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Los micro-ARNs (miARN) son una clase de ARNs pequefios que participan
activamente de procesos bioldgicos fundamentales tales como el desarrollo de los
organismos Yy las respuestas a cambios ambientales. Su biogénesis es un proceso
complejo que comienza con el procesamiento de precursores que no poseen
secuencias en comun. La informacion estructural de alta resolucion sobre proteinas
involucradas en el proceso es escasa. La endoribonucleasa DCL1 es la enzima mas
importante involucrada en el proceso en plantas; sin embargo, no se conoce en
detalle su funcionamiento. El estudio estructural y funcional de proteinas
multidominio como DCL1 requiere la expresion por separado de cada dominio.
Conocer el plegamiento de la proteina en estudio permitiria realizar elecciones
racionales en la definicion de los limites de los constructos a expresar. Por todo esto
se plante6 en este trabajo hacer un analisis estructural in silico de la region
Plataforma-PAZ de DCL1, que es esencial en la determinacion del tamafo del

producto.

Para ello se comenzd generando una base de datos con secuencias de
proteinas que tuvieran similitud con la homéloga humana DICER, la cual fue curada
segun parametros de similitud. Luego se procedié a realizar una prediccion de
dominios, en base a los cuales se determind una region de interés que fue extraida
de cada una de las secuencias. Después de realizar un analisis de la identidad
presente entre las mismas, se extrajo un subgrupo de secuencias el cual fue
alineado. Se llevo a cabo la prediccidn de estructuras secundarias de algunas de las
proteinas de interés y se compard con la informacién presente en bibliografia. Se
pudo observar que las predicciones tanto de dominios como de secuencias fueron
muy buenas, correspondiéndose con lo esperado. Sin embargo el alineamiento no
fue bueno, y esto puede deberse a la baja homologia de secuencia presente entre
las distintas proteinas. Finalmente se hizo un modelado estructural usando la
informacion del alineamiento general y la estructura conocida de la homodloga

humana.



Analysis and structural modeling of the catalytic domains of DCL1 from

Arabidopsis thaliana

Micro-RNAs (miRNAs) are a class of small RNAs that actively participate in
fundamental biological processes such as the development of organisms and
responses to environmental changes. Its biogenesis is a complex process that
begins with the processing of precursors that do not have sequences in common.
The high resolution structural information on proteins involved in the process is
scarce. The endoribonuclease DCL1 is the most important enzyme involved in
miRNA processing in plants; however, there is little experimental information on the
enzyme structure and activity. Structural and functional studies of multidomain
proteins such as DCL1 require the expression of isolated domain(s). Knowledge of
the folding of the protein under study allows rational choices in the definition of the
limits of the constructs to be expressed. In this work we propose to perform an in-
silico structural analysis of the DCL1 Platform-PAZ region, essential in the

determination of the small RNA product size.

With this purpose, a database was created with protein sequences that show
similarity to the human homologue DICER. The database was cured according to
similarity parameters. A prediction of domain architecture was performed, based on
which a region of interest was determined. This region was extracted from each of
the sequences. After performing an analysis of the identity between them, a
subgroup of sequences was extracted and aligned. Prediction of secondary
structures of some of the proteins of interest was carried out, and then compared
with the information present in the literature. It was observed that the predictions of
domains and sequences were very good, according to what was expected. However,
the alignment was not good, probably due to the low sequence homology present
between the different proteins. Finally, a structural model of the region of interest was
obtained using the information of the general alignment and the known structure of

the human homologue.
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Los micro-ARNs (miARN) son una clase de ARNs pequefos endégenos que
regulan negativamente la expresién de genes target, participando activamente en
procesos biolégicos fundamentales tales como el desarrollo de los organismos y las
respuestas a cambios ambientales. Se considera que en animales aproximadamente
un tercio de sus genes estan regulados por estos mecanismos. Para cumplir su
funcién es necesario que reconozcan secuencias complementarias en los ARNs
mensajeros (Rana et al., 2007). Los miARNs estan evolutivamente conservados y si
bien hoy en dia se encuentran anotados mas de 28600 (miRBase, 2017), solo se
conocen las funciones bioldgicas de unos pocos.

La biogénesis de miARNs es un proceso complejo, en el cual el
reconocimiento de estructura del precursor de ARN por las proteinas de
procesamiento juega un rol clave para la identificacion del producto miARN.(Bologna
et al., 2009; Mateos et al., 2010; Werner et al., 2010; Song et al., 2010). El proceso
comienza con la sintesis de los transcriptos primarios (pri-miARN) por la enzima
ARN polimerasa Il. En plantas, este pri-miARN es procesado en el nucleo por la
ribonucleasa DCL1 (endoribonucleasa DICER-like 1) con la participacion de las
proteinas de union a ARN doble hebra HYL1 y SERRATE (Xie et al., 2010). Luego
este mIARN es metilado y transportado al citoplasma donde cumple su funcién

regulatoria (Figura 1).
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Figura 1: Procesamiento de miRNA

Los sustratos de DCL1 son oligonucledtidos de ARN cuya caracteristica
comun es su estructura secundaria en forma de hebilla, con un tallo de doble hebra
imperfecta que presenta desarreglos y protuberancias (“mismatches”, “bulges”). Si
bien el complejo de procesamiento de plantas DCL1-HYL1-SERRATE es capaz de
liberar con precision la secuencia especifica del miARN a partir del pri-miARN, el
reconocimiento de los precursores es particularmente complejo debido a la
heterogeneidad de los mismos (Xie et al., 2010), ya que no poseen una secuencia
comun que pueda ser reconocida ni se han podido identificar hasta el momento
elementos de estructura que definan exactamente la posicion del miARN en los
mismos. El actual grado de conocimiento sobre los detalles mecanisticos y
estructurales de estas proteinas no permite definir el modo de reconocimiento de
sustrato o la especificidad en la reaccién de corte del precursor.

La informacion estructural de alta resolucion sobre proteinas que procesan los
pri-miARN disponibles hasta el momento es escasa. Dentro del complejo de
procesamiento las proteinas tipo-DICER resultan claves debido a que en ellas

residen los dominios RNAsalll responsables de la actividad catalitica. La proteina



DICER de Giardia intestinalis es la unica que ha sido resuelta completa por
cristalografia, (MacRae et al., 2006) pero carece de varios de los dominios
caracteristicos de las DICER de organismos mas complejos. Por otra parte, se han
resuelto fragmentos conteniendo el dominio RNAsalll-2 y DRBM (dominios de unién
a ARN doble hebra) de DICER de raton (Du et al., 2008) y uno similar de una enzima
tipo DICER de la levadura Kluveromyces polysporus (Weinberg et al., 2011) pero no
constituyen estructuras de proteinas completas. En cuanto a la proteina DICER
humana, es una enzima multidominio cuya mitad C-terminal incluye un dominio PAZ
responsable del reconocimiento de los nucledtidos libres en el extremo 3’ del ARN,
un par de dominios RNaselll en tdndem que constituyen el centro activo, y un
dominio de unién a ARN doble hebra (DRBM); mientras que en la parte N-terminal
contiene un dominio Helicasa y un dominio DUF283 de funciéon desconocida.
Recientemente se obtuvo por cristalografia la estructura correspondiente al
fragmento plataforma-PAZ de dicha proteina en complejo con un fragmento de
ARNdh (Tian et al., 2014) en dos formas cristalinas diferentes, lo cual permitio
sugerir la forma de los complejos de union y de transferencia del precursor (en la
parte superior de la Figura 2 se muestran los dominios de DICER, con una linea se
indica la regién cristalizada). Respecto a DCL1 de Arabidopsis thaliana solo se
dispone de las estructuras en solucién del segundo dominio DRBM resuelto por
Resonancia Magnética Nuclear (Burdisso et al., 2012), por ello resulta interesante
utilizar la informacion estructural conocida sobre otras especies para el andlisis de la
estructura de DCL1. En la parte inferior de la Figura 2 se muestra la distribucion de

los dominios para esta proteina.
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Figura 2: Arriba dominios de DICER humana, abajo dominios de DCL1 de Arabidopsis thaliana.



El objetivo general es la obtencion de un modelo estructural para la region
plataforma-PAZ de DCL1 de Arabidopsis thaliana (Figura 3).

Figura 3: Dominios de DCL1, se muestra marcada la region de interés

Los objetivos particulares son:

. Generar una base de datos de secuencias de proteinas tipo DICER
disponibles en el sitio de National Center of Biotechnology Information (NCBI)

. Realizar una identificaciéon ab initio de los dominios de las secuencias
seleccionadas y generar una nueva base de datos conteniendo sélo la regidén de
interés

. Alinear las secuencias obtenidas

. Realizar una identificacion ab initio de los elementos de estructura
secundaria de proteinas seleccionadas

. Graficar en conjunto los resultados obtenidos para su analisis

. Realizar un alineamiento estructural de la region seleccionada de la
proteina DCL1 de Arabidopsis thaliana con una parte de la proteina DICER de

humano en complejo con ARNdh.



Este trabajo se presenta dentro del entorno de la aplicacion web de Jupyter
Notebook (http://jupyter.org/). La misma cuenta con soporte para mas de 40
lenguajes de programacion, y permite trabajar de una forma interactiva, ordenada y
prolija, intercalando comentarios y teoria con distintas lineas de cdodigo que se
pueden correr de forma independiente.

A su vez se decidio trabajar con el lenguaje Python por su libreria de
Biopython que cuenta con mduiltiples herramientas para trabajar en biologia (tutorial
en http.//biopython.org/DIS T/docs/tutorial/Tutorial.html)

En esta primer parte se trabajé para generar una base de datos de
secuencias de proteinas relacionadas tipo DICER, cuidando en todo momento de no
perder de la lista las secuencias de DICER humana y de DCL1 de Arabidopsis
thaliana.

En las primeras busquedas se decidio trabajar con el buscador de NCBI
accesible desde la pagina web http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/, el cual permite hacer
distintas consultas y luego descargar los resultados obtenidos en el formato que sea
de preferencia. Trabajando dentro de la opcién "Protein" se probaron distintas query
relacionadas a la base que se pretendia generar, tales como "DICER", "DCL1",
"DICER-like". Al proceder de esta forma se obtenian como resultado cualquier
registro que contuviese dichas palabras, por lo que muchos no eran los deseables
ya sea por ser repetitivos, fragmentos cortos, o no corresponder a secuencias
curadas. Se intento filtrarlos segun el largo de sus secuencias, o eliminar aquellos
que incluian palabras como "hypothetical", pero no fue suficiente. La razén por la
cual esta forma de busqueda no era adecuada se relaciona con que el hecho de que
el nombre que se le asigna a cada secuencia es subjetivo del usuario que la sube a

la base de datos, sumado a que mucho de lo que se publica no se controla.



Para resolver este problema se decidié seleccionar proteinas a partir de su
similitud de secuencia con respecto a alguna utilizada como base. Se trabajé con la
herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) que ofrece el mismo sitio
en la pagina http.://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, en la opcion Protein BLAST, y se
probaron distintos parametros. Se seteé como Database a UniProtKB/Swiss-Prot
gue es una base curada con un alto nivel de anotacién (como la descripcién de la
funcién de la proteina, la estructura de dominios, modificaciones post-traduccionales,
variantes, etc.), un nivel de redundancia minimo y un alto grado de integracién con
otras base de datos (http://www.expasy.org/sprot :
http.//www.uniprot.org/help/about).

Durante gran parte del tiempo se trabajé con un BLAST realizado sobre la
secuencia completa de DCL1 (gi -> 15223286, que se reconocié automaticamente
como NP 171612:dicer-like 1 [Arabidopsis thaliana]). Esto dio como
resultado un gran numero de Hits (>100), por lo que se decidid conservar los
primeras 100, y luego filtrar el resultado conservando solo aquellos casos que en su
nombre incluyesen la palabra "DICER", reduciendo asi la cantidad a 44. Cuando se
prosiguid con el resto del trabajo se encontré que dicha base contenia secuencias
que eran demasiado divergentes con respecto a la original en la zona que era de
interés, con lo cual se complicaba el analisis. La razén mas probable por la cual
ocurria esto es el haber trabajado con la secuencia completa.

Finalmente se probd y decidié realizar el BLAST sobre la secuencia de
interés, es decir, la de la estructura cristalografica del complejo de la porcion de

DICER humana con RNA. Los parametros seleccionados fueron:

Query sequence ->
SDOQPCYLYVIGMVLTTPLPDELNFRRRKLYPPEDTTRCFGILTAKPIPQIPHEFPVYT
RSGEVTISIELAASGFMLSLOMLELITRLHQYIFSHILRLEKPALEFKPTDADSAYC
VLPLNVVNDSSTLDIDFKFMEDIEKSEARIGIPSTKYTKETPFVEFKLEDYQDAVIIP
RYRNFDQPHREFYVADVYTDLTPLSKFPSPEYETFAEYYKTKYNLDLTNLNQPLLDVD
HTSSRLNLLTPRHLNQKGKALPLSSAEKRKAKWESLONKQILVPELCAIHPIPASLW
RKAVCLPSILYRLHCLL

Database -> swissprot

Matrix -> PAM70



El resto de los parametros fueron los default. En la Figura 4 se puede

observar la salida que se obtuvo con dicha busqueda:

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
| 50 100 150 200 250 301

Query seq,
nucleic acid-binding interface | VY Y

Specific hits
Superfanilies PAZ superfamily

Distribution of the top 38 Blast Hits on 38 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
W <40 W 40-50 W 50-80 M 380-200 W >=200
" Query
I | | | | |
1 60 120 180 240 300

Figura 4: Busqueda BLAST

Para evitar trabajar con una base de datos estatica que con el tiempo
estuviese desactualizada se decidié generar un sistema que permita realizar la
busqueda en cualquier momento y tener resultados completos al dia. Dentro del
paquete de Biopython existen herramientas para hacer esto y que permiten guardar
el resultado en una variable (incluyendo parametros de la busqueda, alineamientos,
etc.). Es necesario setear algunas variables principales: el programa que se desea
utilizar, la base de datos sobre la que se va a realizar la busqueda y la secuencia
query. Se agregé un parametro opcional relacionado con la matriz que era de

interés, y otro que extiende el numero de resultados de 50 (default) a 100.



In [1]:

#Defino la secuencia (parte de DICER humana que formd complejo
cristalografico)

seq_4ngd = "\
SDQPCYLYVIGMVLTTPLPDELNFRRRKLYPPEDTTRCFGILTAKPIPQIPHFPVYTRSGE\
VTISIELAASGFMLSLOMLELITRLHQYIFSHILRLEKPALEFKPTDADSAYCVLPLNVVN\
DSSTLDIDFKFMEDIEKSEARIGIPSTKYTKETPEFVFKLEDYQDAVIIPRYRNEDQPHREY\
VADVYTDLTPLSKFPSPEYETFAEYYKTKYNLDLTNLNQPLLDVDHTSSRLNLLTPRHLNQ\
KGKALPLSSAEKRKAKWESLONKQILVPELCATHPIPASLWRKAVCLPSILYRLHCLL"

from Bio.Blast import NCBIWWW

#help (NCBIWWW.gblast) #Para conocer todas las opciones posibles se
puede correr

res BLAST = NCBIWWW.gblast (program="blastp", database="swissprot",
sequence= seq_4ngd, matrix name="PAM70", hitlist size="100")

#Parseo del resultado

from Bio.Blast import NCBIXML

res BLAST parsed = NCBIXML.read(res BLAST)
basel=1list (res BLAST parsed.alignments)

#Numero de secuencias alineadas
print "El numero de secuencias es ", len(basel)

El numero de secuencias es 44

Como resultado del BLAST sobre la secuencia 4ngd se pudieron obtener 44
hits que se guardaron dentro de la variable base1. El titulo de cada secuencia esta
compuesto por 5 partes separadas por "|": gi (identificador de secuencia), valor de gi
(serie de digitos que se asignan consecutivamente a cada registro de secuencia
procesada por NCBI), sp, Sequence ID, y nombre de la proteina. Se decidi6é extraer
para cada secuencia su hombre, largo, score y e-value para tener una idea general
de la forma y calidad del resultado obtenido. Se graficé los valores de E-value
obtenidos para todas las secuencias.

e score es un valor numérico que describe la calidad general del
alineamiento (mayor score, mayor similaridad). La escala depende del
sistema usado, la matriz de sustitucion y la penalidad de los gaps.

e E-value (Expectation value) asociado a un Score S es un parametro que

describe el numero de hits que se esperaria que uno pueda ver al azar



cuando se busca en una base de datos de un tamafio en particular. Su
valor decrece exponencialmente a medida que el valor de Score (S) del
alineamiento se incrementa. Por ejemplo, un valor de E-value=1 asignado
a un dado hit significa que en una base de datos de ese tamafo se espera
encontrar un acierto con un score similar solo por casualidad (menor E-
value significa que el Score es mas significante). El alineamiento de
BLAST estd ordenado segun este parametro. Es un parametro
conveniente para establecer un umbral de significacion a la hora de
reportar los resultados, y se prefiere por encima del Score porque a

diferencia del ultimo es menos sensible al largo de la secuencia.

E-value (S)=P-value (S)x(largo de la secuencia query)x(largo de la
base de datos)

In [2]:

i =20

nro basel = []
[]

evalue basel = []

name basel =

for seqg in basel[:]:
nro basel.append (1)

name basel.append(seq.title.split ('|") [-1].split () [0])
evalue basel.append(seq.hsps[0].expect)
print (str(seg.title.split('|')[-1]) + "\nlength: "

+ str(seqg.length) + "\t\tscore: " \

+ str(seqg.hsps[0].score) + "\t\tevalue: "

+ str(seqg.hsps[0].expect) + "\n-————-—---—-——————— \n")
i=1i+1



DICER HUMAN RecName: Full=Endoribonuclease Dicer; AltName:
Full=Helicase with RNase motif; Short=Helicase MOI

length: 1922 score: 1485.0 evalue: 0.0

DICER BOVIN RecName: Full=Endoribonuclease Dicer

length: 1923 score: 1473.0 evalue: 0.0

DICER MOUSE RecName: Full=Endoribonuclease Dicer; AltName:
Full=Double-strand-specific ribonuclease mDCR-1

length: 1916 score: 1465.0 evalue: 0.0

DICER CRIGR RecName: Full=Endoribonuclease Dicer

length: 1917 score: 1460.0 evalue: 0.0

DICER CHICK RecName: Full=Endoribonuclease Dicer

length: 1921 score: 1456.0 evalue: 0.0

DICER DANRE RecName: Full=Endoribonuclease Dicer

length: 1865 score: 1414.0 evalue: 0.0

DICER XENTR RecName: Full=Endoribonuclease Dicer

length: 1893 score: 1397.0 evalue: 0.0

DCR1 DROME RecName: Full=Endoribonuclease Dcr-1; Short=Protein

dicer-1

length: 2249 score: 681.0 evalue: 5.53592e-84
DCR1 CAEEL RecName: Full=Endoribonuclease dcr-1

length: 1910 score: 461.0 evalue: 5.97677e-53
DCL1 ARATH RecName: Full=Endoribonuclease Dicer homolog 1;
AltName: Full=Dicer-like protein 1; Short=AtDCL1l; AltName:
Full=Protein ABNORMAL SUSPENSOR 1; AltName: Full=Protein
CARPEL FACTORY; AltName: Full=Protein SHORT INTEGUMENTS 1;
AltName: Full=Protein SUSPENSOR 1

length: 1909 score: 168.0 evalue: 2.46213e-13
DCL1 ORYSJ RecName: Full=Endoribonuclease Dicer homolog 1;
AltName: Full=Dicer-like protein 1; Short=0sDCL1

length: 1883 score: 152.0 evalue: 2.88829%e-11

DCL3 ARATH RecName: Full=Endoribonuclease Dicer homolog 3;
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AltName: Full=Dicer-like protein 3; Short=AtDCL3

length: 1580 score: 109.0 evalue: 1.84441e-05
DCL2B ORYSJ RecName: Full=Endoribonuclease Dicer homolog 2b;
AltName: Full=Dicer-like protein 2b; Short=0sDCL2b

length: 1377 score: 103.0 evalue: 0.000120872
DCLZA ORYSJ RecName: Full=Endoribonuclease Dicer homolog Z2a;
AltName: Full=Dicer-like protein 2a; Short=0sDCL2a

length: 1410 score: 102.0 evalue: 0.0001727
DCL3A ORYSJ RecName: Full=Endoribonuclease Dicer homolog 3a;
AltName: Full=Dicer-like protein 3a; Short=0sDCL3a

length: 1651 score: 85.0 evalue: 0.0306418

DCL1 MAGO7 RecName: Full=Dicer-like protein 1; Includes:
RecName: Full=Endoribonuclease DCL1l; Includes: RecName:
Full=ATP-dependent helicase DCL1

length: 1591 score: 81.0 evalue: 0.0951829

DCL4 ORYSJ RecName: Full=Endoribonuclease Dicer homolog 4;
AltName: Full=Dicer-like protein 4; Short=0sDCL4; AltName:
Full=Protein SHOOT ORGANIZATION 1

length: 1657 score: 81.0 evalue: 0.0980699

AUB DROME RecName: Full=Protein aubergine; AltName:
Full=Protein sting

length: 866 score: 81.0 evalue: 0.108596

PIWL]1 MOUSE RecName: Full=Piwi-like protein 1

length: 862 score: 80.0 evalue: 0.155009

PIWL1 HUMAN RecName: Full=Piwi-like protein 1

length: 861 score: 79.0 evalue: 0.165801

PIWL1 DANRE RecName: Full=Piwi-like protein 1

length: 858 score: 76.0 evalue: 0.425688

PIWLZ2 DANRE RecName: Full=Piwi-like protein 2

length: 1046 score: 75.0 evalue: 0.556491

PIWL1 CHICK RecName: Full=Piwi-like protein 1

length: 867 score: 75.0 evalue: 0.644168

11




PIWI DROME RecName: Full=Protein piwi

length: 843 score: 75.0 evalue: 0.649572

PIWL2 XENTR RecName: Full=Piwi-like protein 2

length: 949 score: 74.0 evalue: 0.791424

TYSY ONYPE RecName: Full=Thymidylate synthase; Short=TS;
Short=TSase

length: 288 score: 73.0 evalue: 1.12123

TYSY AYWBP RecName: Full=Thymidylate synthase; Short=TS;
Short=TSase

length: 288 score: 73.0 evalue: 1.15424

AGO3 DROME RecName: Full=Protein argonaute-3

length: 867 score: 70.0 evalue: 2.97467

SIWI BOMMO RecName: Full=Piwi-like protein Siwi

length: 899 score: 70.0 evalue: 2.979

PIWL2 ONCMY RecName: Full=Piwi-like protein 2

length: 1054 score: 70.0 evalue: 3.02524

HBSAG HBVC5 RecName: Full=Large envelope protein; AltName:
Full=L glycoprotein; AltName: Full=L-HBsAg; Short=LHB;
AltName: Full=Large S protein; AltName: Full=Large surface
protein; AltName: Full=Major surface antigen

length: 400 score: 69.0 evalue: 3.24206

HBSAG HBVC1l RecName: Full=Large envelope protein; AltName:
Full=L glycoprotein; AltName: Full=L-HBsAg; Short=LHB;
AltName: Full=Large S protein; AltName: Full=Large surface
protein; AltName: Full=Major surface antigen

length: 400 score: 69.0 evalue: 3.4023

HBSAG HBVCJ RecName: Full=Large envelope protein; AltName:
Full=L glycoprotein; AltName: Full=L-HBsAg; Short=LHB;
AltName: Full=Large S protein; AltName: Full=Large surface
protein; AltName: Full=Major surface antigen

length: 400 score: 69.0 evalue: 3.67534

AGO3 BOMMO RecName: Full=Piwi-like protein Ago3; Short=BmAGO3
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length: 926 score: 69.0 evalue: 4.29868

PIWL4 RAT RecName: Full=Piwi-like protein 4

length: 848 score: 69.0 evalue: 4.40933

PIWL4 MOUSE RecName: Full=Piwi-like protein 4; Short=mAgob
length: 848 score: 69.0 evalue: 4.40933

HBSAG HBVC8 RecName: Full=Large envelope protein; AltName:
Full=L glycoprotein; AltName: Full=L-HBsAg; Short=LHB;
AltName: Full=Large S protein; AltName: Full=Large surface
protein; AltName: Full=Major surface antigen

length: 389 score: 68.0 evalue: 5.49788

SDRF STAEP RecName: Full=Serine-aspartate repeat-containing
protein F; Flags: Precursor

length: 1733 score: 68.0 evalue: 5.66944

PIWL4 HUMAN RecName: Full=Piwi-like protein 4

length: 852 score: 68.0 evalue: 5.71849

SDRF STAES RecName: Full=Serine-aspartate repeat-containing
protein F; Flags: Precursor

length: 1633 score: 68.0 evalue: 5.82836

SYY TREPA RecName: Full=Tyrosine-—-tRNA ligase; AltName:
Full=Tyrosyl-tRNA synthetase; Short=TyrRS

length: 409 score: 67.0 evalue: 6.20055

DCL1 PHANO RecName: Full=Dicer-like protein 1; Includes:
RecName: Full=Endoribonuclease DCL1l; Includes: RecName:
Full=ATP-dependent helicase DCL1

length: 1522 score: 67.0 evalue: 7.40039

PIWL2 MOUSE RecName: Full=Piwi-like protein 2

length: 971 score: 67.0 evalue: 8.04684

DCL1 COCIM RecName: Full=Dicer-like protein 1; Includes:
RecName: Full=Endoribonuclease DCL1; Includes: RecName:
Full=ATP-dependent helicase DCL1

length: 1500 score: 66.0 evalue: 8.88035
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In [3]:

#Grdficos Prteinas vs E-value
import matplotlib.pyplot as plt
Smatplotlib inline

from numpy import *

evalue basel sincero = [(le-100) if x==0 else x for x in

evalue basel]

plt.rcParams["figure.figsize"] = [15,5]

plt.xticks (range(0,44), name basel, rotation=90)

barlist= plt.bar(nro basel, log(evalue basel sincero),
align='center')

plt.title("Basel (BLAST) E-value", size=18, y = 1.05, color = "b")
plt.xlabel ("Proteina", size = 14)

plt.ylabel ('E-value', size = 14)

for n,v in enumerate (evalue basel):
if v<0.01:
barlist[n].set color("g")
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En base a los resultados obtenidos y usando como referencia valores
encontrados en bibliografia, se decidié poner un umbral al valor de E-value de 0.01,
es decir, conservar en la base de datos todas las proteinas para las que su valor de

E-value haya sido igual o menor a 0.01. Se genero asi la base2.
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In [4]:
#Subgrupo con e-value menor a 0.01
base2=1[]
for seq in basel[:]:
if seqg.hsps[0].expect < 0.01:
base?2.append (seq)

#Visualizacion de la baseZ

G =

for seqg in base?2:
print i, seqg.title.split('|")[-1]1[:11]
i=1i+1

DICER HUMAN
DICER BOVIN
DICER MOUSE
DICER CRIGR
DICER CHICK
DICER DANRE
DICER XENTR
DCR1_DROME
DCR1_CAEEL
DCL1_ ARATH
DCL1 ORYSJ
DCL3 ARATH
DCL2B_ORYSJ
DCL2A_ORYSJ

O J o U b w DN

e e e e
S W N P o

Esta nueva base contiene 14 secuencias de proteinas, y respeta contener a
DICER humana y a DCL1 de Arabidopsis thaliana. A continuacion se decidié
recuperar las secuencias completas de todas ellas, y guardarlas en un archivo de
formato tipo FASTA, el cual permite luego ser utilizado por los programas de
alineamiento y prediccidn. Para la obtencion de las secuencias se recurrio a la base
ExPASy (https://www.expasy.org/), buscando a partir de los IDs conocidos vy
siguiendo el uso de los paquetes de Biopython.

Luego de hacer la busqueda no se pudo obtener la secuencia para una de las
proteinas (DCR1_CAEEL) por alguna divergencia en la forma en que estaba
anotada; sin embargo no era una por la que se tenia interés en particular asi que se

elimin6 de la lista. Luego se agrego externamente la variante del organismo Giardia
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para incluirla en los analisis posteriores, y el fragmento 4ngd, quedando un total de
15 secuencias en lo que se definio como base3. Se utilizd SeqlO que es una interfaz
estandar de secuencia Input/Output para escribir un archivo en formato fasta

llamado "base3.fasta"” con la informacién del array.

In [5]:

#Secuencias completas de las proteinas del subgrupo anterior
from Bio import ExPASy

from Bio import SwissProt

from Bio.Seqg import Seq

from Bio.SegRecord import SegRecord

base2 IDs descs_ seqg=[]

for d in base?2:

handle = ExPASy.get sprot raw(d.title.split("|") [3])

try:
record = SwissProt.read (handle)
base2 IDs descs_seq.append(SeqRecord (Seq(record.sequence),
id="%s"% (d.title.split ("|") [3]),
description=d.title.split("|")[-1].split () [0]))

except:

print "No se pudo obtener la secuencia para", d.title

#Guardar en fasta
from Bio import SeqIO
SeqlO.write (base2 IDs descs seq, "base3.fasta","fasta")

fasta Giardia="\

>A8BQJ3

DCL GIAIC\nMHALGHCCTVVTTRGPSHWLLLLDTHLGTLPGFKVSAGRGLPAAEVYFEAGPRVS\
LSRTD\nATIVAVYQSILFQLLGPTFPASWTEIGATMPHNEYTFPRFISNPPQFATLAFLPLLSPT\
S\nPLDLRALMVTAQLMCDAKRLSDEYTDYSTLSASLHGRMVATPEISWSLYVVLGIDSTQTS\nL\
SYFTRANESITYMRYYATAHNIHLRAADLPLVAAVRLDDLKDHQIPAPGSWDDLAPKLR\nFLPPE\
LCLLLPDEFDLIRVQALQFLPEIAKHICDIQNTICALDKSFPDCGRIGGERYFAI\NTAGLRLDQG\
RGRGLAGWRTPFGPFGVSHTDVFQRLELLGDAVLGFIVTARLLCLFPDASV\NGTLVELKMELVRN\
EALNYLVQTLGLPQLAEFSNNLVAKSKTWADMYEEIVGSIFTGPNGI\nYGCEEFLAKTLMSPEHS\
KTVGSACPDAVTKASKRVCMGEAGAHEFRSLVDYACEQGISVF\NCSSRVSTMFLERLRDIPAEDM\
LDWYRLGIQFSHRSGLSGPGGVVSVIDIMTHLARGLWLG\nSPGFYVEQQTDKNESACPPTIPVLY \
IYHRSVQCPVLYGSLTETPTGPVASKVLALYEKIL\NAYESSGGSKHIAAQTVSRSLAVPIPSGTI\
PFLIRLLQIALTPHVYQKLELLGDAFLKCSL\NALHLHALHPTLTEGALTRMRQSAETNSVLGRLT\
KRFPSVVSEVIIESHPKIQPDSKVYGD\nTFEAILAAILLACGEEAAGAFVREHVLPQVVADA\N"
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fasta 4ngd = "\
>4ngd\nSDQPCYLYVIGMVLTTPLPDELNFRRRKLYPPEDTTRCFGILTAKPIPQIPHFPVYTRS\
G\nEVTISIELAASGFMLSLOMLELITRLHQYIFSHILRLEKPALEFKPTDADSAYCVLPLNV\nV\
NDSSTLDIDFKFMEDIEKSEARIGIPSTKYTKETPFVFKLEDYQDAVIIPRYRNFDQPH\nNREYVA\
DVYTDLTPLSKFPSPEYETFAEYYKTKYNLDLTNLNQPLLDVDHTSSRLNLLTPR\nHLNQKGKAL\
PLSSAEKRKAKWESLONKQILVPELCAIHPIPASLWRKAVCLPSILYRLHC\nLL\n"

archi=open ("base3.fasta", "a")
archi.write(fasta Giardia)
archi.write(fasta 4ngd)
archi.close()

No se pudo obtener la secuencia para
gi|408360292|sp|P34529.3|DCR1 CAEEL RecName:
Full=Endoribonuclease dcr-1

La nueva base quedé conformada por las siguientes proteinas (se detallan
ademas los nombres cientificos de los organismos a los cuales pertenece cada una
de ellas):

e 4ngd Homo sapiens (Human)

e DCL_GIAIC Giardia intestinalis (Giardia lamblia)

e DCL2A ORYSJ Oryza sativa subsp. japonica (Rice)

e DCL2B_ORYSJ Oryza sativa subsp. japonica (Rice)

e DCL3_ARATH Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress)

¢ DCL1_ORYSJ Oryza sativa subsp. japonica (Rice)

e DCL1_ARATH Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress)

¢ DCR1_DROME Drosophila melanogaster (Fruit fly)

e DICER_XENTR Xenopus tropicalis (Western clawed frog)

¢ DICER_DANRE Danio rerio (Zebrafish)

e DICER_CHICK Gallus gallus (Chicken)

e DICER_CRIGR Cricetulus griseus (Chinese hamster)

e DICER_MOUSE Mus musculus (Mouse)

e DICER_BOVIN Bos taurus (Bovine)

¢ DICER_HUMAN Homo sapiens (Human).

17




In [6]:

#Visualizacion de la primer parte base3.fasta
f = open('base3.fasta', 'r'")

file contents = f.read()

print (file contents [0:2200])

f.close ()

>Q9UPY3.3 DICER HUMAN
MKSPALQPLSMAGLOQLMTPASSPMGPEFGLPWOQOEATHDNIYTPRKYQVELLEAALDHNT
IVCLNTGSGKTFIASTTLLKSCLYLDLGETSARNGKRTVELVNSANQVAQQVSAVRTHSD
LKVGEYSNLEVNASWTKERWNQEFTKHQVLIMTCYVALNVLKNGYLSLSDINLLVEDECH
LAILDHPYREFMKLCEICPSCPRILGLTASILNGKWDPEDLEEKFQKLEKILKSNAETAT
DLVVLDRYTSQPCEIVVDCGPFTDRSGLYERLLMELEEALNEFINDCNISVHSKERDSTLI
SKQILSDCRAVLVVLGPWCADKVAGMMVRELOKY IKHEQEELHRKEFLLFTDTFLRKIHAL
CEEHFSPASLDLKEVTPKVIKLLEILRKYKPYERHSFESVEWYNNRNQDNYVSWSDSEDD
DEDEEIEEKEKPETNFPSPFTNILCGIIFVERRYTAVVLNRLIKEAGKQDPELAYTISSNE
ITGHGIGKNQPRNNTMEAEFRKOEEVLRKFRAHETNLLIATSIVEEGVDIPKCNLVVRED
LPTEYRSYVQSKGRARAPISNYIMLADTDKIKSFEEDLKTYKATEKILRNKCSKSVDTGE
TDIDPVMDDDHVEFPPYVLRPDDGGPRVTINTAIGHINRYCARLPSDPFTHLAPKCRTREL
PDGTFYSTLYLPINSPLRASIVGPPMSCVRLAERVVALICCEKLHKIGELDDHLMPVGKE
TVKYEEELDLHDEEETSVPGRPGSTKRRQCYPKAIPECLRDSYPRPDQPCYLYVIGMVLT
TPLPDELNFRRRKLYPPEDTTRCEFGILTAKPIPQIPHFPVYTRSGEVTISIELKKSGEML
SLOMLELITRLHQYIFSHILRLEKPALEFKPTDADSAYCVLPLNVVNDSSTLDIDFKFME
DIEKSEARIGIPSTKYTKETPFVEFKLEDYQDAVIIPRYRNFDOQPHREFYVADVYTDLTPLS
KFPSPEYETFAEYYKTKYNLDLTNLNQPLLDVDHTSSRLNLLTPRHLNQKGKALPLSSAE
KRKAKWESLONKQILVPELCATHPIPASLWRKAVCLPSILYRLHCLLTAEELRAQTASDA
GVGVRSLPADFRYPNLDEFGWKKSIDSKSFISISNSSSAENDNYCKHSTIVPENAAHQGAN
RTSSLENHDOMSVNCRTLLSESPGKLHVEVSADLTAINGLSYNONLANGSYDLANRDECQ
GNQLNYYKQEIPVQPTTSYSIQONLYSYENQPOPSDECTLLSNKYLDGNANKSTSDGSPVM
AVMPGTTDTIQVLKGRMDSEQSPSIGYSSRTLGPNPGLILQALTLSNASDGEFNLERLEML
GDSFLKHAITTYLFCTYPDAHEGRLSYMRSKKVSNCNLYRLGKKKGLPSRMVVSIFDPPV
NWLPPGYVVNQDKSNTDKWEKDEMTKDCMLANGKLDEDYEEEDEEEESLMWRAPKEEADY
EDDFLEYDQEHIRFIDNMLMGSGAFVKKISLSPEFSTTDSAYEWKMPKKSSLGSMPFSSDE
EDFDYSSWDAMCYLDPSKAVEEDDEVVGEWNPSEENCGVDTGKQSISYDLHTEQCIADKS
IADCVEALLGCYLTSCGERAAQLFLCSLGLKVLPVIKRTDREKALCPTRENENSQQOKNLS
VSCAAASVASSRSSVLKDSEYGCLKIPPRCMEDHPDADKTLNHLI SGEFENFEKKINYRFEFK
NKAYLLOAFTHASYHYNTITDCYQRLEFLGDAILDYLITKHLYEDPRQHSPGVLTDLRSA
LVNNTIFASLAVKYDYHKYFKAVSPELFHVIDDEVOQFOQLEKNEMQGMDSELRRSEEDEEK
EEDIEVPKAMGDIFESLAGAIYMDSGMSLETVWQVYYPMMRPLIEKFSANVPRSPVRELL
EMEPETAKFSPAERTYDGKVRVTVEVVGKGKFKGVGRSYRIAKSAAARRALRSLKANQPQ
VPNS

>Q6TUI4.3 DICER BOVIN
MKSPALQPLSMAGLOQLMTPASSPMGPEFGLPWOQQOEATHDNIYTPRKYQVELLEAALDHNT
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IVCLNTGSGKTFIAVLLTKELSYQIRGDENRNGKRTVEFLVNSANQVAQQVSAVRTHSDLK
VGEYSNLEVSASWTKEKWNQEFTKHQVLIMTCYVALNVLKNGYLSLSDINLLVEFDECHLA
ILDHPYREIMKLCENC

En un primer momento se habia decidido pasar directamente a la etapa de
alineamiento, para luego continuar con las predicciones de estructura como se habia
propuesto en el proyecto original. Sin embargo, tanto cuando se estaba trabajando
con resultados de BLAST sobre DCL1 completa, como con la nueva base en funcién
de 4ngd, los alineamientos no eran buenos en la zona de interés por estar
trabajando con secuencias completas que al contener regiones divergentes
complicaban el alineamiento. Por ello se resolvid posteriormente que, una vez
armada la base de datos, era mejor pasar directamente a la prediccién de dominios
para luego en base a su resultado conservar solo las porciones de interés de cada

proteina antes de decidir alinearlas.
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Para la prediccion de dominios se utiliz6 el programa ScanProsite
(http://prosite.expasy.org/scanprosite/), que tiene un tutorial dentro del de Biopython
en la seccion 10.6 ( ). En

la Figura 5 se muestra parte del programa.

%V..‘[ A% ScanProsite e

Home ScanProsite ProRule Documents Downloads Links Funding

pr_ AQ ScanProsite tool

This form allows you to scan proteins for matches against the PROSITE collection of motifs as well as against your own
patterns.

< Option 1 - Submit PROTEIN sequences to scan them against the PROSITE collection of motifs.
Option 2 - Submit MOTIFS to scan them against a PROTEIN sequence database.
Option 3 - Submit PROTEIN sequences and MOTIFS to scan them against each other.

Reset

Figura 5: Programa Prosite

Una vez que el programa corre sobre alguna de las secuencias, devuelve una
respuesta del tipo "Bio.ExPASy.ScanProsite.Record" donde se dan detalles de cada
dominio encontrado, como su ID y posicién. Sin embargo, es necesario que dichos
IDs sean traducidos a nombres de dominios conocidos para poder interpretarlos.
Para ello se descargd el archivo prorule.dat.txt desde el sitio
ftp://ftp.expasy.org/databases/prosite/, en el cual se presenta a continuacion de cada
ID el nombre del dominio separado por comillas. Se definid6 una funcion llamada
id_in_rules, que busca la posicidén en la cual se encuentra el ID dentro del archivo, y
posteriormente identifica las comillas que contienen el nombre del dominio para
extraerlo y guardarlo en la lista name_dom.

Se hizo la prediccion de dominios para cada secuencia de la lista, luego se
aplicé la funcion creada anteriormente para traducir los ID de dominios encontrados
a nombres, y se los fue agregando a una lista llamada id_domain, la cual va a

contener en ultima instancia todos los dominios encontrados en las secuencias del
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archivo. Por otra parte se cred para cada secuencia un string formado por una
repeticién de simbolos "-" del largo de la misma. Finalmente se tomo las posiciones

de comienzo y final de cada dominio, y se reemplazé en los rangos correspondientes

dentro de la secuencia de simbolos "-" con el indice que se asignd a cada dominio y

se guardo en una lista.
Trabajando de esta manera las predicciones de dominios quedaron

representadas como secuencias de caracteres del largo de cada proteina, en la que

en cada posicién se ubicé un signo en los casos donde nos hubo prediccion, o

una letra dada en los casos donde se encontré un dominio, respetando siempre el
uso de la misma letra para el mismo dominio durante toda la base del datos. Por ej.,

una secuencia de 10 residuos en donde los primeros 5 hayan sido predichos como

un dominio representado por una letra "a" se vera como:

Los resultados de la prediccion se guardaron en un archivo fasta llamado

base3_dominio.fasta y se graficaron para su analisis

In [7]:
#Parseo de la base3
from Bio.SeqIO import *

name base3 = []
for rec in parse('base3.fasta', "fasta"):
name base3.append(str (rec.description))

seq _base3 = []
for rec in parse('base3.fasta', "fasta"):
seq_base3.append(str(rec.seq))

In [8]:
#Definiendo funcion para cambiar id por nombres de dominios
def id in rules(i):
file rules = open("prorule.dat.txt", "r")
text rules = file rules.read()
if text rules.find(i)>1:
position id = text rules.find (i)
first dotcoma = text rules.find(";", position id)
second dotcoma = text rules.find(";", (first dotcoma + 1))
name dom = text rules[(first dotcoma + 2) :second dotcoma]
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file rules.close()
return name_ dom

#Prediccidén de dominios
from Bio.ExPASy import ScanProsite
id domain = {}

n = 97
domain base3 = []

for seq in seq base3:
handle = ScanProsite.scan (seq)
response = ScanProsite.read(handle)
# print response #Descomentar si se quisiese ver la salida para

cada predicciodn

#Definicidn de una secuencia compuesto solo de "-" del largo de
seq
list seq domain = list("-" * len(seq))

#Iteracidén en cada dominio encontrado en esa seq
for item in response:

iddom = item["signature ac"]

namedom = id in rules (iddom)

#Creacion de la variable idnum que va a Servir para numerar
los dominios nuevos
idnum = -1

#Chequeo de la presencia del nombre del dominio en la lista,

#sino estd se agrega con el indice idnum = n
if namedom not in id domain.values():

id domain[n] = namedom

idnum = n

n= (n+ 1)

#S1i ya estaba en la lista se recupera con el indice que
tenia
else:
for num, name in id domain.iteritems() :
if name == namedom:
idnum = num
break

#Busqueda de las posiciones de comienzo y final del dominio
en la secuencia
iddom start = item["start"]



iddom stop = item["stop"]

#Reemplazo en la secuencia de dichos rangos por idnum
for i in range (iddom start-1, iddom stop) :
list seq domain[i] = chr (idnum)

#Unidén en la lista para formar un string que se agrega a la
lista de la base
domain base3.append("".join(list seq domain))

#Definiendo los nombres de los dominios para cada letra asignada
st id domain=""
for key,val in id domain.iteritems() :

st id domain = st id domain + chr(key) + "-> "+ str(val) + "
print st id domain

print "El nUmero de predicciones de dominios es", len(domain base3)

a-> HELICASE ATP BIND 1 b-> HELICASE CTER c-> DICER DSRBF
d-> PAZ e-> RNASE 3 2  f-> RNASE 3 1 g-> DS RBD h->
None

El numero de predicciones de dominios es 15

In [9]:
#Guardado en archivo
base3 dominios file = open ("base3 dominio.fasta", "a")
for i, seq in enumerate (seq base3):
base3 dominios file.write(">")
base3 dominios file.write (name base3[i])

(
base3 dominios file.write("\n")
base3 dominios file.write(domain base3[i])
base3 dominios file.write("\n")

base3 dominios file.close()

In [10]:

#Visualizacidén de la primer parte base3.fasta
f = open('base3 dominio.fasta', 'r')

file contents = f.read()

print (file contents [0:2200])

f.close()
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>Q9UPY3.3 DICER HUMAN

daaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
daaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
daaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa—-—-—-—-—-—-

bbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbb
bbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbb
bbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbb------=-----=-——-
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCcccccece
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCm— ===~ —————————————————————————

dddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddd
dddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddd
dddddddddddddddddddddddddddd——=============——=————— -

cecececceeecccecceeccccceececceEEEECcEEEEECcEEEEcceceeeccceeeeeeceee
CecECEEEEEeeeEEeeeeeEReeeeEE—~~ T T T T T oo oo

ceceeceecececececeecececececeeceeceececececececececececececeefffffffffecececcecceecececececececee
I L LR LR LR R R R EEEEEEEEEEEEEEEE
cEeeEeEceEEEcEEEEEEeEEeEEeEEeeReRERRERE—————— ———— ——— —————— ——— — —

99999999999999999999999999999999999999999999999999999999999999

dadaddaddaaaaaaaaaddaddaaaaaaaadadaaaaaaadadaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
dddaddadadaaaaaaaaadadadadaaaaadadadadaaaaaaadadaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
daaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa———-—
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In [11]:
#Para cargar nuevamente la variable sin tener que correr la
prediccidén nuevamente
from Bio.SeqIO import *
domain base3 = []
for rec in parse('base3 dominio.fasta', "fasta"):
domain base3.append(str(rec.seq))

Se graficd el resultado para tener una idea de los dominios encontrados
(Figura 6). Para ello, por la forma en que se construye el grafico, primero fue
necesario extender todas las secuencias con espacios en blanco para que tengan la
misma longitud. Se cred una nueva lista con esa caracteristica que se llamé

domain_base3_long.

In [12]:
domain base3 long

[]

domain base3 long = domain base3[:]

#Secuencias mds larga
seq longer = 0
for i in domain base3 long:
if len(i) > seq longer:
seq_longer = len(i)

#Lista con secuencias de igual largo
for n,i in enumerate (domain base3 long) :
if len(i)<=seq longer:

nro _ext = seq longer-len (i)
to ext = ""
to ext = " "*nro ext
domain base3 long[n]= (i + to ext)
In [13]:
#Graficos

#Comando para que vaya mostrando los graficos
gmatplotlib inline

import sys

from matplotlib import pyplot as pl
import matplotlib.colors as colors
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from matplotlib.lines import Line2D
import matplotlib.patches as mpatches
import matplotlib.pyplot as plt
import numpy as np

#Se eligen colores usando el comando colors.cnames
#Se crea un diccionario para asociar dominios a colores
colores= {

'a':'orange',

'b':'violet',

'c':'lightblue',

'd':'"tomato"',

'e':'mediumaquamarine',

'f':'moccasin',

'g':'peru',

'h':'lightgreen',

'-':'"lightgray' }

#Crear un array del largo de la secuencia
equis=np.arange (len(domain base3 long[0]))
equis

#Graficos
for letra in colores.keys():
curvas=/[]
for i,prot in enumerate (domain base3 long) :
curva=[ i+l if x==letra else -1 for x in prot]
curvas.append (curva)
todasLasCurvas=np.array (curvas)
pl.plot (equis, todasLasCurvas.T,'|"',color=colors.cnames
[colores[letral])

pl.ylim([0,1617)

pl.rcParams["figure.figsize"] = [15,10]

#Titulos y nombres a los ejes

pl.title("Predicciones de dominios", size=18, y = 1.005)
pl.ylabel ('Organismo', size = 14)

pl.xlabel ('Posicion', size = 14)

#Nombres de organismos

pl.yticks([1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,

15] ,name_base3)

#Leyenda
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orange = mpatches.Patch (label="HELICASE ATP BIND 1", color="orange")
violet mpatches.Patch (label="HELICASE CTER", color="violet")
lightblue = mpatches.Patch(label="DICER DSRBF", color="lightblue")
tomato = mpatches.Patch (label="PAZ", color="tomato")
mediumaquamarine = mpatches.Patch (label="RNASE 3 2",

color="mediumaquamarine")

moccasin = mpatches.Patch (label="RNASE 3 1", color="moccasin")

peru = mpatches.Patch(label="DS RBD" , color="peru")

lightgreen = mpatches.Patch(label="None", color="lightgreen")
lightgray = mpatches.Patch(label='Sin dominio', color="lightgray")
legend =

pl.legend (handles=[orange,violet, lightblue, tomato, mediumaquamarine,m
occasin,peru, lightgreen, lightgray], loc=6, bbox to anchor=(1, 0.5))

pl.savefig ("6 _Dominios.png", bbox inches='tight',
bbox extra artist=[legend])

Predicciones de dominios

Angd A =2
ABBOJ3 DCL_GIAIC i
gég:‘}g; EEEQ-SEE f ?'?" HELICASE ATP BIND 1
QILXWT.2 DCL3 ARATH = HELICASE LTER
m OBLMRZ 1 DCL ORYS] = m= DICER_DSREF
£ Q95P32.2 DCL1_ARATH = L& - PALZ
@ Q9VCU9.1 DCR1 DROME = = RNASE 3 2
© B3IDLAG.2 DICER_XENTR 1 RNASE 3 1
£ QBTV19.2 DICER_DANRE = - i
025BN1.3 DICER_CHICK 1 = = i
A0MOHO.3 DICER_CRIGR 1 = m L
08R418 3 DICER_MOUSE = m
QBTUI4.3 DICER_BOVIN = o
QAUPY3.3 DICER_HUMAN = i
0 500 1000 1500 2000
Posicion

Figura 6: Prediccion de dominios: se ilustra para cada proteina (eje y) los dominios predichos en cada
posicion (eje x). En la leyenda se muestran los nombres y colores para cada dominio predicho.

El dominio "plataforma" no estd definido en Prosite, por lo tanto resulta
fundamental restringir el area de analisis, y continuar con la prediccion y modelado
estructural para poder identificarlo en la secuencia de DCL1 de Arabidopsis thaliana.
Para asegurarse de que la regién de interés con la que se continuaria con el analisis
contuviese a las regiones Plataforma y PAZ, se decidio extraer de cada secuencia
todo lo que se encontraba entre la posicion donde termina el dominio
DICER_DSRBF y donde empieza RNASE_3 2, es decir, desde la ultima letra c

hasta la primera letra e.
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Algunas caracteristicas que surgen al seleccionar la region de interés son:

e las secuencias B3DLA6.2 DICER_XENTR y A8BQJ3 DCL_GIAIC tienen
como ultimo dominio a c, por lo que toman desde ¢ hasta el final

e |a secuencia Q9LXW7.2 DCL3 ARATH no tiene dominio c, por lo que

toma desde el principio hasta la primer e

In [14]:
#Seleccionar solo la regidén entre c y e
domain based = []
seq based = []
for i,seq in enumerate (domain base3):
largo = len(seq)
pos ¢ = 0
pos e = 0
for pos,1l in enumerate (seq) :
if 1 == "c"
pos_c = pos
for pos,l in enumerate (reversed(seq)) :
if 1 == "e"
pos_e = pos
pos e = largo - pos_e
domain base4.append (seq[pos_c:pos_e])
seq_based.append(str(seq base3[i]) [pos c:pos _e])

#Guardar en archivo secuencias

base4 file = open("base4.fasta", "a")

for i, seq in enumerate (seq basei):
based4 file.write(">")
based4 file.write (name base3[i])
base4 file.write ("\n")
based4 file.write(seq based[i])
base4 file.write ("\n")

base4 file.close()

#Guardar en archivo dominios
base4 dominios file = open ("based4 dominio.fasta", "a")
for i, seq in enumerate (seq basei):
base4 dominios file.write(">")
base4 dominios file.write (name base3[i])
base4 dominios file.write("\n")
base4 dominios file.write(domain based4[i])
base4 dominios file.write("\n")
base4 dominios file.close()
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#Visualizacion de la primer parte based.fasta
f = open('based.fasta', 'r')

file contents = f.read()

print (file contents [0:2200])

f.close ()

#Visualizacidn de la primer parte base4 dominio.fasta
f = open('base4 dominio.fasta', 'r')

file contents = f.read()

print (file contents [0:2200])

f.close ()

>Q9UPY3.3 DICER HUMAN
YEEELDLHDEEETSVPGRPGSTKRROCYPKATPECLRDSYPRPDQPCYLYVIGMVLTTPLPD
ELNFRRRKLYPPEDTTRCFGILTAKPIPQIPHFPVYTRSGEVTISIELKKSGFMLSLOMLEL
ITRLHQYIFSHILRLEKPALEFKPTDADSAYCVLPLNVVNDSSTLDIDFKEFMEDIEKSEARI
GIPSTKYTKETPFVFKLEDYQDAVIIPRYRNFDQPHREFYVADVYTDLTPLSKEPSPEYETFA
EYYKTKYNLDLTNLNQPLLDVDHTSSRLNLLTPRHLNQKGKALPLSSAEKRKAKWESLONKQ
ILVPELCAIHPIPASLWRKAVCLPSILYRLHCLLTAEELRAQTASDAGVGVRSLPADFRYPN
LDFGWKKSIDSKSEFISISNSSSAENDNYCKHSTIVPENAAHQGANRTSSLENHDOMSVNCRT
LLSESPGKLHVEVSADLTAINGLSYNQNLANGSYDLANRDFCQGNQLNYYKQETIPVQPTTSY
SIONLYSYENQPOPSDECTLLSNKYLDGNANKSTSDGSPVMAVMPGTTDTIQVLKGRMDSEQ
SPSI

>Q6TUI4.3 DICER BOVIN
YEEELDLHDEEETSVPGRPGSTKRROCYPKATPECLRESYPRPGQPCYLYVIGMVLTTPLPD
ELNFRRRKLYPPEDTTRCFGILTAKPIPQIPHFPVYTRSGEVTISIELKKSGEFTLSLOMLEL
ITRLHQYIFSHILRLEKPALEFKPTDADSAYCVLPLNVVNDSSTLDIDFKFMEDIEKSEARI
GIPSTKYSKETPFVFKLEDYQDAVIIPRYRNEFDOQPHREYVADVYTDLTPLSKFPSPEYETEA
EYYKTKYNLDLTNLNQPLLDVDHTSSRLNLLTPRHLNQKGKALPLSSAEKRKAKWESLONKQ
ILVPELCATIHPIPASLWRKAVCLPSILYRLHCLLTAEELRAQTASDAGVGVRSLPVDEFRYPN
LDFGWKKSIDSKSFISIANSSSAENENYCKHSTIVVPENAAHQGANRTSPLENHDOMSVNCR
TLFSESPGKLQIEVSTDLTAINGLSYNKSLANGSYDLANRDFCOGNHLNYYKQEIPVQPTTS
YPIONLYNYENQPKPSDECTLLSNKYLDGNANTSTSDGSPVTAAVPGTTETGEAPPDRTASE
QSPSPG

>Q8R418.3 DICER MOUSE
YEEELDLHDEEETSVPGRPGSTKRROQCYPKAIPECLRESYPKPDQPCYLYVIGMVLTTPLPD
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ELNFRRRKLYPPEDTTRCFGILTAKPIPQIPHFPVYTRSGEVTISIELKKSGFTLSQOMLEL
ITRLHQYIFSHILRLEKPALEFKPTGAESAYCVLPLNVVNDSGTLDIDFKEFMEDIEKSEART
GIPSTKYSKETPFVFKLEDYQDAVIIPRYRNFDQPHREFYVADVYTDLTPLSKEPSPEYETFA
EYYKTKYNLDLTNLNQPLLDVDHTSSRLNLLTPRHLNQKGKALPLSSAEKRKAKWESLONKQ
ILVPELCATHPIPASLWRKAVCLPSILYRLHCLLTAEELRAQTASDAGVGVRSLPVDEFRYPN
LDFGWKKSIDSKSEFISTCNSSLAESDNYCKHSTTVVPEHAAHQGATRPSLENHDOMSVNCKR
LPAESPAKLQSEVSTDLTAINGLSYNKNLANGSYDLVNRDEFCQOGNQLNYFKQEIPVQPTTSY
PIONLYNYENQPKPSNECPLLSNTYLDGNANTSTSDGSPAVSTMPAMMNAVKALKDRMDSEQ
SPSV

>A0MQHO.3 DICER CRIGR
YEEELDLHDEEETSVPGRPGSTKRROCYPKATPECLRESYPKPDQPCYLYVIGMVLTTPLPD
ELNFRRRKLYPPEDTTRCFGILTAKPIPQIPHFPVYTRSGEVTISIELKKSGEFTLSOQOMLEL
ITRLHQYIFSHILRLEKPALEFKPTGAESAYCVLPLNVVNDSSTLDIDFTFMEDIEKSEARI
GIPSTKYSKETPFVFKLEDYQDAVIIPRYRNEFDOQPHREYVADVYTDLTPLSKFPSPEYETEA
EYYKTKYNLDLTNLNQPLLDVDHTSSRLNLLTPRHLNQKGKALPLSSAEKRKAKWESLONKQ
ILVPELCAIHPIPASLWRKAVCLPSILYRLHCLLTAEELRAQTASDAGVGVRSLPADFRYPN
LDFGWKKSIDSKSFISTCNSSLAENDNYCKHSTIIVPENAAHQGATRTP

>Q9UPY3.3 DICER HUMAN

dddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddd
dddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddd
dddddddddddddddddddddddddddd——=============—==————— -

dddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddd
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dddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddd
dddddddddddddddddddddddddddd——==============—=————— -

dddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddd
dddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddd
dddddddddddddddddddddddddddd--============—==———————— oo

dddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddd
dddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddd-——----

31




Una vez construida la base de datos de secuencias de proteinas tipo DICER
en la region de interés, se procedié a realizar un alineamiento. Dado que la
presencia de secuencias divergentes podia complicar el proceso, se decidid
comenzar calculando el porcentaje de identidad de secuencia presente entre cada
par de las mismas, con lo que se construyd el grafico que se muestra mas abajo
(Figura 7), en donde se marco en rojo las combinaciones que dieron identidades

menores al 30%.

In [15]:

from Bio import pairwise2

from Bio import SeqIO

import numpy as np

np.set printoptions (precision=2)

identidades = []
matriz = np.ones((len(seqg based4)+1l, len(seq base4d)+1l))
for i,seql in enumerate (seq baseil):
for j,seg2 in enumerate (seq base4[i+1:]):
alignments = pairwise2.align.globalxx (seql, seg2)
identidades.append((alignments[0]) [2])
matriz[i+l, j+i+1+1]=(alignments([0]) [2]/
max ((len(seqgl),len (seqg2)))
matriz[j+i+1+1,i+1]=(alignments([0]) [2]/
max ( (len(seqgl),len(seqg2)))

import csv

with open('based4 identidades.csv', 'w') as csvfile:
writer = csv.writer (csvfile)
[writer.writerow(r) for r in matriz]
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DICER |DICER | DICER |DICER|DICER| DICER | DICER | DCR1 | DCL1 | DCL1| DCL3 |DCL2B|DCL2A| DCL -

HUMAN | BOVIN | MOUSE| CRIGR | CHICK| DANRE | XENTR | DROME | ARATH | ORYSJ| ARATH | ORYSI [ ORYS! [ GIAIC
DICER HUMAN| 1.00 | 094 | 0.92 | 083|050 0.75 | 0.17 | 038 | 0.33 [ 033| 0.29 | 0.27 | 0.27 | 0.27 | 0.53
DICERBOVIN | 0.94 | 100 | 0.93 | 093 | 0.90| 0.75 | 017 | 038 | 033 | 033 | 0.29 | 0.27 | 0.26 | 0.27 | 0.53
DICERMOUSE | 0.92 | 0.93 | 1.00 | 096 | 0.88| 0.74 | 0.17 | 038 | 033 | 033 | 0.29 | 0.27 | 0.27 | 0.27 | 0.52
DICERCRIGR | 0.93 | 093 | 0.96 | 1.00 | 0.50| 0.75 | 0.17 | 038 | 0.33 [ 034 | 0.29 | 0.27 | 0.27 | 0.27 | 0.52
DICERCHICK [ 0.90 | 0.90 | 0.88 | 0.50 | 1.00 [ 0.76 | 0.17 | 0.38 | 0.33 [ 033 | 0.29 [ 0.27 | 0.27 | 0.27 | 0.52
DICER DANRE | 0.75 075 | 074 | 075 | 0.76 | 1.00 | 0.15 0.37 0.33 [ 031] 0.28 | 0.26 | 0.26 | 0.28 | 0.50
DICERXENTR | 0.17 | 0.17 | 0.17 | 017 | 0.17 [ 0.15 | .00 | 0.10 | 0.16 | 0.15| 0.09 | 0.19 | 0.18 | 0.17 | 0.19
DCR1DROME | 0.38 | 038 | 038 [ 038]|038| 037 [ 0.10 | 100 | 027 | 027 | 0.33 | 0.22 | 0.22 | 0.22 | 0.22
DCL1ARATH | 033 | 033 | 033 | 033|033 033|016 | 027 | 1.00 [ 074]| 0.24 | 033 [ 0.33 | 032|033
DCL1ORYS) | 033 | 033 ] 033 [034]|033| 031 |015| 027 | 074 | 1.00| 0.24 | 032 ]| 0.32 | 0.31|0.32
DCL3ARATH | 029 | 029 [ 0.29 | 0.29 | 0.29| 0.28 | 0.09 | 033 | 0.24 [ 024 | 1.00 | 0.20 | 0.21 | 0.20 ] 0.20
DCL2BORYS) | 0.27 | 0.27 [ 0.27 | 027 | 027 | 0.26 | 0.19 [ 022 | 0.33 | 032 | 0.20 | 1.00 | 0.99 | 0.34 | 0.38
DCL2AORYS! | 0.27 | 026 | 0.27 | 027 |0.27 | 0.26 | 028 | 022 | 0.33 [ 032] 0.21 | 0.99 | 1.00 | 0.34 | 037
DCL GIAIC 027 | 027 | 027 | 027 | 027 028 | 017 | 022 | 032 [031] 0.20 | 0.34 | 0.34 | 1.00 | 0.34
4ngd 053 | 053] 052 | 052|052 050 | 019 | 022 | 0.33 [032] 0.20 | 0.38 | 0.37 | 0.34 | 1.00

Figura 7: Matriz de identidades

Se decidié eliminar de la base de datos las secuencias que dieron un
porcentaje de identidad menor al 25% con DCL1: DICER_XENTR, DCR1_DROME y

DCL3_ARATH, siendo la primera de ellas mucho mas corta que el resto, y las otras

dos mas largas. Quedd asi conformado lo que se denomin6é la base5. Se

construyeron los archivos baseb.fasta 'y base5 _dominio.fasta con las secuencias que

Se conservaron.

In [16]:

#Archivos y las variables sin las secuencias eliminadas para el

alineamiento
print name base3[6]

print name base3[7]
print name base3[10]

B3DLA6.2 DICER XENTR

Q9VCU9.1 DCR1 DROME
Q9LXW7.2 DCL3 ARATH
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In [17]:

name base5=[]

name base5.extend(name base3[0:6] + name base3[8:10] +

name base3[11:])

seq baseb5=[]

seq baseb.extend(seq base4[0:6] + seq base4[8:10] + seq based4[11l:])
domain baseb5=[]

domain base5.extend(domain base4[0:6] + domain base4[8:10] +
domain based4 [11:])

#Guardar en archivo

base5 file = open("baseb.fasta", a")
for i, seq in enumerate (seq baseb):
base5 file.write(">")
base5 file.write (name base5[i])
base5 file.write ("\n")
base5 file.write(seq base5[i])
base5 file.write ("\n")
base5 file.close()
#Guardar en archivo
base5 dominios file = open ("base5 dominio.fasta", "a")

for i, seg in enumerate (seq base)):
base5 dominios file.write(">")
base5 dominios file.write (name base5[i])

(
base5 dominios file.write ("\n")
base5 dominios file.write(domain base5[i])
base5 dominios file.write ("\n")

base5 dominios file.close()

Para el alineamiento se utilizé el programa MEGA versién 5.03 y dentro de
este a ClustalW. El alineamiento se export6 como baseb alineada.fas Los

parametros utilizados se muestran a continuacion en la Figura 8:
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Iia) M35: ClustalW Parameters

Protein |
Pairwise Alignment
Gap Opening Penalty
Gap Extension Penalty

Multiple Alignment
Gap Opening Penalty

Gap Extension Penaly

Protein Weight Matrix
Residue-specific Penalties
Hydiophilic Penalties

Gap Separation Distance
End Gap Separation

Use Negative Matrnx
Delay Divergent Cutoff [%]
™ Keep Predefined Gaps

=N EeR ==

Specify Guide Tree [|

?ﬂelpJ " OK | X Cancel

Figura 8: Parametros MEGA

Continuando con el uso del mismo programa se realizé un analisis de las

secuencias alineadas mediante la construccidon de un arbol con el Test con Maximun

Likelihood con los parametros estandar. El resultado se muestra en el siguiente arbol

(Figura 9):
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PROTOZOO

Figura 9: Arbol filogenético

En el arbol obtenido se pudo observar la presencia de miembros de tres
reinos:

. animal: donde se destaca la presencia de las variantes de DICER
humana en cercania con el resto de las secuencias animales.

. planta: se encuentran particularmente DCL1_ARATH que es la de
interés, y otras que pertenecen a la especie de arroz.

. protozoo: esta variante fue agregada externamente y aparece en un

clado aislado.

In [18]:

#Visualizacidn de la primer parte de baseb alineada.fasta
f = open('base5 alineada.fas', 'r')

file contents = f.read()

print (file contents [0:2200])
f.close ()

>Q9UPY3.3 DICER HUMAN
YEEELDLHDEEETSVPGRPGSTKRRQCYPKATPECLRDSYPRPDQPCYLYVIGMVLTTPLPD
ELNFRRRKLYPPEDTTRCFGILTAKPIPQIP--
HFPVYTRSGEVTISIELKKSGFMLSLOMLELITRLHQYIFSHILRLEKPALEFKPTDADSAY
CVLPLNVVNDSS-
TLDIDFKFMEDIEKSEARIGIPSTKYTKETPFVFKLEDYQDAVIIPRYRNFDQPHRFYVADV
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YTDLTPLSKFPSPEYETFAEYYKTKYNLDLTNLNQPLLDVDHTSSRLNLLT PRHLNQKGKAL
PLSSAEKRKAKWESLONKQILVPELCATHPTPASLWRKAVCLPSILYRLHCLLTAEELRAQT
ASDAGVGVRSLPADFRYPNLDFGWKKSIDSKSFISISNSSSAENDNYCKHSTIVP—
ENAAHQGANRTSSLENHDQMSVNCRTLLSESPGKLHVEVSADLTAINGLS YNONLANGSYDL
ANR-
DFCQGNQLNYYKQETPVQPTTSYSIQNLYSYENQPQPSDECTLLSNKY LDGNANKSTSDGSP
VMAVMPGTTDTIQVLKGRMDSEQS—-——-—-—-—- PSI--

>Q6TUT4.3 DICER BOVIN
YEEELDLHDEEETSVPGRPGSTKRRQCYPKATPECLRESYPRPGQPCYLYVIGMVLTTPLPD
ELNFRRRKLYPPEDTTRCFGILTAKPIPQIP--
HFPVYTRSGEVTISIELKKSGFTLSLOMLELITRLHQYIFSHILRLEKPALEFKPTDADSAY
CVLPLNVVNDSS-
TLDIDFKFMEDIEKSEARIGIPSTKYSKETPFVFKLEDYQDAVT I PRYRNFDQPHRFYVADV
YTDLTPLSKFPSPEYETFAEYYKTKYNLDLTNLNQPLLDVDHTSSRLNLLT PRHLNQKGKAL
PLSSAEKRKAKWESLONKQILVPELCATHPTPASLWRKAVCLPSTILYRLHCLLTAEELRAQT
ASDAGVGVRSLPVDFRYPNLDFGWKKSIDSKSFISTANSSSAENENYCKHSTIVVPENAAHQ
GANRTSPLENHDQMSVNCRTLFSESPGKLQIEVSTDLTAINGLSYNKSLANGSYDLANR-
DFCQGNHLNYYKQETIPVQPTTSYPIQNLYNYENQPKPSDECTLLSNKYLDGNANTSTSDGSP
VTAAVPGTTETGEAPPDRTASEQS—-——-—-—-—- PSPG-

>Q8R418.3 DICER MOUSE
YEEELDLHDEEETSVPGRPGSTKRRQCYPKATPECLRESYPKPDQPCYLYVIGMVLTTPLPD
ELNFRRRKLYPPEDTTRCFGILTAKPIPQIP--
HFPVYTRSGEVTISIELKKSGFTLSQOMLELITRLHQYIFSHILRLEKPALEFKPTGAESAY
CVLPLNVVNDSG-
TLDIDFKFMEDIEKSEARIGIPSTKYSKETPFVFKLEDYQDAVIIPRYRNFDQPHRFYVADV
YTDLTPLSKFPSPEYETFAEYYKTKYNLDLTNLNQPLLDVDHTSSRLNLLT PRHLNQKGKAL
PLSSAEKRKAKWESLONKQILVPELCATHPTPASLWRKAVCLPSTILYRLHCLLTAEELRAQT
ASDAGVGVRSLPVDFRYPNLDFGWKKSIDSKSFISTCNSSLAESDNYCKHSTTVVPEHAAHQ
GATRPS-LENHDQMSVNCKRLPAESPAKLQSEVSTDLTAINGLSYNKNLANGSYDLVNR-
DFCQGNQLNYFKQETPVQPTTSYPIQNLYNYENQPKPSNECPLLSNTYLDGNANTSTSDGSP
AVSTMPAMMNAVKALKDRMDSEQS-———-——--——-— PSV--

>AOMQHO.3 DICER CRIGR
YEEELDLHDEEETSVPGRPGSTKRRQCYPKATPECLRESYPKPDQPCYLYVIGMVLTTPLPD
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ELNFRRRKLYPPEDTTRCFGILTAKPIPQIP--
HFPVYTRSGEVTISIELKKSGFTLSOQOMLELITRLHQYIFSHILRLEKPALEFKPTGAESAY
CVLPLNVVNDSS-
TLDIDFTFMEDIEKSEARIGIPSTKYSKETPEVFKLEDYQDAVITIPRYRNFDQPHREYVADV
YTDLTPLSKFPSPEYETFAEYYKTKYNLDLTNLNQPLLDVDHTSSRLNLLTPRHLNQKGKAL
PLSSAEKRKAKWESLONKQILVPELCATIHPIPASLWRKAVCLPSILYRLHCLLTAEELRAQT
ASDAGVGVRSLPA

Se parseod el alineamiento, y se usé el resultado para alinear los dominios.
Para ello se decidié identificar con el guion medio (-) a los casos donde no hubo
prediccion de dominios, y como guion bajo () a los lugares en donde se incorporé
algun gap durante el alineamiento. Finalmente se grafico el resultado obtenido
(Figura 10).

In [19]:

seq_align base5 = []

for rec in parse('base5 alineada.fas', "fasta"):
seq_align baseb5.append(str(rec.seq))

#Alineo las secuencias con los dominios
domain align base5 = []

i=0

while i < len(seqg_align baseb):

domain letters = list (domain base5[i])
alignment letters = list(seq_align base5[i])
g =20

h =0

domain alig = ""
while g < len (alignment letters):
if alignment letters[g] == "-"
domain alig = domain alig + " "

else:
domain alig = domain alig + domain letters[h]
h=nh+1

g=9g+1

domain align base5.append(domain alig)
i=1i+1
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In [20]:

#Guardar en archivo

base5 dominios alineada file = open("base5 dominio alineada.fasta",
mam)

for i, seq in enumerate (seq baseb):

ns)

base5 dominios alineada file.write (">"

base5 dominios alineada file.write (name base5[i])

base5 dominios alineada file.write("\n")
base5 dominios alineada file.write (domain align base5[i])
base5 dominios alineada file.write("\n")

base5 dominios alineada file.close ()

#Visualizacion de la primer parte de baseb dominio alineada.fasta
f = open('base5 dominio alineada.fasta', 'r')

file contents = f.read()

print (file contents [0:2200])

f.close()

>Q9UPY3.3 DICER HUMAN

dddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddd
dddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddd
dddddddddddddddddddddddddddd--============—==——-————— oo

dddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddd
dddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddd
dddddddddddddddddddddddddddd——=============——==———— -

39




dddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddd
dddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddd
dddddddddddddddddddddddddddd——=============—==————— -

dddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddd
dddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddddd-——-—-—--

In [21]:

#Graficos

#Comando para que vaya mostrando los grdficos
$matplotlib inline

import sys

from matplotlib import pyplot as pl
import matplotlib.colors as colors
from matplotlib.lines import Line2D
import matplotlib.patches as mpatches
import matplotlib.pyplot as plt
import numpy as np

#Se eligen colores usando el comando colors.cnames

#Se crea un diccionario para asociar dominios a colores
colores= {

'd':'"tomato"',

'-':'"lightgray' }

#Crear un array del largo de la secuencia
equis=np.arange (len(domain align base5[0]))
equis

#Graficos
for letra in colores.keys() :
curvas=/[]
for i,prot in enumerate (domain align baseb5) :
curva=[ i+l if x==letra else -1 for x in prot]
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curvas.append (curva)
todasLasCurvas=np.array(curvas)
pl.plot (equis, todasLasCurvas.T,"'|',color=colors.cnames
[colores[letral])

pl.ylim([0,13])
pl.rcParams["figure.figsize"] = [15,10]

#Titulos y nombres a los ejes

pl.title("Predicciones de dominios baseb5", size=18, y = 1.005)
pl.ylabel ('Organismo', size = 14)

pl.xlabel ('Posicion', size = 14)

#Nombres de organismos
pl.yticks([1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12],name base5)

#Leyenda

tomato = mpatches.Patch (label="PAZ", color="tomato")

lightgray = mpatches.Patch(label='Sin dominio', color="lightgray")
legend = pl.legend(handles=[tomato,lightgray], loc=6,

bbox to anchor=(1, 0.5))

pl.savefig("10 Dominios base5.png", bbox inches='tight',
bbox extra artist=[legend])

Predicciones de dominios base5

4ngd
ABBQJ3 DCL GIAIC C L
QLOHL3.1 DCL2A ORYS) R T TN
0Q6ILX2 2 DCLZB ORYS] N e .
mm  Q8LMRZ.1DCLL ORYS) E— -
-E Q95P32.2 DCL1 ARATH W — . DA
45 06TV19.2 DICER_DANRE e Sin dominio
&£ 025BN1.3 DICER CHICK 1 m=—————
AODMOQHD.3 DICER_CRIGR e
QBR418.3 DICER_MOUSE - STy —
QETUI4.3 DICER_BOVIN ST E——
QIUPY3.3 DICER_HUMAN 1 ST e
0 100 200 300 400 500 600
Posicion

Figura 10: Predicciones de dominios
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Para la prediccion de estructura secundaria se utilizd el programa Jpred (A
Protein Secondary Structure Prediction Server), una interfaz disponible en el sitio

http.//www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4/index_up.html (Figura 11).

Jpred 4

Incorporating Jnet
A Protein Secondary Structure Prediction Server

13 0 0 3 25 T s )

Input sequence” YEEELDLHDEEETSVPGRPG:
TTRCFGILTAKPIPQIPHFP

RRQCYPKAIPECLRDSYPRPDQPCYLYVIGMVLTTPLPDELNFRRRKLYPPED
/TISIELKKSGFM RLEKPALEFKPTDADSAYCV

Advanced options (click to show/hide)

...or upload a file ? | Seleccionar archivo | No se eligio archivo

Select type of input & Single Sequence (click to select format): ® Raw/Fasta ** Batch Mode
Multiple Alignment (click to select format).

Skip searching PDB before prediction ?! @ Check to skip

Email address (optional) 7! email@domain
Query name (optional) ' [HUMAN
| Make Prediction | Reset Form ‘

Primary citation: Drozdetskiy A, Cole C, Procter J & Barton GJ. Nucl. Acids Res.
(first published online April 16, 2015) doi- 10.1093/narigkva32 [link]
More citations: link

Figura 11: Programa JPred

Por cada secuencia que se carga dentro del servidor, este construye
automaticamente un alineamiento multiple a través de 3 iteraciones del algoritmo de
PSI-BLAST. Cuando el programa termina de correr se puede observar el ID de la
busqueda. Se tiene la posibilidad de obtener el resultado en multiples formatos, y
eso se traduce en distintas formas para la URL. Se eligi6 extraerlo como "Simple
JNet Output". Como no se pudo automatizar para todas las secuencias juntas, solo
se hizo la prediccion para las que contaban con informacion cristalografica, las

cuales se muestran a continuacion junto con sus IDs y largos de secuencia.
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Q9UPY3.3 DICER HUMAN : ID: jp_ LVwmmOD
YEEELDLHDEEETSVPGRPGSTKRRQCYPKATPECLRDSYPRPDQPCYLYVIGMVLTTPLPDELNFRR
RKLYPPEDTTRCFGILTAKPIPQIPHFPVYTRSGEVTISIELKKSGFMLSLOMLELITRLHQYIFSHI
LRLEKPALEFKPTDADSAYCVLPLNVVNDSSTLDIDFKFMEDIEKSEARIGI PSTKYTKETPFVFKLE
DYQDAVIIPRYRNFDQPHRFYVADVYTDLTPLSKFPSPEYETFAEYYKTKYNLDLTNLNQPLLDVDHT
SSRLNLLTPRHLNQKGKALPLSSAEKRKAKWESLONKQILVPELCATHPIPASLWRKAVCLPSILYRL
HCLLTAEELRAQTASDAGVGVRSLPADFRYPNLDFGWKKSIDSKSFISISNSSSAENDNYCKHSTIVP
ENAAHQGANRTSSLENHDQMSVNCRTLLSESPGKLHVEVSADLTAINGLSYNQNLANGSYDLANRDFC
QGNQLNYYKQEIPVQPTTSYSIONLYSYENQPQPSDECTLLSNKYLDGNANKSTSDGSP
VMAVMPGTTDTIQVLKGRMDSEQSPSI largo = 562

Q8R418.3 DICER MOUSE jp ad4PrKkv
YEEELDLHDEEETSVPGRPGSTKRRQCYPKAIPECLRESYPKPDQPCYLYVIGMVLTTPLPDELNFRR
RKLYPPEDTTRCFGILTAKPIPQIPHFPVYTRSGEVTISIELKKSGFTLSQOMLELITRLHQYIFSHI
LRLEKPALEFKPTGAESAYCVLPLNVVNDSGTLDIDFKFMEDIEKSEARIGIPSTKYSKETPFVFKLE
DYQDAVITPRYRNFDQPHRFYVADVYTDLTPLSKFPSPEYETFAEYYKTKYNLDLTNLNQPLLDVDHT
SSRLNLLTPRHLNQKGKALPLSSAEKRKAKWESLQONKQILVPELCATHPIPASLWRKAVCLPSILYRL
HCLLTAEELRAQTASDAGVGVRSLPVDFRYPNLDFGWKKSIDSKSFISTCNSSLAESDNYCKHSTTVV
PEHAAHQGATRPSLENHDQMSVNCKRLPAESPAKLOSEVSTDLTATNGLSYNKNLANGSYDLVNRDEC
QGNQLNYFKQEIPVQPTTSYPIONLYNYENQPKPSNECPLLSNTYLDGNANTSTSDGSPAVSTMPAMM
NAVKALKDRMDSEQSPSV largo = 562

Q9SP32.2 DCL1_ARATH jp_ STd3SWJ
AEKADQDDEGEPVPGTARHREFYPEGVADVLKGEWVSSGKEVCES SKLFHLYMHNVRCVDFGSSKDPF
LSEVSEFAILFGNELDAEVLSMSMDLYVARAMI TKASLAFKGSLDITENQLSSLKKFHVRLMS IVLDV
DVEPSTTPWDPAKAYLFVPVTDNTSMEPTKGINWELVEKI TKTTAWDNPLQRARPDVYLGTNERTLGG
DRREYGFGKLRHNIVFGOKSHPTYGTIRGAVASFDVVRASGLLPVRDAFEKEVEEDLSKGKLMMADGCM
VAEDLIGKIVTAAHSGKRFYVDSICYDMSAETSFPRKEGYLGPLEYNTYADYYKQKYGVDLNCKQQPL
IKGRGVSYCKNLLSPRFEQSGESETVLDKTYYVFLPPELCVVHPLSGSLIRGAQRLPSIMRRVESMLL
AVQLKNLISYPIPTSKILE largo = 427

DCL_GIAIC jp_VO7Gdk8
MHALGHCCTVVTTRGPSHWLLLLDTHLGTLPGFKVSAGRGLPAAEVYFEAGPRVSLSRTDATIVAVYQ
SILFQLLGPTFPASWTEIGATMPHNEYTFPRFISNPPQFATLAFLPLLSPTSPLDLRALMVTAQLMCD
AKRLSDEYTDYSTLSASLHGRMVATPEISWSLYVVLGIDSTQTSLSYFTRANEST TYMRYYATAHNTH
LRAADLPLVAAVRLDDLKDHQTPAPGSWDDLAPKLRFLPPELCLLLPDEFDLIRVQALQFLPETAKHT
CDIQNTICALDKSFPDCGRIGGERYFAITAGLRLDQGRGRGLAGWRTPF GPFGVSH largo =
328

Junto con la obtencién del resultado fue necesario un paso para eliminar
espacios vacios que se agregaban automaticamente. Tanto las secuencias
utilizadas como los resultados de la prediccion se guardaron en los archivos
baseb.fasta y base6_ss.fasta.

El resultado esta disponible en el servidor con los IDs mencionados solo por
unos dias, por ello lo conveniente es cargar las variables directamente desde los

archivos.
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In [22]:

from urllib2 import urlopen

baseurl = "http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4/results/"
from pygquery import PyQuery as pqg

base6 file=open ("base6.fasta", "a")
base6 ss file=open ("base6 ss.fasta", "a")

#DICER_HUMAN (largo 562)

jpredCode = "jp 8vFUwRb"

finalUrl = baseurl + JjpredCode + "/" + jpredCode + ".simple.html"
response = urlopen (finalUrl)

response_ text Human = response.read()

d = pg(response text Human)

p = d("html body pre code")

seq_human=p.text () [:562]

ss_human=p.text () [563:]

ss_human sinesp = ""
for i in ss human:
if i==" u:
pass
else:
ss_human sinesp = ss human sinesp + 1
base6 file.write (">DICER HUMAN\n")
base6 ss file.write (">DICER HUMAN\n")
base6 file.write (seq human)
base6 ss file.write(ss _human sinesp)

#DICER MOUSE (largo 562)

baseurl = "http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpredd/results/"
jpredCode = "jp JCMWLr "

finalUrl = baseurl + jpredCode + "/" + JjpredCode + ".simple.html"
response = urlopen (finalUrl)

response_ text Mouse = response.read()

d = pg(response text Mouse)

p = d("html body pre code")

seq _mouse=p.text () [:562]

Ss_mouse=p.text () [563:]

Ss_mouse_ sinesp = ""
for i in ss mouse:
if i==" ":
pass
else:
Ss_mouse sinesp = ss_mouse sinesp + 1
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base6 file.write ("\n>DICER MOUSE\n")
base6 ss file.write ("\n>DICER MOUSE\n")
base6 file.write (seq mouse)

base6 ss file.write(ss mouse sinesp)

#DCL1 ARATH (largo 427)

baseurl = "http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpredd/results/"
jpredCode = "jp KNew2z3"

finalUrl = baseurl + JjpredCode + "/" + JjpredCode + ".simple.html"
response = urlopen (finalUrl)

response_ text DCL1 = response.read()

d = pg(response text DCLI1)

P d("html body pre code")

seq dcll=p.text () [:427]

ss_dcll=p.text () [428:]

ss_dcll sinesp = ""
for i in ss dcll:
if i==" ":
pass
else:
ss_dcll sinesp = ss _dcll sinesp + 1

base6 file.write ("\n>DCL1 ARATH\n")
base6 ss file.write ("\n>DCL1 ARATH\n")
base6 file.write(seq dcll)

base6 ss file.write(ss dcll sinesp)

#DCL GIAIC (largo 328)

baseurl = "http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4/results/"
jpredCode = "jp Hp7khT7"

finalUrl = baseurl + jpredCode + "/" + JjpredCode + ".simple.html"
response = urlopen (finalUrl)

response text Giaic = response.read()

d = pg(response text Giaic)

p = d("html body pre code")

seq glaic=p.text () [:328]

Ss_giaic=p.text () [329:]

Ss_giaic sinesp = ""
for i in ss giaic:
if i==" ":
pass
else:
ss_giaic sinesp = ss_giaic_sinesp + 1



base6 file.write ("\n>DCL GIAIC\n")
base6 ss file.write ("\n>DCL GIAIC\n")
base6 file.write(seq giaic)

base6 ss file.write(ss giaic sinesp)

base6 file.close()
base6 ss file.close ()

In [23]:
from Bio.SeqIO import *

# Parseando los nombres de las secuencias del fasta
name base6t = []
for rec in parse('baseb6.fasta', "fasta"):

name base6t.append(str (rec.description))

# Parseando las secuencias del fasta

seq base6 = []

for rec in parse('baseb6.fasta', "fasta"):
seq base6.append(str (rec.seq))

# Parseando las ss de las secuencias del fasta

ss base6 = []

for rec in parse('base6 ss.fasta', "fasta"):
ss base6.append(str (rec.seq))

# Parseando las secuencias alineadas

seq align baseb = []

for rec in parse('base5 alineada.fas', "fasta"):
seq align baseb5.append(str(rec.seq))

#Visualizacion de la primer parte base3.fasta
f = open('baset ss.fasta', 'r')

file contents = f.read()

print (file contents [0:2200])

f.close()
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>DICER HUMAN

47




-——HHHHHHH---—-———————————— HHEEEEEEEEE-—-—- EEEEEEE-—-—-—-—————
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Como se puede ver en la Figura 12, al comparar la estructura secundaria de
los archivos formato pdb (secuencias superiores) de estructuras cristalograficas
(2ffl.pdb para DCL_GIAIC y 4ngd.pdb para DICER_HUMANA) con la estructura
secundaria predicha por el programa Jpred (secuencias inferiores), la predicciéon fue

en general buena.

Arriba estructuras secundarias de PDB, abajo predicciones de Jpred

DCL_GIAIC (2£fl.pdb)
LGH] VVTTRGPSHWLLLL! FKV! AE

CCTVVT HW. VYFE. RV S T

LAFLPLI MVA]
s R o e a0 e Ay

RYFATITAGLRL

DICER _HUMAN (4ngd.pdb)
CYLYVIGMVLTTP CFGIL FPVYTRSGEVTISIELARSGF]
PCYLYVIGMVL] RRK] ey PVYT TISIEL|

JL.DL TN QP LLDVDH E ' DNKQILV

Figura 12: Analisis de estructura secundaria: en amarillo “extended” (E), en rojo “helical” (H) y en verde
sin estructura secundaria predicha

Se cred una nueva lista de secuencias alineadas formada solo por las
proteinas para las cuales se hizo prediccion de estructura secundaria. Luego se
incorporaron los alineamientos a la prediccion de estructura secundaria, se
eliminaron los espacios en los cuales habia gaps para todas las secuencias de la

lista y finalmente se volvié a graficar (Figura 13).
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In [24]:
#Base 6 alineamientos

seq_align base6 = []
seq align base6

seq align base5[0:1]+seq align base5[2:3]+seq align base5[6:7]+seq a

lign base5[10:11]

#Agregando los espacios de los alineamientos
ss_align base6 = []

i=20

while 1 < len(seqg_align baseo6) :

ss letters = list(ss base6[i])

alignment letters = list(seq align base6[i])
g =20

h =0

ss alig = ""

while g < len (alignment letters):

n LLI

if alignment letters[g] == "-

ss alig = ss _alig + " "
else:
ss _alig = ss _alig + ss_letters[h]
h=h+1
g=9g+1
ss_align base6.append(ss_alig)
i=1i+1

#Eliminando gaps comunes
seq human = list(ss _align base6

( [0]
seq mouse = list(ss align base6[1]
seq arath = list(ss align base6[2]
seq _giaic list (ss_align base6[3]
1
1

]
]

seq_human singap =

seq_mouse_singap =
seq_arath singap

— |

seq _giaic_singap

for n in range(0,len(seq human)) :

if seg human[n]==seq mouse[n]==seq arath[n]==seq giaic[n]=="_

pass
else:
seq_human_ singap.append(seq_human[n])
seq _mouse_ singap.append (seq _mouse[n])
seq arath singap.append(seq_arath[n])
seq giaic_singap.append(seq giaic[n])
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ss_align singap base6=[''.Jjoin(seq human singap),''.join(seq mouse_ s

ingap),''.join(seq arath singap),''.Jjoin(seqg giaic_singap) ]

In [25]:
#Graficos

#Comando para que vaya mostrando los grdficos
gmatplotlib inline

import sys

from matplotlib import pyplot as pl
import matplotlib.colors as colors
from matplotlib.lines import Line2D
import matplotlib.patches as mpatches
import matplotlib.pyplot as plt
import numpy as np

#Se eligen 3 colores usando el comando colors.cnames (c—>
DICER DSRBF  d-> PAZ e-> RNASE 3 2)

#Se cre un diccionario para asociar dominios a colores
colores= {

'H':'blue',
'E':'red',
|_l:lgrayl }

#Crear un array del largo de la secuencia
equis=np.arange (len(ss align singap base6[0]))
equis

#Graficos
for letra in colores.keys():
curvas=/[]
for i,prot in enumerate(ss _align singap base®6) :
curva=[ i+l if x==letra else -1 for x in prot]
curvas.append (curva)
todasLasCurvas=np.array (curvas)
pl.plot (equis, todasLasCurvas.T,'|"',color=colors.cnames
[colores[letral])

pl.ylim([0,5])
pl.rcParams["figure.figsize"] = [10,5]

#Titulos y nombres a los ejes
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pl.title("Predicciones de estructura”, size=18, y = 1.005)

pl.xlabel ('Posicion', size = 14)
pl.ylabel ('Organismo', size = 14)

#Se elimina los recuadros
axl=pl.axes|()
axl.set frame on (False)

#Escalas visibles solo en x e y

axl.get xaxis().tick bottom()

axl.get yaxis().tick left()

xmin, xmax = axl.get xaxis().get view interval ()
ymin, ymax = axl.get yaxis().get view interval ()

#Lineas horizontales

axl.add artist(Line2D((xmin, xmax), (ymin, ymin), color='black',

linewidth=2))

axl.add artist(Line2D((xmin, xmin), (ymin, ymax), color='black',

linewidth=2))

#Nombres de organismos
pl.yticks([1, 2, 3, 4, 5], ['DICER HUMAN',
'DICER MOUSE', 'DCL1 ARATH', 'DCL GIAIC'])

#Leyenda

blue = mpatches.Patch(label="H', color="blue")

red = mpatches.Patch (label='E', color="red")

gray = mpatches.Patch(label='Sin SS', color="gray")

legend = pl.legend (handles=[blue,red,gray], loc=6,
bbox to anchor=(1, 0.5))

pl.savefig("13 SS.png", bbox inches='tight',
bbox extra artist=[legend])
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Predicciones de estructura

DC]__GlAI[ ' R B W I e | N ]
& [ B BR[| ENINY
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& §
o EEE Sin SS
n": DlCEH_H[}IjSE R I B Bl | B e e B R | R B O e
DlEEH_HIjMAN R BRI R EEN B R B ] B B (R S B

T T T
0 100 200 300 400 500
Posicion

Figura 13: Predicciones de estructura secundaria: en azul “helical” (H), en rojo “extended” (E) y en gris
sin estructura secundaria predicha (Sin SS)

A partir del gréafico se observa que las estructuras secundarias, al igual que

los dominios, no alinean bien.

3.5. Grafico conjunto

Finalmente se procedié a graficar las predicciones de estructura secundaria y

de dominios juntos (Figura 14).

In [26]:

ss_dominios=[]

ss_dominios=[domain align base5[0], ss_align base6[0],
domain align base5[1], domain align base5[2],

ss_align base6[1],

domain align baseb5[3],

domain align baseb5[4],
domain align base5[6],
domain align base5[7],
domain align base5[9],

domain align base5[5],
ss_align base6[2],
domain align base5[8],
domain align base5[10],

ss_align base6[3], domain align base5[11]]
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In [27]:

#Graficos

#Comando para que vaya mostrando los graficos
gmatplotlib inline

import sys

from matplotlib import pyplot as pl
import matplotlib.colors as colors
from matplotlib.lines import Line2D
import matplotlib.patches as mpatches
import matplotlib.pyplot as plt
import numpy as np

#Se eligen 3 colores usando el comando colors.cnames (c->
DICER DSRBF  d-> PAZ e-> RNASE 3 2)

#Se crea un diccionario para asociar dominios a colores
colores= {

'H':'blue',
'E':'red',
'd':'violet',
' ':'white',
'-':'gray' }

#Crear un array del largo de la secuencia
equis=np.arange (len(ss_dominios[0]))
equis

#Graficos
for letra in colores.keys():
curvas=[]
for i,prot in enumerate(ss_dominios) :
curva=[ i+l if x==letra else -1 for x in prot]
curvas.append (curva)
todasLasCurvas=np.array (curvas)
pl.plot (equis, todasLasCurvas.T,'|"',color=colors.cnames
[colores[letral])

pl.ylim([0,17])
pl.x1im([0,583])

#Titulos y nombres a los ejes
pl.title("Predicciones de estructura”, size=18, y = 1.005)
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pl.xlabel ('Posicion', size = 14)
pl.ylabel ('Organismo', size = 14)

#Lineas horizontales

axl.add artist (Line2D((xmin, xmax), (ymin, ymin), color='black',
linewidth=2))

axl.add artist (Line2D((xmin, xmin), (ymin, ymax), color='black',
linewidth=2))

#Nombres de organismos
pl.yticks([1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16], ['DICER HUMAN',
'DICER_HUMAN', 'DICER BOVIN', 'DICER MOUSE', 'DICER MOUSE',

'DICER CRIGR', 'DICER CHICK', 'DICER DANRE',

'DCL1 ARATH', 'DCL1 ARATH', 'DCL1 ORYSJ', 'DCL2B ORYSJ',

'DCL2A ORYSJ', 'DCL GIAIC','DCL GIAIC', '4dngd'])

#Leyenda

blue = mpatches.Patch(label="H', color="blue")

red = mpatches.Patch (label="'E', color="red")

gray = mpatches.Patch (label='Sin prediccion', color="gray")
violet = mpatches.Patch (label='PAZ', color="violet")

legend = pl.legend (handles=[blue, red, gray,violet], loc=6,
bbox to anchor=(1, 0.5))

pl.rcParams["figure.figsize"] = [20,20]
pl.savefig("1l4 SS Dominios.png", bbox inches='tight',
bbox extra artist=[legend])

Predicciones de estructura

dngd L IE— ]
DCL GIAIC NN N W EEEE ] NN R
DCL GIAIC EEEE BN W WA § NN W SeE—
DCL2A ORYS) 8 SEmm—— . W W e e W .
DCL2B ORYS| |6 WENNSNS WS § SN SN W W5 6 0 .
DCL1 ORYS] 6 M—— A E— i —
©  DCLL ARATH 6 SESESSSUSIN S SN0 NS | - . H
"D DCL1_ARATH -1 SMSSSSMSSSS N 00O S | — B E
et DICER_DANRE I I S @ Sin prediccion
& DICER_CHICK o < SEESSSSSSSERERS NN (o pAT
DICER_CRIGR ———T s ——
DICER_MOUSE e TE Nl R
DICER_MOUSE — 0000 0  e——-————r——
DICER_BOVIN ME— e
DICER_HUMAN (LR SR TS B R T TR W R B N
DICER_HUMAN s S — |
T T T T T T
o 104 200 300 400 500
Posiclon

Figura 14: Predicciones de estructura
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Para el alineamiento estructural se extrajeron las secuencias alineadas de las
proteinas DCL1 de Arabidopsis thaliana y DICER humana, trabajando con el archivo
fasta del alineamiento y utilizando el médulo de AlignlO. Luego se las guardd en un
archivo .phy eliminando previamente las posiciones en las cuales ambas secuencias

presentaban gaps (producto de que eran resultado de un alineamiento multiple).

In [28]:
from Bio import AlignIO

seq alineadas=AlignIO.read("base5 alineada.fas","fasta")
my seg=seq_alineadas[6:7]

my seq.append(seq alineadas[0])

print my seq

SingleletterAlphabet () alignment with 2 rows and 580 columns
—-AEKADODDEGEP----VPGTARHREFYPEGVADVLKGEWVSSG. ..—-—-

Q9SP32.2 DCL1 ARATH
YEEELDLHDEEETSVPGRPGSTKRROQCYPKATIPECLRDSYPRPD...I--

Q9UPY3.3 DICER HUMAN

In [29]:
#Registrar sin los dobles gaps
my seq correct=my seq[:,0:2]
for columna in range(2,my seq.get alignment length()):
if not my seqg.get column(columna)=="--"
my seq correct=my seq correct+my seq[:,columna:columna+l]

#Guardar en un archivo
AlignIO.write (my seq correct,"DICER DCLI.phy", "phylip")
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d:\programas\python\lib\site-
packages\Bio\Align\ init .py:622:
BiopythonDeprecationWarning: This method is deprecated and is
provided for backwards compatibility with the old
Bio.Align.Generic.Alignment object. Please use the slice
notation instead, as get column is likely to be removed in a
future release of Biopython.
"of Biopython.", BiopythonDeprecationWarning)
out[36]:
1

Se utilizé el programa Modeller, que esta disefiado para el modelado por
homologia  estructural (tutorial:  https://salilab.org/modeller/tutorial/basic.html).
Tomando como base el archivo .phy creando anteriormente, se adaptd para poder
ser leido por el programa convirtiéndolo en un archivo de tipo .ali con el nombre
4ngd DCL1.ali. Para ello se conservaron solo las posiciones que estaban presentes
en el archivo 4ngd.pdb junto con su alineamiento en DCL1 (zona con marca gris), y
para los lugares en los que el PDB no tenia estructura pero que debian estar
ocupados por residuos (regiones en negrita) se incorporaron manualmente gaps en
forma de "-", finalmente se consideraron también dos mutaciones puntuales que
tenia la secuencia del molde con respecto a su secuencia wildtype (KK subrayada)
(Figura 15).
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2 567
Q9SP32.2 D
QYUPY3.3 D

-AEKADQDDE
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SKLFHLYMHN
VIGMVLTTPL

VARAMITKAS
TRSGEVTISI

WDPAKAYLEV
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Figura 15: Alineamiento para la construccion del archivo .ali

In [30]:

from modeller import *

from modeller.automodel import *

environ ()

automodel (env, alnfile='DICER DCLl.ali',

sequence="'DCL1 DICER',

assess methods=(assess.DOPE,
assess.GA341))

env =
a =
knowns="'4ngd',

a.starting model = 1
a.ending model = 1

a.make ()

check ali > Checking the sequence-structure alignment.
[...]
>> Summary of successfully produced models:
molpdf DOPE score GA341 score

DCL1 DICER.B99990001.pdb 1338.95593 -20412.89062 0.06761

Filename

El resultado obtenido fue un archivo llamado DCL1 _DICER.B99990001. Se
muestran en la salida otros tres parametros: molpdf que es una medida de la suma
de restricciones, DOPE score (Discrete Optimized Protein Energy) que es una
estadistica en funcion de energia y GA341 que tiene en cuenta el porcentaje de
identidad entre el templado y el modelo. Los tres sirven para seleccionar la mejor

estructura entre una coleccién de modelos generados por MODELLER, por lo que en
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este caso no se analiza porque solo se generé un modelo. En la Figura 16 se
muestra el mismo comparado con el original 4ngd.pdb visualizados en el programa
Pymol (4ngd en rosa, DCL1 en celeste, se marcaron mas oscuro las regiones que

corresponden al dominio PAZ de 4ngd, y su correspondiente alineada en DCL1).

Figure 16b: Estructuras 3D (4ngd en rosa, DCL1 en celeste)
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Como conclusiones generales de este trabajo:

. se pudieron construir varias bases de datos con distintas
caracteristicas, todas ellas formadas por proteina de tipo DICER, y siempre
conteniendo las variables de interés DCL1 de Arabidopsis thaliana y DICER
humana.

. se llevd a cabo la prediccion de dominios para las secuencias que se
pudieron representar facilmente en un grafico. A partir de los mismos se seleccion6
una region de interés para cada una de las secuencias.

. se seleccionaron secuencias con las que realizé un alineamiento.

. se llevd a cabo la prediccion de estructura secundaria la cual fue
analizada nuevamente mediante la construccion de un grafico.

. se hizo un alineamiento estructural entre una regién de la proteina
DICER humana que habia sido cristalografiada previamente con un fragmento de
ARN y una region homologa de la proteina DCL1 de Arabidopsis thaliana.

Si bien se pudo cumplir con los objetivos propuestos, los alineamientos no
fueron buenos al ser analizados en funciéon de las predicciones de dominios y de
estructuras secundarias. La causa principal para esto es que, a diferencia de lo que
se esperaba en un principio, no se hallé un continuo en homologia de secuencia a
través de los distintos organismos de origen que pudiera guiar el alinemiento global
entre ambas secuencias de proteinas. El resultado se podria optimizar mediante la
generacion de nuevas bases de datos, y trabajando principalmente en una mejora
del alineamiento con el uso de otros pardmetros y programas. Sin embargo,
considerando la variedad de procedimientos y resultados distintos obtenidos durante
el desarrollo de este trabajo, se puede decir que el resultado final presentado

satisface el objetivo inicial.
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