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Abstract— A pipeline architecture is implemented to automatize gene promoter sequence download from tomato genome
Solanum lycopersicum annotated in Sol Genomics Network. Output gene promoters can be analyzed with MEME and
TOMTOM programs. The code is available at www.github.com/lalebot/pip-prom-tom and Git is used as control versions
software. Combined Python threads, regular expressions, and SQLite databases are used to reduce time for downloading
sequences and optimize informatic resources. The methodology presented in this work is potentially applicable to other biological
fields.
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Resumen— Se presenta el desarrollo de una arquitectura en pipeline que automatiza la descarga de promotores de Solanum
lycopersicum desde la Sol Genomics Network y luego los analiza con los programas MEME y TOMTOM. El codigo esta
disponible en www.github.com/lalebot/pip-prom-tom y utiliza Git como software de control de versiones. Se combina el uso de
threads en Python, expresiones regulares y base de datos SQL.ite para que conjuntamente disminuyan el tiempo de descarga de
los promotores y optimicen la utilizacion de recursos informaticos. La metodologia que presenta este trabajo es potencialmente
aplicable a otras areas bioldgicas.
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I. INTRODUCCION como asi también los de otras variedades y cultivares

as nuevas tecnologias de secuenciacion han permitido

la generaciéon de grandes cantidades de informacion
que esta siendo recopilada en bases de datos y en diferentes
plataformas bioinformaticas. Esta informacién estd
disponible para la comunidad cientifica y consta de
secuencias génicas, estructura y localizacion de genes,
herramientas para visualizacion y manipulaciéon de
secuencias de ADN, ARN vy proteinas. Ademas, contienen
resultados de experimentos de transcriptomica, tales como
secuenciacion del ARNm (RNA-Seq) y microarreglos.
Las bases de datos y plataformas mas relevantes para las
solandceas (tomate, papa, tabaco, entre otras) vy
especificamente para el tomate, son actualmente: Sol
Genomics Network (SGN, https://solgenomics.net), Tomato
Functional Genomics Database (http://ted.bti.cornell.edu)
[1], Tomato Genomic Resources Database
(http://59.163.192.91/tomato2/) [2]. La plataforma SGN es
un repositorio primario de datos fenotipicos, genéticos,
gendmicos, de expresion génica y metabdlica proveniente
de la familia de las solanaceas y otras especies
relacionadas. SGN almacena los datos de secuenciacion del
genoma de la variedad Heinz 1706 de S. lycopersicum
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silvestres (ej. S. pennelli LA0716, S. pimpinellifolium
LAL1789). En esta plataforma reside una gran variedad de
herramientas bioinformaticas que permiten la manipulacion
de estos datasets [3], posibilitando asi que los genomas
secuenciados sirvan de referencia para el estudio de otras
variedades para las cuales ain no hay datos de
secuenciacion de nueva generacion.

Esta informacién ha comenzado a ser utilizada para el
mejoramiento de la calidad de los frutos de tomate en
variedades locales de nuestro pais [4]. En estas
aplicaciones, suelen presentarse diversas limitaciones para
el usuario en el manejo de las herramientas disponibles en
este tipo de plataformas.

La conversion desde el estado de madurez del fruto de
tomate (EMT) verde al estado completamente maduro rojo
implica cambios dramaticos en el color, composicion,
aroma, sabor y textura del fruto. La maduracion es un
proceso que incluye alteraciones en el metabolismo y la
expresion de genes, teniendo un efecto dramético en la
calidad de los frutos. Los diversos EMT como asi también
la respuesta al estrés o diferentes situaciones fisioldgicas
vegetales, implican a nivel molecular, una reprogramacién
y una modificacién de la regulaciéon de la expresién de
genes o grupos de genes especificos [5]. Los mecanismos
implicados en la regulacién de la expresion génica abarcan
la interaccién de una proteina o factor de transcripcion (del
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inglés, transcription factor, TF) con una secuencia corta (5-
15 pares de bases o pb) o motivo de ADN.

Los motivos de ADN se encuentran en los promotores
génicos y su identificacion ha constituido por afios un
topico de discusion en el ambito cientifico. Un promotor es
la region del genoma cercana al sitio de inicio de la
transcripcion (SIT) de un gen y generalmente se la ubica
1000 pb rio arriba (upstream). Algunos autores describen
aproximadamente 200 rio abajo (downstream) del SIT [6].

La interaccion entre los TFs y sus motivos en el ADN es
especifica y lleva a la induccion o represién de la expresion
génica [7] [8]. Numerosos métodos han sido utilizados para
identificar motivos en secuencias promotoras. Su
identificacion ha sido uno de los problemas mas
ampliamente estudiados, no sélo por su significado
biologico sino también por su dificultad bioinformatica.
Esta dificultad deriva de la cantidad enorme de datos con
los que se cuentan en la actualidad y de la necesidad de
acceso a los mismos de formas flexibles y parametrizables
para su andlisis. Frecuentemente, es necesario analizar
grupos de promotores provenientes de genes co-regulados,
es decir aquellos genes que poseen un perfil de expresion
similar, ya sea por induccién o represion en la expresion
génica. La disponibilidad de herramientas bioinformaticas
para el analisis de promotores dentro de las Solanéceas es
baja, con ausencia de interfaces graficas adecuadas para
analizar grupos de genes simultaneamente. Tal es asi que
este trabajo se origind a partir de necesidades o preguntas
bioldgicas por resolver, tal como se observa en dos
Trabajos Finales de Especializacién en Bioinformatica
UNR [9] [10]. En estos trabajos se contemplé la necesidad
de analizar promotores de genes de interés para la calidad
de frutos de tomate y durazno, buscando motivos sobre-
representados o bien construyendo bases de datos con
motivos de interés.

En SGN se encuentra disponible una herramienta para la
descarga de promotores con ciertas limitaciones, como la
imposibilidad de obtener promotores de varios genes en
forma simultanea. Si bien existe la posibilidad de descargar
en bulk las zonas promotoras de todos los genes de S.
lycopersicum cv Heinz 1706, estas zonas s6lo poseen una
cantidad de pb upstream/downstream del SIT prefijadas por
SGN (https://solgenomics.net/tools/bulk?mode=ftp) y no
permiten la flexibilidad en la seleccidon de los pardmetros
asociados.

Por tal motivo, el presente trabajo tiene como objetivo
principal desarrollar una herramienta que se conecte con la
web de SGN, para la identificacién, extraccion y posterior
analisis de secuencias de grupos de promotores con los
programas MEME [11] [12] y TOMTOM [13]. MEME
utiliza un algoritmo que identifica uno 0 mas motivos en
una coleccion de secuencias de ADN o proteinas. El
archivo de salida de MEME es matricial y puede ser
comparado contra bases de datos matriciales
correspondientes a motivos conocidos, por ejemplo, la
Jaspar DNA CORE (2016) [14] [15] [16]. Posteriormente,
mediante el uso del algoritmo TOMTOM, se cuantifica
estadisticamente la similitud entre el motivo incognita o
query obtenido por MEME y el motivo anotado en la base
de datos de motivos conocidos. Asi, MEME identifica
motivos sobrerrepresentados en una lista de secuencias
promotoras y TOMTOM clasifica estos motivos de ADN
segln sea su unidon con diferentes familias de TFs
especificos.

Il. MATERIALES Y METODOS

La arquitectura en pipeline permite ir transformando un
flujo de datos en un proceso comprendido por varias fases
secuenciales, siendo la entrada de cada una la salida de la
anterior.

Se desarroll6 un script con las 6rdenes de procesamiento
en el lenguaje de programacion Python version 3
(http://www.python.org) que funciona sélo bajo sistemas
operativos GNU/Linux y derivados. Un script contiene
ordenes que el programa intérprete lee una a una y las
ejecuta secuencialmente. Python es un lenguaje de
programacion interpretado cuya filosofia hace hincapié en
una sintaxis que favorezca un codigo legible.

El seguimiento y versionado del proyecto se realizd con
Git (http://git-scm.com/). Git es un software de control de
versiones disefiado por Linus Torvalds, uno de los
creadores del sistema operativo GNU/Linux.

El proyecto estd alojado en la web GitHub
(https://github.com/lalebot/pip-prom-tom) y es de libre
acceso. En la misma se permite su clonacion, duplicacion y
posterior modificacion por cualquier usuario de la web.

La descarga del proyecto contiene los siguientes
archivos:

-README.md, es el manual de instalacion y uso que
incluye: requisitos para la ejecucidn, un instructivo para la
descarga, detalle de los parametros del archivo de
configuracion y detalle de los comandos que el script
necesita para ejecutarse.

-El archivo de configuracion inicial conf.ini

-exa_prom.txt que contiene una lista de cddigos de
promotores de ejemplo.

-pip_prom_tom.py, el codigo del script.

I11. RESULTADOS

Se anexa a esta presentacién un video tutorial on-line
(https://youtu.be/QALAEsjHLgU) donde se explica y
visualiza paso a paso una ejecucién del script de la
arquitectura en pipeline.

Las entradas que requiere la arquitectua en pipeline son:

-Un archivo de texto con la lista de los cdédigos de
promotores de S. lycopersicum a descargar.

-Un archivo de configuracion con los pardmetros
personalizables para la ejecucion del script y para la
ejecucion de los algoritmos MEME y TOMTOM.

Al ejecutar el script, se debe sefialar el nombre del
archivo que contiene la lista de promotores, el nombre que
se le va a dar a ese proyecto, si van a descargarse los
promotores upstream o downstream, el gap v si el script se
ejecuta en modo pipeline o no.

En el presente trabajo nos referimos como gap a la
cantidad de pares de bases extras que se descargaran
contabilizando las bases a partir del SIT de cada gen. Si el
gen estéd en la hebra (+), se suman las bases extra al SIT, y
si el gen se encuentra en la hebra (-), estas bases extras se
restan (Figura 1).

A. Procesamiento del pipeline

-A partir de un archivo con la lista de codigos de
promotores de SGN (Figura 2), el script comienza a hacer
consultas para obtener los promotores a través de threads
(hilos), que trabajan en paralelo para la optimizacion del
rendimiento y ancho de banda de internet. La cantidad de
threads se define en el archivo de configuracién inicial
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conf.ini. Este archivo puede modificarse antes de cada
ejecucion del script.

En el siguiente ejemplo se le restan 1000 pb al SIT (up-
stream) y se le suman 250 pb (gap) al gen A de la hebra (+)

Gen A en la hebra (+) —
Upstream (-1000 pb) Gap (+250 pb)
S 1713
SIT
()3 I I [ 15

En el siguiente ejemplo se le suman 1000 pb al SIT (down-
stream) y se le restan 250 pb (gap) al gen B de la hebra (-)

(+) 5 1 I 13
SIT
C)3 I I 1 5
Gap (-250 pb) Downstream (-1000 pb)

+— Gen B en la hebra (-)

Fig 1: Obtencion de la secuencia promotora, contando a partir del SIT para
los genes A (con region codificante CDS en hebra positiva) y B (con CDS
en hebra negativa).

-Cada uno de esos hilos o procesos hijos, descarga el
codigo HTML del resultado de una busqueda en SGN.
Dentro de ese HTML, el script realiza la busqueda de un
codigo Unico que identifica al promotor dentro de SGN para
realizar otra consulta y descarga el cédigo HTML que
devuelve esta Ultima. Las busquedas dentro de los codigos
HTML se realizan con expresiones regulares.

-Una vez que el script tiene el cédigo de identificacién
del promotor, realiza otra consulta para obtener el HTML
en donde encuentra el SIT que sirve de referencia para
hacer la descarga del promotor.

-Con el SIT encontrado se realiza la descarga de los
pares de bases de ese promotor en base a los pardmetros
downstream/upstream y gap.

-El resultado obtenido del promotor se guarda en una
base de datos SQLite que contiene todos los datos
descargados y procesados. En el caso de que el proceso de
descarga tenga una interrupcion, el script puede retomar las
busquedas a partir de los datos incompletos de esta base de
datos. La base de datos permite que todos los hilos estén
leyendo y escribiendo a la vez sin que se pierda ningin dato
ya que la misma gestiona el acceso simultdneo de varios
procesos.

-Cada vez que el hilo encuentra y descarga correctamente
un promotor realiza una nueva consulta a la base de datos
para continuar la busqueda de otro promotor.

-Una vez que los hilos han cargado toda la base de datos
completando las cadenas de promotores faltantes, el script
genera un archivo FASTA que contiene todas las cadenas
de promotores.

-Este archivo sirve de entrada para que ser analizado por
el programa MEME. Los parametros de andlisis que utiliza
MEME son tomados del archivo conf.ini.

-El script descarga la Ultima versidn de base de datos de
motivos que necesita el programa TOMTOM para realizar
la comparacion.

-Los resultados del algoritmo MEME sirven de entrada al
programa TOMTOM que los compara con la base de datos
de motivos de ADN conocida. La base con la cual se hace

(¢,

la comparacion esta establecida en el archivo conf.ini. Por
defecto es la base “Jaspar DNA CORE (2014)” pero puede
ser modificada con otras bases de datos [16].

-Si un error sucede durante el procedimiento, el mismo
queda registrado en un archivo de nombre logs.log

Sol
Genomics
Network

N f
Descargar Descargar
un promotor | 1.n promotores
A A 7
Ty
Generar el
archivo FASTA
S —
Analizar
con MEME
—_—
daoe do Lt
motivos |

Fig 2: Diagrama de flujo de la arquitectura en pipeline. En rojo se
muestran las etapas de la arquitectura en pipeline, en azul los archivos que
se consultan y se generan y en verde las consultas a la web.

La arquitectura en pipeline estd desarrollada con
herramientas de cddigo abierto:

-GNU/Linux OS: Sistema operativo.

-Python: Lenguaje de scripting.

-Git: Sistema de versionado.

-SQLite: Base de datos.

B. Impacto

La arquitectura en pipeline brinda mayor flexibilidad en
el uso de herramientas para la extraccion y el andlisis de
secuencias de promotores en S. lycopersicum cv. Heinz
1706. El uso de esta arquitectura en pipeline puede
extenderse a otras especies de solandceas o variedades de
tomate secuenciados. Para el caso de aquellos genomas que
se hallan secuenciados de manera incompleta o
parcialmente (genomas borrador) bastaria con modificar
ciertas caracteristicas del script para adaptarlo a sus nuevos
usos. Por otro lado, y en relacion al area bioldgica en la que
impacta, la identificacion de los motivos de ADN para la
union de TFs en familias de genes vinculadas con el
proceso de maduracion del fruto de tomate u otras
situaciones fisiolégicas, del desarrollo o bien vinculadas
con la respuesta al estrés abidtico o bidtico, permiten
avanzar en el area de mejoramiento de la calidad y sabor de
los frutos de tomate.

Esta presentacion propone una modalidad de trabajo que
puede ser replicada en otras areas de desarrollo de
herramientas bioinformaticas en donde se necesite una
mecanizacion de descargas y analisis de datos en base a una
lista de busqueda.
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C.Ventajas

Utiliza Git, el mismo permite obtener la Gltima version
de un proyecto para su clonacion y posterior modificacion.
Explora la creacion de un script de arquitectura en pipeline,
ya que, al utilizar el sistema de control de versionado Git,
no sélo esta disponible el proyecto en su version final sino
en todas y en cada una de las etapas del mismo desde sus
inicios. Se almacena en GitHub, una de las plataformas de
desarrollo colaborativo mas importantes de la actualidad.
Se aplican conceptos de escalabilidad para brindar
flexibilidad y adaptacion a cambios.

Tanto el lenguaje de programacién, el sistema operativo
y el sistema de versionado son de cédigo abierto y de libre
uso.

El proyecto esta publicado bajo la licencia GNU General
Public License (GPL) 3.0, la cual exige la publicacion del
cédigo fuente y que todos los trabajos derivados del
original conserven la misma licencia GPL, no permite
enlaces con mddulos privativos (de coédigo cerrado) y
requiere que todos los cambios realizados a la version
original sean reflejados en el cddigo fuente con sus
respectivos autores.

El script utiliza threads para realizar las basquedas de los
promotores. Los threads son hilos de ejecucion o
subprocesos de un proceso padre que permiten mejorar el
rendimiento. Se utilizan en procesos de hacking y en
andlisis heuristicos. Gracias a esta automatizacion en
paralelo el resultado se obtiene cerca de diez veces mas
rapido que si no se usaran los mismos.

Se usan expresiones regulares para el analisis de los
cédigos HTML vy la descarga de la base de datos de motivos
que utiliza el TOMTOM.

IV. CONCLUSIONES

Como resultado del presente trabajo, fue posible:

-Desarrollar una arquitectura en pipeline, en el lenguaje
Python, que permita la automatizacion de la descarga de
promotores de S. lycopersicum desde SGN para su posterior
analisis con MEME y TOMTOM.

-La creacion del proyecto en una plataforma de
versionado de software (www.github.com/lalebot/pip-
prom-tom). Git permite guardar cada paso del desarrollo del
proyecto. Dentro del mismo se encuentran los manuales de
instalacion y uso.

-Implementacién conjunta de threads en Python,
expresiones regulares y base de datos SQLite para mejorar
el rendimiento disminuyendo diez veces el tiempo
necesario para una ejecucion.

-Adaptar e implementar una metodologia que es
aplicable a cualquier &rea bioldgica siempre que haya un
genoma anotado y disponible en la web.

-Ampliar las funcionalidades de la SGN al permitir la
descarga personalizada de un nimero de pb rio arriba/abajo
conjuntamente con un gap, la interfaz web de la SGN no
permite esto.

TRABAJOS FUTUROS

Estad previsto validar esta arquitectura de pipelines en
otras especies de interés agrondmico para las que existen
bases de datos similares a Sol Genomics Network.
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