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Resumen

TITULO: Prediccién de la Estructura Secundaria del ARN Incorporando
Modelos Computacionales de Evolucién Molecular y Técnicas de
Inteligencia Artificial®.

AUTOR: Manuel Ignacio Cuadrado Morad?

PALABRAS CLAVE: Prediccion de la Estructura Secundaria del ARN, Algoritmo
Evolutivo, Evolucién Gramatical, Minimizacion de la Energia Libre.

La conformacion que las moléculas de ARN adoptan suele estar asociada en gran medida a
su funcion biolégica. Debido a esto, la prediccion de la estructura secundaria del ARN sigue
siendo un problema abierto en el campo de la biologia computacional. Aunque existen
técnicas experimentales como la Cristalografia de rayos X y la Espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear, que permiten determinar la estructura de este tipo de macromoléculas,
su uso suele ser restrictivo debido a su alto costo.

Lo anterior ha impulsado el desarrollo de métodos computacionales que buscan determinar
las interacciones que conducen al proceso de plegamiento del ARN.

En este trabajo se presenta un algoritmo evolutivo basado en gramaticas, que permite
predecir la estructura secundaria de moléculas de ARN a partir de su secuencia de
nucleotidos. El algoritmo propuesto se fundamenta en el concepto de Evolucién Gramatical,
una técnica de inteligencia artificial originalmente disefiada para generar automéaticamente
programas en cualquier lenguaje.

Se planted un modelo de representacion que codifica tanto la secuencia de nucleétidos del
ARN como su estructura secundaria utilizando elementos estructurales conocidos como
horquillas. A su vez se disefid un conjunto de producciones organizadas en gramaticas que
permiten no solo generar estructuras secundarias validas, sino que también simulan el
proceso de plegamiento del ARN a través de la modificacién de cadenas definidas bajo el
nuevo modelo de representacion. Como todo algoritmo evolutivo, se implementa el uso de
operadores genéticos con el fin de optimizar una poblacion aleatoria de soluciones
potenciales. Cada solucion representa una trayectoria de plegamiento, que conduce a una
estructura secundaria que la molécula puede adoptar. La energia libre asociada a la
estructura obtenida luego de seguir cada posible trayectoria, es utilizada como funcion
objetivo dentro del proceso de optimizacion. Con cada generacién de individuos, las
estructuras generadas convergen al estado de minima energia.

! Trabajo de grado

2 Facultad de Ingenierias Fisico Mecénicas. Escuela e Ingenieria de Sistemas e Informatica. Directora: Lola
Xiomara Bautista Rozo. Codirector: Francisco José Martinez Pérez.
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Abstract

TITLE: RNA Secondary Structure Prediction Using Computational Models of
Molecular Evolution and Artificial Intelligence Techniquess®.

AUTHOR: Manuel Ignacio Cuadrado Morad*

KEYWORDS: RNA Secondary Structure Prediction, Evolutionary Algorithm,
Grammatical Evolution, Free Energy Minimization.

The conformation that RNA molecules adopt is usually associated to their biological
function. Because of this, the prediction of RNA secondary structure remains as an open
problem in the field of computational biology. Although there are experimental techniques
such as X-ray crystallography and Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR), for
determining the structure of such macromolecules, its use is often restricted due to their
high costs.

This has led to the development of computational methods aimed at determine the
interactions that lead to RNA folding.

This work introduces a grammar-based evolutionary algorithm that predicts the secondary
structure of RNA molecules from its nucleotide sequence. The algorithm is based on the
concept of Grammatical Evolution, an artificial intelligence technique originally designed to
automatically generate programs in any language.

A model of representation that encodes both RNA nucleotide sequence and its secondary
structure using structural elements known as Hairpins was proposed. At the same time, a
set of production rules organized in grammars was designed. These rules allow not only to
generate valid secondary structures, but also to simulate the folding process of RNA through
the modification of strings defined under the new representation model. Like all
evolutionary algorithm, the use of genetic operators is implemented in order to optimize a
random population of potential solutions. Each solution represents a possible folding path,
which leads to a secondary structure that the molecule can adopt. The free energy associated
to the structure obtained after following each possible path is used as the objective function
in the optimization process. With each generation of evolved individuals, the generated
structures converge to the state of minimum energy.

3 Research work

4 Faculty of Physical-Mechanical Engineering. Systems Engineering and Informatics Department. Advisor:
Lola Xiomara Bautista Rozo. Co-advisor: Francisco José Martinez Pérez.
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Introduccion

La investigacion en Biologia Molecular estd basicamente orientada a la comprension de la
estructuray funcionamiento de macromoléculas como los 4cidos nucleicos y proteinas. Este
campo ha sufrido una continua evolucion desde el descubrimiento de la estructura del ADN
en 1953 (WATSON & CRICK, 1953). De igual forma, con el incremento de la capacidad para
manipular secuencias de biomoléculas, se ha generado una vasta cantidad de datos
contenidos en repositorios que alojan informacidn genética de numerosas especies.

La necesidad de procesar y analizar este tipo de material, ha redundado en la generacién de
nuevo conocimiento no solo en el area de la Biologia, sino también en disciplinas como las
Matematicas, la Estadistica y las Ciencias de la Computacion. En este punto se hace
importante el término Bioinformatica, el cual se puede aplicar de manera general, para
referirse al uso y desarrollo de tecnologias de la informacion aplicadas a la gestion y analisis
de datos biolégicos (Luscombe, Greenbaum, & Gerstein, 2001), abarcando y articulando
desde técnicas relacionas con la Inteligencia Artificial y la Robédtica hasta la Biologia
Molecular.

La prediccion de la estructura de moléculas como el ARN y Proteinas, constituye un
problema inmerso en el area de estudio generado por la conjuncién de diversas disciplinas
como la Genética, La Bioquimica, la Biotecnologia, La Biologia, la Medicina, la
Computacion, entre otras, lo cual impulsa de manera constante el desarrollo de
investigaciones para abordar esta problematica.

El presente trabajo se enmarca en las areas de Bioinformética y Computacién Natural,
siendo esta ultima un area que abarca el disefio de herramientas computacionales inspiradas
en fendmenos de la naturaleza con el fin de dar solucién a problematicas planteadas en
diversos entornos. El objetivo de esta investigacién se centra en el uso de modelos
generativos conocidos como gramaticas para el modelamiento de macromoléculas. A su vez,
se explora una solucion al problema de la prediccion de la estructura secundaria del ARN a
partir de su secuencia de nucleotidos aplicando un algoritmo de optimizacién heuristica
conocido como Evolucion Gramatical, el cual fue originalmente disefiado para la generacion
automatica de programas en cualquier lenguaje definido por una gramatica.

15



Contribuciones del trabajo de investigacion

La principal contribucion del presente trabajo es un nuevo algoritmo para la prediccion de
la estructura secundaria de moléculas de ARN a partir de su secuencia de nucle6tidos. Este
algoritmo integra un conjunto de gramaticas para modelar tanto la estructura secundaria
del ARN, como los procesos asociados a la conformacion de dichas estructuras; a su vez
utiliza un algoritmo evolutivo como metodologia de busqueda para evolucionar, y
basicamente encontrar, no solo la estructura 6ptima para una secuencia, sino también la
trayectoria de plegamiento que recorre la molécula antes de alcanzar un estado
termodinamicamente estable. Como aportes especificos de este trabajo en relacion al
modelamiento y prediccidn de estructuras de ARN, se pueden enunciar los siguientes:

Se establecieron las caracteristicas presentes en los fendmenos bioldgicos asociados
al plegamiento de macromoléculas de acidos nucleicos con el fin de posibilitar la
formulacién de la prediccion de estructuras secundarias como un problema de
optimizacion que puede ser abordado a través de técnicas heuristicas pertenecientes
al area de la inteligencia artificial.

Se identifico un elemento recurrente en toda estructura secundaria que permitié
plantear un nuevo sistema de codificacion sobre el cual se diseflaron dos modelos
generativos, que efectian una correspondencia entre los procesos bioldgicos
presentes durante el plegamiento del ARN y reglas de produccion que operan sobre
cadenas de caracteres.

Se implementd un algoritmo evolutivo, comunmente utilizado para la programacion
automatica, para realizar el proceso de exploracién no solo de la estructura éptima a
partir de una secuencia de nucle6tidos, sino también la trayectoria de plegamiento
qgue conduce a dicha estructura. El algoritmo presentado integré los modelos
gramaticales, y utiliz6 una funcién de energia como métrica.

Se condijeron pruebas para evaluar el desempefio del algoritmo desarrollado,
utilizando diferentes conjuntos de secuencias de ARN, obteniendo resultados

promisorios.

Organizacion del documento

Este texto se estructura en los siguientes capitulos:

El capitulo 1 describe conceptos basicos del ARN asi como los diversos niveles

estructurales en los se abstrae este tipo de molécula.
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El capitulo 2 aborda las razones para la prediccion de la estructura secundaria del
ARN y describe brevemente algunos métodos de prediccién importantes.

El capitulo 3 describe la implementacion del algoritmo de Evolucion Gramatical
utilizado para la prediccion de la estructura secundaria de moléculas de ARN.

El capitulo 4 ilustra las pruebas realizadas a diversas familias de moléculas asi
como los resultados obtenidos luego de utilizar el algoritmo propuesto.

El capitulo 5 presenta las conclusiones del presente trabajo de investigacion asi
como oportunidades para futuros trabajos.

En los anexos se presenta material complementario relacionado con el disefio de las
gramaticas utilizadas para modelar la estructura y plegamiento de las moléculas.
Detalles asociados a los resultados obtenidos también se despliegan en esta seccion.
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1.Fundamentacion tedrica

1.1 Acido Ribonucleico (ARN)

Los acidos nucleicos son polimeros formados por una cadena repetida de moléculas
denominadas nucledétidos. Son los encargados de almacenar la informacion genética de los
seres vivos conocidos. En esencia existen dos tipos de &cidos nucleicos, el é&cido
desoxirribonucleico, abreviado como ADN, y el acido ribonucleico conocido como ARN. Este
altimo sera el objeto de estudio del presente trabajo de investigacion.

Como se menciono previamente, los &cidos nucleicos estdn conformados por una secuencia
de nucleétidos que contienen 4 tipos de bases nitrogenadas; en el caso del ADN estos son:
Adenina (A), Citosina (C), Guanina (G) y Timina (T). EI ARN, similar al ADN, esta
conformado por los nucleétidos A, C, G y Uracilo (U) que reemplaza a la Timina.

La figura 1 ilustra la estructura quimica de cada uno de los nucledtidos presentes en los

acidos nucleicos.

Figura 1. Estructura quimica de las bases nitrogenadas.

Adenina Guanina Citosina

Timina Uracilo
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Una de las principales diferencias entre los dos tipos de acidos nucleicos radica en que el
ADN esta compuesto por dos cadenas de nucleétidos, mientras que el ARN esta constituido
por una cadena sencilla. Por otro lado, uno de los aspectos mas importantes de los &cidos
nucleicos son los fuertes enlaces formados entre los elementos que los componen; dichas
interacciones conocidas como pares de bases permiten que el ADN adopte su caracteristica
forma de doble hélice, en la cual una base en una cadena se empareja con una base
“complementaria” perteneciente a la cadena opuesta. En el caso del ARN, la molécula tiende
aplegarse sobre si misma debido a las interacciones entre sus componentes, formando pares
de bases sobre la misma cadena. La figura 2 ilustra la comparacion entre las estructuras
tridimensionales del ADN y ARN.

Figura 2. Comparacion entre los dos tipos de acidos nucleicos ADN y ARN.

ADN ARN

Aunque el ARN desempefia diversas funciones; se le conoce principalmente como el
encargado de dirigir las etapas intermedias de la sintesis de proteinas, las cuales son

moléculas necesarias para casi todos los procesos biolégicos conocidos.

1.2 Pares de bases

Se ha denominado pares de bases a la interaccion por puentes de hidrégeno entre una base
purinicas (A o G) y una pirimidinica (T, C o U). Los mas comunes son los pares de bases
Watson-Crick o también denominados apareamientos candnicos, presentes en la doble
hélice del ADN y en los emparejamientos entre nucledtidos en moléculas de ARN. Este tipo
de pares de bases en el ARN se generan entre bases Adenina-Uracilo y Citosina-Guanina asi

como una forma no tan estable que se genera entre Uracilo-Guanina conocida como pares
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de Wobble. Aunque otras interacciones entre nucleétidos también son posibles, su
frecuencia de ocurrencia se considera muy baja. La figura 3 muestra los emparejamientos

de bases presentes en las estructuras de moléculas de ARN.

Figura 3. Pares de bases cominmente observadas en las estructuras del ARN.

Citosina - Guanina (C-G) Adenina — Uracilo (A-U) Uracilo — Guanina (U-G)

1.3 Niveles estructurales del ARN

Como se menciond previamente, el ARN normalmente existe como una cadena sencilla de
bases nitrogenadas. Dicha cadena es lo suficientemente flexible como para que las bases que
la componen, interactlen entre si formando pares de bases; permitiendo a su vez que la
molécula se pliegue sobre si misma adoptando una forma tridimensional, la cual esta ligada
a la funcién de la molécula en cuestion.

La estructura del ARN puede ser modelada en cuatro distintas abstracciones jerarquicas que

brindan niveles de informacién asociados a la molécula como se presenta a continuacion.

1.3.1 Estructura primaria

La estructura primaria es la manera mas simple de representar al ARN; esta describe el
orden secuencial de bases que conforman la molécula. Este primer nivel estructural es de
utilidad cuando se buscan patrones dentro de la secuencia. Usualmente se escribe como una
cadena texto utilizando las letras A, C, G y U, representando cada una de las bases
nitrogenadas presentes en el ARN. Por convencion, las secuencias de &cidos nucleicos se
escriben en la direcciébn en que son sintetizadas; para esto se adopta el concepto de
direccionalidad y se asocia el inicio de la secuencia con el nombre de extremo 5’ y el final de
la misma con el nombre de extremo 3'. La figura 4 muestra un ejemplo de la representacién
lineal de la estructura primaria de una molécula de ARN.
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Figura 4. Ejemplo de la estructura primaria de una molécula de ARN.

5" -UGCCGAGAGGUCACCUCCGCCACCAUUGGCUCGCAUGUUG-3*

Formalmente, desde un punto de vista computacional, la estructura primaria del ARN se

puede definir de la siguiente forma:

Definicion 1:
Sea ), = {4,C, G, U} el alfabeto que representa el conjunto de bases presentes en el ARN.
La secuencia S = s;5,..5, de n bases s; donde 1 <i<nys; € Y,, es denominada la

estructura primaria o la secuencia de ARN

De ahora en adelante, S denotara una secuenciay n corresponderd a su longitud (namero de

nucleotidos en la secuencia).

1.3.2 Estructura secundaria

La funcion de una molécula de ARN esté asociada a la forma en la que esta se pliega sobre si
misma; este proceso esta determinado por los emparejamientos que acontecen entre cierto
numero de bases a lo largo de la secuencia. El conjunto de pares de bases que se forman
cuando la molécula se encuentra plegada, es lo que se denomina como estructura

secundaria.

Definicion 2:
Sea S una secuencia de ARN de longitud n = |S]|.
Una estructura secundaria de ARN de S se define como un conjunto de pares de bases:
P={({,)NI11<i<j<nS;yS;soncomplementarias}
Para todo (i,j),(i’,j") € Pdondei <i’, losiguiente debe mantenerse:
1. j—i>3
2. i=i'ej=]'

3. i<j<i'<joiki'<j'<j
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Laregla 1 impone las bases emparejadas deben estar separadas por al menos 3 bases libres;
laregla 2 no permite triples interacciones entre pares de bases; y la regla 3 se asegura de que
los pares de bases, 0 se preceden unos a otros, o se encuentran anidados correctamente. Los
pares de bases que violan la regla 3, introducen a la estructura elementos denominados
pseudonudos (pseudoknots); los cuales usualmente no se permiten al momento de modelar
la estructura secundaria, a la vez que se clasifican como elementos caracteristicos de la
estructura terciaria de lamolécula. La tupla (i, j, i, j*), define un pseudonudo si i se empareja
con j, i’ se empareja con j', y a su vez se satisface que i < i’ < j < j'. Los pseudonudos no
seran considerados en el presente trabajo.

Cada estructura secundaria puede ser asociada a una secuencia S como una cadena de
caracteres B sobre el alfabeto }; = {(,), .}, donde los puntos representan las bases libres
y los paréntesis representan pares de bases; estos Ultimos deben estar apropiadamente
anidados, y tanto B como S deben ser compatibles: si (b;,b;) son paréntesis anidados,
entonces (S;,S;) deben ser un par de bases. Este tipo de representacion se conoce como
notacion de puntos y paréntesis (Dot-Bracket Notation). La figura 5 presenta la
representacibn en notacion de puntos y paréntesis de la estructura secundaria
correspondiente a la secuencia presentada en la Figura 4. Se muestra que la cadena B que
representa la estructura secundaria posee la misma longitud que secuencia de nucleétidos
S. Adicionalmente se ilustra cémo un par de bases entre un nucleétido en la posicion i y otro
en la posicidn j se representa con un paréntesis de apertura en la posicion i y un paréntesis

de cierre en la posicion j de la cadena B; aquellas bases libres son simbolizadas con puntos.

Figura 5. Estructura secundaria de la molécula de ARN presentada en la Figura 4 en notacién de puntos y
paréntesis (Dot-Bracket Notation)

UGCCGAGAGGUCACCUCCGCCAC AUUGGCUCGCAUGUUG
(CC- CCCCCC---222) - CCCC- - --DD)DDDD)) - - - - -
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1.3.2.1 Elementos estructurales

Debido a la naturaleza quimica de los nucledtidos, cuando existen segmentos
complementarios dentro de la secuencia del ARN, los pares de bases tienden a formarse de
manera consecutiva, dando lugar a la aparicién de dos tipos de regiones dentro de la
estructura: Regiones helicoidales dobles denominadas cominmente como tallos y otras
regiones conformadas por bases libres denominadas como bucles o burbujas. La figura 6
muestra la representacion bidimensional de la estructura secundaria presentada en la

Figura 5 resaltando las regiones correspondientes a los tallos y burbujas.

Figura 6. Representacion bidimensional de la estructura secundaria. Se resaltan en colores rojo, amarillo,
verde y azul; los pares de bases que conforman los tallos y en color gris, aquellos elementos que conforman los
bucles.

UGCCGAGAGGUCACCUCCGCCACCAUUGGCUCGCAUGUUG
CCC-C0CCCC---000) - CCCC----222D000)) « - - - -

Toda estructura secundaria puede descomponerse en varios tipos de elementos recurrentes
denominados motivos estructurales. Estos permitiran analizar y describir la estabilidad de
la estructura. Los motivos o elementos estructurales considerados en el presente trabajo son
los siguientes:
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Par Apilado (Stacked pair): Estan conformados por dos pares de bases

consecutivos.

Definicion 3:
La dupla (i, ) define un par apilado si i y j se encuentran emparejadosy i+ 1y j —

1 también lo estan.

Este tipo de elemento es el Unico que contribuye a la estabilidad de la estructura
secundaria; los demas tipos de elementos estructurales son desestabilizantes en
cierta medida. Los tallos se generan cuando se presentan dos o0 mas pares apilados

consecutivos dentro de la estructura.

Bucles tipo horquilla (Hairpin Loops): Contienen exactamente un par de
bases adyacente y todas las bases que se encuentren entre las dos bases emparejadas.

Definicion 4:
La dupla (i, j) define un bucle tipo horquilla en una estructura secundaria dada, si

iy j se encuentran emparejadosy k es una base libre vk, i <k <j.

La estructura conjunta de un bucle tipo horquillay su hélice adyacente se denomina
Horquilla (Stem-loop). Las horquillas seran de vital importancia para el desarrollo

del presente trabajo y seran nuevamente abordadas posteriormente.

Bucles internos (Internal Loops): Es un bucle que contiene exactamente dos
pares de bases adyacentes, y todas las demas bases entre ellos se encuentran libres.

Definicion 5:
Latupla (i,j,i',j),endonde i + 1 <i' <j" <j—1, define un bucle internosiiy j
se encuentran emparejados, i’ y j' se encuentran emparejados y k es una base libre

Vk, i <k <i'yj <k <j"

Los bucles internos se definen segun el niUmero de bases libres presentes entre su par

de bases adyacentes.
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e Bucle tipo Bulto (Bulge Loop): Es un caso especial de bucle interno en el cual

las bases libres se encuentran solo a un lado.

e Bucle Mualtiple o bucle multi-rama (Multi-branched loops or
Multiloops): Son bucles unidos al menos a tres pares de bases.

Definicion 6:
La tupla (i,/,i1,j1, r imy jm), donde m > 2, i < iy < j; < -+ < iy <y < j define un
bucle multiple con m + 1 ramas; si i Se empareja con j, i; Se empareja con ji, i,, Se

emparejacon j, y kesunabase libre vk, i <k <iyj, <k <iy . jm <k <j.

e Bucle Exterior o externo (External Loop): Son bucles que pueden estar unidos
a uno o mas pares de bases, y a su vez contienen bases libres en los extremos 5’y 3’

de la molécula.

Definicion 7:

La tupla (i,},i1,j1, - la,jq), donde d >0, i <j < iy <j; <+ <ig <jg define un
bucle externo si i se empareja con j, i; Se empareja con j;, i; Se emparejaconj;y k
esunabaselibrevk, 1 <k <i, j<k <iy .., jg <k <n,dondeneslalongitud de

la secuencia.

La figura 7 ilustra un ejemplo de una estructura secundaria en la cual estdn contenidos
todos los posibles elementos estructurales existentes en las moléculas de ARN.
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Figura 7. Ejemplo de una estructura secundaria que contiene todos los posibles elementos estructurales.
Pares apilados (S), Tallos (T), Bucles tipo Horquilla (H), Internos (1), Bultos (B), Multiples (M) y Exterior (E).

1.3.3 Estructura terciaria

La estructura terciaria esta asociada a las interacciones en el espacio tridimensional de los
elementos de la estructura secundaria en una molécula de ARN. Mientras la estructura
secundaria brinda informacion acerca de las bases que interactian en la molécula, la
estructura terciaria describe la ubicacion de cada &tomo en el espacio. La figura 8 ilustra una
representacién tridimensional del plegamiento de la molécula presentada en figuras

anteriores.

26



Figura 8. Conformacion tridimensional (estructura terciaria) de la molécula de ARN presentada en la Figura

1.3.4 Estructura cuaternaria

La estructura cuaternaria se refiere a las interacciones entre diferentes moléculas de ARN,
o entre moléculas ARN y proteinas.
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2. Prediccion de la estructura del ARN

Uno de los problemas claves de la bioinforméatica es predecir la estructura tridimensional
del ARN a partir de su estructura primaria. Adicionalmente, hoy en dia sigue siendo un reto
comprender las funciones de una biomolécula como el ARN, las cuales esta en gran medida
ligadas a la conformacion tridimensional de la misma.

Predecir la estructura terciaria de una molécula es un problema computacionalmente
complejo. Sin embargo se parte de la premisa que los diferentes niveles estructurales del
ARN se conforman de manera independiente pero secuencial. Lo anterior permite tratar la
prediccion de los mismos de manera separada.

Debido al desarrollo de técnicas de secuenciacion que permiten la determinacién del orden
de los nucleétidos de largas cadenas, la determinacion de la estructura primaria de una
molécula se considera un problema ya resuelto. Sin embargo, no se puede asegurar lo mismo
para los otros niveles estructurales (Krasteva, 2011).

En ese caso, predecir la estructura secundaria resulta importante al momento de brindar
informacion sobre las posibles estructuras que la molécula puede adoptar en el espacio.

El presente trabajo de investigacion se centrara precisamente en tratar de resolver el
problema de predecir la estructura secundaria de una molécula de ARN a partir de su

secuencia de nucleétidos.

2.1 Méetodos experimentales para la determinacion de
la estructura del ARN

Existen diversas técnicas experimentales para la determinacién de la estructura de
macromoléculas como los &cidos nucleicos y las proteinas. Dentro de las técnicas
experimentales més utilizadas se encuentran la Cristalografia de rayos X y la Espectroscopia
de Resonancia Magnética Nuclear (NMR). Ambas técnicas proporcionan informacion
especifica de la posicidn, en el espacio tridimensional, de los atomos que conforman a la
molécula.
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Por lo general, las estructuras obtenidas mediante cristalografia o espectroscopia, han sido
recopiladas en un repositorio de dominio publico conocido como Protein Data Bank (PDB)
(Berman, 2000).

Las técnicas experimentales, sin embargo poseen inconvenientes asociados al costo y al
tiempo que consumen (Peignier & Castafieta M., n.d.; Michael Zuker & Sankoff, 1984).
Adicionalmente las moléculas se someten a ambientes que muchas veces no son
comparables a su estado natural, lo cual afecta el resultado del proceso de prediccion.

Debido a eso, se hizo necesario idear métodos computacionales para determinar la
estructura secundaria del ARN basados principalmente en su estructura primaria.

2.2 Métodos computacionales para la prediccion de la
estructura del ARN

Diversidad de métodos computacionales han sido propuestos para resolver el problema de
la prediccion de la estructura de macromoléculas. No es el objetivo de este capitulo realizar
una descripcién exhaustiva de estos métodos. Sin embargo se tratard de examinar los
principales enfoques aplicados en las técnicas computacionales para la prediccion de la
estructura secundaria del ARN.

2.2.1Prediccion de la estructura secundaria por medio de la
maximizacion de pares de bases

Generalmente, la prediccién de la estructura secundaria de una molécula de ARN se ha
abordado como un problema de optimizacién. Uno de los primeros intentos desemboco en
el desarrollo del Algoritmo de Nussinov, el cual busca maximizar la ocurrencia de pares de
bases a partir de la secuencia de nucleétidos presente en la molécula (R Nussinov &
Jacobson, 1980). La idea sobre la cual se fundamenta este algoritmo es que mientras mas
pares de bases existan en una estructura, mas estable y probable esta serd. Para identificar
la “mejor” estructura se asignan valores a la ocurrencia o no de un par de bases (Ruth
Nussinov, Pieczenik, Griggs, & Kleitman, 1978; Rivas & Eddy, 1999); y se hace uso del
método de programacion dinamica para resolver el problema de optimizacién.

Los algoritmos de programacion dindmica para la prediccion de la estructura secundaria de
una secuencia de ARN, funcionan calculando puntajes de plegamientos para todas las
subsecuencias s; ...s;, partiendo con aquellas de longitud cero, y continGan operando de
forma recursiva con secuencias de mayor longitud (Michael Zuker, 2000).

El uso del nimero de pares de bases como funcion objetivo para la prediccion de la
estructura “6ptima” resulta un enfoque bastante simplista (Eddy, 2004), que afade
limitantes a este método. Entre ellas cabe mencionar que en este enfoque se asume que la
ocurrencia de un par de bases es independiente a la conformacion o existencia de los otros
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pares de bases, desconociendo las interacciones que predisponen a la conformacion de
regiones de pares de bases adyacentes (tallos). Adicionalmente, aunque el algoritmo de
programacién dinamica asegura el hallazgo de una estructura matematicamente 6ptima,
éste no modela de la mejor forma el proceso de plegamiento de una molécula como lo es el
ARN produciendo resultados poco realistas.

2.2.2Prediccion de la estructura secundaria utilizando la
minimizacion de la energia libre

Es comunmente aceptado que en su estado natural las moléculas de ARN se encuentran en
conformaciones estructurales con el estado termodindmico mas estable, es decir, estructuras
que hacen uso de la menor cantidad de energia. En ese sentido, se espera que una molécula
de ARN adopte una estructura que minimice la energia para mantenerla estable, y no aquella
con el mayor nimero de pares de bases.

Siguiendo el enfoque que plantea el problema de prediccion de la estructura como un
problema de optimizacién; se desarrollaron algoritmos que incluyen informacion
termodindmica en el proceso de prediccion.

Dentro de los algoritmos con enfoque “termodinamico”, uno de los mas utilizados es el
implementado por Zuker (M Zuker & Stiegler, 1981; M Zuker, 1989), el cual, de manera
similar al algoritmo de Nussinov, hace uso de la programacion dindmica, para explorar el
espacio de todas las posibles estructuras secundarias, a la vez que se minimiza una funcién
calculada a partir de parametros de energia (Akutsu, 2000; Michael Zuker, 2000).

En el caso de los algoritmos de prediccion que utilizan una funcién de energia como funcién
objetivo, se hace necesario contar con parametros asociados a un modelo termodinamico.
Por lo general, estos parametros son estimados experimentalmente y para luego ser
incorporados en el algoritmo al momento de estimar que tan “6ptima” es una prediccion.

Paquetes de software utilizados para la predicciéon de la estructura de secuencias de ARN,
como mfold (M. Zuker, 2003), y RNAfold (Hofacker, 2003), implementan el algoritmo de
Zuker.

2.2.3Prediccion de la estructura secundaria utilizando el
modelamiento a partir de Gramaticas

Segun la definicién formal de la estructura primaria de una secuencia de ARN; ésta ultima
puede ser considerada como una cadena sobre el alfabeto ¥, = {4, C, G, U}. En ese caso,
resulta natural tratar de modelar al ARN en el contexto de los lenguajes formales (Searls,
1992).

Diversos trabajos se fundamentan en esta idea para implementar modelos basados en
gramaticas libres de contexto con el fin de predecir la estructura secundaria de moléculas de
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ARN (Nebel & Scheid, 2011; Y Sakakibara et al., 1994), (Wj Anderson, Tataru, Staines, Hein,
& Lyngsg, 2012).

Definicién 8:

Una gramatica libre de contexto G es una tupla (N, T,R,S), donde N es un conjunto de
simbolos no terminales, los cuales no aparecen en las cadenas formadas por G. T es un
conjunto de simbolos terminales (un alfabeto), tal que T N N = @. R es un conjunto de
reglas de produccion, delaformaAd - a,A € N,a € (T U N)*,donde *es el operador de
Kleene. Y S € N es el simbolo especial denominado simbolo inicial. Es posible que « sea la
cadena vacia; en ese caso se acostumbra a denotar a la cadena vacia con el elemento «¢.

Las graméticas operan de manera secuencial, en cada paso una regla de produccion valida
es aplicada sobre un elemento no terminal, transforméndolo en una nueva cadena. Este
proceso inicia con el simbolo inicial S y prosigue de manera iterativa hasta que se obtenga
una cadena conformada solo por elementos terminales.

Definicién 9:

Para cualquier cadena u,v € (T U N)* se dice que u produce a v (escrito comou = v)si
existe una regla de produccion A - a dentrode Ry u;,u, € (T U N)* tal que u-
uAu, Y v - uyau,. Asi v se deriva a partir de la aplicacion de la regla de produccion A —
a a u. Si el proceso de derivacion de v a partir de u se lleva a cabo en cero o mas pasos, se

*

*
denotau = v. Para especificar la gramatica utilizada, se denota de laforma u Z’ .

La derivacion de una cadena puede ser ordenada en una estructura tipo arbol denominada
arbol de derivacion (parse tree), el cual brinda una representacion de la estructura sintactica
de la secuencia de elementos generados por la gramética. El arbol de derivacion juega un
papel importante en las gramaticas disefladas para modelar el ARN debido a que la
estructura sintéctica corresponde a la estructura fisica de la molécula (Yasubumi Sakakibara
etal., 1994).

De igual forma se define que un lenguaje generado por una gramatica es el conjunto de todas
las cadenas que poseen una derivacidn en esa gramatica.

Un ejemplo de una gramética que modela secuencias de ARN seria:

31



N ={$}
T={AC,GU}
P=S - aSu|uSa|cSg|gSc|e.

El simbolo | se utiliza cuando un elemento no terminal posee mas de una regla produccion
y actiia como un operador OR entre las posibles reglas de produccion.

Aplicando de manera aleatoria las reglas de produccién de la gramatica se puede generar
una secuencia de ARN

S = aSu = auSau = augScau = auguSacau = augueacau = auguacau

Se puede apreciar que la gramatica presentada siempre generara secuencias de longitud par
cuyos elementos son bases complementarias.

Si se extiende la gramética para que adicionalmente modele bases libres y bifurcaciones, se
obtiene el siguiente conjunto de reglas P:

S > aSu|uSa|cSg|gSc|e
S —>aS|uS|cS|gS
S —alulclyg
S —>SS§

Esta gramaética puede usarse para generar derivaciones de estructuras secundarias de ARN.
Una estructura puede derivarse de multiples formas dependiendo de las reglas de
produccién seleccionadas; en todo caso el arbol obtenido serd un reflejo de la estructura
secundaria de la molécula. La figura 9 ilustra dos casos en los cuales diferentes arboles de
derivacion, generados a partir de la gramética presentada, pueden modelar la misma
estructura secundaria.
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Figura 9. Ejemplos de diferentes arboles de derivacion que pueden modelar una misma estructura

secundaria.
S S
Py
N s Vs (
a=u a’l
! /S\Eﬁ | S 9
a=+u g=—c
| S | I S |
5' 3 g—c g—c
A, A .G ] S I S |
v &cC 15 5
cSc UM Lt
Ap A Gc | S | S
a’l a’
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Fuente (Dowell & Eddy, 2004)

En el caso de los algoritmos que hacen uso de una gramaética para predecir la estructura
secundaria de unasecuencia de ARN, no resulta importante conocer si una cadena especifica
puede ser generada a partir de una gramatica dada. Este tipo de técnicas se enfocan mas en
el proceso de determinar la probabilidad de que una secuencia especifica sea generada por
una gramatica disefiada de tal forma que dentro de sus reglas de produccion no solo se
modele la secuencia de nucledtidos en una molécula sino también las interacciones que dan
lugar a los diferentes elementos presentes en la estructura secundaria (Dowell & Eddy,
2004).

Este enfoque probabilistico al problema de prediccion de la estructura es analogo al proceso
gue realizan los algoritmos en los cuales se maximiza o minimiza una funcion asociada a la
estructura de una molécula, en el sentido que se sigue utilizando una funcion para evaluar a
las estructuras; pero en este caso los pardmetros de dicha funcion son probabilidades, y la
estructura “optima” a determinar, es aquella con la mayor probabilidad de ocurrencia.

El modelo utilizado para llevar a cabo el proceso de prediccion es una extension de las
gramaticas libres de contexto denominadas gramaticas libres de contexto probabilisticas
(SCFG); las cuales son capaces de asignar una probabilidad a cada cadena que generan
(Yasubumi Sakakibara et al., 1994).
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Definicion 10:

Una gramatica libre de contexto probabilistica se define como una quintupla (N, T,R, P, S),
donde N es un conjunto de simbolos no terminales. T es un conjunto de simbolos terminales,
R es un conjunto de reglas de produccion, P : R — (0,1] es una funcion de probabilidad
que asigna una determinada probabilidad a cada regla de produccién en R, y S es el
simbolo inicial. Para P se debe cumplir para todo elemento no terminal A en N que
>.(A - a) = 1. Es decir, la suma de las probabilidades de las reglas de producciones de
un mismo elemento no terminal debe sumar 1.

Al asociar probabilidades a las secuencias que genera, una gramatica define de manera
implicita una distribucion de probabilidad sobre el conjunto de secuencias. La probabilidad
de un arbol de derivacion se calcula como el producto de las probabilidades de las reglas de
produccién aplicadas para producir la derivacion.

La existencia de diversas posibilidades de derivar una secuencia puede generar multiples
arboles de derivacion para una misma secuencia obteniéndose a su vez més de una
estructura secundaria posible. En ese caso la derivacion con mayor probabilidad puede
seleccionarse como la estructura secundaria correcta. Sin embargo, debido a que el nimero
de posibles arboles de derivacion puede crecer de manera exponencial a medida que la
longitud de la secuencia aumenta. Se hace necesario acudir a algoritmos de programacion
dinamica para evaluar todas las posibles derivaciones. El algoritmo mas utilizado en este
caso es el denominado algoritmo de Cocke-Younger-Kasami (CYK) (Knudsen & Hein, 2003).

2.2.4Prediccion de la estructura secundaria utilizando
técnicas de inteligencia artificial.

Como se menciond previamente, la prediccion de estructuras secundarias puede ser
simplificada como un problema de optimizacion en el cual se minimiza una funcién de
energia; debido a esto esfuerzos recientes se han se han enfocado en la aplicacion de métodos
de optimizacién heuristicos para la exploracidén del espacio de busqueda. Técnicas evolutivas
como los Algoritmos Genéticos (Deschenes, Wiese, & Poonian, 2004), han sido utilizadas
para la prediccion de estructuras a partir de la simulacion de trayectorias de plegamiento de
moléculas de ARN.

Los algoritmos genéticos (AGs) (Goldberg, 1989; J. Shapiro, 2001) son técnicas de
optimizacion estocasticas pertenecientes a la familia de algoritmos evolutivos que operan
sobre una poblacion de posibles soluciones. Cada solucién se codifica generalmente como
un arreglo binario como analogia a la codificacion del material genético de todo ser vivo en
la naturaleza. Los AGs encuentran una solucion modificando de manera aleatoria la
poblacién de posibles soluciones utilizando operadores de mutacién y recombinando
elementos de posibles soluciones “padres” aplicando operadores de cruce, dando asi origen
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a nuevas soluciones “mejoradas”. A su vez se implementa un criterio de aptitud para
seleccionar los mejores individuos y generar una nueva poblacion. La estrategia de evolucion
de los individuos se repite hasta que no sea posible seguir mejorando la poblacién.

Numerosos trabajos hacen uso de AGs para la prediccidén de la estructura secundaria del
ARN a partir de la secuencia de nucleétidos utilizando la energia libre como criterio de
aptitud (Gultyaev, van Batenburg, & Pleij, 1995; B. A. Shapiro, Bengali, Kasprzak, & Wu,
2001), (J. H. Chen, Le, & Maizel, 2000; van Batenburg, Gultyaev, & Pleij, 1995), (B. A.
Shapiro, Wu, Bengali, & Potts, 2001). Estos trabajos plantean la prediccién de la estructura
secundaria como un problema de optimizacién combinatoria, en el cual se busca
“ensamblar” la estructura que contenga la combinacion de tallos més estable. El plegamiento
de la molécula es simulado como un proceso de transformacion entre estructuras
intermedias en donde se van agregando de manera gradual tallos a dichas estructuras. Para
ello se requiere estimar a priori la lista de todas las regiones complementarias existentes
dentro de la secuencia de ARN en las cuales se potencie la formacion de pares de bases
apilados. A partir de dicha lista se genera una poblacion inicial de estructuras codificadas
como arreglos de tallos seleccionados de manera aleatoria. Cada individuo de la poblacion
es sometido a operadores de mutacion que agregan nuevos elementos de la lista al arreglo
(siempre y cuando estos sean compatibles con aquellos agregados previamente) o eliminan
elementos del arreglo emulando la disrupcion de tallos. También es posible generar nuevos
individuos mezclando elementos pertenecientes a dos arreglos distintos, aplicando
operadores de cruce.

Otras técnicas de optimizacién heuristica como Optimizaciéon por Enjambre de Particulas
(PSO) (Geis & Middendorf, 2007; Neethling & Engelbrecht, 2006), (Agrawal & Agrawal,
2015; Geis & Middendorf, 2011) y Optimizacion por Colonia de Hormigas (Mcmillan, 2006;
Yu, Zhang, Liu, & Li, 2010), (Wang, Zhang, Ning, & Chen, 2013), también han sido utilizadas
para resolver el problema de prediccion de la estructura secundaria del ARN bajo el mismo
planteamiento de la optimizacién combinatoria.
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3. Algoritmo de Evolucion Gramatical
para la prediccion de la estructura
secundaria del ARN

La Evolucion Gramatical (EG) (M. O’Neill & Ryan, 2001; O’Neill & Ryan, 2003) es un tipo
de algoritmo bioinspirado, enmarcado dentro del dominio de la Computacion Evolutiva,
capaz de generar automaticamente programas escritos en cualquier lenguaje de
programacion definido por una gramatica libre de contexto y utilizando una funcion objetivo
que asocia una medida de aptitud a los programas generados. Como todo algoritmo
evolutivo, opera sobre un conjunto de posibles soluciones que se van modificando a través
de generaciones, permitiendo que aquellas soluciones con mayor potencial, sobrevivan y se
reproduzcan. A medida que el algoritmo se ejecuta, la poblacion de soluciones suele
converger ala solucion real del problema que se esta tratando de resolver. En el contexto del
ARN, la EG tendrd como objetivo encontrar un conjunto de estructuras secundarias con
niveles de energias bajos. Se espera que dentro de las estructuras generadas se encuentre

aquella cuyo nivel de energia sea el minimo.

3.1 Algoritmo general

El modelo biolégico sobre el cual se fundamenta la Evolucién Gramatical es el proceso de la
sintesis de proteinas, el cual inicia a partir del material genético codificado en el genotipo
(ADN), que es transcrito a moléculas de ARN, y posteriormente es traducido a una secuencia
de aminoacidos, elementos fundamentales en la conformacion de proteinas. En el caso de la
EG los genotipos son estructuras binarias unidimensionales de longitud variable como
analogia a los diversos tamafos de los cromosomas, y los fenotipos son programas
codificados en el lenguaje definido por la gramética.

El proceso de generacién automatica de programas se realiza en dos etapas, la primera

constituye la evolucion de genotipos y la segunda es la traduccién de estos en fenotipos
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utilizando las reglas de la gramatica que define la sintaxis del lenguaje de programacion. En
la traduccién genotipo a fenotipo, el primero codifica la seleccidén de una secuencia de reglas
de produccién de una gramatica libre de contexto. El uso de la gramatica asegura que los
programas generados sean sintacticamente correctos.
La EG, como cualquier algoritmo evolutivo, opera sobre una poblacion aleatoria de
individuos que son mejorados aplicando operadores genéticos, generando asi nuevos
individuos que a su vez son transformados, haciendo uso de la gramética, en fenotipos a los
cuales se les asigna un valor de aptitud asociado a cierta funcién objetivo. Este proceso se
repite generando nuevas poblaciones de individuos hasta que se alcance cierta condicion de
parada.
Como se menciond previamente, los genotipos son representados como cadenas binarias de
longitud variable haciendo una analogia a las secuencias de nucle6tidos en el ADN que
posteriormente son “leidos” en tripletas denominadas codones que son los que finalmente
codifican los amino&cidos en una proteina. En el contexto de la EG los codones constituyen
la trascripcién que se realiza al codificar grupos de 8 bits dentro de la cadena binaria en
valores enteros que seran utilizados para seleccionar las reglas de produccion de una
gramatica.
La transformacién de un genotipo al fenotipo correspondiente se realiza mapeando los
codones en reglas de produccion de una gramatica, y llevando a cabo la proceso de
derivacion al aplicar las reglas seleccionadas. Como toda derivacién, se parte del simbolo
inicial definido en la gramatica, y se van aplicando las reglas de produccion a los elementos
no terminales definidos también en la gramatica. Existe la posibilidad que sobre un mismo
simbolo no terminal se puedan aplicar varias reglas; en este caso dentro del genotipo se
utilizan los codones para seleccionar cual regla se ha de utilizar. En este caso para llevar a
cabo la seleccién de las reglas se utiliza la siguiente expresion:

R=C%NR
Donde R es la regla de produccién seleccionada, € es un nimero entero que representa el
codon, % es el operador modulo y NR es el namero de reglas que se pueden aplicar al
simbolo terminal sobre el cual se operara. Este tipo de mapeo hace que el cédigo utilizado
sea degenerado al igual que el codigo genético en donde cada aminoacido puede ser
codificado por més de un codon.
El proceso de transcripcion se realiza a lo largo de toda la secuencia de codones. Al finalizar

de utilizar el ultimo elemento del genotipo es posible que aln se tengan elementos no
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terminales en el programa. En ese caso se puede descartar un individuo representado por el
genotipo (asignandole un valor bajo de aptitud), o se puede utilizar un operador
caracteristico de la Evolucion Gramatical denominado envolvimiento (wrapping), que
consiste en visualizar el genotipo no como una secuencia lineal de bits, sino como una cadena
circular, en la cual se reutilizan los codones leyendo varias veces el genotipo. El operador de
envolvimiento permite continuar con el proceso de derivacion.

A continuacion se presenta un ejemplo de cdmo se realiza el proceso de traduccién genotipo
a fenotipo utilizando una gramatica de ejemplo

SeaG = (N,T,P,S) una graméatica definida para generar cadenas pertenecientes al lenguaje
de expresiones algebraicas:

N = {exp, pre_op, op,var}
T = {Sin,Cos,Tan,Log ,+,—,/,*,x}
S=<exp>

El conjunto P de reglas de produccion se define a continuacién en la figura 10.
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Figura 10. Conjunto de reglas de produccién de una gramatica que genera expresiones algebraicas.

<exp > u= <exp ><op ><expr > [0]
| (< exp ><op><expr>) 1]
| <pre_op>(<exp>) 2]
| <war> (3]
<op > u= + [0]
|- i)
. 2
| * 3]
< pre_op > = Sin [0]
| Cos 1]
| Tan 2]
| Log 3]
<wvar > u= b [0]

La secuencia de codones generada a partir de la traduccién de un genotipo binario se

representa por el siguiente arreglo de nUmeros enteros

[220]202 |17 [ 184|107 [ 56 [ 95 | 218 [ 127 | 171 | 189 | 246 | 55 |

El proceso de mapeo de la secuencia de codones utilizando la gramatica definida se ilustra a
continuacion en la Tabla 1.
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Tabla 1. Proceso de mapeo para generar una expresion algebraica a partir de un genotipo

binario.

Fenotipo Codoén Regla
<exp> 220 220mod 4 =0
< exp ><op ><exp> 202 202 mod 4 = 2
< pre_op > (<exp >) <op >< exp > 17 17mod 4 =1
Cos(< exp >) < op >< exp > 184 184 mod4 =0
Cos(< exp >< op >< exp >) < op >< exp > 107 107 mod 4 = 3
Cos(< var >< op >< exp >) < op >< exp > 56 56 mod1 =0
Cos(x < op >< exp >) < op >< exp > 95 95mod 4 =3
Cos(x x< exp >) < op >< exp > 218 218 mod 4 =2
Cos(x x< pre_op > (< exp >)) < op >< exp > 127 127 mod 4 = 3
Cos(x x Log(< exp >)) < op >< exp > 171 171 mod 4 =3
Cos(x x Log(< var >)) < op >< exp > 189 189mod1=0
Cos(x xLog(x)) < op >< exp > 246 246 mod 4 = 2
Cos(x x Log(x))/< exp > 55 55mod 4 =3
Cos(x x Log(x))/< var > 220" 220mod 1 =0

Cos(x x Log(x))/x
* Inicio del proceso de envolvimiento

Al finalizar el proceso de derivacién se obtiene la expresion valida
Cos(x x Log(x))/x

Usualmente, la técnica de Evolucién Gramatical hace uso de un Algoritmo Genético como
algoritmo de busqueda (Ryan, Nicolau, & Neill, 2002). Sin embargo al separar el espacio de
busqueda (genotipos) y la solucion (fenotipos), es posible utilizar cualquier metaheuristica
(O'Sullivan, John, 2002), que trabaje sobre representacion binaria, como motor de
busqueda. Existen antecedentes del uso de Algoritmos de Optimizacion por Enjambre de
Particulas (O’neill, Leahy, & Brabazon, 2006; Michael O’Neill & Brabazon, 2006b),
(Miranda & Prudéncio, 2015), Evolucién diferencial (Michael O’Neill & Brabazon, 2006a) y
Algoritmos Inmunes artificiales (Amarteifio & O’Neill, 2005; McKinney & Tian, 2008), (H.
S. Bernardino & Barbosa, 2010, 2011b) acoplados a algoritmos de Evolucion Gramatical.
Los algoritmos de evoluciéon gramatical no solo han sido aplicados a problemas de
programacién automatica (O’Neill & Ryan, 2003), sino que han sido utilizados para abordar
problemas de regresion simbolica (H. S. Bernardino & Barbosa, 2011b; Zegklitz & Posik,
2015) y disefio automatico (Ortega, Dalhoum, & Alfonseca, 2003), (N Shaker, 2012; Noor
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Shaker, Nicolau, Yannakakis, Togelius, & O’Neill, 2012), (Nasuf, Bhaskar, & Keane, 2013;
O’Neill et al., 2010).

3.2 Disefio del algoritmo de Evoluciéon Gramatical

En el presente trabajo se implementa un algoritmo de Evolucién Gramatical para resolver el
problema de encontrar la estructura secundaria de una molécula de ARN, cuya
conformacion sea aquella con menor energia, utilizando solo su secuencia de nucleétidos. El
proceso de prediccidn se lleva a cabo a través de la exploracién del espacio de todas las
posibles estructuras que dicha molécula pueda adoptar. Para ello se hace necesario proponer
un sistema de representacion o lenguaje que permita simbolizar tanto las estructuras que se
generan al plegarse el ARN, como aquellas interacciones que dan lugar a la conformacion de
dichas estructuras. Estos lenguajes, modelados a partir de gramaéticas, permitirdn simular la
trayectoria de plegamiento (folding path) que sigue una molécula desde su estado inicial

(unfolded state) hasta aquel estado estable de energia minima.

3.2.1 Representacion

La Evolucién Gramatical distingue entre dos representaciones asociadas a un mismo
individuo, la genética (genotipo) y aquella que es observable (fenotipo). Existe a su vez, un
proceso de mapeo que traduce la representacion genotipica a la representacion fenotipica a
través de una gramatica. El uso de dos tipos de representacion permite que este tipo de
algoritmos separe el espacio de busqueda del espacio de soluciones; la ventaja que se
adquiere con esta division es que el motor o algoritmo de busqueda implementado operara
solo en el espacio de busqueda y podra incorporar operadores evolutivos genéricos sin
importar el contexto del problema. De igual forma, la gramética operara en el espacio de
soluciones definiendo un lenguaje que solo es valido en este ambiente, y garantizando que
los fenotipos generados a partir de las reglas de produccidn sean sintacticamente correctos
(soluciones vélidas). El proceso de mapeo realiza una equivalencia entre genotipos (puntos
en el espacio de busqueda) y fenotipos (elementos en el espacio de soluciones); la medida de
qué tan buenos son estos fenotipos (aptitud) se realiza en el contexto del problema.

Para el presente trabajo un genotipo representa una secuencia de operaciones sobre
nucleédtidos, simulando una trayectoria de plegamiento de una molécula de ARN. De igual

forma el fenotipo seré la estructura resultante de aplicar las operaciones codificadas en el
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genotipo a una secuencia de ARN; en otras palabras la estructura final que adopta la

molécula luego de seguir un plegamiento definido.

3.2.1.1 Representacion genotipica

Tradicionalmente los algoritmos evolutivos utilizan cadenas binarias de longitud fija para
representar individuos en la poblacién de posibles soluciones (Rothlauf, 2006). La
Evolucién Gramatical utiliza cadenas binarias de longitud variable debido a que estos
representan diferentes derivaciones a partir de reglas de produccion. Como se mencioné
previamente, en el contexto de este trabajo de investigacion, los genotipos representan
trayectorias de plegamiento codificadas como operaciones sobre nucleétidos de una
secuencia de ARN. La trayectoria de plegamiento se define como una serie de operaciones
aplicadas sobre nucleétidos que conllevan a la conformacién y/o disrupcién de estructuras
secundarias. En ese sentido la cadena binaria codifica el tipo de operacion y la posicion de
los nucledtidos sobre los que se aplica dicha operacién. La figura 11 ilustra un ejemplo de un

genotipo en representacion binaria.

Figura 11. Ejemplo de un genotipo en representacién binaria

| 01101101 | 10110011 | 11110000 | ... | 10101010 | 11111111 |

Las operaciones codificadas en el genotipo seran traducidas en reglas de produccién
traduciendo grupos de 8 bits en nimeros enteros que seran luego utilizados para seleccionar
qué reglas aplicar. Existen trabajos previos en el area de algoritmos evolutivos que aseguran
que un tipo de representacién basada en un sistema de numeracion binaria denominada
codigo gray brinda mayores ventajas que la representacion binaria tradicional (Hugosson,
Hemberg, Brabazon, & O&apos;Neill, 2010). La diferencia entre estos dos tipos de sistemas
de numeracion es que en el cddigo gray, entre una combinacién de digitos y la siguiente, sélo
hay una diferencia de un digito; lo cual no sucede en el cdédigo binario en base 2. La tabla 2
muestra la representacion en cddigo binario y cédigo gray de los nimeros del O al 9.
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Tabla 2. Representacion binaria para codigo gray y cédigo binario

Entero Binario Cddigo Gray
0 0000 0000
1 0001 0001
2 0010 0011
3 0011 0010
4 0100 0110
5 0101 0111
6 0110 0101
7 0111 0100
8 1000 1100
9 1001 1101

3.2.1.2 Representacion fenotipica

El algoritmo de Evolucién Gramatical propuesto generard cadenas que representen
estructuras secundarias de ARN utilizando una graméatica que defina un lenguaje para esta
tarea. Usualmente cuando se usan gramaticas para modelar estructuras de ARN, las
estructuras se asocian al arbol de derivacion.

Existen diferentes formas de representar las estructuras secundarias. Previamente se habian
mencionado la representacion de puntos y paréntesis y la representacién como grafo plano
(Fig. 5y Fig. 6). Existen otros tipos de representacion como lo son los grafos circulares y
arboles. La figura 12 presenta diversas representaciones de la estructura secundaria del
ARN. La desventaja de este tipo de formas de representacion es que algunas utilizan
elementos distintos para representar secuenciay estructuray otros no facilitan la aplicacion
de reglas en el sentido estricto debido a que no se trata de cadenas de caracteres sino
elementos graficos. Una gramética se define como un modelo generativo de cadenas de
caracteres y uno de los objetivos de este trabajo fue mantener la representacién de las
estructuras como cadenas de caracteres.

La manera de alcanzar ese objetivo se enfoco en definir un sistema de representacion lineal
gue permitiera codificar informacion tanto de la secuencia de nucledtidos como de la

estructura secundaria de la molécula.
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Figura 12. Representaciones de la estructura secundaria del ARN. (a) Estructura primaria. (b) Notacion de
puntos y paréntesis. (c) Grafo plano (d) Circular. (e) Arbol-ASCII. (f) Forma. (g) Arbol.

CCCGUAGCUAGCGGUACGA

@)

- (- C---2)-0))) -
(b)

(d)

AD(SS(‘CC"), AD(SR('C’,SR('G",SR('U", IL(4A’,'G', HL('C’,'UAGC’,'G),','U"),'A"),"C"),'G"),AD(SS(‘A"), E)))

®

(e)

AD
~—
AD
ST
/ AD
S8 SR ssS E

Fuente: (Giegerich, 2004)
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Trabajos previos abordan el mismo problema al tratar de codificar los dos primeros niveles
estructurales en un mismo tipo de representacién. Entre estos cabe destacar el tipo de
representacién conocido como Grammar Strings (Achawanantakun, Sun, & Takyar, 2011,
Achawanantakun, Takyar, & Sun, 2010) utilizado para codificar secuencias y estructuras
secundarias de ARN en cadenas definidas en un alfabeto en donde cada caracter representa
una regla de produccion de una gramatica. Asociado a este tipo de representacion también
se encuentra otro modelo de codificacién conocido como Grammar Paterns definido para
representar el nimero de tallos en una estructuray la relacion entre estos. Ambos sistemas
de representacion fueron propuestos para optimizar el alineamiento estructural de
secuencias de ARN no codificante. La figura 13 ilustra una estructura secundaria

representada utilizando la notacion de Grammar Strings y Grammar Paterns.

Figura 13. Estructura Secundaria de ARN presentada en la Figura 5 en su representacion de (a) Puntosy
paréntesis, (b) Grammar String, y (c) Grammar Pattern.

UGCCGAGAGGUCACCUCCGCCACCAUUGGCUCGCAUGUUG
(CC- CCCCCC---222) - (CCC----2)))00))) - - - - -

()

guuguPPPCH#cPPPPUCA | PPPPCCAU
(b)

PP#P|P
(c)

Otro trabajo destacable relacionado con la representacion de estructuras secundarias es el
conocido como Formas Abstractas del ARN (Abstract Shapes) (Giegerich, 2004; Steffen,
Voss, Rehmsmeier, Reeder, & Giegerich, 2006), (Janssen & Giegerich, 2015), el cual define
un sistema de representacion en 5 niveles de abstraccién ordenados permitiendo comparar
estructuras que tengan “formas” similares agrupandolas en clases de estructuras.

A continuacion, la figura 14 presenta la estructura secundaria ejemplificada en la figura 13 y
su representacion utilizando el concepto de formas abstractas del ARN.
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Figura 14. Estructura Secundaria de la figura anterior y su representacion en formas abstractas en los 5
distintos niveles de abstraccién.

- W --- D) - «C ---- NY D)) .- Nivel

o e b ] b
o D L D T
o b b b b

Las desventajas que presenta la representacion tipo String Grammar es que utiliza un solo
simbolo para representar todos los posibles tipos de pares de bases, lo cual dificulta la
codificacion de las regiones complementarias dentro de la secuencia. A su vez, la posicion
relativa entre los tallos no es clara. Por otro lado el tipo de representacion de Formas
abstractas es de utilidad para representar las posiciones relativas de los tallos y bucles en la
estructura, pero solo utiliza tres tipos de elementos para codificarlos ‘[, ‘]’ y *_’, haciendo
imposible incorporar informacion relacionada con los nucleétidos de la secuencia.

Para superar estas desventajas se hizo necesario proponer un sistema de representacion
hecho a la medida del algoritmo implementado. Para esto se partié de la idea de que toda
estructura secundaria puede ser descompuesta en elementos estructurales. En este sentido
se defini6 como elemento basico de construccion de toda estructura secundaria, la
conformacion de un bucle tipo horquilla y su hélice adyacente definida previamente como
estructuratipo Horquilla (Stem-loop). La figura 15 ilustra un grafo plano representando una

estructura tipo horquilla.
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Figura 15. Ejemplo de una estructura tipo Horquilla conformada por un bucle tipo horquillay su tallo
adyacente.

Definido el elemento de construccion elemental, se procedié a definir un alfabeto para
representar en cadenas lineales cualquier tipo de estructura horquillay a su vez representar
la relacién entre conjuntos de horquillas de tal forma que sea posible ensamblar cualquier
estructura secundaria.

De la definicién de Formas Abstractas se adoptaron los simbolos ‘[’ y ‘]’ para definir la
posicion de los extremos 5’ y 3’ de la horquilla; es decir, los limites de la estructura. De igual
forma se hizo necesario definir un elemento que permitiera distinguir dentro de la cadena
cuéles elementos hacen parte del tallo y cuales pertenecen a la region del bucle; para esto se
definié utilizar el simbolo *:’. La figura 16 presenta la descomposicién de una estructura

secundaria en elementos tipo horquilla.
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Figura 16. Descomposicion de una estructura secundaria en elementos tipo horquilla.

Los elementos pertenecientes al tallo de una horquilla deberan codificarse como pares de
bases y aquellos pertenecientes al bucle seran codificados como bases libres. Para el caso de
los pares de bases se definio un alfabeto de 6 simbolos }.,, = {X,Y,Z, W, M, N}; con el fin de
representar las posibles combinaciones en las cuales los nucledtidos presentes en el RNA
pueden emparejarse. De esta forma en cada simbolo se encuentra implicita la informacion
de los nucleétidos que conforman cada par de bases, permitiendo mantener registro de la
estructura primaria de la secuencia. Para las bases libres se siguio utilizando el alfabeto de

nucleotidos utilizados para definir secuencias de ARN.
Definicion 11:
Sea Y,n., un alfabeto que permite representar cualquier secuencia con regiones
complementarias que se plieguen en estructuras tipo horquilla.
Zrna = {C;g; alule YIZI WIMINI [I :I]}
A este tipo de codificacion de estructuras secundarias se le denominé notacion de horquillas.

Un ejemplo de cdmo una estructura tipo horquilla es codificada utilizando la notacion
propuesta es presentada en la figura 17.
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Figura 17. Codificacion de la estructura tipo horquilla utilizando los simbolos definidos.

Teniendo un elemento de construccion elemental y un conjunto de reglas para la generacion
de cadenas usando dicho elemento, es posible ensamblar secuencias que representen
estructuras mas complejas sobre las cuales se pueda simular el proceso de plegamiento de
la molécula aplicando operaciones sobre los simbolos que conforman las cadenas en
notacion de horquillas. Las figura 18 y 19 ilustran la forma en la que los elementos de una

estructura secundaria son codificados y ensamblados utilizando la notacion propuesta.
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Figura 18. Codificacion de las horquillas que conforman la estructura secundaria utilizando la notacion
propuesta.

La representacion en notacion de horquillas permite visualizar los elementos estructurales,

Su constitucidn y su posicion relativa dentro de la estructura general.

Figura 19. Representacion final de la estructura secundaria de la Figura 16 ensamblando los diferentes
elementos tipo horquilla.

[-[WYX:c [YZYY:-uca]c|YXXZ:ccau] Juguug]

Una estructura sin pares de bases igualmente puede definirse como una horquilla en la cual
el bucle tiene la misma longitud de la secuenciay el tallo esta conformado por cero pares de

bases. Un ejemplo de lo anterior se muestra en la figura 20.
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Figura 20. Representacion de una molécula sin plegamiento alguno en notacién de horquillas.

[ :ugccgagaggucaccuccgccaccauuggcucgcauguug]

3.2.2Gramaticas

Para el algoritmo de Evolucion gramatical implementado se hizo necesario definir dos
gramaticas. La primera para modelar la representacion de las estructuras secundarias de
ARN, y la segunda para organizar un conjunto de operaciones que permitirian simular el
proceso de plegamiento de las moléculas.

La primera gramatica se planted para brindar formalismo a la construccién de estructuras
secundarias bajo la representacion propuesta, denominada previamente como notacion de
horquillas. Las reglas de produccién de esta gramatica se construyeron de tal forma que
aseguran que las cadenas generadas sean siempre estructuras validas bajo ese modelo de
representacion. Dicha gramatica se encuentra definida en el Anexo A del presente informe.
De manera adicional en el Anexo B se presenta un ejemplo de derivacion de una estructura
secundaria utilizando la gramética propuesta.

La segunda gramatica propuesta, modela operaciones elementales que a su vez conforman
un conjunto de movimientos (move set), aplicables a estructuras representadas en notacion
de horquillas. Esto con el fin de simular la formacion y destruccién de pares de bases que
acontecen a lo largo del trayecto de plegamiento (folding path) que recorre la molécula

durante el proceso de conformacion de las estructuras secundarias finales. Esta gramética
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se encuentra definida de manera formal en el Anexo C del presente informe, y un ejemplo

de su aplicacion se encuentra descrito en el Anexo D.

3.2.3Mapeo genotipo a fenotipo

La estructura secundaria con menor energia constituye el estado final de una molécula de
ARN. EIl proceso de formacion de esta estructura final se define como una secuencia de
estados por los cuales la molécula transita antes de llegar a un punto de estabilidad
energética. Este conjunto de estados se define dentro del espacio de estructuras que dicha
molécula puede adoptar a lo largo del tiempo que dura el plegamiento. La secuencia de
estados constituye la trayectoria de plegamiento de la molécula, la cual sera definida segun
el orden en que se presenten las interacciones entre nucledtidos y los lugares especificos en
donde estas interacciones inician. Toda trayectoria de plegamiento esta conformada por una
serie de inserciones y eliminaciones de pares de bases, que inician a partir de un estado sin
estructuras, y que dan lugar a la formacion de elementos estructurales y disrupcion de otros
en busqueda siempre del estado estable final.

En el contexto de la representacion de estructuras, las interacciones pueden ser vistas como
operaciones sobre simbolos que a su vez representan la dindAmica de la formacion de las
estructuras. Estas operaciones y los elementos sobre los cuales se aplicaran se encuentran
codificadas en la representacion binaria del genotipo y son mapeadas a estructuras en
notacion de horquillas a través de las reglas de produccién de la segunda gramatica
propuesta. Para el modelo planteado, se han codificado 5 operaciones o0 movimientos (move
set) aplicables a estructuras secundarias con el fin de simular las trayectorias de

plegamiento. Este conjunto de operaciones se encuentran enumeradas en la tabla 3.

Tabla 3. Conjunto de operaciones aplicables a estructuras secundarias

Operacion Reglas
Construccion de un tallo
Disrupcion de un tallo
Deslizamiento de un tallo
Disrupcion de tallos en un mismo nivel
Remover un par de bases

AwNEFO

Un ejemplo de como se realiza la transformacidn de un genotipo en estructuras secundarias

se ilustra a continuacion:
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Sea el siguiente arreglo de nimeros enteros un segmento del conjunto de codones obtenidos

al traducir un genotipo binario.

|..]25]18]55]129|71]103]...]

Sea la siguiente secuencia un estado intermedio en el espacio de estructuras que puede

adoptar una molécula de ARN
[:[WYX:c I YZYY:uca]cgccaccauuggc  Juguug]

Utilizando el genotipo en su representacion entera, se procede a leer el primer coddn del
arreglo para obtener la operacion que se aplicara sobre la secuencia.

|..]25]18]55[129]71]103] .. |
i

Se aplica la férmula para seleccionar la operacién a aplicar:

op = imod (numero de operaciones)
op = 25mod (5)
op =0

La operacion seleccionada es: construccion de un tallo
Un tallo solo puede ser construido dentro de un bucle. Entonces se hace necesario

seleccionar en cual de los bucles presentes en la estructura actual se procedera a construir el
tallo. Para esto se procede a utilizar el siguiente codén del genotipo:

|..]25]18]55]129]71] ..
i

El ndmero de bucles presentes en la estructura se obtiene enumerando la aparicion del

simbolo ‘:’ en la secuencia
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[-[WYX:c [ YZYY-uca]cgccaccauuggc  Juguug]

* * *
Existen un total de 4 bucles dentro de la estructura.
Se procede a aplicar la féormula para seleccionar el bucle:
bucle = imod (numero de bucles) + 1
bucle = 18 mod (4) + 1

bucle = 3

El tercer bucle ha sido seleccionado
[:[WYX:c I YZYY:uca]cgccaccauuggc  Juguud]
* * *

El tercer bucle estd conformado por 13 nucleétidos, entonces se dice que la longitud de este

bucle es 13.
[:[WYX:c I YZYY:uca]cgccaccauuggc  Juguud]

Se proceden a seleccionar las bases que daran inicio a la conformacion del tallo; para esto
sera necesario leer los siguientes dos codones del genotipo y realizar un proceso analogo a
lo que se hizo con la seleccidn del tallo. El proceso de seleccidén de las bases se ilustra a

continuacion en la tabla 4.
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Tabla 4. Ejemplo del proceso de seleccidn de las bases que iniciaran la conformacion de
un tallo en una estructura secundaria

Seleccion de la primera base

Seleccion de la segunda base

[..]25]18]55]129 [71] .. |
i

bl = imod (longitud del tallo) + 1
bl = 55mod 13 + 1

bl = 4

| #]cgccaccauuggc

[..]25]18]55[129 [71] ... |
i

b2 = imod (longitud del tallo — 1) + 1
b2 = 129mod (12) + 1

b2 = 10

| #]cgccaccauuggc

Se construye el tallo aplicando la regla de produccién que modela esta operacion:
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[:[WYX:c [YZYY:uca]cgccaccauuggc | Juguug] — [:[WYX:c [YZYY:uca]cgccaccauligge | Juguug]

[:[WYX:c [YZYY:uca]cgccaccauligge | Juguug] — [:[WYX:c [YZYY:uca]cgcC[¥(a, u):ccau]ggc | Juguug]
[:[WYX:c [YZYY:uca]cgcC[¥(a, u):ccau]ggc | Juguug] — [:[WYX:c [YZYY:uca]cgC[¥(c,g)Z:ccau]gc | Juguug]
[:[WYX:c [YZYY:uca]cgC[¥(c,g)Z:ccau]gc|Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]cg[¥(c, g)XZ:ccau]T|Juguug]
[:[WYX:c [YZYY:uca]cg[¥(c, g)XZ:ccau]T|Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]c[¥(g, c)XXZ:ccau] | Juguug]
[:[WYX:c [YZYY:uca]c[¥(g, c)XXZ:ccau] | Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]c[YXXZ:ccau] | Juguug]



Se obtiene un nuevo estado intermedio que es representado por una nueva estructura:
[:[WYX:c IYZYY:uca]c|[YXXZ:ccau]  Juguug]

Se continvda la lectura del genotipo y se selecciona el siguiente codén para escoger la

operacion a realizar:

|...]129]71]103]... ]
i

op = imod (numero de operaciones)
op = 71 mod (5)
op =1

La operacion seleccionada es: disrupcién de un tallo

|..]129]71]103] ... ]
i

[:[WYX:c IYZYY:uca]c|YXXZ:ccau] Juguud]

x*

bucle = imod (numero de bucles) + 1
bucle = 103mod (5) + 1
bucle = 4

[:[WYX:c IYZYY:uca]c|YXXZ:ccau]  Juguud]

Se procede a suprimir el 4 tallo empezando con el primer par de bases. Este proceso se

realiza aplicando la regla de produccion definida para esta operacion:
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[:[WYX:c [YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]lc|Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c Juguug]

[:[WYX:c [YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c|Juguug] - [:[WYX:c @ (Y)[ZYY :uca]@;(Y)cg[XXZ:ccau]c | Juguug]

[:[WYX:c o (V[ZYY :uca]®;(Y)cg[XXZ:ccau]c | Juguug] - [:[WYX:c g@5(Z2)[YY:uca]®,(M)cecg[XXZ:ccau]c| Juguug]
[:[WYX:c gos(2)[YY:uca]®,(M)cecg[XXZ:ccau]c | Juguug] - [:[WYX:c gad(Y)[Y:uca]®,(Y)uccg[XXZ:ccau]c | Juguug]
[:[WYX:c gad(Y)[Y:uca]®,(Y)uccg[XXZ:ccau]c | Juguug] - [:[WYX:c gage. (Y)ucad,(Y)cuccg[XXZ:ccau]c | Juguug]
[:[WYX:c gage (Y)ucad,(Y)cuccg[XXZ:ccau]c | Juguug] - [:[WYX:c gaggucaccuccg[XXZ:ccau]c | Juguug]



Al finalizar la lectura del genotipo se ha alcanzado la estructura final:

[:[WYX:c gaggucaccucc|YXXZ:ccau] | Juguugd]

La figura 21 muestra la trayectoria de plegamiento codificada en el genotipo utilizado en el
ejemplo.

Figura 21. Trayectoria de plegamiento obtenida al realizar la traduccién genotipo-fenotipo.

Estructura O Estructura 1 Estructura 2

Cuando un tallo es suprimido de una estructura, la longitud del bucle externo a este se
incrementa, lo cual desestabiliza la estructura, y aumenta el valor de energia. Debido a esto,
siempre que se realiza una operacion que implique la disrupcion de tallos, se obliga a que el
siguiente movimiento sea la construccion de uno nuevo dentro del bucle formado. Esto
garantiza que siempre se busque un nuevo estado con una energia menor al estado anterior.
Si no es posible construir un nuevo tallo, o si se construye uno nuevo pero no es lo
suficientemente estable para disminuir el valor de energia, el movimiento de disrupcion es
descartado y se retorna al estado previo. Al descartar codones dentro del genotipo existiran
movimientos que no se aplicaran dentro del proceso de traduccion del genotipo al fenotipo.
Este tipo de fendmeno es analogo a la existencia de segmentos de ADN denominados
intrones, los cuales nunca son traducidos al ARN.

Un esquema general de como se realiza el mapeo de las trayectorias de plegamiento
codificadas en genotipos binarios es ilustrado en la figura 22.
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Figura 22. Esquema de la traduccion de trayectorias de plegamiento codificadas en cadenas binarias.

[olol1]ofo[o[o[1]ol0lol1]0]1]0]0[o]o]o[1]1]1]0l1]0loloo1]0[1]0f0[1]o[1]1]0[1]1]
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15
[ :GUCUGCAUACUAGAC] Derivacion [ YWXWM = CAUAC]
= 0.0 kcal/mol ) AG = -2.3 kcal/mol

3.2.4Funcioén objetivo

La mayoria de los métodos de prediccion de la estructura secundaria del ARN utilizan la
energia libre como métrica. Debido a esto, se hace necesario incorporar un modelo
termodindmico al momento de calcular las energias libres de las estructuras. Diversidad de
modelos termodindmicos han sido incorporados en algoritmos para predecir de manera
Optima estructuras secundarias; sin embargo estos modelos requieren de una continua
refinacion dado que sus parametros son obtenidos en su mayoria de manera experimental.
Algunos modelos son demasiado simples y no logran incorporar todos los parametros
necesarios para calcular las contribuciones a la energia libre. Si los parametros del modelo
no son confiables, la estimacion de la energia de las estructuras predichas tampoco lo sera.
Si bien es conocido que las conformaciones naturales de las moléculas de ARN se presentan
en estados bajos de energia, también se acepta que en la naturaleza no siempre la molécula
adoptara el estado de energia minimo (M Zuker, Jaeger, & Turner, 1991). Sin embargo
predecir la estructura con el menor valor de energia siempre dara luces de la estructura real

de la molécula.
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El algoritmo descrito en el presente informe implementa el modelo termodinamico del
vecino mas proximo Nearest Neighbour Thermodynamic Model (NNTM) (Freier et al.,
1986), (Douglas H Turner & Mathews, 2010). En este modelo, valores de energia son
asignados tanto a grupos de pares de bases apilados como a los bucles formados por bases
libres. Bajo este esquema, se asume que la estabilidad de una estructura se concentra en las
interacciones entre pares de bases adyacentes al interior de los tallos de la estructura. Por el
contrario, los bucles presentes en la estructura contribuyen de manera negativa a la
estabilidad de la misma; dichas contribuciones dependeran del tamafio y tipo de bucle. El
nivel de estabilidad de la estructura se establece a través del cambio estandar de energia libre
AG.

El modelo del vecino més proximo plantea que la energia libre de una estructura secundaria
especifica se calcula sumando las contribuciones de cada motivo estructural presente en la
estructura (Mathews, Sabina, Zuker, & Turner, 1999). En ese caso se tienen paradmetros de
energia para cada combinacion de pares de bases y tipos de bucles, los cuales han sido
mejorados a los largo de los afios y publicados en un repositorio para uso publico (D H
Turner et al., 1987), (Jaeger, Turner, & Zuker, 1989), (Xia et al., 1998), (Douglas H Turner
& Mathews, 2010). El conjunto de valores de energia se encuentra definido a manera de
reglas que se aplican al calcular la energia de la estructura. ElI conjunto de paradmetros de
energia utilizados para los pares de bases apilados segiin el modelo del vecino mas proximo

se presenta en la figura 23 junto con un ejemplo de la forma en que son aplicados.

Figura 23. Valores de energias para los pares de bases apilados segiin el modelo del vecino mas préximo.

CG GC GU uG AU UA 5 3

CG| -24 -33 -21 -14 -21 -21 @ @
GC|] -33 -34 -25 -15 -22 -2.4 .
@) A

GU| -21 -25 13 -05 -14 -13

UG| -14 -15 -0.5 03 -06 -10 3 5
AU| -21 -22 -14 -0.6 -1.1 -0.9

UA| -21 -24 -13 -10 -09 -13 -2.4 keal/mol

El presente trabajo implementé rutinas para estimar la energia libre de una estructura en
notacion de horquillas a partir de los parametros del modelo del vecino méas cercano. Se
selecciond este modelo debido a que también es implementado por algoritmos ampliamente
utilizados como Mfold (Michael Zuker, 2003) Pfold (Knudsen & Hein, 2003) y Vienna
(Hofacker, 2003). La figura 24 ilustra un ejemplo de la estimacion de la energia libre de una
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estructura secundaria a partir de las contribuciones energéticas de cada elemento que la
conforma. En la tabla 5 se muestra el mismo proceso de célculo de energia libre pero en este

caso analizando sintacticamente la estructura secundaria en notacion de horquillas.
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Figura 24. Ejemplo de la estimacién de la energia libre de una estructura secundaria. Se muestran las
contribuciones energéticas de los pares de bases apilados, asi como de los bucles que conforman la estructura.

Tabla 5. Estimacion de la energia libre de una estructura secundaria escrita en notacion

de horquillas
Elemento estructural Tipo AG [kcal/mol]
[ :[#]uguug] Bucle Externo -0.10
[WYX: Tallo -5.50
:C 1 Bucle Interior (1,0) 140
Tallo -2.40
[#]1c[#] Bucle Mdltiple 4.30
[YzZYY: Tallo -7.80
-ucal Bucle Horquilla 5.70
[YXXZ: Tallo -8.80
-ccau] Bucle Horquilla 5.40
AG Total -7.80

3.2.5Algoritmo de basqueda

Como se mencion6 previamente, una de las ventajas de los algoritmos de Evolucion

Gramatical es que al separar los espacios de busqueda y solucién, es posible utilizar
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cualquier metaheuristica como motor de busqueda siempre y cuando esta trabaje sobre una
representacién binaria.

Dada que la naturaleza del espacio de busqueda presenta superficies de energias rugosas con
multiples 6ptimos locales y puntos de inflexion (S.-J. Chen & Dill, 2000; Li & Zhang, 2012),
se hace necesario seleccionar como motor de blusqueda, una metaheruistica que pueda lidiar
con problemas de optimizacion que presenten este tipo de funciones objetivo.

Dentro de las metaheuristicas utilizadas para optimizacion, que ya han sido validadas en
contextos de optimizacion multimodal, se encuentran los Sistemas Inmunes Artificiales
(AIS) (Leandro N de Castro & Timmis, 2002). Este tipo de algoritmos son modelos
computacionales que toman como inspiracion la manera en que el sistema inmunolégico de
los organismos responde a los ataques. Estos algoritmos bioinspirados han sido
ampliamente utilizados en el area de optimizacién (H. Bernardino & Barbosa, 2009), e
incluso han sido desarrollados sistemas inmunes basados en gramaticas para resolver
diversos problemas de programacion automatica y regresion simbdlica (Amarteifio &
O'Neill, 2005; H. S. Bernardino & Barbosa, 2009), (H. S. Bernardino & Barbosa, 2010,
2011a).

Dentro de la diversidad de modelos existentes dentro de los sistemas inmunes artificiales se
encuentra una familia de algoritmos denominados redes inmunes artificiales, disefiados en
parte para resolver problemas de optimizacién multimodal (L.N. de Castro & Timmis, n.d.)
(de Franca, Von Zuben, & de Castro, 2005).

Los sistemas inmunes artificiales utilizados en el area de la optimizacion, al igual que los
algoritmos genéticos, simulan el proceso de evolucion de una poblacion de individuos que
representan posibles soluciones a un determinado problema. Se inicia con un conjunto de
individuos generados de manera aleatoria y a partir de estos, se producen nuevas
generaciones de individuos por medio de la aplicacion de operadores

En el presente trabajo se implement6 como algoritmo de busqueda, una variante de un
algoritmo de la familia de redes inmunes artificiales conocido como opt-aiNET (de Franca,
Coelho, & Von Zuben, 2010). Con este algoritmo se busc6 evolucionar una poblacion de

trayectorias de plegamiento de moléculas de ARN codificadas como cadenas binarias.

3.2.60peradores

Como todo algoritmo evolutivo basado en poblaciones, las redes inmunes artificiales
incorporan una serie de operadores genéticos los cuales son aplicados sobre cada individuo
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de la poblacion con el fin de mejorar su aptitud. Los algoritmos basados en la familia de
redes inmunes conocida como aiNET aplican mecanismos que ajustan el tamarfio de la
poblacion y mantienen diversidad de soluciones permitiéndoles explorar de manera mas
amplia el espacio de busqueda asociado al problema que se pretende solucionar (de Franca
et al., 2010). En el algoritmo propuesto se implementaron operadores de reproduccion,
mutacion, envejecimiento y seleccion de los individuos.

3.2.6.1 Operador de clonacion

A diferencia de los algoritmos evolutivos comunes, en los cuales la generacion de nuevos
individuos se lleva a cabo a travées de operadores de cruce, los sistemas inmunes artificiales
modelan un proceso de reproduccion asexual como el presente en las células. En ese orden
de ideas cada individuo puede reproducirse generando un conjunto de copias idénticas de si
mismo. El nimero de clones que cada individuo puede criar serd proporcional a su aptitud.
La medida de aptitud siempre se relaciona con el valor que toma la funcion objetivo para
dicho individuo. En el presente caso se define como el valor de energia libre asociada a la
estructura a la cual se llega luego de recorrer la trayectoria de plegamiento.

3.2.6.20perador de hipermutacion

Este operador implementa un mecanismo en el cual cada clon sufre una mutacion que es
inversamente proporcional a su medida de aptitud. Como cualquier operador clasico de
mutacién, los cambios en el individuo se aplican modificando bits en la cadena binaria a
partir de una probabilidad preestablecida.

3.2.6.30perador de hipermacromutacion

En el operador de hipermacromutacién, el nimero de cambios aplicados al individuo es
independiente a la funcion objetivo. En este caso, se seleccionan de manera aleatoria dos
posiciones en la cadena binaria, y se procede a modificar los bits que se encuentran dentro
del rango de esas dos posiciones. Lafigura 25 ilustra la manera en la que se aplica el operador
de hipermacromutacion a un individuo codificado como una cadena binaria.

Figura 25. Ejemplo del operador de hipermacromutacién aplicado a un genotipo binario.

1 i j l

Cl ]1101] I
1 i j l

L 0 | | 1 foJof[1]o] 1] [ 1 ]
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3.2.6.40perador de transmutacion

En el operador de transmutacion se seleccionan de manera aleatoria dos posiciones al
interior de la cadena binaria. La subcadena entre los dos puntos seleccionados, es extraida
para luego ser insertada en una nueva posicion seleccionada también aleatoriamente. El
elemento extraido podra ser insertado en la misma direccidon en la que se encontraba
inicialmente o de manera inversa. Este tipo de mutacion es una analogia a los elementos
genéticos conocidos como transposones, que son secuencias de ADN con la capacidad de
moverse a diferentes partes del genoma. La figura 26 ilustra la manera en que se aplica el
operador de transmutacion.
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Figura 26. Ejemplo del operador de Transmutacion aplicado en un genotipo binario de longitud L. El
elemento transponible lo constituyen los bits entre los rangos [i, j]. (&) El transposon es insertado luego de la
posicion k del genotipo (b) El transposén puede también ser insertado de manera reversa.

1 i j k l
[o[..J]oJtJoJ1JsfJofJsJofJof[r1JofJet[o]. [1]
1 i j k l
o[l1[]1]0]1
o] ..o oJloJ1]Jof[1]o]..[1]
-
1 ki j l
ol1[1]o]1
lo]..]o]J1]o]Jo]1]o0 1]o]..]1]
1 l
(of]..]oJ1fJoJoJ1fJofJoJ1JasfofJ1fJtfof. [1]
(a)
1 i j k l
[of].JoJ1JoJ1J1fJofJ1JoJofr1JofJs[o]. [1]
1 i j k l
ol1]1]o]1
o] ..]0o] 1 oJlofJ1]Jo[1]o]..[1]
-
1 ki j l
tJ]oJ1]1]o0
lo]..]oJ1]o]Jo]1]o0 1o .. ]1]
1 l
[0f]..JoJ1JoJoJ1fJofJrsJofJesf[iJofJet[o]. [1]

(b)
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3.2.6.50perador de seleccion

Si luego de aplicar los operadores de mutacion, alguno de los clones mutados posee una
mejor medida de aptitud que aquel individuo que lo engendro, entonces el clon tomaré el
lugar de su progenitor en la poblacion.

3.2.6.60perador de envejecimiento

En caso que un individuo no produzca descendencia que sea capaz de reemplazarlo en la
poblacién, envejecera cada generacidn. El algoritmo establece un limite de edad para los
elementos de la poblacidn; cuando se alcance este valor, el individuo morirdy sera removido
de la poblacién. Las soluciones removidas pasaran a hacer parte de un repositorio
denominado subpoblacion de memoria. Esta subpoblacion de memoria contendra en efecto
a todos los individuos que no lograron evolucionar durante cierto periodo de tiempo, y por
lo tanto se asume que han convergido a soluciones 6ptimas locales.

3.2.6.70perador de envolvimiento (wrapping)

Cuando el final de una cadena binaria que representa una trayectoria es alcanzado, la cadena
completa puede ser reutilizada multiples veces como si se tratara de una estructura circular.
El algoritmo establece un parametro que determina cuéntas veces puede ser reutilizada la
cadena binaria. La figura 27 muestra un ejemplo de la manera en que se implementa el
operador de envolvimiento.

Figura 27. Ejemplo de la aplicacion del operador de envolvimiento. Al alcanzar el final del genotipo, se
reutilizan los bits del inicio.

Codén 1’ Codén 2’
Coddén 1 Codén 2 Coddén 3
| 00000000 | 00001100 | 00010100 | .. | 0111 | <= | 0000 | 0000 | 0000 |
| 0 | 12 | 20 [ .. ] 112 | 0 |

3.2.7Condicion de parada

Al final de cada generacion, y luego de aplicar los diversos operadores genéticos, un
porcentaje de individuos aleatorios se introduce a la poblacion con el fin de reemplazar a
aquellos considerados como los “peores”. El proceso de evolucion continGa hasta que se
alcanza un nimero méximo de generaciones definidas a priori, o si el promedio de aptitud
toda la poblacion se estabiliza y estanca luego de un nimero determinado de iteraciones. Lo
cual indica que toda la poblacion ha convergido a una solucion.
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La figura 28 resume el algoritmo utilizado como motor de busqueda del método de evolucién
gramatical propuesto para la evolucion de trayectorias de plegamiento y prediccion de la
estructura secundaria de secuencias de ARN.

Figura 28. Pseudocddigo del algoritmo opt-aiNET implementado como motor de busqueda.

Algoritmo 1: opt-aiNET implementado como motor de blusqueda

P: Poblacion de individuos
M: Subpoblaciéon de memoria

Parametros:
- iniP: tamafio de la poblacion inicial de individuos
- maxGen: maximo ndamero de generaciones/iteraciones
- Nnc: ndmero maximo de clones que una célula puede criar
- pm: probabilidad de mutacion
- maxAge: edad maxima que puede alcanzar un individuo
- et:umbral de error (Parametro de convergencia)
- div: Porcentaje de nuevos individuos a adicionar en la poblacién
- maxP: tamafio maximo de la poblacion

1. Crear la poblacién inicial de individuos de tamafio iniP
2. gen=0
MIENTRAS el criterio de parada no se cumpla HACER

3. Evalle la aptitud de cada elemento de la poblacién
4. Clone cada elemento de la poblacion segln su valor de aptitud
5. Aplique los operadores de mutacion a la poblacion de clones
6. Aplique el operador de envolvimiento a cada clon mutado
7. PARA cada individuo de la poblacion HACER
8. Seleccionar el clon mutado con mejor aptitud
9. Sl laaptitud del clon mutado es mejor que la de su progenitor ENTONCES
10. El clon mutado reemplazara a su padre en la poblacion
11. Inicialice la edad del clon en O
12. SINO
13. Laedad del progenitor aumentara una unidad
14. FIN SI
15. Sl la edad del progenitor es igual a maxAge ENTONCES
16. Elindividuo es removido de la poblacién P y es enviado a la
subpoblaciéon de memoria M
17. FIN SI
18. FIN PARA

19. Calcule la aptitud promedio de toda la poblacién
20. Sl la aptitud promedio no se ha estancado,
21. retorne al inicio del ciclo
22. SINO
23. Suprima individuos similares.
24. Introduzca un porcentaje div de nuevos individuos a la poblacion
25. Suprima los peores individuos de la poblacion de tal forma que el tamafio de
la poblacion no supere maxP.
26. FIN SI
FIN MIENTRAS
27. gen=gen +1
28. FIN
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4. Pruebasy resultados

Para evaluar el desempefio del algoritmo propuesto, se llevé a cabo un conjunto de pruebas
utilizando secuencias para las cuales la estructura secundaria ya se encuentra determinada.
Cada estructura obtenida luego del proceso de predicciones fue comparada con aquellas
generadas por el servidor Mfold, descrito en (M. Zuker, 2003).

Las secuencias utilizadas en esta etapa se organizaron en tres grupos segun sus
caracteristicas. El objetivo de cada prueba consistia en predecir, a partir de la secuencia de
nucleotidos, la estructura secundaria con la menor energia libre posible y una trayectoria de
plegamiento que condujera a dicha estructura.

El algoritmo fue implementado en el lenguaje MATLAB y ejecutado en la version R2013b de
dicha herramienta.

Las pruebas se realizaron en una estacion de trabajo con un procesador Intel Xeon de seis
nucleos a 2.6 GHz, 32 GB de memoria RAM y con sistema operativo Ubuntu.

Loa pardmetros del algoritmo evolutivo fueron fijados por defecto para todas las pruebas
realizadas y el conjunto de estos se presenta en la tabla 6. Para los calculos de energia, fueron
utilizados los parametros del modelo termodinamico definido en (Douglas H Turner &
Mathews, 2010)
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Tabla 6. Conjunto de parametros establecidos para las pruebas realizadas

Parametro Valor

Numero inicial de individuos 10
Tamafio méaximo de la poblacién 30
Longitud de un individuo [1000, 1500]
Maximo nimero de generaciones 40
Namero maximo de clones por individuo 5
Probabilidad de mutacion 40%
Porcentaje de nuevos individuos a ser insertados 40%
Edad maxima que puede alcanzar un individuo 10
Parametro de envolvimiento (wrapping) 4
Pardmetro de convergencia 0.01

4.1 Primer escenario: Riboswitches

Para el primer escenario de evaluacién se seleccionaron 15 secuencias utilizadas en un
trabajo previo en el que se evaluaba el desempefio de un algoritmo genético, denominado
RNAEAPath, disefiado para la determinacion de trayectorias de plegamiento (Li & Zhang,
2012). Todas las secuencias seleccionadas corresponden a un tipo de ARN denominados
Riboswitches. Las caracteristicas de cada secuencia se presentan en la tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas de las secuencias seleccionadas para el primer escenario de

pruebas
Instancia 1D nt pb Tallos AG [kcal/mol]
1 rbl 148 44 6 -55.70
2 rb2 113 29 5 -24.80
3 rb3 141 50 11 -51.40
4 rb4 146 47 10 -52.90
5 rb5 201 56 9 -65.60
6 SplicedLeaderAB 56 17 5 -10.70
7 attenuator 73 18 4 -21.20
8 s15 74 19 4 -17.90
9 shox leader 247 73 12 -84.60
10 thiM leader 165 45 11 -53.70
11 ms2 73 24 4 -32.10
12 HDV 153 47 10 -72.10
13 dsrA 85 30 4 -32.30
14 amv 145 48 7 -52.00
15 alpha operon 130 37 8 -37.10

Un total de 10 ejecuciones fueron realizadas para cada secuencia. Los porcentajes de
ocurrencia de las estructuras obtenidas con los menores y mayores valores de energia libre
se encuentran resumidos en la Tabla 8. Se estim0 el porcentaje de pares de bases predichas
correctamente en cada caso.
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Tabla 8. Resultados obtenidos en el primer escenario de pruebas utilizando Riboswitches.

Prediccion
MFE Mfold Mejor caso | Peor caso
ID AG [kcal/mol] AG fi (%) pb (%) AG pb (%)
rbl -55.70 -55.70 100.0 100.0 - -
rb2 -24.80 -24.80 100.0 100.0 - -
rb3 -51.40 -51.40 40.0 100.0 -45.70 32.0
rb4 -52.90 -52.90 100.0 100.0 - -
rb5 -65.60 -65.60 70.0 100.0 -60.10 91.0
SplicedLeaderAB -10.70 -10.70 100.0 100.0 - -
attenuator -21.20 -21.20 100.0 100.0 - -
s15 -17.90 -17.90 100.0 100.0 - -
sbox leader -84.60 -82.40 40.0 52.1 -65.40 50.7
thiM leader -53.70 -53.30 25.0 100.0 -51.90 39.7
ms2 -32.10 -32.10 100.0 100.0 - -
HDV -72.10 -69.30 40.0 95.7 -68.50 76.6
dsrA -32.30 -32.30 100.0 100.0 - -
amy -52.00 -51.70 100.0 93.8 - -
alpha operon -37.10 -37.10 50.0 100.0 -36.80 94.6

De los resultados obtenidos se aprecia que en 12 de las 15 instancias el algoritmo encuentra
la estructura con la minima energia. Adicionalmente se evidencia que en 14 de los 15 casos,
el porcentaje de pares de bases predichos de manera correcta se encuentra por encima del
90%, lo cual es un buen indicador de que la simulacién del proceso de plegamiento se realiza
de manera correcta.

Para el caso de la secuencia identificada como sbox leader no fue posible igualar el mejor
resultado obtenido por Mfold, debido a que la estructura predicha por este ultimo contiene
tallos conformados solo por dos pares de bases, lo cual no cumple con el planteamiento del
modelo propuesto en el cual se define que todo tallo al interior de una estructura secundaria
debe contener como minimo tres pares de bases para considerarse estable. En ese sentido,
el algoritmo queda atrapado en optimos locales al no poder construir todos los motivos
estructurales presentes en la estructura secundaria con el menor valor de energia. La mejor
estructura obtenida para esta secuencia presenta un valor de eneria libre de -82.40 kcal /mol
gue corresponde a la tercera de cinco estructuras que logra predecir Mfold. Los valores de
energia de estas estructuras generadas por Mfold son presentadas en la figura 29.
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Figura 29. Resultados generados por Mfold para la secuencia identificada como sbox leader.

¢ Structure 1 - Initial AG = -84_60 kcal/mol, (Thermodynamic Details).
Different file formats: PostScript, pdf, png, jog, .ct file, Vienna, RNAML, RnaViz ct, Mac ct, RiMAdraw, XRNA ss.

» Structure 2 : Initial AG = -83.10 kcal/mol, (Thermodynamic Details).
Different file formats: PosiScript, pdf, png, jog, .cf fife, Vienna, RNAML, RnaViz cf. Mac cf, RNAdraw, XENA ss.

» Structure 3 : Initial AG = -82.40 kcal/mol, (Thermodynamic Details).
Different file formats: PostScript, pdf, png, jog, .ct file, Vienna, RNAML, RnaViz ct, Mac ct, RiMAdraw, XRNA ss.

¢ Structure 4 - Initial AG = -80.70 kcal/mol, (Thermodynamic Details).
Different file formats: PostScript. pdf. png, jpa. .cf file. Vienna, RNAML, RnaViz cf Mac cf. RNAdraw, XRNA 55

» Structure 5 : Initial AG = -80.50 kcal/mol, (Thermodynamic Details).
Different file formats: PosiScript, pdf, png, jog, .cf fife, Vienna, RNAML, RnaViz cf. Mac cf, RNAdraw, XENA ss.

Fuente: mfold Web Server (M. Zuker, 2003)

Una de las trayectorias de plegamiento ilustrando la formacion de los tallos para la secuencia
identificada como SplicedLeaderAB se muestra en la Tabla 9. Los valores de energia para
cada estructura son igualmente presentados.

Tabla 9. Un ejemplo de una de las trayectorias de plegamiento obtenidas al aplicar el
algoritmo propuesto a la secuencia identificada como SplicedLeaderAB.

Etapa Estructura secundaria AG
0 [ :aacuaaaacaauuuuugaagaacaguuucuguacuucauugguauguagagacuuc] 0.00
1 [ :aacuaaaacaauuuu[WYZZY :aacaguuucuguajuugguauguagagacuuc] -2.10
2 [ :aacuaaa[ZXZ:auuuu[WYZZY :aacaguuucugua]uuggua]agagacuuc] -2.80
3 [:aacuaaa[ZXZ:auuuu[WYZZY:a[ZXZY :uuu]a]Juuggua]agagacuuc] -8.10
4 [zaacuaaa[ZXZ: [ZNN:uu[WYZZY:a[ZXZY :uuu]a]Juu]a]agagacuuc] -10.10
5 [:aa[XW:aaa[ZXZ: [ZNN:uu[WYZZY:a[ZXZY :uuu]ajuu]alag]acuuc] -10.70

El ejemplo de la trayectoria de plegamiento obtenida muestra que el modelo gramatical
disefiado para simular las operaciones de plegamiento, opera de manera correcta; guiando
en cada etapa de la transformacion de las estructuras intermedias hacia conformaciones con
valores de energia menores.

En el anexo E se encuentran presentados los mejores plegamientos para cada una de las 15
estructuras utilizadas en esta prueba.

La figura 30 ilustra la tendencia decreciente de la energia libre promedio de la poblacion de
individuos para 10 ejecuciones de la secuencia identificada como amv. El grafico evidencia
que el algoritmo tiende a evolucionar las trayectorias con el fin de hacer converger las
estructuras finales a valores minimos de energia libre.
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Figura 30. Evolucion de la energia libre promedio de toda la poblacion de individuos para el caso de 10 ejecuciones.
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4.2 Segundo escenario: ARN de transferencia (ARNt)

El ARN de transferencia es un tipo de acido nucleico encargado de transportar los
aminoécidos. Este tipo de moléculas juegan un papel crucial en el proceso de sintesis de
proteinas. Existe una molécula de ARNt para cada uno de los 21 aminoéacidos que forman
parte de las proteinas.

Una de las caracteristicas del ARNt es que la estructura estable que adopta en su estado
natural no suele corresponder a aquella con la menor energia libre. La estructura secundaria
de este tipo de moléculas suele asemejarse a un trébol de 4 hojas (cloverleaf structure). Un
ejemplo de lo anterior se ilustra en la figura 31, que presenta la estructura secundaria de un
ARNTt correspondiente al aminoacido Fenilalanina.

Para este segundo escenario de pruebas se seleccionaron de manera aleatoria 21 secuencias
de ARNTt de la especie Homo Sapiens, Cada una correspondiente a un aminoacido distinto.
Las secuencias fueron obtenidas en la Base de datos de ARN de transferencia tRNAdb 2009
(Juhling et al., 2009).

Aunque naturalmente los ARNt no adoptan la conformacion minima de energia libre, las
pruebas se orientaron a encontrar aquella estructura con el minimo valor de energia, asi
como las trayectorias que conducen a dichas estructuras.

Para el segundo escenario se realizaron 100 ejecuciones para cada secuencia. Los resultados
obtenidos se resumen en la Tabla 10.
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Figura 31. Estructura secundaria de un ARNt - Phe.

Tabla 10. Resultados obtenidos en el primer escenario de pruebas utilizando un conjunto
de secuencias de ARNt.

ARNTt | Mfe Mfold | Prediccion

Aminoécido ID nt bp Tallos AG [kcal/mol] AG fi (%) bp (%)
Alanina Ala 73 18 5 -22.60 -22.60 100.0 100.0
Arginina Arg 73 22 4 -27.20 -27.20 100.0 100.0
Asparagina Asn 74 24 5 -26.10 -26.10 100.0 100.0
Aspartato Asp 72 20 4 -23.00 -23.00 100.0 100.0

Cisteina Cys 72 23 5 -27.20 -27.20 100.0 100.0
Glutamina GIn 74 20 4 -18.60 -18.60 100.0 100.0

Acido glutdmico Glu 69 21 4 -24.60 -24.60 100.0 100.0
Glicina Gly 71 19 5 -25.50 -25.50 100.0 100.0
Histidina His 72 22 5 -20.30 -19.00 100.0 86.4
Isoleucina lle 74 24 6 -23.40 -23.40 100.0 100.0
Leucina Leu 82 28 5 -27.70 -27.70 100.0 100.0

Lisina Lys 73 18 4 -17.60 -17.60 100.0 100.0
Metionina Met 75 24 5 -25.90 -25.90 100.0 100.0
Fenilalanina Phe 76 23 5 -17.20 -17.20 100.0 100.0
Prolina Pro 72 21 4 -30.80 -30.80 100.0 100.0
Serina Ser 82 21 5 -18.80 -18.80 100.0 100.0
Treonina Thr 74 19 5 -22.30 -22.30 100.0 100.0
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Triptéfano Trp 74 21 5 -26.40 -26.40 100.0 100.0
Tirosina Tyr 93 26 5 -29.40 -29.40 100.0 100.0
Valina Val 73 15 4 -10.80 -10.80 100.0 100.0

Selenocisteina Sec 74 20 4 -20.60 -20.60 100.0 100.0

De los resultados obtenidos se puede evidenciar que en 20 de las 21 de las instancias, el
algoritmo encuentra la estructura secundaria con el menor valor de energia en el 100% de
las ejecuciones. En el caso del ARNt del aminoéacido Histidina el algoritmo no logra predecir
la estructura 6ptima; sin embargo, la estructura encontrada comparte el 86.4% de los pares
de bases con la estructura con el valor de energia minimo. Un analisis detallado de este caso
en particular arroj6é que Mfold genera un bucle en una region de bases complementarias
forzando que pares de bases del tipo G-U al interior de un tallo no se formen. Segun
explicacion del autor esto acontece debido a que en los casos en donde se encuentran dos
pares de bases del tipo GU apilados, el calculo de este elemento estructural se realiza
utilizando un conjunto de parametros especiales que alteran el valor de la energia. Una
ilustracién de la regién en donde se presenta la divergencia entre la estructura predicha y
aquella encontrada por Mfold se muestra en la figura 32.

En ese orden de ideas, debido a que la gramatica que simula la formacién de los tallos obliga
a la formacion de todos los pares de bases en regiones complementarias se puede concluir
gue el algoritmo propuesto encuentra las estructuras energéticamente mas estables en todas
las instancias evaluadas.
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8.

Figura 32. Comparacion del resultado obtenido para la secuencia de ARNt — His.

Estructura secundaria (Mfold)

GCAGUGACUGUAUAGUGGUUAGCACUCUGUGUUGUGGCCACAGCAACCAUGGUUCAAAUCUGAGUCAUGACA

(D)) CCCCCC--9020)--000)) - - - - - - (((CH @) D)) I
Estructura secundaria AG
Mfold [ : [MXZY:uga]aua [NZMXZX:ucu]ug|lagcaac[ XZWY:gu[WXZ:aauc]gu]aca] -20.30

Prediccion [:[MXZY:uga]aua [NZMXZX-ucu]ug |agcaac| XZWYMNWXZ - aauc]aca] -19.00



En el anexo E se encuentran presentados los mejores plegamientos para cada una de las 15
estructuras utilizadas en esta prueba.

4.3 Tercer escenario: Dominios de receptores de
Dopamina

En este tercer escenario se realizaron pruebas con dominios extraidos de secuencias
consenso de receptores de dopamina. Un dominio se define como una regién conservada
dentro de una secuencia. Por su parte, una secuencia consenso se obtiene a partir de un
alineamiento de multiples secuencias, y busca especificar cuales son los elementos comunes
en regiones de las secuencias alineadas.

En este escenario, se obtuvieron estructuras consenso correspondientes a los 5 tipos de
receptores de dopamina a partir de 230 secuencias de ARN mensajero (ARNm) y proteinas
obtenidas del GenBank Database (Benson, Karsch-Mizrachi, Lipman, Ostell, & Wheeler,
2006). Posteriormente 7 Regiones conservadas fueron identificadas y extraidas de cada
secuencia.

Cabe sefialar que la prediccion de estructuras de segmentos de secuencia no tiene sentido
bioldgico debido a que se esta ignorando las interacciones que los nucle6tidos de la seccion
extraida puedan tener con el resto de la molécula. Sin embargo el objetivo de la prueba
consistié en evaluar si el algoritmo propuesto puede hallar estructuras con el minimo valor
de energia aunque no se trate de secuencias completas.

Para esta prueba se realizaron 10 ejecuciones con cada dominio y se registraron las
frecuencias de ocurrencia de las estructuras con menor y mayor energia libre. Los resultados
para cada dominio se resumen en las Tablas 11 a 17
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Tabla 11. Resultados obtenidos para el primer dominio de los receptores de dopamina.

Receptor Estructuras Secundarias AG  f;
Mfold [:cu[YX:u[XZ:u[XX:u[YN:ccacg[XN:ccugg]laacac]u]uc]u]ugccguc] -6.00
DR1 Mejor [:cu[YX:u[XZN:ccugu[XXZ:c[YX: [WXX:ugg]acac]Jucu]cu]cguc] -5.90 1
Peor  [:cugcucauccugu[XXZ:cgcucc][YY:aa[XZXM:cugguc]cug]guc] -460 3
Mfold [ : [XwyX:u[XZ:u[XZNX: [NY:ga[XXX:ugcu]caa]ugcu]]c]ccauc] -12.60
DR5 Mejor [: [XWYX:u[XZ:u[XZNX: [NY:ga[XXX:ugcu]caa]Jugcu]]c]ccauc] -12.60 9
Peor  [:c[WYXNXZ:u[XZ:ucuggaccc]c]ac[YNYX:uggugu]agccauc] -1240 1
Mfold  [:c[WYXN:caucuu[XY:ucauJucuuclac[YWY:c[WYYW:g[WYXZ:ug[YXX:gug[WX:ccgc]gaalgclglc]caac] -23.80
DR2 Mejor [:c[WYXN:caucuu[XY:ucauJucuuclac[YWY:c[WYYW:g[WYXZ:ug[YXX:gug[WX:ccgc]gaalgc]glc]caac] -23.80 10
Peor - - -
Mfold [ : [MXMX:u[XZNX:cu[YMXXZW:c[YN: cuucg]a]u]u]ggcugug] -18.60
DR3 Mejor [ : [MXMX:u[XZNX:cu[YMXXZW:c[YN:cuucg]a]u]ulggcugug] -18.60 10
Peor - - -
Mfold  [:cu[YXwXzN: [XYM:c[YNYM:u[YWWX:gcggg]l]lugugclgug] -16.00
DR4 Mejor  [:cu[YXWXZN: [XYM:c[YNYM:u[YWWX:gcggg]l]ugugclgug] -16.00 10

Peor
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Tabla 12. Resultados obtenidos para el segundo dominio de los receptores de dopamina.

Receptor Estructuras Secundarias AG fi
Mfold  [:uuu[YNXZN:c[WXX:uu[YYX:u[MWY: [NX: [ZYZN:cu[XN:uggu]cuJuJu]lcu]aagca]u] -16.40
DR1 Mejor [ :uuu[YNXZN:c[WXX:uu[YYX:u[MWY: [NX: [ZYZN:cu[XN:uggu]cuJu]u]]cu]aagca]u] -16.40 6
Peor  [:uuu[YNXZ:ucuccuJugugucagaucucuug [MWYMXN : gucuu] [YXX: [XWY :gaaag]u]u] -15.00 4
Mfold [ : [WNXZ:uc[YNMW: cu[X:ug[YX:c[YNYNX: [XYZ:ccucuJu]uJug]uc]cclalYYX:gguc]] -22.90
DR5 Mejor [ : [WNXZ:uc[YNMW: cu[XNMYX:c[YNYNX: [XYZ:ccucuJu]uJuc]ccla[YYX:gguc]] -22.60 10
Peor - - -
Mfold [:cugaucgu[XZMXXN:c[YXY:g[WYYXX:g[ZXX:uccu]]JuLYY :ucaug]cuJucuaccug] -25.10
DR2 Mejor [:cugaucgu[XZMXXN:c[YX:g[YWYYXX:g[ZXX:uccu]JJu[YY :ucaug]cuJucuaccug] -25.10 10
Peor - - -
Mfold [:cu[MYN: [YYW:ga[YXX:uggcugulag]u] [YYWM: [MXXZXXN:u[YY :ugaugc]u]lg]ug] -26.50
DR3 Mejor [:cu[MYN:[YYW:ga[YXX:uggcugulag]u] [YYWM: [MXXZXXN:u[YY:ugaugc]ulg]ug] -26.50 10
Peor - - -
Mfold [:uucau[XY:u[YZYX:cu[YYXMYX:c[MXXM:accuccuccucgcucucc]]JuuJucuacucc] -18.80
DR4 Mejor [:uucau[XY:u[YZYX:cu[YYXMYX:c[MXXM:accuccuccucgcucucc]]JuuJucuacucc] -18.80 10

Peor -
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Tabla 13. Resultados obtenidos para el tercer dominio de los receptores de dopamina.

Receptor Estructuras Secundarias AG fi
Mfold [:[Yz:[XZNZWYMWY : gccuuuugalc]c[ZXN: ge[YWXXZN: c[XW: ca[ZX: cucugu]gauc]c]a]ac] -20.10
DR1  Mejor [:[YzZ:[XZNZWYMWY:gccuuuuga]c]c[ZXN:ge[YWXXZN: c[XW: ca[ZX: cucugu]gauc]clalac] -20.10 10
Peor - - -
Mfold  [:[YZXYN:cu[MYYW: [YYX:cuuc[YZ: [XZN:cau]c]cacc]uccauccuga]gu]auc[ZYXY:uggac]ac] -17.80
DR5 Mejor [:[YZXYN:cu[MYYW: [YYX:cuuc[YZ: [XZN:cau]c]cacc]uccauccuga]gu]auc[ZYXY:uggac]ac] -17.80 10
Peor - - -
Mfold [:[YzXZ:ucuulac[WX:u[YYZWYN:ca[WY:a[WY:ugca]lglau] [ZXXWYW: [MWYX :cauca]cg]ac] -23.30
DR2 Mejor [:[YzXZ:ucuu]ac[WX:u[YYZWYN:ca[WY:a[WY:ugca]lg]a]u] [ZXXWYW: [MWYX :cauca]cg]ac] -23.30 10
Peor - - -
Mfold [:gau[YWw:u[WNWYWX:acccug[YZWYN:ca[WYZWY :u[YNZXZY : c[XZY : cauc]aaccu]]]1]ul]l -21.60
DR3 Mejor [:gau[YW:u[WNWYWX :acccug[YZWYN:ca[WYZWY :u[YNZXZY : c[XZY:cauc]aaccu]111ull -21.60 10
Peor - - -
Mfold [:gac[YXX:cucaulc[ZWYYZ:u[YN:ca[WYX:ugu]cclc]cuuc[ZZXXWYW: [MXYX: cauca]gg]c] -22.80
DR4 Mejor [:gac[YXX:cucau]c[ZWYYZ:u[YN:ca[WYX:ugu]cc]lc]cuuc[ZZXXWYW: [MXYX: cauca]lgg]c] -22.80 10
Peor  [:[YZ:[XZNzZWYMWY : gccuuuugalc]c[ZXN:gc[YWXXZN:c[XW: ca[ZX:cucugu]gauc]clalac] -20.10
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Tabla 14. Resultados obtenidos para el cuarto dominio de los receptores de dopamina.

Receptor Estructuras Secundarias AG fi
Mfold [:aucc[WYZ:uc[ZY:c[MWY: [YXZNMYZX:cuuJu]]ccuJuc[XXZYN:gcagcuca]] -17.60
DR1 Mejor [:aucc[WYZ:uc[ZY:cgu[MYXZNMYZX: cuu]cau]ccuJuc[XXZYN:gcagcuca]l] -16.30 10
Peor - - -
Mfold  [:gucauggu[XMY : cc[WY : gc[XWYYZXX : uuguccauccucaucuccuucauccc]culalgl -14.30
DR5 Mejor [ :gucauggu[XMY : cc[WY : gc[XWYYZXX : uuguccauccucaucuccuucauccc]culalg] -14.30 10
Peor - - -
Mfold [:a[XXY:uc[ZNYZW:cgcc]c[WYYYN: ccuguccuucaccaucuccu]cugcucuu]acuc] -8.10
DR2 Mejor [:a[XXY:uc[ZNYZW:cgcc]c[WYYYN:ccuguccuucaccaucuccu]cugcucuu]acuc] -8.10 10
Peor - - -
Mfold [:LYXXzcu[XZ:u[YZ:u[XZXZYX:cgucu[MYYN:acug]uu]]c]cccucuccucuuu]uuc] -14.80
DR3 Mejor [:gcccucau[YZ:u[XZXZYX:cgucu[MYYN:acugJuu]]cu[YXX: cucuccucuuu]uuc] -14.80 10
Peor - - -
Mfold [:culYXNYX:u[XZWXMX:c[YX:c[ZXYN:g[MXNYX:uguccgcu]g]c]ccJu]cuc] -34.00
DR4 Mejor  [:cu[YXNYX:u[XZWXMX:c[YX:c[ZXYN:g[MXNYX:uguccgculglclcc]ulcuc] -34.00 10

Peor
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Tabla 15. Resultados obtenidos para el quinto dominio de los receptores de dopamina.

Receptor Estructuras Secundarias AG fi
Mfold [ - uaugccaucucauccucccuaauaagcuuuuacaucccu[YWYMX: c[ZW:caug]u]cuac] -4.70
DR1 Mejor [ - uaugccaucucauccucccuaauaagcuuuuacaucccu[YWYMX: c[ZW:caug]u]cuac] -4.70 10
Peor - - -
Mfold [ :uac[YXXZNX:uccuccuc[YXW: caucJuucuacauccc]ca[WXZN:gauc]ccuac] -9.90
DR5 Mejor [:uac[YXXZNX:uccuccuc[YXW: caucJuucuacauccc]ca[WXZN:gauc]ccuac] -9.90 10
Peor - - -
Mfold [ :uu[XYWMY:ucuacuccuccaucgucuccuu]ugcccuucaucgucac[XX:ugcuJucuac] -3.20
DR2 Mejor [z uu[XYWMY :ucuacuccuccaucgucuccuujugcccuucaucgucac[XX:ugcu]ucuac] -3.20 10
Peor - - -
Mfold [ :uuugucaucu[ZXWXN:uc[ZY:u[YYN:guccuucuaccu]Juu] [YZXN:guccu]Juau] 11.00
DR3 Mejor [:uuugucaucu[ZXWXN:uc[ZY:u[YYN:guccuucuaccu]Juu] [YZXN:guccuJuau] -11.00 10
Peor - - -
Mfold [:uac[Y:ug[YN:cuacu[XY:uc[XM:ucu[YX:uccuucuuccu]cc]cc]cucauJugJugcucuac] -4.80
DR4 Mejor [:uac[YNMYN:cuacu[XY:uc[XM:ucu[YX:uccuucuuccu]cc]cc]cucau]ugcucuac] -4.70 10

Peor
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Tabla 16. Resultados obtenidos para el sexto dominio de los receptores de dopamina.

Receptor Estructuras Secundarias AG fi
Mfold [:cuguc[YMWYZ:ucau[MMMYYN: [YN:uu[YN:gugcuJug]u]cuJuug] -11.60
DR1 Mejor [:cuguc[YMWYZ:ucau[MMMYYN: [YN:uu[YN:gugcuJug]u]cuJuug] -11.60 10
Peor - - -
Mfold [:cuguc[YMWYZ:ucau[MMMYYN: [YN:uu[YN:gugcuJug]u]cuJuug] -11.60
DR5 Mejor [:cuguc[YMWYZ:ucau[MMMYYN: [YN:uu[YN:gugcuJugJu]cuJuug] -11.60 10
Peor - : :
Mfold [ :cucgccauu[YN:uc[NXMYX: [MWY :uucau]cu]cu]ccuucuucaucacc] -6.20
DR2 Mejor [:cucgccauu[YN:uc[NXMYXM: [WY :uucauJuc]cu]ccuucuucaucacc] -5.70 10
Peor - - -
Mfold [:cu[YY:c[XZ:uugugcuu[MYYYX:cu[NXZ:uugucugc]cu]ucuucula]l] -9.70
DR3 Mejor [:cu[MYX:cauuguJu[MYYYX:cu[NXZ:uugucugc]cuJucuucuugacc] -9.00 10
Peor - - -
Mfold [:cuu[XXNYN:u[ YWY :c[WY:ga[XMXX:uuucuucgu]ca]u]]cgcugug] -16.30
DR4 Mejor [ :cuu[XXNYN:u[YWY:c[WY :ga[XMXX: uuucuucgu]ca]u]]cgcugug] -16.30 10

Peor



98

Tabla 17. Resultados obtenidos para el séptimo dominio de los receptores de dopamina.

Receptor Estructuras Secundarias AG fi
Mfold  [:u[YYWW:ug[MY:ug[YY:cuaauuJucJug]ccaucauuuaugcec] -12.20
DR1 Mejor  [-u[YYWWN:[MYY:u[YYM:cuaauJu]u]ccaucauuuaugcc] -11.70 10
Peor - - -
Mfold  [:u[YYww:ug[MY:ug[YY:cuaauuJucJug]ccaucauuuaugec] -12.20
DR5 Mejor  [-u[YYWWN:[MYY:u[YYM:cuaauJu]u]ccaucauuuaugcc] -11.70 10
Peor - - -
Mfold  [:ug[YXWyY: [YM:cuauglaalgcc[MWYZ:acccca]cuacacc] -4.60
DR2 Mejor  [:ug[YXWY:ggcuaugucaalgcc[MWYZ:acccca]cuacacc] -5.80 10
Peor - - -
Mfold  [:u[YY:cu[YYYX:uacgugaacagc]ucaa]ccgugaucuauacc] -6.50
DR3 Mejor  [:u[YY:c[WYMY:cua[XYN:gaaca]cc]a]lccgugaucuauacc] -6.50 7
Peor [:u[YY:cu[YYYX:uacgugaacagc]ucaa]ccgugaucuauacc] -6.50 3
Mfold  [:[wYY:cu[YYYX:uacgucaacagcJucaacc]ucaucuacacc] -6.60
DR4 Mejor  [:[WYY:cu[YYYX:uacgucaacagc]Jucaacc]ucaucuacacc] -6.60 10

Peor



Analizando los resultados obtenidos luego de ejecutar las pruebas en el tercer escenario. Se
evidencia que el algoritmo en el 100% de los dominios, predice el valor de energia minimo
asociado a la molécula y a su vez simula el proceso que atraviesa ésta para llegar a estado
estable. Para los casos de los dominios tres, cuatro, cinco y seis; en la totalidad de las
ejecuciones el algoritmo es capaz de igualar el resultado arrojado por Mfold.
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5. Conclusiones y recomendaciones

A continuacion se presentan las conclusiones del presente trabajo de investigacion, asi como
las recomendaciones para futuros trabajos.

5.1 Conclusiones

El presente trabajo explora una metodologia para abordar el problema de prediccién de
estructuras secundarias de moléculas de ARN desde la perspectiva de la computacion
evolutiva. Adicionalmente, a partir de la caracterizacion de los fendmenos presentes en el
proceso de plegamiento de los acidos nucleicos se disefiaron modelos generativos que
permiten codificar la informacion estructural de las moléculas de ARN a la vez que simulan
las interacciones fisicas y energéticas relacionadas con la conformacion de las estructuras
secundarias.

La seleccion de gramaticas como herramienta de modelamiento permitié no solo procesar
las moléculas de ARN y su estructura como cadenas de caracteres, sino que hizo posible que
los fendbmenos bioldgicos presentes en los procesos de plegamiento fueran susceptibles al
analisis computacional, esto Ultimo gracias a la correspondencia entre el ensamblaje de
estructuras y las reglas de produccién de las gramaticas propuestas.

Al asumir que el ARN se encuentra naturalmente en estados termodindmicos de baja
energia, es posible plantear la prediccién de estructuras como un problema de optimizacion
discreta, a su vez, este ultimo puede ser formulado como un problema de blsqueda que se
fundamenta en explorar el espacio de todas las posibles estructuras asociadas a determinada
molécula. Debido al tamafio del espacio que aloja estas posibles estructuras, una busqueda
exhaustiva de aquella con el menor valor de energia no es factible, siendo entonces necesario
utilizar enfoques heuristicos para llevar a cabo este proceso. En el marco del presente trabajo
fue posible implementar una meta-heuristica basada en gramaticas con el fin de realizar el

proceso de exploracién del espacio de todas las estructuras secundarias a la vez que se
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minimizaba una funcidon objetivo que asigna valores de energia a las posibles
conformaciones que una molécula de ARN puede adoptar.

Los métodos computacionales orientados a la prediccidén de la estructura secundaria que
hacen uso de la energia libre como métrica de estabilidad, requieren integrar modelos
termodindmicos simples pero robustos, de tal forma que permitan estimar de manera
eficiente las contribuciones energéticas de los elementos estructurales que aparecen durante
el plegamiento de una molécula. El algoritmo propuesto no sélo evalla la estructura final de
la molécula, sino también estima las etapas que dan lugar a dicha estructura, brindando
informacion sobre posibles trayectorias de plegamiento gracias a la caracterizacién de cada
una de las estructuras intermedias que surgen a lo largo del proceso de plegamiento de la

molécula.

5.2 Recomendaciones

Los problemas de busqueda y optimizacion asociados a la prediccién de informacién
estructural de macromoléculas suelen acarrear altos costos computacionales. En ese orden
de ideas se hace necesario que los futuros desarrollos tengan presentes el desarrollo de
soluciones enmarcadas en el area de la computacién de alto rendimiento. Se recomienda
evaluar la implementacién de los algoritmos sobre arquitecturas paralelas y/o distribuidas,
con el fin de mejorar su rendimiento.

En el presente trabajo se utiliz la funcion de energia libre de Gibbs como Unica métrica de
aptitud, en un futuro se recomienda explorar la integracion de informacion adicional que
permita integrar informacién estructural como punto de partida para el proceso de
prediccion.

La mayoria de los algoritmos de prediccién de estructuras secundarias, requieren iniciar a
partir de la secuencia completa de nucleétidos. Sin embargo es conocido que las moléculas
de ARN inician su proceso de plegamiento durante el proceso de transcripciéon. Se exhorta
explorar el modelamiento a través de gramaticas del proceso de plegamiento de las

moléculas mientras estas son sintetizadas.

5.3 Publicaciones

Parte del presente trabajo fue presentado en la 32 Conferencia Ibero Americana
Computacion Aplicada 2015, realizada en Florianopolis - Brasil, con articulo titulado:
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ALGORITMO EVOLUTIVO BASADO EN GRAMATICAS PARA LA PREDICCION DE LA
ESTRUCTURA SECUNDARIA DE MOLECULAS DE ARN, el cual obtuvo mencién de honor
por parte del comité de la conferencia, catalogdndolo como articulo de la méxima calidad.
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Anexo A: Gramatica para el
modelamiento de estructuras
secundarias del ARN

La primera gramética disefiada para el presente trabajo permite modelar las estructuras
secundarias de moléculas de ARN, utilizando la representacion en notacion de horquillas.
Las cadenas generadas por esta gramatica incorporan informacion tanto de la secuencia de
nucledtidos (estructura primaria), como de las estructuras secundarias conformadas gracias

a las interacciones entre los elementos que hacen parte de la molécula.

Definicion:

Sea Grna = Orna » Vina @rnar €} UNA gramatica que genera cadenas que representan
estructuras secundarias validas bajo el modelo de representacion en notacion de horquillas.
Donde Y, €s el conjunto de simbolos terminales (alfabeto) sobre el cual se generan las
estructuras, V,,,, es el conjunto de simbolos no terminales, Q,,, €s el conjunto de reglas de

produccién y e constituye el simbolo inicial.

Sea Y, el alfabeto utilizado para representar de bases nitrogenadas que conforman una

secuencia de ARN.

X ={cgau}

Sea ), el alfabeto que representa las posibles combinaciones de pares de bases presentes en

la estructura secundaria del ARN.

Zp = {X'Y'Z:W;M;N}
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Sea Yy el conjunto de simbolos que delimitan las estructuras tipo horquilla (Stem-loop).

X ={l:1

El conjunto de simbolos terminales de la gramatica para generar cadenas que representen

secundarias se define de la siguiente forma:

Yrma=BUPUR={cgaulXYZW,MN,|:]}

El conjunto de simbolos no terminales V., se define como:

l/rna = {d) hl S, ll p' q’ bl l€I lll lml lhl lbl lSl lrbi lsbl iljl kl mnr, 0}

Se define un conjunto de meta reglas de produccion Q,.,,, delaformaa - fg,dondeayf
son cadenas de simbolos en Y,,, U V. . Las reglas son aplicadas de manera progresiva
para generar estructuras secundarias validas en el contexto de la representacion en notacion
de horquillas.

Las reglas se muestran a continuacion agrupadas segun el tipo de motivo estructural que
modelan:

Estructura secundaria Tallo (Stack)
e - d|h s = pq
q = pqlp

Bases libres en los extremos 5’ 0 3’
(Dangling Ends)
Pares de bases (Base pairs)
d - [:1]
p > X|Y|Z|W ]| M]|N

Horquilla (Hairpin)
Bucles (Loops)
h - [s:1]
e P I I
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Bucle Externo (External Loop) Bucles horquilla (Hairpin Loops)

lo. » k| kr l, - bi
r > m|mr|e i = bj
j - bk |b

Bucles internos (Internal Loops)

L - | Bases libres (Single-stranded regions)
b = Lyl lp k — bk | e

ls = Jjlp | lpj b - clglalu

by = N

iy = jh

Bucles multi-rama (Multiloops)
I, — ko

o — mn

m - h| hk

n - m|mn

Sea L(G,ng) €l lenguaje generado por G, definido de la siguiente forma:
L(Grna) = {W lw € Zrna*'s = W}

El lenguaje L(G,,,) €S el conjunto de todas las estructuras secundarias de RNA validas

representadas en notacion de horquillas.
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Anexo B: Ejemplo de la generacion de
estructuras secundarias de ARN
utilizando la gramatica propuesta.

Este anexo muestra un ejemplo de la derivacion de una estructura secundaria de ARN

utilizando las reglas de produccion de la gramaética definida en el Anexo A.

Sea la siguiente estructura secundaria representada en notacién de puntos notacion de

puntos y paréntesis (Dot-Bracket Notation).

UGCCGAGAGGUCACCUCCGCCACCAUUGGCUCGCAUGUUG
CCC- -+ - CCCC----222)000)) - - - - -

La representacion de la estructura secundaria en notacién de horquillas (stem-loops) se
define a continuacion:

[:[WYX:c IYZYY:uca]c|[YXXZ:ccau]  Juguug]

La estructura secundaria puede ser derivada a partir de la aplicacion de las reglas de

produccién de la gramatica G,.,,, definida en el Anexo A.
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€01

[:khk] - [:khbk]

[:khbk] > [:khbbk]

[:khbbk] —» [:khbbbk]

[:khbbbk] — [:khbbbbk]

[:khbbbbk] > [:khbbbbbk]

[: khbbbbbk] — [:khbbbbbe&]

[:khbbbbbe] — [:khbbbbb]

[:khbbbbb] - [:khbbbbg]

[:khbbbbg] - [:khbbbug]

[:khbbbug] — [:khbbuug]

[:khbbuug] — [:khbguug]

[:khbguug] = [:khuguug]

[:khuguug] — [:k[s:l]Juguug]

[:k[s:lluguug] = [:k[s:l;Juguug]

[:k[s:l;Juguug] = [:k[s:l,]uguug]

[z k[s:l;Juguug] — [:k[s:1,]Juguug]

[z k[s:lpJuguug] = [:k[s:l;]uguug]

[-K[s:-Upluguug] — [:k[s:j/]Juguug]

[:k[s:jJuguug] = [:Kk[s:j s:l]]Juguug]
[zk[s:zjls:U]Juguug] - [:k[s:j|: L, Juguug]

[zk[s:zjl s l,|luguug] = [:-k[s:j s ko|luguug]

[:k[s:jls ko/Juguug] = [:Kk[s:j s kmn Juguug]

[:k[s:jls kmn|luguug] = [:k[s:j|: kmm|]Juguug]
[:k[s:jl s kmm Juguug] — [:k[s:j s kmh Juguug]
[zk[s:zj s kmh|/luguug] — [:k[s:j s km[s:l] Juguug]
[:k[s:jls km[s:l] luguug] = [:k[s:jls km[s:l,]/luguug]
[zk[s:zjl s km[s:l,]/Juguug] — [:k[s:j s km[s:bi]/luguug]
[zk[s:j s km[s:bi] Juguug] — [:k[s:j s km[s:bbj]| Juguu
[:k[s:jls km[s:bbj] luguug] = [:k[s:jl: km[s:bbbk] Juguug]



140}

km[s:bbbk] Juguug] = [:k[s:j
km[s:bbbbk]|luguug] - [-k[s:j
km[s:bbbb¢| Juguug] - [:k[s:]
km[s:bbbb] luguug] = [:k[s:j
km[s:bbbu] Juguug] = [:k[s:j
km|[s:bbau] Juguug] - [:k[s:j
km|[s:bcau] Juguug] - [:k[s:j
km[s:ccau] Juguug] - [:k[s:j
km[pq:ccau]/luguug] = [:k[s:j
km[ppq:ccau] Juguug] — [:k[s:j
km[pppq:ccau] Juguug] = [:k[s:j
km[pppp:ccau] Juguug] - [:k[s:j
km[pppZ:ccau]/Juguug] — [:k[s:j
km[ppXZ:ccau] Juguug] - [:k[s:]
km[pXXZ:ccau]/luguug] — [:k[s:j
km[YXXZ:ccau] Juguug] = [:k[s:j
khk[YXXZ:-ccau] Juguug] — [:k[s:-j
khbk[YXXZ:ccau] Juguug] = [:k[s:j
khbe[YXXZ:ccau] Juguug] = [:Kk[s:j
khb[YXXZ:ccau] luguug] = [:k[s:]
khc[YXXZ:ccau] Jluguug] — [:k[s:j

k[s:llc[YXXZ:ccau]/luguug] — [:k[s:j
k[s:l,]c[YXXZ:ccau] Juguug] = [:Kk[s:j
k[s:bi|]c[YXXZ:ccau] Juguug] = [:Kk[s:j
k[s:bbj|c[YXXZ:ccau]|luguug] = [:-k[s:j
k[s:bbb]|c[YXXZ:ccau]/luguug] — [:k[s:-j
k[s:bbalc[YXXZ:ccau]/Juguug] = [:k[s:j
k[s:bcalc[YXXZ:ccau]/Juguug] = [:Kk[s:j
k[s:-uca]c[YXXZ:ccau]|luguug] = [:-k[s:j
k[pg:ucalc[YXXZ:ccau] Juguug] — [:k[s:j
k[ppq:-ucalc[YXXZ:ccau]/Juguug] = [:k[s:j
k[pppq:ucalc[YXXZ:ccau] Juguug] — [:k[s:j
k[pppp -ucalc[YXXZ:ccau] Juguug] - [:k[s:j
k[pppY -ucalc[YXXZ:ccau] Juguug] = [:k[s:j

km[s:bbbbk]| Juguug]
km[s:bbbb¢| Juguug]
km[s:-bbbb] Juguug]
km[s:bbbu]|luguug]
km|[s:bbau] Juguug]
km|[s:bcau] Juguug]
km|[s:ccau] Juguug]
km[pq:ccau] /Juguug]
km[ppq:ccau] Juguug]
km[pppq:ccau] Juguug]

km[pppp - ccau]|Juguug]
km[pppZ:ccau]|/Juguug]

km[ppXZ:ccau]|luguug]
km[pXXZ:ccau] Juguug]
km[YXXZ:ccau] Juguug]
khk[YXXZ:ccau]|luguug]
khbk[YXXZ:ccau] Juguug]
khbeg[YXXZ - ccau] Juguug]
khb[YXXZ:ccau]|luguug]
khc[YXXZ:ccau]|luguug]
k[s:l|c[YXXZ:ccau]|luguug]
k[s:l,]c[YXXZ:ccau] luguugd]
k[s: bi|c[YXXZ:ccau] Juguug]
k[s:bbj|c[YXXZ:ccau] Juguug]
k[s:bbb]|c[YXXZ:ccau] Juguugd]
k[s:bba]c[YXXZ:ccau] Juguug]
k[s:bcalc[YXXZ:ccau] Juguug]
k[s:ucalc[YXXZ:ccau]|luguugd]
k[pq:ucalc[YXXZ:ccau]|luguug]
k[ppq-ucalc[YXXZ:ccau]|Juguugd]
k[pppq:ucalc[YXXZ:ccau]|luguug]
k[pppp :ucalc[YXXZ:ccau]|Juguug]
k[pppY -uca]c[YXXZ:ccau]|luguug]
k[ppYY -uca]c[YXXZ:ccau] Juguug]



S0T

[-k[s:
[-k[s:
[-k[s:
[-k[s:
[-k[s:

[:Kk[s

[-k[s:
[-k[s:
[-k[s:

[:Kk[s
[:Kk[s

[:k[pgq:c

J
J
J
J
J
J
J
J
J
b
:Cc

k[ppYY :-ucalc[YXXZ:ccau] Juguug] = [:k[s:j|s k[pZYY:ucalc[YXXZ:ccau]|/luguug]
k[pZYY -uca|c[YXXZ:ccau]|luguug] = [-k[s:j s k[YZYY :uca]c[YXXZ:ccau] Juguugd]
k[YZYY -uca]c[YXXZ:ccau] Juguug] = [:k[s:j|s e[YZYY -uca]c[YXXZ:ccau] Juguug]
e[YZYY -ucalc[YXXZ:ccau] luguug] = [:k[s:j|s:[YZYY :uca]c[YXXZ:ccau] Juguug]
[YZYY:ucalc[YXXZ:ccau] /Juguug] = [:k[s:j [YZYY :ucalc[YXXZ:ccau] Juguug]
[YZYY -ucalc[YXXZ:ccau] Juguug] = [:k[s:j [YZYY -uca]c[YXXZ: ccau] Juguug]
[YZYY:uca|c[YXXZ:ccau] Juguug] = [:k[s:j [YZYY -uca]c[YXXZ:ccau] Juguug]
[YZYY:ucalc[YXXZ:ccau]/Juguug] = [:k[s:j [YZYY :ucalc[YXXZ:ccau]|luguugd]
[YZYY:ucalc[YXXZ:ccau] /Juguug] — [:k[s:b [YZYY:ucalc[YXXZ:ccau] Juguug]
[YZYY -uca]c[YXXZ:ccau] Juguug] = [:k[s:C [YZYY -uca]c[YXXZ:ccau] Juguug]
[YZYY -ucalc[YXXZ:ccau] Juguug] = [:k[pq:cC [YZYY -uca]c[YXXZ: ccau]|]luguug]
[YZYY:ucalc[YXXZ:ccau] /Juguug] = [:k[ppq:C [YZYY:ucalc[YXXZ:ccau] Juguug]

[:k[ppq:c [YZYY:uca]c[YXXZ:ccau]|luguug] = [:k[ppp:C [YZYY :ucalc[YXXZ: ccau] Juguug]
[:k[ppp:cC [YZYY:uca]c[YXXZ:ccau] Juguug] = [:k[ppX:C [YZYY zucalc[YXXZ:ccau] Juguug]
[:k[ppX:cC [YZYY :uca]c[YXXZ:ccau] /Juguug] = [:k[pYX:C [YZYY :ucalc[YXXZ:ccau] Juguug]
[:k[pYX:cC [YZYY:uca]c[YXXZ:ccau]|luguug] = [:k[WYX:cC [YZYY :ucalc[YXXZ: ccau] Juguug]
[ k[WYX:cC [YZYY -uca]c[YXXZ:ccau] Juguug] = [-e[WYX:cC [YZYY -uca]c[YXXZ: ccau] Juguug]

[-e[WYX:c

[YZYY -uca|c[YXXZ:ccau]|luguug] = [:[WYX:C [YZYY -uca]c[YXXZ: ccau] Juguug]



Anexo C: Gramatica para el
modelamiento del plegamiento de
secuencias de ARN

La segunda gramédtica propuesta, modela operaciones elementales que conforman un
conjunto de movimientos (move set) aplicables a estructuras representadas en notacion de
horquillas. Esto con el fin de simular la formacion y destruccion de pares de bases que
acontecen lo largo del trayecto de plegamiento (folding path) que recorre la molécula

durante el proceso de conformacién de las estructuras secundarias finales.

Definicion:

Sea Groig = {Xrna»Vrolar Qrotar Froiar €} UNa gramatica que transforma cadenas que
representan estructuras secundarias validas bajo el modelo de representacion en notacion
de horquillas generadas a partir de la graméatica G,.,,. Donde Y., €s el alfabeto sobre el cual
se generan las estructuras en notacion de horquillas (definido junto con la gramética G,.,,),
Vrora €S €l conjunto de simbolos no terminales, Qf,;4 s el conjunto de reglas de produccion
que modelan la formacion y disrupcion de pares de bases, F,;4 €S un conjunto de funciones
gue transforma elementos del conjunto de simbolos terminales Y,,, en elementos del
conjunto V.4 de elementos no terminales, y viceversa. Y e constituye el simbolo inicial, que
para el caso de esta gramatica sera cualquier cadena perteneciente al lenguaje de estructuras

secundarias L(Gyyg)-

El conjunto de simbolos no terminales de la gramatica V;,,4, se define a partir de la

—

aplicacion de los operadores — y ~ al alfabeto },,; y el operador ~ al alfabeto },,. Los

—

operadores y © se definen como marcadores para nucleétidos complementarios
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candidatos a conformar pares de bases dentro de una estructura, y el operador ~ se define

como un marcador para los pares de bases ya conformados que son candidatos a suprimirse.

Fro1q esta conformado por un conjunto de funciones que permite obtener la equivalencia

entre un par de bases y los nucleoétidos que lo conforman. Para la gramatica se definieron un
total de tres funciones para modelar las combinaciones de nucleétidos que pueden
conformar un par de bases.

Sean y,u € Y, se define W(y,u) como una funcion de emparejamiento de nucle6tidos
seguin su posicién:

X if vy=cAp=g
Y if vy=g ANp=c
)z if y=a A u=u
M if vy=9g ANp=u
N if vy=uAupu=g

Sea a € ), se definen las funciones &5(a) y ®3;(a) como funciones para obtener los

nucleotidos en la direccion 5’ y 3’ que conforman el par de bases a.

c if a=X c if a=Y
_)g if a=YVi=M _)g if a=XVvi=N
¢5(a)_ a lf a=17 ¢3(a)_ a lf a=W
u if a=WVi=N u if a=ZV i=M

Todo proceso de conformacion de estructuras secundarias de ARN se puede definir como
una secuencia de estados dentro del espacio de estructuras posibles que puede adoptar la
secuencia. El transito de un estado a otro se determina por la aplicacion de operaciones que
transforman las estructuras generando una especie de trayectoria de plegamiento (folding
path) el cual inicia a partir de un estado sin estructuras hasta el estado en el cual la molécula

adquiere su plegamiento final. En este contexto, toda trayectoria de plegamiento esta



conformada por una serie de inserciones y eliminaciones de pares de bases. EIl conjunto de
reglas de produccion Qf,,q modela este conjunto de operaciones elementales (Move Set)

para simular la trayectoria de plegamiento a medida que se ejecuta el proceso de derivacion.

I. Creacion de un par de bases

Sea L un bucle dentro de una estructura secundaria, y dos nucleétidos y y u € ¥, en los

extremos 5'y 3' del bucle respectivamente:
1272

Los elementos y y u son transformados de simbolos terminales a simbolos no terminales al

aplicar sobre ellos los operadores — y ~ respectivamente:
vLli

Reglas de produccion:

YL - [Y(y,u):L] © y A pson bases complementarias

YL - yLu © y A pson bases complementarias
YLyl - ¥(y,nw):L] © y A uson bases complementarias
:yLu] -»: yLu] © y A pno son bases complementarias
:Yla™: Llu] » ¥ (y,wa™:L]; a €¥,;n=2 © y A psonbases complementarias

:Y[a™: L]u] »:y[a™: Llu]; « €Y,; n=2 & y A uno son bases complementarias

1. Rupturade un par de bases
Dada una estructura de tipo horquilla [a™ : L] = [aya; ... @j ... 1@y : L] 5 @q,_n € ¥p. UN
par de bases a; es transformado de un elemento terminal a un simbolo no terminal al aplicar

sobre él el operador ™.

Reglas de produccion:

a1y . @) e @1 Qo L] = [@105 . @j_q: P (@) [ Qg1 e A1t L] P3 ()]



[a10z oo i L] = [@1 @ oo g2 P (@) LD3 (at,,)]
vl@ias ..am:Llp = y@s(ay)[az ... am: L] Ps(a)p ; v, i €Xp
[0y @ L] = [: @5 () [Ag .t L] @3 (a1)]

[a: - [@:
yla:Llp - y@s(@)LPs3(a)p ; v,u € Xp

[@:L] - [ @5(a)Ld;(a)]

La gramética también contempla reglas de produccién para operaciones mas complejas
como la formacidn y disrupcién de tallos. La formacion de hélices a partir de regiones de
nucleétidos complementarios, se modela a partir de un concepto conocido como mecanismo
de cierre (zipper mechanism)(Pdrschke, 1974), el cual plantea una analogia entre el
apilamiento de pares de bases (o ruptura de los mismos), y el proceso de apertura o cierre

de una cremallera.

lii. Construccion de un tallo

Sea L un bucle dentro de una estructura secundaria, y y* y u™ € ¥, con n,m > 2, dos
regiones de nucleétidos libres en los extremos 5'y 3' del bucle respectivamente:
ynL#m

Y1Y2s s Vn-1VnLllii o o) Um—1lm
Reglas de produccion:

Cierre hacia arriba (Zip up)
Y1V2 oo Vne1VnLitatha, o) bn—1Fm

71: L ynLﬂl: L] Hm - [IIU(VII ﬁm) ?2! ey VnL,Ul, ey ﬁm—l]
S V1VY2 N Wn_1lm SOnTEgiones complementarias

Cierre hacia abajo (Zip down)

ATRY ]/n—l?nLHIHZ' o Um



Yir s ?nl’ﬁll o llm 2 V1 e 7n—1[ly(?n! ﬁl): L]l(_lz y oo Him
S Vn_1¥n N U1l SOnTegiones complementarias

Cierre en ambas direcciones (Zip up and down)

Dado un bucle L dentro de una estructura, y dos regiones de nucleétidos libresy™y u™ € Y,

conn,m = 3en losextremos5'y 3" del bucle respectivamente:

Y1 Vi-1ViViv1s "'rynLﬂlr "'uuj—llujl-’[j+1' o lm
Y ""Yi—l?i)/i+1r ""VnLﬂlr "'!Mj—lﬁjuj+1r Ty
Y ""yi—l?i)/i+1r ""VnLﬂlr "'!Mj—lﬁjuj+1r Ty

- Y ---'?i—1[g’()’i: ﬂj): Vier oo Valtta, s Bj1|Bji1, o B
S Vic1ViVier N Uj—1ljlj+1 SOnTegiones complementarias

iv. Union de tallos

Sean dos estructuras tipo horquillas anidadas de la forma:
[ S+ L]]
)
[an (8™ : L1]; @1, 0 Br,m € Bp s mym = 2
Reglas de produccion:
[:[S: L]~ [S: L]

[an H[pm L]] = [a™B™: L] ; ay,nP1.m € Yp s mm=2

v. Disrupcion de tallos
Dada una estructura tipo horquilla:

[a™: L] = a1 .. @ . Qg Wi L] 5 @1 g €Xpp; m =2

Reglas de produccion:



Cierre hacia arriba (Zip up)

[@ay .. g L] > @5(@)[@; . 1@t L] P3 (1)

Cierre hacia abajo (Zip down)

[y @y o 1 @i L] = (@1 @y oo gt D5 (@) LP3 ()]



Anexo D: Derivaciones del conjunto
de operaciones (Move set) definidas

para modelar el plegamiento de
secuencias de ARN

En el presente anexo se presentan ejemplos de las derivaciones del conjunto de operaciones
definidas sobre estructuras secundarias de ARN, aplicando las reglas de produccion de la
gramatica Gs,;q para modelar la trayectoria de plegamiento de la molécula.
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Operaciones elementales

I. Construccion de un par de bases

Derivacion:

[:[WYX:c
[:[WYX:c
[:[WYX:c

UGCCGAGAGGUCACCUCCGCCACCAUUGGCUCGCAUGUUG
(CC-C0CCCC---0000 - - CCC---2D0-000)) - - - - -
l
(CC- C0CCCC---000) - €CCC----2232000)) - - - - -

[YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]T | Juguug]
[YZYY:uca]cG[XXZ:ccau]CT Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]c[¥(g, c)XXZ:ccau]  Juguug]
[YzYY:uca]c[¥(g, c)XXZ:ccau] | Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]c[YXXZ:ccau] | Juguug]

1. Rupturade un par de bases

Derivacion:

[:[WYX:c
[:[WYX:c
[:[WYX:c

UGCCGAGAGGUCACCUCCGCCACCAUUGGCUCGCAUGUUG
(CC- C0CCCC---0000 - - (CC---20D-000)) - - - - -
\

(G- CCC--00) - - - (CC---000-000)) - - - - -

[YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c]|Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c|Juguug]
[YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c Juguug] - [:[WYX:c D5(YV)[ZYY:uca]®;(Y)cg[XXZ:ccau]c | Juguug]
D (Y)[YZYY:uca]®;(Y)cg[XXZ:-ccau]c Juguug] - [:[WYX:c gl[ZYY:uca]ccg[XXZ:ccau]c | Juguug]
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i1li. Cambio de un par de bases

Esta operacién se define como la ruptura de un par de bases seguido por la conformacion de uno nuevo, en el cual se encuentra
involucrado uno de los nucle6tidos del par de bases original. La operacion de ruptura puede presentarse en el primer o Gltimo par
de bases del tallo de una horquilla.

a. Caso 1: Cuando la ruptura se presenta en el ultimo par de bases del tallo

UGCCGAGAGGUCACCUCCGCCACCAUUGGCUCGCAUGUUG
(G- 0CCCC---220) - - CCC----22)-000)) - - - - -
3
(i) - - - CCC---22)7000)) - - - - -

Derivacion:

[:[WYX:c [YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c|Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c|Juguug]

[:[WYX:c [YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c|Juguug] - [:[WYX:c D (Y)[ZYY:uca]®;(Y)cg[XXZ:ccau]c | Juguug]
[:[WYX:c D (Y)[YZYY :uca]®;(Y)cg[XXZ:ccau]c | Juguug] - [:[WYX:c g[ZYY:uca]ccg[XXZ:ccau]c]|Juguug]
[:[WYX:c [2YY:uca]ccg[XXZ:ccau]< | Juguug] - [:[WYX:c [ZYY:uca]ccg[XXZ:ccau] | Juguug]
[:[WYX:c [zYY:uca]ccg[XXZ:ccau]  Juguug] - [:[WYX:c [ZYY:uca]ccg[XXZ:ccau] | Juguug]

b. Caso 2: Cuando la ruptura se presenta en el primer par de bases del tallo

UGCCGAGAGGUCACCUCCGCCACCAUUGGCUCGCAUGUUG
(CC- C0CCCC---0000 - - (CC---200-000)) - - - - -
\

(G OCCCC--000) - - G-+ 2202000 (C-- ) -
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Derivacion:

[:[WYX:c [YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c|Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c|Juguug]

[:[WYX:c [YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c|Juguug] - [:@s(W[WYX:c [YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c|]®;(Wuguug]
[:&;(W[WYX:c [YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c|]®;(Wuguug] - [:u[WYX:c [YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c|]auguug]
[zu[wYX:c [YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c|]augulg] - [:u[WYX:c [YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c|][¥(a u):UGU]g]
[u[wYX:c [YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c|][¥(a, u):UGU]g] - [:u[WYX:c [YZYY:uca]cg[XXZ:ccau]c|][Z:UGU]dg]

Operaciones complejas

Iv. Construccion de un tallo
UGCCGAGAGGUCACCUCCGCCACCAUUGGCUCGCAUGUUG

((ECUCCETTY))) P D)) BN
\)

(O EED))) R (CEEF))) ID))) Frmee
Derivacion:
[:[WYX:c [YZYY :uca]cgccaccauuggc | Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]cgccaccauligge | Juguug]
[:[WYX:c [YZYY:uca]cgccaccauligge | Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]cgcC[¥(a, u):ccau]ggc | Juguug]
[:[WYX:c [YZYY:uca]cgcC[¥(a, u):ccau]ggc | Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]cgC[¥(c,g)Z:ccau]gc | Juguug]
[:[WYX:c [YZYY:uca]cgC[¥(c,g)Z:ccau]gc | Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]cg[¥(c, g)XZ:ccau]T|Juguug]
[:[WYX:c [YZYY:uca]cg[¥(c, g)XZ-ccau]C|Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]c[¥(g, c)XXZ:ccau] | Juguug]
[:[WYX:c [YZYY:uca]c[¥(g,c)XXZ:ccau] | Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]c[YXXZ:ccau] | Juguug]
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v. Disrupcion de tallos

UGCCGAGAGGUCACCUCCGCCACCAUUGGCUCGCAUGUUG
(CC- C0CCCC---0000 - CCCC----2222000)) - - - - -
2
(CC- - - CCCC- 0000 - CCCC----DD0D D)) - - - - -

Derivacion:

[:[WYX:c [YZYY:uca]c[YXXZ:ccau] | Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]c[YXXZ:ccau]  Juguug]l

[:[WYX:c [YZYY:uca]c[YXXZ:ccau] Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]c[YXXZ:ccau] Juguud]
[:[WYX:c [YZYY:uca]c[YXXZ:ccau] Juguug] - [:[WYX:c [YZYY:uca]c[YXXZ:ccau] Juguug]
[:[WYX:c [YZYY:uca]c[YXXZ:ccau] Juguug] - [:[WYX:zcoa[YZYY:uca]c[YXXZ:ccau]uc]uguug]

vi. Deslizamiento de tallos:

Este movimiento es analogo al movimiento de cambio de pares de bases. Se define como la destruccion de un tallo seguido por la
formacion de uno nuevo dentro del bucle generado luego de la destruccion del tallo original. Al menos uno de las bases que hacian
parte del tallo eliminado deberéa hacer parte del nuevo tallo. Existen también dos casos de este movimiento; el primero cuando el
tallo se desliza hacia el bucle interno de la horquilla y el segundo cuando el deslizamiento se realiza hacia el bucle externo a la

estructura tipo horquilla.

a. Caso 1: Deslizamiento hacia el bucle interno

UGCCGAGAGGUCACCUCCGCCACCAUUGGCUCGCAUGUUG
(O ((CE PR D)) EEEEEE D)) EEEES

((E(CIY))) FEPEERE T ))) RN



LT

| s e s Y s M s s s Y s B |

Derivacion:

T

T [WYX:
T [WYX:
s [WYX:
s [WYX:
T [WYX:
T [WYX:
s [WYX:
s [WYX:
s [WYX:
T [WYX:

T [WYX:
T [WYX:
T [WYX:
s [WYX:
s [WYX:
T [WYX:
T [WYX:
s [WYX:
s [WYX:
s [WYX:

OO0O0O00O000OO0OO0

O0OO0O0O000OO0O0O0

Derivacion:
ga[YYN:caccuccgcc]auugge | Juguug] - [:[WYX:c ga[YYN:caccuccgcc]auugge | Juguug]
ga[YYN:caccuccgcc]auugge | Juguug] — [Z[WYX:c ga[YY:@.(N)caccuccgccd;(N)Jauuggce | Juguug]
ga[YY:@-(N)caccuccgcc®;(N)Jauugge | Juguug] — [:-[WYX:c ga[Y:®:(Y)ucaccuccgccad®;(Y)]auuggce | Juguug]
ga[Y:®:(Y)ucaccuccgccad;(Y)Jauugge | Juguug] - [:-[WYX:c gad:(Y)gucaccuccgccac®,(Y)auuggc | Juguug]
gad;(Y)gucaccuccgccac®;(Y)auuggce | Juguug] — [:[WYX:c gaggucaccuccgccaccauuggc | Juguug]
gaggucaccuccgccaccauuggc | Juguug] - [:-[WYX:c gag[¥ (g, c):uca]cuccgccaccauuggce | Juguug]
gag[¥ (g, c)-uca]Cuccgccaccauuggce | Juguug] - [:[WYX:c ga[¥(g, c)Y:uca]lccgecaccauugge | Juguug]
ga[¥(g, c)Y:uca]lccgecaccauugge | Juguug] — [:[WYX:c d[¥(a, u)YY:uca]tcgccaccauuggc | Juguug]
g% (a, u)YY:uca]tcgccaccauuggc | Juguug] - [:[WYX:c [%(g, c)MYY:uca]cgccaccauuggc | Juguug]
[?(g, c)MYY:uca]cgccaccauuggc | Juguug] — [:[WYX:c [ YMYY -uca]cgccaccauuggc | Juguug]

. Caso 2: Deslizamiento hacia el bucle externo

UGCCGAGAGGUCACCUCCGCCACCAUUGGCUCGCAUGUUG
(O T PR (CCC----3222000)) - - - - -

(O ((CRE T D) B D) EEEEE

gaggucaccucc[YXXZ:ccau] | Juguug] - [:[WYX:c gaggucaccucc[YXXZ:ccau] | Juguug]
gaggucaccucc[YXXZ:ccau] | Juguug] - [:[WYX:c gaggucaccucc®s(Y)[XXZ:ccau]®@;(Y) | Juguug]
gaggucaccucc®s(Y)[XXZ:ccau]®;(Y) | Juguug] - [:[WYX:c gaggucaccuccg®s(X)[XZ:ccau]®;(X)c|Juguug]
gaggucaccuccg®s(X)[XZ:ccau]@;(X)c ! Juguug] - [:-[WYX:c gaggucaccuccgc®s(X)[Z:ccau]®;(X)gc | Juguug]
gaggucaccuccgc®s(X)[Z:ccau]@;(X)gc | Juguug] - [:-[WYX:c gaggucaccuccgcc®s(Z)ccaud;(Z)ggce | Juguug]
gaggucaccuccgcc®;(Z)ccaud;(Z2)gge | Juguug] — [:[WYX:c gaggucaccuccgccaccauuggc | Juguug]
gaggucaccuccgccaccauuggc | Juguug] - [:-[WYX:c gagg[¥(u, a): caccuccgcc]ccauuggc | Juguug]

gagg[¥(u, a):caccuccgcec]Ccauugge | Juguug] — [:[WYX:c gag[¥ (g, c)W:caccuccgec]Cauugge | Juguug]
gag[¥ (g, c)W:caccuccgec]Cauugge | Juguug] — [:[WYX:c ga[¥(g, c)YW:caccuccgec]auugge | Juguug]
ga[¥(g, c)YW:caccuccgec]auugge | Juguug] — [:[WYX:c ga[YYW:caccuccgcc]auuggc | Juguug]



811

vil. Disrupcion de tallos en un mismo nivel:

Esta operacién fuerza la eliminacion de tallos que se encuentren en el mismo nivel (adyacentes al mismo bucle). Se implementa

debido a que en ocasiones desaparicion de multiples tallos va seguido de la formacion de un tallo mas estable a partir de las bases
que conformaban los tallos iniciales.

UGCCGAGAGGUCACCUCCGCCACCAUUGGCUCGCAUGUUG
(CC-CaCCCC---220) - CCCC----222)003)) - - - - -

\)
(TS (CCC---3222000)) - -
\
(e D)) EEEEE



Anexo E: Muestras de las mejores
trayectorias de plegamiento

encontradas utilizando el algoritmo
propuesto

A continuacion se presentan muestras de las mejores trayectorias de plegamiento
encontradas al utilizar el algoritmo propuesto utilizando los parametros por defecto.



I. Resultados de las pruebas realizadas
utilizando secuencias
correspondientes a Riboswitches
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Tabla 1. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia de prueba identificada como rbl.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : cacucauauaaucgcguggauauggcacgcaaguuucuaccgggcaccguaaauguccgacuaugggugagcaauggaaccgcacguguacg 0.00
guuuuuugugauaucagcauugcuugcucuuuauuugagcgggcaaugcuuuuuuu]
1 [ : [XZXNXZWZ : uaaucgcguggauauggcacgcaaguuucuaccgggcaccguaaauguccgac]agcaauggaaccgcacguguacgguuuu 583
uugugauaucagcauugcuugcucuuuauuugagcgggcaaugcuuuuuuu] :
> [ : [XZXNXZWZ - uaaucgcguggauauggcacgcaaguuucuac [ XYYMXZ : ccguaaa]ac]agcaauggaaccgcacguguacgguuuuuug 12.04
ugauaucagcauugcuugcucuuuauuugagcgggcaaugcuuuuuuu] e
3 [ : [XZXNXZWZ - uaaucgcguggauau[[MMX :acgcaa]ucuac[XYYMXZ: ccguaaa]ac]agcaauggaaccgcacguguacgguuuuuug 15.40
ugauaucagcauugcuugcucuuuauuugagcgggcaaugcuuuuuuu] B
4 [ : [XZXNXZWZ - uaaucgcguggauau[MMX :acgcaa]ucuac[XYYMXZ: ccguaaa]ac]agcaauggaaccgcacguguacgguuuuuug 3840
ugauauc [ZYXZWWYXNNYXWX : uuuauuuJuuuuuu] s
5 [ : [XZXNXZWZ - uaauc[YXYWY : gauaugg]aaguuucuac [ XYYMXZ : ccguaaa]ac]agcaauggaaccgcacguguacgguuuuuugug 4710
auauc[ZYXZWWYXNNYXWX - uuuauuuJuuuuuu] o
6 [ : [XZXNXZWZ - uaauc[YXYWY : gauaugg]aaguuucuac [ XYYMXZ : ccguaaa]ac]agcaauggaaccgcacgug[NZXMM: uuuu]au 48.20
auc[ZYXZWWYXNNYXWX : uuuauuuJuuuuuu] e
7 [ : [XZXNXZWZ - uaauc[YXYWY : gauaugg]aaguuucuac [ XYYMXZ : ccguaaa]ac]agcaau[MMZZXXY : cacgugua]uugugauau 53.00
C[ZYXZWWYXNNYXWX - uuuauuuJuuuuuu] I
9 [ : [XZXNXZWZ - uaauc[YXYWY : gauaugg]aaguuucuac[XYYMXZ : ccguaaa]ac]a[MXZZ: u[MMZZXXY : cacgugua]]gauauc 55.70

[ZYXZWWYXNNYXWX : uuuauuuJuuuuuu]
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Tabla 2. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia de prueba identificada como rb2.

Etapa Estructura Secundaria AG

0 [ : ggcuucauauaauccuaaugauaugguuugggaguuucuaccaagagccguaaacucuugauuaugaagucugucgcuuuauccgaaauuuu 0.00
auaaagagaagacucaugaau] :

1 [ : [YYXWN:cauauaauccuaaugauaugguuugggaguuucuaccaa]guaaacucuugauuaugaagucugucgcuuuauccgaaauuuuau 418
aaagagaagacucaugaau] :

2 [ : [YMXWWXZWZ : uaauccuaaugauaugguuugggaguuucuaccaagagccguaaacucuugaujugucgcuuuauccgaaauuuuauaaag 8.23
agaagacucaugaau] e

3 [ : [YMXWWXZWZ - uaa[WXXNZZ : ugauauggu ]guuucuaccaagagccguaaacucuugau jugucgcuuuauccgaaauuuuauaaagaga 13.17
agacucaugaau] T

4 [ : [YMXWWXZWZ - uaa[WXXNZZ : ugauauggu]guuucuac[XZZYZY : ccguaaa]auJugucgcuuuauccgaaauuuuauaaagagaaga 22 00
cucaugaau] Tee

5 [ : [YMXWWXZWZ z uaa[WXXNZZ - ugauauggu]guuucuac[ XZZYZY : ccguaaa]auJugucg [ XWWWZW : ccgaaauuuu]agaagacuc 2310
augaau] e

6 [ : [YMXWWXZWZ - uaa[WXXNZZ - ugauauggu]guuucuac[ XZZYZY : ccguaaa]au]ug [WX : g [ XWWWZW: ccgaaauuuu]a]agacu 24.80

caugaau]
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Tabla 3. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia de prueba identificada como rb3.

Etapa Estructura Secundaria AG

[ : cucuuaucaagagagguggagggacuggcccgaugaaacccggcaaccagccuuagggcauggugccaauuccugcagcgguuucgcguugaaaga

0 ugagagauucuuguagucucuucuuuuagcgaagggacuuuuuuu] 0.00
[ : cucuuaucaagagagguggagggac[WYYX: ccgaugaaacccggcaaccagccuuagggcauggujauuccugcagcgguuucgcguugaaagau

1 gagagauucuuguagucucuucuuuuagcgaagggacuuuuuuu] -2.23
[ : cucuuaucaagagagguggagggac[WYYX: ccgaugaaacccggca[ZXXZ : gccuuagggca]Jauuccugcagcgguuucgcguugaaagaug

2 agagauucuuguagucucuucuuuuagcgaagggacuuuuuuu] -5.40
[ : cucuuvaucaagagagguggagggac[WYYX: ccgaugaaacccggca[ZXXZ: [YXX:uuag]a]]auuccugcagcgguuucgcguugaaagaug

3 agagauucuuguagucucuucuuuuagcgaagggacuuuuuuu] -12.10
[ : cucuuvaucaagagagguggagggac[WYYX: [XXY :augaaacc]ca[[ZXXZ: [YXX:uuag]a]]auuccugcagcgguuucgcguugaaagaug

4 agagauucuuguagucucuucuuuuagcgaagggacuuuuuuu] -15.20
[ : cucuuvaucaagagagguggagggac[WYYX: [XXY :augaaacc]ca[ZXXZ: [YXX:uuag]a]]auuccugcagcgguuucgcguugaaagau [

5 YZYZ :gauucuuguag]uucuuuuagcgaagggacuuuuuuu] -16.90
[ : cucuuaucaag[ZMZMY :uggagggac[WYYX: [ XXY :augaaacc]ca[ZXXZ: [ YXX:uuag]a]]auuccugcagcgguuucgcguugaaaga

6 u[YZYZ:gauucuuguagJuu]agcgaagggacuuuuuuu] -18.20
[ : cucuuaucaagagagg [WMMZMYMZ - c[WYYX: [ XXY :augaaacc]ca[ZXXZ: [ YXX:uuag]a]]auuccugcagcgguuucgcguugaaaga

7 u[YZYZ:gauucuuguag]]gcgaagggacuuuuuuu] -19.80
[ : [XWXWN:aucaa]g[WMMZMYMZ : c[WYYX: [XXY :augaaacc]ca[ZXXZ: [YXX:uuag]a]]auuccugcagcgguuucgcguugaaagau[

8 YZYZ :gauucuuguag]]gcgaagggacuuuuuuu] -23.70
[ : [XWXWN:aucaa]g[WMMZMYM:ac[WYYX: [XXY :augaaacc]ca[ZXXZ: [YXX:uuag]a]]auuccugcagcgguuucgcguugaaagau[

& YZYZ:gauucuuguag]u]gcgaagggacuuuuuuu] -24.00
[ : [XWXWN:aucaa]g[WMMZMYM:ac[WYYX: [XXY :augaaacc]ca[ZXXZ: [YXX:uuag]a]]auuccugcagcgguuucgcguugaaagaug

10 [ZYZYZNW: cuugu]]gcgaagggacuuuuuuu] -27.60
[: [XWXWN:aucaa]gugg[ZYYMZ: c[WYYX: ccgaugaaacccggca[ZXXZ: [YXX:uuag]a]]a]lgcagcgguuucgcguugaaagaug[ZYZ

11 YZNW: cuuguJucuuuuagcgaagggacuuuuuuu] -28.30
[: [XWXWN:aucaa]gugg[ZYYMZ: c[WYYX:ccgaugaaacccggca[ZXXZ: [YXX:uuag]a]]a]lgcagcgguuucg[XMWN:gaaa][ZYZY

12 ZNW: cuugu]Jucuuuuagcgaagggacuuuuuuu] -29.40
[: [XWXWN:aucaa]gugg[ZYYMZ: c[WYYX: ccgaugaaacccggca[ZXXZ: [YXX:uuag]a]]algcagcgg[NWWXY : [XMWN:gaaa][ZY

13 ZYZNW: cuuguJucuuuuag]ggacuuuuuuu] -31.60
[: [XWXWN:aucaa]gugg[ZYYMZ: c[WYYX: ccgaugaaacccggca[ZXXZ: [YXX:uuag]a]]algcagcgg[NWWXY : [XMWN:gaaa]alY

14 ZYZNW: cuuguJuucuuuuag]ggacuuuuuuu] -32.20
[: [XWXWN:aucaa]gugg[ZYYMZ: c[WYYX: [XXY:augaaacc]ca[ZXXZ: [YXX:uuag]a]]algcagcgg[NWWXY : [XMWN:gaaa]al[Y

15 ZYZNW: cuuguJuucuuuuag]ggacuuuuuuu] -35.30
[: [XWXWN:aucaa]gugg[ZYYMZ: c[WYYX: ccgaugaaacccggca[ZXXZ: [YXX:uuag]a]]algcagc[MYWNNX:g[XMWN:gaaa]alY

16 ZYZNW: cuuguJuucuuuuagcgaa]uuuuuu] -34.60

17 [: [XWXWN:aucaa]g[WY:g[ZYYMZ:c[WYYX:ccgaugaaacccggca[ZXXZ:gccuuagggca]lalglgc[MYWNNX:g[XMWN:gaaa]a[ 30.70

YZYZNW: cuuguJuucuuuuagcgaa]uuuuuu]
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[: [XWXWN:aucaa]g[WY:g[ZYYMZ:c[WYYX:ccgaugaaaccc[YYX:aacca]Juuagggcauggu]a]g]gc[MYWNNX:g[XMWN:gaaa]a

18 [YZYZNW: cuuguJuucuuuuagcgaa]uuuuuu] -33.70
19 [: [XWXWN:aucaa]g[WY:g[ZYYMZ:c[WYYX:ccgaugaaaccc[YYX:aacca]uuagggcauggu]a]g]gc[MYWNNX:g[XYNWMZZZYZ: _41.80
uga[YZYZNW: cuugu]u]aaJuuuuuu] :
20 [: [XWXWN:aucaa]g[WY:g[ZYYMZ:c[WYYX:ccgaugaaaccc[YYX:aacca]Juuagggcauggu]a]lg]gc[MYWNNX:g[XYNWMZZZYZ: 4350
ug[ZYZYZNW:cuugu]Jaajuuuuuu] '
21 [: [XWXWN:aucaa]g[WY:g[ZYYMZ:c[WYYX:ccgaugaaa[XXX: [YYX:aacca]Juua]cauggu]a]lg]gc[MYWNNX:g[XYNWMZZZYZ: -45.80
ug[ZYZYZNW: cuugu]Jaajuuuuuu] :
29 [: [XWXWN:aucaa]g[WY:g[ZYYMZ:c[WYYX:ccg[ZWY :aaa[XXX: [YYX:aacca]Juua]]lggu]a]lg]gc[MYWNNX:g[XYNWMZZZYZ: _47.60
ug[ZYZYZNW: cuugu]Jaajuuuuuu] :
23 [: [XWXWN:aucaa]g[WY:g[ZYYMZ:c[WYYX: [XX:g[ZWY::aaa[XXX:[YYX:aaccaJuua]]Julalg]lgc[MYWNNX:g[XYNWMZZZYZ _51.40

sug[ZYZYZNW: cuugu]Jaajuuuuuu]
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Tabla 4. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia de prueba identificada como rb4.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : gacucggggugcccuucugcgugaaggcugagaaauacccguaucaccugaucuggauaaugccagcguagggaagucacggaccaccaggucauu 0.00
gcuucuucacguuauggcaggagcaaacuaugcaagucgaccuguggucc] :
1 [:gacucg[YYYWM: cccuucugcgugaaggcugagaaa]guaucaccugaucuggauaaugccagcguagggaagucacggaccaccaggucauugce -4.90
uucuucacguuauggcaggagcaaacuaugcaagucgaccuguggucc] :
> [ :gacucg[YYYWM: cccuucugcgugaaggcugagaaa]guaucaccugau [ XWYY :auaaug]cguagggaagucacggaccaccaggucauugcu -8.10
ucuucacguuauggcaggagcaaacuaugcaagucgaccuguggucc] :
3 [ :gacucg[YYYWM: cccuucugcgugaaggcugagaaa]guaucaccugau [ XWYY :auaaug]cguagggaagucacggaccaccagguca[WwyX -15.50
WNXW : ucacguuauggc]acuaugcaagucgaccuguggucc] :
4 [:gacucg[YYYWM: cccuucugcgugaaggcugagaaa]guauc[ZXX:ugau [ XWYY :auaaug]cguagggaagucacggaccaccagguca[Ww 17.50
YXWNXW: ucacguuauggc]acuaugcaagucgaccugu]cc] :
5 [ :gacucg[YYYWM: cccuucugcgugaaggcugagaaa]guauc[ZXX:ugau [ XWYY :auaaug]cguagggaagucacggaccac[XZYYWX:a[ -23.40
WWYXWNXW : ucacguuauggc]acuaugcaagucju]cc] :
6 [:gacucg[YYYWM: c[XXWWX:ugcgu]cugagaaa]guauc[ZXX:ugau[XWYY :auaaug]cguagggaagucacggaccac [ XZYYWX:a[Ww -29.70
YXWNXW: ucacguuauggc]acuaugcaaguc]u]cc] '
7 [ :gacucg[YYYWM: c[ XXWWX :ugcgu]cugagaaa]guauca XXWM:au[XWYY :auaaug]cg]gaagucacggaccac[XZYYWX:a[WWYXW -33.70
NXW :ucacguuauggc]acuaugcaaguc]juggucc] :
8 [ :gacucg[YYYWM: c[ XXWWX:ugcgu]cugagaaa]guauca XXWM:au[[XWYY :auaaug]cg]gaagucac[YYZXXZ:c[XZYYWX:a[WWY -44.80
XWNXW:ucacguuauggc]acuaugcaaguc]]] :
9 [ :gacucg[YYYWM: c[ XXWWX:ugcgu]cugagaaa]guauca XXWM:au[XWYY :auaaug]cg]gaagucac[YYZXXZ:c[XZYYWX:a[WWY _47.00
XWNXW: [NXZ: cguua]c]acuaugcaaguc]]]
10 [ :gacucg[YYYWM: c[ XXWWX:ugcgu]cugagaaa]guauca XXWM:au[XWYY :auaaug]cg]gaagucac[YYZXXZ:c[XZYYWX:a[WWY _49.10
XWNXW: [NXZ:cguua]c][ZXW:augca]c]]1] '
1 [:gacucg[YYYWM: c[XXWWX:ugcgu]cugagaaa]guauca[XXWM:au[XWYY :auaaug]cg]gaagucac[YYZXXZ:c[XZYYWX:au[WY -49 20
XWNXW: [NXZ:cguua]c]a[ZXW:augca]c]l] :
12 [:LYZXW:cg[YYYWM:c[XXWWX:ugcgu]cugagaaa]guauca[ XXWM:au[XWYY zauaaug]cglga]ac[YYZXXZ: c[XZYYWX:au[WYX 5290

WNXW: [NXZ:cguua]c]a[ZXW:augca]cll]l
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Tabla 5. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia de prueba identificada como rb5.

Etapa Estructura Secundaria AG

[ - gggaauvauaauaggaacacucauauaaucgcguggauauggcacgcaaguuucuaccgggcaccguaaauguccgacuaugggugagcaauggaac

0 cgcacguguacgguuuuuugugauaucagcauugcuugcucuuuauuugagcgggcaaugcuuuuuuuauucucauaacggagguagacaggauggau 0.00
ccacuga]
[ : gggaauauaauaggaa [ XZXNXZWZ : uaaucgcguggauauggcacgcaaguuucuaccgggcaccguaaauguccgac Jagcaauggaaccgcac

1 guguacgguuuuuugugauaucagcauugcuugcucuuuauuugagcgggcaaugcuuuuuuuauucucauaacggagguagacaggauggauccacu -6.33
gal
[ - gggaauvauaauaggaa [ XZXNXZWZ : uaaucgcguggauauggcacgcaaguuucuaccgggcaccguaaauguccgac]agcaauggaaccgcac

2 guguacgguuuuuugugauauc [ZYXZWWYXNNYXWX : uuuauuuJuuuuuuauucucauaacggagguagacaggauggauccacuga] -29.33
[ : gggaauvauaauaggaa [ XZXNXZWZ : uaauc [MXMW : ggauauggcacgcaaguuucuaccgggcaccguaajccgac]agcaauggaaccgcacg

3 uguacgguuuuuugugauauc [ZYXZWWYXNNYXWX : uuuauuuJuuuuuuauucucauaacggagguagacaggauggauccacugal] -32.03
[ : gggaauauaauaggaa [ XZXNXZWZ : uaauc [MXMW : ggauauggcacgcaaguuucuaccgggcaccguaaj]ccgac]agcaauggaaccg [XZX

4 M:uguacgguuuuu]auauc[ZYXZWWYXNNYXWX : uuuauuu Juuuuuuauucucauaacggagguagacaggauggauccacuga] -33.43
[ : gggaauauaauaggaa [ XZXNXZWZ - uaauc [MXMW: ggauauggc[ZX: gcaa]Juucuaccgggcaccguaa]ccgac]agcaauggaaccg[XZ

5 XM:uguacgguuuuuJauauc[ZYXZWWYXNNYXWX : uuuauuuJuuuuuuauucucauaacggagguagacaggauggauccacuga] -34.70
[ : gggaauauaauaggaa [ XZXNXZWZ :ua[ZWX : gcgug]auggc[ZX :gcaa]uucuaccgggcaccguaaauguccgac]agcaauggaaccg[X

6 ZXM:uguacgguuuuuJauauc[ZYXZWWYXNNYXWX : uuuauuuJuuuuuuauucucauaacggagguagacaggauggauccacugal] -35.70
[: [YMYZZWZ :uaauaggaa XZXNXZWZ :ua[ZWX: gcgug]auggc[ZX:gcaa]Juucuaccgggcaccguaaauguccgac]agcaauggaaccg

7 cacguguacgguuuuuugugauauc [ZYXZWWYXNNYXWX : uuuauuuJuuuuuJauaacggagguagacaggauggauccacuga] -41.00
[: [YMYZZWZ : uaauaggaa[ XZXNXZWZ : ua[ZWX: gcgug]auggc[ZX: gcaa]Juucuaccgggcaccguaaauguccgac]agcaau[MMZZXX

8 Y :cacgugua]Juugugauauc [ZYXZWWYXNNYXWX : uuuauuuJuuuuuJauaacggagguagacaggauggauccacugal] -46.50
[: [YMYZZWZ : uaauaggaa[ XZXNXZWZ : ua[ ZWX : gcgug]auggcacgcaaguuucuac [ XYYMXZ : ccguaaa]ac]agcaau [MMZZXXY : ca

& cgugua]uugugauauc [ZYXZWWYXNNYXWX : uuuauuuJuuuuuJauaacggagguagacaggauggauccacuga] -52.20
[: [YMYZZWZ : uaauaggaa[ XZXNXZWZ : ua[ ZWX : gcgug]auggcacgcaaguuucuac [ XYYMXZ : ccguaaa]ac]a[MXZZ : u[MMZZXXY :

10 cacgugua]]gauauc[ZYXZWWYXNNYXWX : uuuauuuJuuuuuJavuaacggagguagacaggauggauccacugal] -54.90
[: [YMYZZWZ : uaauaggaa[ XZXNXZWZ : ua[ ZWX : gcgug]auggcacgcaaguuucuac [ XYYMXZ : ccguaaa]ac]a[MXZZ : u[MMZZXXY :

11 cacgugua]]gauauc[ZYXZWWYXNNYXWX :uuuauuuJuuuuuJauvaac[YYZ:gguagacaggaugga]acuga] -56.80
[: [YMYZZWZ - uaauaggaa[[XZXNXZWZ :uaaucgc[YNY :gauauggca]aaguuucuac[XYYMXZ: ccguaaa]ac]a[MXZZ : u[MMZZXXY :

12 cacgugua]]gauauc[ZYXZWWYXNNYXWX : uuuauuuJuuuuuJauaac[YYZ:gguagacaggaugga]acuga] -58.70
[: [YMYZZWZ : uaauaggaa [ XZXNXZWZ :uaauc [YXYWY :gauaugg]aaguuucuac [ XYYMXZ : ccguaaa]ac]a[MXZZ: u[MMZZXXY - ca

13 cgugua]]gauauc[ZYXZWWYXNNYXWX : uuuauuuJuuuuuJauaac[YYZ:gguagacaggaugga]acuga] -64.40

14 [: [YMYZZWZ : uaauaggaa [ XZXNXZWZ :uaauc [YXYWY :gauaugg]aaguuucuac [ XYYMXZ : ccguaaa]ac]a[MXZZ: u[MMZZXXY - ca 65.60

cgugua]]gauauc[ZYXZWWYXNNYXWX : uuuauuuJuuuuuJauaac[YYZ:gg[NZ:gacagga]ga]acuga]
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Tabla 6. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia de prueba identificada como SplicedLeaderAB.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : aacuaaaacaauuuuugaagaacaguuucuguacuucauugguauguagagacuuc] 0.00
1 [ -aacuaaaacaauuuu[WYZZY : aacaguuucugua]uugguauguagagacuuc] -2.10
2 [ ;aacuaaa[ZXZ:auuuu[WYZZY :aacaguuucuguajuuggua]agagacuuc] -2.80
3 [ caacuaaa[ZXZ:auuuu[WYZZY :a[ZXZY :uuu]ajuuggua]agagacuuc] -8.10
4 [ ;aacuaaa[ZXZ: [ZNN:uu[WYZZY:a[ZXZY :uuu]a]Juu]a]agagacuuc] -10.10
5 [aa[XW:aaa[ZXZ: [ZNN:uu[WYZZY:a[ZXZY :uuu]ajuu]a]ag]acuuc] -10.70

Tabla 7. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia de prueba identificada como attenuator.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : auccaggaggcuagcgcgugagaagagaaacggaaaacagcgccugaaagccucccaguggaggcuuuuuuug] 0.00
1 [ :auccaggaggcuagcg[XYW:gagaagagaa]gaaaacagcgccugaaagccucccaguggaggcuuuuuuug] -1.00
2 [ -auc[XZYY :aggcuagcg[XYW:gagaagagaa]gaaaacagcg]aaagccucccaguggaggcuuuuuuug] -5.80
3 [-auc[XZYY:ag[YXW:agcg[XYW:gagaagagaa]gaaaac]g]aaagccucccaguggaggcuuuuuuug] -8.90
4 [:auc[XZYY:aggcuagcg[XYW:gagaagagaa]gaaaacagcg] [ZZZYXXWXX: caguJuuuug] -17.90
5 [:auc[XZYY:aggcuagcg[XYW:gagaagagaa]gaaaacagcgla[ZZYXXWXX: caguJuuuuug] -18.10
6 [-auc[XZYY:ag[YXW:agcg[XYW:gagaagagaa]gaaaac]gla[ZZYXXWXX: caguJuuuuug] -21.20
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Tabla 8. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia de prueba identificada como s15.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : cugggaucgcugaauuagagaucggcguccuuucauucuauauacuuuggaguuuuaaaaugucucuaaguacu] 0,00
1 [ : cugggau[XYXNYZ:auuagaga]uccuuucauucuauauacuuuggaguuuuaaaaugucucuaaguacu] -7,10
2 [:c[WYMMZ:u[XYXNYZ:auuagaga]ucc]uucuauauacuuuggaguuuuaaaaugucucuaaguacu] -8,60
3 [ :c[WYMMZ:u[XYXNYZ:auuagaga]uccJuucuaua[WZXWW:uggaguuuuaaaaugucucu]cu] -9,00
4 [ :c[WYMMZ:u[XYXNYZ:auuagaga]uccJuucuaua[WZXWW:u[MYZ:guuuuaaaaug]cu]cu] -10,70
5 [:cu[MYYZ:u[XYXNYZ:auuagaga]Juucauucuaua[WZXWW:u[MYZ:guuuuaaaaug]cu]cu] -14,50
6 [:cu[MYYZ:u[XYXNYZ:auuagaga]Juucauucuaua[WZXWW:u[MYZY :uuuuaaaaugu]]cu] -17,90
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Etapa

Tabla 9. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia de prueba identificada como shox leader.

Estructura Secundaria

AG

[ -aaaugauucaacuuuucaaaaaauuaauaacauuuucucuuaucgagaguugggcgagggauuggccuuuugaccccaacagcaaccgaccguaau
accauugugaaauggggcgcacugcuuuucgcgccgagacugaugucucauaaggcacggugcuaauuccaucagauugugucugagagaugagagag
gcaguguuuuacguagaaaagccucuuucucucaugggaaagaggcuuuuugu]

0.00

[ - aaaugauucaacuuuucaaaaaauuaauaacauuuucucuuaucgagaguugggcgagggauuggccuuuugaccccaacagcaaccgaccguaau
accauugugaaauggggc [MXZXWYXNWNWX : gcgccgagacugaugucucauaaggcacggugcuaauuccaucagauugugucugagagauga]uu
uacguagaaaagccucuuucucucaugggaaagaggcuuuuugu]

-15.45

[ :aaaugauucaacuuuucaaaaaauuaauaacauuuucucuuaucgagaguugggcgagggauuggccuuuugaccccaacagcaaccgaccguaau
accauugugaaauggggc [MXZXWYXNWNWX : gcgccgagacugaugucucauaaggcacggugcuaauuccaucagauugugucugagagaugajuu
uacgua[MZZZZYXXWXWWWXNX :ucau]gu]

-39.55

[ :aaaugauucaacuuuucaaaaaauuaauaacauuuucucuuaucgagaguugggcgagggauuggccuuuugaccccaacagcaaccgac[XYWzz
Zuaccauugugaaauggggc [MXZXWYXNWNWX : gcgccgagacugaugucucauaaggcacggugcuaauuccaucagauugugucugagagaugay]
uJua[MZZZZYXXWXWWWXNX zucau]gu]

-39.65

[ : aaaugauucaacuuuucaaaaaauuaauaacauuuucucuuaucgagaguugggcgagggauuggccuuuugaccccaacagcaaccgac[XYWzZ
zuaccauugugaaauggggc [MXZXWYXNWNWX : gcgcc[YZYZX:ugau]auaaggcacggugcuaauuccaucagauugugucugagagaugalu]
ua[MzzZzzYXXWXWWWXNX :ucau]gu]

-45.17

[ :aaaugauucaacuuuucaaaaaauuaauaacauuuucucuuaucgagaguugggcgagggauuggccuuuugaccccaacagcaaccgac[XYWzz
suaccauu[YN:gaaauggg] [MXZXWYXNWNWX:gcgcc[YZYZX:ugau]auaaggcacggugcuaauuccaucagauugugucugagagaugalju
JuaMZZZZYXXWXWWWXNX :ucau]gu]

-45.27

[ :aaaugauucaacuuuucaaaaaauuaauaacauuuucucuuaucgagaguuggg[XMZMMY :auuggc]accccaacagcaaccgac [ XYWZZ -ua
ccauu[YN:gaaauggg] [MXZXWYXNWNWX:gcgcc[YZYZX:ugau]auaaggcacggugcuaauuccaucagauugugucugagagaugajujua
[MZZZZYXXWXWWWXNX zucau]gu]

-48.57

[ -aaauga[[NNXZZXWNWN : caaaaaauuaauaacauuuucucuuauc]cgagggauuggccuuuugaccccaacagcaaccgac[XYWZZ:uaccau
u[YN:gaaauggg] [MXZXWYXNWNWX :gcgcc[YZYZX:ugau]auaaggcacggugcuaauuccaucagauugugucugagagaugajujua[Mzz
ZZY XXWXWWWXNX zucau]gul

-50.57

[ :aaauga[[NNXZZXWNWN : caaaaaauuaauaacauuuucucuuauc]cgagggauuggccuuuugaccccaacagcaaccgac [ XYWZZ zua[XXZ
WW: guga]ggc[MXZXWYXNWNWX : gcgcc[YZYZX - ugau]auaaggcacggugcuaauuccaucagauugugucugagagaugajujua[Mzzzzy
XXWXWWWXNX - ucau]gu]

-58.67

[ :aaauga[[NNXZZXWNWN : caaaaaauuaauaacauuuucucuuauc]cgagggauuggccuuuugaccccaacagcaaccgac [ XYWZZ :ua[XXZ
WW: guga]ggc [MXZXWYXNWNWX :gcgec[YZYZX:ugau]au[ZZ:ggcacggugcuaa]ccaucagauugugucugagagaugajujua[Mzzzz
YXXWXWWWXNX zucau]gu]

-58.80

10

[ -aaauga[[NNXZZXWNWN : caaaaaauuaauaacauuuucucuuauc]cgagggauuggccuuuugaccccaacagcaaccgac [ XYWZZ zua[XXZ
WW: guga]ggc [MXZXWYXNWNWX :gcgec[YZYZX - ugau]auaaggcac[ YM:ugcuaau]caucagauugugucugagagaugajujua[Mzzzz
YXXWXWWWXNX zucau]gu]

-61.60

11

[ :aaauga[[NNXZZXWNWN : caaaaaauuaauaacauuuucucuuauc]cgagggauuggccuuuugaccccaacagcaaccgac [ XYWZZ zua[XXZ
WW: guga]ggc [MXZXWYXNWNWX : gcgcc[YZYZX - ugau]auaaggcacggugcuaauuccaucagauugug [WX:ugagagau]Jujua[Mzzzz
YXXWXWWWXNX zucau]gu]

-62.10
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12

[ :aaauga[[NNXZZXWNWN : caaaaaauuaauaacauuuucucuuauc]cgagggauuggccuuuugaccccaacagcaaccgac[XYWZZ zua[XXZ
WW: guga]ggc[MXZXWYXNWNWX :gcgcc[YZYZX - ugau]aua[ZYMXZXMMW : gcuaauuccaucag]gagagauga]uua[MZZZZYXXWXWW
WXNX:ucau]gu]

-71.80

13

[ -aaauga[[NNXZZXWNWN : caaaaaauuaauaacauuuucucuuauc] [XMZMMY :auuggc]accccaacagcaaccgac [ XYWZZ zua[ XXZWW:
guga]ggc[MXZXWYXNWNWX:gcgcc[YZYZX:ugauJaua[ZYMXZXMMW : gcuaauuccaucag]gagagaugajujua[MZZZZYXXWXWWWXN
X:zucau]gu]

-74.40

14

[ :aaaugau[[NXZZXWNWN : caaaaaauuaauaacauuuucucuuauc]g[XMZMMY - auuggc]accccaacagcaaccgac [ XYWZZ - ua [ XXZWW
zguga]ggc[MXZXWYXNWNWX :gcgcc[YZYZX:ugau]aua[ZYMXZXMMW : gcuaauuccaucag]gagagauga]ujua[MZZZZYXXWXWWWX
NX:ucau]gu]

-74.60

15

[ :aaaugauucaacuuuucaaaaaauuaauaacauuuucucuuaucgaga[ YWWYYY : [XMZMMY - auuggc]ac]agcaaccgac[XYWZZ - ua[XX
ZWW: guga]ggc [MXZXWYXNWNWX :gcgcc[YZYZX:ugau]aua[ZYMXZXMMW : gcuaauuccaucag]gagagauga]ujua[MZZZZYXXWXW
WWXNX:ucau]gu]

-79.40

16

[ :aaaugauucaacuuuucaaaaaauuaauaacauuuucucuuaucgaga[ YWWYYY : [XMZMMY : auuggc]ac]agcaaccgac[XYWZZ - ua[ XX
ZWW: guga]ggc [MXZXWYXNWNWX :gcgcc[YZYZX :ugauJaua[ZYMXZXMMW : g[XW:aauuccauc]Jgagagauga]ujua[[MZZZZYXXWX
WWWXNX :ucau]gu]

-80.20

17

[ :aaaugauucaacuuuucaaaaaauuaauaacauuu [WXWX:uuauc] [YWWYYY : [XMZMMY - auuggc]ac]agcaaccgac[XYWZZ:ua[XXZ
WW: guga]ggc[MXZXWYXNWNWX :gcgec[YZYZX :ugauJaua[ZYMXZXMMW : g[XW:aauuccauc]Jgagagauga]u]ua[MZZZZYXXWXW
WWXNX:ucau]gu]

-82.40
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Tabla 10. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia de prueba identificada como thiM leader.

Etapa Estructura Secundaria AG

0 [ - ggaaccaaacgacucggggugcccuucugcgugaaggcugagaaauacccguaucaccugaucuggauaaugccagcguagggaagucacggacca 0.00
ccaggucauugcuucuucacguuauggcaggagcaaacuaugcaagucgaccugcuggauccagcgcaa] :

1 [ - ggaaccaaacgacucggggugcccuucugcgugaaggcugagaaauac [ XXMWZ : ucaccugaucuggauaaugccagcguagggaagucacggac 114
caccaggucauugcuucuucacgu]caggagcaaacuaugcaagucgaccugcuggauccagcgcaa] :

> [ - ggaaccaaacgacucggggugcccuucugcgugaaggcugagaaauac [ XXMWZ : ucaccugaucuggauaaugccagcguagggaagucacggac 754
caccaggucauugcuucuucacgu]caggagcaaacuaugcaagucgacc[NYXWY :gauc]caa] )

3 [ :ggaaccaaacgacucggggugcccuuc[WYXMWM: aaggcugagaaauac [ XXMWZ : ucaccugaucuggauaaugccagcguagggaagucacgg -10.34
accaccaggucauugcuucuucacgu]caggagcaaac]agucgacc[[NYXWY :gauc]caa] '

4 [ :ggaaccaaacgacuc[YY :ggug]cuuc[WYXMWM:aaggcugagaaauac [ XXMWZ : ucaccugaucuggauaaugccagcguagggaagucacg -10.54
gaccaccaggucauugcuucuucacgu]caggagcaaac]agucgacc[NYXWY:gauc]caa] '

5 [ :ggaaccaaacgacuc[YY :ggug]cuuc[WYXMWM:aaggcugagaaauac [ XXMWZ : ucaccugaucuggauaaugccagcguagggaagucacg -15.43
[YZXX:acca]auugcuucuucacgu]caggagcaaac]agucgacc[NYXWY :gauc]caa] :

6 [ :ggaaccaaacgacuc[MYY :gugcJuc[WYXMWM: aaggcugagaaauac [ XXMWZ : ucaccugaucuggauaaugccagcguagggaagucacg [ -17.83
YZXX:acca]auugcuucuucacgu]caggagcaaac]agucgacc[NYXWY :gauc]caa] :

7 [ :ggaaccaaacgacuc[MYY :gugcJuc[WYXMWM: aaggcugagaaauac [ XXMWZ : ucaccugaucuggauaaugccagcguagggaagucacg[ -18.03
YZXX:acca]auugcuucuucacgu]caggagcaaac]agucgaccu[ YXWY :gauc]gcaa] :

8 [ :ggaaccaaacgacuc[MYY :gugcJuc[WYXMWM: aaggcugagaaauacccguaucaccugaucuggauaa[WYXXZ:gcguagggaagucacg[ 2366
YZXX:acca]auugcuucuucacguua]ggagcaaac]agucgaccu[YXWY :gauc]gcaa] :

9 [ :ggaaccaaacgacuc[MYY :gugcJuc[WYXMWM: aaggcugagaaauacccgu[ZWX:accu]cuggauaa[WYXXZ:gcguagggaagucacg[ -26.76
YZXX:acca]auugcuucuucacguua]ggagcaaac]agucgaccu[ YXWY :gauc]gcaa] '

10 [ :ggaaccaaa[ XYZXW:c[MYY :gugcJuc[WYXMWM:aaggcugagaaauacccgu[ZWX:accu]cuggauaa[WYXXZ:gcguagggaagucac 3156
g[YZXX:acca]auugcuucuucacguua]ggagcaaac]]accu[YXWY :gauc]gcaa] '

1 [ :ggaaccaaa[ XYZXW:c[MYY:gugcJuc[WYXMWM:aag[YXW:gagaaauacccgu[ZWX:accu]cuggauaa[WYXXZ:gcguagggaaguc 34.96
acg[YzZXX:acca]auugcuucuucacguua]lgg]aaac]]Jaccu[YXWY:gauc]gcaa] :

12 [:ggaaccaaa[ XYZXW:c[MYY:gugcJuc[WYXMWM:aag[YXW:gagaaauacccgu[ZWX:accu]cuggauaa[WYXXZ:gcgua[MMYZZYN _41.90
scacg[YzZXX:acca]auu]cacguua]gg]aaac]]accu[ YXWY:gauc]gcaa] :

13 [ :ggaaccaaa[ XYZXW:c[MYY:gugcJuc[WYXMWM:aag[YXW:gagaaauac[[ XXM:u[ZWX:accu]cJauaa[WYXXZ:gcgua[MMYZZYN 4650
scacg[YzZXX:acca]auu]cacguua]gg]aaac]]accu[ YXWY:gauc]gcaa] '

14 [ :ggaaccaaa[ XYZXW:c[MYY:gugcJuc[WYXMWM:aag[YXW:gagaaauac[[ XXM:u[ZWX:accu]cJauaa[WYXXZ: [MXYW:a[MMYZZ 5210
YN:cacg[YZXX:acca]auu]cJua]lgg]aaac]]accu[YXWY:gauc]gcaa] '

15 [ :ggaaccaaa[ XYZXW:c[MYY:gugcJuc[WYXMWM:aag[YXW:gagaaauac[ XXM:u[ZWX:accu]cJauaa[WYXXZ: [MXYW:ag[MYZZ -53.30

YN:cacg[YZXX:acca]auu]Juc]Jua]gg]aaac]Jaccu[YXWY:gauc]gcaa]



cel

Tabla 11. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia de prueba identificada como ms2.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : gggugggaccccuuucgggguccugcucaacuuccugucgagcuaaugccauuuuuaaugucuuuagcgagac] 0.00
1 [: [MYY:ugggaccccuuucggggu]gcucaacuuccugucgagcuaaugccauuuuuaaugucuuuagcgagac] 0.00
2 [ : [MYY:ugggaccccuuucggggu]gcucaacuuccugucga[ YXWZZ :ugccauuuuuaaugucu]gagac] -3.60
3 [: [MYY:ugggac[XXXN:uuc]u]gcucaacuuccugucga[YXWZZ:ugccauuuuuaaugucu]gagac] -7.00
4 [: [MYY :ugggac[XXX:uuucg]ulgcucaacuuccugucga[ YXWZZ :ugccauuuuuaaugucu]gagac] -7.30
5 [: [MYY:ugggac[XXX:uuucg]u]gcucaacuuccu[ YWX:ga[YXWZZ:ugccauuuuuaaugucu]gal] -10.70
6 [: [MYY:ugggac[XXX:uuucg]u]gcucaacuuccu[YWX:ga[YXWZZ:ugc[XZWW:uuuJuculgal] -12.60
7 [: LYMYNMYYZ:c[XXX:uuucg]Jaacuuccu[YWX:ga[YXWZZ:ugc[XZWW:uuuJucu]ga]l] -25.40
8 [: LYMYNMYYZXXXX:uuucJaacuuccu[YWX:ga[YXWZZ:ugc[XZWW:uuuJucu]gal] -32.10
9 [: [YMYNMYYZXXXX:uuucJaacuuccu[YWX:ga[YXWZZ:ugc[XZW:uuuuaJucu]ga]l]l -32.10
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Tabla 12. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia de prueba identificada como HDV.

Etapa Estructura Secundaria AG

0 [ : ggaauggcgggaccccacucugcaggguccgcguuccauccuuucuuaccugauggceccggcauggucccagcecuccucgecuggecgecggeugggea 0.00
acauuccgaggggaccguccccucgguaauggcgaaugggacccacaaaucucucua] :

1 [ : ggaauggcgggaccccacucugcaggguccgcguuccauccuuucuuaccugauggcecggcauggucccagecuccucgecuggcgcecg [MXNYMY : 350
caacauuccgaggggaccguccc]aauggcgaaugggacccacaaaucucucua] :

> [ : ggaauggcgggaccccacucugcaggguccg [XMWWX : cauccuuucuuaccugauggccggcauggucccagccuccucgcuggcgcecg [MXNYM 3.89
Y :caacauuccgaggggaccguccc]aauggc]ggacccacaaaucucucual :

3 [ :ggaauggcgggaccccacucugcaggguccg [ XMWWX : cauccuuucuuaccugauggccggcauggucccagccuccucgcuggcecgecg [MXNYM -6.59
Y :caacauuccga[YYM:gaccg]c]aauggc]ggacccacaaaucucucua] '

4 [ : ggaauggcgggaccccacucugcaggguccg [ XMWWX : cauccuuucuuaccugauggccggcauggucccagccuc[XN: cgcu]cgeeg [MXNY 750
MY : caacauuccga[YYM:gaccg]c]aauggc]ggacccacaaaucucucua] '

5 [ : ggaauggcgggaccccacucugcaggguccg [ XMWWX - cauccuuucuuaccugaugg [ XXMYX :auggucccagccuc[XN:cgcu]cgccg]gc -9.90
aacauuccga[YYM:gaccg]ccucgguaauggc]ggacccacaaaucucucua] :

6 [ : ggaauggcgggaccccacucugcaggguccg [ XMWWX - cauccuuucuuaccugaugg [ XXMYX :auggucccagccuccucgcuggcgccg]gca -12.40
acauuccgal[YYM:gaccg]ccucgguaauggc]ggacccacaaaucucucua] :

7 [ - ggaauggcgggaccccacucugcaggguccg [ XMWWX : cauccuuucuuaccugaugg[XXMYX:au[YYN:ccca]Juccucgcuggcgccg]gca -14.60
acauuccgalYYM:gaccg]ccucgguaauggc]ggacccacaaaucucucua] :

8 [ :ggaaug[ YXMYM:accccac]aggguccg [ XMWWX : cauccuuucuuaccugaugg [ XXMYX:au[YYN:ccca]uccucgcuggcgccg]gcaac 2150
auuccga[YYM:gaccg]ccucgguaauggc]ggacccacaaaucucucual] :

9 [ :ggaaug[ YXMYM:accccac]aggguccg [ XMWWX : cauccuuucuuaccugaugg [ XXMYX:au[YYN:ccca]uccucgcuggcgccg]gcaac -35.80
auu[XXYZYYYYZ:ccg]Juaauggc]ggacccacaaaucucucua] :

10 [:[MYZ:aug[YXMYM:accccac]aggguccg [XMWWX : cauccuuucuuaccugaugg[XXMYX:au[YYN:ccca]Juccucgcuggcgccg]gca -35.90
acauu[XXYZYYYYZ:ccgJuaauggc]ggacccacaaa]cucua] :

1 [:[MYZ:aug[YXMYM:accccac]aggguccg [XMWWX : cauccuuucuuaccugaugg[XXMYX:au[YYN:ccca]Juccucgcuggcgccg]gca -36.20
acauu[XXYZYYYY:accgu]uaauggc]ggacccacaaa]cucua] '

12 [:ggaaug[YXMYM:accccac]a[YYYWXX:g[XMWWX: cauccuuucuuaccugaugg[XXMYX:au[YYN:ccca]Juccucgcuggcgccg]gca 5030
acauu[XXYZYYYY :accgu]uaauggc]]acaaaucucucua] '

13 [:ggaaug[YXMYM:accccac]a[YYYWXX:g[XMWWX: cauccuuucuuaccugaugg[XXMYX:au[YYN:ccca]Juccucgcuggcgccg]gca 5410
a[XZWW: [XXYZYYYY:accgu]u]gc]]acaaaucucucua] '

14 [:ggaaug[YXMYM:accccac]a[YYYWXX:g[XMWWX: cauccuuucuuaccugaugg [XXMYX:aug[YNX: ccagccuccucgcu]gccg]gca 5430
a[XZWW: [XXYZYYYY:accgu]u]gc]]acaaaucucucua] '

15 [ :ggaaug[YXMYM:accccac]a[YYYWXX:g[XMWWX : cauccuuucuuaccugaugg [ XXMYX:augguc[XXZYX:cuccuc]cgccg]gcaal -62.40
XZWW = [XXYZYYYY:accgu]u]gc]]acaaaucucucua] :

16 [ :ggaaug[YXMYM:accccac]a[YYYWXX:g[XMWWX: cauccuuucuuaccugaugg[XXMYX:a[NYYN:c[XXZYX:cuccuc]c]]gcaa[X -68.80
ZWW: [XXYZYYYY :accgu]u]gc]]acaaaucucucua] :

17 [:[MYZ:aug[YXMYM:accccac]a[YYYWXX:g[XMWWX : cauccuuucuuaccugaugg [ XXMYX:a[NYYN:c[XXZYX:cuccuc]c]]gcaa -69.30

[XZWW: [XXYZYYYY:accgu]Ju]lgc]]acaaaucuc]a]
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Tabla 13. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia de prueba identificada como amv.

Etapa Estructura Secundaria AG

0 [ :aaugcugaccuccacuggguggauuaaggucaagguaugaaguccuauucgcuccugauaggaucgacuucauauugcuuauauaugugcuaacgc 0.00
acauauauaaaugcucaugcaaaacugcaugaaugccccuaagggaugc] :

1 [ :aaugcugaccuccacuggguggauuaaggucaagguaugaaguccuauucgcuccugauaggaucgacuucauauugcuuauauaugugcuaacgc -2.40
acauauauaa[ZWYX:ucaugcaaaacu]gaaugccccuaagggaugc] :

> [ :aaugcugaccuccacuggguggauuaaggucaagguaugaaguccuauucgcuccugauaggaucgacuucauauugcuuauauaugugcuaacgc -850
acauauauaaaugc[WXZWYXZ:aaac]augccccuaagggaugc] :

3 [ :aaugcugaccuccacuggguggauuaaggucaagguaugaaguccuauucgcuccugauaggaucgacuucauauugcuuauauaugugcuaacgc -11.80
acauauauaaaugc[WXZWYXZ:aaac]aug[XXX:cuaa]augc] :

4 [:aaugcugacc[WXXZX:ugg]Juuaaggucaagguaugaaguccuauucgcuccugauaggaucgacuucauauugcuuauauaugugcuaacgcac -16.30
auauauaaaugc[WXZWYXZ :aaac]aug[XXX:cuaa]augc] '

5 [ zaaugc[WYZXX: [WXXZX:ugg]Juuaa]agguaugaaguccuauucgcuccugauaggaucgacuucauauugcuuauauaugugcuaacgcacau 1910
auauaaaugc[WXZWYXZ:aaac]augccccuaagggaugc] '

6 [ zaaugc[WYZXX: [WXXZX:uggJuuaa]a[MMWZWYZZYWX: cuauucgcuccugauaggauc ]gcuuauauaugugcuaacgcacauauauaaau -29.30
gc[WXZWYXZ - aaac]augccccuaagggaugc] '

7 [ -aaugc[WYZXX: [WXXZX-uggJuuaa]a[MMWZWYZZYWX : cuauucgcuccugauaggauc ]gc[WWZWZWZWYWYX - uaac]augc[WXZWYX _45.40
Z:-aaac]augccccuaagggaugc] :

8 [ -aaugc[WYZXX: [WXXZX:uggJuuaa]a[MMWZWYZZYWX : cuauucgcuccugauaggauc ]gc[WWZWZWZWYWYX - uaac]augc[WXZWYX _48.70
Z:-aaac]aug[XXX:cuaa]augc] :

9 [ -aaugc[WYZXX: [WXXZX:uggJuuaa]a[MMWZWYZZYWX : [XWZWN : cgcuccu]gauc]gc[WWZWZWZWYWYX : uaacJaugc[WXZWYXZ: 51.40
aaac]aug[XXX:cuaa]augc] :

10 [ -aaugc[WYZXX: [WXXZX:uggJuuaa]a[MMWZWYZZYWX: cu[ZWNX: gcuccugaua]c]gc[WWZWZWZWYWYX : uaac]augc [WXZWYXZ 51.70

saaac]aug[XXX:cuaa]augc]
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Tabla 14. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia de prueba identificada como alpha operon.

Etapa Estructura Secundaria AG

0 [ : gucugugcguuuccauuugaguauccugaaaacgggcuuuucagcauggaacguacauauuaaauaguaggagugcauaguggcccguauagcagg 0.00
cauuaacauuccugaucauaagcaugccguaauc] :

1 [ : gucugugcguuuccauuugaguauccugaaaacgggcuuuucagcauggaacguacauauuaaauag [NZYYZMWY : cauaguggcccguauagca -7.00
ggcauuaa]aucauaagcaugccguaauc] :

2 [ : gucugugcgu [WWXXZW : uugaguauccugaaaacgggcuuuucagc]cguacauauuaaauag[[NZYYZMWY : cauaguggcccguauagcaggc -9.50
auuaa]aucauaagcaugccguaauc] '

3 [ gucug [WMXY : u[WWXXZW : uugaguauccugaaaacgggcuuuucagc]cguacauauuaaauag[NZYYZMWY : cauaguggcccguauagcag 12.00
gcauuaa]aucauaagcaugc]auc] :

4 [ guc[WYWMXY : u[WWXXZW : uugaguauccugaaaacgggcuuuucagc]Juauuaaauag[NZYYZMWY : cauaguggcccguauagcaggcauu -18.10
aa]aucauaagcaugccguaauc] '

5 [ guc[WYWMXY : u[WWXXZW : uugagua[[NXX:ugaaaac]cuuuucagc]Juauuaaauag[NZYYZMWY : cauaguggcccguauagcaggcauu 20,50
aa]aucauaagcaugccguaauc] :

6 [z guc[WYWMXY : u[WWXXZW : uugagua[[NXX:ugaaaac]cuuuucagc]Juauuaaauag[NZYYZMWY : cauagug [ YXX: cguauagca]auu 25 60
aa]aucauaagcaugccguaauc] '

7 [ Quc[WYWMXY : u[WWXXZW : uugaguauc[[XWYZZZZ : cgggc]c]Juauuaaauag[NZYYZMWY : cauagug [ YXX: cguauagca]auuaa]a -28.40
ucauaagcaugccguaauc] :

8 [ : QUCWYWMXY : u[WWXXZW : uugaguauc[XWYZZZZ : cgggc]c]Juauuaaauag[NZYYZMWY : cauagug[YXX:c[YN:aua]a]auuaa] -29.70
aucauaagcaugccguaauc] :

9 [ : QuCc[WYWMXY : u[WWXXZW : uugaguauc[[XWYZZZZ : cgggc]c]Juauuaaauag[[NZYYZMWY : cauagug [ YXX:c[Y:uauag]a]auuaa -30.00
Jaucauaagcaugccguaauc] :

10 [ : QuC[WYWMXY : u[WWXXZW : uugaguau [ XXNY : aaaa] cuuuucagc] Juauuaaauag [NZYYZMWY : cauagug [ YXX:c[Y:uauag]a]au 3030
uaa]aucauaagcaugccguaauc] '

1 [: guc[WYWMXY : u[WWXXZW: uugaguau [ XXNY :aaaa]cuuuucagc]Juauuaaauag [NZYYZMWY : ca[WzZMW:g[YXX:c[Y :uauag]a] 3160
Ja]aucauaagcaugccguaauc] :

12 [z guc[WYWMXY z u[WWXXZW: [NWYZM: uau[XXNY :aaaa]cuu]c]Juauuaaauag[NZYYZMWY :ca[WZMW:-g[YXX:c[Y:uauag]a]]a 3710

Jaucauaagcaugccguaauc]
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Tabla 15. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Alanina.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : ggggaauuagcucaagcgguagagcgcucccuuagcaugcgagagguagcgggaucgacgcccccauucucual] 0.00
1 [:LYYYM:aauuagcucaagcgguagagcgc]uuagcaugcgagagguagcgggaucgacgcccccauucucual -4.60
2 [:LYYYM:aauua[ YXWX:aagcggua]gc]uuagcaugcgagagguagcgggaucgacgcccccauucucua] -9.80
3 [:[YYYM:aauua] YXWX:aagcggua]gc]uuagcaugcgagaggual YXY :ggaucga]ccccauucucua] -13.10
4 [:[MYYYZ:auua[YXWX:aagcggua]gc]uagcaugcgagaggua[YXY :ggaucga]ccccauucucua] -15.20
5 [:[MYYYZ:auua[YXWX:aagcggua]gcJuagcaugc[YZM:aggua[YXY:ggaucga]cccca]ucua] -15.50
6 [ [MYYYZ:auua][ YXWX:aagcggua]gc]Juagcaugc[YZM:a[YY:ua[YXY:ggaucga]c]ca]ucua] -16.60
7 [:IMYYYZ:auua][ YXWX:aagcggua]gcJuagcaugc[YZM:a[YY:ua[YXY:ggaucga]cc]ajucua] -20.90
8 [:[IMYYYZ:auua[ YXWX:aagcggua]gcJuagcaugc[YZYZ:[YY:ua[YXY:ggaucga]cc]auJua] -22.60

Tabla 16. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Arginina.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [:gggccaguggcgcaauggauaacgcgucugacuacggaucagaagauucuagguucgacuccuggcuggcucg] 0.00
1 [ : gggccaguggcgcaauggauaacgcgucugacua[ XYMZNX agaagauucua]acuccuggcuggcucg] -4.60
2 [ : gggccaguggcgcaauggauaacgcgucugacua[ XYMZNX: [ZYZ :agau]a]acuccuggcuggcucg] -7.20
3 [ : [YMYXXZYN:ggcgcaauggauaacgcgucugacua[ XYMZNX: [ZYZ:agau]a]acuccug]g] -16.86
4 [ [YMYXXZYN: [YMXYX:aauggauaac]ugacua[XYMZNX: [ZYZ:agau]a]acuccug]g] -27.20
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Tabla 17. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Asparagina.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : gucucuguggcgcaaucggucagagcguucggcuauuaaccgaacggugaguaguucaagaccacccagggacg] 0.00
1 [ -gucucuguggcgcaaucggucagagcguucggcuauuaaccgaacggugaguaguucaaga[ XX:accca]gacg] -1.00
2 [ -gucucuguggcgcaauc[YYWX:agagcguucggcuauuaaccgaacggugaguaguucaa]acccagggacg] -3.59
3 [z [YWXNXWY :uggcgcaauc[ YYWX:agagcguucggcuauuaaccgaacggugaguaguucaa]acc]g] -9.89
4 [z [YWXNXWY :uggcgcaauc[ YYWX:agag [ XYWWXYY : cuauuaa]gugaguaguucaa]acc]qg] -18.90
5 [z [YWXNXWY -u[YY:cgcaauc[ YYWX:agag[XYWWXYY : cuauuaa]gugaguaguucaa]a]lg] -22.20
6 [z [YWXNXWY zu[YY:cgcaauc[YYWX:agag[XYWWXYY : cuauuaa]gu[MZ:guag]caalal]lg] -22.80
7 [z [YWXNXWY :u[YY:cgcaauc[YYWX:agag[ XYWWXYY : cuauuaa]g[WYzZM:uag]a]lallgl -26.10

Tabla 18. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Aspartato.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : uccuuguuacuauvagugguaaguaucucugccugucaugcaugagagagggggucgauucccugacggggag] 0.00
1 [ :uccuuguuacuauagugguaagua[ WXWX : ugccugucaugcau]gagggggucgauucccugacggggag] -2.60
2 [ :uccuuguuacuauagugguaagua[WXWX: [WYX: cugucau]Ju]gagggggucgauucccugacggggag] -6.20
3 [ :uccuuguuacuauagugguaagua[ WXWX: [WYX:cugucauJu]ga[MYYYM:ucgau]gacggggag] -14.60
4 [z [WXXNNYWN:acuauagugguaagua[WXWX: [WYX:cugucauJu]ga[MYYYM:ucgau]lg] -23.00
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Tabla 19. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Cisteina.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : 9ggggguagggcucagggauagagcauuugacugcagaucaagagguccccgguucgaaucuaggugeccccu] 0.00
1 [ : ggggguagggcucagggauagagcauuugacugcal[ YZNX:aaga]cccgguucgaaucuaggugecccccu] -2.20
2 [ -ggggguagggcucagggauagagc[ZWWNYZ - cugca[ YZNX :aaga]cccggu]cuaggugcccccu] -4.40
3 [ : 9gggguagggcucagggauagagc[ZWWNYZ : cugca[YZNX:aaga]cccggu]cu[ZYY zugccc]] -4.90
4 [ : 9ggggguagggcucagggauagagc[ZWWNYZ: [XNY:ca[YZNX:aaga]ccJu]cu[ZYY:ugccc]] -9.60
5 [ -ggggguagg[YXWX:agggaua ] [ZWWNYZ: [ XNY:ca[YZNX:aaga]ccJu]cu[ZYY:ugccc]] -12.80
6 [:LYYYYYNZ:gg[YXWX:agggaua] [ZWWNYZ: [XNY:ca[YZNX:-aaga]ccJu]cuagg]u] -26.10
7 [:LYYYYYNZ:gg[YXWX:agggaua]a[WWNYZ: [XNY:ca[YZNX:aaga]ccJu]ucuagg]u] -27.20

Tabla 20. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Glutamina.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : ggcaguaugguagagugguuaagaucaugaacucugaagucagagauacuugaauuugaaugcugguucugucal 0.00
1 [ - [MYXZ:guaugguagagugguuaagaucaugaacucugaagucagagauacuugaauuugaa]gguucuguca] -0.91
2 [ - [YMXZY :uaugguagagugguuaagaucaugaacucugaagucagagauacuugaauuugaaugcugguulal] -3.35
3 [ - [YMXZY :uaugguaga[MWYMW: uaag]gaacucugaagucagagauacuugaauuugaaugcugguulal] -5.37
4 [ - [YMXZY :uaugguaga[MWYMW: uaag]gaacucugaag[WXZMZ : gauacuugaa]augcugguu]a] -9.30
5 [z [YMXZY:ua[NMYNZ:ga[MWYMW:uaag]gaacucugaag[WXZMZ : gauacuugaa]a]guul]a] -13.00
6 [z [YMXZY:ua[NMYNZ:ga[MWYMW:uaag]gaa[ XWXWY :aagu]auacuugaauuugaa]guula] -18.60
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Tabla 21. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Acido glutamico.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : ucccugguagucuaguggcuaaaguuuggcgcucucaccgccgggacugguugauuccagaucaggggal 0.00
1 [ -ucccugg[WZYNX:uagu]aaguuuggcgcucucaccgccgggacugguugauuccagaucaggggal -4.30
2 [ zucc[XWYY : [WZYNX:uaguJaaguuuggcgcucucaccgccgggacugguugauuJaucaggggal -6.03
3 [ zucccugg[WZYNX:uagu]aaguuuggcgcucucaccgccggga[ XWYY :uugauu]aucagggga] -9.50
4 [ zucccugg[WZYNX:uagu]aaguuuggcgcucucaccgccgg[YZ: [XWYY:uugauu]a]aggggal -10.40
5 [z INXXXW:gg[WZYNX:uaguJaaguuuggcgcucucaccgccgg[YZ: [XWYY tuugauu]a]l]a] -14.80
6 [ - INXXX:ugg[WZYNX:uagu]aaguuuggcgcucucaccgccgg[YZ: [XWYY :uugauu]a]ala] -15.40
7 [z INXXXWYM: [WZYNX :uagu]aaguuuggcgcucucaccgccggga[XWYY :uugauu]a]al] -18.30
8 [z INXXXWY zg[WZYNX :uagu]aaguuuggcgcucucaccgccggga[ XWYY :uugauuJau]a] -18.70
9 [z INXXXWY zg[WZYNX:zuagu]aag[[NNNYYXY : cucucac]a[XWYY :uugauu]au]a] -24.60
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Tabla 22. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Glicina.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : gccuugguggugcagugguagaauucucgccucccacgugggagacccggguucaauucccggcecaaugcal 0.00
1 [ -gccuugguggugcagugguagaauucucgccucccacgugggagacccggguucaauucccg[YX:caau]a] -0.30
2 [ :gccuugguggugcagu[YYN:agaauucuc]ucccacgugggagacccggguucaauucccg[YX:caau]al -1.20
3 [ : gccuugguggugcagu[YYN:agaauucuc] [WXXX:acgu]gacccggguucaauucccg[YX:caau]a] -5.50
4 [ :gccuugguggugcagugguagaauucucgcc[WXXX:acgu]gacccggguucaauucccg[YX:caau]a] -5.90
5 [ - gccuugguggugcagugguagaauucucgcc[WXXX:acgu]gaccc[YYM:uucaau]cg[YX:caau]a] -9.70
6 [ : gccuugguggugcagugguagaauucuc[YX: c[WXXX:acgu]gaccc[YYM:uucaau]cggccaau]a] -10.90
7 [ - [MXX:uuggu]gcagugguagaauucuc[YX:c[WXXX:acgu]gaccc[YYM:uucaau]cggccaau]a] -13.30
8 [ : [MXX:uuggu]gcagugguagaauucuc[YX:c[WXXX:acgulgac[XXYYY :uucaauu]ccaaula] -18.10
9 [ : [MXX:uuggu]gcagugguagaauucuc[YX: [XWXXX:acgu]ac[XXYYY:uucaauu]ccaau]al] -20.20
10 [ - [MXX:uuggu]gcag[WYY :uagaauucucgc [ XWXXX:acgu]ac[XXYYY:uucaauu]]augca] -21.20
11 [z [IMXX:zuuggu] [YXZ:g[WYY :uagaauucucgc[XWXXX:acgu]ac[XXYYY:uucaauu]]a]al -25.50
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Tabla 23. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Histidina.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : gcagugacuguauagugguuagcacucuguguuguggccacagcaaccaugguucaaaucugagucaugacal] 0.00
1 [ -gcagugacuguaua[ YWYYNNZ : gcacucuguguug]agcaaccaugguucaaaucugagucaugaca] -6.90
2 [ -gcagugacuguaua[ YWYYNNZ : [MXZ: cuc]guug]agcaaccaugguucaaaucugagucaugaca] -7.30
3 [ :gcagugacuguaua[ YWYYNNZ: [MX:acucu]guug]agcaaccaugguucaaaucugagucaugacal] -7.60
4 [ -gcagugacuguaua[ YWYYNNZ : [MXZX :ucuJug]agcaaccaugguucaaaucugagucaugaca] -10.80
5 [ -gcagugacuguaua[ YWYYNNZ : [MXZX:ucuJug]agcaac[XZWYMNWXZ :aauc]aca] -17.70
6 [z [MXZY:ugaJaua[ YWYYNNZ: [MXZX:ucuJug]agcaac[ XZWYMNWXZ :aauc]aca] -18.90
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Tabla 24. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Isoleucina.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : ggcugguuaguucaguugguuagagcguggugcuaauaacgccaaggucguggguucgauccccauaucggcecal 0.00
1 [ :ggcug[MWWZYN : ucaguugguuagagcguggu]aacgccaaggucguggguucgauccccauaucggcca] -2.40
2 [ :ggcug[MWWZYN : ucaguugguuagagcguggu]aacgccaa[ YYNXY :uggguucgauccccauau]a] -8.40
3 [ :ggcug[MWWZYN : [NXZ:guugguuagagcg]u]aacgccaa[ YYNXY :uggguucgauccccauau]a] -8.50
4 [ :ggcug[MWWZYN: [NXZ:guug[YN:uaga]g]u]aacgccaa[ YYNXY:uggguucgauccccauau]a] -8.60
5 [Z[YYX:zug[MWWZYN: [NXZ:guug[YN:uaga]g]Ju]aac]aa[ YYNXY:uggguucgauccccauau]a] -14.50
6 [:LYYX:zug[MWWZYN: [NXZ:guug[YN:uaga]lgJulaac]aa[YYNXY:u[YYY:uucgau]cauau]a] -18.80
7 [ZLYYX:ug[MWWZYN: [NXZ:guug[YN:uaga]g]Julaac]aa[ YYNXY: [WYYY:uucgaucJuau]a] -20.20
8 [ZLYYX:zug[MWWZYN: [NXZ:[YNW:gguuag]g]u]aac]aa[YYNXY: [WYYY:uucgaucJuau]a] -23.40

Tabla 25. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt — Leucina.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ - gguagcauggcugaguggucuaagauucugaauuaagucuccagucucuuugggggcgugguuuucaaucccaccgcugcua] 0.00
1 [ -gguagcauggcugaguggucuaagauucugaauuaa] YNXNXXZM: ucucu]gugguuuucaaucccaccgcugcua] -11.00
2 [ -gguagcauggcugaguggucuaal YZWW: cugaauuaa[ YNXNXXZM:ucucu]gugguuuuc]ccaccgcugcua] -11.80
3 [ - [MYNZYX:auggcugaguggucuaa[ YZWW: cugaauuaa] YNXNXXZM:ucucu]gugguuuuc]ccacc]a] -15.70
4 [ : [MYNZYX:auggcugaguggucuaa[ YZWW: cu[MZZNNZ:a[[YNXNXXZM:ucucu]gJuc]ccacc]a] -20.50
5 [:[MYNZYX:au[YMXN:gaguJuaa[ YZWW: cu[MZZNNZ :a[ YNXNXXZM:ucucu]gJuc]ccacc]a] -27.70
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Tabla 26. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Lisina.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ :aaccgaauagcuuaguugaugaagcgugagacucuuaaucucaggguaguggguucaagccccacauuggacal 0.00
1 [ -aaccgaauagcuuaguugaugaagcgugagacucuuaaucucaggguagugg[ YWNXZZ:gccccaca]a] -5.20
2 [ -aaccgaaua[ YXWW:aguugaug]gugagacucuuaaucucaggguagugg[ YWNXZZ :gccccaca]a] -8.50
3 [ -aaccgaaua[ YXWW:aguugaug]gugag [ ZXNXW: uaaucuc]agugg[ YWNXZZ:gccccaca]a] -11.20
4 [ -aaccgaaua[ YXWW:aguugaug]gugag [ ZXNXW:uaaucuc]a[ YWYYY :uucaagc]auuggaca] -13.70
5 [ caaccgaaua[ YXWW:aguugaug]g[WYZYZ:cucuuaa]lgggua[ YWYYY :uucaagc]auuggaca] -14.70
6 [ :aa[XXMZ:aua[ YXWW:aguugaug]g[WYZYZ:cucuuaa]lgggua[YWYYY :uucaagc]a]aca] -17.60

Tabla 27. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Metionina.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ :agcagaguggugcaguggaagcauaccuaugggcccauaacccagagguugauggauggaaaccauccucugcual] 0.00
1 [ -agcagaguggugcaguggaagcauaccua[WYYY : cccauaa]gagguugauggauggaaaccauccucugcua] -4.50
2 [ -agcagaguggugcaguggaagcauaccua[WYYY :cccauaa]ga[ YYWW:gauggaugga]auccucugcua] -7.70
3 [ -agcagagug[MWYX:aguggaa]accua[WYYY:cccauaa]ga[YYWW:gauggaugga]auccucugcua] -10.80
4 [ -agcagagug[MWYX:aguggaa][ZXXW:a[WYYY : cccauaa]g]ugauggauggaaaccauccucugcua] -11.80
5 [ cagcagagug[MWYX:aguggaa ] [ZXXW:a[WYYY :cccauaa]gJugau[YYZWYY :aaa]Jucugcua] -19.50
6 [:[ZYXZYZ:gug[MWYX:aguggaa] [ZXXW:a[WYYY:cccauaa]lg]ugau[YYZWYY:aaa]]a] -25.90
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Tabla 28. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Fenilalanina.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : gccgaaauagcucaauugggagaguguuagacugaagaucuucugcaggucucugguucaauuccggguuucgacal] 0.00
1 [ -gccgaaauagcucaauugggagaguguuagacuga[ ZYZNXW : ucugc]cugguucaauuccggguuucgaca] -3.90
2 [ -gccgaaauagcucaauugggagaguguuaMZXNM: a[ZYZNXW:ucugc]c]caauuccggguuucgacal] -7.50
3 [ -gccgaaauagcucaauugggagaguguua[MZXN:ga[ZYZNXW:ucugc]cu]caauuccggguuucgaca] -8.70
4 [ :gc[XYZZZN:agcucaauugggagaguguua[MZXN:ga[ZYZNXW:ucugc]cu]caauuccgg]aca] -11.20
5 [zgc[XYZZZN:ag[XNX:aauu]Jagaguguua[MZXN:ga[ZYZNXW:ucugc]cu]caauuccgg]aca] -15.20
6 [zgc[XYZZZN:ag[XNX:aauu]a[YZMW:guua[MZXN:ga[ZYZNXW:ucugc]cu]ca]cgg]aca] -17.20

Tabla 29. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Prolina.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : ggcucguuggucuagggguaugauucucgcuuagggugcgagaggucccggguucaaaucccggacgagccc] 0.00
1 [ : ggcucguuggucuagggguauga [NWXWXYX : uuagggu]gucccggguucaaaucccggacgagccc] -10.00
2 [ zggcucguuggucuag[YYY tuauga[ NWXWXYX :uuagggu]gucccggguucaaau]ggacgagccc] -12.50
3 [: LYYXWXYWN:ggucuag[YYY :uauga[[NWXWXYX : uuagggu]gucccggguucaaau]g]c] -22.70
4 [: LYYXWXYWN:ggucuag[YYY :uauga[[NWXWXYX:uuagggu]gu]ggguucaaaucccg]c] -24.30
5 [z [YYXWXYWN:ggucuag[YYY :uauga[ NWXWXYX:uuagggu]gu][YYMW:-ucaa]cg]c] -29.00
6 [: LYYXWXYWN:ggucuag[YYY :uauga[[NWXWXYX:uuagggu]gu][YYM:uucaaa]cg]c] -30.00
7 [: LYYXWXYWN:ggucuag[YYY :uauga[[NWXWXYX:uuagggu]gu][YYY :uucaaau]g]c] -30.80
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Tabla 30. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Serina.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : ugaguuguagcugagugguuaaggcaacgagcuagaaauucguugguuucucucugugcagguuugaauccugcuaauuaug] 0.00
1 [ -ugaguuguagcugagugguuaaggcaa| XMZMXN : agaaauucguugguuucucucugugca]aauccugcuaauuaug] -2.50
2 [ zugaguug[WZMXN : gagu]aggcaa[ XMZMXN : agaaauucguugguuucucucugugca]aauccugcuaauuaug] -4.60
3 [ zuga[ YNN:g[WZMXN:gagu]a]aa[XMZMXN : agaaauucguugguuucucucugugca]aauccugcuaauuaug] -7.30
4 [ zuga[ YNN:g[WZMXN:gagu]a]aa[XMZMXN: [ZYZZZNN:cguu]cucugugca]aauccugcuaauuaug] -11.10
5 [zuga[ YNN:g[WZMXN:gagu]a]aacgagcu[ZYZZZNN:cguu]cucugu[YXZYY :uuugaaujuaauuaug] -14.90
6 [zuga[YN:ug[WzZMXN:gagu]ag]aacgagcu[ZYZZZNN: cguu]cucugu[YXZYY :uuugaau]uaauuaug] -15.60
7 [zuga[YN:ug[WzZMXN:gagu]ag]aacgagcu[ZYZZZN:ucguug]cucugu[YXZYY :uuugaauJuaauuaug] -15.90
8 [zuga[YN:ug[WzZMXN:gagu]ag]aac[YZY:cu[ZYZZZN:ucguug]Jugu[YXZYY :uuugaauJuaauuaug] -18.80
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Tabla 31. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Treonina.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ - agcaccauggcuuagcugguuaaagcaccugucuaguaaacaggagauccugaguuucaauuccaauggugccu] 0.00
1 [ -agcaccauggcuuagcu[YYW:uaaagc]ugucuaguaaacaggagauccugaguuucaauuccaauggugccu] -1.40
2 [ a[YXZXXZW:ggcuuagcu[ YYW:uaaagcJugucuaguaaacaggagauccugaguuucaauuccajcu] -9.61
3 [ za[YXZXXZW:ggcuuagcu[ YYW:uaaagcJug[NXW:aguaaac]agauccugaguuucaauucca]cu] -11.00
4 [ -a[YXZXXZW:ggcuuagcu[ YYW:uaaagcJug[WXN:aguaaaca]gauccugaguuucaauucca]cu] -12.40
5 [ za[YXZXXZW:ggcuuagcu[ YYW:uaaagc]ugucuaguaaacaggagauccu[ YZMW:uuca]ca]cu] -12.40
6 [za[YXZXXZW:ggc[NWZY :cu[YYW:uaaagc]uguJuaaacaggagauccu[ YZMW:uuca]ca]cu] -13.80
7 [za[YXZXXZW:g[MXW:uagcu[YYW:uaaagc]ugucu]aaacaggagauccu[ YZMW:uuca]ca]cu] -14.20
8 [za[YXZXXZW:g[MXW:uagcu[YYW:uaaagc]Jugucu]aaa[XZYY::agau]Jaguuucaauucca]cu] -19.90
9 [:a[YXZXXZW:g[MXW:ua[MX:u[YYW:uaaagc]Ju]cu]aaa[XZYY:agau]aguuucaauucca]cu] -22.30

Tabla 32. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Triptofano.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : ggaaggauggggccaagcuggaaagccugugggcuccacagucaugugccuggguucaauucccaguucugcau] 0.00
1 [ -ggaagga[WYYMYXX:aagcuggaaagccugug]cagucaugugccuggguucaauucccaguucugcau] -10.30
2 [ cggaagga[WYYMYXX:aa[ YXW:ggaa]cugug]cagucaugugccuggguucaauucccaguucugcau] -16.20
3 [ :ggaagga[WYYMYXX:aa[YXW:ggaa]cugug]cagucaugugc[XWYYY :uucaauu]Juucugcau] -23.50
4 [:g[YZ:agga[WYYMYXX:aa[YXW:ggaa]cugug]cag]augugc[XWYYY :uucaauuJuucugcau] -24.30
5 [:g[YZ:agga[WYYMYXX:aa[YXW:ggaa]cugug]cag]au[MWYX: [XWYYY :uucaauu]Juucu]] -26.40
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Tabla 33. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Glutamina.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : ccuucaauaguucagcugguagagcagaggacuauagcuacuuccucaguaggagacguccuuagguugcugguucgauuccagcuugaaggal 0.00
1 [ : ccuucaauaguu[XZMXN : gguagagcagaggacuauagcuacuuccucaguaggagacguccuua]cugguucgauuccagcuugaaggal -0.69
2 [ : DXXWWXZZ : uaguu [ XZMXN : gguagagcagaggacuauagcuacuuccucaguaggagacguccuua]cugguucgauuccagc]al -5.99
3 [ : [XXWWXZZ - uaguu[XZMXN: gguagagca[YZYYZ: cuauagcuacu]aguaggagacguccuua]cugguucgauuccagc]al] -10.80
4 [: DXXWWXZZ - uaguu [ XZMXN: gguagagca[MZYYZX: uauagcuacuuccucaguaggagac]a]cugguucgauuccagc]a] -11.40
S [ : [XXWWXZZ -ua[ YNWX - agcuggua]a[MZYYZX: uauagcuacuuccucaguaggagac]agguugcugguucgauuccagc]al] -17.10
6 [ - DXXWWXZZ :ua[YNWX:agcuggua]a[MZYYZX :uaua[MXW: acuuccuc]aggagac]agguugcugguucgauuccagc]a] -17.70
7 [ : [XXWWXZZ -ua[YNWX:agcuggua]a[MZYYZX:uaua[MXW:acuuccuc]aggagac]agguu[YXWYY:uucgauu]]a] -23.70
8 [ [XXWWXZ :aua[YNWX-agcuggua]a[MZYYZX:uaua[MXW:acuuccuc]aggagac]agguu[YXWYY :uucgauuJula] -24.20
9 [ : [XXWWXZ :aua[YNWX:agcuggua]a[MZYYZX:uauag [XWZXW: uccuc]gagac]agguu[YXWYY :uucgauuJu]a] -29.40

Tabla 2. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Valina.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : gcuucuguaauguagugguuaucacauucgccucacacaugaaaggucaccaguuugagaccgggccaaaaca] 0.00
1 [ :gcuucuguaauguag[WYYNN: aucacauucgccucacacaugaaaggucaccaguuugagaccg]aaaca] -1.63
2 [ zgcuucuguaa[WYW:ag[WYYNN:aucacauucgccucacacaugaaaggucaccaguuugagaccglaal] -3.73
3 [ -gcuucuguaa[WYW:ag[WYYNN:aucacauucgccucacacaugaaa[ YYWX:accaguuuga]g]aa]l -6.70
4 [ -gcuucuguaa[WYW:ag[WYYNN:aucacauucgcc[WXZ:caca]aa[YYWX:accaguuuga]g]aa]l -10.80
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Tabla 2. Mejor plegamiento obtenido para la secuencia correspondiente al ARNt - Selenocisteina.

Etapa Estructura Secundaria AG
0 [ : gaccguguggccuuaauggauaaggugucugacuucagaucagaagauugaggguuugagucccuuuguggucal 0.00
1 [ :gaccgugug [MXXWWZ : augga]gucugacuucagaucagaagauugaggguuugagucccuuugugguca] -5.40
2 [ :gaccgugug [MXXWWZ - augga] [MWXWY :acuu]cagaagauugaggguuugagucccuuugugguca] -8.80
3 [ :gaccgugug [MXXWWZ : augga]g[WXWYZ : cuucaga]agauugaggguuugagucccuuugugguca] -8.90
4 [z [YZXXMNM : ug [MXXWWZ : augga]g[WXWYZ : cuucaga]agauugaggguuugagucccuu]a] -14.00
5 [z [YZXXMNM - ug [MXXWWZ -augga]g[WXWYZ : cuucaga]agauu[MZYYY :uuugagu]]a] -18.70
6 [z [YZXXMN : gug [MXXWWZ - augga]g[WXWYZ : cuucaga]agauu[MZYYY :uuugaguju]a] -19.30
7 [z [YZXXM:ugug[MXXWWZ :augga]g[WXWYZ: cuucaga]agauu[MZYYY :uuugagujug]a] -20.60
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