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Abreviaciones

CDSs (coding DNA sequence): porcion del ARNm que es traducida a proteina.

PQS (putative quadruplex sequence): secuencia potencialmente formadora de cuadruples de
guanina.

PTU (polycistronic transcription units): grupo de genes contiguos que son transcritos en una tinica
molécula de ARN policistronico.

SL (spliced leader): secuencia corta que es adicionada al extremo 5’ de los ARNm en
tripanosomatidos mediante el fendmeno de trans-splicing.

SSR (strand switch region): secuencia que separa dos PTUs adyacentes y en distintas hebras.

UTR 3’ (untranslated region 3’): porcion 3’ del ARNm que no es traducido a proteina.

UTR 5’ (untranslated region 5’): porcion 5’ del ARNm que no es traducido a proteina.



Especializacién en Bioinformdtica

Trabajo Final de Graduacién

ii



Especializacién en Bioinformdtica Trabajo Final de Graduacién

Resumen

Los tripanosomatidos son una familia de eucariotas unicelulares con especies causantes de
importantes enfermedades en el ser humano. Los genes de estos organismos suelen organizarse en
lo que se conoce como unidades de transcripcion policistronica (PTUs), consistente en un grupo de
genes (y secuencias intergénicas) adyacentes en la misma hebra, que se transcriben en forma
conjunta dando lugar a una tinica molécula de ARN (ARN policistrénico). Los ARNm maduros son
producidos a partir de los ARN policistronicos mediante un proceso de maduracion que incluye el
fenomeno de trans-splicing y poliadenilacion. Actualmente se conocen pocos detalles sobre los
mecanismos de regulacion de la expresion génica tanto a nivel transcripcional (inicio y terminacion
de la sintesis de los ARN policistronicos) como post-transcripcional (maduracion, estabilidad y
traduccion de los ARNm).

Los cuadruples de guanina son estructuras secundarias del ADN o ARN formadas en
regiones ricas en guaninas. Se ha descrito la importancia de estas estructuras en la regulacion de la
expresion génica en diversos organismos.

En el presente trabajo se realizé un andlisis bioinformatico de la frecuencia y distribucion de
cuadruples putativos de guanina (PQSs) en los genomas de distintas especies de Leishmania y
Trypanosoma, a fin de evaluar su posible impacto en la regulacion de la expresién génica a nivel
transcripcional y post-transcripcional.

En Trypanosoma se observo una densidad baja de PQSs a nivel genémico con un patrén
poco claro entre las distintas especies. Por otro lado, en Leishmania se observo una mayor densidad
de PQSs a nivel gendémico, con una distribuciéon bien definida y similar entre las tres especies
analizadas. En este ultimo género, la densidad de PQSs aumenta en la hebra molde de la regién
adyacente al extremo terminal de las PTUs, por lo cual es posible que los cuadruples de guanina
puedan estar vinculados a la terminacion de la transcripcion. Al analizar la distribucion de PQSs
dentro de las PTUs de ambos géneros, se observo una diferencia muy marcada en la densidad de
PQSs entre las secuencias génicas e intergénicas (con una muy baja densidad de PQSs en las
primeras en relacion a las segundas). Esto podria ser indicio de algtn rol de los cuadruples de

guanina en las etapas maduracion, estabilidad y/o traduccion del ARNm.

il
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Abstract

Trypanosomatids are a family of unicellular eukaryotes including species that cause
important diseases in humans. Genes of these organisms are usually organized in polycistronic
transcription units (PTUs). PTUs consist on a group of genes (and intergenic sequences) that are
located in tandem in the same strand. They are transcribed together to form a single molecule of
RNA (polycistronic RNA). Mature mRNAs are produced from polycistronic RNAs through a
maturation process that includes the phenomenon of trans-splicing and polyadenylation. Currently,
few details are known about the mechanisms of regulation of gene expression both at the
transcriptional level (initiation and termination of polycistronic RNA synthesis) and post-
transcriptional level (maturation, stability and translation of mRNAsS).

Guanine quadruplexes are secondary structures of DNA or RNA which are formed in
regions rich in guanines. The importance of these structures in the regulation of gene expression in
various organisms has been described.

In order to evaluate the possible impact of guanine quadruplexes on the regulation of gene
expression at transcriptional and post-transcriptional level in Trypanosomatids, we performed a
bioinformatic analysis of the frequency and distribution of putative guanine quadruplexes (PQSs) in
the genomes of different species of Leishmania and Trypanosoma.

We observed a low density of PQSs in Trypanosoma genome, with an unclear pattern among
the different species. On the other hand, we identified a higher density of PQSs in Leishmania
genome with a well defined and similar distribution among the three species analyzed. In
Leishmania genus, the density of PQSs increases in the region adjacent to the terminal end of the
PTUs in the template strand. For that reason, we propose that guanine quadruplexes may be linked
to the termination of transcription. When we analyze the distribution of PQSs within the PTUs of
both genera, we observed a very marked difference in the density of PQSs between the gene and
intergenic sequences (with a very low density of PQSs in the former in relation to the latter). This
may indicate a role of guanine quadruplexes in maturation, stability and / or translation of the
mRNA.
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Introduccion

Los tripanosomatidos son un grupo de eucariotas unicelulares, pertenecientes al orden
Kinetoplastida, entre los que se reconocen diversos géneros que incluyen parasitos de invertebrados
(Crithidia y Leptomonas), parasitos de plantas e invertebrados (Phytomonas), y parasitos de
vertebrados e invertebrados (como Trypanosoma y Leishmania) (Olsen, 1974). Estos ultimos
géneros son de gran importancia sanitaria, pues incluyen numerosas especies causantes de
enfermedades en el ser humano, como la leishmaniasis (Leishmania spp.), la enfermedad de Chagas
(Trypanosoma cruzi) y la enfermedad del suefio (Trypanosmoma brucei) (Parsons et al., 2005).

Las primeras secuencias genomicas de tripanosomatidos (L. major, T. cruzi y T. brucei)
fueron publicadas en el afio 2005 (Berriman et al., 2005; El-Sayed et al., 2005; Ivens et al., 2005).
Actualmente se cuenta con las secuencias genémicas de decenas de especies de tripanosomatidos.
Esta informacion se encuentra disponible tanto en la base de datos del consorcio internacional

(DDBJ, EMBL, GenBank) como en la de TriTrypDB (Recuadro 1) (Aslett et al., 2010).

Recuadro 1

La base de datos TriTrypDB es una base de datos relacional que contiene toda la informacién
disponible acerca de las secuencias genomicas de distintas especies y cepas de tripanosomatidos
(http://tritrypdb.org/). Se pueden descargar directamente del sitio tanto las secuencias como la
informacion correspondiente a las mismas: nombre o ID, cromosoma, ubicacién genémica (sitio de
inicio y terminacién de la secuencia codificante), tipo de gen (codificante para proteina, rARN,
tARN, etc), informacién acerca de 5" y 3"UTRs, etc., lo cual constituye una herramienta importante
para estudios in silico.

Los tripanosomatidos poseen un sistema de expresion génica notablemente diferente al
tipico eucariota, cuya principal caracteristica es la agrupacién de los genes codificantes en varias
Unidades de Transcripcion Policistronicas (PTUs), que son transcritas por la ARN polimerasa II.
Las PTUs adyacentes pueden localizarse en la misma o en distintas hebras (separadas por regiones
de cambio de hebra — SSRs). Estas SSRs pueden ser divergentes (si se encuentran en el extremo
de inicio de la transcripcion), o convergentes (si se encuentran en el extremo de terminacion de la

transcripcion) (Maree & Patterton, 2014; Myler et al., 2001) (Fig. 1).


http://tritrypdb.org/
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Figura 1: Representacion de la disposicién de los genes (recuadros naranjas) en unidades de
transcripcion policistrénicas y sus direcciones de transcripcién segtn la hebra (Modificado de
Siegel y col., 2011)
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Salvo una excepcion (correspondiente al ARN-SL que codifica para la secuencia lider), no
se han podido identificar secuencias promotoras para la ARN polimerasa II, por lo cual la naturaleza
del inicio de la transcripcion de las PTUs atin es motivo de investigacion. Diversos estudios se han
enfocado en las SSRs divergentes como sitios de inicio de sintesis de los ARN policistronicos en
Trypanosoma y Leishmania. Si bien existen evidencias de una posible regulacion epigenética en
estas regiones (presencia de variantes de histonas o modificaciones de las mismas en los sitios de
inicio de la transcripcion), atn no se ha podido determinar en forma clara ninguna secuencia que
actiie como sefial para la union y actividad de la ARN polimerasa II (Maree & Patterton, 2014;
Respuela et al., 2008; Siegel et al., 2009).

Por otro lado, la expresion conjunta de un gran numero de genes por cada PTU transcrito
permite suponer que la regulacion fina de la expresion génica se da a nivel postranscripcional
(maduracién, estabilidad y traduccion de los ARNm) (Smircich et al., 2013). La maduracién del
ARN policistronico se da por los fenomenos de trans-splicing, mediante el cual se adiciona una
secuencia lider (SL) de 39-45 nucleé6tidos en el extremo 5°de cada secuencia codificante para
proteinas y de poliadenilacion en su extremo 3" (Kolev et al., 2010)(Fig. 2). Cada ARN codificante
maduro esta formado por una secuencia lider, regiones UTRs 5’ y 3’ de longitud variable (Dillon et
al., 2015), la region CDS y una cola de poli-A.

Los andlisis bioinformaticos realizados a fin de determinar patrones de secuencia que
puedan estar implicados en la regulacion de la expresion génica tanto a nivel transcripcional como
postranscripcional han logrado resultados poco concluyentes. A nivel de la transcripcion,
unicamente se han establecido ciertas caracteristicas generales de las regiones de cambio de hebra,
como su composicion en GC y algunos motivos poli-G (Martinez-Calvillo et al., 2003; Siegel et al.,

2009). Se ha sugerido que la presencia de estos motivos poli-G podria dar lugar a la formacion de
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estructuras secundarias particulares (cuadruples de Guanina) que permitirian la unién de factores
de transcripcion y podrian definir la direccionalidad de la transcripcion (Siegel et al., 2009). A nivel
postranscripcional, se ha visto que las regiones UTRs pueden estar desempefiando roles importantes
en el procesamiento del ARN policistronico, la estabilidad de los ARNm generados y el nivel de
traduccion (eficiencia traduccional) de los mismos (Martinez-Calvillo et al., 2010; Song et al.,
2016).

Figura 2: Esquema del proceso de expresion génica en tripanosomatidos. La transcripcion de los
genes SL (azul) genera RNAs SL que, durante el trans-splicing, transfieren 39nt (rectangulo azul)
al extremo 5’ de cada gen procesado a partir del ARN policistronico. Los procesos de
poliadenilacion y trans-splicing se encuentran asociados temporal y espacialmente; la
poliadenilacion de un gen ocurre simultaneamente al trans splicing del gen consecutivo. Los
triangulos invertidos indican los puntos de corte del ARN policistrénico (modificado de Landfear,
2003).

Promotor I_> gen SL I—) E"w

Pol I
| o,
¢ Transcripcién ¢ Transcripcién
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| trans-splicing |

v

Cap-l—-iAAAAAAA Cap-l— ——AAAAAAA

Los cuadruples de guanina (G4) son estructuras no convencionales del ADN o ARN en las
que cuatro Guaninas (no adyacentes) interaccionan entre si mediante puentes de Hidrogeno de
Hoogsteen (no Watson y Crick) dando lugar a una estructura cuadrangular aplanada denominada
tétrada (Fig. 3). Numerosos estudios vinculan estas estructuras con procesos como la replicacion, la
transcripcion, la traduccion y la recombinacion genética (Frees et al., 2014; Maizels & Gray, 2013;
Song et al, 2016). Las secuencias ricas en Guanina que presentan el patron de bases
GxNyGxNyGxNyGx (x>2; y>0) son consideradas secuencias putativas formadoras de G4 (PQS)

y se ha visto que estan enriquecidas en determinadas regiones del genoma como las regiones
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teloméricas, secuencias promotoras, sitios de union a factores de transcripcion y 5'UTR de los
ARNm (Du et al., 2008).

Figura 3: (A) Tétrada de guaninas en disposicion planar unidas mediante puentes de Hidrogenos
tipo Hoogsteen (lineas punteadas azul). (B) Patron de secuencia donde se representan los tractos de
guanina (rectangulos) y los bucles que los separan (lineas). (C) Disposicion espacial de los tractos
de guanina y los bucles formando un cuadruple de guanina (modificado de Capra et al., 2010).
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Pese a que en la actualidad existen diversos algoritmos y herramientas computacionales que
permiten identificar probables cuadruples de Guanina en secuencias de ADN (Cammas & Millevoi,
2016), hasta el momento no se ha reportado ningun estudio sistematico de la ocurrencia y
distribucion de dichos cuadruples en los genomas de tripanosomatidos.

En el presente estudio se analizo la ocurrencia de PQSs en los genomas de 6 especies de
tripanosomatidos. Para ello se trabajé con las secuencias genomicas y anotaciones disponibles en la
base de datos TriTrypDB. En todos los casos se determinaron las densidades y distribuciéon de
PQSs en las PTUs, SSRs convergentes y divergentes, por un lado, y entre secuencias génicas e
intergénicas, por el otro, y se analizo su posible relacion con mecanismos de regulacion de la

expresion génica a distintos niveles.
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo es disefiar las herramientas bioinformaticas que nos
permitan realizar un andlisis global acerca de la distribucién de las posibles secuencias formadoras
de cuéddruples de guanina en el genoma de tripanosomatidos a fin de determinar si existe una
asociacion entre estas estructuras y el control de la expresion génica.

Para alcanzar el objetivo general, nos proponemos los siguientes objetivos especificos:
e Identificar las posibles secuencias formadoras de cuadruples de guanina en el genoma de
tres especies de Leishmania y tres especies de Trypanosoma utilizando un predictor de

PQSs.
e Disefiar un algoritmo y un script que permitan extraer de la base de datos Tritryp la

informacion de las posiciones y las secuencias correspondientes a las regiones génicas e

intergénicas.
¢ Disefiar un algoritmo que permita definir las posiciones y secuencias correspondientes a las

PTUs y a las regiones de cambio de hebra (SSR), agrupandolas segin sean SSR

convergentes o divergentes.
e Analizar si existe una correlacion entre el nimero de posibles cuadruples de Guanina (PQS)

y los distintos tipos de secuencias genoémicas consideradas.
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Metodologia

El estudio de distribucion de cuadruples de guanina putativos (PQSs) se desarrollo
integramente mediante el lenguaje de programacion R (R Core Team, 2017). Se utilizaron paquetes
existentes y se desarrollaron funciones especificas que, mediante el cambio de parametros, permiten
una mayor versatilidad durante el analisis. Todas las funciones creadas fueron almacenadas en un

paquete (“TrypR™) para facilitar su utilizacién.

El andlisis se realizé en dos etapas sucesivas. En la primera etapa (Figura 4) se llevé a cabo
el procesamiento de la informacién descargada de Tritryp (secuencias gendmicas y anotaciones) y
se obtuvieron dos archivos de salida: SecProc (conteniendo informacién de secuencias, contenido
de bases y densidad de PQSs) y G4Dist (conteniendo informacion de posicion de PQSs). En la
segunda etapa (Figura 5) se utilizaron los archivos de salida de la etapa anterior y mediante la
aplicacion de 3 scripts independientes se obtuvieron los resultados finales (tablas, graficos y analisis

estadisticos).

La totalidad del cédigo empleado se presenta en el Anexo III y puede ser descargado desde:

https://github.com/dandinoar/especializacion

Etapa 1: Procesamiento de la informacion inicial

Figura 4: Diagrama de flujo de la etapa de procesamiento de secuencias. En verde se representan
los archivos iniciales (Anotaciones y Secuencias), los archivos intermedios generados (Tipos y
Clases, Controles) y los archivos de salida (SecProc y G4Dist). En azul, los scripts utilizados (S1 a
S4).
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|
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Archivos iniciales:

Se utiliz6 la dltima version (version 30) de los genomas de Leishmania major Friedlin, L.
donovani BPK282A1, L. infantum JPCM5, Trypanosoma cruzi CL Brener Esmeraldo-like, T. cruzi
CL Brener Non Esmeraldo-like, T. brucei gambiense DAL972 y T. evansi STIB805, disponibles en
la pagina http://tritrypdb.org/common/downloads/release-30/

Se descargaron los archivos “.fasta” con la secuencias gendmicas completas (Secuencias) y

los archivos “.GFF” con las anotaciones correspondientes (Anotaciones).

Determinacion de clases y tipos de secuencias y asignacion de contenido de bases (Script S1):

Las secuencias fueron agrupadas en dos niveles jerarquicos, segun la siguiente tabla:

Clase Tipo
PTU (polycistronic transcription unit) Génica**
Intergénicas**

SSR de Inicio (divergentes) -

SSR de Terminacion (convergentes) -

Telémero de inicio* -

Telomero de terminacion™® -

(*) Las secuencias teloméricas no fueron utilizadas en los andlisis posteriores.

(**) Las secuencias génicas coinciden con las CDSs en el caso de los genes codificantes de
proteinas. Las UTRs 3’y 5’ de cada gen no se encuentran definidas en el archivo de anotaciones,

por lo cual no han sido consideradas en el presente trabajo.

Se utilizo6 la informacion de posicion de las secuencias génicas para establecer la posicién,
longitud y hebra de distintas clases de secuencias a analizar: PTUs , SSRs divergentes y SSRs
convergentes. Cada PTU consiste en una o mas secuencias génicas consecutivas en la misma hebra,
mas las secuencias que las separan (intergénicas). Las SSRs consisten en las regiones que separan
dos secuencias génicas adyacentes codificadas en distintas hebras. Las SSR divergentes son

€ »

aquellas en que el cambio de hebra se da de a “+” y las convergentes aquellas donde el cambio

€ »

es de “+” a (Ver figura 1, introduccion). Adicionalmente se determiné el contenido de bases (G,
C, A, Ty N) para cada tipo y clase de secuencia y se calculé la longitud efectiva de las mismas
(longitud real menos nimero de bases “N”). Los resultados fueron almacenados en el archivo

“Tipos y clases”.


http://tritrypdb.org/common/downloads/release-30/
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Generacion de genomas control (Script S2):

A partir de la informacién anterior (archivo “Tipos y clases”), se generaron genomas
artificiales, respetando las longitudes, posiciones, polaridades y contenido de bases de cada tipo de
secuencia, pero disponiendo las bases al azar dentro de las mismas. Se gener6 un genoma control

para cada genoma original analizado. Los resultados fueron almacenados en el archivo “Controles”.

Determinaciéon de PQSs (Script S3):

Para la determinacion de PQSs se analizaron los genomas completos y sus controles
mediante el paquete de R “pgsfinder” (Jiri Hon, 2016). Este paquete permite la determinacion de
PQSs imperfectos (aquellos que poseen pequefias regiones de no apareamiento en los tractos G), asi
como también la determinacion de PQSs intra- e inter-hebra (Kudlicki, 2016; Mukundan & Phan,
2013). Cada PQS predicho esta asociado a un valor de “score”. En el presente trabajo se
determinaron unicamente PQSs intra-hebra, y se utilizaron las opciones por defecto en el algoritmo
de prediccion. Del total de PQSs predichos, se seleccionaron para los analisis posteriores
unicamente aquellos con score mayor a 85. Los resultados fueron almacenados en el archivo

“G4Dist”.

Determinacion de niimero y densidad de PQSs por secuencia (Script S4):

A partir de los datos de clases y tipos de secuencias (salida del script S1) y posiciéon de PQSs
(salida script S3), se determin6 el numero total de PQSs en cada secuencia. En el caso de
secuencias con polaridad definida, también se determin6 el nimero de PQSs para cada una de las
hebras (codificante o molde). Luego, teniendo en cuenta la longitud efectiva de cada secuencia, se
determinaron las densidades de PQSs (PQSs/Kb ambas hebras y discriminado por hebra). Los

resultados fueron almacenados en el archivo “SecProc”.

Etapa 2: Analisis y resultados:

El andlisis de los datos y presentacién de los resultados fue estructurado en tres bloques. En
el primer bloque se determinan las caracteristicas generales de los diferentes genomas. En el

segundo bloque se analizan las secuencias a nivel de clases (SSRs y PTUs). En el tercer bloque se
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estudian en mayor detalle las caracteristicas de los PTUs, analizando las secuencias a nivel de tipos

(secuencias génicas e intergénicas) y considerando diferencias entre hebras. En todos los bloques se

parte de los archivos generados en la primer etapa (SecProc y G4Dist) (Figura 5).

Figura 5: Diagrama de flujo del andlisis de datos. En verde se representan los archivos obtenidos
en la etapa anterior (SecProc y G4Dist) En azul, los Scripts utilizados (S5 a S7). Las lineas
discontinuas separan cada uno de los bloques en los que fue dividida esta etapa.

SecProc
yoon oy
v e

Bloque | ' Bloque Il
Genomas; Clases

G4Dist

Y
_
\J

Bloque I
Tipos

Archivos
intermedios

Analisis

Resultados

Bloque I: Datos genémicos

I.1) Tamaiio genomico, contenido GC y densidad PQS (Script S5)

Se determiné el tamafio genomico, contenido de bases y densidad de PQSs para cada

genoma y sus controles correspondientes. Los resultados se presentan en la Tabla 1 (Anexo I).

Bloque II: Analisis interclase (PTUs, SSRs inicio, SSRs terminacion) (Script S6)

I1.1) Caracteristicas de las distintas clases de secuencias

Se determinO el numero y tamafio de las distintas clases para cada genoma. Los resultados se

presentan en las Tablas 2a a 2c (Anexo I) y en la figura II.1 (Anexo II).
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I1.2) Densidad de PQSs y contenido GC
Se obtuvieron los valores de PQS/Kb y %GC para cada clase. Los resultados se presentan en

las Tablas 3a a 3d y 4 (Anexo I) y en la figura I1.2 (Anexo II).

I1.3) Distribucién de PQSs
Se estableci6 la densidad de PQSs relativa (PQSs/n°® secuencias) para cada nucleétido aguas
arriba y aguas abajo de los extremos de inicio y terminacion de los PTUs. Se consideraron las

hebras (codificante y molde) en forma independiente. Los resultados se presentan en las figuras

[1.3a y 11.3b (Anexo II).

Bloque III: Analisis clase PTUs (tipos y hebras) (Script S7)

I11.1) Densidad de PQSs y contenido GC por tipo de secuencia

Se obtuvieron los valores de PQS/Kb y %GC para cada tipo de secuencia. Los resultados se
presentan en las Tablas 6 a 7 (Anexo I) y en la figura I1.4 (Anexo II).
I11.2) Densidad de PQS y contenido G por hebra

Se obtuvo el valor promedio de PQSs/Kb y %G en cada hebra de los PTUs. Los resultados
se presentan en las Tablas 8 a 9 (Anexo I) y en la figura IL.5 (Anexo II).
I11.3) Densidad de PQS y contenido G por hebra y tipo de secuencia

Se obtuvieron los valores promedio de PQSs/Kb y %G en cada hebra de las secuencias
génicas e intergénicas. Los resultados se presentan en las Tablas 10 a 11 (Anexo I) y en las figuras
I1.6a y I1.6b (Anexo II).
I11.4) Distribucién de PQSs

Se estableci6 la densidad de PQSs relativa (PQSs/n° secuencias) para cada nucleétido aguas
arriba y aguas abajo de los extremos de inicio y terminacion de las secuencias génicas. Se
consideraron las hebras (codificante y molde) en forma independiente. Los resultados se presentan

en la figura I1.7 (Anexo II).

11
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Resultados

Bloque I: Datos genomicos

I.1) Tamaiio genémico, contenido GC y densidad PQS
En la tabla 1 se resumen algunas caracteristicas de los genomas estudiados. Se observan

claras diferencias en cuanto al tamafio, el contenido GC y la densidad media de PQSs.

Tabla 1: Datos generales de los genomas. (C) Tamafio genomico, (IN.percent) % de bases sin
determinar, (GC.percent) % GC, (PQSs) numero total de cuadruples, (PQSs.Kb) cuaddruples cada
1000 bases, (PQSs.Kb.control) cuadruples cada 1000 bases en los controles (Datos completos en
Anexo I: tabla 1).

C(pb) N.percent | GC.percent| PQSs.Kb PQSs.Kb.control
L. donovani 32444968 3,7 59,5 0,755 0,632
L. infantum 32103026 0,1 59,6 0,801 0,706
L. major 32855095 0 B9 0,874 0,73
T. brucei 22148088 0,2 % 0,183 0,095
T. cruzi Hike 32529070 20,6 50,4 0,245 0,254
T. cruzi nHike 32529072 14,7 50,7 0,243 0,266
T. evansi 25432160 0 46,5 0,168 0,088

En relacion al tamafio genémico, se pueden definir dos grupos:

-Genomas grandes: Las tres especies de Leishmania y los dos genomas de T. cruzi, con genomas
de 32Mpb.
-Genomas pequeiios: T. brucei y T. evansi, con genomas entre 22 y 25Mpb.

En relacion a contenido GC, también se pueden establecer dos grupos:

-Alto GC y PQSs: Las tres especies de Leishmania, con %GC en torno a 60 y PQS/Kb en torno a
0,8.

-Bajo GC y PQSs: Las cuatro especies de Trypanosoma, con %GC entre 47 a 50 y PQS/Kb en
torno a 0,2.

La densidad de PQSs en los genomas y en los controles no guarda relacion con los tamafios
genomicos, pero si coincide con los grupos definidos segtin el contenido GC. Salvo en los genomas
de T. cruzi*, en el resto de los casos hay una densidad de cuadruples mayor (de casi el doble en T.
evansi y T. brucei) que la esperada segun los controles.

*En relacion al genoma de T. cruzi, es importante mencionar la gran proporcion de bases sin

determinar (entre 15y 20%) que podrian afectar los resultados del andlisis.
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Se definieron las distintas clases de secuencias para cada genoma y se obtuvo la cantidad y

tamafio medio (en pb y nimero de genes si corresponde) de cada una de ellas. En la tabla 2a se
presenta la abundancia de cada clase de secuencia predicha y en la tabla 2b se presenta el tamafio

medio en pb de cada una de ellas.

Tabla 2a: Numero de clases de secuencias para los distintos genomas. PTUs: Unidades de
transcripcion policistronicas; SSR init: regiones de cambio de hebra de inicio (divergentes); SSR
term: regiones de cambio de hebra de terminacion (convergentes). (Datos completos en Anexo I:
tabla 2a)

L.donovani |L.infantum |(L.major T.brucei |T.cruzi Elike |T.cruzi nElike |T.evansi
SSR init 81 85 89 138 209 203 203
PTUs 187 215 194 282 427 418 422
SSR term 68 68 69 133 177 174 205

Tabla 2b: Resumen tamafio promedio (pb) de cada clase para los distintos genomas. PTUs:
Unidades de transcripcion policistronicas; SSR init: regiones de cambio de hebra de inicio
(divergentes); SSR term: regiones de cambio de hebra de terminacion (convergentes). (Datos

completos en Anexo I: tabla 2b)

L.donovani |L.infantum |L.major T.brucei |T.cruzi Elike |T.cruzi nElike |T.evansi
SSR init 3109 2943 2481 4049 8571 7327 2481
PTUs 169197 145269 166072 74908 66370 69290 57947
SSR term 3744 3003 2123 3221 5208 3713 1922

Puede observarse que los genomas de las especies de Leishmania presentan menor cantidad
de PTUs y de mayor tamafio que las especies de Trypanosoma. Es importante mencionar que, en

este tltimo género, muchos de los PTUs estan constituidos por un unico gen.

I1.2) Densidad de PQSs y contenido GC

Para cada una de las clases analizadas se establecié la densidad promedio ponderada de
PQSs (PQSs/Kb) y contenido GC (Anexo I: tablas 3 y 4; Anexo II: figura 2).
En la tabla 3 se presentan los valores absolutos de PQSs/Kb y la densidad relativa considerando los
controles. En la Figura 6 se representan los valores de PQSs/Kb para las distintas clases de

secuencias en el genoma de Leishmania major y su control.
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Tabla 3: densidades medias de PQQSs en las distintas clases de secuencias. Promedio ambas hebras.
Unidades: PQS/Kb. Entre paréntesis figura el valor de la relacion genoma/control.

L.donovani |L.infantum |L.major T.brucei T.cruzi Hike|T.cruzi nHike| T.evansi
SSRinit 0,5518 (8,6) [0,5243 (6,4) |0,5435 (7,3) |0,1211 (6,1) |0,0993 (1,2) |0,0939 (1,2) 0,1003 (4)
PTUs 0,3721 (1,2) |(0,3685 (1) 0,4199 (1,1) |0,088 (1,8) |0,1171 (0,9) [0,1185 (0,9) 0,0809 (1,8)
SSRterm |1,0543 (6,7) (1,2143 (4,1) |1,4199 (4,3) |0,2289 (7,5) |0,1478 (1,4) |0,0992 (0,8) 0,1205 (6,8)

Figura 6: Densidad de PQSs en las tres clases de secuencias en Leishmania major. Izquierda:
genoma original. Derecha: control (c). Letras diferentes implican diferencias significativas (test
post hoc con correccién de holm, p<0.05). Asteriscos indican diferencias significativas (t-test
p<0.05) de cada clase con su control. Linea roja: media ponderada de cada clase. (figuras
completas en Anexo II, Figura I1.2)
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Clases de secuencias

Coincidiendo con la densidad general de PQSs en cada genoma, se observa que todas las
clases de secuencias de Leishmania presentan un mayor contenido de PQSs que sus equivalentes en
Trypanosoma (Tabla 3).

Leishmania: en los tres genomas se observa que la densidad absoluta de PQSs en las SSRs
de terminacion es significativamente mayor al del resto de las secuencias y a sus controles (hasta 6
veces mayor). Las SSRs de inicio también presentan una densidad mucho mayor que sus controles

(hasta 8 veces mayor) pero, si se consideran valores absolutos, la diferencia no es tan grande
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(Anexo I: Tabla 3a-3d). Los PTUs poseen la menor densidad de PQSs y sus valores se ajustan a los
controles.

Trypanosoma: en general no hay diferencias estadisticamente significativas entre las
distintas clases de secuencias. Si bien en algunos casos se detectan diferencias con los controles, no
hay un patrén regular entre los 4 genomas.

La distribucion GC entre las SSRs inicio, SSRs terminacién y PTUs varia segun el genoma
considerado. En los tres genomas de Leishmania, se observa una clara diferencia en el contenido
GC de las secuencias SSR de inicio en comparacion con las otras dos secuencias. En los genomas

de Trypanosma no se da un patrén tan definido en el contenido GC (Anexo I: tabla 4).

I1.3) Distribucion de PQSs
En la figura 7 se representa la ocurrencia de PQSs a ambos lados de las transiciones SSR
inicio-PTU y PTU-SSR terminacion en el genoma de Leishmania major. La distribucion de PQSs

en el resto de los genomas se presenta en el anexo II, Figura I1.3a).

Figura 7: Distribucion relativa de PQSs (PQSs/secuencia) entre clases de secuencias en
Leishmania major. Linea roja PQSs en la hebra codificante. Linea azul, PQSs en la hebra molde.
Linea punteada, PQSs en controles negativos. Columna izquierda: transicion SSRinicio-PTU.
Se representan 500nt del SSRi y 1000nt de la PTU. Columna derecha: transicién PTU-SSR de
terminacion. Se representan 1000nt de la PTU y 500nt del SSRt.
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-Transcicion SSRinicio-PTU: en todos los genomas hay muy pocos PQSs tanto en los PTUs como
en las SSR de inicio, coincidiendo con los valores de densidad obtenidos en el apartado II.2. Los
controles poseen una densidad ligeramente mayor en los PTUs, principalmente en la hebra
codificante.

-Transicion PTU-SSRterminacion: se observa un patron distinto entre Leishmania y Trypansoma.

En los primeros, se observan pocos PQSs en el PTU (aunque un poco mas que en el extremo de

16



Especializacién en Bioinformdtica Trabajo Final de Graduacién

inicio), seguido de un incremento muy marcado al inicio de la SSR de terminacién, principalmente
en la hebra molde (>0,15 PQSs/secuencia). Existe una diferencia notoria con los controles, los
cuales presentan una mayor cantidad de PQSs en el PTU (sin diferencia marcada entre hebras) y
una cantidad menor en la SSR de terminacion.
En el caso Trypanosoma, el contenido global de PQSs es muy bajo (<0,003 PQSs/secuencia) y no
hay un patrén definido en su distribucién. Los controles se comportan en forma similar.

En las Figura I1.3b del Anexo II se representa la ocurrencia de PQSs en los primeros 2500
pb de la SSR de terminacion para las tres especies de Leishmania. Se observa que el contenido
elevado de PQSs en la hebra molde se mantiene mas o menos constante en el rango considerado*.

*Solo se consideran las porciones de la SSRt proximales al PTU.

Bloque III: Analisis de PTUs

I11.1) Densidad de PQSs y contenido GC por tipo de secuencia.

Para cada uno de los tipos de secuencias analizadas (génicas e intergénicas) se establecié la
densidad promedio ponderada de PQSs (PQSs/Kb) y contenido GC (Anexo I: tablas 6 y 7; Anexo
II: figura I1.4).

En la tabla 6 se presentan los valores absolutos de PQSs/Kb y la densidad relativa considerando los
controles. En la figura 8 se representan las densidades de PQSs para cada tipo de secuencia en el

genoma de Leishmania major.

Tabla 6: Densidades medias de PQSs en los distintos tipos de secuencias (génicas e intergénicas)
dentro del PTU. Promedio ambas hebras. Unidades: PQS/Kb. Entre paréntesis figura el valor de la
relacion genoma/control.

L.donovani |L.infantum |L.major T.brucei T.cruzi Elike| T.cruzi nElike |T.evansi
génica 0,0889 (0,2) |0,0889 (0,2) |0,104 (0,2) (0,0552 (0,8) |0,0709 (0,4)|0,0723 (0,4) |0,0564 (0,8)
intergénicg0,6379 (2,9) |0,6531 (2,5) [0,7583 (2,7) [0,1414 (11,1) |0,205 (3,9) |0,2044 (3,3) |[0,1192 (8,6)

Al comparar las regiones génicas con las intergénicas se observa (en todos los genomas) un
contenido de PQSs muy superior en estas ultimas. Al comparar con los controles, se observa en
todos los casos un exceso de PQSs en las secuencias intergénicas y una cantidad inferior a las
predichas en las génicas.

Nuevamente, la densidad de PQSs en las secuencias de Trypanosoma es inferior a las de

Leishmania. La principal diferencia entre ambos géneros se da a nivel de las secuencias
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intergénicas, con un contenido 4 veces mayor en Leishmania respecto a Trypanosoma. A nivel de

las secuencias génicas, las diferencias entre ambos géneros no son tan marcadas.

Figura 8: Densidad de PQSs para cada tipo de secuencia (génica e intergénica). Izquierda:
genoma original. Derecha: control (c). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas entre tipos (t-test p<0.05). Asteriscos indican diferencias significativas (t-test
p<0.05) de cada tipo con su control. Linea roja: media ponderada de cada tipo.
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I11.2) Densidad de PQS y contenido G por hebra

Para cada hebra del PTU se estableci6 la densidad promedio ponderada de PQSs (PQSs/Kb)
y contenido G (Anexo I: tablas 8 y 9; Anexo II: Figura IL.5).
En la tabla 8 se presentan los valores absolutos de PQSs/Kb y la densidad relativa considerando los

controles.

Tabla 8: Densidades medias de PQSs en las distintas hebras de la clase PTU. Unidades: PQS/Kb.
Entre paréntesis figura el valor de la relacién genoma/control.

L.donovani|L.infantum |L.major T.brucei T.cruzi Elike |T.cruzi nElike | T.evansi
codificante|0,2213 (0,9) [0,2207 (0,8) [0,2593 (0,9) [0,1228 (1,5) [0,1948 (0,9) |0,1954 (0,8)  |0,1116 (1,5)
molde 0,5229 (1,3) [0,5163 (1,2) [0,5805 (1,3) [0,0531 (3,8) [0,0395 (1,4) |0,0415 (1,3) |0,0503 (3,7)

En todas las especies de Leishmania se observa una mayor cantidad de PQSs en la hebra

molde, invirtiéndose este patron en las especies de Trypanosoma. En relacién a los controles, se
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observan menos PQSs de los esperados en la hebra codificante y mas en la molde (salvo en T.
evansi y T. brucei, que poseen mas PQSs de los esperados en ambas hebras).

El contenido G es mayor en la hebra molde de Leishmania y menor en Trypanosoma.

I11.3) Densidad de PQS y contenido G por hebra y tipo de secuencia

Para cada tipo de secuencia (génica e intergénica) se estableci6 la densidad de PQSs
(PQSs/Kb) y contenido G por hebra (Anexo I: tablas 10 y 11; Anexo II: figuras 6a y 6b).
En la tabla 10 se presentan los valores absolutos de PQSs/Kb y la densidad relativa considerando
los controles. En la figura 9 se representan las densidades de PQSs para cada tipo de secuencia y

hebra en el genoma de Leishmania major.

Tabla 10: Densidades medias de PQSs en las distintas hebras (codificante y molde) de las
secuencias génicas e intergénicas Unidades: PQS/Kb. Entre paréntesis figura el valor de la relacion
genoma/control.

L.donovani

L.infantum

L.major

T.brucei

T.cruzi Elike

T.cruzi nElik€

T.evansi

génica codif.

0,0734 (0,2)

0,0739 (0,2)

0,0896 (0,2)

0,0808 (0,6)

0,1211 (0,4)

0,1231 (0,4)

0,0806 (0,7)

génica molde

0,1044 (0,2)

0,1039 (0,2)

0,1183 (0,3)

0,0297 (1,5)

0,0208 (0,6)

0,0216 (0,6)

0,0322 (1,8)

0,1922 (9,7)
0,0906 (16,1

0,3379 (4.1)
0,0722 (3,29)

0,3332 (3.4)
0,0757 (2,8)

0,1614 (8,2)
0,0769 (9,5)

intergénica codif.
intergénica molde

0,3621 (4,7)
0,0138 (2,5)

0,3722 (3,9)
0,934 (2,2)

0,4429 (3,9)
1,0736 (2,4)

Figura 9: Densidad de PQSs para las distintas hebras de cada tipo de secuencia (génica e
intergénica) en Leishmania major. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas entre hebras (paired t-test p<0.05). Asteriscos indican diferencias significativas (t-
test p<0.05) de cada hebra con su control. Linea verde: media ponderada para cada hebra.
Columna izquierda: PQSs/Kb por hebra para las secuencias génicas y sus controles respectivos
(c). Columna derecha: PQSs/Kb por hebra para las secuencias intergénicas y sus controles
respectivos (c).
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En todas las especies de Leishmania se observa una cantidad mayor de PQSs en la hebra
molde respecto a la codificante tanto en las secuencias génicas como en las intergénicas (diferencia
mas evidente en estas ultimas). En Trypanosoma el comportamiento es inverso para ambos tipos de
secuencias (pero con valores absolutos menores).

En Leishmania las secuencias génicas poseen valores de PQSs/Kb menores a los controles
en ambas hebras y las secuencias intergénicas poseen valores mayores. En valores absolutos, las
mayores diferencias con los controles se dan a nivel de la hebra molde intergénica (Anexo I: Tabla
10d). En Trypanosoma no se observa un patrén tan definido.

I11.4) Distribucion de PQSs

En la figura 10 se representa la ocurrencia de PQSs a ambos lados de las transiciones

intergénico-génico y génico-intergénico en el genoma de Leishmania major. La distribuciéon de

PQSs en el resto de los genomas se presenta en el anexo II, Figura I1.7).

Figura 10: Distribucion relativa de PQSs (PQSs/secuencia) entre tipos de secuencias (génica e
intergénica) en Leishmania major. Linea roja PQSs en la hebra codificante. Linea azul, PQSs en la
hebra molde. Linea punteada, PQSs en controles negativos. En todos los casos se representan
250nt de cada tipo de secuencia (Importante: Las escalas varian entre las Figuras). Columna
izquierda: transicion intergénica-génica. Columna derecha: transicion génica-intergénica.
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Se observan diferencias claras en el patron de distribucion de PQSs entre las regiones
génicas e intergénicas en todos los genomas. Las regiones génicas presentan un nimero de PQSs
bajo y relativamente constante (<0,005 PQSs/secuencia) en ambos extremos (250nt). Al comparar
con los controles, se observa que en Leishmania ambas hebras presentan valores menores a los
esperados, mientras que en Trypanosma solo la hebra codificante presenta valores menores a los
controles. Las regiones intergénicas presentan una mayor cantidad de PQSs, con un patréon que

difiere entre los genomas y segun el extremo y hebra considerados:
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a) Transicion intergenica-génica: En Leishmania se observa una mayor densidad de PQSs en la
hebra molde de la region intergénica (mas del doble que en los controles). En Trypanosoma no hay
un patrén tan definido, pero en general tiende a haber un poco mas de densidad de PQSs en la hebra
codificante (En ambas hebras hay mas PQSs que en los controles).

b) Transiciéon génica-intergénica: en todos los genomas se observa un maximo de PQSs en la
hebra codificante de la region intergénica (alrededor de la posicién 50). En los controles se observa
una clara disminuciéon de la densidad de PQSs en la hebra codificante al inicio de la regién

intergénica. La densidad de PQSs en la hebra molde no varia en forma tan marcada.
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Conclusiones

1.- Los scripts desarrollados permitieron definir las distintas clases de secuencias y establecer las
densidades y distribucion de PQSs en cada una de ellas. El disefio del codigo permite su aplicacion
a multiples genomas en forma simultanea, por lo cual puede ser utilizado para ampliar los analisis a

un nimero mayor de especies.

2.- Ambos géneros analizados presentan grandes diferencias en sus densidades y patrén de
distribucion de PQSs.

a.-Las especies de Leishmania poseen una densidad de PQSs alta y un patron de distribucion
bien definido.

b.-Las especies de Trypanosoma poseen una densidad de PQSs baja y un patréon de

distribucion que varia segun la especie considerada.

3.- La densidad de PQSs difiere notablemente entre las distintas clases de secuencias. Las
diferencias mas evidentes se dan en el género Leishmania, en el cual se observa que:

a.- Las secuencias SSR de terminacion presentan los valores mas elevados de PQSs
(principalmente en la hebra molde).

b.-Las SSR de inicio y los PTUs presentan valores similares y relativamente bajos.

c.-Tanto las SSR de inicio como las SSR de terminacién poseen una densidad de PQSs

mayor a la esperada segun su contenido GC.

4.- La distribucion de PQSs en los PTUs presenta grandes diferencias entre secuencias y hebras.
a.-En todos los genomas, las regiones génicas presentan valores de PQSs/Kb mucho
menores que las intergénicas.

b.- La densidad de PQSs siempre es menor que la esperada si la distribucién fuera al azar
(control) en las regiones génicas y mayor en las intergénicas.

c.- En Leishmania la hebra molde de la region intergénica posee la mayor densidad de PQSs
(distribuidos en forma mas o menos uniforme). En la hebra codificante se observa un maximo de
densidad de PQSs al inicio de la misma.

d.-En Trypanosoma la mayor densidad de PQSs se da en la hebra codificante de la region

intergénica. En general, la distribucion de los PQSs en este género no presenta patrones de densidad
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y distribucién entre secuencias génicas e intergénicas tan evidentes como los observados en

Leishmania.
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Discusion

Las diferencias en el contenido de PQSs totales a nivel gendmico entre los géneros
Leishmania y Trypanosoma pueden ser debidas a sus contenidos GC (Huppert et al., 2008;
Smargiasso et al., 2009), lo cual concuerda con los valores predichos en el caso de los controles
negativos de cada genoma. A pesar de esto, los patrones de distribucion de PQSs dentro de cada
genoma, bien definidos y regulares entre especies de Leishmania y menos definidos entre
Trypanosoma, podrian indicar que dichas estructuras tienen una mayor implicancia biol6gica en el
primer género.

En Leishmania, las grandes diferencias en el patrén de distribucion de PQSs entre distintas
clases de secuencias podrian ser indicio de la existencia de algtn tipo de presion selectiva que
tienda a favorecer o impedir la formacién de dichas estructuras. De las tres clases de secuencias
analizadas, las SSRs de terminacion son las que presentan los valores mas elevados de PQSs (tanto
en relacion a las otras clases, como a sus propios controles), lo cual podria estar vinculado a algtn
mecanismo de terminacién de la transcripcién. En este sentido, y dado que estas secuencias
presentan una gran asimetria en la densidad de PQSs entre hebras, con la mayor parte de los PQSs
en su hebra molde (proximal al PTU), se podria plantear que la formaciéon de estructuras de
cuadruples de guanina en la hebra molde interferiria con el avance de la ARN polimerasa,
provocando o facilitando la terminacién de la transcripcion del ARN policistrénico (Holder &
Hartig, 2014; Agarwal et al., 2014; Smargiasso et al., 2009).

Al analizar la distribucion de PQSs entre las regiones génicas (CDSs) e intergénicas, se
observa en todos los casos que las primeras contienen las densidades mas bajas de PQSs
(principalmente en la hebra codificante). Este patrén también ha sido descrito en otras especies y
estaria vinculado a evitar impedimentos estéricos tanto al avance de la ARN polimerasa durante la
transcripcion, como al avance del ribosoma sobre el ARNm durante la traduccion (Agarwal et al.,
2014; Endoh et al., 2013; Harris & Merrick, 2015). Por otro lado, la mayor densidad de PQSs en las
secuencias intergénicas, con un patrén bastante conservado en Leishmania, también podria estar
vinculado a mecanismos de regulacion de la expresion génica. Es importante recordar que las
regiones intergénicas consideradas en este trabajo contienen las secuencias UTRs 5’ y 3’ de cada
gen (ver métodos) y se ha observado que ambas secuencias desempefian roles muy importantes en
la regulacién de la expresion génica a distintos niveles (Beaudoin & Perreault, 2010; Bhartiya et al.,

2017; Endoh et al., 2013; Huppert et al., 2008). Por ejemplo, a nivel postranscripcional, se ha
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observado que las secuencias UTRs-5’ regulan el inicio de la traduccion (Agarwal et al., 2014;
Endoh et al., 2013), mientras que las UTRs-3’ impactan en el procesamiento del ARN (Huppert et
al., 2008; Song et al., 2016), su estabilidad y eficiencia de traduccién. Como se mencion6 en la
introduccion, en tripanosomatidos, no existen los mecanismos clasicos de control transcripcional de
eucariotas y el control fino de la expresion de genes codificantes para proteinas se da
fundamentalmente a nivel post-transcripcional. En este contexto, es muy probable que la presencia
de G4s en las regiones 5’y 3’'UTR de los mRNAs estén implicados en estos mecanismos de control
(Folgueira et al., 2005; Martinez-Calvillo et al., 2010; McNicoll et al., 2005; Parsons y Miller,
2016).

La ocurrencia de un pico de PQSs en los primeros 50nt del UTR-3’ en las tres especies de
Leishmania no deja de ser muy llamativo. Las densidades observadas de PQSs en esta region
(PQSs/secuencia) permiten estimar que solo unas 400 a 500 secuencias del total contendrian dichas
estructuras en la posicion considerada. Es posible que estas secuencias correspondan a genes
funcionalmente relacionados y que los mismos sufran una regulacion conjunta de su expresion, en
lo que se conoce como “operdn transcripcional” (De Gaudenzi et al., 2011). Mecanismos como este
ya han sido descritos en Plasmodium, donde se observa una regulacion coordinada y dependiente de
PQSs de distintos grupos de genes (Bhartiya et al., 2017; Smargiasso et al., 2009).

La mayor parte de los estudios sobre los cuddruples de guanina estan enfocados a aquellos
formados intra-molecularmente (una hebra participante). Sin embargo, la formacién de cuadruples
inter-moleculares (dos hebras participantes) también podria ser un evento muy frecuente (Kudlicki,
2016). Si bien en el presente trabajo solo se han considerado los PQSs intra-moleculares, la
modificaciéon de algunos parametros de las funciones utilizadas permitiria repetir el analisis con

PQSs inter-moleculares.
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Anexo I: Tablas

Tabla 1: Datos generales de los genomas. (C) Tamafio gendémico, (N.percent) % de bases sin
determinar, (GC.percent) % GC, (PQSs) numero total de cuadruples, (PQSs.Kb) cuadruples cada

1000 bases, (PQSs.Kb.control) cuadruples cada 1000 bases en los controles,
(PQSs.Kb/PQSs.Kb.control) contenido PQSs en los genomas en relacién a los controles.

1 C(pb) n [N.percent [GC.percent |PQSs [PQSs.Kb [PQSs.Kb.control [PQSs.Kb/PQSs.Kb.control
Control 40| 2 14,3 55,6 4| 5556 5,556 1,000
L.donovani 32444968| 36 8 59,5 23609 0,755 0,632 1,195
L.infantum 32103026| 60 0,1 59,6| 25688 0,801 0,706 1,135
L.major 32855095| 36 0 59,7| 28702 0,874 0,73 1,197
T.brucei 22148088| 11 0,2 47,2 4041 0,183 0,095 1,926
T.cruziElike 32529070 41 20,6 50,4| 6339 0,245 0,254 0,965
T.cruzinElike 32529072| 41 14,7 50,7 6743 0,243 0,266 0,914
T.evansi 25432160| 13 0 46,5 4274] 0,168 0,088 1,909

Tabla 2a: Numero de clases de secuencias para los distintos genomas. PTUs: Unidades de
transcripcion policistronicas; init-SSR: regiones de cambio de hebra de inicio (divergentes); term-
SSR: regiones de cambio de hebra de terminacion (convergentes); init-tel: region telomérica de
inicio; term-tel: region telomérica de terminacion.

2a Control |L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi
PTUs 6 187 215 194 282 427 418 422
init-SSR 2 81 85 89 138 209 203 203
init-tel 2 23 43 16 5 9 12 13
term-SSR 2 68 68 69 133 177 174 205
term-tel 2 49 75 56 15 73 70 12

Tabla 2b: Tamafio medio (pb) y desvio estandar para cada clase de secuencia en los distintos
genomas. PTUs: Unidades de transcripcion policistronicas; init-SSR: regiones de cambio de hebra
de inicio (divergentes); term-SSR: regiones de cambio de hebra de terminacion (convergentes);
init-tel: region telomérica de inicio; term-tel: region telomérica de terminacion.

2b Control |L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi
mean PTUs 60 169197 145269 166072 74908 66370 69290 57947
mean init-SSR 60 3109 2943 2481 4049 8571 7327 2481
mean init-tel 60 3499 3266 3330 1895 40422 20846 3778
mean term-SSR 60 3744 3003 2123 3221 5208 3713 1922
mean term-tel 60 4453 3671 3865 1835 15237 16891 2653
sd PTUs 0 172773 168477 180077 100793 85518 88261| 92981
sd init-SSR 0 3361 3216 2695 3822 40341 39590 2853
sd init-tel 0 2439 3522 1355 2563 74362 43991 4593
sd term-SSR 0 4136 3394 2504 4350 19492 9933 1893
sd term-tel 0 5315 3763 3771 1995 30572 28853 3657
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Tabla 2c: media y desvio estandar del nimero de secuencias codificantes en las PTUs de los
distintos genomas.

2c Control |L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi
mean seq/PTU 2 43,48 38,88 48,22 28,65 24,77 26,53 23,94
sd seq/PTU 0 41,21 41,62 53,39 38,10 31,54 34,36 37,71

Tabla 3a: densidades medias de PQSs en las distintas clases de secuencias. Promedio ambas
hebras. Unidades: PQS/Kb.

PTUs: Unidades de transcripcion policistronicas; init-SSR: regiones de cambio de hebra de inicio
(divergentes); term-SSR: regiones de cambio de hebra de terminacion (convergentes); init-tel:
region telomérica de inicio; term-tel: region telomérica de terminacion.

3a Control |L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi

init-SSR 4,1667 0,5518 0,5243 0,5435 0,1211 0,0993 0,0939 0,1003
init-tel 0 0,3107 2,395 2,252 0 0,038 0,8559 0,2952
PTUs 3,3333 0,3721 0,3685 0,4199 0,088 0,1171 0,1185 0,0809
term-SSR 4,1667 1,0543 1,2143 1,4199 0,2289 0,1478 0,0992 0,1205
term-tel 0 0,4368 2,2806 1,7302 0,0182 1,8439 1,39 1,4137

Tabla 3b: densidades medias de PQSs en las distintas clases de secuencias de los controles.
Promedio ambas hebras. Unidades: PQS/Kb.

PTUs: Unidades de transcripcion policistronicas; init-SSR: regiones de cambio de hebra de inicio
(divergentes); term-SSR: regiones de cambio de hebra de terminacion (convergentes); init-tel:
region telomérica de inicio; term-tel: region telomérica de terminacion.

3b (control) Control |L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi

init-SSR 4,1667 0,0638 0,082 0,0747 0,0197 0,08 0,0781 0,0248
init-tel 0 0,0636 0,4063 0,1032 0 0 0,0734 0
PTUs 3,3333 0,3204 0,3543 0,3689 0,0488 0,1286 0,1345 0,0447
term-SSR 4,1667 0,1574 0,2974 0,3277 0,0305 0,1062 0,1205 0,0178
term-tel 0 0,1016 0,4565 0,1548 0 0,043 0,0278 0,0628

Tabla 3c: contenido PQSs en las distintas clases de secuencias en relacién a los controles (PQSs
genomas/PQSs controles).

PTUs: Unidades de transcripcion policistronicas; init-SSR: regiones de cambio de hebra de inicio
(divergentes); term-SSR: regiones de cambio de hebra de terminacion (convergentes); init-tel:
region telomeérica de inicio; term-tel: region telomérica de terminacion.

3c (genomalcontrol) |Control |L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi

init-SSR 1,0000 8,6489 6,3939 7,2758 6,1472 1,2413 1,2023 4,0444

init-tel NA 4,8852 5,8947( 21,8217|NA NA 11,6608 NA

PTUs 1,0000 1,1614 1,0401 1,1382 1,8033 0,9106 0,8810 1,8098

term-SSR 1,0000 6,6982 4,0831 4,3329 7,5049 1,3917 0,8232 6,7697

term-tel NA 4,2992 4,9958( 11,1770{NA 42,8814 50,0000 22,5111
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Tabla 3d: diferencia en el contenido de PQSs entre los genomas y los controles (PQSs genomas —
PQSs controles).

PTUs: Unidades de transcripcion policistronicas; init-SSR: regiones de cambio de hebra de inicio
(divergentes); term-SSR: regiones de cambio de hebra de terminacion (convergentes); init-tel:
region telomérica de inicio; term-tel: region telomérica de terminacion.

3d (genoma-control) |Control |L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi

init-SSR 0,0000 0,4880 0,4423 0,4688 0,1014 0,0193 0,0158 0,0755
init-tel 0,0000 0,2471 1,9887 2,1488 0,0000 0,0380 0,7825 0,2952
PTU 0,0000 0,0517 0,0142 0,0510 0,0392 -0,0115 -0,0160 0,0362
term-SSR 0,0000 0,8969 0,9169 1,0922 0,1984 0,0416 -0,0213 0,1027
term-tel 0,0000 0,3352 1,8241 1,5754 0,0182 1,8009 1,3622 1,3509

Tabla 4: Contenido GC (%) en cada clase de secuencia para los genomas considerados.

PTUs: Unidades de transcripcion policistronicas; init-SSR: regiones de cambio de hebra de inicio
(divergentes); term-SSR: regiones de cambio de hebra de terminacion (convergentes); init-tel:
region telomeérica de inicio; term-tel: region telomérica de terminacion.

4 Control |(L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi

init-SSR 50 52,9 53,4 52,7 46,4 50,7 51,3 44,8
init-tel 66,7 52 53,4 52,2 44,2 52,4 48,5 39,9
PTUs 53,3 59,6 59,7 59,8 47,2 50,3 50,6 46,6
term-SSR 50 58,9 58,9 60 45,3 53,9 54,1 43,9
term-tel 66,7 57,5 54,7 54,9 45,1 48,6 49,7 39,9

Tabla 5: Numero total de secuencias génicas e intergénicas en cada genoma.

5 Control |L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike [T.cruzinElike |T.evansi
génica 12 8122 8350 9351 8076 10571 11082 10091
intérgenica 6 7943 8145 9102 7795 10150 10671 9678

Tabla 6a: Densidades medias de PQSs en los distintos tipos de secuencias (génicas e intergénicas)
dentro del PTU. Promedio ambas hebras. Unidades: PQS/Kb.

6a Control (L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi
génica 10 0,0889 0,0889| 0,104 0,0552 0,0709 0,0723| 0,0564
intergénica 10 0,6379 0,6531| 0,7583( 0,1414 0,205 0,2044| 0,1192

Tabla 6b: Densidades medias de PQSs en los distintos tipos de secuencias (génicas e intergénicas)
dentro del PTU para los controles. Promedio ambas hebras. Unidades: PQS/Kb.

6b (control) Control [L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi
génica 10 0,4417 0,4629| 0,4611| 0,0735 0,1762 0,1816| 0,0676
intergénica 10 0,2186 0,2571| 0,2833( 0,0127 0,0525 0,0622| 0,0139

Tabla 6c: contenido PQSs en los distintos tipos de secuencias en relacién a los controles (PQSs
genomas/PQSs controles).

6¢c (genomalcon|Control (L.donovani |L.infantum (L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi
génica 1,0000 0,2013 0,1921]| 0,2255| 0,7510 0,4024 0,3981| 0,8343
intergénica 1,0000 2,9181 2,5403( 2,6767| 11,1339 3,9048 3,2862| 8,5755
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Tabla 6d: diferencia en el contenido de PQSs entre los genomas y los controles (PQSs genomas —
PQSs controles).

6d (genoma-con|Control (L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi
génica 0 -0,3528 -0,374| -0,3571| -0,0183 -0,1053 -0,1093( -0,0112
intergénica 0 0,4193 0,396 0,475 0,1287 0,1525 0,1422| 0,1053
Tabla 7: Contenido GC (%) en cada tipo de secuencia para los genomas considerados.

7 Control |L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi
génica 53 62,4 62,5 62,4 50,9 53 53,1 50,4
intergénica 54 57 56,9 57 41,5 45,7 46,6 41,2

Tabla 8a: Densidades medias de PQQSs en las distintas hebras de la clase PTU. Unidades: PQS/Kb.

8a Control |L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi
codificante 3,3333 0,2213 0,2207| 0,2593 0,1228 0,1948 0,1954 0,1116
molde 3,3333 0,5229 0,5163| 0,5805 0,0531 0,0395 0,0415 0,0503

Tabla 8b: Densidades medias de PQSs en las distintas hebras de la clase PTU en los controles.
Unidades: PQS/Kb.

8b (control) Control |L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi
codificante 3,3333 0,2529 0,2829| 0,2982 0,0837 0,2285 0,2375 0,0758
molde 3,3333 0,3878 0,4258| 0,4395 0,0140 0,0286 0,0314 0,0136

Tabla 8c: contenido PQSs en las distintas hebras de la clase PTU en relacion a los controles (PQSs

genomas/PQSs controles).

8c (genomalcontrol) |Control (L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi
codificante 1,0000 0,8750 0,7801| 0,8696 1,4671 0,8525 0,8227 1,4723
molde 1,0000 1,3484 1,2125( 11,3208 3,7929 1,3811 1,3217 3,6985

Tabla 8d: diferencia en el contenido de PQSs por hebra en la clase PTU entre los genomas y los
controles (PQSs genomas — PQSs controles).

8d (genoma-control) |Control (L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi
codificante 0,0000 -0,0316 -0,0622( -0,0389 0,0391 -0,0337 -0,0421 0,0358
molde 0,0000 0,1351 0,0905| 0,1410 0,0391 0,0109 0,0101 0,0367
Tabla 9: Contenido GC (%) en cada hebra de a clase PTU.
9 Control |L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi
codificante 26,7 28,7 28,8 28,9 25,5 27,8 28 25,1
molde 26,7 30,9 30,9 30,9 21,7 22,5 22,7 24.5
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Tabla 10a: Densidades medias de PQSs en las distintas hebras (codificante y molde) de las
secuencias génicas e intergénicas en la clase PTU. Unidades: PQS/Kb.

10a Control (L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi

génica codif. 10,0000 0,0734 0,0739| 0,0896 0,0808 0,1211 0,1231 0,0806
génica molde 10,0000 0,1044 0,1039| 0,1183 0,0297 0,0208 0,0216 0,0322
intergénica codif. 10,0000 0,3621 0,3722| 0,4429 0,1922 0,3379 0,3332 0,1614
intergénica molde 10,0000 0,9138 0,9340| 1,0736 0,0906 0,0722 0,0757 0,0769

Tabla 10b: Densidades medias de PQSs en las distintas hebras (codificante y molde) de las
secuencias génicas e intergénicas en la clase PTU para los controles. Unidades: PQS/Kb.

10b (controles) Control (L.donovani (L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi

génica codif. 10,0000 0,4507 0,4776 0,4766 0,1271 0,3187 0,3276 0,1173
génica molde 10,0000 0,4327 0,4481| 0,4456 0,0198 0,0337 0,0356 0,0179
intergénica codif. 10,0000 0,0768 0,0956| 0,1148 0,0198 0,0830 0,0979 0,0198
intergénica molde 10,0000 0,3605 0,4187 0,4517 0,0056 0,0219 0,0266 0,0081

Tabla 10c: contenido PQSs en las distintas hebras (codificante y molde) de las secuencias génicas
e intergénicas en la clase PTU en relacion a los controles (PQSs genomas/PQSs controles).

10c (genomalcontrol) |Control |L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi

génica codif. 1,0000 0,1629 0,1547| 0,1880 0,6357 0,3800 0,3758 0,6871
génica molde 1,0000 0,2413 0,2319| 0,2655 1,5000 0,6172 0,6067 1,7989
intergénica codif. 1,0000 4,7148 3,8933| 13,8580 9,7071 4,0711 3,4035 8,1515
intergénica molde 1,0000 2,5348 2,2307 2,3768( 16,1786 3,2968 2,8459 9,4938

Tabla 10d: diferencia en el contenido de PQSs por hebra y tipo de secuencia en la clase PTU entre
los genomas y los controles (PQSs genomas — PQSs controles).

10d (genoma-control) |Control |L.donovani |L.infantum |L.major |T.brucei |T.cruziElike |T.cruzinElike |T.evansi

génica codif. 0,0000 -0,3773 -0,4037| -0,3870| -0,0463 -0,1976 -0,2045( -0,0367
génica molde 0,0000 -0,3283 -0,3442| -0,3273 0,0099 -0,0129 -0,0140 0,0143
intergénica codif. 0,0000 0,2853 0,2766| 0,3281 0,1724 0,2549 0,2353 0,1416
intergénica molde 0,0000 0,5533 0,5153 0,6219 0,0850 0,0503 0,0491 0,0688
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Anexo I1: Graficos

Figura IL.1: Distribucion de tamafios (Kb) de PTUs en los distintos genomas. Se observan
diferencias estadisticamente significativas (test de Welch, p<0.05). Letras diferentes implican
diferencias significativas (test post hoc con correccién de holm, p<0.05). Asteriscos: medias de
tamafio para cada genoma.
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11.2

igura I1.2: Densidad de PQSs y contenido GC en genomas y controles. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas entre clases (test post hoc con correccion de holm,

<0.05). Asteriscos indican diferencias significativas de cada clase con su control (t-test p<0.05) .
Linea roja: media ponderada de cada clase. Columna izquierda: PQSs/Kb para los genomas y sus
controles respectivos (c). Columna derecha: %GC de las distintas clases de secuencias.
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Se representa la ocurrencia relativa* de PQSs en las transciciones SSR inicio-PTU y PTU-

SSR terminacion.

(*) En cada posicion de las secuencias consideradas, se obtiene el nimero de PQSs y se divide por
el numero total de secuencias.

Grafico I1.3a: Distribucion relativa de PQSs (PQSs/secuencia) entre clases de secuencias. Linea
roja PQSs en la hebra codificante. Linea azul, PQSs en la hebra molde. Linea punteada, PQSs en

controles negativos (Importante: Las escalas varian entre las figuras).

Columna izquierda: transicion SSRinicio-PTU. Se representan 500nt del SSRi y 1000nt de la

PTU.

Columna derecha: transicion ARN policistronico-SSR de terminacion. Se representan 1000nt de la

PTU y 500nt del SSRt.
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Figura I1.3b: Distribucion de PQSs en las primeras 2500 bases del SSR de terminacion en
Leishmania. Linea roja PQSs en la hebra codificante. Linea azul, PQSs en la hebra molde. Linea
punteada, PQSs en controles negativos
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L. major
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Figura I1.4: Densidad de PQSs y contenido GC para cada tipo de secuencia (génica e intergénica).
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre tipos (t-test, p<0.05).
Asteriscos indican diferencias significativas (t-test, p<0.05) de cada tipo con su control. Linea roja:
media ponderada de cada tipo.

Columna izquierda: PQSs/Kb para los genomas y sus controles respectivos (c).

Columna derecha: %GC de los distintos tipos de secuencias.
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(111.2)

Figura I1.5: Densidad de PQSs y contenido G para las distintas hebras de los ARN policistronicos.
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre tipos (paired t-test,
p<0.05). Asteriscos indican diferencias significativas de cada hebra con su control (t-test p<0.05).
Linea verde: media ponderada para cada hebra.

Columna izquierda: PQSs/Kb para los genomas y sus controles respectivos (c).

Columna derecha: %G en cada hebra del ARN policistrénico.
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Figura IL.6a: Densidad de PQSs para las distintas hebras de cada tipo de secuencia (génica e
intergénica). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre hebras
(paired t-test, p<0.05). Asteriscos indican diferencias significativas de cada hebra con su control (t-
test, p<0.05). Linea verde: media ponderada para cada hebra. Columna izquierda: PQSs/Kb por
hebra para las secuencias génicas y sus controles respectivos (c). Columna derecha: PQSs/Kb por
hebra para las secuencias intergénicas y sus controles respectivos (c).
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Figura IL.6b: Contenido G para las distintas hebras de cada tipo de secuencia (génica e
intergénica). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre hebras
(paired t-test p<0.05). Linea verde: media ponderada para cada hebra. Columna izquierda: %G
por hebra para las secuencias génicas y sus controles respectivos (c). Columna derecha: %G por
hebra para las secuencias intergénicas y sus controles respectivos (c).

L. donovani L. donovani
%G génico por hebra %G intergénico por hebra
S - - o g
o w]
a ° b o a 8 b
4 | ] i
N N — s | i [ — |
g = e g | .
& &° | '
8 ! 8 ’ !
+]
o ! 8
8
E ] 8 o 19— = g
o = o - [a] o
| | T T
codificante molde codificante molde
Hebra Hebra
L. infantum L. infantum
%G génico por hebra %G intergénico por hebra
E Il o g I 2 E
[&]
o d b o a b
(=T i L= ﬁ
= E =+
2| : | L —
Q ’ i ® —— ;
” N | 1
& s !
8
g : g
Q (=]
E =1 o 19— & 9 o
o o
| I T T

codificante molde codificante molde

Hebra Hebra

Anexo 11 16



Especializacién en Bioinformdtica

Trabajo Final de Graduacién

L. major

%G génico por hebra

30
]

40

b

i

T

ia
o |
O] |
P
S
8
E il
| | 1
codificante molde
Hebra
T. brucei
%G génico por hebra
?’_ =
Q]
P

10 20
| 1
- om0 o H——— ———% @
m

-

codificante

Hebra

molde

%G

%G

50

40

30

20

10

50

40

30

20

10

L. major
%G intergénico por hebra

codificante

Hebra

T. brucei
%G intergénico por hebra

Anexo II

17



Especializacién en Bioinformdtica

Trabajo Final de Graduacién

40 50

- -l-=
1=

%G
30

20

10

40 50

C-]-
-

%G
30

20

10

T. cruzi-Elike
%G génico por hebra

codificante molde

Hebra

T. cruzi-nElike
%G génico por hebra

codificante molde

Hebra

%G

%G

20 30 40 30
- ODOH Fmﬂ:ﬂm
W

10

20 30 40 50

10

T. cruzi-Elike
%G intergénico por hebra

8
g b

+
=

codificante molde

Hebra

T. cruzi-nElike
%G intergénico por hebra

8
ga E b

1.,.
+...m

codificante molde

Hebra

Anexo II

18




Especializacién en Bioinformdtica Trabajo Final de Graduacién

T. evansi T. evansi
%G génico por hebra %G intergénico por hebra
2 = o o
a b 7 a . b
g 1 2 1 i :
g | i o | i
o | | o _
IR 1 7] T
8
=]
= (=N &)

codificante molde codificante molde

Hebra Hebra

Figura I1.7: Distribucion relativa de PQSs (PQSs/secuencia) dentro de los PTUs. Linea roja PQSs
en la hebra codificante. Linea azul, PQSs en la hebra molde. Linea punteada, PQSs en controles
negativos. En todos los casos se representan 250nt de cada tipo de secuencia (Importante: Las
escalas varian entre figuras). Columna izquierda: transicién intergénica-génica. Columna
derecha: transicion génica-intergénica.

L. donovani L. donovani
Distribucion PQSs intra PTUs Distribucion PQSs intra ARN policistronico

0.02
I
0.04

00

|

\
i
{
{
(
|
{
/
\
{
i

0.02
1

-0.02

0
3
|
1
|
(
¢

Frecuencia (PQSs/Secusancia)
Frecuencia (PQSs/Secuencia)

-0.06

-0.04

T T T T
-200 -100 0 100 200

-200 -100 0 100 200

Paosicién (nt) P
i : : Posicién (nt)
(7444 secusncias consideradas.) Génica-Intergénica (7444 . ideradas.)

Anexo II 19



Especializacién en Bioinformdtica

Trabajo Final de Graduacién

L. infantum

Distribucion PQSs intra PTUs

L. infantum
Distribucion PQSs intra PTUs

-200 -100 0

Posicién (nt)

100

Génica (5834

g 2
= S
° e T
2
= = 5 8
g
o
¢ 2 g
@ 7 =
4 g 3
[ £
g 3 ] il
] H
4 g
i Bz
@ Lk =
s |
S
=
2
! ! ) j 5 T T T T
-200 -100 0 100 200 Sy 2100 i 160 .
Posicién (n)
(7{71:\;”[”\(") . Posician (nt)
GénicarIntergénica (7721 ias consideradas.)
L. major L. major
Distribucion PQSs intra PTUs Distribucion PQSs intra PTUs
gi] 3
= S
=
s
w = T 2
g
B oo
g i @
@ T A =3
s} 5 2
[ e =
. £
2 24 :
3 ' r
8 F
£ ]
@ I =
s |
=
=
2
T T T T - T T T T
-200 -100 0 100 200 sy = i 100 200
Posicion (n)
a:;::mn(n] ) Posicién (nt)
Géni génica (7969 ias consi )]
T. brucei T. brucei
Distribucion PQSs intra PTUs Distribucion PQSs intra PTUs
g 3
s =
T 3 s 8
Q T o
H H
] g
& 8
4 fil
a2 -1
LA g 3
= =
5 2
FA— ]
e o | o
s £ 3
o
g | =
° S
T T T T = T T T T
-200 -100 0 100 200
-200 100 0 100 200
Posician (nf) =
Gnica (5277 : Posicién (nt)
Gén génica (5285 i )
T. cruzi-Elike T. cruzi-Elike
Distribucion PQSs intra PTUs Distribucion PQSs intra PTUs
g 3
s S
IR s 8
g = g =
-] o PN e P
,;,5 ‘g 2 ‘\_/\._V_,_/f“\rw,‘/
g g g =
¢ s ¢
= =
5 2
FA— ]
e o | o
£z $ g
o
g | =
= 3
<

-200 -100 0 100 200

Posicién (nt)
Génica-Intergénica (5842 i ideradas.)

Anexo II

20



Especializacién en Bioinformdtica

Trabajo Final de Graduacién

T. cruzi-nElike
Distribucion PQSs intra PTUs

0.01
I

Frecuencia (PQSs/Secusncia)
0.00
.

-0.

Frecuencia (PQSs/Secuencia)

0.00 0.02 0.04

-0.02

T. cruzi-nElike
Distribucion PQSs intra PTUs

A
N M PV aitie

0.01
1

b NG

SO SREY,

Frecusncia (PQSs/Secusncia)
0.00

-0.01

-0.02

-100

0 100 200

Posicién (ni)

(8167 i i )

Frecuencia (PQSs/Secuencia)

-0.02 0.00 0.02

-0.04

o
2. =
g 2
' T J ] T < T T T T
-200 -100 0 100 200 200 ~100 0 100 200
;:;‘f“‘” o : ) Posicién (nt)
Génica-Intergénica (6068 secusncias consideradas.)
T. evansi T. evansi
Distribucion PQSs intra PTUs Distribucion PQSs intra PTUs

2 2
S S

-100 L] 100 200

Posicién (nt)
Génica-Intergénica (6159 secuencias consideradas.)

Anexo II

21




Especializacién en Bioinformdtica Trabajo Final de Graduacién
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Trabajo Final

Anexo I1Ia: Codigo

Script S1: Establecimiento de clases y tipos de secuencias y determinacion de composicién de
bases en cada secuencia.

#Script 1: Posicion genes, composicion de bases

library("TrypR")

B L e e e G e e s

acronimos<-unlist(read.csv("Acronimos.csv",header = F))

#1)Leo las anotaciones a distintos genomas

setwd("./anotaciones")

nombres<-list.files(pattern="*.gff")

secuencias<-list()

for (i in 1:length(nombres)){
secuencias[[i]]<-GFF.read(con=nombres[i])#Se necesita conexion a internet
print(i)

}

rm(i,first_time,nombres)

i

#2)Abro los archivos con las secuencias gendémicas (originales)

setwd("../genomas")

nombres<-list.files(pattern="*.fasta")

genomas<-list()

for (i in 1:length(nombres)){
genomas|[i]]<-readDNAStringSet(nombres[i], "fasta")
print(i)

HHHH

#3) Proceso los archivos para obtener las clases y tipos de secuencias

clases<-list()

for (i in 1:length(secuencias)){
clases[[i]]<-poliRNA(secuencias[[i]])
print(i)

}

#Obtengo los tipos de secuencias

tipos<-list()

for (i in 1:length(secuencias)){
tipos[[i]]<-fill.gaps(secuencias[[i]])
print(i)

}

HHHHHE

#4) Asigno valores de GC, AT y N a cada clase y tipo de secuencia

clases.procesadas<-list()

tipos.procesados<-list()

for (i in 1:length(genomas)){
clases.procesadas[[i]]<-GC.PQS.asign2(secuencias1=clases[[i]],genomal=genomas|[i]],cuadruplex1=NULL)
print(paste0("Genoma: ",i," listo (clases)"))
tipos.procesados|[[i]]<-GC.PQS.asign2(secuencias1=tipos[[i]],genomal=genomas|[i]],cuadruplex1=NULL)
print(paste0("Genoma: ",i," listo (tipos)"))

}

HittHH

#5) Guardo imagen en archivos intermedios

setwd("../Archivos intermedios")

#save(tipos.procesados,clases.procesadas,file="Tipos y Clases.RData")

Script S2: generacion de genomas control

#Script 2: generacién de genomas control
library("TrypR")
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R R
acronimos<-unlist(read.csv("Acronimos.csv",header = F))
#1) Cargo los archivos guardados (salidas scriptl)
setwd("./Archivos intermedios")
load("Tipos y Clases.RData")
#Solo trabajo con los Tipos
rm(clases.procesadas)
i
#2) Establezco las secuencias aleatoreas para cada tipo de secuencia, respetando las bases
bases.control<-list()
for (j in 1:length(tipos.procesados)){
x<-tipos.procesados|[j]]
G.per<-x$GinStrand
C.per<-(x$CG-x$GinStrand)
A.per<-x$AinStrand
N.per<-x$N
long<-width(x)
x$seq<-"N"
for(i in 1:length(x)){
mcols(x)[i,]$seq<-seqmix2(A=A.per[i],C=C.per[i], G=G.per[i], N=N.per[i],long=long[i])
print(paste0(j,":",i))
}

#Las bases de las secuencias negativas figuran en forma complementaria en la tabla de referencia,
#debo complementarlas en la salida para obener las bases correctas.
mcols(x)[strand(x)=="-",]$seq<-as.character(reverseComplement(DNA StringSet(mcols(x)[strand(x)=="-",]$seq)))
bases.control[[j]]<-x
}
HitHH
#3) Establezco los genomas control
bases.control.genomas<-list()
for(k in 1:length(bases.control)){
y<-bases.control[[k]]
tabla<-data.frame("'seqnames"=seqnames(y),"end"=end(y),"seq"=mcols(y)$seq, stringsAsFactors = F)
seq<-paste0(tabla$seq, collapse = "")#Pego todas las secuencias en una sola
#Recorto teniendo en cuenta las longitudes de los cromosomas
tamarios.cromosomas<-aggregate(tabla$end, by=list(tabla$seqnames), max)
z<-matrix(data=NA, nrow=nrow(tamafios.cromosomas)+1,ncol = 2)
z[,1]<-c(1,cumsum(tamafios.cromosomas$x)+1)
z[,2]<-c(cumsum(tamaiios.cromosomas$x),0)
z<-z[z[,2]'=0,]
w<-substring(seq,z[,1],z[,2])#Recorto
w<-DNAStringSet(w)
#Asigno nombres
for (i in 1:length(w)){
names(w)[i]<-pasteO(tamafios.cromosomas|i,1]," | organism=",acronimos[k]," (control bases) | version=",date()," |
length=",tamafios.cromosomas[i,2]," | SO=chromosome")
}
bases.control.genomas[[k]]<-w
}
HtHHH
#5) Guardo las imagenes en archivos intermedios
setwd("../Archivos intermedios")
# save(bases.control,file="genomas.control.tablas.RData")
# save(bases.control.genomas, file="genomas.control.fasta.RData")

Script S3: determinacion de PQSs

#Script 3: determinacién de PQSs

library("TrypR")
A
#1) Cargo los genomas (originales)

setwd("./genomas")

listagenomas<-list.files(pattern="*.fasta")
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#2)Analizo los genomas de a uno por vez y cargo todo en una lista
g4.original<-list()
for (j in 1:length(listagenomas)){
#2.1) Convierto los genomas a un objeto de la clase DNAStringSet
genoma <- readDNAStringSet(listagenomas[j])
n_cromosomas<-length(genoma)
#2.2) Analizo los cromosomas de a uno por vez y fusiono en un archivo
fusion<-c()
for (i in 1:n_cromosomas){
chr<-genomal[i]]
nombre<-strsplit(names(genoma), " | ")[[i]1[1]
print(nombre)
#2.2.1) Aplico la funcién "pgsfinder" a cada cromosoma
pgs<- pgsfinder(chr, strand = "*")
GRpgs<-as(pgs, "GRanges")
seglevels(GRpgs)<-nombre
#2.2.2) Cargo los resultados de cada cromosoma en un archivo
fusion<-c(GRpqgs,GRpqs)
#2.2.3) Filtro PQSs con Score superior a 86
fusion<-fusion[mcols(fusion)$score>86]
}
#2.3) Cargo los resultados de cada genoma en una lista
g4.original[[j]]<-fusion

HHHHHE
#3) Cargo los genomas (control)
setwd("../Archivos intermedios")

load("genomas.control.fasta.RData")#2)Analizo los genomas de a uno por vez y cargo todo en una lista

#4)Analizo los genomas de a uno por vez y cargo todo en una lista
g4.control<-list()
for (j in 1:length(bases.control.genomas)){
genoma <- bases.control.genomas|[j]]
n_cromosomas<-length(genoma)
fusion<-c()
for (i in 1:n_cromosomas){
chr<-genoma|[i]]
nombre<-strsplit(names(genoma), " | ")[[i]][1]
print(nombre)
pgs<- pgsfinder(chr, strand = "*")
GRpgs<-as(pgs, "GRanges")
seqglevels(GRpgs)<-nombre
fusion<-c(GRpqgs,GRpqs)
fusion<-fusion[mcols(fusion)$score>86]
}
g4.control[[j]]<-fusion
}
i
#5)guardo la lista con datos de PQSs de todos los genomas
#save(g4.original,g4.control,file="g4.RData")

Script S4: Fusion tipos-clases de secuencias y PQSs

#Script 4: Fusion tipos-clases de secuencias y PQSs
library("TrypR")

L et bbbt e e et
AR R R A

#1)Abro los archivos con las secuencias clasificadas (comtin para genomas y controles)
acronimos<-unlist(read.csv("Acronimos.csv",header = F))

#2) Cargo las tablas con las secuencias clasificadas en tipos y clases (salida S1)
setwd("./Archivos intermedios")

load("Tipos y Clases.RData")#2)Analizo los genomas de a uno por vez y cargo todo en una lista
#3) Cargo los datos de posicion de los PQSs (salida S3)

load("g4.RData")

HittHH
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#4)Asigno los PQSs a cada tipo y clase de secuencia

clases<-clases.procesadas

tipos<-tipos.procesados

clases.procesadas.original <-list()

tipos.procesados.original<-list()

clases.procesadas.control<-list()

tipos.procesados.control<-list()

for (i in 1:length(acronimos)){
clases.procesadas.original[[i]]<-GC.PQS.asign2(secuencias1=clases[[i]],genomal=NULL,cuadruplex1=g4.original[[i]])
clases.procesadas.control[[i]]<-GC.PQS.asign2(secuencias1=clases[[i]],genomal=NULL,cuadruplex1=g4.control[[i]])
print(paste0("Genoma: ",i," listo (clases)"))
tipos.procesados.original[[i]]<-GC.PQS.asign2(secuencias1=tipos|[[i]],genomal=NULL,cuadruplex1=g4.original[[i]])
tipos.procesados.control[[i]]<-GC.PQS.asign2(secuencias1=tipos[[i]],genomal=NULL,cuadruplex1=g4.control[[i]])
print(pasteO("Genoma: ",i," listo (tipos)"))

}

it

#5)Paso a formato tabla (;Necesario?)

procesadas.clases.original<-list()

procesadas.clases.control<-list()

procesadas.tipos.original <-list()

procesadas.tipos.control<-list()

for (i in 1:length(acronimos)){
a<-as.data.frame(clases.procesadas.original[[i]], row.names = NULL, optional = FALSE)
b<-data.frame(names=names(clases.procesadas.original[[i]]),a)
procesadas.clases.original[[i]]<-b
a<-as.data.frame(clases.procesadas.control[[i]], row.names = NULL, optional = FALSE)
b<-data.frame(names=names(clases.procesadas.control[[i]]),a)
procesadas.clases.control[[i]]<-b
a<-as.data.frame(tipos.procesados.original[[i]], row.names = NULL, optional = FALSE)
b<-data.frame(names=names(tipos.procesados.original[[i]]),a)
procesadas.tipos.original[[i]]<-b
a<-as.data.frame(tipos.procesados.control[[i]], row.names = NULL, optional = FALSE)
b<-data.frame(names=names(tipos.procesados.control[[i]]),a)
procesadas.tipos.control[[i]]<-b

}

HHHH

#6)Guardo en dos archivos .RData

# save(procesadas.clases.original,procesadas.clases.control,file="clases.procesadas.RData")

# save(procesadas.tipos.original,procesadas.tipos.control,file = "tipos.procesados.RData")

Script S5: Analisis general genomas

#Script 5: Analisis general genomas

library("TrypR")

R R

#1)Abro los archivos con las secuencias clasificadas (comtn para genomas y controles)

acronimos<-unlist(read.csv("Acronimos.csv",header = F))

#2) Cargo la imagen de los clases procesadas de todos los genomas (originales y control)

setwd("./Archivos intermedios")

load("clases.procesadas.RData")

HitHH

#1.1) Datos generales del genoma

tablal<-data.frame(matrix(NA, nrow = length(procesadas.clases.original), ncol =7 ))

rownames(tablal)<-acronimos

for (i in 1:length(procesadas.clases.original)){
x<-procesadas.clases.original[[i][#Selecciono el genoma original
y<-procesadas.clases.control[[i]]#Selecciono el genoma control
C<-sum(x$width)#Tamaiio gendémico
n<-length(levels(x$seqnames))#Ntimero cromosomas
N.percent<-round(100*sum(x$N)/sum(x$width),digits = 1)#Contenido N (original)
GC.percent<-round(100*sum(x$CG)/sum(x$LongEf),digits=1)#Contenido GC (corregido)
PQSs<-sum(x$g4number)#Contenido PQSs (total segtin score seleccionado)
PQSs.Kb.o<-round(1000*sum(x$g4number)/sum(x$LongEf), digits = 3)#densidad PQSs/Kb (corregida)
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PQSs.Kb.c<-round(1000*sum(y$g4number)/sum(y$LongEf), digits = 3)#densidad PQSs/Kb (corregida)

tablal[i,1:7]<-c(C,n,N.percent,GC.percent,PQSs,PQSs.Kb.0o,PQSs.Kb.c)
}
colnames(tablal)<-c("C(pb)","n","N.percent","GC.percent","PQSs","PQSs.Kb","PQSs.Kb.control")
fissiaiais
#3) Guardo la tabla
write.table(tablal, file="../resultados/Tablal.csv", dec =",", sep="\t")

Script S6: Analisis por clases de secuencias

#Script 6: Analisis por clases de secuencias
library("TrypR")

L et bbbt e e bbb b
AR R R A

#1)Abro los archivos con las secuencias clasificadas (comun para genomas y controles)
acronimos<-unlist(read.csv("Acronimos.csv",header = F))
#2) Cargo la imagen de los clases procesadas de todos los genomas (originales y control)
setwd("./Archivos intermedios")
load("clases.procesadas.RData")
HitHHH
#I1.1) Procesamiento de secuencias
#####Frecuencia de cada subclase para los genomas considerados
Tabla2a<-data.frame(matrix(NA, nrow = 5, ncol = length(procesadas.clases.original)))
rownames(Tabla2a)<-c("poliRNA","init-SSR", "init-tel", "term-SSR", "term-tel")
colnames(Tabla2a)<-acronimos
for (i in 1:length(procesadas.clases.original)){
a<-sum(procesadas.clases.original[[i]]$Subclass=="poliRNA")
b<-sum(procesadas.clases.original[[i]]$Class=="init" & procesadas.clases.original[[i]]$Subclass=="SSR")
c<-sum(procesadas.clases.original[[i]]$Class=="init" & procesadas.clases.original[[i]]$Subclass=="tel")
d<-sum(procesadas.clases.original[[i]]$Class=="term" & procesadas.clases.original[[i]]$Subclass=="SSR")
e<-sum(procesadas.clases.original[[i]]$Class=="term" & procesadas.clases.original[[i]]$Subclass=="tel")
Tabla2al,i]<-c(a,b,c,d,e)
}
#Guardo la tabla:
write.csv(Tabla2a, "../resultados/Tabla2a.csv")
#limpio
rm(list=c("a","b","c","d","e","i"))
#Media y desvio del tamafio (pb) de cada clase secuencias
Tabla2b<-data.frame(matrix(NA, nrow = 10, ncol = length(procesadas.clases.original)))
rownames(Tabla2b)<-c("mean poliRNA","mean init-SSR", "mean init-tel", "mean term-SSR", "mean term-tel","sd poliRNA","sd
init-SSR", "sd init-tel", "sd term-SSR", "sd term-tel")
colnames(Tabla2b)<-acronimos
Datos.estadisticas.Il1<-data.frame()#Armo tabla para enviar a Script Estadisticas-Graficos
for (i in 1:length(procesadas.clases.original)){
a<-round(mean(procesadas.clases.original[[i]][procesadas.clases.original[[i]]$Subclass=="poliRNA",5]))
b<-round(mean(procesadas.clases.original[[i]][procesadas.clases.original[[i]]$Class=="init" & procesadas.clases.original[[i]]
$Subclass=="SSR",5]))
c<-round(mean(procesadas.clases.original[[i]][procesadas.clases.original[[i]]$Class=="init" & procesadas.clases.original[[i]]
$Subclass=="tel",5]))
d<-round(mean(procesadas.clases.original[[i]][procesadas.clases.original[[i]]$Class=="term" & procesadas.clases.original[[i]]
$Subclass=="SSR",5]))
e<-round(mean(procesadas.clases.original[[i]][procesadas.clases.original[[i]]$Class=="term" & procesadas.clases.original[[i]]
$Subclass=="tel",5]))
f<-round(sd(procesadas.clases.original[[i]][procesadas.clases.original[[i]]$Subclass=="poliRNA",5]))
g<-round(sd(procesadas.clases.original[[i]][procesadas.clases.original[[i]]$Class=="init" & procesadas.clases.original[[i]]
$Subclass=="SSR",5]))
h<-round(sd(procesadas.clases.original[[i]][procesadas.clases.original[[i]]$Class=="init" & procesadas.clases.original[[i]]
$Subclass=="tel",5]))
j<-round(sd(procesadas.clases.original[[i]][procesadas.clases.original[[i]]$Class=="term" & procesadas.clases.original[[i]]
$Subclass=="SSR",5]))
k<-round(sd(procesadas.clases.original[[i]][procesadas.clases.original[[i]]$Class=="term" & procesadas.clases.original[[i]]
$Subclass=="tel",5]))
Tabla2bl,i]<-c(a,b,c,d,e,f,g,h,j,k)
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#Cargo datos para estadisticas-Graficos
longitud<-data.frame(genoma=0,longitud=procesadas.clases.original[[i]][procesadas.clases.original[[i]]$Subclass=="poliRNA",5])
longitud[,1]<-acronimosl[i]

Datos.estadisticas.II1<-rbind(Datos.estadisticas.II1,longitud)

}

TR TRTN TR IR NIRRT IR TR TR IR TR TR TR TR TR RN RN RN NN IR IR NIRRT I IR T IR IR TR IR IR TR TR TR TR RN RN TR R NN RN NN IR IR IR IR IR IR IR IR IR TR TR TR IR TR TR TR TR IR IR IR IR TN IR ININININT]
HHHHH A R A A R R R A e R R

# EstadisticasIl.1 y GréficosII.1

#Elimino controles
Datos.estadisticas.II1<-Datos.estadisticas.II1[Datos.estadisticas.II1$genoma!="Control",]
#Evalio supuestos:

#a)Independencia: SI

#b)Normalidad: muestras grandes (>>30). Aplico TCL.

#c)Homocedasticidad
bartlett.test(Datos.estadisticas.II1[,2]~Datos.estadisticas.II1[,1])

#No hay homocedasticidad. Niimero muestral similar (balanceadas)

#Aplico test de welch (Anova heterocedastico)
oneway.test(Datos.estadisticas.II1[,2]~Datos.estadisticas.II1[,1])

#Hay diferencias entre genomas para la longitud de PTUs (p<0.05)

#Analizamos que grupos difieren entre si aplicando métodos post-hoc

#Ajuste de Holm

pairwise.t.test(Datos.estadisticas.II1[,2], Datos.estadisticas.II1[,1], p.adj = "holm")
#La diferencia significativas se dan entre géneros, pero no dentro de cada genero.
jpeg("../resultados/II.1-boxplot.jpg",width = 750, height = 450, quality = 100)
grafico<-Datos.estadisticas.I1[Datos.estadisticas.IT1[,1]!="Control",]
levels(grafico[,1])[1]<-"L. donovani"

boxplot((grafico[,2]/1000)~grafico[,1], col=c(2:8), ylab="Tamaiio (Kb)", xlab="Genomas", main="Distribucién tamafios PTUs")
points(1:7, (Tabla2b[1,c(2:8)])/1000, pch="*",cex=1.5,col =1)

text(1.2:7.2, 700,c("A","A","A", "B", "B","B","B"), cex=1.1)

dev.off()

NIRRT IR NIRRT IR TR TR IR TR T R TR TR TR NIRRT N RN NN IR IR NN IR TN I IR IR IR IR TR IR IR TR TR TR TR IR TR TR N TR TR IR TN IR NN NIRRT IR NI IR IR IR IR TR TR IR TR TR TR TR TR IR IN TR TN TN IR IR INININT]
HHHHH AR R R R A R R R A A R R

#Media y desvio de numero de genes en los ARN policistronicos

Tabla2c<-data.frame(matrix(NA, nrow = 2, ncol = length(procesadas.clases.original)))

rownames(Tabla2c)<-c("mean seq/poliRNA","sd seq/poliRNA")

colnames(Tabla2c)<-acronimos

for (i in 1:length(procesadas.clases.original)){
a<-print(mean((procesadas.clases.original[[i]][procesadas.clases.original[[i]]$Subclass=="poliRNA",9])))
f<-print(sd((procesadas.clases.original[[i]][procesadas.clases.original[[i]]$Subclass=="poliRNA",9])))
Tabla2c[,i]<-c(a,f)

}

#Guardo las tablas

write.csv(Tabla2b, "../resultados/Tabla2b.csv")

write.csv(Tabla2c, "../resultados/Tabla2c.csv")

L et bbbt e et bbb et bbb e e
HHHHH R R R A A e R R R R A R

#11.2) Densidad de PQSs y contenido GC
HitHtH
#Obtengo graficos y tablas con promedios GC y PQSs/Kb (PONDERADO por tamaiio de secuencia)
#####PQS/Kb y GC en clases
tabla<-data.frame(row.names = c("init-SSR","init-tel","poliRNA","term-SSR","term-tel"))
tabla3<-tabla#ponderada
tabla3.cont<-tabla#ponderada
tablad4<-tabla#ponderada
Datos.estadisticas.II2<-list()#Armo una lista para enviar a Script Estadisticas-Graficos
Datos.estadisticas.II12.cont<-list()#Armo una lista para enviar a Script Estadisticas-Graficos
for (i in 1:length(procesadas.clases.original)){
filtradas<-procesadas.clases.original[[i]][procesadas.clases.original[[i]]$N!=procesadas.clases.original[[i]]$width, J#no considero
las secuencias con 100% de N
filtradas$Class<-paste0(filtradas$Class,"-",filtradas$Subclass)#Fusiono etiquetas clases-subclases
filtradas$Class<-gsub("-poliRNA","" filtradas$Class)#Borro texto innecesario
filtradas.c<-procesadas.clases.control[[i]][procesadas.clases.control[[i]]$N!=procesadas.clases.original[[i]]$width, ]#no considero
las secuencias con 100% de N
filtradas.c$Class<-pasteO(filtradas.c$Class,"-", filtradas.c$Subclass)#Fusiono etiquetas clases-subclases
filtradas.c$Class<-gsub("-poliRNA","" filtradas.c$Class)#Borro texto innecesario
#0Obtengo densidad media PQSs/Kb (PONDERADA)
#0Obtengo los PQSs totales por clase
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n.PQSs<-aggregate(filtradas$g4number,by=list(filtradas$Class), FUN=sum)
#0Obtengo la longitud total (efectiva) de cada clase
long.total.clases<-aggregate(filtradas$LongEf,by=list(filtradas$Class), FUN=sum)#suma de longitudes de cada clase
#0Obtengo la densidad PQSs/Kb por clase (multiplico por 500 porque la longitud de clase solo considera una hebra)
n.PQSs$x<-round((500*n.PQSs$x/long.total.clases$x),digits = 4)
#Repito para controles
n.PQSs.c<-aggregate(filtradas.c$g4number,by=list(filtradas.c$Class), FUN=sum)
n.PQSs.c$x<-round((500*n.PQSs.c$x/long.total.clases$x),digits = 4)
#Obtengo el porcentaje medio %GC (PONDERADO)
#0Obtengo los GC totales por clase
n.GCs<-aggregate(filtradas$CG,by=list(filtradas$Class), FUN=sum)
#0Obtengo el %GC por clase
n.GCs$x<-round((100*n.GCs$x/long.total.clases$x),digit=1)
# # #Agrego medias a la tabla
tabla3[1:5,i]<-n.PQSsl[,2]
tabla3.cont[1:5,i]<-n.PQSs.c[,2]
tabla4[1:5,i]<-n.GCs[,2]
#Cargo datos para estadisticas-Graficos
GC.percent<-100*filtradas[,10]/filtradas[,15]
salida<-data.frame(genoma=0,filtradas[,c(7,15,16,17,10)],GCpercent=GC.percent, filtradas[,c(13,14)])
salida[,1]<-acronimos][i]
Datos.estadisticas.I12[[i]]<-salida
GC.percent<-100*filtradas.c[,10]/filtradas.c[,15]
salida<-data.frame(genoma=0,filtradas.c[,c(7,15,16,17,10)],GCpercent=GC.percent, filtradas.c[,c(13,14)])
salida[,1]<-acronimosl[i]
Datos.estadisticas.II2.cont[[i]]<-salida
}
HHHHHHHHH R
#Estadisticasll.2 y GraficosII.2
#11.2a) Estadisticas Densidades de PQSs por cada clase de secuencia
#Por un lado evaldo diferencias intragrupo, y por otro diferencias con los controles
#Supuestos:
#a)Independencia: SI
#b)Normalidad: muestras grandes (>>30). Aplico TCL.
#c)Homocedasticidad
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.II2[[i]]
x<-x[x[,2]!'="init-tel "&x[,2]!="term-tel", ]#Elimino tel6meros
bt<-bartlett.test(x[,5]~x[,2])
print(bt{[311)
}

#No hay homocedasticidad en ningtin genoma. nimero muestral no similares!!!
#Aplico test de welch (Anova heterocedostico)
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.II2[[i]]
x<-x[x[,2]!'="init-tel "&x[,2]!="term-tel", ]#Elimino tel6meros
owt<-oneway.test(x[,5]~x[,2])
print(owt[[3]1])
}

#Obtengo p<0.01 en el genoma 1 a 4 (Leishmania spp y Tb)
#Hay diferencias entre los grupos
#Analizamos que grupos difieren entre si aplicando métodos post-hoc
#Ajuste de Holm
diferencias.interclases<-list()
for (iin 2:8){
x<-Datos.estadisticas.II2[[i]]
x<-x[x[,2]'="init-tel"&x[,2]!'="term-tel", ]#Elimino telémeros
x$Class<-as.factor(x$Class)
ptt<-pairwise.t.test(x[,51,x[,2], p.adj = "holm")
print(as.character(x[1,1]))
print(pte([3]))
diferencias.interclases[[i]]<-ptt[[3]]
}

#En los genomas de Leishmania hay diferencias entre las tres clases (a,b,c)

Anexo III 7



Especializacién en Bioinformdtica Trabajo Final de Graduacién

#En Tb solo hay diferencias entre poliRNA y term (ab,a,b)
#En el resto de los Trypanosomas no hay diferencias estadisticamente significativas entre las clases (a,a,a)
letras<-matrix(data=c(rep(c("a","b","c"),3),"ab","a","b",;rep("a",9)), ncol = 3, byrow = T)
#Analizo diferencias con los controles respectivos
diferencias.clases.control<-matrix(NA,nrow=7,ncol=3)
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.II2[[i]]
x<-x[x[,2]!="init-tel"&x[,2]!="term-tel", |#Elimino telémeros
x$Class<-as.factor(x$Class)
x$trat<-"trat"
y<-Datos.estadisticas.II2.cont[[i]]
y<-yly[,2]!="init-tel"&y[,2]!="term-tel", J#Elimino telémeros
y$trat<-"cont"
#y$Class<-paste0("control ",y$Class)
z<-rbind(x,y)
21<-z[z$Class=="init-SSR",]
diferencias.clases.control[i-1,1]<-round(t.test(z1$g4.Kb~z1$trat)[[3]], digits=4)
21<-z[z$Class=="poliRNA",]
diferencias.clases.control[i-1,2]<-round(t.test(z1$g4.Kb~z1$trat)[[3]], digits=4)
z1<-z[z$Class=="term-SSR",]
diferencias.clases.control[i-1,3]<-round(t.test(z1$g4.Kb~z1$trat)[[3]], digits=4)
}
asteriscos<-diferencias.clases.control
asteriscos[diferencias.clases.control<=0.05]<-"*"
asteriscos[diferencias.clases.control>0.05]<-""
significancia<-matrix(pasteO(letras,asteriscos), ncol = 3, byrow = F)
#I1.2a)Grafico:
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.II2[[i]]
x<-x[x[,2]!'="init-te]"&x[,2]!="term-tel", ]#Elimino telémeros
x$Class<-as.factor(x$Class)
y<-Datos.estadisticas.II2.cont[[i]]
y<-yly[,2]!="init-tel"&y[,2]!="term-tel ", J#Elimino telémeros
y$Class<-paste0("control ",y$Class)
z<-rbind(x,y)
if(i<=4){ylim<-4}else(ylim<-0.8)
colores<-c("chartreuse3","lightgoldenrod3","cadetblue3","chartreuse1","lightgoldenrod1","cadetbluel")
jpeg(paste0("../resultados/I1.2-",i,"-boxplot.jpg"),width = 700, height = 450, quality = 100)
boxplot(z[,5]~z[,2],cex=0.7,xaxt = "n",cex=0.7,ylim=c(0,ylim),col=colores, par(mar=c(5,5,4,2)))
axis(1,at = 1:6, labels =c("SSRi","PTUs","SSRt","SSRi(c)","PTUs(c)","SSRt(c)"), par(cex=1.25) , tick = TRUE)
title(main=paste0(x[1,1], "\n PQSs/Kb por Clase"), cex.main=1.35, xlab=list("Clases de secuencias",par(cex.lab=1.25)),
ylab=list("densidad (PQSs/Kb)",par(cex.lab=1.25)))
medias.p<-500*aggregate(x[,4],by=list(x[,2]),FUN=sum)[,2]/aggregate(x[,3],by=list(x[,2]), FUN=sum)[,2 [#Medias ponderadas
medias.p.c<-500*aggregate(y[,4],by=list(y[,2]),FUN=sum)[,2]/aggregate(y[,3],by=list(y[,2]),FUN=sum)[,2[#Medias ponderadas
points(1:6, c(medias.p,medias.p.c), pch="_",cex=3 ,col = 2)
abline(v=3.5, lty=2)
text(c(1.3:3.3),9*ylim/10,significancia[i-1,1:3], cex=1.25)
dev.off()
}
HHH R R R R R R R R R R R R e
#11.2b) Estadisticas contenido GC por cada clase de secuencia
#Supuestos:
#a)Independencia: SI
# #b)Normalidad: muestras grandes (>30), entonces aplico directamente TCL.
#c)Homocedasticidad
for (iin 1:8){
x<-Datos.estadisticas.II2[[i]]
x<-x[x[,2]!="init-tel"&x[,2]!="term-tel", J#Elimino telémeros
bt<-bartlett.test(x[,7]~x[,2])
print(bt{[3]])
}
#No hay homocedasticidad. Niimero muestral no similares!!!
# Aplico test de welch (Anova heterocedastico)<-?Es correcto?
for (iin 1:8){
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x<-Datos.estadisticas.II2[[i]]
x<-x[x[,2]!="init-tel"&x[,2]!="term-tel", J#Elimino telémeros
owt<-oneway.test(x[,7]~x[,2])
print(owt[[3]])
}
#Obtengo p<0.01 en todos los genmas, menos en Tb (p>0.05).
#Hay diferencias entre los grupos en Itodos los genomas menos en Tb.
#Analizamos que grupos difieren entre si aplicando métodos post-hoc
#Ajuste de Holm
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.II2[[i]]
x<-x[x[,2]!="init-tel"&x[,2]!="term-tel", J#Elimino telémeros
ptt<-pairwise.t.test(x[,7],x[,2], p.adj = "holm")
print(as.character(x[1,1]))
print(ptt[[3]])
}

#En los tres Leishmania la diferencia se da entre inicio y el resto de las secuencias (p<0.01)

#En Tb no hay diferencias

#En TcE la diferencia se da entre todas las secuencias (p<0.01)

#En TcnE la diferencia se da entre todas las secuencias (p<0.05)

#En TcnE la diferencia se da entre inicio y poliRNA (p<0.05)

#En Te la diferencia se da entre poliRNA y el resto de las secuencias (p<0.05)

significancia. GC<-matrix(data=c(rep(c("a","b","b"),3),"a","a","a","a","b","c","a","b","ab","a","b","a"), ncol = 3, byrow = T)

#I1.2b) Graficos

for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.II2[[i]]
x<-x[x[,2]!'="init-tel "&x[,2]!="term-tel", ]#Elimino tel6meros
colores<-c("chartreuse3","lightgoldenrod3","cadetblue3")
jpeg(paste0("../resultados/I1.2b-",i,'-boxplot.jpg"),width = 400, height = 450, quality = 100)
boxplot(x[,7]~x[,2],ylim=c(0,100),col=colores,xaxt = "n", par(mar=c(5,5,4,2)))
axis(1, at = ¢(1,2,3), labels =c("SSRi","PTUs","SSRt"), par(cex=1.25) , tick = TRUE)
title(main=paste0(x[1,1], "\n %GC por Clase"), cex.main=1.35, xlab=list("secuencias",par(cex.lab=1.25)),

ylab=list("%GC",par(cex.lab=1.25)))

medias.p<-100*aggregate(x[,6],by=list(x[,2]),FUN=sum)[,2]/aggregate(x[,3],by=list(x[,2]), FUN=sum)[,2 #Medias ponderadas
points(1:3, medias.p, pch="_",cex=4 ,col = 2)
text(c(1.2:3.2),90,significancia. GC[i-1,1:3], cex=1.25)
dev.off()
}

TR TR TN TR IR I IN IR IR T TR TR TR TR T NIRRT R TR TR R RN RN TN TN TR TN TN TN TR TN TN TN TN TN TN IR IR TR TR TR TR TR TR TR TR TR TR NIRRT NN IR TN TN TR TN IR TN TN TN IR TN TR IR TR TR TR TR TR TRTR TR TR TR TR IR TR TR TN TR IR INTNINT]
HHHHHH A R R R R R

#Guardo las tablas

colnames(tabla3)<-acronimos

colnames(tabla3.cont)<-acronimos

colnames(tabla4)<-acronimos

write.table(tabla3, file="../resultados/Tabla3.csv", dec = ",", sep="\t")

write.table(tabla3.cont, file="../resultados/Tabla3cont.csv", dec =",", sep="\t")
write.table(tabla4, file="../resultados/Tabla4.csv", dec =",", sep="\t")

ITRTR TR IN IR I IN IR I R TR TR TR T NIRRT R TR IR TR TR NIRRT N TN IR TN TN TN TR TN TN TR TN IN TN IR TR TR TR TRTR TR TR TR TR TR TR IR R TR IR TR TR TN TN TR TN TN TN TN TN IN TN IR IR IR TRTRTRTRTRTRTRTRTRTRIRTRTNTNTNINT]
HHHHH R R R R R R R

#I1.3) Distribucién de PQSs entre clases de secuencias
acronimos<-unlist(read.csv("../Acronimos.csv",header = F))
load("clases.procesadas.RData")
load("g4.RData")
#Graficos distribucion
for (i in 2:length(procesadas.clases.original)){
#Paso la tabla a formato GRange para que funcione la funcién
x<-procesadas.clases.original[[i]]
clases<-GRanges(seqnames = x$seqnames, ranges = IRanges(start=x$start,end = x$end), strand = x$strand)
mcols(clases)<-x[,c(7,8)]
#Grafico
titulo<-pasteO(acronimos[i], "\n Distribucion ssPQSs en las subclases de secuencias")
a<-PQSdistributionV2(sec=clases, g4=g4.original[[i]], zero="end", upstream=1, downstream = 2500, exclude = "tel", title = titulo,
relative=T, max.score=NULL, min.score=86, ss=T, xlab="Posicion (nt)", ylab="Frecuencia (PQSs/secuencia)", graph=F)
b<-PQSdistributionV2(sec=clases, g4=g4.control[[i]], zero="end", upstream=1, downstream = 2500, exclude = "tel", title = titulo,
relative=T, max.score=NULL, min.score=86, ss=T, xlab="Posicion (nt)", ylab="Frecuencia (PQSs/secuencia)", graph=F)
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jpeg(paste0("../resultados/I1.3SSRt-",i,-boxplot.jpg"),width = 700, height = 450, quality = 100)

plot<-plot(a[[1]]1[,1],a[[1]][,2],type="1", ylim = c(-0.25, 0.15), col="2", main=titulo, xlab="Posici6n (nt)", ylab="Frecuencia
(PQSs/Secuencia)", sub=a[[3]])

lines(a[[2]][,1],al[2]][,2], col="4", lwd=1)

lines(b[[1]11[,11,b[[1]]1[,2], col="1", Ity= 3)

lines(b[[2]1[,11,b[[2]][,2], col="1", Ity= 3)

v<-abline(v=0)

h<-abline(h=0)

dev.off()

Script S7: Analisis por tipos de secuencias

#Script 7: Analisis por tipos de secuencias
library("TrypR")

ITRTRTN TR I IR NI TR IR IR IR T R TR TR IR TR TR TR TR TR IR TR RN TR IR TN TN IR IR IR TN TN IR TN IR IR IRTRIRTRTRTRTRTRTRTRTRTRIRTNT]
HHHHH TR AR R AR

#1)Abro los archivos con las secuencias clasificadas (comtn para genomas y controles)
acronimos<-unlist(read.csv("Acronimos.csv",header = F))
#2) Cargo la imagen de los clases procesadas de todos los genomas (originales y control)
setwd("./Archivos intermedios")
load("clases.procesadas.RData")
load("tipos.procesados.RData")
i
#I11.1) Densidad de PQSs y contenido GC (genomas originales y control)
####PQS/KB y GC en tipos
tabla<-data.frame(row.names = c¢("'genic","intergenic"))
tabla5<-tabla
tabla6<-tabla
tabla7<-tabla
tabla6cont<-tabla
Datos.estadisticas.I111<-list()
Datos.estadisticas.III1.cont<-list()
for (i in 1:length(procesadas.tipos.original)){
filtradas<-procesadas.tipos.original[[i]][procesadas.tipos.original[[i]]$Class=="poliRNA", J#no considero las secuencias con 100%
de N
tabla5[1:2,i]<-rbind(nrow(filtradas[filtradas$type=="genic",]),nrow(filtradas| filtradas$type=="intergenic",]))
filtradas<-filtradas[filtradas$N!=filtradas$width, J#no considero las secuencias con 100% de N
filtradas<-filtradas|filtradas$type=="genic"|filtradas$type=="intergenic",]
filtradas.c<-procesadas.tipos.control[[i]][procesadas.tipos.control[[i]]$Class=="poliRNA", J#no considero las secuencias con 100%
de N
filtradas.c<-filtradas.c[filtradas.c$N!=filtradas.c$width, J#no considero las secuencias con 100% de N
filtradas.c<-filtradas.c[filtradas.c$type=="genic"|filtradas.c$type=="intergenic",]
#0Obtengo densidad media PQSs/Kb (PONDERADA)
#Obtengo los PQSs totales por tipo
n.PQSs<-aggregate(filtradas$g4number,by=list(filtradas$type), FUN=sum)
n.PQSs.c<-aggregate(filtradas.c$g4number,by=list(filtradas.c$type), FUN=sum)
#Obtengo la longitud total (efectiva) de cada tipo
long.total.type<-aggregate(filtradas$LongEf,by=list(filtradas$type), FUN=sum)#suma de longitudes de cada tipo
#0Obtengo la densidad PQSs/Kb por tipo (multiplico por 500 porque la longitud de tipo solo considera una hebra)
n.PQSs$x<-round(500*n.PQSs$x/long.total.type$x, digits = 4)
n.PQSs.c$x<-round(500*n.PQSs.c$x/long.total.type$x, digits = 4)
#Obtengo el porcentaje medio %GC (PONDERADO)
#Obtengo los GC totales por clase
n.GCs<-aggregate(filtradas$CG,by=list(filtradas$type), FUN=sum)
#0Obtengo el %GC por tipo
n.GCs$x<-round(100*n.GCs$x/long.total.type$x, digits = 1)
#Agrego medias a la tabla
tabla6[1:2,i]<-n.PQSs[,2]
tabla7[1:2,i]<-n.GCsl[,2]
tabla6cont[1:2,i]<-n.PQSs.c[,2]
#Cargo datos para estadisticas-Graficos
GC.percent<-100*filtradas[,13]/filtradas[,18]
salida<-data.frame(genoma=0,filtradas[,c(7,19,20,21,14)],GCpercent=GC.percent, filtradas[,c(17,18)])
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salida[,2]<-as.factor(as.character(salida[,2]))
salida[,1]<-acronimosl[i]
Datos.estadisticas.III1[[i]]<-salida
GC.percent<-100*filtradas.c[,13]/filtradas.c[,18]
salida<-data.frame(genoma=0,filtradas.c[,c(7,19,20,21,14)],GCpercent=GC.percent, filtradas.c[,c(17,18)])
salida[,2]<-as.factor(as.character(salida[,2]))
salida[,1]<-acronimos][i]
Datos.estadisticas.III1.cont[[i]]<-salida

}

B

# EstadisticasIII.1 y GraficosIIL1

#Supuestos:

#a)Independencia: SI

#b)Normalidad: muestras grandes (>30).Aplico TCL.

# x<-Datos.estadisticas.IIT1[[4]]

# boxplot(x$g4.Kb~x$type)

# boxplot(log(x$g4.Kb+1)~x$type)

#c)Homocedasticidad

for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.III1[[i]]
vt<-var.test(x[,4]~x[,2])#Para dos grupos
print(vt{[3]])

#No hay homocedasticidad. Nimero de muestral similares!!!
# Aplico t.test con varianzas no iguales
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.III1[[i]]
tt<-t.test(x[,4]~x[,2],var.equal=FALSE)
print(tt[[3]])
}
#Obtengo p<0.01 en tods los genomas (diferencias significativas)
#Analizo diferencias con los controles respectivos
letras<-matrix(rep(c("a","b"),7),nrow=7,ncol=2, byrow = T)
#Contra controles
diferencias.clases.control<-matrix(NA,nrow=7,ncol=2)
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.ITI1[[i]]
y<-Datos.estadisticas.III1.cont[[i]]
x<-x[x[,2]!="init-tel"&x[,2]!="term-tel", |J#Elimino telémeros
y<-yly[,2]!="init-tel "&y[,2]!="term-tel", J#Elimino tel6meros
x$trat<-"trat"
y$trat<-"cont"
z<-rbind(x,y)
z1<-z[z$type=="genic",]
diferencias.clases.control[i-1,1]<-round(t.test(z1$g4.Kb~z1$trat)[[3]], digits=4)
z1<-z[z$type=="intergenic",]
diferencias.clases.control[i-1,2]<-round(t.test(z1$g4.Kb~z1$trat)[[3]], digits=4)
}
asteriscos<-diferencias.clases.control
asteriscos[diferencias.clases.control<=0.05]<-"*"
asteriscos[diferencias.clases.control>0.05]<-""
significancia<-matrix(pasteO(letras,asteriscos), ncol = 2, byrow = F)
#I11.1a) Graficos
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.IIT1[[i]]
y<-Datos.estadisticas.III1.cont[[i]]
yS$type<-paste0("control ",y$type)
z<-rbind(x,y)
colores<-c("cyan3","darkgoldenrod3","cyan1","darkgoldenrod1")
if(i<=4){ylim<-4}else(ylim<-1)
jpeg(paste0("../resultados/II1.1-",i,'-boxplot.jpg"),width = 700, height = 450, quality = 100)
boxplot(z[,4]~z[,2],cex=0.7,xaxt = "n",cex=0.7,ylim=c(0,ylim),col=colores, par(mar=c(5,5,4,2)))
axis(1,at = 1:4, labels =c("genica","intergenica","genica(c)","intergenica(c)"), par(cex=1.25) , tick = TRUE)
title(main=paste0(x[1,1], "\n PQSs/Kb por Tipo"), cex.main=1.35, xlab=list("Tipos de secuencias",par(cex.lab=1.25)),
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ylab=list("densidad (PQSs/Kb)",par(cex.lab=1.25)))
medias.p<-c(tabla6[,i],tabla6cont[,i])#Medias ponderadas
points(1:4, medias.p, pch="_", cex=4 ,col = 2)
abline(v=2.5, lty=2)
text(c(1.3,2.3),9*ylim/10,significancia[i-1,1:2], cex=1.25)
dev.off()

}

ITRTR TN IR TR TN TR TR IR TRTRTR TR TR TR TR TR RN IR TR IR TR TN TN TN TN IR TN TR IR IR TRIRTRTRTRTRTRTRTRTNTRTNINT]
HHHHHH R R R

##111.1b) Contenido GC por cada tipo de secuencia

#Supuestos:

#a)Independencia: SI

#b)Normalidad: muestras grandes (>30).Aplico TCL.

#c)Homocedasticidad

for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.III1[[i]]
vt<-var.test(x[,7]~x[,2])#Para dos grupos
print(vt[[3]])

#No hay homocedasticidad. Nimero muestral similares.
# Aplico t.test con varianzas no iguales
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.III1[[i]]
tt<-t.test(x[,7]~x[,2],var.equal=FALSE)
print(tt[[3]))
}
#Obtengo p<0.01 en tods los genomas
significancia. GC<-matrix(rep(c("a","b"),7),nrow=7,ncol=2, byrow = T)
#I11.1b)Gréficos
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.III1[[i]]
colores<-c("cyan3","darkgoldenrod3")
jpeg(paste0("../resultados/III. 1b-",i,-boxplot.jpg"),width = 400, height = 450, quality = 100)
boxplot(x[,7]~x[,2],ylim=c(0,100),col=colores,xaxt = "n", par(mar=c(5,5,4,2)))
axis(1, at = c(1,2), labels =c("genica","intergenica"), par(cex=1.25) , tick = TRUE)
title(main=paste0(x[1,1], "\n %GC por Tipo"), cex.main=1.35, xlab=list("secuencias",par(cex.lab=1.25)),
ylab=list("%GC",par(cex.lab=1.25)))
medias.p<-tabla7[,i[#Medias ponderadas
points(1:2, medias.p, pch="_", cex=4 ,col = 2)
text(c(1.2,2.2),90,significancia.GC[i-1,1:2], cex=1.25)
dev.off()

}

L et e ettt bbbt b e

colnames(tabla5)<-acronimos

colnames(tabla6)<-acronimos

colnames(tabla7)<-acronimos

colnames(tabla6cont)<-acronimos

write.table(tabla5, file="../resultados/tabla5.csv", dec = ",", sep="\t")
write.table(tabla6, file="../resultados/tabla6.csv", dec = ",", sep="\t")
write.table(tabla7, file="../resultados/tabla7.csv", dec = ",", sep="\t")

—nun

write.table(tabla6cont, file="../resultados/tabla6cont.csv", dec = ",", sep="\t")

AR

#I11.2.a) Densidad de PQS y %G por hebra
tabla<-data.frame(row.names = c("coding","template"))
tabla8<-tabla#Medias contenidos PQSs/Kb por hebra
tabla9<-tabla#Medias contenidos G por hebra
tabla8.cont<-tabla#Medias contenidos PQSs/Kb por hebra
Datos.estadisticas.II12<-list()
Datos.estadisticas.II12.cont<-list()

for (i in 1:length(procesadas.clases.original)){

filtradas<-procesadas.clases.original[[i]][procesadas.clases.original[[i]]$Class=="poliRNA", J#Trabajo solo con ARNpolicistronicos

filtradas<-filtradas[filtradas$N!=filtradas$width, ]#no considero las secuencias con 100% de N
#Agrego columnas con numero y densidad PQS en la hebra complementaria
filtradas$g4outStrand<-filtradas$g4number-filtradas$g4inStrand
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filtradas$g4outStrand.Kb<-1000*filtradas$g4outStrand/filtradas$LongEf
#Agrego columna de longitudes corregidas
#Agrego columna de ponderacion de longitud
filtradas.c<-procesadas.clases.control[[i]][procesadas.clases.control[[i]]$Class=="poliRNA",J#Trabajo solo con
ARNDpolicistronicos
filtradas.c<-filtradas.c[filtradas.c$N!=filtradas.c$width, J#no considero las secuencias con 100% de N
#Agrego columnas con numero y densidad PQS en la hebra complementaria
filtradas.c$g4outStrand<-filtradas.c$g4number-filtradas.c$g4inStrand
filtradas.c$g4outStrand. Kb<-1000*filtradas.c$g4outStrand/filtradas.c$LongEf
#0Obengo medias ponderadas de PQSs
media.instrand.p<-round(1000*sum(filtradas$g4inStrand)/sum(filtradas$LongEf),digits=4)
media.outstrand.p<-round(1000*sum(filtradas$g4outStrand)/sum(filtradas$ LongEf),digits=4)
media.instrand.p.c<-round(1000*sum(filtradas.c$g4inStrand)/sum(filtradas.c$LongEf),digits=4)
media.outstrand.p.c<-round(1000*sum(filtradas.c$g4outStrand)/sum(filtradas.c$LongEf),digits=4)
tabla8[1:2,i]<-rbind(coding=media.instrand.p,template=media.outstrand.p)
tabla8.cont[1:2,i]<-rbind(coding=media.instrand.p.c,template=media.outstrand.p.c)
#Obtengo contenido G para ambas hebras
mediaG.instrand.p<-round(100*sum(filtradas$GinStrand)/sum(filtradas$ LongEf),digits=1)
mediaG.outstrand.p<-round(100*sum(filtradas$CG-filtradas$GinStrand)/sum(filtradas$LongEf),digits=1)
tabla9[1:2,i]<-rbind(coding=mediaG.instrand.p,template=mediaG.outstrand.p)
#Cargo datos para estadisticas-Graficos
GpercentInStrand<-100*filtradas$GinStrand/filtradas$LongEf
GoutStrand<-filtradas$CG-filtradas$GinStrand
GpercentOutStrand<-100*GoutStrand/filtradas$LongEf
salida<-
data.frame(genoma=0,LongEf=filtradas$LongEf,GinStrand=filtradas$GinStrand, GpercentInStrand, GoutStrand, GpercentOutStrand, f
iltradas[,c(18:21)])
#salida[,2]<-as.factor(as.character(salidal,2]))
salida[,1]<-acronimosl[i]
Datos.estadisticas.III2[[i]]<-salida
#Cargo datos para estadisticas-Graficos
GpercentInStrand<-100*filtradas.c$GinStrand/filtradas.c$LongEf
GoutStrand<-filtradas.c$CG-filtradas.c$GinStrand
GpercentOutStrand<-100*GoutStrand/filtradas.c$LongEf
salida<-
data.frame(genoma=0,LongEf=filtradas.c$LongEf,GinStrand=filtradas.c$GinStrand,GpercentInStrand,GoutStrand,GpercentOutStra
nd, filtradas.c[,c(18:21)])
salida[,1]<-acronimosli]
Datos.estadisticas.II12.cont[[i]]<-salida
}
HHH R R R A
#EstadisticasIIL.2 y GréficosII.1
#I11.2a) Densidades de PQSs por cada hebra en ARN policistronic
#Supuestos:
#a)Independencia:No (muestras apareadas)
#b)Normalidad: muestras grandes (>30).Aplico TCL.
#c)Homocedasticidad
for (iin 2:8){
x<-Datos.estadisticas.ITI2[[i]]
vt<-var.test(x$g4inStrand.Kb,x$g4outStrand.Kb)
print(vi[[3]])

#No hay homocedasticidad. Ntimero muestral identico (APAREADAS)
#Aplico paired t test, al tratarse de muestras apareadas (dos hebras de una misma secuencia en cada caso)
for (iin 2:8){
x<-Datos.estadisticas.III2[[i]]
tt<-t.test(x$g4inStrand.Kb,x$g4outStrand.Kb,var.equal=FALSE, paired = T)
print(tt[[3]1)
}
#Tb y Te no presentan diferencias estadisticamente significativas entre las hebras
letras<-matrix(c(rep(c("a","b"),3), "a","a",rep(c("a","b"),2),"a","a"),nrow=7,ncol=2, byrow = T)
#Contra controles
diferencias.hebras.control<-matrix(NA,nrow=7,ncol=2)
for (iin 2:8){
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x<-Datos.estadisticas.IT[2[[i]]
y<-Datos.estadisticas.III2.cont[[i]]
x<-x[x[,2]!'="init-te]"&x[,2]!="term-tel", ]#Elimino telémeros
y<-yly[,2]!="init-tel"&y[,2]!="term-tel", J#Elimino telémeros
x$trat<-"trat"
y$trat<-"cont"
z<-rbind(x,y)
diferencias.hebras.control[i-1,1]<-round(t.test(z$g4inStrand. Kb~z$trat)[[3]], digits=4)
diferencias.hebras.control[i-1,2]<-round(t.test(z$g4outStrand. Kb~z$trat)[[3]], digits=4)
}
asteriscos<-diferencias.hebras.control
asteriscos[diferencias.hebras.control<=0.05]<-"*"
asteriscos[diferencias.hebras.control>0.05]<-""
significancia<-matrix(pasteO(letras,asteriscos), ncol = 2, byrow = F)
#I11.2a)Graficos
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.IT[2[[i]]
y<-Datos.estadisticas.III2.cont[[i]]
colores<-c("blue3","brown3","bluel","brown1")
if(i<=4){ylim<-4}else(ylim<-1)
jpeg(paste0("../resultados/I11.2-",i,'-boxplot.jpg"),width = 700, height = 450, quality = 100)
boxplot(list(x$g4inStrand.Kb,x$g4outStrand. Kb,y$g4inStrand.Kb,y$g4outStrand. Kb),cex=0.7,xaxt =
"n",cex=0.7,ylim=c(0,ylim),col=colores, par(mar=c(5,5,4,2)))
axis(1,at = 1:4, labels =c("codificante","molde","codificante(c)","molde(c)"), par(cex=1.25) , tick = TRUE)
title(main=paste0(x[1,1], "\n PQSs/Kb por hebra"), cex.main=1.35, xlab=list("Hebra",par(cex.lab=1.25)), ylab=list("densidad
(PQSs/Kb)",par(cex.lab=1.25)))
medias<-apply(cbind(x$g4inStrand.Kb,x$g4outStrand.Kb,y$g4inStrand.Kb,y$g4outStrand.Kb),2, FUN=mean)#Medias no

pnderadas!!!!!!
medias.p<-1000*apply(cbind(x$g4inStrand,x$g4outStrand,y$gdinStrand, y$gdoutStrand),2, FUN=sum)/sum(x$LongEf)
points(1:4, medias.p, pch="_", cex=4 ,col = "green")

abline(v=2.5, lty=2)
text(c(1.3,2.3),9*ylim/10,significancia[i-1,1:2], cex=1.25)
dev.off()
}
HHHHHH A
#I11.2b) Contenido de G por cada hebra en ARN policistronico
#Supuestos:
#a)Independencia:No
#b)Normalidad: muestras grandes (>30).Aplico TCL.
#c)Homocedasticidad
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.IT[2[[i]]
vt<-var.test(x$GpercentInStrand,x$GpercentOutStrand)
print(vt[[3]])
}
#No hay homocedasticidad. Nimero muestral identico (APAREADAS)
#Aplico paired t test, al tratarse de muestras apareadas (dos hebras de una misma secuencia en cada caso)
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.IT[2[[i]]
tt<-t.test(x$GpercentInStrand,x$GpercentOutStrand,var.equal=FALSE, paired = T)
print(tt[[3]])

#Obtengo no diferencias solo en Ld y Lm.
significancia. GC<-matrix(c("a","a","a","b","a","a",rep(c("a","b"),4)),nrow=7,ncol=2, byrow = T)
#I11.2b) Graficos
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.IT[2[[i]]
colores<-c("blue3","brown3")
jpeg(paste0("../resultados/II1.2b-",i,"-boxplot.jpg’),width = 400, height = 450, quality = 100)
boxplot(list(x$GpercentInStrand,x$GpercentOutStrand),ylim=c(0,50),col=colores,xaxt = "n", par(mar=c(5,5,4,2)))
axis(1, at = c(1,2), labels =c("codificante","molde"), par(cex=1.25) , tick = TRUE)
title(main=paste0(x[1,1], "\n %G por hebra"), cex.main=1.35, xlab=list("Hebra",par(cex.lab=1.25)),
ylab=list("%G",par(cex.lab=1.25)))
medias.p<-100*apply(cbind(x$GinStrand,x$GoutStrand),2, FUN=sum)/sum(x$LongEf)
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points(1:2, medias.p, pch="_", cex=4 ,col = "green")
text(c(1.2,2.2),45,significancia. GC[i-1,1:2], cex=1.25)
dev.off()

}

ITRTR NIRRT IR IR IR IR I NI TRIR TR TR TR TR TR IR R TR NIRRT NN IR TN NIRRT IR IN NI IR IR T IR TR TR TR TR TR TR TR TR IR TR NIRRT R IR TN TN IR IR TN I I I TN IR IR IR IR TR TR TR IRTR TR TR TR TR IR TR TN TN TR IR INININT]
HHHHH AR R R R R A R

colnames(tabla8)<-acronimos

colnames(tabla9)<-acronimos

colnames(tabla8.cont)<-acronimos

write.csv(tabla8,"../resultados/tabla8.csv")#Densidad PQSs/Kb por hebra ARNpoli

write.csv(tabla9,"../resultados/tablad.csv")#Contenido G por hebra ARNpoli

write.csv(tabla8.cont,"../resultados/tabla8.cont.csv")

HHHHHHH A AR R R R R A R R

#I11.3) Densidad de PQS y %G por hebra y tipo de secuencia (Mismo anélisis anterior, pero

#trabajando en forma independiente con las secuencias génicas y las intergenicas)

HHHH

tabla<-data.frame(row.names = c("genic coding","genic template","intergenic coding","intergenic template"))

tabla10<-tabla#densidad PQSs/Kb por hebra y tipo

tablal0cont<-tabla#densidad PQSs/Kb por hebra y tipo

tablal1<-tabla#Contenido G por hebra y tipo

Datos.estadisticas.II13<-list()

Datos.estadisticas.II13.cont<-list()

for (i in 1:length(procesadas.tipos.original)){
filtradas<-procesadas.tipos.original[[i]][ procesadas.tipos.original[[i]]$Class=="poliRNA",]#Selecciono ARNpoli
filtradas<-filtradas[filtradas$N'!=filtradas$width, J#no considero las secuencias con 100% de N
filtradas<-filtradas[filtradas$type=="genic"[filtradas$type=="intergenic", ]
#Agrego columnas con numero y densidad PQS en la hebra complementaria
filtradas$g4outStrand<-filtradas$g4number-filtradas$g4inStrand
filtradas$g4outStrand. Kb<-1000*filtradas$g4outStrand/filtradas$LongEf
#Separo en génicas e intergénicas
filtradas.g<-filtradas|filtradas$type=="genic", ]
filtradas.ig<-filtradas[ filtradas$type=="intergenic",]
#Repito para controles
filtradas.c<-procesadas.tipos.control[[i]][procesadas.tipos.control[[i]]$Class=="poliRNA",J#Selecciono ARNpoli
filtradas.c<-filtradas.c[filtradas.c$N!=filtradas.c$width, ]#no considero las secuencias con 100% de N
filtradas.c<-filtradas.c[filtradas.c$type=="genic"|filtradas.c$type=="intergenic",]
#Agrego columnas con numero y densidad PQS en la hebra complementaria
filtradas.c$g4outStrand<-filtradas.c$g4number-filtradas.c$g4inStrand
filtradas.c$g4outStrand. Kb<-1000*filtradas.c$g4outStrand/filtradas.c$LongEf
#Separo en génicas e intergénicas
filtradas.g.c<-filtradas.c[filtradas.c$type=="genic",]
filtradas.ig.c<-filtradas.c[filtradas.c$type=="intergenic",]
#0Obengo medias ponderadas de PQSs/Kb
media.instrand.p.g<-round(1000*sum(filtradas.g$g4inStrand)/sum(filtradas.g$LongEf), digits=4)
media.outstrand.p.g<-round(1000*sum(filtradas.g$g4outStrand)/sum(filtradas.g$LongEf), digits=4)
media.instrand.p.ig<-round(1000*sum(filtradas.ig$g4inStrand)/sum(filtradas.ig$LongEf), digits=4)
media.outstrand.p.ig<-round(1000*sum(filtradas.ig$g4outStrand)/sum(filtradas.igfLongEf), digits=4)
t<-c(media.instrand.p.g,media.outstrand.p.g,media.instrand.p.ig,media.outstrand.p.ig)
tabla10[1:4,i]<-t
#0Obengo medias ponderadas de PQSs/Kb(Para controles)
media.instrand.p.g.c<-round(1000*sum(filtradas.g.c$g4inStrand)/sum(filtradas.g.c$LongEf), digits=4)
media.outstrand.p.g.c<-round(1000*sum(filtradas.g.c$g4outStrand)/sum(filtradas.g.c$LongEf), digits=4)
media.instrand.p.ig.c<-round(1000*sum(filtradas.ig.c$g4inStrand)/sum(filtradas.ig.c$ LongEf), digits=4)
media.outstrand.p.ig.c<-round(1000*sum(filtradas.ig.c$g4outStrand)/sum(filtradas.ig.c$LongEf), digits=4)
t<-c(media.instrand.p.g.c,media.outstrand.p.g.c,media.instrand.p.ig.c,media.outstrand.p.ig.c)
tablalOcont[1:4,i]<-t
#Obtengo contenido G para ambas hebras (ponderado)
mediaG.instrand.p.g<-round(100*sum(filtradas.g$GinStrand)/sum(filtradas.g$LongEf), digits=1)
mediaG.outstrand.p.g<-round(100*sum(filtradas.g$CG-filtradas.g$GinStrand)/sum(filtradas.g$LongEf), digits=1)
mediaG.instrand.p.ig<-round(100*sum(filtradas.ig$GinStrand)/sum(filtradas.ig$LongEf), digits=1)
mediaG.outstrand.p.ig<-round(100*sum(filtradas.ig$CG-filtradas.ig$GinStrand)/sum(filtradas.ig$LongEf), digits=1)
t<-c(mediaG.instrand.p.g,mediaG.outstrand.p.g,mediaG.instrand.p.ig,mediaG.outstrand.p.ig)
tablal1[1:4,i]<-t
#Cargo datos para estadisticas-Graficos
GpercentInStrand<-100*filtradas$GinStrand/filtradas$LongEf

Anexo III 15



Especializacién en Bioinformdtica Trabajo Final de Graduacién

GoutStrand<-filtradas$CG-filtradas$GinStrand

GpercentOutStrand<-100*GoutStrand/filtradas$LongEf

#salida<-
data.frame(genoma=0,type=filtradas$type,LongEf=filtradas$LongEf,GinStrand=filtradas$GinStrand,GpercentInStrand,GoutStrand,
GpercentOutStrand,filtradas[,c(22:25)])

salida<-
data.frame(genoma=0,type=filtradas$type,LongEf=filtradas$LongEf,GinStrand=filtradas$GinStrand, GpercentInStrand,GoutStrand,
GpercentOutStrand,filtradas[,c(21:24)])

salida[,1]<-acronimosl[i]

Datos.estadisticas.II13[[i]]<-salida

GpercentInStrand<-100*filtradas.c$GinStrand/filtradas.c$LongEf

GoutStrand<-filtradas.c$CG-filtradas.c$GinStrand

GpercentOutStrand<-100*GoutStrand/filtradas.c$LongEf

# salida<-
data.frame(genoma=0,type=filtradas.c$type, LongEf=filtradas.c$LongEf,GinStrand=filtradas.c$GinStrand,GpercentInStrand,GoutStr
and,GpercentOutStrand, filtradas.c[,c(22:25)])

salida<-
data.frame(genoma=0,type=filtradas.c$type, LongEf=filtradas.c$LongEf,GinStrand=filtradas.c$GinStrand,GpercentInStrand,GoutStr
and,GpercentOutStrand,filtradas.c[,c(21:24)])

salida[,1]<-acronimosl[i]

Datos.estadisticas.II13.cont[[i]]<-salida
}
HHTHHH R R A R T R R AR
#EstadisticasIII.3 y GréficosII.3
#I11.3a) Densidades de PQSs por cada hebra en genic e intergenic
#Supuestos:
#a)Independencia:No
#b)Normalidad: muestras grandes (>30).Aplico TCL.
#c)Homocedasticidad
for (i in 2:8){

x<-Datos.estadisticas.III3[[i]]

x.g<-x[x$type=="genic",]

x.ig<-x[x$type=="intergenic",]

vt.g<-var.test(x.g$g4inStrand.Kb,x.g$g4outStrand.Kb)

vt.ig<-var.test(x.ig$g4inStrand.Kb,x.ig$g4outStrand.Kb)

print(vt.g[[31])

print(vt.ig[[3]])
}

#No hay homocedasticidad. Nimero muestral muy Similares! (apareadas)
#Aplico t.test con varianzas no iguales (comparo genicas por un lado e intergénicas por el otro)
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.ITI3[[i]]
x.g<-x[x$type=="genic",]
x.ig<-x[x$type=="intergenic",]
tt.g<-t.test(x.g$gdinStrand.Kb,x.g$gdoutStrand.Kb,var.equal=FALSE, paired = T)
tt.ig<-t.test(x.ig$gdinStrand.Kb,x.ig$gdoutStrand.Kb,var.equal=FALSE, paired = T)
print(as.character(x[1,1]))
print(tt.g[[3]1])
print(tt.ig[[3]])

#Hay diferencia entre hebra codificantes y molde en ambos tipos de secuencias y para todos los genomas
letras<-matrix(rep(c("a","b","a","b"),7),nrow=7,ncol=4, byrow = T)
#Contra controles
diferencias.hebras.control<-matrix(NA,nrow=7,ncol=4)
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.III3[[i]]
y<-Datos.estadisticas.III3.cont[[i]]
x<-x[x[,2]!="init-tel"&x[,2]!="term-tel", J#Elimino telémeros
y<-yly[,2]!="init-tel"&yl[,2]!="term-tel", ]J#Elimino tel6meros
x$trat<-"trat"
y$trat<-"cont"
z<-rbind(x,y)
z1<-z[z$type=="genic",]
diferencias.hebras.control[i-1,1]<-round(t.test(z$g4inStrand. Kb~z$trat)[[3]], digits=4)
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diferencias.hebras.control[i-1,2]<-round(t.test(z$g4outStrand. Kb~z$trat)[[3]], digits=4)
z1<-z[z$type=="intergenic",]
diferencias.hebras.control[i-1,3]<-round(t.test(z$g4inStrand.Kb~z$trat)[[3]], digits=4)
diferencias.hebras.control[i-1,4]<-round(t.test(z$g4outStrand.Kb~z$trat)[[3]], digits=4)
}
asteriscos<-diferencias.hebras.control
asteriscos[diferencias.hebras.control<=0.05]<-"*"
asteriscos[diferencias.hebras.control>0.05]<-""
significancia<-matrix(pasteO(letras,asteriscos), ncol = 4, byrow = F)
#I11.3a)Graficos
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.III3[[i]]
x.g<-x[x$type=="genic",]
x.ig<-x[x$type=="intergenic",]
y<-Datos.estadisticas.III3.cont[[i]]
y.g<-y[y$type=="genic",]
y.ig<-y[y$type=="intergenic",]
colores<-c("blue4","red4","bluel","red1")
if(i<=4){ylim<-4}else(ylim<-1)
z.g<-list(coding=x.g$g4inStrand.Kb,temp=x.g$gdoutStrand.Kb,coding.cont=y.g$g4inStrand.Kb,temp.cont=y.g$g4outStrand. Kb)
z.ig<-
list(coding=x.ig$g4inStrand.Kb,temp=x.ig$gdoutStrand.Kb,coding.cont=y.ig$g4inStrand.Kb,temp.cont=y.ig$g4outStrand.Kb)
jpeg(paste0("../resultados/II1.3(genic)-",i,'-boxplot.jpg"),width = 700, height = 450, quality = 100)
boxplot(z.g,cex=0.7,xaxt = "n",cex=0.7,ylim=c(0,ylim),col=colores, par(mar=c(5,5,4,2)))
axis(1,at = 1:4, labels =c("codificante","molde","codificante(c)","molde(c)"), par(cex=1.25) , tick = TRUE)
title( main=paste0(x[1,1], "\n PQSs/Kb genico por hebra"), cex.main=1.35, xlab=list("Hebra",par(cex.lab=1.25)),
ylab=list("densidad (PQSs/Kb)",par(cex.lab=1.25)))
medias.g<-1000*apply(cbind(x.g$g4inStrand,x.g$gdoutStrand),2, FUN=sum)/sum(x.g$LongEf)
medias.g[3:4]<-1000*apply(cbind(y.g$g4inStrand,y.g$g4outStrand),2, FUN=sum)/sum(x.g$LongEf)
points(1:4, medias.g, pch="_", cex=4 ,col = "green")
abline(v=2.5, lty=2)
text(c(1.3:2.3),9*ylim/10,significancia[i-1,1:2], cex=1.25)
dev.off()
jpeg(paste0("../resultados/IIL.3(intergenic)-",i,'-boxplot.jpg"),width = 700, height = 450, quality = 100)
boxplot(z.ig,cex=0.7,xaxt = "n",cex=0.7,ylim=c(0,ylim),col=colores, par(mar=c(5,5,4,2)))
axis(1,at = 1:4, labels =c("codificante","molde","codificante(c)","molde(c)"), par(cex=1.25) , tick = TRUE)
title( main=paste0(x[1,1], "\n PQSs/Kb intergenico por hebra"), cex.main=1.35, xlab=list("Hebra",par(cex.lab=1.25)),
ylab=list("densidad (PQSs/Kb)",par(cex.lab=1.25)))
medias.ig<-1000*apply(cbind(x.ig$gdinStrand,x.ig$gdoutStrand),2, FUN=sum)/sum(x.ig$LongEf)
medias.ig[3:4]<-1000*apply(cbind(y.ig$gdinStrand,y.igbgdoutStrand),2, FUN=sum)/sum(x.ig$LongEf)
points(1:4, medias.ig, pch="_", cex=4 ,col = "green")
abline(v=2.5, lty=2)
text(c(1.3:2.3),9*ylim/10,significancia[i-1,3:4], cex=1.25)
dev.off()
}
HtHHHHH
#I11.3b) Contenido de G por cada hebra de secuencias genicas e intergénicas
#Supuestos:
#a)Independencia: No
#b)Normalidad: muestras grandes (>30).Aplico TCL.
#c)Homocedasticidad
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.ITI3[[i]]
x.g<-x[x$type=="genic",]
x.ig<-x[x$type=="intergenic",]
vt.g<-var.test(x.g$GpercentInStrand,x.g$GpercentOutStrand)
vt.ig<-var.test(x.ig$GpercentInStrand,x.ig$GpercentOutStrand)
print(vt.g[[3]])
print(vt.ig[[3]])
}

#En algunos casos SI HAY homocedasticidad. Ntimero muestral Similares! (apareadas)
#Aplico t.test para muestras apareadas
for (iin 2:8){

x<-Datos.estadisticas.III3[[i]]
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x.g<-x[x$type=="genic",]
x.ig<-x[x$type=="intergenic",]
tt.g<-t.test(x.g$GpercentInStrand,x.g$GpercentOutStrand, paired = T)
tt.ig<-t.test(x.ig$GpercentInStrand,x.ig$GpercentOutStrand, paired = T)
print(as.character(x[1,1]))
print(tt.g[[3]])
print(tt.ig[[3]])

}

#Diferencias significativas en todos los pares de hebras (genicas e intergéncias)
significancia. GC<-matrix(rep(c("a","b","a","b"),7),nrow=7,ncol=4, byrow = T)
#I11.3b) Gréficos
for (i in 2:8){
x<-Datos.estadisticas.III3[[i]]
x.g<-x[x$type=="genic",]
x.ig<-x[x$type=="intergenic",]
colores<-c("red","blue")
z.g<-list(coding=x.g$GpercentInStrand,template=x.g$GpercentOutStrand)
z.ig<-list(coding=x.ig$GpercentInStrand,template=x.ig$GpercentOutStrand)
jpeg(paste0("../resultados/I1I.3(genic)b-",i,-boxplot.jpg"),width = 400, height = 450, quality = 100)
boxplot(z.g,ylim=c(0,50),col=colores,xaxt = "n", par(mar=c(5,5,4,2)))
axis(1, at = c(1,2), labels =c("codificante","molde"), par(cex=1.25) , tick = TRUE)
title( main=paste0(x[1,1], "\n %G génico por hebra"), cex.main=1.35, xlab=list("Hebra",par(cex.lab=1.25)),
ylab=list("%G",par(cex.lab=1.25)))
medias.g<-100*apply(cbind(x.g$GinStrand,x.g$GoutStrand),2, FUN=sum)/sum(x.g$LongEf)
points(1:2, medias.g, pch="_", cex=4 ,col = "green")
text(c(1.2:2.2),45,significancia. GC[i-1,1:2], cex=1.25)
dev.off()
jpeg(paste0("../resultados/I1I.3(intergenic)b-",i,'-boxplot.jpg"),width = 400, height = 450, quality = 100)
boxplot(z.ig,ylim=c(0,50),col=colores,xaxt = "n", par(mar=c(5,5,4,2)))
axis(1, at = c(1,2), labels =c("codificante","molde"), par(cex=1.25) , tick = TRUE)
title( main=paste0(x[1,1], "\n %G intergénico por hebra"), cex.main=1.35, xlab=list("Hebra",par(cex.lab=1.25)),
ylab=list("%G",par(cex.lab=1.25)))
medias.ig<-100*apply(cbind(x.ig$GinStrand,x.ig$GoutStrand),2, FUN=sum)/sum(x.ig$LongEf)
points(1:2, medias.ig, pch="_", cex=4 ,col = "green")
text(c(1.2:2.2),45,significancia. GC[i-1,3:4], cex=1.25)
dev.off()
}

NIRRT NIRRT NIRRT IR TR TR R TR TR TR TR TR RN RN IR TR IR NN NIRRT IR NI I IR TR IR IR TR IR IR TR TR TR TR IR TR TR N TR TR IR NN NIRRT IR NI IR I IR IR IR IR IR TR TR TR TR TR TR TR TR IR IN TR TN TN IR IR INININT]
HHHHH AR R R A R R R R A e R A

colnames(tablal0)<-acronimos
colnames(tablal0cont)<-acronimos
colnames(tablall)<-acronimos
write.csv(tabla10,"../resultados/tabla10.csv")
write.csv(tablal0cont,"../resultados/tabla10cont.csv")
write.csv(tablal1,"../resultados/tablal1.csv")

IR TR TN IR IR IR IR IR IR IR TR TR IR TR TR TR TR TR RN RN RN IR TN IR TN IR TN IR IR TN IR IR TN IR IR TR TR IRTR TR TR TR TR TR TR NI R TR NN IR IR NIRRT NI IR IR I NI R IR IR IRTRTRTRTRTRTRIRTRINIRTRINTNTNINT]
HHHHH AR R R R R A R R R R A R

#I11.4) Distribucién de PQSs entre tipos de secuencias
acronimos<-unlist(read.csv("../Acronimos.csv",header = F))
load("tipos.procesados.RData")
load("g4.RData")
#Graficos distribucion
for (i in 2:length(procesadas.tipos.original)){
#Paso la tabla a formato GRange para que funcione la funcién
x<-procesadas.tipos.original[[i]]
tipo<-GRanges(seqnames = x$seqnames, ranges = IRanges(start=x$start,end = x$end), strand = x$strand)
mcols(tipo)<-x[,c(7:12)]
#Grafico
titulo<-pasteO(acronimos[i],"\n Distribucion PQSs intra PTUs")
a<-PQSgenicdistributionV2(sec=tipo, gd4=g4.original[[i]], zero="start", upstream=250, downstream = 250, exclude = "tel", title =
titulo, relative=T, max.score=NULL, min.score=86, ss=T, xlab="Posicion (nt)", ylab="Frecuencia (PQSs/secuencia)", graph=F)
b<-PQSgenicdistributionV2(sec=tipo, g4=g4.control[[i]], zero="start", upstream=250, downstream = 250, exclude = "tel", title =
titulo, relative=T, max.score=NULL, min.score=86, ss=T, xlab="Posicion (nt)", ylab="Frecuencia (PQSs/secuencia)", graph=F)
jpeg(paste0("../resultados/I1I.4start-",i,'-boxplot.jpg"),width = 700, height = 450, quality = 100)
plot<-plot(a[[1]1[,1],a[[1]][,2],type="1", ylim = c(-0.02, 0.02), col="2", main=titulo, xlab="Posicion (nt)", ylab="Frecuencia
(PQSs/Secuencia)", sub=a[[3]])
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lines(a[[2]][,1],al[2]][,2], col="4", Ilwd=1)
lines(b[[1]1[,11,b[[1]][,2], col="1", lty= 3)
lines(b[[2]1[,11,b[[2]][,2], col="1", Ity= 3)
v<-abline(v=0)

h<-abline(h=0)

dev.off()

Anexo ITTb: Funciones desarrolladas

fill.gaps(): Funcion para establecer todos los tipos de secuencias (génicas e intergénicas)

#' Funcion para establecer todos los tipos de secuencias (genicas e intergenicas)
#' @param seq objeto del tipo GRange, conteniendo los rangos a ser procesados.
#' @keywords cats
#' @return objeto GRange con todos los tipos de secuencias determinadas y varias columnas de metadatos.
#' @export
#' @examples
# fill.gaps()
fill.gaps<-function(seq=NULL){
#Fusiono secuencias solapadas
seq<-overlap.resolve(seq) #Obtengo un objeto grange con las clases de secuencias
clas<-poliRNA(seq)
#relleno los gaps
w<-seq
strand(w)<-"*"
gaps<-gaps(w)
gaps<-gaps[strand(gaps)=="*"]
#agrego metadatos para poder fusionar los gaps con as secuencias originales
mcols(gaps)$type<-"intergenic"
mcols(gaps)$subtype<-"intergenic"
mcols(gaps)$solapadas<-0
#fusiono gaps y secuencias
x<-c(w,gaps)
x<-sort(x, ignore.strand=T)
#Busco los pares de solapamientos
y<-findOverlaps(x,clas)
#utilizo las posiciones de cada clase para extraer su clasID
clas_names<-names(clas[y@to])
#asigno datos de clase a cada secuencia secuencias
mcols(x)$ClassID<-clas_names
mcols(x)$Class<-mcols(clas[y@to])$Class
mcols(x)$Subclass<-mcols(clas[y@to])$Subclass
strand(x)<-strand(clas[y@to])
return(x)

GC.PQS.asign2(): Funcion para asignar GC y densidad de PQSs a cada secuencia

#' Funcion para asignar GC y densidad de PQSs a cada secuencia

#' @param secuencias] Objeto GRanges conteniendo las posiciones de secuencias a ser procesadas

#' @param genomal Objeto DNAStringSet conteniendo las secuencias genémicas a utilizar

#' @param cuadruplex1 Objeto GRanges conteniendo los cuadrulex a utilizar

#' @keywords

#' @return Objeto GRange con todos los tipos de secuencias determinadas y varias columnas de metadatos.
#' @export

#' @examples

# GC.PQS.asign2()

GC.PQS.asign2<-function(secuencias1=NULL,genomal=NULL,cuadruplex1=NULL){

#Controles
HH T
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#Recorto las secuencias gendémicas
BHHHH
salida<-GRanges()#Creo el objeto GRange que sera devuelto por la funcién
if (lis.null(genomal)){#Agrego las columnas con datos de bases y longitudes
for (i in 1:length(genomal)){#Bucle para trabajar de a un cromosoma e ir concatenando los resultados
chrname<-strsplit(names(genomal[i]), " | ")[[1]][1]#limpio el nombre de cada cromosoma
seq<-paste(genomal[i], collapse = "")#Obtengo la secuencia(bases) en formato string
cromosoma<-secuencias1[seqnames(secuencias1)==chrnamel#Selecciono las secuencias(rangos) correspondientes a 1
cromosoma
if(length(cromosoma)>0){#Aseguro que se haya elegido al menos una secuencia
#Creo vectores con el inicio y fin de cada secuencia
V1<-start(cromosoma)
V2<-end(cromosoma)
#Ultilizo los vectores para recortar la secuencia cromosémica
subsecuencias<-substring(seq,V1,V2)
#Obtengo la longitud total de cada subsecuencia
total<-width(subsecuencias)
#Obtengo vectores con la cantidad de cada tipo de letra en cada subsecuencia
Gs<-width(gsub("[*G]", "", subsecuencias))
Cs<-width(gsub("[AC]", "", subsecuencias))
As<-width(gsub("[*A]", "", subsecuencias))
Ts<-width(gsub("[AT]", "", subsecuencias))
Ns<-width(gsub("[AN]", "", subsecuencias))
#Obtengo la longitud total corregida de cada subsecuencia
#total.corregido<-total-Ns#total corregido
#total.corregido[total.corregido==0]<-1#Para evitar indeterminaciones del tipo 0/0
#Agrego los metadatos al cromosoma
mcols(cromosoma)$CG<-Cs+Gs
mcols(cromosoma)$AT<-As+Ts
mcols(cromosoma)$N<-Ns
#Agrego valores de G y C discriminados por hebra (solo para secuencias con polaridad)
mcols(cromosoma)$GinStrand<-Gs
mcols(cromosoma)$AinStrand<-As

mcols(cromosoma)[strand(cromosoma)=="-",]$GinStrand<-mcols(cromosoma)[strand(cromosoma)=="-",]$CG-
mcols(cromosoma)[strand(cromosoma)=="-",]$GinStrand

mcols(cromosoma)[strand(cromosoma)=="-",]$AinStrand<-mcols(cromosoma)[strand(cromosoma)=="-",]$ AT-
mcols(cromosoma)[strand(cromosoma)=="-",]$AinStrand

#Agrego longitud efectiva (longitud real menos bases indeterminadas)
mcols(cromosoma)$LongEf<-total-Ns#longitud total corregida de cada subsecuencia
#Concateno los cromosomas en un solo objeto
salida<-c(salida,cromosoma)
print(i)
}else if(length(cromosoma)==0){
print(paste0("secuencia no considerada: ",chrname ))
}
}
}Yelse{salida<-secuencias1}
if (tis.null(cuadruplex1)){#Agrego las columnas con cuadruplex
#realizo el recuento de cuadruplex por secuencia (sin distincion de hebra)
w<-findOverlaps(cuadruplex1,salida, ignore.strand=T)#identifico los pares de secuencias solapadas
x<-as.factor(w@to)#identifico las secuencias de salida que poseen cuadruplex
y<-table(x)#Identifico cuantas veces figura mi secuencia de salida (=n° cuadruplex que posee)
g4number<-as.data.frame(y)#Creo tabla en la que figure posicion secuencia, n° cuadruplex
total.secuencias<-rep(0,length(salida))#Creo un vector de ceros
total.secuencias[as.numeric(as.character(gdnumber[,1]))]<-g4number[,2J#Relleno el vector utilizando las posiciones de las
secuencias
mcols(salida)$g4number<-total.secuencias#asigno el nimero de cuadruplex a una nueva columna
#Calculo la densidad
densidad.ds<-salida$g4number*500/(width(salida)-salida$N)
mcols(salida)$ g4/Kb"<-densidad.ds
#realizo el recuento de cuadruplex por secuencia (con distincion de hebra)
w<-findOverlaps(cuadruplex1,salida, ignore.strand=F)
x<-as.factor(w@to)
y<-table(x)
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gd4number<-as.data.frame(y)
total.secuencias<-rep(0,length(salida))
total.secuencias[as.numeric(as.character(g4dnumber[,1]))]<-g4number[,2]
mcols(salida)$g4inStrand<-total.secuencias
#Calculo la densidad
densidad.ss<-salida$g4inStrand*1000/(width(salida)-salida$IN)
mcols(salida)$ g4inStrand/Kb"<-densidad.ss

}

return(sort(salida, ignore.strand=T))

}

GFF.read(): Funcién para abrir archivos de anotaciones de Tritryp

#' Funcion para abrir archivos de anotaciones de Tritryp
#' @param con Nombre del archivo GFF con anotaciones.
#' @keywords
#' @return objeto GRange con las posiciones de las secuencias génicas
#' @export
#' @examples
#' GFF.read()
GFF.read<-function(con=NULL){
a<-import.gff(con)#problemas al trabajar off-line: Quito el enlace en el archivo original.
#Leo posiciones de genes
gene<-subset(a, a$type=="gene")
#Asigno los IDs a cada gen
names(gene)<-mcols(gene)[5][,1]
#Leo tamafio de cromosomas
b<-read.delim(con, header=F, comment.char="")
b<-b[grep("##sequence-region",b[,1]),1]
c<-strsplit(as.character(b), split="")
c<-t(as.data.frame(c))
c<-as.data.frame(c[,2:4], row.names = F)
c[,2]<-as.numeric(as.character(c[,2]))
c[,3]<-as.numeric(as.character(c[,3]))
chromosomes<-GRanges(c[,1],ranges = IRanges(c[,2],c[,31]))
seqlengths(gene)<-end(chromosomes)
#borro los metadatos
mcols(gene)$type<-"genic"
subtipos<-c("mRNA","ncRNA","TRNA","tRNA","snRNA","snoRNA", "SLRNA")
mcols(gene)$subtype<-0
for (i in 1:length(subtipos)){
mcols(gene)$subtype[ grepl(subtipos[i],as.vector(mcols(gene)$Alias))]<-subtipos][i]

gene2<-gene

mcols(gene)<-NULL
mcols(gene)$type<-as.factor(mcols(gene2)$type)
mcols(gene)$subtype<-as.factor(mcols(gene2)$subtype)
return(gene)

poliRNA(): Funcion para obtener las distintas clases de secuencias (PTUs, SSRs, tel)

#' Funcion para obtener las distintas clases de secuencias (ARN policistrénicos, SSRs, tel)

#' @param GR Objeto GRanges conteniendo las posiciones de secuencias a ser procesadas

#' @keywords

#' @return Objeto GRange con las clases de secuencias determinadas y varias columnas de metadatos.
#' @export

#' @examples

# poliRNA()

poliRNA<-function(GR=NULL){
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#resuelvo los solapamientos
GR<-overlap.resolve(GR)
#0Ordeno por posicion para cada cromosoma
gr<-sort(GR, ignore.strand=T)
#0Obtengo las posiciones relativas (dentro de gr) de cada ARN poicistrénico
for (i in 1:length(gr@seqnames@values)){
poliRNA<-data.frame()
chr<-gr[seqnames(gr)==levels(seqnames(gr))[il]
str<-strand(chr)
str<-data.frame((chr@seqnames@values),str@values,str@lengths)
poliRNA<-rbind(poliRNA,str)
HitH
poliRNA[,4:5]<-c(cumsum(poliRNA[,3])-poliRNA[,3]+1,cumsum(poliRNA[,3]))
#Creo un nuevo objeto GRange con las los datos de los ARNpolicistrénicos predichos
if (i==1){poli_rna<-GRanges(poliRNA[,1],
ranges = IRanges(start(chr)[poliRNA[,4]], end(chr)[poliRNA[,5]]),
strand = poliRNA[,2]

mcols(poli_rna)$seqnumber<-poliRNA[,3#Agrego el numero de secuencias por cada ARNpolicistronico
Yelse{
pr<-GRanges(poliRNA[,1],
ranges = IRanges(start(chr)[poliRNA[,4]], end(chr)[poliRNA[,5]]),
strand = poliRNA[,2]

mcols(pr)$seqnumber<-poliRNA[,3J#Agrego el numero de secuencias por cada ARNpolicistronico
poli_rna<-c(poli_rna,pr)
}
}
#Busco los gaps que separan cada ARN polcistrénico
mcols(poli_rna)$class<-"poliRNA"
seqlengths(poli_rna)<-seglengths(gr)
no_poli_rna<-poli_rna
strand(no_poli_rna)<-"*"
no_poli_rna<-gaps(no_poli_rna)
no_poli_rna<-no_poli_rna[strand(no_poli_rna)=="*"]
mcols(no_poli_rna)$seqnumber<-0
mcols(no_poli_rna)$class<-"gap"
#Creo un objeto GRange con los datos de ARN policistronicos mas los gaps
Classes<-c(poli_rna,no_poli_rna)
Classes<-sort(Classes, ignore.strand=T)
#Agrego metadatos (columnas de clase, subclase)
z<-data.frame()
Classes<-relleno(Classes)[-1]
classes2<-Classes[0]
for (i in 1:length(Classes@seqinfo@seqnames)){
chr<-Classes[seqnames(Classes)==levels(seqnames(Classes))[i]]
I<-length(chr)
#Correccién porque en un cromosoma el primer transcrito inicia en la posicién 1 (Tbgambiensis972, chr 8)
if((strand(chr[1])=="*")@values){
init<-2
Hit
if((strand(chr[init])=="-")@values){
#x<-data.frame(Class=rep(c("term","poliRNA","init", "poliRNA"),length.out=1),Subclass=c("tel",rep(c("poliRNA","SSR"),
length.out=1-2),"tel"))
mcols(chr[1])$class<-"term"
Yelse if ((strand(chr[init])=="+")@values){
#x<-data.frame(Class=rep(c("init","poliRNA","term", "poliRNA"),length.out=1),Subclass=c("tel",rep(c("poliRNA","SSR"),
length.out=1-2),"tel"))
mcols(chr[1])$class<-"init"
}
Hitt
Htelse{init<-1
Hi#
#if((strand(chr[init])=="-")@values){
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#x<-data.frame(Class=rep(c("poliRNA","init",
"poliRNA","term"),length.out=1),Subclass=c("poliRNA",rep(c("SSR","poliRNA"), length.out=1-2),"tel"))

#}else if ((strand(chr[init])=="+")@values){

#x<-data.frame(Class=rep(c("poliRNA","term",
"poliRNA","init"),length.out=1),Subclass=c("poliRNA",rep(c("SSR","poliRNA"), length.out=1-2),"tel"))

#}

Hi#

#}

#if (x[1,1]=="poliRNA"){

# x[1,2]=x[1,1]

#}

#mcols(chr)<-x

classes2<-c(classes2,chr)

}
#classes2[classes2$Subclass=="tel"]
classes2[classes2$class=="-"]$class<-"init"

classes2[classes2$class=="+"]$class<-"term"
names(mcols(classes2))[2]<-"Class"
#mcols(classes2)<-mcols(Classes)$seqnumber
mcols(classes2)[1:3]<-mcols(classes2)[c(2,3,1)]
names(mcols(classes2))[1:3]<-names(mcols(classes2))[c(2,3,1)]
#Asigno nombre a las clases

I<-length(classes2)
names(classes2)<-paste0("ClassID:",seq(1:1))

#Devuelvo el resultado

return(classes2)

relleno() : Funcién para identificar en forma correcta los SSR y tel de terminacién e iniciales

#' Funcion para identificar en forma correcta los SSR y tel de terminacién e iniciales

#' @param seq objeto GRange con los datos de ARN policistrénicos mas los gaps

#' @keywords

#' @return objeto GRange con los datos de ARN policistrénicos mas los SSRs y Tel caraterizados
#' @export

#' @examples

# relleno()

relleno<-function(seq=Classes){

telomerosT<-seq

salida<-seq[1]

for (i in 1:length(seq@seqinfo@seqnames)){
fin<-seglengths(seq)[i]
cromosoma<-seq[seqnames(seq)==levels(seqnames(seq))[i]]
if(length(cromosomal cromosoma$class=="gap"&end(cromosoma)==fin]$class)==1){

cromosomal cromosoma$class=="gap"&end(cromosoma)==fin]$class<-"tel"

}
salida<-c(salida,cromosoma)

}

telomerosT<-salida

#ldentifico y reemplazo el telomero inicial

if (length(telomerosT[telomerosT$class=="gap"&start(telomerosT)==1]$class)>=1){
telomerosT[telomerosT$class=="gap" &start(telomerosT)==1]$class<-"tel"

}

#SSRs

if (length(telomerosT[telomerosT$class=="gap"1$class)>=1){
telomerosT[telomerosT$class=="gap"]$class<-"SSR"

}

#Agrego una columna

mcols(telomerosT)$Subclass<-mcols(telomerosT)$class

x<-as.character(strand(telomerosT))

y<-as.character(telomerosT$class)

z<-as.data.frame(cbind(x,y))
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z[,3]<-"A"

z[2:(nrow(z)),3]<-as.character(z[ 1:(nrow(z)-1),1])
z[1:(nrow(z)-1),4]<-as.character(z[2:(nrow(z)),1])
z[z[,2]=="SSR"&z[,3]=="-",3]<-"init"
z[z[,2]=="SSR"&z[,3]=="+",3]<-"term"
z[z[,2]=="poliRNA",3]<-"poliRNA"
mcols(telomerosT)[,2]<-z[,3]

return(telomerosT)

overlap.resolve() : Funcion de correccion para solapamientos de genes

#' Funcién de correccion para solapamientos de genes:

#' @param object objeto GRange con los datos de ARN policistrénicos mas los gaps
#' @keywords

#' @return objeto GRange sin secuencias solapadas

#' @export

#' @examples

#' overlap.resolve()

overlap.resolve<-function(object=NULL){

object<-sort(object, ignore.strand=T)

#Fusiono las secuencias solapadas en la misma hebra

#Uso la funcién propia "solapar", para conservar los nombres de las secuencias

Tb2<-solapar(object)

#Reasigno los nombres a las secuencias

a<-reduce(object, drop.empty.ranges=FALSE, min.gapwidth=0L, with.revmap=FALSE,

with.inframe.attrib=FALSE, ignore.strand=T)

if (Tb2@elementMetadata@nrows==a@elementMetadata@nrows){
return(Tb2)

telse if(Tb2@elementMetadata@nrows!=a@elementMetadata@nrows){
#Separo las secuencias por hebra
minus_strand<-Tb2[strand(Tb2)=="-",]
plus_strand<-Tb2[strand(Tb2)=="+",]
#Busco los solapamientos entre hebras
overlaps<-findOverlaps(minus_strand,plus_strand, ignore.strand=T)
#Extraigo las secuencias solapadas
overlaping_minus<-minus_strand[overlaps@from]
overlaping_plus<-plus_strand[overlaps@to]
#Fusiono las secuencias solapadas y anulo la hebra
overlaping<-c(overlaping_plus,overlaping minus)
strand(overlaping)<-"*"
overlaping<-solapar(overlaping)
#overlaping<-reduce(overlaping,ignore.strand=T)
#Busco las ubicaciones de las secuencias solapadas en el genoma con ambas hebras
over<-findOverlaps(overlaping, Tb2)
#Elimino las secuencias solapantes originales
Tb3<-Tb2[-over@to]
#Inserto las secuencias solapantes con la hebra indefinida
Tb4<-sort(c(Tb3,overlaping),ignore.strand=T)
#ldentifico las posiciones de las secuencias solapantes en el genoma
x<-strand(Tb4)=="*"
y<-cbind(cumsum(x@lengths)*x@values)
y<-as.vector(subset (y, y!=0))
#Extraigo las secuencias solapantes y sus adyacentes
izq<-as.character(strand(Tb4[y-1,]))
cent<-as.character(strand(Tb4[y,]))
der<-as.character(strand(Tb4[y+1,]))
#Armo una tabla con las secuencias solapantes y sus adyacentes
hebras<-cbind(izq,cent,der)
#Ultilizo la tabla para reemplazar el valor de hebra en el genoma
#Ambos extremos misma hebra:

Anexo III 24



Especializacién en Bioinformdtica Trabajo Final de Graduacién

strand(Tb4[y[hebras[,1]==hebras[,3]]])<-hebras[hebras[,1]==hebras[,3],3]
#Extremos con distinta hebra:
#Creo un nuevo objeto GRange y lo reemplazo en el genoma
v<-seqnames(Tb4[y[hebras[,1]!=hebras[,3]]])
s<-start(Tb4[y[hebras[,1]!=hebras[,31]])
e<-end((Tb4[y[hebras[,1]!=hebras[,31]1))
n<-names((Tb4[y[hebras[,1]!=hebras[,311]))
mc<-mcols((Tb4[y[hebras[,1]!=hebras[,3]11]))
w<-round(width(Tb4[y[hebras[,1]!=hebras[,31]])/2)
dif<-width(Tb4[y[hebras[,1]!=hebras[,3]]])-2*w
left<-GRanges(v,
ranges = IRanges(s,(s+w-1)),
strand= hebras[hebras[,1]!=hebras[,3],1])
rigth<-GRanges(v,
ranges = IRanges((e-w+1-dif),e),
strand= hebras[hebras[,1]!=hebras[,3],3])
if (length(left)>0){
names(left)<-pasteO(n,"L")
mcols(left)<-mc
names(rigth)<-pasteO(n,"R")
mcols(rigth)<-mc
#Borro las hebras "*"
Tb4<-Tb4[-y[hebras[,1]!=hebras[,3]]]
}
#Inserto las secuencias modificadas
Tb5<-sort(c(Tb4,left,rigth),ignore.strand=T)
return(Th5)

solapar() : Funcion para fusionar secuencias solapadas en la misma hebra

#' Funcion para fusionar secuencias solapadas en la misma hebra:

#' @param object objeto GRange con los datos de ARN policistrénicos

#' @keywords

#' @return Se mantiene el nombre de las secuencias y se indica la cantidad de secuencias solapadas en cada rango
#' @export

#' @examples

#' solapar()

#1)Funcion para fusionar secuencias solapadas en la misma hebra.
solapar<-function(object=NULL){
if (ncol(mcols(object))==0){#Si no hay columna de metadatos, creo una
mcols(object)<-1
}
mcols(object)$solapadas<-1#Asigno nombre y valor (uno por defecto) a la primer columna de metadatos
overlaps<-countOverlaps(object, ignore.strand=F, maxgap = 0, minoverlap = 1)
solapados<-object[overlaps>=2]
no_solapados<-object[overlaps==1]
if (length(solapados)>=1){
fusionados<-reduce(solapados)
correspondencia<-findOverlaps(solapados,fusionados)
for (i in 1:length(fusionados)){
nombres<-names(solapados)[correspondencia@from[correspondencia@to==i]]
tipos<-mcols(solapados)$type[correspondencia@from[correspondencia@to==i]]
subtipos<-mcols(solapados)$subtype[correspondencia@from[correspondencia@to==i]]
presolapadas<-solapados@elementMetadata@listData$solapadas| correspondencia@from[correspondencia@to==i]]
I<-sum(presolapadas)
#l<-length(nombres)
pegados<-paste0(nombres,"/", collapse ="")
tipo<-pasteOQ(tipos,"/", collapse ="")
subtipo<-pasteO(subtipos,"/", collapse ="")
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names(fusionados)[i]<-pegados
mcols(fusionados)$type[i]<-tipo
mcols(fusionados)$subtype[i]<-subtipo
mcols(fusionados)$solapadas[i]<-1
}
#mcols(fusionados)<-mcols(fusionados)[,1]
salida<-sort(c(object[overlaps==1],fusionados),ignore.strand=T)
return(salida)
Yelse{
return(object)
}
}

PQSdistributionV2(): Funcion para visualizar la distribucion de PQSs entre clases de secuencias

#' Funcion para visualizar la distribucion de PQSs entre clases de secuencias

#' @param sec Objeto GRanges conteniendo las posiciones de secuencias a ser procesadas

#' @param g4 Objeto GRanges conteniendo los cuadrulex a utilizar

#' @param zero nucledtido cero (start: inicio PTU, end: terminacién PTU)

#' @param upstream nucleétidos aguas arriba a ser considerados

#' @param downstream nucledtidos aguas abajo a ser considerados

#' @param exclude vector con el nombre de secuencias a ser excluida en el andlisis (clases y/o tipos)
#' @param relative nimero de PQSs por nucleétido relativo (T) o aboluto (F)

#' @param title titulo del grafico

#' @param xlab leyenda eje x

#' @param ylab leyenda eje y

#' @param max.score maximo score de PQSs a ser considerado

#' @param min.score minimo score de PQSs a ser considerados

#' @param ss valores independientes para cada hebra (T) o valor conjunto de ambas hebras (F)
#' @param graph graficar los resultados (T) o presentarlos como tabla (F)

#' @keywords

#' @return Gréfico o tabla con el ntimero o densidad de PQSs en el rango seleccionado

#' @export

#' @examples

#' PQSdistributionV2()

PQSdistributionV2<-function(sec=NULL,g4=NULL, zero="end", upstream=1000, downstream=500, exclude=c("tel"),
relative=T, title="",xlab="posicion", ylab="frecuencia PQSs",
max.score=NULL, min.score=NULL, ss=T, graph=T){
#Asigno valores de score méximo y minimo para los cuadruplex a utilizar
if(!is.null(max.score)){
g4<-g4[g4$score<=max.score]

if(!is.null(min.score)){
g4<-g4[g4$score>=min.score]

#Excluyo la sublcase especificada (tel o SSR)
sec2<-sec[mcols(sec)$Subclass!=exclude]
#Armo leyendas para el grafico segtin subclase excluida
filtro<-""
if (exclude=="tel"){
filtro<-"SSR"
}Yelse if (exclude=="SSR"){
filtro<-"Tel"
}
#Trabajo sobre transicion Inicio-PoliRNA
if (zero=="start"){
#Selecciono las secuencias poliRNA (nucleo) y las adyacentes
secpoliRNA<-sec?[sec2$Class=="poliRNA"&width(sec2)>=downstream]
nonpoliRNA<-sec2[(sec2$Subclass=="SSR"&width(sec2)>=(2*upstream))|(sec2$Subclass=="tel"&width(sec2)>=(upstream))]
#Defino los pares de secuencias a solapar
#Creo los intervalos "pegajosos"
clip<-promoters(secpoliRNA, upstream=1, downstream =1)
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#pego con las secuencias no-poliRNA
selector<-findOverlaps(clip,nonpoliRNA, ignore.strand=T)
#Seleccino unicamente los poliRNA que han pegado en alguna secuencia
secpoliRNA<-secpoliRNA[selector@from]
#Defino las ventanas
ventanas<-promoters(secpoliRNA, upstream=upstream, downstream = downstream)
#selector<-findOverlaps(ventanas,nonpoliRNA, ignore.strand=T)
#if(length(selector)!=0){
print(pasteO(length(selector), " secuencias seleccionadas."))
#ventanas<-ventanas[selector@from]
#}else if(length(selector)==0){
if(length(selector)==0){
return("Ninguna secuencia seleccionada. Intente con una ventana mas pequenia")

}
#}
#Pego los PQSs
selector2<-findOverlaps(ventanas,g4, ignore.strand=T)
PQSs<-g4[selector2@to]
#Calculo las posiciones relativas de los PQSs dentro de cada secuencia
PQSspos<-PQSs[strand(PQSs)=="+"]
PQSsneg<-PQSs[strand(PQSs)=="-"]
ventanaspos<-ventanas[strand(ventanas)=="+"]
ventanasneg<-ventanas|strand(ventanas)=="-"]
selector3<-findOverlaps(ventanaspos,PQSspos, ignore.strand=T)
selector4<-findOverlaps(ventanaspos,PQSsneg, ignore.strand=T)
selector5<-findOverlaps(ventanasneg,PQSspos, ignore.strand=T)
selector6<-findOverlaps(ventanasneg,PQSsneg, ignore.strand=T)
selector7<-findOverlaps(ventanaspos,PQSs, ignore.strand=T)
selector8<-findOverlaps(ventanasneg,PQSs, ignore.strand=T)
start3<-start(PQSspos[selector3@to])-start(ventanaspos|selector3@from])#coding
end3<-end(PQSspos[selector3@to])-start(ventanaspos[selector3@from])#coding
start4<-start(PQSsneg[selector4@to])-start(ventanaspos|selector4@from])#template
end4<-end(PQSsneg[selector4@to])-start(ventanaspos[selectord@from])#template
start5<-(end(PQSspos|[selector5@to])-end(ventanasneg[selector5@from]))*-1#template
end5<-(start(PQSspos|[selector5@to])-end(ventanasneg[selector5@from]))*-1#template
start6<-(end(PQSsneg[selector6@to])-end(ventanasneg|[selector6 @from]))*-1#coding
end6<-(start(PQSsneg[selector6@to])-end(ventanasneg[selector6 @from]))*-1#coding
start7<-start(PQSs[selector7 @to])-start(ventanaspos|[selector7 @from])
end7<-end(PQSs[selector7 @to])-start(ventanaspos[selector7 @from])
start8<-(end(PQSs[selector8@to])-end(ventanasneg|[selector8 @from]))*-1
end8<-(start(PQSs[selector8@to])-end(ventanasneg[selector8@from]))*-1
leyenda<-pasteO("Inicio",filtro,"-PTU (", length(selector), " secuencias consideradas.)" )

}

else if (zero=="end"){
secpoliRNA<-sec2[sec2$Class=="poliRNA"&width(sec2)>=upstream]
nonpoliRNA<-sec2[(sec2$Subclass=="SSR"&width(sec2)>=(2*downstream))|

(sec2$Subclass=="tel"&width(sec2)>=(downstream))]

#Defino las ventanas
#Debo invertir las hebras antes de aplicar la funcion "promoters"
a<-secpoliRNA[strand(secpoliRNA)=="+"]
b<-secpoliRNA[strand(secpoliRNA)=="-"]
strand(a)<-"-"
strand(b)<-"+"
secpoliRNAinv<-c(a,b)
#Defino los pares de secuencias a solapar
#Creo los intervalos "pegajosos"
clip<-promoters(secpoliRNAinv, upstream=1, downstream =1)
#pego con las secuencias no-poliRNA
selector<-findOverlaps(clip,nonpoliRNA, ignore.strand=T)
#Seleccino unicamente los poliRNA que han pegado en alguna secuencia
secpoliRNAinv<-secpoliRNAinv[selector@from]
#seglengths(secpoliRNAinv)<-NA#Quito el valor de seqlength para evitar errores
ventanas<-promoters(secpoliRNAinv,upstream=downstream, downstream = upstream)#invierto up y down
#selectorventanas<-promoters(secpoliRNAinv,upstream=upstream, downstream = 1)
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#Invierto las hebras de las ventanas para restituir las orientaciones originales
a<-ventanas[strand(ventanas)=="+"]
b<-ventanas[strand(ventanas)=="-"]
strand(a)<-"-"
strand(b)<-"+"
ventanas<-c(a,b)
#selector<-findOverlaps(selectorventanas,nonpoliRNA, ignore.strand=T)
#if(length(selector)!=0){
print(pasteO(length(selector), " secuencias seleccionadas."))
#ventanas<-sort(ventanas[selector@from],ignore.strand=T)
#seglengths(ventanas)<-seqlengths(sec)#Reasigno el valor de seqlength
if(length(selector)==0){

return("Ninguna secuencia seleccionada. Intente con una ventana m?s peque?a")
}
#}
#Pego los PQSs
selector2<-findOverlaps(ventanas,g4, ignore.strand=T)
PQSs<-g4[selector2@to]
#Calculo las posiciones relativas de los PQSs dentro de cada secuencia y hebra
PQSspos<-PQSs[strand(PQSs)=="+"]
PQSsneg<-PQSs[strand(PQSs)=="-"]
ventanaspos<-ventanas[strand(ventanas)=="+"]
ventanasneg<-ventanas|strand(ventanas)=="-"]
selector3<-findOverlaps(ventanaspos,PQSspos, ignore.strand=T)
selector4<-findOverlaps(ventanaspos,PQSsneg, ignore.strand=T)
selector5<-findOverlaps(ventanasneg,PQSspos, ignore.strand=T)
selector6<-findOverlaps(ventanasneg,PQSsneg, ignore.strand=T)
selector7<-findOverlaps(ventanaspos,PQSs, ignore.strand=T)
selector8<-findOverlaps(ventanasneg,PQSs, ignore.strand=T)
#Distancias de los extremos del PQS al inicio de su ventana (ventana positiva)
start3<-(start(PQSspos|[selector3@to])-start(ventanaspos[selector3@from]))#coding
end3<-(end(PQSspos[selector3@to])-start(ventanaspos[selector3@from]))#coding
start4<-(start(PQSsneg|[selector4@to])-start(ventanaspos[selector4@from]))#template
end4<-(end(PQSsneg[selector4@to])-start(ventanaspos[selector4@from]))#template
#Distancias de los extremos del PQS al inicio de su ventana (ventana negativa)
start5<-(end(PQSspos[selector5@to])-end(ventanasneg[selector5@from]))*-1#template
end5<-(start(PQSspos[selector5@to])-end(ventanasneg[selector5@from]))*-1#template
start6<-(end(PQSsneg[selector6@to])-end(ventanasneg[selector6 @from]))*-1#coding
end6<-(start(PQSsneg[selector6@to])-end(ventanasneg[selector6@from]))*-1#coding
#Distancias de los extremos del PQS al inicio de su ventana (ventanas positiva/negativa)
start7<-start(PQSs[selector?7 @to])-start(ventanaspos[selector7 @from])
end7<-end(PQSs[selector? @to])-start(ventanaspos[selector7@from])
start8<-(end(PQSs[selector8@to])-end(ventanasneg[selector8 @from]))*-1
end8<-(start(PQSs[selector8@to])-end(ventanasneg[selector8 @from]))*-1

leyenda<-pasteO("PTU-Terminacion",filtro," (", length(selector), " secuencias consideradas.)" )

}

if (ss==T){
#Fusiono los rangos de PQSs para cada ventana (pos/neg) separados por hebra (coding/templ)
coding<-data.frame(cbind(c(start3,start6),c(end3,end6)))
template<-data.frame(cbind(c(start4,start5),c(end4,end5)))
coding[,3]<-"coding"
template[,3]<-"template"
# tabla<-rbind(coding,template)
#Armo una tabla con las densidades de PQSs para cada posicién
#Armo dos tablas (una por hebra) con las posiciones
codingdensity<-as.data.frame(seq(1:(upstream+downstream)))
templatedensity<-as.data.frame(seq(1:(upstream+downstream)))
#Asigno a cada posicién su densidad de PQSs
for (i in 1:(upstream+downstream)){
codingdensity[i,2]<-sum(coding[,1]<=i & coding[,2]>=i)
templatedensity[i,2]<-(sum(template[,1]<=i & template[,2]>=i))*-1#Cambio e signo con fines graficos

}
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#Seteo como 0 el punto de transicién (Inicio-PoliRNA o PoliRNA-Term)

codingdensity[,1]<-codingdensity[,1]-upstream

templatedensity[,1]<- templatedensity[,1]-upstream

if (relative==T){#Convierto as frecuencias absolutas de PQSs a relativas (PQSs/secuencias)
codingdensity[,2]<-(codingdensity[,2]/length(selector))
templatedensity[,2]<-(templatedensity[,2]/length(selector))

}

if (graph==T){
#Grafico!

plot<-plot(codingdensityl[,1],codingdensityl[,2],type="1", ylim = c(min(templatedensity[,2]), max(codingdensity[,2])), col="red",

main=title, xlab=xlab, ylab=ylab, sub=leyenda)
lines<-lines(templatedensity[,1],templatedensity[,2], col="blue")
v<-abline(v=0)
h<-abline(h=0)
return (c(plot,lines,v,h))
} else (return(list(codingdensity,templatedensity,leyenda)))
}Yelse if(ss==F){
#Fusiono
coding<-data.frame(cbind(c(start7,start8),c(end7,end8)))
codingdensity<-as.data.frame(seq(1:(upstream+downstream)))
for (i in 1:(upstream+downstream)){
codingdensity[i,2]<-sum(coding[,1]<=i & coding[,2]>=i)
}
codingdensity[,1]<-codingdensity[,1]-upstream
if (relative==T){
codingdensity[,2]<-(codingdensity[,2]/length(selector))
}
if (graph==T){

plot<-plot(codingdensity[,1],codingdensity[,2],type="1", ylim = c(0, max(codingdensity[,2])), col="brown",

main=title, xlab=xlab, ylab=ylab, sub=leyenda)
v<-abline(v=0)
return (c(plot,v))
}else (return(list(codingdensity,templatedensity,leyenda)))

PQSgenicdistributionV2(): Funcion para visualizar la distribucion de PQSs entre tipos de

secuencias

#' Funcién para visualizar la distribucién de PQSs entre tipos de secuencias

#' @param sec Objeto GRanges conteniendo las posiciones de secuencias a ser procesadas

#' @param g4 Objeto GRanges conteniendo los cuadrulex a utilizar

#' @param zero nucledtido cero (start: inicio PTU, end: terminacién PTU)

#' @param upstream nucleétidos aguas arriba a ser considerados

#' @param downstream nucledtidos aguas abajo a ser considerados

#' @param exclude vector con el nombre de secuencias a ser excluida en el andlisis (clases y/o tipos)
#' @param relative nimero de PQSs por nucleétido relativo (T) o aboluto (F)

#' @param title titulo del grafico

#' @param xlab leyenda eje x

#' @param ylab leyenda eje y

#' @param max.score maximo score de PQSs a ser considerado

#' @param min.score minimo score de PQSs a ser considerados

#' @param ss valores independientes para cada hebra (T) o valor conjunto de ambas hebras (F)
#' @param graph graficar los resultados (T) o presentarlos como tabla (F)

#' @keywords

#' @return Gréfico o tabla con el niimero o densidad de PQSs en el rango seleccionado

#' @export

#' @examples

#' PQSgenicdistributionV2()

_n

PQSgenicdistributionV2<-function(sec=completa,g4=NULL, zero="start", upstream=1000, downstream=500,
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exclude=c("SLRNA"),
relative=F, title="Distribucion PQSs intra-poliRNA",xlab="posicion", ylab="frecuencia PQSs",
max.score=NULL, min.score=NULL, ss=T, graph=T){
if(!is.null(max.score)){
g4<-g4[g4$score<=max.score]

if(!is.null(min.score)){
g4<-g4[g4$score>=min.score]

#Excluyo las subclases especificadas

sec2<-sec[sec$Class=="poliRNA"]

for (i in 1:length(exclude)){
sec2<-sec2[mcols(sec2)$subtype!=exclude[i]]

}

if (zero=="start"){
#Selecciono las secuencias genica (nucleo) y las adyacentes
secGenic<-sec2[sec2$type=="genic"&width(sec2)>=downstream]
nonGenic<-sec2[(sec2$type=="intergenic"&width(sec2)>=(2*upstream))]
#Defino los pares de secuencias a solapar
#Creo los intervalos "pegajosos”
clip<-promoters(secGenic, upstream=1, downstream =1)
#pego con las secuencias no-genic
selector<-findOverlaps(clip,nonGenic, ignore.strand=T)
#Seleccino unicamente los poliRNA que han pegado en alguna secuencia
secGenic<-secGenic[selector@from]
#Defino las ventanas
ventanas<-promoters(secGenic, upstream=upstream, downstream = downstream)
#selector<-findOverlaps(ventanas,nonGenic, ignore.strand=T)
#if(length(selector)!=0){
print(pasteO(length(selector), " secuencias seleccionadas."))
#ventanas<-ventanas[selector@from]
#}else if(length(selector)==0){
if(length(selector)==0){

return("Ninguna secuencia seleccionada. Intente con una ventana mas pequenia')

}
#}
#Pego los PQSs
selector2<-findOverlaps(ventanas,g4, ignore.strand=T)
PQSs<-g4[selector2@to]
#Calculo las posiciones relativas de los PQSs dentro de cada secuencia
PQSspos<-PQSs[strand(PQSs)=="+"]
PQSsneg<-PQSs[strand(PQSs)=="-"]
ventanaspos<-ventanas[strand(ventanas)=="+"]
ventanasneg<-ventanas|strand(ventanas)=="-"]
selector3<-findOverlaps(ventanaspos,PQSspos, ignore.strand=T)
selector4<-findOverlaps(ventanaspos,PQSsneg, ignore.strand=T)
selector5<-findOverlaps(ventanasneg,PQSspos, ignore.strand=T)
selector6<-findOverlaps(ventanasneg,PQSsneg, ignore.strand=T)

selector7<-findOverlaps(ventanaspos,PQSs, ignore.strand=T)
selector8<-findOverlaps(ventanasneg,PQSs, ignore.strand=T)

start3<-start(PQSspos[selector3@to])-start(ventanaspos[selector3@from])#coding
end3<-end(PQSspos[selector3@to])-start(ventanaspos[selector3@from])#coding
start4<-start(PQSsneg[selectord@to])-start(ventanaspos[selector4@from])#template
end4<-end(PQSsneg[selectord@to])-start(ventanaspos[selector4d@from])#template

start5<-(end(PQSspos|[selector5@to])-end(ventanasneg[selector5@from]))*-1#template
end5<-(start(PQSspos[selector5@to])-end(ventanasneg[selector5@from]))*-1#template
start6<-(end(PQSsneg[selector6@to])-end(ventanasneg|[selector6 @from]))*-1#coding
end6<-(start(PQSsneg[selector6@to])-end(ventanasneg[selector6 @from]))*-1#coding
start7<-start(PQSs[selector7 @to])-start(ventanaspos[selector7 @from])
end7<-end(PQSs[selector? @to])-start(ventanaspos[selector7@from])
start8<-(end(PQSs[selector8@to])-end(ventanasneg[selector8 @from]))*-1
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end8<-(start(PQSs[selector8@to])-end(ventanasneg[selector8 @from]))*-1
leyenda<-pasteO("Intergénica-Génica (", length(selector), " secuencias consideradas.)" )

else if (zero=="end"){
#Selecciono las secuencias genica (nucleo) y las adyacentes
secGenic<-sec2[sec2$type=="genic"&width(sec2)>=upstream]
nonGenic<-sec2[(sec2$type=="intergenic"&width(sec2)>=(2*downstream))]
#Defino las ventanas
#Debo invertir las hebras antes de aplicar la funcion "promoters"
a<-secGenic[strand(secGenic)=="+"]
b<-secGenic[strand(secGenic)=="-"]
strand(a)<-"-"
strand(b)<-"+"
secGenicinv<-c(a,b)
#Defino los pares de secuencias a solapar
#Creo los intervalos "pegajosos"
clip<-promoters(secGenicinv, upstream=1, downstream =1)
#pego con las secuencias no-poliRNA
selector<-findOverlaps(clip,nonGenic, ignore.strand=T)
#Seleccino unicamente los poliRNA que han pegado en alguna secuencia
secGenicinv<-secGenicinv[selector@from]
#seglengths(secGenicinv)<-NA#Quito el valor de seqlength para evitar errores
ventanas<-promoters(secGenicinv,upstream=downstream, downstream = upstream)#invierto up y down
#selectorventanas<-promoters(secGenicinv,upstream=upstream, downstream = 1)
#Invierto las hebras de las ventanas para restituir las orientaciones originales
a<-ventanas|[strand(ventanas)=="+"]
b<-ventanas[strand(ventanas)=="-"]
strand(a)<-"-"
strand(b)<-"+"
ventanas<-c(a,b)
#selector<-findOverlaps(selectorventanas,nonGenic, ignore.strand=T)
#if(length(selector)!=0){
print(pasteO(length(selector), " secuencias seleccionadas."))
#ventanas<-sort(ventanas[selector@from],ignore.strand=T)
#seglengths(ventanas)<-seqlengths(sec)#Reasigno el valor de seqlength
if(length(selector)==0){

return("Ninguna secuencia seleccionada. Intente con una ventana mas pequenia")

}
#}
#Pego los PQSs
selector2<-findOverlaps(ventanas,g4, ignore.strand=T)
PQSs<-g4[selector2@to]
#Calculo las posiciones relativas de los PQSs dentro de cada secuencia
PQSspos<-PQSs[strand(PQSs)=="+"]
PQSsneg<-PQSs[strand(PQSs)=="-"]
ventanaspos<-ventanas[strand(ventanas)=="+"]
ventanasneg<-ventanas|strand(ventanas)=="-"]
selector3<-findOverlaps(ventanaspos,PQSspos, ignore.strand=T)
selector4<-findOverlaps(ventanaspos,PQSsneg, ignore.strand=T)
selector5<-findOverlaps(ventanasneg,PQSspos, ignore.strand=T)
selector6<-findOverlaps(ventanasneg,PQSsneg, ignore.strand=T)
selector7<-findOverlaps(ventanaspos,PQSs, ignore.strand=T)
selector8<-findOverlaps(ventanasneg,PQSs, ignore.strand=T)
start3<-(start(PQSspos[selector3@to])-start(ventanaspos|selector3@from]))#coding
end3<-(end(PQSspos[selector3@to])-start(ventanaspos|selector3@from]))#coding
start4<-(start(PQSsneg|[selector4@to])-start(ventanaspos[selector4@from]))#template
end4<-(end(PQSsneg[selector4@to])-start(ventanaspos|selector4@from]))#template
start5<-(end(PQSspos|[selector5@to])-end(ventanasneg[selector5@from]))*-1#template
end5<-(start(PQSspos|[selector5@to])-end(ventanasneg[selector5@from]))*-1#template
start6<-(end(PQSsneg[selector6@to])-end(ventanasneg|[selector6 @from]))*-1#coding
end6<-(start(PQSsneg[selector6@to])-end(ventanasneg[selector6 @from]))*-1#coding
start7<-start(PQSs[selector7 @to])-start(ventanaspos[selector7 @from])
end7<-end(PQSs[selector7 @to])-start(ventanaspos[selector7 @from])
start8<-(end(PQSs[selector8@to])-end(ventanasneg|[selector8 @from]))*-1
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end8<-(start(PQSs[selector8@to])-end(ventanasneg[selector8 @from]))*-1
leyenda<-paste0("Génica-Intergénica (", length(selector), " secuencias consideradas.)" )

}

if (ss==T){

#Fusiono

coding<-data.frame(cbind(c(start3,start6),c(end3,end6)))

template<-data.frame(cbind(c(start4,start5),c(end4,end5)))

coding[,3]<-"coding"

template[,3]<-"template"

# tabla<-rbind(coding,template)

codingdensity<-as.data.frame(seq(1:(upstream+downstream)))

templatedensity<-as.data.frame(seq(1:(upstream+downstream)))

for (i in 1:(upstream+downstream)){
codingdensity[i,2]<-sum(coding[,1]<=i & coding[,2]>=i)
templatedensity[i,2]<-(sum(template[,1]<=i & template[,2]>=i))*-1

}

codingdensity[,1]<-codingdensity[,1]-upstream

templatedensity[,1]<- templatedensity[,1]-upstream

if (relative==T){
codingdensity[,2]<-(codingdensity[,2]/length(selector))
templatedensity[,2]<-(templatedensity[,2]/length(selector))

}

if (graph==T){
#Grafico!

plot<-plot(codingdensityl[,1],codingdensityl[,2],type="1", ylim = c¢(min(templatedensity[,2]), max(codingdensity[,2])), col="red",

main=title, xlab=xlab, ylab=ylab, sub=leyenda)

lines<-lines(templatedensity[,1],templatedensityl[,2], col="blue")

v<-abline(v=0)

h<-abline(h=0)

return (c(plot,lines,v,h))

} else (return(list(codingdensity,templatedensity,leyenda)))

}Yelse if(ss==F){

#Fusiono
coding<-data.frame(cbind(c(start7,start8),c(end7,end8)))

codingdensity<-as.data.frame(seq(1:(upstream+downstream)))

for (i in 1:(upstream-+downstream)){
codingdensity[i,2]<-sum(coding[,1]<=i & coding[,2]>=i)

}

codingdensity[,1]<-codingdensity[,1]-upstream

if (relative==T){
codingdensity[,2]<-(codingdensity[,2]/length(selector))
}
if (graph==T){
plot<-plot(codingdensity[,1],codingdensity[,2],type="1", ylim = c(0, max(codingdensity[,2])), col="brown",
main=title, xlab=xlab, ylab=ylab, sub=leyenda)
v<-abline(v=0)
return (c(plot,v))
telse (return(list(codingdensity,templatedensity,leyenda)))

Seqmix2(): Funcién para armar secuencias de longitud y composicion de bases definida

#' Funcién para armar secuencias de longitud y composicién de bases definida

#' @param seq Secuencia preexistente donde se insertan las secuencias generadas (no habilitado)
#' @param A numero de Adeninas a incorporar

#' @param C numero de Citocinas a incorporar

#' @param G numero de Guaninas a incorporar

#' @param N numero de nucleétidos sin determinar a incorporar
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#' @param long longitud total de la secuencia a obtener

#' @param distribution tipo de insercién de las secuencias generadas en la secuencia preexistente (no habilitado)
#' @keywords

#' @return Secuencia en formato string

#' @export

#' @examples

#' seqmix2()

seqmix2<-function(seqs=NULL, A=NULL, C=NULL, G=NULL, N=NULL, long=100 ,distribution="random"){
#Genero la secuencia al azar
Ts<-long-(A+C+G+N)
As<-rep("A",A)
Cs<-rep("C",C)
Gs<-rep("G",G)
Ns<-rep("N",N)
Ts<-rep("T",Ts)
NT<-c(As,Ts,Gs,Cs,Ns)
coord<-sample(long,long)
NT<-cbind(NT,coord)
string<-NT[order(NT[,2]),1]
string<-pasteQ(string, collapse = "")
if (tis.null(segs)){
#seqs<-c("GGG", "CCC", "TTT")
x<-length(seqs)
#Genero los puntos de insercion
#a) al azar
if (distribution=="random"){
coord<-sample(long,x)
Yelse if (distribution=="uniform"){
segmento<-round(long/(x+1))
coord<-seq(segmento, segmento*x, segmento)
coord<-sample(coord,x)
}
seqs<-cbind(segs,coord)
coord<-coord[order(coord)]
V1<-c(1,coord+1)
V2<-c(coord,long)
corte<-substring(string,V1,V2)
corte<-cbind(corte,seq(1,(x*2)+1, by=2))
seqs<-seqs[order(seqs[,2])]
inserts<-cbind(segs,seq(2,x*2, by=2))
a<-rbind(corte,inserts)
b<-a[order(a[,2]),1]
c<-pasteO(b, collapse = "")
return(c)
Yelse(return(string))

}
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