNs disefiados.
Basandonos en estas ideas, en esta tesis, se establecieron algunas reglas partiendo solo de
una estructura secundaria en NPP asociarle su NPPS. Ademas, se propuso un algoritmo que
permite encontrar cadenas compartidas entre elementos de dos conjuntos de ARNSs, con el
objetivo de establecer algunos pardmetros que permitan diferenciar elementos entre ambos
conjuntos de ARNS.

Dicho algoritmo fue probado con tres conjuntos de datos, los cuales fueron secuencias
de ARNSs pertenecientes al organismo S. cerevisiae, dos grupos control: A y B, y el otro,
el grupo de prueba C, expuestos en el Cuadro 2.1. Resumiendo, se obtuvo un conjunto de
cadenas que permiten determinar cudndo una secuencia de ARN es mds probable que sea
un ARN-Inc. Cabe remarcar que usando como conjunto C = CA;, +CBj,,, para ip y jo fijo,
el algoritmo detect6 correctamente los ARNs que eran mas probables de ser ARNs-Inc con
porcentajes de precision cercanos al 95 %, independientemente del programa de plegamiento
que se emplee, en este caso NUPACK Web, RNAfold WebServer y rna-state-inf.

Como resultados, se establecié que los ARNs 6754 y 12189 son candidatos idoneos a ser
ARNSs-Inc. Es importante notar, que en 2020 Ana Novaicic et al. [47] validaron conforme a
un experimento que el ARN 72789 es un ARN-Inc, lo cual sirve de soporte a la metodologia
propuesta. Asi, dados los resultados, se sugiere que la metodologia y el algoritmo propuestos
pueden servir como una valiosa herramienta computacional para la identificacién de ARNs-
Inc pertenecientes a la levadura S. cerevisiae. Con ello, se establece que es muy factible
analizar experimentalmente el ARN 6754, con el fin de establecer si es un ARNs-Inc. Por
otro lado, al emplear la metodologia y el algoritmo para la identificacion de ARNs-Inc perte-
necientes a Homo sapiens los resultados indican que también es posible identificar ARNs-Inc
de este organismo con un porcentaje de precision cercano al 92 %.
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Una diferencia importante entre el enfoque de Gan en el que exploran el panorama global
de los motivos estructurales del ARN y el enfoque de Siyu et al. [12] que se basa en la
composiciéon de secuencias y en el aprendizaje automatico para la prediccion de ARNs-
Inc, el trabajo presentado en esta tesis expone una estrategia fundamentalmente diferente. A
saber, se defini6 un algoritmo basado en una serie de reglas que generan una representacion
en punto paréntesis de una secuencia de ARN e identifica patrones estructurales compartidos
entre dichas secuencias; proporcionando con ello, una metodologia directa que se centra en
las estructuras principales para distinguir clases funcionales en el ARN y determinar nuevos
candidatos idoneos a ser ARNs-Inc con un nivel de confianza del 95 %.

En resumen, utilizando la informacidén de la estructura secundaria del ARN, se identifi-
caron ARNs que comparten caracteristicas estructurales con los ARNs-Inc reportados en la
literatura, por ende, estos ARNs son mas probables de que compartan alguna funcionalidad.
Si bien, este analisis se centré en los ARNs-Inc, la metodologia y el algoritmo propuestos
pueden aplicarse para explorar otras funcionalidades de los ARNSs, lo que abre una puerta a
nuevas aplicaciones en la biologia del ARN. Como un ejemplo de ello, estudios recientes han
demostrado que las células tumorales secretan ARNs-Inc en fluidos bioldgicos humanos en
forma de microvesiculas, exosomas o complejos proteicos. Estas moléculas son secretadas
en forma de ARNSs-Inc circulares que permanecen en un estado estable y no son degradadas
por las enzimas del ARN. Tales ARNs-Inc circulares pueden servir como biomarcadores en
la deteccion de cancer Hu et al. en [67] demuestran que los ARNs-Inc: SPRY4-IT1, ANRIL
y NEAT] exhiben una alta especificidad y sensibilidad en el cdncer de pulmén de células no
pequeiias (NSCLC), sugiriendo su uso potencial como nuevos marcadores en el diagndstico
de NSCLC. Similarmente, en el caso de cdncer de mama, Xu et al. en [68] comparan los
valores ROC y AMC de ARNs-Inc con algunos marcadores tumorales séricos mds comunes
y demuestran que el ARN-Inc RP11-445H22.4 muestra una alta especificidad y sensibilidad.
Con ello en mente, el algoritmo propuesto en esta tesis, podria ser potencialmente aplicado a
identificar nuevos ARN-Inc con estructuras similares a los asociados con tumores malignos.

Como trabajo a futuro, se buscard mejorar las predicciones del algoritmo incorporando
algunas otras caracteristicas. Por ejemplo: analizando la energia libre, cuantificando los mo-
tivos estructurales, homogenizando los conjuntos para analizar, buscar si estan presentes los
marcos de lectura abiertos (ORFs) o inclusive analizar la preservacion de las regiones exoni-
cas. Al mismo tiempo, explorar el andlisis de secuencias de ARNs provenientes de otros
organismos, por ejemplo: humanos y plantas. Del mismo modo, dado que se mostr6 que el
algoritmo es de utilidad para la clasificacién de conjuntos de ARN con alguna propiedad que
relaciona su estructura con su funcionalidad, se trabajard en automatizar la eleccién de los
parametros de control: [y, [, I3, l4 y I5, con el fin de mejorar tanto los tiempos de ejecucion
del algoritmo, asi como las predicciones; para dicha tarea, se realizara un anélisis estadistico
mas profundo con la finalidad de establecer los pardmetros que permitan alcanzar el objetivo
de control deseado. Asi, con todo ello, ampliar la utilidad y aplicabilidad de la metodologia
y del algoritmo propuestos en esta tesis.
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Abstract

Non-coding RNAs (ncRNAs) are invelved in many biclogical processes, making their
identification and functional characterization a priority. Among them, long non-coding
RNAs (IncRNAs) have been shown to regulate diverse cellular processes, such as cell
development, stress response, and transcriptional regulation. The continued identification
of new IncRNAs highlights the demand for reliable methods for their detection, with
structural analysis offering insightful information. Currently, IncRNAs are identified
using tools such as LncFinder, whose database has a large collection of IncRNAs from
humans, mice, and chickens, among others. In this work, we present a graph-based
algorithm to represent and compare RNA secondary structures. Rooted tree graphs were
used to compare two groups of Saccharomyces cerevisise RNA sequences, IncRNAs and
not IncRNAs, by searching for structural similarities between each group. When applied
to a novel candidate sequence dataset, the algorithm evaluated whether characteristic
structures identified in known IncRNAs recurred. If s0, the sequences were classified
as likely IncRNAs. These results indicate that graph-based structural analysis offers a
complementary methodology for identifying IncRNAs and may complement existing
sequence-based tools such as IncFinder or PreLne. Recent studies have shown that tumor
cells can secrete IncRNAs into human biological fluids forming circulating IncRNAs which
can be used as biomarkers for cancer. Our algorithm could be applied to identify novel
IncRNAs with structural similarities to those associated with tumor malignancy.

Keywords: RNA; IncRNAs; secondary structure; roated tree graphs; algorithm; Saccharomyces
cerevisiae

MSC: 90C35; 92B9Y

1. Introduction

It has been established that non-coding RNAs (ncRNAs) are involved in several cellular
processes. For example, they are known to be key players in cell differentiation, cell lineage
choice, and organogenesis [1-3]. Bernstein et al. [4] suggest that transcriptional ncRNAs
are more closely related to biological processes than previously believed. For their study,
RNAs have been categorized into the following two groups [5]: ncRNAs with less than
200 nucleotides, for example, microRNAs (miRNAs) or small RNAs (sRNAs), and ncRNAs
with more than 200 nucleotides, known as IncRNAs. Given the importance of IncRNAs, it
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Estructura primaria del ARN

La estructura primaria del ARN se refiere a la secuencia que describe a dicho ARN
mediante la disposiciéon de las cuatro bases nitrogenadas que lo componen: adenina (A),
citosina (C), guanina (G) y uracilo (U) [28], la cual se representa mediante los datos de la
secuencia contenidos en el formato FASTA.

Un primer acercamiento que se realizé para establecer una caracterizacion desde un enfo-
que tedrico, fue determinar si dados dos grupos de ARNS, con ciertas propiedades cada uno,
se podian diferenciar por medio del nimero total de cada base nitrogenada que los compo-
nen; para ello, se cont6 el nimero total de bases nitrogenadas A, C, Gy U en los datos de
las secuencias que conforman los grupos control A y B, del Cuadro 2.1, y se analizaron los
resultados.

Asi, se conto la cantidad de letras: A, C, Gy U de cada secuencia de ARN que conforman
los grupos control y se normalizo el resultado, el Ejemplo 13 muestra como se llevo a cabo
dicho conteo usando como base el ARN ICR! del grupo control A.

Ejemplo 13. Usando como base la secuencia del ARN ICRI, se conto el niimero de letras
A que lo conforman, en este caso 919, mientras que la longitud de su secuencia fue de 3199
nucleotidos. Ast, para normalizar el resultado y obtener el porcentaje de letras A que la
conforman se calculo Ny:

Ny = (niimero de A’s / longitud de la secuencia)*100 = (919/3199)*100 = 28.73

Es decir, el 28.73 % de la secuencia estd conformada por adenina (A).

Ahora, como en el Ejemplo 13, se realiz6 el calcul6 para todas las cadenas de dicho grupo
analizando las cuatro bases nitrogenadas y se obtuvo su suma porcentual, los resultados se
muestran en la Figura B.1 (A). De manera andloga, se realiz6 el anélisis para las cadenas del
grupo control B, los resultados se muestran en la Figura B.1 (B).
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Resultados: grupo control A Resultados: grupo control B
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Bases nitrogenadas Bases nitrogenadas

Figura B.1: Porcentaje de nucleétidos en el grupo control A (en A) y B (en B).

Como se puede observar, no existe una diferencia notoria entre el porcentaje de nucledti-
dos que conforman a los elementos del grupo control A y B. Asi, con este andlisis no se
puede establecer una caracterizacion.

Por otro lado, dado que buscar y cuantificar la existencia de cada letra no proporciond
mucha informacidn, se buscé otra forma de abordar este problema. Para ello, ahora se analiz6
la bisqueda de letras, pero formando palabras, es decir, concatenando algunas de las cuatro
letras y ver si estas estdn contenidas o no en alguna otra secuencia. Es claro, que la palabra
de longitud uno es solo una letra en este caso: A, C, G o U. Notar, que a menor longitud de
la palabra a buscar la probabilidad de que aparezca en otra u otras cadenas es mayor. Asi, lo
conveniente es buscar palabras no tan cortas para tratar de establecer una relacion entre las
secuencias.

Tomando como referencia los grupos control A y B, del Cuadro 2.1, se buscé el nimero
de palabras con longitud L que se comparten entre cada grupo control. Los resultados se
muestran en el Cuadro B.1.

Cuadro B.1: Numero de palabras encontradas.

Nimero de palabras de longitud L
Grupocontrol [| L>10 [ L>15 | L>30 | L>45 | L>100
200 1 0 0 0
140 12 8 6 4

oo TR

A saber, en el grupo control A se encontraron 200 palabras de longitud L > 10 que se
compartian entre sus secuencias, mientras, que en el grupo control B se encontraron 140 pa-
labras. Lo cual era de esperarse, dado que una cadena de longitud 10 es una cadena corta
y por ende muy probable de que aparezca varias veces. Tratando de mejorar la busqueda,
se vari6 la longitud de las palabras a buscar y por ejemplo, al buscar palabras de longitud
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L > 15 se obtuvo que en el grupo control A solo se encontré una palabra de esa longitud,
mientras, que en el grupo control B se encontraron 12 palabras. Los resultados en el Cuadro
B.1 sugieren que la probabilidad de que una palabra aparezca se reduce a medida que au-
mentamos un poco la longitud de la palabra a buscar. Asi, no se pudieron establecer palabras
que aportaran informacién para poder hacer una distincién entre los dos grupos analizados.
Por otro lado, a lo més se compartian secuencias de longitud L = 16. Sin embargo, en el
grupo control B hay algunas secuencias de longitud L > 16 y esto se debe a que algunas
secuencias que conforman dicho grupo son muy parecidas unas con otras, por ejemplo: el
ARN SNR30 tiene solo tres nucledtidos més que el ARN Small Nucleolar SNR30, de 609 y
606 nucledtidos respectivamente, asi, en este caso la cadena que comparten es una de 606
nucledtidos de longitud. Casos similares ocurren al comparar el ARN SNR84 con el ARN
Small Nucleolar SNR84, de 550 y 537 nucleétidos respectivamente, y el ARN NMEI con el
ARN RNASE MRP, de 340 y 332 nucledtidos respectivamente. Mientras que al comparar el
ARN U3 con Small Nucleolar U3 comparten subcadenas no tan cortas ya que difieren solo
en pocos nucledtidos una de la otra.

Finalmente, con el andlisis de la estructura primaria del ARN no se pudo establecer
alguna forma de caracterizar a los elementos de cada grupo. Si bien, el ARN es una molécula
simple, aun se trata de entender las formas en que realiza muchas de sus funciones. Hasta
ahora, se sabe que las modificaciones postranscripcionales y su estructura secundaria son
de gran importancia en su funcién [18, 32, 38, 39, 40, 41]. Por ello, se opto en analizar la
estructura secundaria del ARN.
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Apéndice C
NUPACK

El Nucleic Acid Package (NUPACK) es un programa que posee un conjunto de utili-
dades para el andlisis y disefio del 4dcido nucleico, basdndose en la estructura secundaria.
Teniendo la posibilidad; de ejecutarlo a través de internet desde la direccidn electrénica:
http://www.nupack.org/partition/new o de solicitar el codigo fuente, para fines académicos y
no comerciales, en la direccion electronica: https://www.nupack.org/download/overview.

Si se ejecuta a través de internet, para generar la estructura secundaria de una secuencia
de ARN se requiere ingresar a la direccion previamente mencionada y hacer clic en el menu
Utilities, use como guia la Figura C.1.

Qrurice

Copyright © 2006-2025 Caltech. All rights reserved. Terms Definitions References Funding Contact FAQ

Figura C.1: Interfaz de NUPACK Web.

A manera de ejemplo se generard la estructura secundaria de la siguiente secuencia de
ARN:

UUGGCACUGCCGCCAAGCGGCAGUGCCG.

Para ello, una vez seleccionado el menu Utilities, en la nueva ventana se selecciona la
casilla MFE del apartado Structure (1), se ingresa la secuencia de ARN en formato FASTA
en el apartado Sequence (2). Finalmente, se hace clic en el botéon Update (3), cabe sefialar
que se dejaran fijos los demds parametros iniciales, use de referencia la Figura C.2.
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Figura C.2: Generando una estructura secundaria en NUPACK Web.

Asi, al actualizarse la ventana con la informacién antes proporcionada, se mostrard una
ventana similar a la mostrada en la Figura C.3. En la cual, se podra observar tanto la cadena
en NPP (4), como la estructura secundaria (5) correspondientes a dicha secuencia de ARN.

- )
2 Cloud
"4 Utiities
Material Temperature
O rua ona 37 =
Structure ¥ MFE e To Design
(4)*
Cursor
Sequence Optimize e To Analysis o
“

© Specified structure

Pair probabilities

Base style
(5) Specified Structure
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0.0
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oe
© Probability
o7 Identity
0o £ None
g Annotation
os 5
3 Base number
o z Base letter
o2 Top text
Specified Structure
o2
v Bottom text
e 0.1
Free enerqy of secondary structu
\ J

Figura C.3: Estructura secundaria mostrada por NUPACK Web.

Se pueden personalizar algunas opciones en la estructura secundaria obtenida, esto, me-
diante el apartado Format. Para obtener la Figura C.4 en el apartado Format (6), se elegiran
las opciones: Circle (7), Identity (8) y se le cambiard el nombre a Estructura Secundaria (9).
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Figura C.4: Estructura secundaria mostrada por NUPACK Web usando la opcién de personalizacion.

Asi, partiendo de los datos de una secuencia de ARN se le asocio su estructura secundaria
y su NPP. De este modo, en esta tesis, se generaron los grupos control A y B, y el grupo de
prueba C.

Por otro lado, si solicitar el cédigo fuente, se debe acceder a la direccion electrénica
antes mencionada, llenar una serie de datos personales y aceptar los términos y condiciones.
Con ello, se podré descargar el codigo fuente de NUPACK, para ejecutar dicho codigo es
necesario tener el programa Python v.3.0 instalado e importar desde la ventana de comandos
NUPACK. En caso de que la importacion falle o de no tener el programa de Python instalado,
se puede usar una herramienta en linea, que proporcione una maquina virtual basada en
Python, para con ello, poder acceder a las utilidades que ofrece NUPACK, por ejemplo:
Google Collaboratory.
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Apéndice D

Secuencias de ARNs de Homo sapiens

El Cuadro D.1 muestra parte de los datos de las secuencias de ARN analizadas, asi como
el nimero de nucledtidos que las conforman (longitud, |L|).

Cuadro D.1: ARNs de Homo sapiens que conforman los tres grupos analizados.

Grupo control A

ARN

SECUENCIA

Inc-RNF227-2:1
PCEDIB-ASI1:4
LINC00200:1
MIR3663HG:2

CCUGUCUGAAGCUAAUGCCUAUACUUGGGCUCUUAGUCUCACCCC: - -

AAGACUAAUGACCGAAGCUUCAAGACUUUGACAUGUGUGAAAACA. -
GUCGCACGCUUUGCGUAGAUGAGGGAUGACGCAGGCACAGGCCUG: -
GCGGUGCAUGGGGCUAGAACUCAGGGCCCAGCAGGUCUGACAAUG:- - -

Inc-GRHL2-4:1 AAAAACCUGCUCUACAGGACAACUGACUAAUAAAUGUUGAAGCUC: - - 2350
Inc-ENPPI-1:1 ACAAAGCCUGUUUGGUGGUCUCUUCACACGGACGCGCAUGAAAUU- -- 2305
PITPNM2-AS1:6 AAUGUCUGGGCAGGGGCUGUAAAAUUGGAAUAGGUCCCCCCCCAC: -- 2191
Inc-MAPK6-3:9 UAAUAGAGACGGGGUUUCACCAUGUUGGCCGGGCUGUUCUCAAAG: - 2073
PLUT:6 CGGCUCCCGGCUCCGGGAAAGACCUUCUGUUCUCUGCCGGCGCGG: - 1992
LINC01725:44 ACCGUUGCUCAGAGUCCAGGCCGGUUAGGACCAGAGCCUACCCCG: -+ 1991
Inc-MEIS2-2:1 GUUGGCUGGAGCUGGAGUAACAAGAUGGCGUCGUCGGCGGAGUGA.- - - 1984
ZNF674-AS1:2 GCAAUGCGCACGCGCAGUGGCUUUGAAGGCGGGGCAACAAAGCCU- -- 1906
Inc-ABHD12B-2:1 GAGAUGGAGUCUCACUCUGUCACCCAGGCUGGAGUGCAGUGGCGC:-- 1894
SOCS2-AS1:1 AAUUUGGGAACGAGAUGCCCGGGGAUGCAACCAGCCCCGCGCUCG:-- 1655
Inc-GPR119-1:1 UACUCUGGCCACCACGAUCUUGGCAGCCCACACCUGAUCAGGACC: - - 1646
Inc-ZNF681-2:1 AUUGGAGGAGCUGCUCCCUUCCCCGUUCAGCUGUAAUUGUCUGAA. - - 1585
LINC00958:1 CUCUCUCUCUCUCUCCUGCUGCAUUGUGAAGAAACUGCUUGCUUC: - - 1558
MRGPRF-AS1:4 CUGCUUAACAGCUUGGAUUGAAGAGGCUUGUCUGGGGGGACUGAG: - - 1488
Inc-ITIH2-3:1 AACUCCCGAGGAAGUUUAAAAAAAAAAAAAUAACUUCCGUCAGCA. - 1414
Inc-MYO019-1:1 GGCCGCGCUGGGGACCCCGCUGGAGAAAUUUGCGCCCAGAGGGUG: -- 1365
Inc-OR1J2-2:1 UUGGCUACCAGGUCAGCUAGAGAAAGACCAUCAGGUAGGGGCAGG:- - - 1351
DCTNI-AS1:5 AGCCAACAAAGCCACAGCCCUAUCGGCUGUACUGGGCUCUGCCUU:- - - 1273

Inc-HOMER?2-2:2
LINC00922:3
MALINCI:76
Inc-NAAS50-3:1
PIK3CD-AS2:1
Inc-ZFHX3-27:11
IFNG-AS1:4
Inc-CRYBA4-52:28

GGUGAGAGCAGGCGGUGAAGAGUAGACACGACUGAUGACUUCAGG: --
CACCAGACCACAAACGUGGAUGGAGUUUCACUCUUAUGGCCCAGG: - -
CAGGCUCUGGCGGGGAUAGAACCCUGAAGGGCCUGCGCCAGCUCC: -

UCUGCAAUAUGCAGACACAUAAAUUAUUAUUUUAAACAUAUACUU- - -

UCUCUCCCUCCUUCCUGCCGUCCCCCGCCUGAGGGAGGGGAGCGG- -+

GUAGAUCAUCAUCAUAACAGCUCCCAGUGAAUCAAUGCCUCCCUG:- - -

GGUAGCUUUUCUGACUCUUAAAGAGAUCUCAAGUAUACCUUCAGA. -
GGCGGGGGCUGCGGAGUGCUCCCUCCAAGACCGGUUGCACCCCGC: - -
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Inc-KCNC2-2:3

CCCACUCGGCAGAGACCCCAGAAGGAGCCGGGGGCAGCAUCAGAG:--

838

Inc-ZNF644-1:4 ACUGCAGGCUGGGGCUCCGCUCCCCGGCGGGAGCCCGCGCGUGAU: - - 808
LINC02327:27 CCUCAGCUUCCGGAGCAGCUGGGACUGCUGGCGCCCGCCACUACG: -- 777
PRR7-AS1:4 GCACGUGCCUCGGCCGUGAGGAGGAGGAGGGAUGCAAGCUUCGCU:-: - - 741
LINC02413:13 UUAUUUUGCCCUGAAAGCAGAUGAUGGUGUUAAAUAAAGCAACAA. -- 723
LIFR-AS1:6 CACCCAAUAGAAGGGAAAAUGGCAGAGGGAAAGUCCUAGUGGAAA. -- 685
Inc-CRYBA4-52:14 | AUUCUUCUGGCAAACAUAUGUGGAAGGCCUCCGGGGUAGCACACC:-- 593
Inc-HMGB2-3:3 CGCGGGGUCAGGGAAGACCAGAGGACCACUAGCCCCAGGAAGCUU:-. - - 593
HDAC2-AS2:83 ACUGUCGCGAAGCUCCCGCCCAAGCCGACCACGUGCCGCGAGCCC: -- 590
ZFHX4-AS1:7 CUCAUCUUCAAUUACAAUGUGGUUCCUACAAAGUAAAGGGCUGUU-: - - 590
STXBP5-AS1:8 CAUUCUACUUUCCGUCUCUAUGAAUUUGACUACUCGAAGUACCUC: - - 566
Inc-PABPC4L-5:1 UGUGAGUGUGAGAGCGAGAACAGCCCCGCAGGUCCCGAGGCGCUG: - - 564
Inc-CPM-2:5 GUUCCUGGUUGCGUUUAGCCCAGACGCCCUGCGGCCcGCuUUGCCU- - - 550
Inc-FGF3-2:3 AGGUAAAAAAGAAAGAGGAAUCAAAGAAAACAAAGGAAGGGCAGA.: -- 548
FRGI-DT:27 UAACAAAGGAGACACACAGGGGCUCCUCACGUUGGCUUUCCAGGG: - - 517
Inc-CIT-1:4 ACGAGGAGUGCAGAGGAGGUGCUGAUGAUUGCGGGGAGAGCUCUG: - - 495
LINC02372:15 CAAGACAGCACCGGGUUUCACACUGGCAAGGCAGGAGGCUGUGUG: - - 482
SNAP25-AS1:8 AAACUCAACAGCCUAAAUAUCUCUGAAAACUGCAUCGCAAAAUGG: - - 453
CACNAIG-AS1:3 CGCCGCGGGUGUGCUGGGCGCCGGUGGAGGGGGGAACAGCGAGGA. - - 368
LINC02447:27 CAACUCUUGAUUCUAUCACAAAACACUGCACCCGAGGCAGCCAGG:- - - 292
Grupo control B
ARN SECUENCIA ’ ‘ IL|
CCDS45516 AUGGCGGCCCGACAGGCCGUGGGCAGCGGGGCUCAGGAGACAUGC: - - 3285
CCDS45314 AUGCCGGGGGCCGGAGCCCGGGCGGAGGAGGGCGGCGGLCGGLAEEL: - - 2892
CCDS45012 AUGGCCACCAGGGUCCGGACAGCUUCUAUUUGGGUCCCAcCcucCUC: - - 2844
CCDS45616 AUGAAGAAGCAGUUCAAUCGCAUGCGCCAGCUGGCCAACCAGACG:-- 2457
CCDS45715 AUGGCUGAGCCCCGCCAGGAGUUCGAAGUGAUGGAAGAUCACGCU:- - - 2331
CCDS45111 AUGGCUACCACGGCCGAGCUCUUCGAGGAGCCUUUUGUGGCAGAU-: - - 2127
CCDS45419 AUGGAGAUAAUCAGGAGCAAUUUUAAGAGUAAUCUUCACAAAGUG: - - 1920
CCDS45412 AUGGAUCCGGGCAGUGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGC: - - 1914
CCDS45313 AUGCAGGUGAGCAAGAGGAUGCUGGCGGGGGGCGUGAGGAGCAUG: - - 1863
CCDS45812 AUGGCCGAGAGCAUCAUAAUUCGUGUCCAGUCCCCGGAUGGAGUG: - - 1827
CCDS45211 AUGGCAGAAGAAACUGGACAGAGUAAAUUAGCUGCAGCCAAGAAA. -- 1812
CCDS45615 AUGGCGCUGCGGCGCCUCCUGCUGCUGCUGCUGCUCUCGCUGGAG: - - 1656
CCDS45810 AUGCCGACGAACGGCCUGCACCAGGUGCUGAAGAUCCAGUUUGGC: - - 1551
CCDS45414 AUGGAACUUUCAGAACCUAUUGUAGAAAAUGGAGAGACAGAAALUG: -- 1500
CCDS13539 AUGUGCGUCAUCUGCUUCGUGAAGGCGCUGGUGCGCGUGUUCAAG: - - 1410
CCDS45510 AUGCAGGAAGCGCCAGCUGCGCUGCCCACGGAGCCAGGCCCCAGC: - - 1389
CCDS45315 AUGGAGGACAGCCUAAAGCAGCUCAGCCUGGGGAGAGAUCCUGAG: - - 1356
CCDS45712 AUGGGAGGGCACCCGCAGCUCCGUCUCGUCAAGGCccuucuccuu: - - 1335
CCDS45517 AUGACAACGUCAACCCUCCAGAAAGCCAUUGAUCUGGUGACGAAA. - - 1314
CCDS6772 AUGUGGGCUCCACCAGCAGCAAUCAUGGGGGAUGGGCCCACCAAG: - - 1308
CCDS45417 AUGCGCCGCGUCCUUCGGCUGCUCCUCGGUUGCUUCCUCACCGAG:- - - 1275
CCDS12207 AUGGAUGCAAGUCGCCCCAAGUCCUCGGAAUCCCAGUCCUCCCUG:--- 1251
CCDS45312 AUGAUGCCCCAGCUGCAGUUCAAAGAUGCCUUUUGGUGCAGGGAC: - - 1251
CCDS6771 AUGGCGACAAGGAACAGCCCCAUGCCCCUGGGCACGGCUCAGGGU:- - - 1248
CCDS45013 AUGAAUGAAAGUCCACAGACAAACGAAUUUAAAGGAACAACCGAG:-- 1236
CCDS45217 AUGGCGCAAAGGUACGAUGAGCUGCCCCAUUACGGCGGGAUGGAC: - 1206
CCDS45316 AUGGUGAAGGAGACCCAGUACUAUGACAUCCUGGGCGUGAAGCCC: - - 1194
CCDS45219 AUGGACGGAGUAGGGGUUCCCGCUUCCAUGUACGGAGACCCUCAC: - - 1167
CCDS2706 AUGGCCGCCACUGCCUCUCCGCAGCCACUCGCCACUGAGGAUGCC: - - 1155
CCDS45 AUGUUUAAUCCGCACGCUUUAGACUCCCCGGCUGUGAUUUUUGAC: - - 1134
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Inc-FAM49B-1:1 | GUGUGGCUCAUGCCUGUAGUUCCAGCACUUUGGGAGGCCAAGG:-- 2184
Inc-ANP32A-3 AACUGGCCUGUGUAAGCGGAUGGGCUCGGCCUCAAGGACAGGGUG: - - 1778
Inc-JAM3-3 CUCGGCAGCCGGCCUUAGCCUGGAGGAGCAACCCUGGUCCAGAGA. - - 1673
LINCO02447:25 CUCGGAGCCCGGCGCAGUGGAAAGCGGGCCAAGAAGCAGAGGUCC: -- 1500
LINCO00158:1 GGAUUAAUCUAAGCUUCUGCUGUGUAUGGACCUGUGGCUACAUUA. - - 1380
Inc-INTS14-1:2 CACAGUUUAUUGAAAUUUAAUAAAAAUUAUUUCCAAAGAAUGAGA:. - - 1374
LINCO1366 AGGAGUUGCUGAGAAGGAGCUGUGGUUCUGACCUUCAGGGGAAUU-: - - 725
Inc-NXPH1-2 AGACUGCUGUGCUAGCAAUCAGCGAGACUCCGUGGGCGUAGGACC: - - 557
Inc-DHX37-9:4 ACCCAUGCUGGGCUAAGACAAGGGGCAGAGGCAGAGAGAGAGAGA.: - 419
LINCO1725 CCGGCCUGUGCGCAGUUCCCGUGCCCUAGGAGUUGGCGGCGGGGC: -+ 400
CCDS9804 AUGGCAGUGGAUGGGACCCUCGUGUACAUCAGAGUCACUCUUCUG: - - 2169
CCDS45914 AUGGAUGAGUUCCACCCGUUCAUCGAGGCCCUGCUGCCUcCAcCaGUC: - - 1500
CCDS45916 AUGGACCAGGACUAUGAGCGGCGCCUGCUUCGCCAGAUCGUCAUC: - - 1491
CCDS7586 AUGGGCGCGGGGGUGCUCGUCCUGGGCGCCUCCGAGCCCGGUAAC: -+ 1434
CCDS7569 AUGUUCCGCCAGGAGCAGCCGUUGGCCGAGGGCAGCUUUGCGeCe: - - 1398
CCDS56129 AUGGACCACCAGGACCCCUACUCCGUGCAGGCCACAGCGGCCAUA. - - 1353
CCDS4292 AUGGGGCAACCCGGGAACGGCAGCGCCUUCUUGCUGGCACCCAAU:-: - - 1242
CCDS13826 AUGCCCAUCAUGGGCUCCUCGGUGUACAUCACGGUGGAGCUGGCC: - - 1239
CCDS82854 AUGAAGAAAAUGAAUCACAAGUCAACUGACAGUCCAAAGGCUCCA.-- 1185
CCDS3137 AUGAUUCUCAACUCUUCUACUGAAGAUGGUAUUAAAAGAAUCCAA.--- 1080
Grupo de prueba C
ARN SECUENCIA ‘ ‘ IL|
Inc-FAM49B-1:1 | GUGUGGCUCAUGCCUGUAGUUCCAGCACUUUGGGAGGCCAAGGGA.--- 2184
Inc-ANP32A-3 AACUGGCCUGUGUAAGCGGAUGGGCUCGGCCUCAAGGACAGGGUG: - - 1778
Inc-JAM3-3 CUCGGCAGCCGGCCUUAGCCUGGAGGAGCAACCCUGGUCCAGAGA. - - 1673
LINC02447:25 CUCGGAGCCCGGCGCAGUGGAAAGCGGGCCAAGAAGCAGAGGUCC: - - 1500
LINCO00158:1 GGAUUAAUCUAAGCUUCUGCUGUGUAUGGACCUGUGGCUACAUUA. - - 1380
Inc-INTS14-1:2 CACAGUUUAUUGAAAUUUAAUAAAAAUUAUUUCCAAAGAAUGAGA: - - 1374
LINCO01366 AGGAGUUGCUGAGAAGGAGCUGUGGUUCUGACCUUCAGGGGAAUU:-. - - 725
Inc-NXPH1-2 AGACUGCUGUGCUAGCAAUCAGCGAGACUCCGUGGGCGUAGGACC: -- 557
Inc-DHX37-9:4 ACCCAUGCUGGGCUAAGACAAGGGGCAGAGGCAGAGAGAGAGAGA.: - - 419
LINCO01725 CCGGCCUGUGCGCAGUUCCCGUGCCCUAGGAGUUGGCGGCGGGAGC: -+ 400
CCDS9804 AUGGCAGUGGAUGGGACCCUCGUGUACAUCAGAGUCACUCUUCUG: - - 2169
CCDS45914 AUGGAUGAGUUCCACCCGUUCAUCGAGGCCCUGCUGCCUCACGUC: - - 1500
CCDS45916 AUGGACCAGGACUAUGAGCGGCGCCUGCUUCGCCAGAUCGUCAUC: - - 1491
CCDS7586 AUGGGCGCGGGGGUGCUCGUCCUGGGCGCCUCCGAGCCCGGUAAC: -+ 1434
CCDS7569 AUGUUCCGCCAGGAGCAGCCGUUGGCCGAGGGCAGCUUUGCGCCC: - - 1398
CCDS56129 AUGGACCACCAGGACCCCUACUCCGUGCAGGCCACAGCGGCCAUA. - 1353
CCDS4292 AUGGGGCAACCCGGGAACGGCAGCGCCUUCUUGCUGGCACCCAAU:- - - 1242
CCDS13826 AUGCCCAUCAUGGGCUCCUCGGUGUACAUCACGGUGGAGCUGGCC: - - 1239
CCDS82854 AUGAAGAAAAUGAAUCACAAGUCAACUGACAGUCCAAAGGCUCCA.-- 1185
CCDS3137 AUGAUUCUCAACUCUUCUACUGAAGAUGGUAUUAAAAGAAUCCAA. -- 1080
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Apéndice E

Pseudocodigo

En esta seccion, se muestra el pseudocddigo del algoritmo para que pueda ser imple-
mentado en diferentes lenguajes de programacion. Se utilizan como datos de entrada los
conjuntos A, By C, de ARNs-Inc, ARNs que no pertenecen a los ARNs-Inc y un conjunto
de ARN candidatos a ser ARNs-Inc, respectivamente.

> Pseudocodigo:

1: Usar un programa de plegamiento para obtener las cadenas en NPP de los ARNs a
analizar descritos por los datos de su secuencia, en el formato FASTA.

2: Simplificar, usando las reglas de Gan et al. [4], las cadenas en NPP a cadenas en NPPS.
Obteniendo con ello, los conjuntos A, B 'y C, respectivamente.

3: Dados /1 y I, generar los conjuntos S4 (y Sp) de cadenas repetidas en A (y en B) de
longitud / que satisfagan /1 <1 < [5.

4: Usar S5 (y Sp) para calcular la matriz de cadenas repetidas presentes en A, denotada
como My, (similarmente, calcular Mg, Mpp 'y Mpy).

5: Establecer un discriminante adecuado /3, en esta tesis se toma /3 = 2, y sumar los ele-
mentos de cada columna de la matriz M44 para obtener C44 (similarmente, calcular Cyp,
Cpp y Cpy). Evaluar Cqq — Cyp > [3 para determinar el conjunto de cadenas relevantes
S; de A (de igual forma, evaluar Cgp — Cps > I3, S:B de B).

6: Como en el paso (4), pero ahora con los conjuntos S;‘ (S;a) y D =A+ B+C calcular la
matriz de cadenas relevantes presentes en A, denotada MAA (similarmente, calcular M;; B
M; DY M;D). Luego, sumar los elementos de cada fila de la matriz R44 (similarmente,
calcular Ryp, Rpp y Rpp), donde la i-€sima entrada de Rq4 es el numero de apariciones
de elementos de S;‘ presentes en el i-ésimo elemento de A. Ademas, calcular el primer
cuartil Q1A de Ry4 y el primer cuartil Q1B de Rpp.

7. Determinar si la i-ésima entrada de Rap; en Rap (y Rpp; en Rpp) satisfacen ambas res-
tricciones: Rap; > 0.5%x Qls y Rpp; < 1.5 % Q1p. De ser asi, dicho elemento en D es
detectado como un posible ARN-Inc.

8: Sea el numero Ny (y Np) de elementos de A (y B) detectados como ARNSs-Inc. Cuando
Ny y Np satisfagan Ny > 7'y Np < 3. Entonces, los elementos de C detectados serdn mds
probables de ser ARNs-Inc, V.
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