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Introduccion

En el tltimo medio siglo hemos experimentado una auténtica revolucion del
conocimiento en multiples disciplinas cientificas. A nivel bioldgico, la actual
tecnologia de secuenciacion de proteinas y acidos nucleicos ha evolucionado
espectacularmente, alcanzando cotas que parecian fuera de nuestro alcance
no hace tanto tiempo. Actualmente, y gracias a la secuenciaciéon masiva, se
pueden llegar a producir diariamente varios terabytes de informacién a un pre-
cio asequible. Toda esta informacién se pone publicamente a disposicion de la
comunidad cientifica desde multiples centros de investigacién repartidos por
el mundo. Naturalmente, el analisis comparativo de estos resultados permite
extraer nuevo conocimiento que resulta muy valioso para complementar la
informacién obtenida en los laboratorios.

A finales de los afios sesenta del siglo pasado, varios pioneros en el campo
de la biologia molecular comenzaron a recopilar las primeras secuencias de
proteinas. La construccion de arboles filogenéticos a partir de la comparacién
de estas secuencias demostrd ser una importante herramienta para establecer
relaciones evolutivas entre especies. Entonces surgi6 la necesidad de emplear
métodos de trabajo maés robustos que permitieran realizar sistematicamente
estos contrastes de parecido. Fue otro grupo de pioneros con sélidos conoci-
mientos matematicos quienes diseflaron los primeros algoritmos para calcu-
lar alineamientos Optimos de secuencias. Esta técnica es clave para el analisis
bioinformatico, dado que es fundamental poseer un método de comparacion
fiable para garantizar el mejor resultado posible independientemente de las

secuencias utilizadas en cada caso.

El alineamiento de dos o mds secuencias debe realizarse dentro de un estricto
marco de trabajo que establece unos criterios de puntuacion estrictos, lo que
permite que en la mayoria de situaciones, siguiendo estas restricciones, averi-
gliemos cudl es el alineamiento 6éptimo en un tiempo razonable. En otros ca-
sos que involucran comparaciones mas complejas, es imprescindible realizar
ajustes sobre los algoritmos basicos. Estas modificaciones generalmente con-
sisten en aplicar criterios heuristicos basados en la experiencia para reducir el
numero de pasos necesarios para alinear las secuencias.

En este tipo de comparaciones es fundamental construir alineamientos sen-
satos desde el punto de vista bioldgico. Por regla general, encontraremos su-
ficiente consenso entre las soluciones 6ptimas tanto en el plano algoritmico
como en el biol6gico. Sin embargo, también es cierto que en algunas ocasiones
la propuesta biolégicamente mas factible no concuerda necesariamente con
la mejor solucién en términos matematicos. En este sentido, veremos en este
modulo que la eleccion de la estrategia de alineamiento mas apropiada sera

critica para extraer las conclusiones mas acertadas en cada contexto biologi-
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co. En cualquier caso, debemos ser conscientes de la enorme importancia de
interpretar correctamente los alineamientos resultantes. Presentaremos aqui,
por tanto, un amplio abanico de técnicas de comparacioén de secuencias junto
con un elenco de nociones bésicas sobre su analisis bioinformatico.
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Objetivos

Mediante la adquisicién de los contenidos establecidos para este médulo, el
estudiante debera poseer manejo suficiente en los siguientes aspectos relacio-
nados con la comparacién de secuencias biolégicas:

1. Saber definir formalmente qué es un alineamiento de dos o mas secuen-
cias.

2. Aprender a interpretar biol6gicamente los alineamientos de secuencias.

3. Comprender los algoritmos fundamentales de comparacion de secuencias.

4. Utilizar la clase de alineamientos mas apropiada para cada problema bio-

légico.
5. Manejar con soltura las busquedas de secuencias en grandes bases de datos.

6. Explotar estos algoritmos bésicos para comparar otros tipos de secuencias.
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1. Alfabetos, secuencias y alineamientos

Para trabajar en nuestro ordenador con genes y proteinas es imprescindible
previamente establecer un cédigo que nos permita modelar formalmente el
contenido de estas biomoléculas. Tanto los acidos nucleicos como los péptidos
son macromoléculas compuestas por pequefias unidades elementales quimi-
camente enlazadas (por ejemplo, nucleétidos en el caso del ADN/ARN, ami-
noacidos en las proteinas). Por tanto, antes de codificar estas estructuras bio-
logicas debemos definir el alfabeto apropiado de simbolos para cada tipo de
molécula.

Un alfabeto es un conjunto finito no vacio de simbolos. Un lenguaje
es el conjunto de palabras construidas a partir de la combinacion de los
simbolos de un alfabeto.

Emplearemos un alfabeto que nos permita construir palabras con nucle6tidos
para almacenar secuencias de ADN en un entorno computacional. Asignare-
mos una letra distinta a cada nucle6tido en funcion de las cuatro bases nitro-
genadas existentes: adenina, citosina, guanina y timina (cuando analicemos
moléculas de ARN debera sustituirse timina por uracilo). Del mismo modo,
para codificar proteinas construiremos un alfabeto con tantos simbolos como
aminoacidos conocidos hay.

Figura 1. Alfabetos elementales en bioinformatica.

2oy = ACGT)
ZARN —{AC,G, U}

Y —{AC.D,E.F,G,H,I,LK,M,N,P,Q,R.S,T,V, W,Y)
'PRO

Mediante la combinacién apropiada de nucle6tidos o aminoacidos codifica-
remos conceptualmente la estructura de estas moléculas con largas cadenas de
simbolos que podréan ser almacenadas para su posterior analisis. El orden en
que se dispongan estas unidades otorgara un significado biol6gico concreto a
cada secuencia de caracteres, conformando un mensaje interpretable dentro
de un determinado contexto celular. Solamente un nimero limitado de estas

ordenaciones codifica mensajes funcionales (por ejemplo, genes y proteinas).

Ved también

La estructura quimica de estas
moléculas se explica con deta-
lle en la asignatura Fundamen-
tos de biologia molecular.

Lectura complementaria

J. E. Hopcroft; R. Motwa-
ni; J. D. Ullman (2007). In-
troduction to automata theory,
languages and computation.
Eglewood Cliffs, NJ: Prentice
Hall. ISBN: 0321462254.
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Figura 2. Secuencia completa del genoma del virus VIH-1.

>gi|292658940|gb|GQ372990.1| HIV-1 isolate ES X2556-3 from Spain, complete genome
TTTCTTCAAGTTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGARAARTCTCTAGC

Leyenda figura 2

AGTGGCGCCCGAACAGGGACTTGARAGCG! G CGG. TCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAG La secuencia de uno de los
AGGCGA GGCGACTGGTGAGTACGCCAATTTTTGACTAGCGGAGGCTAG. AGAGATGGGTGCGAGAGCGTCGATATTAAGCG A
GGGGAAAATTAGATCACTGGGARAGAATTCGGTTAAGGCCA AGAAACAATATAGACTAAAACATCTAGTATGGGCAAGCAGGGA nueve genes del virus del SIDA
. 2
GCTAGAACGATTCGCAGTTAATCCTGGCCTGTTAGARACAGCAGAGGGCTGTARACAAATAATAGAACAGCTACAACCAGCCCTTCAGACA (e| gen denominado 939) esta
GGAACGGAGGAGCTTAGATCATTATTTAATACAGTAGTAGTCCTCTATTGTGTACATCAAAGAATACAGGTAAAAGACACCAAAGAAGCTT .
T T AAGAGCAAAACAAAAGCAAGAAAAAAGTACAGCAAGCAGCAACTGGCACAGGAAACAGCGGCCAGGTCAGCCARRA SUb[ayada para ilustrar su ta-
TTACCCTATAGTGCAGAACCTTCAGGGGCAGATGGTACATCAGGCTATATCACCTAGAACTTTARATGCATGGGTAARAGTAGTAGAGGAG mano.

AAGGCTTTCAGCCCAGAAGTAATACCCATGTTTTCAGCATTATCAGAAGGAGCCACCCCACAAGATTTAAACACCATGCTAAACACAGTGG
GGGGACATCAAGCAGCCATGCAAATGTTAAAAGAGACCATCAATGAGGAGGCTGCAGAATGGGATAGATTACATCCAGTGCATGCAGGGCC
TATTGCACCCGGCCAGATGAG. CCAAGG GTGACATAGCAGGGACTACTAGTACCCTTCAGG. TAGGATGGATGACAAAT
AATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAATCTATA GATGGATAATCATGGGATTAAAT. TAGTAAGAATGTATAGCCCCACAAGCATTC
TGGATATAAAACAAGGACCAAAGGAACCCTTTAGAGATTATGTAGATCGGTTCTATAAAACCCTAAGAGCTGAGCAAGCTACACAGGAAGT

TTGGATGACAG CCTTGTTGGTCCAAAATGCAAACCCAGATTGTAAGACTATTTTAAAAGCATTAGGACCAGCAGCTACACTA

GAGGAAATGATGACAGCATGTCAGGGAGT! CCACCCATAAGGCAAGGATTTTGGCTGAAGCAATGAGCCAAGTATCAAAACCAA
CCATAATGGTGCAAAGAGGCAATTTTAAAAACCAAAGAAAAACTGTTAAGTGTTTCAATTGTGGCAAAGAAGGGCACATAGCAAAAAATTG
CAGGGCCCCTAGG TTGTTGGAAATGTGGACAGGAAGGACACCAAATGAAAGATTGTACT GGCTAATTTTTTAGGG

ARAATCTGGCCTTCCCACAAGGGGAGGCCAGGARATTTCCTTCAGAGCAGACCAGAGCCARCAGCCCCACCAGAGGAGAGCTTCAGGTTTG
CAGCCCCCTCTCAGAAGCAGGAACCGATAGACAAGGACCTGTATCCCTCAGCTTCCCTCAAATCACTCTTTGGCAACGA
CCCCTTGTCACAAT. AGGT. CT. G CTCTATTAGATACAGGAGCAGATGATACAGTATTAGAAG. T TTTG
CAGGA TGGAAACC., TGAT. TTGGCGGTTTTATCARAGTAAGACAGTATGATCAGGTACCCATAGACATCTGTGGGCA
TAAAGCTATAGGTACAGTATTAGTAGGACCTACACCTGTCAACATAATAGGAAGARACCTGTTGACTCAGATTGGATGCACTTTARATTTT
CCCATTAGTCCTATTGAAACTATACCAGTAAAATTAAAGCCAGGAATGGATGGCCCAAAAGTT. CAATGGCCATTGAC G.
TAAAAGCATTAGTAGAAATTTGTACAG TGGAA AAAATTTCAAAAATTGGGCCTGARAATCCATACAATACTCCAGTATT
TGCCATAAAGARAARAGACAGTACTAAGTGGAGAARRATTAGTAGATTT G. TTAATAAGAAAACTCAAGACTTCTGGGAAGTTCAA
TTAGGAATACCACATCCTGCAGGGTTAAAAAAGAAAAAGTCAGTAACAGTACTGGATGTGGGTGATGCATACTTTTCAGTTCCCCTAGATA
ARAAACTTTAGGAAGTATACTGCATTTACCATACCTAGTATAAACAATGAGACACCTGGAATTAGATATCAGTACAATGTGCTTCCACAAGG
ATGGAAAGGATCACCAGCAATATTCCAAAGTAGCATGACAAGAATCTTAAAGCCTTTTAGAAAACARAATTCAGACATAGTTATCTATCAA
TATATGGATGATTTGTATGTAGGATCTGACTTAGATATAGAGCAGCATAGAGC AATAG. TGAGACAACATCTGCTGGCATGGG
GATTTACCACGCCAGACAAA. CATC. AAGAACCTCCATTTCTTTGGATGGGTTATGAACTCCATCCTGATAAATGGACAGTACAGCC
TATAGTGCTGCCAGAAARAGACAGCTGGACGGTCAATGACATACAGAAGTTAGTAGGAAAACTARATTGGGCAAGT CAGATTTACGCAGGG
ATTAAAGTAAGGCAACTATGTAAACTCCTTARAGGAGCC, GCACTGACAGAAGTAATAACACTAAC, GAAGCAAAACTAGAACTGG
CAGAA A AGATTTTA G CAGTACATGGAGTGTATTATGACCCATCARAAGACTTAATAGCAGAACTACAGAAGCAGGGACA
AGGCCAGAGGACCTATCARATTTATCAAGAGCCATTTAAAAATCTGAARACTGGAAAATATGCAAARATGAGGGGTGCCCACACTAATGAT
GTAAAACAATTAGTAGAGGCAGTGCAAA TATCCACAG. GCATAGTAATATGGGGAAGGACTCCTAAATTTAGACTACCCATACAAA
GGAAACATGGGA ATGGTGGACAGACTATTGGCAAGCCACCTGGATTCCTGAGTGGGAGTTTGTTAATACCCCTCCCTTAGTGARATT
ATGGTACCAGTT. AAAAG. CCATAATAGGAGCAGAAACTTTCTATGTAGATGGAGCAGCTAAC, TAAATTAGGAA CA
GGATATGTTACTAACAGAGGAAGACAAAAGGTTGTCTCCATAACTGACACAACAAATCAGAAGACTGAGTTACAAGCAATTCATCTAGCTC
TGCAGGATTCGGGATCAGAAGTAAACATAGTAACAGACTCACAATATGCATTAGGAATCATTCAAGCACAACCAGATAARAAGTGAATCAGA
AATAGTCAGTCAARATAATAGAACAGTTAATAAARAAGGAAAGGGTCTACCTAGCATGGGTACCAGCACACAARGGAATTGGAGGAAACGAA
CAAGTAGATAAATTAGTCAGTGCTGGAATCAGGAAGATACTATTTTTAGATGGGATAGATAAGGCCCAAGAAGAACATGAGARATATCACA
ATAATTGGAGAGCARATGGCTAGTGATTTTAACCTACCGCCTATAGTAGC, AGAAATAGTGGCCAGCTGTGACAAATGTCAGCTAAAAGG
AGAAGCCATACATGGACAAGTGGACTGTAGTCCAGGAATATGGCAACTAGATTGTACACATTTAGAAGGAARAGTTATCCTAGTAGCAGTC
CATGTAGCCAGTGGATATATAGAAGCAGAAGTTATTCCAGCAGAGACAGGACAGGAAACAGCATACTTTCTCTTAARATTAGCAGGAAGAT
GGCCAGTAA CAATACATACAGACAATGGCAGAARATTTTACCTGTACTACAGTTAAGGCCGCCTGTTGGTGGGCGGGGATCARRCAGGE,
ATTTGGCATTCCCTACAATCCCCAAAGTCAAGGAGTAGTAGAATCCATGAATAAAGAATT, GAAAATTATAGGACAGGTAAGAGATCAG
GCTGAACATCTTAAGACAGCAGTACAAATGGCAGTATTCATTCACAATTTTAAGAGAARAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAA
GAATAATAGACATAATAGCAACAGACATACAAACTAAAGAACTACAGAAACARATTACAA. TTCAARATTTTCGGGTTTATTACAGGGA
CAACAGAGACCCACTGTGGARGGGACCAGCAAAGCTCCTCTGGAAAGGTGAAGGGGCAGTAGTAATAC ATAATAGTGACATAAAGGTA
GTGCCAAGAAGAARAGCAAAGATCATTAGGGATTATGGAARACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGA
ACATGGATAAGCCTAGTGAAACATCATATATATATTTC. GAAAGCTAAAGGATGGTGTTATAAACATCACTATGAAACCCATCATCCAA
GARAAAGTTCARAAGTACACATCCCACTAGGGGGTGCTAGGATGGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGARAGAGACTGGCA
TTTGGGTCAGGGAGTCTCCGTAGAAT! e} G AATATAACACAC, TAGACCCTAACCTAGCAGACCAACTAATCCATACATAT
TACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGARA CATATTAGGACATATAGTTAGCCCTAGGTGTGAATATCGAGCAGGACATAACA
AGGTAGGATCTCTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAARAAAGATAAAGCCACCTTTACCTAGTGTTACAARACTGACAGA
GGATAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGTGCCATACAATGAATGGACATTAGAACTTTTAGAAGAGCTTAAGAATG
AGGCTGTGAGACATTTTCCTAGAGTATGGCTCCATGGCTT AATATATCTATGARACTTATGGAGATACTTGGACAGGAGTGGAAGC
CATAATAAGAGTTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCARAATTGGGTGCCGACATAGCAARATAGGCATTARTCTAC A A
AGARATGGAGCCAGTAAACCCTAGTCTAGAGCCCTGGGAGCACCCAGGGAGCCGGCCTAGGACCGCTTGTACCCGTTGCTACTGCARAARA
TGCTGCTTTCATTGTCCAAAGTGTTTCTTAACARAAGGCTTAGGCATCTCCTATGGC. AAGCGGAGACAGCGACGARAATCTCCTC
AAGACAGTAAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAARGCAGTGAGTAAATACATGTAATGCAATCTTTAATAATAGCATCAATAGTAGGATTAG
TAGTAGTAGGAATAATAGCAATAGTAGTGTGGTCTATAGTATTCATAGAATAT. TATTAAGACAAAGAAAAATAGAA, TTAAT
TGATAGAAT., GAA GCAGAAGACAGTGGCAATGACAGTGAAGGGGATCAGGAAGAATTATTTTCACTTATGGAAATGGGGCACGAT
GCTCCTTGGGATATTAATGATCTGTAGTGCTGCAGACCAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAAGAAGCTACCACC
ACTTTATTTTGTGCATCAGATGCTAAAGCATATAATACAGAAAGGCATAATATTTGGGCCACACATGCATGTGTACCCACAGACCCCAACC
CACAAGARATAAATTTGGAAAATGTGACAGAAAATTTTAACATATGGAAAAATAACATGGTAGAACAGATGCATGAGGATATAATCAGCCT
ATGGGAGGAAAGCTTAAAGCCATGTGTAAAATTAACTCCACTCTGTGTTACTTTAAATTGCACTGATGTTATAACCAATAGTAACCGCACA
AATACCACTAGCGAAT ATGGAG! T. ACTGCTCTTTCAAGACCAACCCAGTCATAARAGACAAGGAAC
GGAACAATATGCATTGTTTTATAAACTTGATGTAGTACAAATGGAGGATAATAGTACCTATAGACTGATAAGTTGTAACACCTCAGTCAT
TACACAGGCTTGTCCAAAGGTATCCTTTGAGCCAATTCCAATACATTATTGTGCCCCAGCTGGTTTTGCGATTTTAAAGTGTAACAATAAG

ACATTCAGTGG. GACCATGTACAAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAATTAGGCCAGTAGTATCAACTCAATTGCTGTTAA
ATGGCAGTCTAGCAGAAGAAGACGTAGTGCTTAGATCTGACAATTTCTCGAACAATGCTA. CCATAATAGTACAGCTGAAAACCCCTGT
AAATATTACTTGTTTAAGACCCAACAATAATACA. A GTATACATATAGGGCC, ATTTTATACAAC, AATAATA

GGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGAACAATGGAATGACACTTTAAGACAAGTGGCTGCCAAATTAGGAAAACAATTTG
GGAATAGTAARAACAATAGCCTTTAAGCAATCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTGTAATGCATAGTTTTAATTGTGGAGGGGAATTTTTCTA
CTGTAATACAACAARACTGTTTAATAGTACTTGGACTAATAGTACTTGGAATAAGAATAGT CCTGAARATAATACTCATGAARACATCACA
CTCCAATGCAGAATAAAACAATTTATAAACCTGTGGCAAGAAGTAGGAAAAGCAATGTATGCCCCTCCCATCCAAGGAATAATTAGATGCA
CGTCAAACATTACAGGGATACTATTAACAAGAGATGGTGGTAATAATACCACAAACGGGACTGAGATCTTCAGACCTGGAGGAGGAGATAT
GAGAGACAATTGGAGAAGTGAATTATATARATATARAGTAGTAAAAATTGAGCCATTAGGAGTAGCACCCACCAAGGCARAGAGARGAGTG
GTGC: GAGCAGTGGGATTAGGAGCCCTGTTCCTCGGGTTCTTGGGAGCMGCAGGAAGCACTATGGGCGCAGCGTCACTAA
CGCTGACGGTACAAGCCAGAATGCTGTTGTCTGGTATAGTGCAACAGCAGAACAATCTGCTGAGAGCTATTGAGGCGCAACAACATATGTT
GCAACTCACAGTCTGGGGCATTAAACAGCTCCAGGCAAGAGTCCTGGCGGTGGAARGATACCTARAGGATCAACAGCTCCTGGGGATTTGG
GGTTGCTCTGGAAAACTCATTTGCACCACTGCTGTGCCTTGGAATGCTAGTTGGAGTAATAAATCTCTAG. ATTTGGGA. CATGA
CCTGGATGCAATGGGA GGAAATTGACAATTACACAGACATAATATACACCTTACTTGAAGATTCGCAAAACCAGCAAGAAAAGAATGA
ACAAGAATTATTGGAATTGGATAAATGGGCAAGTTTGTGGAGTTGGTTTGACATAACARATTGGTTGTGGTATATAAARATATTTATAATG
ATAGT. TTAATAGGTTTAAGAATAGTTTTTACTGTACTTTCTATAGTAAACAGAGTTAGGCAGGGATATTCACCAATATCGTTGC
AGACCCGCCTCCCAGCCC: 'CCGACAGGCCC ATCGAAGAAGAAGGT A GACAGAGACAGATCCGGTCCCTT
AGTGGATGGATTCTTAGCAATTATCTGGGTCGACCTACGGAGCCTGTTCCTCTTCAGCTACCACCGCTTGAGAGACTTAGTCTTGATTGTG
ACGAGGACTGTGGAACTTCTGGGACGGAGGGGGTGGGAAGCCCTCAAGTATTGTTGGAATCTCCTGCAATATTGGAGTCAGGAACTARAGA
ATAGTGCTGTTAGCTTGCTCAATACTACAGCCATTACAGTAGCTGA AGATAGGGTTATAGAAGGCTTAC, G. T
TATACTTCACATACCTACTAGAATAAGACAGGGCTTGGAAAGGGCTTTACTATAARATGGGTGGCAAATGGTCARAACCTAGCATTAGAGG
ATGGCAGGCTGTA TGAGACGAGCAGAGCCACGAGATGAGCCAGCAGC. TGGGAGCAGCATCTCAAGACCTGGGA
AGGCATGGAGCAATCACAAGCAGCAATACAGCAGCTACCAATGCTGATTGTGCCTGGCTAGAAGCACAACA TGGGTT
TTCCAGTCAGACCTCAGGTACCCTTAAGACCAATGACTTTCAAGGGAGCCTTGGATYTTAGCCACTTTTTAAGAGARAAGGGGGGACTGGA
AGGGTTAATTTACTCCCAACAAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGGTCTACAACACACAAGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTACACA
CCAGGGCCAGGGACCAGATTTCCACTGACCTTTGGGTGGTGCTTCAAGCTAGTACCAGTTGAACC AGATAGAGGCTGATGA GG
AGACCAGCACCTTGCTACACCCCGTAAGCCTACATGGGATGGATGACCCAGAGAAAGAAGTGTTACAGTGGAAGTTTGACAGCCGCCTAGC
ATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTACAAGGACTGCTGACATCGAGCTTTTTACAAGGGACTTTCCGCTGGGGACTTT
CCAGGGGAGGCGTGACCGGG
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Una secuencia es una cadena ordenada de simbolos que pertenecen a
un cierto alfabeto. El orden relativo en que dichos caracteres se presen-
tan a lo largo de la secuencia para definir las palabras permite codificar

el mensaje biolégico apropiado.

De acuerdo con este marco formal de trabajo podemos definir cualquier se-
cuencia genérica (S), sea un gen (G) o una proteina (P), como una sucesion par-
ticularmente ordenada de simbolos (denotaremos el tamano de una secuencia
S como |§]):

Figura 3. Definicién formal de una secuencia.

S= <58150-5>5 Vi:lsign:siez

G= <5189--8>3 Vi:lsiSn:siez
ADN

P= <s150..85n>; Vi: lsiSn:sie E
PRO

La comparacion de dos secuencias distintas permite, en ocasiones, inferir nue-

Lecturas

vo conocimiento sobre la evoluciéon de ambas moléculas. Para evaluar el pa- complementarias

recido entre dos cadenas, es necesario identificar los cambios en el orden en D. Mount (2001). Bioinfor-

que aparecen los distintos simbolos que constituyen cada secuencia. matics: sequence and geno-
me analysis. Cold Spring
Harbor: Cold Spring Har-
bor Laboratory Press. ISBN:

. G . oy 0879696087.
Un alineamiento de dos secuencias es una superposicion exacta de los
) . S. Batzoglou (2005). "The
caracteres de ambas cadenas que arbitrariamente determinard el name- many faces of sequence

alignment". Briefings in bio-
informatics (nam. 6, pags.
6-22).

ro de simbolos similares coincidentes en cada posicion de éstas.

Formalmente, dadas dos secuencias § = <§; ... $;,> y §' = <"1 ... §'»>
pertenecientes a un mismo alfabeto finito ¥, definiremos un alineamien-
to como una correspondencia C entre los simbolos de ambas secuencias

c(s, S)= (sil,s'jl) (siT,sf,-T) , tal que:
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Figura 4. Definicién formal de un alineamiento de T simbolos.

1. Debe preservarse el orden relativo de los simbolos:

2. Pueden existir simbolos no alineados:
Jk:sp€SAs EC, 35 ES'ASEC

3. Cada simbolo puede alinearse Gnicamente con otro:
(s; s'j)GC;"Vk:s'keS'/\k#j:(si, sPEC

4. No se permiten inversiones en el alineamiento:
G35 GpsPeC, i<k j<l

Los alineamientos resultantes pueden disponerse graficamente en forma de
matriz: utilizaremos las filas para presentar las secuencias y las columnas para
denotar el tipo de parecido entre los simbolos alineados en cada posicién. Por
ejemplo, el siguiente alineamiento entre las secuencias S = <AAGTTC>y §' =

<AGCCG> localiza dos coincidencias y una sustitucion:

Figura 5. Ejemplo de alineamiento entre
dos secuencias.

S= A A G T T C

S= A - G C C G

Analizando el alineamiento mostrado en la figura 5 observamos que pueden
ocurrir los siguientes emparejamientos en el interior de cada columna del ali-

neamiento:

¢ Coincidencia (en inglés, match). Observamos el mismo simbolo en ambas

secuencias. Logicamente representa el maximo parecido biol6gico. Deno-

tado indistintamente con los caracteres "|" o "*".

Sustitucion (en inglés, mismatch). Observamos un simbolo diferente en

ambas secuencias. Dado que determinados nucleétidos o aminoéacidos

desempefian un rol biol6égico similar, es factible permitir su alineamiento.
n.n nn

Denotado con el simbolo "| |", o con los caracteres ":" 0 ".", si existen dife-
rentes grados de parecido.

Insercién/delecién (en inglés, gap, hueco). Observamos un simbolo en una
secuencia que no ha podido ser alineado en la otra. Evolutivamente ha-
blando, un gap puede reflejar la insercién de un simbolo en la primera

nn

secuencia o su delecion en la segunda. Denotado con el caracter "-" en la

secuencia donde no hubo coincidencia.
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Es posible efectuar miles de posibles alineamientos para un par de secuencias
concretas. Modificando la configuracién de las inserciones/deleciones y se-
leccionando cuidadosamente qué coincidencias y sustituciones introducimos,
podemos lograr resultados completamente diferentes. En la figura 6 se puede
comprobar como varia el nimero de coincidencias en un alineamiento de dos
secuencias de aminoacidos cuando permitimos la introduccién de gaps:

Figura 6. Introduccién de gaps en los alineamientos.
Alineamiento sin inserciones/deleciones:

M E A N K Q R W VvV L A
(I 3)
M E A Q R T F V L C C

Alineamiento con gaps en la segunda secuencia:

M E A N K Q R W V L A

L | ()
M E A - - QR T F V L C C

Alineamiento con gaps en ambas secuencias:

M E A NKQWR - W - V L A - -

Es fundamental, por tanto, establecer un sistema de evaluacién que asigne
diferentes puntuaciones a coincidencias, sustituciones y gaps para clasificar
todos los posibles alineamientos. En la literatura general encontramos basica-
mente dos clases de sistemas para evaluar la bondad de un alineamiento: si-

milaridad y distancia.

La similaridad entre dos secuencias evalda el parecido entre éstas, re-
compensando las coincidencias (y en menor medida las sustituciones)
y penalizando las inserciones/deleciones. En estos términos, un alinea-
miento éptimo permite identificar la maxima similaridad posible entre
dos secuencias.

La distancia entre dos secuencias se define como el minimo ntmero de
cambios necesarios para transformar la primera secuencia en la segunda.
Unicamente las diferencias son penalizadas. En estas condiciones, un
alineamiento 6ptimo permite medir la minima distancia existente entre

dos secuencias.

Leyenda figura 6

El nGmero de coincidencias de-
tectado en cada caso se mues-
tra entre paréntesis. Para sim-
plificar el ejemplo hemos omi-
tido el uso de sustituciones.
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En lineas generales, ambos sistemas de medicién proporcionan resultados
equivalentes (ver figura 7). Aunque el esquema de distancias resulta mas apro-
piado para modelar el problema en términos evolutivos, el esquema de simi-
laridad proporciona mayor versatilidad para realizar diferentes tipos de com-
paraciones. Dado que esta Gltima aproximacién es la estrategia mas popular
entre los miembros de la comunidad cientifica, concentraremos en ella todo
nuestro interés a lo largo de estos materiales. A menudo calcularemos el por-
centaje de similaridad de un alineamiento dividiendo el namero de caracteres
idénticos o parecidos por la longitud de éste. Cuando recompensemos exclu-
sivamente las coincidencias exactas, hablaremos de porcentaje de identidad.

Figura 7. Puntuaciones con los esquemas
de similaridad y distancia.

Sq T A T A A A
I I
S T A T A T A
Similaridad (S;,S;) =5 (83 %)
Distancia (S,,S,) = 1

Lectura complementaria

T. F. Smith; M. S. Waterman
(1981). "Comparison of bio-
sequences". Advances in Ap-
plied Mathematics (ntm. 2,
pags. 482-489).
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2. Interpretacion bioldgica de los alineamientos

La comparacion de secuencias es una excelente herramienta para descubrir pa-
recidos causados posiblemente por la existencia de una funcién comtn. Una
similaridad alta entre dos secuencias puede ser indicativa de un rol biolégico
compartido. En ese caso, podriamos utilizar las propiedades conocidas sobre
una secuencia para documentar otras menos estudiadas. El alineamiento pue-
de ser util para sefialar aquellas regiones implicadas en el desempefio de la
funcién conservada (por ejemplo, dominios de proteinas). Cuando evaluamos
la similaridad entre secuencias de diferentes especies, estamos investigando la
existencia de una posible secuencia ancestral comun a partir de la cual podrian
haber derivado éstas en el pasado. Es a partir de la especiacion de dicho ances-
tro cuando podriamos explicar bioloégicamente la similaridad observada entre
dos especies estudiadas. Esta constatacion permitiria definir nuevas relaciones
de homologia. El alineamiento resultante representa, por tanto, un punto de
partida adecuado para descubrir la sucesién de cambios ocurridos entre dos

secuencias a lo largo de la evolucién (ver el ejemplo mostrado en la figura 8).

Figura 8. Interpretacién evolutiva de los
alineamientos.

A T C A T G

A T G T T G

X+Yy = 2 cambios

Ancestro hipotético

A T Cc T T G

x=1 cambio y=1 cambio
ATCATG ATGTTG

X+Yy = 2 cambios

En un contexto evolutivo, la accién de los distintos operadores que modelan

la forma de los alineamientos posee un significado biol6gico propio:

e Las coincidencias involucran nucle6tidos o aminoacidos con un posible

rol funcional dada su conservacion a lo largo de la evolucion.

e Las sustituciones equivalen a mutaciones puntuales que no afectan a la

funcionalidad de las moléculas.

Ved también

La relacién entre homologia

y similaridad se explica en la
asignatura Fundamentos de bio-
logia molecular.

Leyenda figura 8

Este ejemplo ilustra cémo la
distancia entre dos secuencias
calculada directamente a partir
de su alineamiento represen-
ta una buena estimacion de la
distancia entre cada secuencia
con el hipotético ancestro de
ambas.

Insercion/delecion

Una insercién de un caracter
en una posicioén determinada
de una secuencia equivale a
una delecién en otra alineada
con ésta. Segln cudl sea la ca-
racteristica mayoritaria en esa
columna, este hecho sera in-
terpretado simplemente como
una insercién o una delecién.
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e Las inserciones/deleciones representan cambios mds drésticos en cada se-

cuencia.

En resumen, en un alineamiento donde observamos un alto grado de simila-
ridad entre las secuencias de dos moléculas, podemos argumentar que éstas
desemperian en estas especies una funcién bioldgica parecida.

Para mejorar la precision de las inferencias evolutivas derivadas del calculo de
alineamientos entre secuencias, es imprescindible incluir funciones de pun-
tuacién de éstos dotadas de un mayor sentido bioldgico. La mutaciéon del ma-
terial hereditario de las células es la base de la gran variabilidad que observa-
mos en las formas de vida conocidas. Sin embargo, estos cambios puntuales
en las secuencias de los genes resultan mas o menos relevantes para la fun-
cién de la proteina segtn el papel protagonizado por esa parte del péptido.
Ademas, existen aminoacidos con propiedades similares cuyo intercambio no
afecta necesariamente al producto final. Todo esto propicia que existan ciertas
sustituciones con un mayor grado de aceptacion en la seleccion natural de las
proteinas a lo largo de un periodo evolutivo. Otras sustituciones, en cambio,
aparentemente se observan con poca frecuencia en las proteinas, quizds por-

que afectan sustancialmente a la funcién de éstas.

A partir de un catalogo de proteinas homologas, podemos estimar la puntua-
ciéon M(, j) que deberiamos otorgar a la sustitucién de un aminodacido i por
otro aminodcido j en el interior de una proteina. Este valor debe calcularse en
funcion de la frecuencia con la que observamos dicha sustitucion q(i, j) en esa
coleccién de secuencias, contrastdindose después con el valor esperable para
éstas simplemente por azar (p(i) y p(j)) en funcién de su abundancia dentro
de las mismas secuencias. Aplicando logaritmos, logramos que el resultado de
este cociente sea positivo si la sustitucion es mas frecuente de lo esperado (serd
negativa cuando el cambio es poco frecuente).

Figura 9. Calculo de matrices de sustitucién.

490, J) )

MG =108 b

PAM y BLOSUM son las dos familias mas populares de matrices de sustitucion

de aminoacidos.

e Las matrices PAM (del inglés point accepted mutation, mutacion puntual acep-
tada) se calcularon a partir del analisis de proteinas homologas muy cer-
canas evolutivamente. Dado su alto grado de similaridad, en estas secuen-
cias estdn documentadas pocas sustituciones que, obviamente, no afectan
a su funcién biolégica (por ello se denominan mutaciones aceptadas). Una
unidad PAM de divergencia evolutiva entre dos aminoacidos (PAM1) re-
presenta el nimero de sustituciones observadas normalizado por el name-

ro total de cambios cada 100 residuos (1% de mutaciones aceptadas). De

Ved también

En la asignatura Fundamentos
de biologia molecular se explica
ampliamente las mutaciones y
sus implicaciones genéticas.

Nota

Habitualmente, en estos calcu-
los no se distingue direcciona-
lidad en el cambio:

M, ) = MG, .
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forma analitica, mediante la sucesiva multiplicacién de varias ocurrencias
de la matriz PAM1 fue posible generar matrices para comparar secuencias
con un grado mayor de divergencia. Por ejemplo, PAM250 (el resultado
de elevar a la potencia 250 la matriz PAM1) equivale a introducir 250 sus-
tituciones por cada cien aminoacidos, asumiendo que pueden concurrir
multiples sustituciones sobre una misma posicién durante largos periodos
de tiempo.

e Las matrices BLOSUM (del inglés BLOcks of amino acid SUbstitution Matrix,

matriz de sustitucion de bloques de aminoacidos) se calcularon mas re- complementarias

Lecturas

cientemente a partir del analisis de bloques conservados sin huecos entre M. O. Dayhoff y otros

proteinas con diferentes grados de parecido. Por ejemplo, para secuencias (1965). Atlas of protein sequen-
o . ce and structure. Silver Spring,
cuya similaridad oscila alrededor del 45% es recomendable puntuar nues- Maryland: National Biomedi-

cal Research Foundation.

. . . S. Henikoff; J. F. Henikoff
BLOSUMS62 y BLOSUMSO, derivadas directamente de secuencias que po- (1992). "Amino Acid Subs-

tros alineamientos con BLOSUMA45. Del mismo modo, existen matrices

seian un maximo de 62% y 80% de similaridad, respectivamente. Con es- titution Matrices from Pro-
tein Blocks". PNAS (nam. 89,
tos nuevos esquemas de puntuacion de coincidencias y sustituciones, po- pags. 10915-10919).

demos evaluar mejor los alineamientos, dotdndolos de un mayor sentido

biolégico (figura 10).

Figura 10. Puntuacién con matrices de sustitucién de
aminoacidos.

S T Q L P N

S T E E A N

Identidades (S;,S;) =2

PAM250 (S,S,)=3+2+(-3)+1+2=5
BLOSUM®62 (S;,S;)=5+2+ (-3)+(-1)+6=9
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Figura 11. Matrices de sustitucién de aminodcidos.
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3. Alineamientos globales o locales

El alineamiento 6ptimo debe maximizar ciertos criterios convencionales de si-
milaridad. En lineas generales, el bidlogo aprovecha estos alineamientos para
inferir nuevo conocimiento a partir de la informacién previamente conocida
sobre las secuencias. En funcién del contenido codificado en su interior, no
obstante, es necesario modificar los criterios que rigen estas comparaciones
para lograr un resultado 6ptimo. De este modo, el nivel de conservacion esti-

mado entre las secuencias permite acotar mejor la estrategia de comparacion.

No es lo mismo alinear secuencias que desempefian un rol biol6gico compar-
tido, que buscar coincidencias en otras secuencias con una relacién funcio-
nal mas débil. El bioinformatico debe conocer de antemano estas propiedades
para elegir la estrategia de alineamiento mas apropiada. Fundamentalmente,
disponemos de dos clases de alineamientos, globales y locales, para efectuar la
comparacion de nuestras secuencias. Segun la opcion escogida, los resultados
pueden ser diametralmente distintos, proporcionando puntos de partida dife-

rentes para la elaboracién de posteriores hipétesis cientificas (ver figura 12).

Figura 12. Alineamiento global o local.

i

Global

|

Local

Aquellas secuencias que codifican elementos con una funcién biolégica pare-
cida probablemente poseen un tamafio y una estructura similares. Por ejem-
plo, las regiones gendémicas codificantes del mismo gen pertenecientes a dos
especies diferentes o las secuencias de aminoacidos de dos proteinas homo-
logas, presentaran necesariamente un alto grado de similaridad. En funcién
de la distancia evolutiva entre las especies comparadas, el parecido final re-
sultante serd mas o menos acentuado. Para efectuar estas comparaciones, es
preciso calcular un alineamiento global que recubra la practica totalidad de
las secuencias. Como se puede apreciar en la figura 13, el alineamiento global

Lecturas

complementarias

D. Mount (2001). Bioinfor-
matics: sequence and geno-
me analysis. Cold Spring
Harbor: Cold Spring Har-
bor Laboratory Press. ISBN:
0879696087.

A. D. Baxevanis; B. F. Oue-
1lette (2005). Bioinformatics:
A Practical Guide to the Analy-
sis of Genes and Proteins. Ho-
boken, NJ: John Wiley &
Sons Inc. ISBN: 0471478784.
M. Zvelebi; J. O. Baum
(2008). Understanding bioin-
formatics. Londres: Garland
Science. ISBN: 0815340249.

Lectura complementaria

S. Batzoglou (2005). "The
many faces of sequence
alignment". Briefings in bio-
informatics (nGm. 6, pags.
6-22).
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de dos proteinas homologas permite asociar en la practica a cada residuo su
equivalente en el otro organismo. Dada la alta homologia entre las dos pro-
teinas, la longitud de ambas es idéntica.

Un alineamiento global efecttia la correspondencia entre las secuen-
cias completas, maximizando el ntimero total de caracteres coinciden-
tes a lo largo de las cadenas.

Figura 13. Alineamiento global de la proteina humana LRRTM1 y su homéloga en el ratén.

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

Humano MDFLLLGLCLYWLLRRPSGVVLCLLGACFQMLPAAPSGCPQLCRCEGRLLYCEALNLTEA 60
Ratén  MDFLLLGLCLHWLLRRPSGVVLCLLGACFQMLPAAPSGCPGQCRCEGRLLYCEALNLTEA 60

KhhkhkhkhhkhhkIhhkhhkrhhkrhhkrhhkxhhrhhkxhhkkxhkkxk *khkk Ak hkkkkkkhkkkkkkxx

Humano PHNLSGLLGLSLRYNSLSELRAGQFTGLMQLTWLYLDHNHICSVQGDAFQKLRRVKELTL 120

Ratdn PHNLSGLLGLSLRYNSLSELRAGQFTGLMQLTWLYLDHNHICSVQGDAFQKLRRVKELTL 120
ok ok ok ok k kK Kk ok ok ok k ok kK K ok ok ok ok ok k kK K ok ok ok ok ok k kK Kk ok ok ok ok k kK Kk ok ok ok ok k kK Kk Kk ok

Humano SSNQITQLPNTTFRPMPNLRSVDLSYNKLQALAPDLFHGLRKLTTLHMRANAIQFVPVRI 180
Ratén SSNQITELANTTFRPMPNLRSVDLSYNKLQALAPDLFHGLRKLTTLHMRANAIQFVPVRI 180

Kok ok ok ok ok D e kok ok ok sk ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ke ok ok k sk ok ok ok ke ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok sk ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

Humano FQDCRSLKFLDIGYNQLKSLARNSFAGLFKLTELHLEHNDLVKVNFAHFPRLISLHSLCL 240
Ratén FODCRSLKFLDIGYNQLKSLARNSFAGLFKLTELHLEHNDLIKVNFAHFPRLISLHSLCL 240

Kohkhkkkhkhkkhkkkhkkkrkhkhkhkkrkhrkhkhhkkhkrkhkkh Ik rkhkkrhkhhkkhkkkhkk*

Humano RRNKVAIVVSSLDWVWNLEKMDLSGNEIEYMEPHVFETVPHLQSLQLDSNRLTYIEPRIL 300
Ratén RRNKVAIVVSSLDWVWNLEKMDLSGNEIEYMEPHVFETVPYLQTLQLDSNRLTYIEPRIL 300

Kk hkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhkhhkhkhhkhhkhhkhhkhhkh I hhk I hkhkhkkkkkk ok k& kkkkk

Humano NSWKSLTSITLAGNLWDCGRNVCALASWLNNFQGRYDGNLQCASPEYAQGEDVLDAVYAF 360
Ratén  NSWKSLTSITLAGNLWDCGRNVCALASWLSNFQGRYDANLQCASPEYAQGEDVLDAVYAF 360

R R R R R R 3

Humano HLCEDGAEPTSGHLLS-AVTNRSDLGPPASSATTLADGGEGQHDGTFEPATVALPGGEHA 419
Ratén HLCEDGAEPTSGHLLSVAVTINRSDLTPPESSATTLVDGGEG-HDGTFEPITVALPGGEHA 419

Khhkkhkhkhhhkkhkhhdhhhkh khhhkhhhhh hhk *hkdhhkhkhkohhhkhhk hhkhkhkhh *hkkhkhkhkkh*

Humano ENAVQIHKVVTGTMALIFSFLIVVLVLYVSWKCFPASLRQLRQCEFVTQRRKQKQKQTMHQ 479

Ratén ENAVQIHKVVTGTMALIFSFLIVVLVLYVSWKCFPASLRQLRQCEFVTQRRKQKQKQTMHQ 479
ok ok ok ok k kK K ok ok ok ok k ok kK K ok ok ok ok ok k kK K ok ok ok ok ok k kK Kk ok ok ok ok k kK Kk ok ok ok k kK K K Kk ok

Humano MAAMSAQEYYVDYKPNHIEGALVIINEYGSCTCHQQPARECEV 522
Ratén  MAAMSAQEYYVDYKPNHIEGALVIINEYGSCTCHQQPARECEV 522

R R R R R R R R

Los distintos elementos funcionales que componen el genoma de cada espe-

Lectura complementaria

cie, a pesar de desempefiar un amplio abanico de diferentes funciones, estan
S. Batzoglou (2005). "The

constituidos por los mismos bloques basicos. Las regiones reguladoras de la many faces of sequence

transcripcién de cada gen, por ejemplo, poseen una configuracién tnica de alignment". Briefings in bio-
- .2 s . , informatics (nGm. 6, pags.
sitios de union para algunos factores de transcripcién que permite que la cé- 6-22).

lula gradue la actividad de dicho gen. Las proteinas también estan divididas
en pequefios dominios que proporcionan una funcién bioquimica especifica.
Todas estas regiones integran en su interior una mezcla diferencial de diversos
elementos funcionales. La comparacion global de esta clase de secuencias, sin
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embargo, no arroja nuevo conocimiento, dado que, en general, su contenido
no esta altamente conservado. Para distinguir aquellos fragmentos mas simi-
lares del resto es preciso efectuar un alineamiento local. Como mostramos en
la figura 14, el alineamiento local entre la regién promotora del gen humano
LEPy su secuencia ort6loga en el genoma del raton solo refleja un fragmento
parcialmente conservado cerca del inicio de transcripcién, donde previamente
habia sido documentada la existencia de varios sitios de union a ciertos facto-
res de transcripcion.

Un alineamiento local realiza exclusivamente la correspondencia en-
tre aquellos fragmentos de las secuencias que poseen una coincidencia
maxima de caracteres, descartando el resto de regiones a lo largo de di-
chas secuencias que no presentan una minima similaridad.

Figura 14. Alineamiento local de la regiéon promotora del gen LEP.

400 448 473
Humano .—.-D—

SP1 CEBP TBP
Raton .—.—D—

402 444 469

NCBI Blast2seq

Score = 86.0 bits (94), Expect = 3e-21
Identities = 81/102 (80%), Gaps = 1/102 (0%)
Strand = Plus/Plus

Query 400 GGGCGGGGCGGGAGCTGGCGCTAGAAATGCGCCGGGGCCTGCGGGGCAGTTGCGCAAGTT 459

R R R e e e e e e A R R R RN
Sbjct 397 GGGTGGGGCGGGAGTTGGCGCTCGCAGGGA-CTGGGGCTGGCCGGACAGTTGCGCAAGTG 455

Query 460 GTGATCGGGCCGCTATAAGAGGGGCGGGCAGGCATGGAGCCC 501

\ et e
Sbjct 456 GCACTGGGGCAGTTATAAGAGGGGCAGGCAGGCATGGAGCCC 497

Frecuencia de
alineamientos globales y
locales

Siempre es posible obtener
un alineamiento global entre
dos secuencias (aunque en la
mayoria de casos sea muy de-
ficiente). Por el contrario, es
poco frecuente identificar ali-
neamientos locales dado que
es necesario que exista cierta
conservacion funcional.

Leyenda figura 14

El inicio de transcripcién de ca-
da gen esta ubicado en la posi-
cién 500 de ambas secuencias.
Los sitios reconocidos por ca-
da factor de transcripcion es-
tan indicados con cajas de dis-
tintos colores a lo largo de los
promotores. El alineamiento
local mostrado en la parte infe-
rior identifica precisamente es-
ta regién mas cercana al gen,
descartando el resto de las se-
cuencias.
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4. Alineamientos simples o multiples

Empleando distintos bancos de datos, los investigadores pueden recopilar un
numero mas elevado de secuencias relacionadas por algin vinculo funcional.
Es posible inferir nuevo conocimiento a partir de estas comparaciones para
clasificar diferentes familias de secuencias en funcién del grado de conserva-
cién. Para contrastar estas hipotesis sobre estos conjuntos de datos es preci-
so calcular alineamientos multiples de secuencias (en inglés, muiltiple sequen-
ce alignment o MSA). Sin embargo, desde el punto de vista computacional no
es posible abordar en la practica el calculo del alineamiento multiple 6ptimo
para un nimero elevado de secuencias debido a su excesiva complejidad. Pa-
ra solventar esta limitacion es preciso introducir determinados requisitos so-
bre el modo de obtener la solucién en un tiempo razonable, llevando a cabo
aproximaciones globales o locales en funcion del problema biolégico. Cuan-
do podemos asumir que las secuencias codifican elementos similares dentro
de un mismo contexto biologico, el alineamiento multiple global permite re-

construir la estructura de bloques conservados a lo largo de éstas (figura 15).

Figura 15. Alineamientos mudiltiples de secuencias.
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Un alineamiento multiple global de secuencias realiza la correspon-
dencia entre todas las secuencias completas, maximizando el niimero

de caracteres coincidentes en cada posicion de éstas.

Desde los albores de la biologia computacional existe una intima relacién en-
tre el analisis de arboles filogenéticos y los alineamientos multiples de secuen-
cias. Aunque pueden crearse taxonomias evolutivas de forma independiente,
la bsqueda de un alineamiento multiple constituye un excelente punto de

Lectura complementaria

S. Batzoglou (2005). "The
many faces of sequence
alignment". Briefings in bio-
informatics (nam. 6, pags.
6-22).

Ved también

En la asignatura Fundamentos
de biologia molecular se expli-
can con detalle los métodos
fundamentales de construc-
cién de arboles filogenéticos.
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partida para iniciar la construccién de jerarquias filogenéticas. En la figura 16
podemos observar el arbol resultante derivado de las diferencias existentes en-
tre los residuos del alineamiento global calculado previamente.

Figura 16. Arboles evolutivos derivados de alineamientos miiltiples globales.
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Cuando los elementos codificados en el interior de las secuencias correspon-
den a pequefios bloques comunes, incrustados en otras regiones mas grandes
de menor parecido, es preciso obtener un alineamiento multiple local de estas
(figura 15). En terminologia algoritmica este bloque altamente conservado de
simbolos recibe la denominacién de motivo o patrén (en inglés, motif o pat-
tern). Es por ello por lo que esta familia de alineamientos ha sido rebautizada
también en el campo de la inteligencia artificial como btisqueda de motivos o
descubrimiento de patrones (en inglés, motif finding o pattern discovery).

Un alineamiento maltiple local efectia tnicamente la corresponden-
cia entre aquellos fragmentos de varias secuencias que poseen una coin-
cidencia relevante, descartando el resto de regiones a lo largo de todas
las cadenas de caracteres que no exhiben esta similaridad.

Para emular de un modo mas realista ciertos contextos biol6gicos (como las
regiones reguladoras de la transcripcion), es necesario alterar algunas reglas
de construccion de los alineamientos. Como hemos visto antes (figura 4), la
disposicion de los elementos coincidentes en los alineamientos debe preservar
el orden original establecido en las respectivas secuencias comparadas. Esta
propiedad, denominada colinearidad, permite restringir la basqueda a aque-
llos elementos comunes a dos 0 mas secuencias cuyo orden relativo se haya
preservado también. La aplicacion de esta regla beneficia al usuario, dado que
se calculara el alineamiento final en menos tiempo. Sin embargo, en ocasiones
es necesario tener en cuenta estas combinaciones para obtener el resultado fi-
nal. De hecho, el alineamiento local puede producir de forma natural ordena-
ciones de fragmentos que presentan patrones no colineales de conservacion
(figura 17).

Lectura complementaria

A. Brazma y otros (1998).
"Approaches to the auto-
matic discovery of patterns
in biosequences". Journal of
Computational Biology (nGm.
5, pags. 279-305).

Lectura complementaria

E. Blanco y otros (2007).
"Multiple non-collinear TF-
map alignments of promoter
regions". BMC Bioinformatics
(ntm. 8, pag.138).
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Figura 17. Colinearidad en los alineamientos.
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5. Matrices de puntos

Las matrices de puntos (en inglés, dot matrices o dot plots) son un modo efecti-
vo de visualizar graficamente las regiones mas similares entre dos secuencias.
Para trasladar estas comparaciones sobre una matriz, ubicaremos la primera
secuencia en el eje horizontal de la cuadricula y la segunda en el eje vertical
de la misma. De esta manera, cada posicion de la matriz representa una posi-
ble correspondencia que debemos marcar con un punto cuando exista coin-
cidencia en esos caracteres entre ambas secuencias. El grafico resultante debe
ser analizado en busca de aquellas diagonales con una longitud significativa-
mente mas grande (ver figura 18).

Figura 18. Matriz de puntos sobre dos secuencias
gendmicas.

T AT G TATTAT

4 > 460 4 > 4 4 > A

TAT

TATGTAT
TATTATGTAT
La comparacién entre dos secuencias con un alto grado de conservacién se
plasmard en un robusto solapamiento a lo largo de la diagonal de la matriz de
puntos. En caso de existir, las inversiones apareceran representadas como dia-
gonales en sentido contrario. Si comparamos una secuencia contra si misma,
podemos descubrir regiones repetitivas en su interior. Es importante remarcar
que con esta herramienta en ningtn caso se procede efectivamente a calcular
el alineamiento de las secuencias. Existen numerosos programas que imple-
mentan la generacion de matrices de puntos, afiadiendo nuevas opciones para
configurar los graficos resultantes (ver tabla 1).

Lectura complementaria

A.]. Gibbs; G. A. McIntyre
(1970). "The diagram, a met-
hod for comparing sequen-
ces. Its use with amino acid
and nucleotid sequences".
European Journal of Bioche-
mistry (nam. 16, pags. 1-11).

Leyenda figura 18

Mostramos solamente las dia-
gonales constituidas por tres

0 mas posiciones consecutivas
idénticas. No se han permiti-
do, en este caso, inversiones
dentro de la matriz. El posible
alineamiento resultante repre-
sentado en la parte inferior co-
rresponde a la diagonal de ma-
yor tamano.
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Tabla 1. Programas de representacion de dot plots.

Nota
Nombre Referencia
Recomendamos ejecutar al-
Dotlet Bioinformatics (ndm. 16, pags. 178-179) (2000) guno de estos programas pa-
ra experimentar su funciona-
miento sobre secuencias obte-
|Dotter Bioinformatics (nGm. 20, pags. 279-281) (2004) nidas de algln banco de da-
tos.
Gepard Bioinformatics (nGm. 23, pags. 1026-1028) (2007)
. . . i Lecturas
Para mostrar el funcionamiento de estas aplicaciones, vamos a comparar me- complementarias

diante el programa Gepard el promotor del gen humano LEP con su homoélo-

. . . A. D. Baxevanis; B. F. Oue-
go en el genoma de raton. Codificados dentro de estas secuencias, conocemos llette (2005). Bioinformatics:
A Practical Guide to the Analy-
] L ] sis of Genes and Proteins. Ho-
mente- que son reconocidos por factores de transcripcion, relativamente cer- boken, NJ: John Wiley &

de antemano la localizacion de tres sitios de union -validados experimental-

Sons Inc. ISBN: 0471478784.
3 L E. Blanco; D. Farre; M. Al-
la figura 19 podemos observar la correlacion entre la ubicacion exacta de los ba; X. Messeguer; R. Gui-
g6 (2006). "ABS: a database
of Annotated regulatory Bin-
puntos generada a partir de ambas secuencias. El estudiante puede apreciar la ding Sites from orthologous
promoters". Nucleic Acids Re-
search (nam. 34, pags. D63-

por Gepard. D67).

ca del inicio de transcripciéon de este gen (ubicado en la posicién 500). En

tres factores de transcripcion, la pantalla principal del programa y la matriz de

identificacion de varias diagonales en la esquina inferior de la matriz generada

Figura 19. Matriz de puntos sobre dos regiones promotoras.
Leyenda figura 19
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El usuario de estos programas puede configurar numerosos parametros y en-
riquecer los resultados. Para disminuir el ruido debido a las coincidencias es-
pontaneamente distribuidas al azar a lo largo de las secuencias, es posible mar-
car en la matriz dnicamente aquellos segmentos que contienen un minimo
numero de aciertos consecutivos. Para mejorar la visibilidad y destacar gra-
dualmente los mejores segmentos de la matriz, podemos modificar dindmica-
mente la gama de grises. El efecto de estos pardmetros puede apreciarse clara-
mente en la figura 20. Jugando con distintos contrastes vemos que las diago-
nales mas nitidas se detectan precisamente en torno al inicio de transcripcién

de los genes.

Figura 20. Configuracion de las matrices de puntos.

1 Humano 500 1 Humano 500
1 1 1
C C [
O O Ne]
© © ©
(h'd Y [h'4
500 500 500
Longitud 5bp
1 Humano 500 1 Humano 500
1 1 1
c 3 c [
0 s 0 0
© © ©
o ) 2 o ©
s n =5
500 . . 500 500
Contraste 0% 30%

TSS, del inglés transcription start site, inicio de transcripcion de los genes.

Con el objetivo de estudiar la conservacion de los elementos funcionales del
genoma, las matrices de puntos pueden enriquecerse empleando informacién
adicional sobre las secuencias comparadas. El programa GFF2APLOT permite
superponer una serie de anotaciones codificadas en el interior de las regiones
similares de dos secuencias, utilizando cualquier programa de alineamiento
externo. De este modo, el usuario puede estudiar el grado distinto de conser-
vacion de las secuencias dentro de la fraccion funcional en comparacién con
el resto. Como se puede observar en la figura 21, mediante estas representa-
ciones podemos superponer las regiones mas similares sobre el diagrama de
exones para un gen concreto. Observamos que a medida que nos alejamos
evolutivamente en las especies introducidas para efectuar las comparaciones,

Humano 500

15 bp TSS

Humano 500

Lectura complementaria

J. E. Abril; R. Guigé; T.
Wiehe (2003). "gff2aplot:
Plotting sequence compari-
sons". Bioinformatics (nim.
19, pags. 2477-2479).
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el drea de mayor conservacion coincide con precision sobre los exones del gen
(los intrones acumulan de forma natural mas mutaciones dado que no codi-
fican la secuencia de la proteina).

Figura 21. Comparacién de la estructura exénica del gen humano FOS en otras especies.
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MMCFOS CHKCFOS FRU40757
Gene1 Gene1 Gene1
2541 r 2541
2000 I 2000
——1 [/ 0
v.in |
(9] (] 9]
o / o 5 o <
s Q I Q I o
s 5 || 1 S & S 5
> O 2 O 2 O
I I T
— _I-1000 1000
7
| - = 1 1
1 1000 2000 2519 835
170 170 170
100 100 100
I PP S L S e — Lo PR A
1 1000 2000 2519 1 1000 1870 1 1000 1835

Estas imagenes son cortesia del Dr. Josep F. Abril (Universidad de Barcelona).
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6. Alineamientos optimos de secuencias

Es posible efectuar miles de alineamientos posibles entre dos secuencias de
caracteres. No obstante, una vez establecido un esquema de puntuaciones con
cierto sentido biolégico, resulta fundamental averiguar en un tiempo razona-
ble cudl es el alineamiento 6éptimo que obtiene precisamente la maxima pun-
tuacién. De la bondad de este alineamiento resultante dependera que poda-
mos inferir correctamente informacion atil para nuestras investigaciones. Pa-
ra llevar a cabo la basqueda del mejor alineamiento —descartando el resto de
combinaciones—, es imprescindible emplear la potencia de calculo de los or-
denadores. Es importante resefiar que vamos a estudiar varios algoritmos que
en un reducido espacio de tiempo calculan la solucién 6ptima desde un punto
de vista algoritmico. Estas soluciones seran bioldégicamente aceptables cuando
incorporemos un esquema adecuado de recompensas y penalizaciones acorde

con diferentes eventos evolutivos.

La explosién combinacional provoca que no sea factible generar todos los ali-

Lectura complementaria

neamientos posibles para posteriormente ser puntuados y clasificados en fun-

S. R. Eddy (2004). "What is

dynamic programming?".

combinaciones, generalmente haremos uso de una técnica algoritmica recur- Nature Biotechnology (nam.
22, pags. 909-910).

cion de su calidad. En lugar de explotar la fuerza bruta para analizar todas las

siva denominada programacion dinamica para garantizar que efectuamos el
numero de comparaciones estrictamente necesario durante el proceso de iden-
tificaciéon de la mejor solucién posible. La programaciéon dindmica funciona
sOlo cuando es factible solucionar el problema original descomponiéndolo re-
cursivamente en pequefios subproblemas mads simples que pueden aproximar-
se con mas facilidad.

El principio de optimalidad necesario para aplicar programacion di-
namica exige que la solucién a un cierto problema de optimizacién
coincida con la combinacion de las soluciones 6ptimas para problemas
mas reducidos derivados del original.

Como la solucién 6ptima al problema del alineamiento de dos secuencias se
puede formular en funcién de la combinacién de las soluciones 6ptimas ob-
tenidas para alinear fragmentos de éstas, el alineamiento global puede apro-
ximarse mediante programacion dinamica. Dado que es posible resolver con
facilidad cual es el mejor alineamiento para secuencias de tamario reducido,
resultara sencillo extrapolar con posterioridad cudl es el alineamiento 6ptimo
de las secuencias completas.
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Existen varias formulaciones para modelar este problema con programacion
dindmica. Optaremos por emplear dos estructuras de datos auxiliares: la fun-
cién de puntuacion s y la matriz de similaridad S. La clave de todo el proceso
consiste en descomponer recursivamente cada secuencia en una serie de pre-
fijos més simples, desde el mas complejo que contiene la secuencia completa,
hasta el mas elemental que incluye el primer caracter de ésta. En consecuen-
cia, podemos reformular la similaridad S del alineamiento 6ptimo entre dos
secuencias A y B en funcién del valor de los mejores alineamientos entre los
prefijos de éstas con un cardcter menos, combinado con el alineamiento efec-

tivo del altimo residuo (figura 22).

Figura 22. Recurrencias de programacion dinamica: alineamiento global.

S(i—-1,j-1)+s(a,b;) Coincidencia

S(i, j) = max S(@i-1,))+s(a,-) Delecion en B
S(i,j—1)+s(=b;) Delecién en A
a . a; a;
S 1 i-1 +
< by ... b > b,
a.
max S<21 aé.7> + !
b i
81 . a,- -
S +
< by ... b > b
Calculado T

El caso mas simple, que puede solucionarse de forma trivial, ocurre cuando
alineamos dos prefijos de un sélo caracter en cada secuencia. A partir de ese
momento, asumiendo que conocemos el valor del mejor alineamiento forma-
do por los tres posibles prefijos anteriores, podemos reconstruir el resto del
alineamiento 6ptimo afiadiendo el altimo cardcter analizado. En este punto
del proceso debemos valorar si resulta mas beneficioso para el alineamiento

actual introducir una coincidencia o un gap en esa posicion.

Para evitar la repeticion de calculos, es necesario realizar todas estas opera-
ciones en un determinado orden (definido por la generacién de los prefijos),
guardando simultdneamente los resultados en una estructura matricial visible
durante todo el procedimiento. Como se puede observar en la figura 23, situa-
remos la primera secuencia A de m simbolos en el eje horizontal y la segunda
secuencia B de n simbolos en el eje vertical. Para dotar de contenido la matriz
de programacion dindmica es preciso realizar un barrido en diagonal desde la

Lecturas
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S. B. Needleman; C. D.

Wunsch (1970). "A general

method to search for simila-
rities in the amino acid se-
quence of two proteins". Jour-
nal of molecular biology (ntm.
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P. Sellers (1974). "On the
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SIAM Journal of applied Mat-
hematics (nam. 26, pags.
787-793).

T. E. Smith; M. S. Water-
man; W. M. Fitch (1981).
"Comparative biosequence
metrics". Journal of Molecu-
lar Evolution (ndm. 18, pags.
38-46).

Barridos

Es posible efectuar barridos en
horizontal o vertical de la ma-
triz siempre que respetemos
el orden establecido para los
célculos de las posiciones de
ésta.
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esquina superior izquierda (posicion S$(0,0)) hasta la esquina inferior derecha
(posicién S(m,n)). Durante este proceso, cada posicién en esta matriz S(i,j) ob-
tiene su valor a partir de las tres posiciones adyacentes SG - 1,j — 1), SG - 1,j)
0 S(i,j - 1), cuyo contenido habia sido calculado anteriormente aplicando la
recurrencia mostrada en la figura 22.

Figura 23. Representacion gréfica de la matriz de programacién dindmica.
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Observamos que es preciso afiadir arbitrariamente una fila y una columna
(denotadas con el indice 0) para modelar los posibles gaps que puedan ser
necesarios al principio o al final de alguna de estas secuencias. Estas posiciones
deben inicializarse previamente multiplicando la penalizacion por introducir
estos huecos por el niimero de gaps utilizados. Una vez obtenidos estos valores,

el algoritmo procede efectivamente a iniciar el barrido de la matriz:

Figura 24. Recurrencias iniciales de programacién dindmica.
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Una vez finalizado el barrido de la matriz, la posicién S(m,n) contiene el valor
del alineamiento global 6ptimo entre las dos secuencias A y B. Para recuperar
exactamente las correspondencias entre los caracteres de ambas secuencias,
es necesario llevar un registro del anterior prefijo utilizado para calcular el
mejor alineamiento de la actual pareja de secuencias. De este modo, partiendo
desde la posicién S(m,n), debemos desandar este camino en la matriz para
reconstruir el alineamiento 6ptimo. En la figura 25 mostramos paso a paso
el procedimiento de llenado de la matriz de programacién dindmica aplicado
sobre las secuencias TGCTCGTA y TTCATA.

Empate entre posiciones

En caso de existir conflicto por
empate entre varias posicio-
nes, puede reconstruirse arbi-
trariamente cualquiera de los
posibles alineamientos 6pti-
mos.
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Figura 25. Alineamiento global con programacién dindmica paso a paso.
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Leyenda figura 25
El esquema de puntuaciones empleado en este ejemplo es el siguiente:

¢ Coincidencia = +5.
e Sustituciéon = -2.
e Gap=-6.

Lectura complementaria

S. R. Eddy (2004). "What is dynamic programming?". Nature Biotechnology (nam. 22,

pags. 909-910).
En la figura 26 se puede apreciar el codigo del algoritmo de alineamiento global
de dos secuencias, popularmente conocido como Needleman y Wunsch. Este
algoritmo utiliza una matriz S para registrar los valores de los alineamientos
Optimos que finalizan en cada prefijo de las secuencias de entrada. Opcional-
mente, una segunda matriz P registra el origen del valor previo seleccionado,
entre los tres posibles vecinos, para calcular cada valor de S. Inicialmente, debe

llenarse la primera fila y la primera columna con la penalizacién asociada a la
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introduccion de huecos en cualquier parte del alineamiento. Posteriormente,
realizamos el barrido de la matriz por filas y columnas (emulando el recorrido
en diagonal mostrado en la figura 23).

Cada posicion de la matriz S contiene el valor del alineamiento 6ptimo en-
tre esos dos prefijos de las secuencias originales. Para calcular ese valor es ne-
cesario seleccionar el maximo entre las tres alternativas posibles a cada paso
(coincidencia o cualquiera de las dos inserciones/deleciones). Las coordenadas
del valor anteriormente empleado para el calculo de cada posiciéon son alma-
cenadas en la matriz P. Una vez finalizado el procesamiento completo de la
matriz S, el valor del mejor alineamiento global entre las dos secuencias A y
B queda almacenado en la posicién S(|A|,|B|). Para reconstruir el alineamiento
es necesario extraer recursivamente el contenido de la matriz P, iniciando el
recorrido desde esa Gltima posicién P(m,n). Este algoritmo posee un coste de
orden cuadratico, dado que precisa realizar tantas operaciones como posicio-
nes contiene cualquiera de las dos matrices S y P. Si ambas secuencias poseen n

caracteres, podemos afirmar que el coste asintotico esta acotado superiormen-

te por la funcién O(nz).

Figura 26. Algoritmo de alineamiento 6ptimo global de dos secuencias.
PRE = {A, B: secuencias; s: matriz de substitucion}
POST = {S(|A|, |B]) es el valor del mejor alineamiento}
(* Inicializar la fila 0 y la columna 0 *)
S(0,0) « 0;
para (i=1 hasta |A|) hacer
S(i,0) « 1 x s(a;, )’
fpara
para (j=1 hasta |B|) hacer
S(0,7) « F x s(=,by);
fpara
(* Barrido de la matriz *)
para (i=1 hasta |A|) hacer
para (j=1 hasta |B|) hacer
(* A. Coincidencia ¥*)
max < S(i-1,j-1) + s(a;, by);
P(i,J) « (i-1,3-1);
(* B. Gap en la secuencia B *)
valor « S(i-1,7) + s(a;, —);
si (valor > max) entonces
max « valor;
P(i,7) « (i-1,3)7
fsi
(* C. Gap en la secuencia A *)
valor « S(i,j-1) + s(—,bﬂ;
si (valor > max) entonces
max « valor;
P(i,j) « (i,7-1);
fsi
S(i,J) <« max;
fpara
fpara

Nota

Para simplificar el c6digo he-
mos introducido la penaliza-
cién de los gaps dentro de la
propia matriz de sustitucién s.

Lectura complementaria

M. Zvelebil; J. O. Baum

(2008). Understanding bioin-
formatics. Londres: Garland
Science. ISBN: 0815340249.
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Varios estudios tedricos han intentado aproximar la programaciéon dindmica
original hacia una concepcién mds bioldgica. La recurrencia béasica penaliza
del mismo modo tanto un evento de insercién/deleccion de n simbolos como
n eventos de inserciéon/deleccion de un tnico simbolo (figura 26). A pesar de
que el resultado final es el mismo, esta simplificacién es poco realista dado
que el namero final de eventos genéticos es distinto en cada caso. De hecho,
es posible reformular este coste para penalizar levemente los bloques de gaps
contiguos. Definimos la funcién g(k), que penaliza la introduccién de k hue-
cos, de modo que g(k) < kg(1). Para ello, generalizamos la recurrencia bésica
de programacion dinamica, permitiendo ahora que el calculo de la solucién
Optima de cualquier prefijo de las secuencias evalte todos los elementos de la
fila y la columna anteriores (ver figura 27).

Figura 27. Recurrencias de programacién dinadmica: bloques de gaps.

SG-1, j -1 +sa;, b))

max{S(i—k, j)+g(k)}

Coincidencia

Gap de tamafio k en B

S(@i,j) =maxy 1<
max{S(i, k- j)+ g(k)} Gap de tamafio k en 4
1<k
Sk0) = gk
S0, k) = gk)

Logicamente, esta generalizacion repercutird sobre el nimero de operaciones

efectuadas por el algoritmo resultante que ahora posee un coste cibico omn®).
Este incremento en la complejidad del programa puede producir en la practi-
ca un tiempo de ejecucion prohibitivo. Podemos simplificar este esquema de
puntuaciones modelando un bloque de gaps con dos componentes indepen-
dientes: abrir el hueco inicial o extender el actual. El modelo lineal de gaps
afines asigna una penalizacion inicial a a la iniciaciéon del bloque y otra de
menor cuantia por su extensioén b (directamente proporcional a su tamario).
Podemos calcular la penalizacién por introducir un nuevo hueco en un blo-
que de k gaps empleando la fé6rmula mostrada en la figura 28. La aplicacién
de este esquema de puntuacién en la recurrencia de programacién dinamica
posee un coste cuadratico.

Figura 28. Recurrencias de programacién dinamica: modelo de gaps afines.

a ifk =1

g(k)z{a+bk k> 1 dondea, b > 0

gk+D)=a+bk+1)=a+bk+b=gk +b

Lectura complementaria

M. S. Waterman; T. E
Smith; W. A. Beyer (1976).
"Some biological sequence
metrics". Advances in Mat-
hematics (nam. 20, pags.
367-387).

Recurrencia basica

Con la recurrencia basica, ob-
teniamos que g(k) = kg(1).

Lectura complementaria

O. Gotoh (1982). "An impro-
ved algorithm for matching
biological sequences". Jour-
nal of Molecular Biology (nam.
162, pags. 705-708).
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El esquema afin de penalizaciones resulta sensato desde una 6ptica mas bio-
légica, aunque todavia muestra algunas debilidades en este aspecto. Por ejem-
plo, una vez abierto un primer gap, la penalizacién aplicada para el resto de
espacios es la misma. A partir de observaciones empiricas llevadas a cabo sobre
bloques de inserciones/delecciones en proteinas homologas se ha determina-
do, en cambio, que quizés esta segunda penalizacién deberia atenuarse a me-
dida que el bloque de huecos es mayor, dado que, biol6gicamente, es bastante
factible la insercion de otro gap. El modelo concavo de puntuaciones introdu-
ce un factor logaritmico para reducir esta penalizaciéon a medida que encon-
tramos mas gaps en una cierta region del alineamiento. La integracién de esta

solucién en la recurrencia basica aumenta sensiblemente su coste, acotandose

por la funcion O(nzlog(n)).

Figura 29. Recurrencias de programacién dindmica: modelo céncavo de gaps.

if ko= 1

B = o 4 b0k if k > 1 domde ab =0

gk + D - gk) < gk) — gk — 1)

Para calcular los alineamientos locales 6ptimos entre dos secuencias hemos de
modificar ligeramente la recurrencia basica definida en la figura 22. El alinea-
miento local debe reportar inicamente aquellos segmentos de las secuencias
que presentan un alto grado de similaridad, ignorando el resto del contenido
de éstas. La reconstruccion de dicho alineamiento local debe comenzar nece-
sariamente por la identificaciéon de la parte final de éste. Para ello, es necesa-
rio registrar en el interior de la matriz S la solucién que presenta el maximo
valor de similaridad. Una vez delimitado este punto, debemos iniciar la recu-
peracion del alineamiento local éptimo que termina precisamente en dicha
posicion. Este procedimiento consiste en desplazarse hacia atras por la matriz
S (empleando la matriz de punteros P para desandar el camino), ensamblando
simultdneamente el alineamiento parcial. Este recorrido nos conducira a un
cierto punto (que coincide con la parte izquierda de este alineamiento local)
donde la calidad de la solucién descenderd mas alla de un limite preestable-
cido.

Para identificar facilmente este umbral a partir del cual ya no es til continuar
afladiendo caracteres a la solucién local, basta con afiadir una nueva regla en
la recurrencia de programacién dindmica. En consecuencia, cuando el valor
del alineamiento 6ptimo en una determinada posicidn caiga por debajo de un
cierto limite (habitualmente inferior a 0), escribiremos en dicha posicién una

marca especial de final de alineamiento local.

Lectura complementaria

M. S. Waterman (1984). "Ef-
ficient sequence alignment
algorithms". Journal of Theore-
tical Biology (nam. 108, pags.
333-337).

Lectura complementaria

T. E. Smith; M. S. Water-
man (1981). "Identification
of common molecular subse-
quences". Journal of Molecu-
lar Biology (nam. 147, pags.
195-197).
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Figura 30. Recurrencias de programacion dinamica: alineamiento local.

SG—1, j=D+sa; bp Coincidencia
Si—1, p+sta; —) Gap en B

86 )=maxg; J=D+s(~.b)) Gap en A

0 Final del segmento
SGo) = 0
S0,) = 0

Como se puede apreciar en el alineamiento local de dos secuencias mostrado
en la figura 31, el procedimiento de barrido de la matriz S para calcular los
valores 6ptimos funciona de un modo similar al caso global. Durante este pro-
ceso, sin embargo, es preciso registrar dindmicamente las posiciones dentro
de la matriz que obtienen los valores mas altos. Una vez finalizado el llenado
de la matriz S, para obtener el mejor alineamiento local 6ptimo entre las dos
secuencias es preciso reconstruir el segmento local de ambas que finaliza pre-
cisamente en la posicién de S que obtuvo la mayor puntuacion. Esta recons-
truccién termina en el momento en que alcancemos una posicién que posea
el valor umbral de marcaje (0 en este caso). Si el usuario desea obtener una
lista con los mejores segmentos, debe repetir este procedimiento empleando
el resto de las posiciones que exhiben los valores mas altos. En el ejemplo de
la figura 31, hemos recuperado dos segmentos locales de maxima similaridad.
Se puede apreciar que se ha invertido el orden en que estos aparecen dentro de
cada secuencia, obteniéndose en este caso un alineamiento local no colineal.

Evitar segmentos
solapantes

Para evitar reproducir segmen-
tos solapantes podemos ocul-
tar aquellas posiciones de la
matriz S que ya hemos utiliza-
do previamente en anteriores
fragmentos.
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Figura 31. Alineamiento local de dos secuencias.

0 1 2 3 4 5 6
R V S K T M E N

T

4 R| O 5 0 0 0 0 0 9 13
=t
5 V| O 0 104—4 0 0 0 3 7
AN 4
6 S| O 0 4 154-9 ¢ 3 0 0 1

R V S T M E

R V S T M E

5 5 5 5 5 5

Puntuacion: 15 Puntuacion: 15

En la figura 32 presentamos el algoritmo para obtener el alineamiento local
Optimo entre dos secuencias, popularmente conocido como Smith y Water-
man. Esta variante emplea nuevamente una matriz S para almacenar los valo-
res de los alineamientos 6ptimos que involucran cada prefijo de las secuencias,
y una segunda matriz P para registrar su origen. Inicialmente, debe marcarse
la primera fila y la primera columna con el simbolo seleccionado para indicar
la terminacion del alineamiento local. Para simplificar el cédigo hemos intro-
ducido la penalizacién de los gaps dentro de la propia matriz de sustitucién s.
Posteriormente, realizamos el barrido de la matriz por columnas utilizando la
recurrencia indicada en la figura 30 para calcular el valor 6ptimo del alinea-
miento de cada segmento.

Es importante mantener en memoria cual es la posicion (iMax,jMax) que ob-
tuvo la maxima puntuacién para recuperar después el segmento local de ma-
xima similaridad. Para reconstruir este alineamiento es suficiente con extraer
recursivamente el contenido de la matriz P, iniciando el recorrido precisamen-
te desde aquella posicion. Para la produccién de los mejores n alineamientos
locales, podriamos gestionar una lista ordenada de las posiciones mas prome-
tedoras, repitiendo nuevamente la reconstruccion del siguiente alineamiento
en cada caso. Dado que debemos acceder a todas las posiciones de las matri-
ces S y P, este algoritmo realiza asintéticamente un namero de operaciones
de orden cuadratico (O(nz)). En este sentido, la sutil modificaciéon propuesta
por Smith y Waterman no implica un incremento del tiempo de ejecucion en

comparacion con el esquema global.

Leyenda figura 31

El esquema de puntuaciones
empleado en este ejemplo es
el siguiente:

¢ Coincidencia = +5.

e Sustitucién = -2.

e Gap =-6.

Lectura complementaria

T. F. Smith; M. S. Water-
man (1981). "Identification
of common molecular subse-
quences". Journal of Molecu-
lar Biology (nim. 147, pags.
195-197).
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Figura 32. Algoritmo de alineamiento 6ptimo local de dos secuencias.

PRE = {A,B: secuencias; s: matriz de substitucion}
POST = {S(iMax, jMax) es el mejor alineamiento local}
(* Inicializar la fila 0 y la columna 0 *)

S(0,0) « 0O;
para (i=1 hasta |A|) hacer
S(i,0) <« 0;
fpara
para (j=1 hasta |B]|) hacer
S(0,7) < 0;
fpara
iMax «— 0;
JjMax « O0;
(* Barrido de la matriz *)
para (i=1 hasta |A|) hacer
para (j=1 hasta |B]|) hacer
(* A. Terminacion del segmento *)
max « O0;
P(i,J) <« (0,0);
(* B. Coincidencia ¥*)
max <« S(i-1,3j-1) + s(ai,bﬂ;
P(l/J) — (i_llj_l);
(* C. Gap en la secuencia B *)
valor « S(i-1,7) + s(a;, —);
si (valor > max) entonces
max « valor;
P(1i,3) « (i-1,3);
fsi
(* D. Gap en la secuencia A *)
valor « S(i,3j-1) + s(—,bﬂ;
si (valor > max) entonces
max « valor;
P(i,3) « (i,3-1);
fsi
S(i,7) « max;

(* E. Registro del maximo absoluto *)

si (max > S(iMax, jMax)) entonces
iMax « 1;
jMax <« 7j;
fsi
fpara
fpara
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7. Alineamientos progresivos de secuencias

Un alineamiento global multiple organiza una correspondencia entre los ca-
racteres de un conjunto de secuencias para maximizar el namero de coinci-
dencias en cada columna. Las variaciones en el interior de una columna pue-
den ser ttiles para predecir las mutaciones puntuales ocurridas a lo largo de la
historia evolutiva de una cierta secuencia, revelando el grado de conservacion
o divergencia en diferentes regiones (ver figura 16). Formalmente, sean S ... S¢
un conjunto de secuencias donde los simbolos de cada cadena S;=s;; ... sils}
pertenecen a un cierto alfabeto ¥ de nucleétidos o aminodcidos. Definimos
entonces el conjunto extendido de secuencias S7 ... S; donde los simbolos de
cada cadena S} = Sip e s:b;lk |pertenecen ahora al mismo alfabeto extendido con
un gap, Z U {— } El alineamiento multiple de las secuencias §; ... S consiste
en una correspondencia C entre las secuencias extendidas representada como
una matriz rectangular que necesariamente debe cumplir determinadas pro-
piedades:

Figura 33. Definicién formal de un alineamiento global mdltiple.

* * *
Sl,l ;&'1’2 e . sl,()
* * *
c=[%21 %22 - S
* ES *
Skl k2 Ske

1. La longitud del alineamiento es exactamente ¢ simbolos.
2. Si omitimos los gaps, recuperamos las secuencias originales.
3 Como minimo un elemento de cada columna es diferente de un gap.

Cada columna de esta matriz C(i)=(s”{ PR /A i) representa la coincidencia Suma de pares

multiple entre los respectivos simbolos de las secuencias originales junto con Gracias a la técnica de la suma
de pares, para evaluar una co-
lumna de n simbolos un pro-
to multiple debemos calcular la suma de las puntuaciones obtenidas por las grama realizaré n” accesos a
la respectiva matriz PAM o
BLOSUM. Una aproximacion

algin hueco dispuesto entre éstos. Logicamente, para evaluar un alineamien-

coincidencias de cada columna C(i). Para puntuar una determinada columna

del alineamiento multiple, habitualmente se calcula un promedio de todos los por fuerza bruta necesitaria ac-

. . L. . . ceder a una matriz de 2" com-

posibles cambios de dos aminoacidos observados en ésta. Con esta aproxima- binaciones con un coste expo-
nencial.

cion, denominada suma de pares (en inglés, sum of pairs), no es necesario cons-

truir matrices multidimensionales de sustitucién para puntuar k simbolos.
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Aunque parezca el modo mads simple de obtener el alineamiento multiple de
k secuencias, no es recomendable en este caso generalizar el mismo esquema
recursivo empleado para alinear dos secuencias por su enorme coste compu-
tacional. Con programacion dindmica seria necesario habilitar una matriz de
similaridad de k dimensiones, precisando de un barrido de coste exponencial

O(nk), que resulta dificilmente asumible para alinear mas de cuatro o cinco se-
cuencias. Una gran variedad de estrategias han sido propuestas para producir
soluciones con un menor coste que resulten razonables en términos biologi-
cos. De todas ellas, el alineamiento progresivo es uno de los métodos mas efec-
tivos, por lo que es ampliamente utilizado por numerosas aplicaciones bioin-
formaticas.

El alineamiento progresivo reconstruye incrementalmente el mejor
alineamiento multiple posible utilizando un darbol filogenético para
guiar en qué orden deben incorporarse las restantes secuencias al resul-
tado final.

En lugar de alinear simultdneamente todas las secuencias, el método progre-
sivo emplea las dos secuencias mds similares para constituir el germen del ali-
neamiento multiple. Progresivamente, el resto de secuencias se incorporan pa-
ra refinar el resultado final con mas informacién. Una vez identificadas cua-
les son estas dos secuencias, en el siguiente paso debe decidirse si es més efec-
tivo integrar una nueva secuencia dentro del alineamiento en curso, o crear
otro alineamiento con otras dos secuencias mas afines. Si fuera necesario, con
posterioridad, es posible fusionar dos alineamientos parciales para generar un
nuevo alineamiento multiple méas completo o, alternativamente, incorporar
otras secuencias no utilizadas todavia a alguno de los alineamientos multiples

existentes en curso.

Lectura complementaria

H. Carrillo; D. Lipman
(1988). "The multiple se-
quence alignment problem
in biology". SIAM Journal of
Applied Mathematics (nim.
48, pags. 1073-1082).
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Para construir el alineamiento multiple final es fundamental, por consiguien-
te, realizar alineamientos multiples parciales entre dos subgrupos de secuen-
cias en funcién de su mayor parecido. El orden en que serdn seleccionadas las
secuencias para efectuar alineamientos parciales define una determinada je-
rarquia entre éstas (por ello esta técnica también recibe el nombre de agrupa-
cioén jerarquica o hierarchical clustering en inglés). Para guiar este procedimiento
puede utilizarse un arbol filogénetico prefijado inicialmente a partir del grado
de similaridad entre todas las secuencias con algiin método de minimizacién
de la suma total de las longitudes de cada rama del 4rbol. También es posible
construir este arbol sobre la marcha, decidiendo dinamicamente cual es el si-
guiente par de elementos mas similares que deben ser alineados (secuencias
o alineamientos parciales). En todo caso, como veremos a continuacion, sera
necesario modificar las rutinas basicas de programacién dindmica para aco-
modar alineamientos entre dos secuencias, alineamientos entre una secuencia

y un alineamiento parcial, y alineamientos entre dos alineamientos previos.

Esta técnica no garantiza la obtencién de la solucién 6ptima. No obstante,
mediante el uso cuidadoso de las matrices de sustitucion apropiadas, modi-
ficando en tiempo de ejecucién el esquema de penalizaciones de los gaps e
introduciendo otro tipo de informacién (por ejemplo, arquitectura estructu-
ral, propiedades fisico-quimicas de los aminoécidos, etc.), los alineamientos
resultan suficientemente aceptables en términos biol6gicos para comparar se-
cuencias homologas con garantias. En este sentido, es importante subrayar
que el bioinformatico debe ser consciente de que el resultado final depende
significativamente del primer alineamiento escogido como referencia para in-
corporar el resto de las secuencias. Dicho alineamiento no necesariamente es
representativo de la conservacion global existente. Para amortiguar el impacto
de cada eleccién pueden introducirse pesos que ponderan la importancia de
cada secuencia. De este modo, también es posible corregir numéricamente un
posible muestreo evolutivo desigual cuando deseamos alinear secuencias con
distinto grado de conservacion. Incrementando el peso de las secuencias que
presentan mas divergencias, podemos equilibrar el alineamiento reduciendo
la relevancia de aquellas mas similares. Gracias a la aplicacién de numerosas
reglas heuristicas, es posible obtener soluciones aceptables con este método
en un reducido periodo de tiempo.

Lecturas

complementarias

D. Fena; R. E. Doolittle
(1987). "Progressive sequen-
ce alignment as a prerequi-
site to correct phylogene-
tic trees". Journal of Molecu-
lar Evolution (nam. 25, pags.
351-360).

N. Saitou; M. Nei (1987).
"The neighbor-joining met-
hod: a new method for re-
constructing phylogene-

tic trees". Molecular Biology
and Evolution (nGm. 4, pags.
406-425).

J. D. Thompson; D. G. Hig-
gins; T. J. Gibson (1994).
"CLUSTALW: improving the
sensitivity of progressive
multiple sequence alignment
through sequence weighting,
position-specific gap penal-
ties and weight matrix choi-
ce". Nucleic Acids Research
(nam. 22, pags. 4673-4680).

Ved también

Los métodos mas extendidos
de construccién de arboles fi-
logenéticos se explican con
detalle en la asignatura Funda-
mentos de biologia molecular.

Lectura complementaria

J. D. Thompson; D. G. Hig-
gins; T. J. Gibson (1994).
"CLUSTALW: improving the
sensitivity of progressive
multiple sequence alignment
through sequence weighting,
position-specific gap penal-
ties and weight matrix choi-
ce". Nucleic Acids Research
(ntm. 22, pags. 4673-4680).
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Figura 34. Construccién del arbol guia del alineamiento progresivo. .
Leyenda figura 34

C S
Consideramos en este ejem-
H plo el uso de cinco secuencias
H homologas pertenecientes a
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C e . . . alineamientos/secuencias exis-
tentes. Dentro de S, utilizamos
A ——— z . . . . el color negro para reflejar los
valores realmente calculados y
H M R C z el color gris para aquellos que
han sido estimados. Con una
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informatics (nam. 6, pags.
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En estos materiales vamos a estudiar con detalle una implementacién espe-
cifica del esquema progresivo que construye dindmicamente el arbol guia a

medida que vamos afiadiendo mds secuencias a los alineamientos existentes
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(ver figura 34). En este contexto, definimos un grupo como el alineamiento
multiple de un subconjunto de secuencias. Para trabajar con esta aproxima-
cién necesitamos mantener en memoria una lista -que denominaremos C- de
todos los grupos generados. Inicialmente, cada secuencia que debe contribuir
al alineamiento multiple final constituye su propio grupo. Posteriormente, el
método progresivo selecciona reiteradamente los dos grupos més similares pa-
ra realizar su alineamiento y crear un nuevo grupo en el que participan todas
estas secuencias. Mediante la aplicacion de esta regla, este procedimiento ter-
mina cuando reducimos sucesivamente el conjunto inicial de secuencias a un
anico grupo que albergara el alineamiento final resultante. Para decidir el or-
den en que agrupamos las secuencias necesitamos definir una matriz de simi-
laridad S que almacene en cada momento la similaridad entre los grupos exis-
tentes. Cuando creamos un nuevo alineamiento entre dos grupos, es necesario
recalcular la similaridad entre este alineamiento y el resto de elementos de la
matriz. Es posible estimar este valor tomando en cuenta la similaridad entre
los grupos que originalmente dieron lugar a este alineamiento y el resto. Con
esta técnica, solamente calcularemos el alineamiento multiple de dos grupos
concretos cuando dicha combinacién sea escogida como la mejor posible.

Proponemos una posible implementacién de esta estrategia de alineamiento
progresivo presentada anteriormente (ver figura 36). Este algoritmo gestiona
la ejecucion ordenada de todos los pasos detallados anteriormente. En primer
lugar cada secuencia es asignada a un nuevo grupo en C, y se calcula después
el grado de similaridad entre todas las secuencias con una variante de la rutina
bésica de programacién dindmica para alinear dos secuencias que denomina-
remos AlineamientoOptimo. A partir de estos alineamientos, cuya similaridad
es almacenada en la matriz S, escogemos las dos secuencias mas parecidas para
crear el primer alineamiento. Ahora debemos sustituir las secuencias utilizadas
en C por el nuevo grupo resultante. Sera necesario modificar las posiciones de
S donde estas dos secuencias estaban involucradas. Para evitar calcular en cada
momento los alineamientos entre este nuevo grupo y el resto, podemos esti-
mar la similaridad entre estos con la funcion EstimarSimilaridad. Esta rutina
béasicamente implementa el método denominado WPGMA (de inglés weighted
pair group method with arithmetic mean, método de agrupacion ponderada de

pares utilizando media aritmética):

Figura 35. Formulacién del método WPGMA.

- scc; cp+lit-scy cp
S(Cl'_j, Cp = |l1+l]1

Una vez el conjunto de grupos ha sido reducido en una unidad, este proceso
continua iterativamente hasta que todas las secuencias resultan agrupadas en

un solo alineamiento multiple construido progresivamente. El coste aproxi-
mado del algoritmo en términos asint6ticos es O(kznz), dado que cada alinea-

miento entre dos grupos cualquiera requiere de n” pasos y la incorporacién

Lectura complementaria

J. D. Thompson; D. G. Hig-
gins; T. J. Gibson (1994).
"CLUSTALW: improving the
sensitivity of progressive
multiple sequence alignment
through sequence weighting,
position-specific gap penal-
ties and weight matrix choi-
ce". Nucleic Acids Research
(nam. 22, pags. 4673-4680).

Nota

Con esta estimaci6n es posible
equilibrar la contribucién de
cada elemento al nuevo grupo
en funcién del nimero de se-
cuencias alineadas dentro de
éste.
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progresiva de k secuencias realizard como maximo tantas agrupaciones como
combinaciones de dos secuencias sean posibles (K para k secuencias). Este re-

sultado es notablemente menor al coste exponencial o) esperable en el caso

de que recurriéramos a la aproximacion directa por programacion dindmica.

Figura 36. Algoritmo general de alineamiento muiltiple progresivo.

PRE = {5, ... S;: secuencias; s: matriz de substitucion}
POST = {C es el mejor alineamiento progresivo}
(* Crear un grupo nuevo con cada secuencia *)
C « @;
para (i=1 hasta k) hacer
C;, « S;;
fpara

(* Crear la matriz inicial de comparaciones *)
iSim « 0O;
jSim « 0;
maxsSim « —00;
para (i=1 hasta k) hacer
para (j=i+l hasta k) hacer
S(Ci,Cj) — AlineamientoOptimo(Ci,Cj,s);
(* Registrar las dos secuencias mas similares *)
si (S(Ci,Cj) > maxSim) entonces
maxSim « S(Ci,Cﬂ;
iSim « i;
3Sim « j;
fsi
fpara
fpara
(* Crear un nuevo grupo con estas dos secuencias *)
Cisim-jsim < AlineamientoOptimo (C;gipns Cigimr S) 7
(* Estimar la similaridad con el resto de grupos *)
S « EstimarSimilaridad(C,iSim, 3Sim) ;
(* Alineamiento progresivo de los grupos restantes ¥*)
(* Agrupar hasta reducir el numero de grupos *)
mientras (|C| > 1) hacer
iSim « 0;
jSim « 05
maxSim « —%;
para (i=1 hasta |C|) hacer
para (j=i+l hasta |C|) hacer
(* Registrar los dos grupos mas similares *)
si (S(C;rC5) > maxSim) entonces
maxSim « S(C;,Cy);
iSim « i;
jSim « j;
fsi
fpara
fpara
(* Crear un nuevo grupo con estos dos grupos *)
Cisim-jsim — AlineamientoOptimo (Cisips Cisims S) 7
(* Estimar la similaridad con el resto de grupos *)
S « EstimarSimilaridad(C,iSim, jSim) ;
fmientras
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La funcién AlineamientoOptimo es una variante de la recurrencia basica de
programacién dindmica para dos secuencias. Resulta particularmente intere-
sante su estudio dado que es necesario generalizar la valoracién de las coinci-
dencias para permitir el alineamiento de dos alineamientos parciales. Podemos
observar en la figura 37 que la matriz de programacion dinamica no cambia
excesivamente su disposicion habitual (ver figura 23). El primer alineamiento
debe colocarse horizontalmente —la comparacién entre ratén y rata—, mien-
tras que el segundo sera representado verticalmente —en este caso, la proteina
humana. Cada alineamiento por separado puede contener gaps que deben ser
respetados en el alineamiento final. Cada posicion de esta matriz contendra
el valor del mejor alineamiento entre los prefijos de las proteinas de ratén y

rata junto con la secuencia homoéloga humana.

Para proceder a realizar el barrido de la matriz, valoraremos nuevamente tres
posibilidades diferentes en cada posiciéon de ambos alineamientos: introducir
un hueco en alguno de los dos alineamientos o asignar una coincidencia en-
tre dichas posiciones. En consecuencia, la recurrencia basica presentada an-
teriormente en la figura 22 resulta igualmente vélida en esta nueva variante
del problema. Unicamente debe modificarse el modo en que se evaltan las
coincidencias entre dos posiciones concretas de cada alineamiento multiple.
Para ello, es necesario calcular el promedio de todas las sustituciones posibles
entre los caracteres del primer alineamiento y los caracteres del segundo en

las columnas de los respectivos alineamientos (ver figura 37).

Figura 37. Alineamiento con programacién dinamica de dos
alineamientos miiltiples.

M

B I RRRREEREES & \ TGap

4_
Gap S(T,G) + s(A,G)
lz
i
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H:...NRSDLPPE
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Nota

Los programas modifican dife-
rentes parametros de esta ruti-
na segun los datos de entrada:
matrices de sustitucién, penali-
zaciones de huecos, etc.

ClustalW

El programa ClustalW introdu-
ce los pesos de cada secuen-
Cia en este paso para realizar la
ponderacién de todas las susti-
tuciones.

Leyenda figura 37

Consideramos en este ejemplo
el uso de tres secuencias ho-
moélogas pertenecientes a hu-
mano (H), ratén (M) y rata (R).
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Figura 38. Alineamiento mdiltiple de la proteina LRRTM1 en varios vertebrados.

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

Raton MDFLLLGLCLHWLLRRPSGVVLCLLGACFQMLPAAPSGCPGOCRCEGRLLYCEALNLTEA 60
Rata MDFLLLGLCLHWLLRRPSGVVLCLLGACFOMLPAAPSGCPGQCRCEGRLLYCEALNLTEA 60 Leyenda figura 38
Humano MDFLLLGLCLYWLLRRPSGVVLCLLGACFQMLPAAPSGCPQLCRCEGRLLYCEALNLTEA 60
Pollo MDFLLIGLCLNWLLRKPPGLILCTLGIFSKMLPAVNSGCPQLCRCEGRLLYCESLNLTEM 60 Recomendamos el contraste
Pez cebra MDFLLIGLYLKWPLRKPPGLILCSLGIVLKIVPLVGGSCPRLCRCDNKQLYCEGLNLTDI 60 con el alineamiento mostrado
KAK KK IRK K ok KK Ik, KIIRK KK HEE A S A I L L S N L S en|aﬁgura13,queenuﬂeaba
Gnicamente la proteina huma-
Raton PHNLSGLLGLSLRYNSLSELRAGQFTGLMOLTWLYLDHENHICSVQGDAFQKLRRVKELTL 120 nay la proteina de ratén.
Rata PHNLSGLLGLSLRYNSLSELRAGQFTGLMOLTWLYLDHENHICSVQGDAFQKLRRVKELTL 120
Humano PHNLSGLLGLSLRYNSLSELRAGQFTGLMOLTWLYLDHNHICSVQGDAFQKLRRVKELTL 120
Pollo PRNLSGMMGLSLRYNSLSELHDGQFTGLMOLTWLY LDENHICSVEGNAFQKLRRVKELTL 120
Pez cebra PONLSSAIGLSLRENNISELREGNFVGLSQLTWLYLDHNNIEIVEESAFERLRRIKELDL 120
krkkk, 1hkkkkKk K, Ihkk: Kik.kk kkkkkkkkkk ik ki L kkIIkkKkIkkKk k
Raton SSNQITELANTTFRPMPNLRSVDLSYNKLOALAPDLFHGLRKLTTLHMRANAIQFVPVRI 180
Rata SSNQITELANTTFRPMPNLRSVDLSYNKLOALAPDLFHGLRKLTTLHMRANAIQFVPVRI 180
Humano SSNQITQLENTTFRPMPNLRSVDLSYNKLOALAPDLFHGLRKLTTLHMRANAIQFVPVRI 180
Pollo SSNKITQLPNNTFRPMPNLRSVDLSYNNLQSLEPDLFHGLRKLTTLHMRSNAIKFVPVRI 180

Pez cebra STNRIESLPNGTFRPLPNLRILDLSYNRLQSLEPDLFHGLRKLTNLHLRYNALKFIPVRI 180

kIk Ik Lk.k khkhkkIhkAkKk IAKKKK KKK kkkkokkkokkkk  kkIk kkIIkIrkkkk

Raton FODCRSLKFLDIGYNQLKSLARNSFAGLFKLTELHLEHNDLIKVNFAHFPRLISLHSLCL 240
Rata FODCRSLKFLDIGYNQLKSLARNSFAGLFKLTELHLEHNDLIKVNFAHFPRLISLNSLCL 240
Humano FODCRSLKFLDIGYNQLKSLARNSFAGLFKLTELHLEHNDLVKVNFAHFPRLISLHSLCL 240
Pollo FODCRSLKFLDIGYNQLKSLARNSFAGLFKLTELHLEHNDLVKVNLAHFPRLISLHSLCL 240

Pez cebra FODCRSMQFLDLGYNQLQSLARNSFAGLFKLTELHLEHNELVKVNLAHFPRLISLRTLYM 240

R I R I A ]

Raton RRNKVAIVVSSLDWVWNLEKMDLSGNEIEYMEPHVFETVPYLQTLQLDSNRLTYIEPRIL 300
Rata RRNKVAIVVSSLDWVWNLEKMDLSGNEIEYMEPHVFETVPYLQSLQLDSNRLTYIEPRIL 300
Humano RRNKVAIVVSSLDWVWNLEKMDLSGNEIEYMEPHVFETVPHLQSLQLDSNRLTYIEPRIL 300
Pollo RRNKVTIVVNTLDWIWQLEKLDLSGNEIEYIEPHVFESVPHLKSLQLDSNRLTYIDSRIL 300

Pez cebra RNNKATIVVNTLEWTWDLEKIDFSNNEIEYIEPHVFESVPKLNTLMLDSNKLTYIDQRIL 300

hokKk L lhkkk L LRIk KIAKKIhIK hAkKkkkIkkhkAKKkIAK kIik KkkkIkkAkKD KKK

Raton NSWKSLTSITLAGNLWDCGRNVCALASWLSNFQGRYDANLQCASPEYAQGEDVLDAVYAF 360
Rata NSWKSLTSITLAGNLWDCGRNVCALASWLSNFQGRYDANLQCASPEYAQGEDVLDAVYAF 360
Humano NSWKSLTSITLAGNLWDCGRNVCALASWLNNFQGRYDGNLQCASPEYAQGEDVLDAVYAF 360
Pollo DSWKSLTSISLSANTWDCGRNVCALASWLSSFKGRYDSNLLCATPEYAQGEDVLDAVYAF 360

Pez cebra DSWTSLSSITLSGNDWECSRNVCALASWLSNEFQGQRDSGLLCANPDIAQGEDILDAVYAF 360

ThkLkkIAKIKD .k Kik . kkkkkkhkhkkKh, L kIhkD Kk, Kk kk,KkI KkhkkKIhkkAkkKK

Raton HLCEDGAEPTSGHLLSVAVTNRSDLTPPESSATTLVDGGEG-HDGTFEPITVALPGGEHA 419
Rata HLCEDGAEPTSGHLLSAAVTNRSDLAPPESSATTLVDGGEGLHDSTLEPITVAIPGGEHA 420
Humano HLCEDGAEPTSGHLLS-AVTNRSDLGPPASSATTLADGGEGQHDGTFEPATVALPGGEHA 419
Pollo HLCEDTVDPTSVNTLS-PMINNSDQMFGYGSAAATAYAPEADEEPTTYAITVTLPXGEGA 419
Pez cebra QLCEDNVEATTXQTFT-VTRNRXXXXPPTKNPYDLQODGGEXXXXXVVTNSLTVTASADDL 419
HE R ok SN SN * . .. . x . e . e
Raton ENAVQIHKVVTGTMALIFSFLIVVLVLYVSWKCFPASLRQLRQCEVTQRRKQKQKQTMHQ 479
Rata ENAVQIHKVVTGTMALIFSFLIVVLVLYVSWKCFPASLRQLRQCEFVTQRRKQKQKQTMHO 480
Humano ENAVQIHKVVTGTMALIFSFLIVVLVLYVSWKCFPASLRQLRQCEVTQRRKQKQKQTMHQ 479
Pollo ENAVQIHKVVTGTMALIFSFLIVVLVLYVSWKCFPASIRQLRQCEFVTQRRKQKQKQTMHQ 479
Pez cebra ESTMKIHKVVTGTMALIFSFLIMVLMLYVSWKCFPAGVRQLRQCFTSQRRKQKQKQTMQQ 479
kol llhkkkhkkkhkhkhkhhkkhhk I okk I hkhhhkhhhk , Shkkhhkok , Shkhhkhkhkkkhk $ &
Raton MAAMSAQEYYVDYKPNHIEGALVIINEYGSCTCHQQPARECEV 522
Rata MAAMSAQEYYVDYKPNHIEGALVIINEYGSCTCHQQPARECEV 523
Humano MAAMSAQEYYVDYKPNHIEGALVIINEYGSCTCHQQPARECEV 522
Pollo MAAMSAQEYYVDYKPNHIEGALVIINEYGSCSCHQQPVRECEV 522

Pez cebra MATTSASEYYVDYKPNHIDGGLVIINEYGSCKCQQQASRECEV 522

kT kk L kkkkkkkkkkk Ik kkkhkkkkkkk ok Ihk, Kkkkk
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8. Identificacion de motivos conservados

En la préctica, la identificacién directa de pequefios fragmentos conservados
en varias secuencias bioldgicas por aplicacion de las técnicas de programacién
dindmica convencionales no resulta factible. Sin embargo, dada la relevancia
de este problema, han sido presentadas numerosas alternativas en el campo
de la localizacién de motivos regulatorios de la transcripcion génica o de la

caracterizacion de subdominios de proteinas.

Para evitar la posible explosion combinatoria, estos programas no realizan nin-
gun tipo de alineamiento local entre los fragmentos de cada secuencia, sino
que identifican aquellos motivos comunes mediante refinamientos iterativos
de un modelo estadistico que representa el patron definitivo. En algunas apro-
ximaciones, puede introducirse ademas informacion sobre la filogenia de las
secuencias para ponderar la relevancia de los motivos detectados en cada se-
cuencia. Para un namero razonable de regiones, estos programas pueden iden-
tificar una serie de motivos conservados en cuestion de pocos minutos. Aun-
que no existe garantia de encontrar la soluciéon 6ptima, los motivos resultan-
tes pueden ser bioldégicamente plausibles. El método de la maximizacién de
la esperanza o método EM (del inglés expectation maximization) es una de las

técnicas de reconocimiento de patrones mas populares.

El método EM estima los parametros de un modelo probabilista que
representa la composicion ideal de los motivos conservados en un con-

junto de secuencias.

El programa MEME es la herramienta estdndar empleada por la comunidad
bioinformatica para llevar a cabo la bisqueda de patrones cortos conservados
en multiples secuencias bioldgicas con el método EM. El proposito fundamen-
tal de esta aplicacion es averiguar cudles son los parametros mas adecuados de
un modelo probabilista para distinguir los motivos del resto de simbolos de
cada secuencia (denominado background en inglés). Para el correcto funciona-
miento del algoritmo debe definirse una funcién de evaluacién que contraste
la diferencia entre el contenido del motivo en construccion y el resto de las
secuencias (en inglés, funcion de fitness). Refinando iterativamente la repre-
sentacion del patron, el programa intenta aproximarse a la localizacion exacta
de los motivos conservados. En el instante en que no se observa mejora alguna
utilizando esta funcion de evaluacion, el programa debe finalizar y reportar
los motivos conservados. En cierto modo, para fomentar el entrenamiento de

este tipo de aproximaciones, el modelo final logrado por la técnica EM pue-

Lectura complementaria

T. L. Bailey; C. Elkan (1994).
"Fitting a mixture model by
expectation maximization to
discover motifs in biopoly-
mers". Proceedings of the 2nd
International Conference on In-
telligent Systems for Molecular
Biology (ISMB) (pags. 28-36).

Lectura complementaria

T. L. Bailey; C. Elkan (1994).
"MEME Suite: tools for motif
discovery and searching". Nu-
cleic Acids Research (ntm. 37,
pags. W202-W208).
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de utilizarse para generar aleatoriamente secuencias que poseen en su interior
ocurrencias del motivo conservado incrustadas dentro de regiones con la mis-
ma distribucién observada en este background.

En comparacién con las técnicas clasicas de alineamiento, la principal ventaja
del método EM es su reducido tiempo de ejecucién. Existen numerosas opcio-
nes que permiten modificar la configuracién bésica de estos programas. Por
ejemplo, podemos instruir al programa MEME para trabajar con nuestras se-

cuencias en distintos escenarios:

e Asumir que algunas secuencias no poseen el motivo conservado en el res-
to.

e Esperar que el motivo conservado pueda aparecer en mds de una ocasion
dentro de la misma secuencia.

e Determinar probabilisticamente la longitud para el motivo conservado.

e [Establecer a priori la longitud de motivo conservado y el namero esperable

de motivos.
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Figura 39. Funcionamiento del algoritmo EM para identificar motivos.

Leyenda figura 39

En este ejemplo, marcamos
con lineas discontinuas la ubi-
cacion del motivo TAAT con-
servado en cuatro secuencias
gendémicas. Indicamos con ca-
jas de colores la apuesta inicial
sobre dicha localizacion. En la
parte derecha representamos
graficamente el contenido del
motivo conservado durante la
progresién del algoritmo (no
mostramos explicitamente el
background).

Nota

______
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S “«— A C G
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A continuacién, vamos a detallar brevemente los componentes de la variante
mas sencilla de este método para localizar motivos de w simbolos (ver figu-
ra 39). En este caso asumiremos que cada secuencia inicamente posee una
ocurrencia de este motivo, conociendo de antemano que este contiene cuatro
nucleétidos. Para partir de una representacion inicial del motivo, el algoritmo
escoge al azar una localizacién distinta en cada una de las secuencias. Conta-
bilizando la frecuencia de cada nucle6tido en cada posicion de estas ocurren-

cias, el programa puede construir una primera version de la matriz de pesos M

que alberga la primera representacion del motivo conservado.

Para evitar caer en maximos
locales, el algoritmo bésico se-
lecciona internamente diferen-
tes puntos de partida.
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Figura 40. Algoritmo genérico EM.

PRE= {S=S5, ... S,: secuencias; T: entero}
POST={M es el motivo; Les la lista de sitios}
(* Elegir un lugar al azar en cada secuencia *)
(* Construir el modelo inicial con esos sitios *)
InicializarModelo (M,S);
1« 1;
convergencia « FALSO;
mientras (i <MAXITERACIONES y no convergencia) hacer
para cada (S; en S) hacer
(* Paso E: evaluar todas las posiciones *)
(* de w simbolos a lo largo de S; *)
Puntos « EvaluarCandidatos (S;,M);
(* Paso M: actualizar el modelo *)
(* con esas puntuaciones para *)
(* detectar los motivos frecuentes *)
M’ « ActualizarModelo (M, Puntos);
fpara
si (calidad (M') < calidad (M)) entonces
convergencia « CIERTO;
sino
M «— M ;
1« 1+1;
fsi
fmientras
(* Identificar los sitios de este modelo en S *)
L « Analizar Secuencias (S,M,T);
retorna (L)

Esta primera seleccién (a no ser que introduzcamos otros criterios) probable-
mente generard un modelo de motivo con un contenido practicamente alea-
torio. A partir de este momento, el algoritmo EM mostrado en la figura 40
realiza un tratamiento iterativo, basado en la sucesiva aplicaciéon de dos pasos
denominados E y M, para refinar el motivo modelado mientras se observa ga-

nancia en la calidad de este:

Paso E: Utilizar el modelo M para puntuar el parecido con cada candidato
de w letras de las secuencias. Para ello debemos buscar en la posiciéon de
la matriz M qué valor corresponde al nucleétido existente en una deter-
minada posicién de cada posible motivo de la secuencia (por ejemplo, el
candidato CTAA recibe la valoracién 3 en la figura 39). Esta evaluacién
produce un valor que asociaremos a cada subsecuencia de w simbolos exis-

tente dentro de nuestras secuencias.

Paso M: Para generar una nueva version del motivo modelado con una
matriz de pesos (Que denominaremos M'), procedemos a depositar el valor
evaluado para cada candidato precisamente en las posiciones de la nueva
matriz que coinciden con su contenido (por ejemplo, el candidato CTAA
debe acumular su valoracion en las posiciones (1,C), (2,T), (3,A) y (4,A)
de M, figura 39). Este procedimiento de actualizacién de la matriz debe

reproducirse con todas las secuencias de nuestro conjunto de datos.

Numero maximo de
iteraciones

Puede establecerse alternativa-
mente un nimero maximo de
iteraciones para efectuar la pa-
rada.
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Figura 41. Identificacién de motivos reguladores de la transcripcion del gen LEP.

400 448 473
SP1 CEBP TBP
402 444 469
406 .
Humano GAGGGGCGGG  C
Ratén GCTGGGTGGG C .,
Rata GCTGGGTGGG GC : TT
Vaca GCCCGGCAGG ©C JYWVIVIV I;\GC,: A14
445 .
Humano GCCTGCGGGG C
Raton :CTGGCCGGA C .
Rata GGCCGGG C ° T
Vaca GCCAGCCGGG C
Fridia S S erealeiciag g e
472 487 2
Humano ATCGGGCCGC (]
Ratén CTGGGGCAGT ¢ .
Rata CTGGGGCAAC C °
Vaca CTTCGGCGGC C A
Pl e eTe o CREERNES ]
Name Czﬂﬁfﬂid Motif Location
Human 1.50e-29 + - | Bm] —_— =] 0 e—
Mouse 1.14e-41 + — . - -— = O E——
Rat 4.92e-42 + - - - e = 0 E——
Cow 260032 mmm™m — : - === == e
(IJ 160 2[')0 3('70 AE)O 5(')0
Emotit1 - Mmotirz Mmotirs Wmotira [ motirs [ Motite W motir7 M motirs M Motife [ Motif 10

Tras cientos de iteraciones, aquellas subcadenas dentro de cada secuencia que
contienen el motivo dejardn su huella con mayor intensidad dentro de la ma-
triz M. En consecuencia, este modelo mostrard progresivamente los valores
mas altos en las posiciones que corresponden con la composiciéon del moti-
vo real. Bajo la hipoétesis de que el resto de candidatos presentan una distri-
bucién irregular de nucle6tidos, observaremos con cierta nitidez en la mayo-
ria de ocasiones una diferencia evidente entre el motivo y el background (este
altimo no esta representado explicitamente en esta version simplificada del

algoritmo EM).

Finalmente, la propia matriz de pesos M registrara las posiciones de los candi-
datos que mas semejanza exhiben con este patron ideal. Podemos observar en
la figura 41 el resultado de utilizar el programa MEME sobre las regiones regu-
ladoras del gen humano LEP en comparacion con su homologo en el ratén,
la rata y la vaca (longitud del motivo prefijada entre 5 y 15 pares de bases).
Este programa identifica correctamente los tres sitios de union a factores de

Leyenda figura 41

El programa MEME fue instrui-
do para identificar los diez mo-
tivos mas relevantes conserva-
dos en estos promotores. Mos-
tramos en primer lugar tres
motivos conservados en dos
especies que han sido valida-
dos experimentalmente y, a
continuacién, la salida gréfica
con todas las predicciones.
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transcripcion conservados a lo largo de la evolucién en estas cuatro especies.
Se puede apreciar la diferencia entre cada motivo coloreado y las secuencias
flanqueantes marcadas en color gris.
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9. Busquedas masivas en bases de datos

A partir de las diferencias y los rasgos comunes observados en el alineamiento
de dos secuencias, obtenemos suficiente informacion para establecer las posi-
bles relaciones evolutivas entre estas. Junto con la reconstruccién de la filo-
genia de nuestras secuencias, estas comparaciones nos proporcionan mas da-
tos interesantes. Imaginemos que para una de estas secuencias averiguamos
queé rol biol6gico desempenia en la célula, mientras que de la otra molécula no
sabemos nada a priori. En este caso, podemos inferir las funciones que hipo-
téticamente puede poseer la segunda secuencia a partir de aquello conocido

para la primera.

Este proceso de inferencia es factible cuando el porcentaje de similaridad en-
tre ambas secuencias supera un cierto limite (40%-50%). Este valor umbral es-
tablece, cuando es plausible, que dos secuencias puedan ser homologas o no
en base a las caracteristicas estructurales de su alineamiento. Dado que con-
tinuamente la comunidad cientifica realiza anotaciones més precisas de los
genomas y sus proteinas, la busqueda de posibles homologias entre nuestras
secuencias de estudio y el cuerpo de conocimiento almacenado en los bancos
de datos bioldgicos es una operacién muy comun en el analisis bioinformatico
habitual (ver figura 42). Ello implica que, aunque el calculo del alineamiento
optimo (global o local) sea posible en un tiempo aceptable cuando compara-
mos Gnicamente dos secuencias, su coste cuadratico resulta inaceptable en la
practica si deseamos contrastar miles de secuencias anotadas para descubrir
homologias con nuestra secuencia de estudio. Obviamente, los usuarios de es-
tos servicios necesitan obtener una rdpida respuesta a sus preguntas para ace-
lerar el proceso de investigacion cientifica.

Lecturas

complementarias

D. Mount (2001). Bioinfor-
matics: sequence and geno-
me analysis. Cold Spring
Harbor: Cold Spring Har-
bor Laboratory Press. ISBN:
0879696087.

A. D. Baxevanis; B. F. Oue-
1lette (2005). Bioinformatics:
A Practical Guide to the Analy-
sis of Genes and Proteins. Ho-
boken, NJ: John Wiley &
Sons Inc. ISBN: 0471478784.
M. Zvelebil; J. O. Baum
(2008). Understanding bioin-
formatics. Londres: Garland
Science. ISBN: 0815340249.
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Figura 42. Estrategia de las basquedas por homologfa.
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Varias técnicas heuristicas, generalmente basadas en el uso de alineamientos
locales, han surgido como alternativa a la programacion dindmica para reali-
zar miles de comparaciones en pocos segundos. Pese a que no existe garantia
de que los resultados obtenidos con estos métodos sean 6ptimos desde el pun-
to de vista algoritmico, existen ciertos requisitos que aseguran en la mayoria
de ocasiones un resultado plausible desde el punto bioldgico. Para evitar mu-
chas operaciones de comparacién innecesarias, los programas de bisqueda de
homologia realizan un preprocesamiento previo de todas las secuencias de la
base de datos, dando formato a un diccionario interno.

La familia de programas BLAST (del inglés basic local alignment search tool, he-
rramienta de bisqueda de alineamientos locales basicos) es el representante
mas popular de estos procedimientos heuristicos. La ganancia en términos de
velocidad de ejecucion lograda por las busquedas implementadas con BLAST
estd causada por una aproximacion diferente al problema del alineamiento.
En lugar de realizar comparaciones con las secuencias completas, BLAST iden-
tifica primero aquellos fragmentos de nuestra secuencia de interés (denomi-
nada query o interrogacion) que podrian generar alineamientos prometedores
con ciertas secuencias de la bases de datos. Una vez localizadas estas semillas,
BLAST hace crecer cada posible alineamiento en ambas direcciones evaluando
simultdneamente la calidad del resultado.

Un concepto relevante en la terminologia de los programas BLAST es el de ve-
cindad. Estos programas trabajan con palabras relativamente cortas (por ejem-
plo, tres aminoécidos). El preprocesamiento de una base de datos con BLAST
calcula, para cada palabra que pueda existir en alguna secuencia, el conjunto
de palabras de la misma longitud que obtienen una puntuacién relativamen-
te similar. Como cada palabra estd internamente enlazada con las secuencias
donde se encuentra, para descubrir qué secuencias de la base de datos son mas
atiles y extender los alineamientos, es suficiente comparar las palabras que

Lectura complementaria

S. F. Altschul; W. Gish; W.
Mffler; E. W. Myers; D. J.
Lipman (1990). "Basic local
alignment search tool". Jour-
nal of Molecular Biology (nam.
215, pags. 403-410).
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constituyen nuestra query con el diccionario de vecinos o sinénimos de la base
de datos que estamos interrogando. Para evaluar los sinébnimos de cada posi-
ble palabra debe emplearse una matriz de sustitucion, recompensando ademas
aquellas palabras menos frecuentes dado que resultan enormemente utiles pa-
ra acelerar la busqueda. El protocolo de busqueda de BLAST esta dividido en
los siguientes pasos (ver figura 43):

e Analizar la secuencia query para enmascarar regiones repetitivas que po-

drian producir resultados erréneos en la exploracion.

e Generar el vecindario de cada palabra de k simbolos de la secuencia de en-
trada. Clasificar las palabras parecidas que contienen sustituciones sinni-

mas segun su similaridad.

e Buscar en la base de datos aquellas secuencias que contienen en su interior

alguna de esas palabras mas similares para generar los alineamientos.

e Construir la semilla del futuro alineamiento local empleando cada palabra
de nuestra query que posea algin vecino en una secuencia de la base de

datos.

e Extender las semillas en ambas direcciones, evaluando la similaridad de
los nuevos simbolos alineados con una matriz de sustitucion. El proceso de
crecimiento del nuevo alineamiento finaliza cuando la puntuacién global
de éste cae por debajo de cierto umbral.

e Evaluar la bondad del nuevo alineamiento en funcién de la probabilidad
que existe de encontrar por azar un alineamiento de parecida calidad en
la base de datos.
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Figura 43. El algoritmo de alineamiento de BLAST.
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El alineamiento resultante que supera positivamente la fase de extension reci-
be el nombre de HSP (del inglés high-scoring segment pair, par de segmentos con
alta puntuacién). Logicamente, antes de iniciar las exploraciones, la colecciéon
de secuencias utilizada como base de datos debe ser preprocesada para elaborar
el diccionario de palabras. Esta operacion tinicamente debe llevarse a cabo una
vez, proporcionando una enorme ganancia de velocidad durante las futuras
busquedas. Dado que estamos trabajando con miles de secuencias, es factible
que muchos resultados se obtengan puramente por azar. Para evaluar sélida-
mente la bondad de uno de nuestros alineamientos, es necesario que BLAST
genere una muestra suficiente, entre secuencias escogidas aleatoriamente que
posean la misma composicion. Con esta es posible obtener la distribucion es-
tadistica de puntuaciones de alineamientos en funcién de nuestra base de da-
tos. En los problemas de optimizacién (en este caso buscamos la méxima si-
milaridad), estos conjuntos de valores suelen seguir la distribuciéon de valores
extremos (en inglés, extreme value distribution).

Para valorar la significacion estadistica de nuestro alineamiento bajo un cier-
to valor de confianza, es necesario contar cuantos alineamientos escogidos al
azar lograron obtener una puntuacion igual o mejor. Esta distribucién depen-

de obviamente del tamafio de nuestra secuencia (m), de las secuencias alma-

Lectura complementaria

S. Karlin; S. E Altschul
(1990). "Methods for asses-
sing the statistical signifi-
cance of molecular sequen-
ce features by using gene-
ral scoring schemes". Procee-
dings of the National Academy
of Sciences (ntm. 87, pags.
2264-2268).
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cenadas en la base de datos (N) y de dos constantes (k y 1) relacionadas con la
normalizacién de las puntuaciones calculadas con las matrices de sustitucio-
nes en los HSP. Para un alineamiento que logra una determinada puntuacién
s, BLAST calcula esta probabilidad como:

Figura 44. Probabilidad de la similaridad en la distribucién de valores extremos.

P(x > s)=kmNe—4s

En el area de la genémica computacional, los analistas bioinformaticos habi-
tualmente realizan contrastes entre secuencias de nucle6tidos y aminoacidos
para identificar homologias en regiones codificantes de los genes. Bajo el pa-
raguas de la filosofia de la técnica de busquedas en grandes bases de datos
proporcionado por BLAST, existen varios programas de esta familia para cada
clase de comparacién que sea preciso llevar a cabo (ver figura 46 para una re-

presentacion general).

Los dos modos mas sencillos involucran btusquedas con secuencias de la mis-
ma clase por homologia a nivel genémico (BLASTN) o a nivel de proteinas
(BLASTP). No obstante, cuando trabajamos con genes podemos asumir ciertas
propiedades sobre las secuencias que facilitan su posterior analisis. Por ejem-
plo, si sospechamos que una secuencia gendmica codifica una proteina en su
interior, es posible solicitar al programa que previamente obtenga la traduc-
cion en las seis pautas de lectura de la secuencia de ADN (tres en cada hebra
de la molécula) para compararlas después directamente con las proteinas de
algin banco de datos (BLASTX). Mediante esta traduccion, si efectivamente
nuestra secuencia codifica una proteina (o un fragmento de esta), una de las
seis comparaciones arrojara resultados positivos. A la inversa, cuando estamos
comparando una proteina contra una coleccién de transcritos, podemos soli-
citar realizar la traduccion del banco de datos genémico completo para eva-
luar la similaridad con una cierta proteina (TBLASTN). En caso de que tanto la
secuencia query como la base de datos sean de procedencia gen6émica, cuando
conozcamos a priori que todas estas secuencias codifican proteinas en su in-
terior, podemos requerir la traduccién en paralelo de ambos conjuntos para
ejecutar la bisqueda a nivel proteémico (TBLASTX). Un alineamiento entre
dos codones sinénimos puede no ser significativo a nivel genémico, pero ob-
tener una puntuacién positiva a nivel de proteina empleando cualquier ma-
triz de sustituciéon. Con esta dltima opcién, por tanto, podrian identificarse
homologias mas alejadas evolutivamente que dificilmente serian reconocibles
estudiando cadenas de ADN.

Facil memorizacién

La nomenclatura de los pro-
gramas facilita su memoriza-
cion: BLASTN o BLASTP indi-
can que la query es genémico
(N) o proteina (P), la (X) indi-
ca que ésta debe ser traducida
(como en BLASTX), mientras
que la (T) se utiliza para indi-
car la traduccién de la base de
datos.

Lectura complementaria

Existen versiones mas sofis-
ticadas de BLAST que permi-
ten reconocer patrones le-
janos de similaridad (como
PSI-BLAST). Para mas infor-
macion:

S. E. Altschul; T. L. Madden;
A. A. Schaffer; J. Zhang;

Z. Zhang; W. Millery; D.

J. Lipman (1997). "Gapped
BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein data-
base search programs". Nu-
cleic Acids Research (ntm. 25,
pags. 3389-3402).
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Figura 45. Capturando homologia en regiones codificantes.

Leyenda figura 45
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Observamos que el alinea-
miento de las dos secuencias
de ADN sélo detecta la mitad
de las coincidencias entre las
respectivas proteinas.
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Figura 46. La familia de programas BLAST.
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Para finalizar esta secciébn vamos a estudiar brevemente el funcionamiento en
un caso real con el servidor web de BLAST ubicado en el National Center for
Biotechnology Information (NCBI, Centro Nacional para la Informaciéon Bio-
tecnologica de Estados Unidos). El objetivo primario de nuestra basqueda es la
localizacion de homologos remotos en otras especies de la proteina CG33958
perteneciente a la mosca Drosophila melanogaster. Como podemos observar en
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la figura 47, debemos seleccionar el formulario para ejecutar la version BLASTP
(proteina contra una base de datos de proteinas), copiar nuestra secuencia en
la caja de texto de la query y elegir la base de datos mas apropiada (la colec-
cion de proteinas nr). Tras un breve lapso de tiempo apareceran en nuestra
pantalla los resultados de la exploracion. BLAST realiza una caracterizaciéon
de los dominios de la proteina y, a continuacién, muestra graficamente las
proteinas del banco de datos mas similares a nuestra secuencia, clasificadas de
mayor a menor similaridad. Para observar uno de los alineamientos debemos
pulsar sobre alguno de los segmentos coloreados. El resultado mostrado aqui
corresponde a una proteina humana que posee una similaridad aceptable con
el segundo dominio de nuestra proteina de Drosophila.

Figura 47. Utilizando NCBI BLAST para buscar homologias.
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10. Alineamientos de genomas

Actualmente, gracias a los importantes avances en la secuenciacién masiva de
los genomas, es posible efectuar facilmente analisis a gran escala entre las ano-
taciones de multiples especies. Dado que estamos hablando de alineamientos
que involucran millones de nucleétidos, es preciso emplear técnicas heuristi-
cas generalmente basadas en el uso de diccionarios de palabras para producir
resultados aceptables en un tiempo ajustado. A nivel de secuencia genémica,
por ejemplo, es posible elaborar directamente comparaciones entre el elenco
de cromosomas de dos o mas especies con el objetivo de identificar transloca-
ciones de bloques sinténicos entre varios genomas (ver figura 48). Resultados
similares han sido calculados para generar mapas de sintenia entre los cromo-
somas humanos y del raton, reportando grandes bloques de alta similaridad
entre estas especies.

En otro campo del anélisis bioinformatico, los experimentos de secuenciaciéon
a gran escala de diferentes elementos funcionales de los genomas requieren
de potentes algoritmos capaces de descubrir en fracciones de segundo la ubi-
cacion en el genoma de pequeiias secuencias de escasamente 30 0 40 nucleé-
tidos, pertenecientes a cualquier cromosoma, que generalmente poseen mi-
llones de pares de bases. En consecuencia, el alineamiento entre genomas es-
td demostrando ser una herramienta cada vez mas efectiva y necesaria para
procesar grandes volumenes de datos producidos por las biotecnologias emer-
gentes.

Figura 48. Identificacion de translocaciones en varios microorganismos con MAUVE.
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Resumen

Alo largo de este capitulo el estudiante ha adquirido las nociones basicas para
comprender la importancia de la correcta comparacion de secuencias biologi-
cas dentro de la investigacion en genética y biologia molecular. Hemos especi-
ficado formalmente los principales algoritmos para el cdlculo del alineamiento
Optimo entre dos secuencias, introduciendo diferentes esquemas de puntua-
cion bioldégicamente mas realistas. Para emplear mds secuencias en nuestros
alineamientos, hemos introducido las técnicas progresivas mas populares jun-
to con la identificaciéon de motivos conservados. Finalmente, hemos indagado
sobre el funcionamiento de la herramienta BLAST para efectuar buisquedas a
gran escala en bases de datos y hemos repasado brevemente la importancia de
otra clase de alineamientos basados en la comparacién de genomas completos.






© FUOC « PID_00165221 65

Comparacién de secuencias

Actividades

1. Escoged dos proteinas homologas, efectuad su comparaciéon mediante algin programa de
generacion de dot plots y contrastad el resultado con un programa de alineamiento conven-
cional. Configurad los pardmetros de la matriz de puntos para reproducir el resultado del
alineamiento global.

2. Realizad distintas pruebas con varias matrices de sustitucion de la familia BLOSUM sobre
un conjunto de proteinas homoélogas de varias especies y estudiad cémo afecta el uso de cada
matriz al resultado final.

3 Diseflad la rutina de recuperacién recursiva del alineamiento 6ptimo dentro del esquema
convencional de programacién dindmica para alinear globalmente dos secuencias.

4. Implementad en Perl el algoritmo completo de alineamiento 6ptimo global basado en el
uso de programaciéon dindmica mostrado en los materiales (denominado también Needle-
man y Wunsch).

5. En la figura 25, recuperad el mejor alineamiento que finaliza en la posicién (4,5) de la
matriz de programacion dindmica, cuyo valor es 7. Repetid con la posicién (6,6) que contiene
el valor 2.

6. Demostrad formalmente que el coste de generalizar el esquema de programacién dinamica
para alinear tres secuencias es ctubico. Indicad los cambios que se deberian producir en las

estructuras de datos y los algoritmos para adaptarse a esta nueva situacion.

7. Modificad la implementacién propuesta para alinear localmente dos secuencias de modo
que pueda reportar los N mejores alineamientos locales en cada ejecucién.

8. Estudiad el algoritmo de alineamiento global de dos secuencias basado en programacién
dindmica, para proponer una versiéon basada en el uso de la funcién de distancia en lugar de

la funcion de similaridad tipicamente utilizada.

9. Realizad la misma aproximacién para proponer una adaptacion del algoritmo de Smith y
Waterman al modelo de distancias.

10. T. L. Bailey y C. Elkan describieron el uso de la técnica de maximizacién de la esperanza
para identificar motivos conservados en:

"Fitting a mixture model by expectation maximization to discover motifs in biopolymers".
Proceedings of the 2nd International Conference on Intelligent Systems for Molecular Biology (ISMB)
(pags. 28-36).

Estudiadlo cuidadosamente y especificad formalmente el problema de partida y el modelo
probabilista que proponen con las posibles opciones.

11. Buscad dos proteinas homaologas remotas y localizad algtn fragmento de estas que Gni-

camente sea posible identificar a nivel de secuencia de aminoécidos (es decir, que a nivel
gen6émico, BLASTN no funcionaria apropiadamente en ese caso).

Ejercicios de autoevaluacion
1. Definid en pocas palabras los conceptos de alfabeto, lenguaje y secuencia.

2. Enumerad las cuatro propiedades basicas de los alineamientos representados como corres-
pondencias entre los caracteres de dos secuencias.

3 {Qué tres operaciones podemos utilizar para colocar un caracter en un alineamiento?

4. Describid qué diferencias existen entre evaluar un alineamiento mediante un esquema de
similaridad y uno basado en el uso de distancias.

5. Reflexionad sobre el diferente rango de valores adoptados por un esquema de similaridad
o uno definido sobre distancias matematicas.

6. Explicad en términos evolutivos el significado del alineamiento entre dos secuencias.

7. (Qué concepto bioldgico podemos cuantificar con el uso de las matrices de sustitucion
de aminoacidos?
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8. Describid las principales diferencias en el proceso de generacién de las matrices PAM y
BLOSUM.

9. En términos de alineamientos resultantes, explicad la principal diferencia entre las estra-
tegias globales y locales para comparar secuencias.

10. ¢En términos bioldgicos, para qué problemas resulta mas adecuado utilizar una aproxi-
macioén global o una comparacién local?

11. ;Qué denominacién especifica recibe el alineamiento multiple de secuencias en un con-
texto local?

12. Describid en pocas palabras la utilidad de una matriz de puntos (dot plot).

13 ;Qué caracteristicas debe poseer un problema de optimizacién para ser abordado mediante
la técnica de programacién dindmica?

14. Describid en pocas palabras qué representa el valor almacenado en una posicion S(i,j) de
la matriz de programacién dinamica, una vez ha sido completado el barrido de ésta.

15. ;Qué tres opciones tenemos en programacion dinadmica para calcular el mejor alinea-
miento entre dos prefijos de las secuencias originales?

16. Explicad para qué sirven las recurrencias de inicializacién de la primera fila y la primera
columna de la matriz de programacién dinamica.

17. Estamos alineando dos secuencias de m y n simbolos, respectivamente. Definid exacta-
mente qué posicion de la matriz de programacién dindmica albergara la similaridad entre
ambas secuencias.

18. Describid en pocas palabras la modificacién del algoritmo basico de alineamiento global
propuesta por Smith y Waterman para calcular alineamientos locales de dos secuencias.

19. Explicad por qué para realizar alineamientos multiples, la aproximacién progresiva es
maés eficiente en la practica que aquella basada en la extension de las recurrencias de progra-
macion dinamica.

20. ;Cudl es la ventaja fundamental de la estimacion WPGMA sobre el célculo efectivo de
todas las posibles combinaciones de alineamientos durante las rondas del alineamiento pro-
gresivo?

21. Decidid si el método EM realiza alineamientos multiples para identificar motivos con-
servados en secuencias bioldgicas.

22. Discutid como efecttia BLAST las busquedas masivas en bases de datos sin proceder ex-
plicitamente a realizar todos los alineamientos posibles.

23 Describid qué método es a priori mas adecuado para identificar homologias entre dos
secuencias gendmicas codificantes: BLASTN o TBLASTX.

24. Explicad el tipo de secuencia query y la clase de base de datos que necesitariais para
ejecutar una btusqueda con el programa TBLASTN.

25. Enumerad dos aplicaciones de los programas de alineamiento que operan a nivel de
genomas completos.
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Solucionario

1. Un alfabeto es una coleccién de simbolos, que combinados de cierta forma constituyen
las palabras que definen un lenguaje. Una secuencia es una sucesién ordenada de palabras
con un determinado significado.

2. Propiedades bésicas de los alineamientos:

e Es obligatorio no romper el orden relativo entre los elementos de una misma secuencia
dentro del alineamiento con otra cadena.
No es necesario incluir todos los elementos de una secuencia en el alineamiento final.
Cada carécter puede alinearse exclusivamente con otro elemento de la otra secuencia.
No esta permitido violar la colinearidad del alineamiento.

3 En una posiciéon de un determinado alineamiento puede ocurrir una coincidencia, una
sustitucién o un hueco (gap).

4. El esquema basado en similaridad permite identificar el grado de parecido entre dos se-
cuencias, recompensando basicamente los caracteres coincidentes. La medicion de la distan-
cia entre dos secuencias posee un significado méas biolégico en términos de cambios evolu-
tivos aparecidos hipotéticamente a lo largo de miles de afios.

5. Mientras la similaridad permite un rango de valores negativos y positivos, la distancia es
siempre positiva, tomando en el mejor de los casos el valor de cero (por ejemplo, el alinea-
miento de dos secuencias idénticas).

6. El alineamiento identifica las diferencias entre dos secuencias. En términos evolutivos, en
el caso de que ambas secuencias hubieran surgido a partir de una secuencia ancestral comun,
estarfamos reconstruyendo idealmente su contenido.

7. La matriz de sustitucién nos permite evaluar con mayor sentido biol6gico aquellos cambios
que no afectan a la estructura y funcion de las proteinas involucradas.

8. Mientras las matrices PAM se derivaron analiticamente elevando a multiples potencias
los resultados obtenidos en una primera comparacioén de proteinas homologas, las matrices
BLOSUM de distintos valores se derivaron directamente de bloques conservados en el interior
de proteinas que poseian distintos grados de parecido.

9. El alineamiento global realiza una correspondencia general de los caracteres a lo largo
de las secuencias comparadas. El alineamiento local, en cambio, inicamente reporta como
resultado aquellas regiones dentro de las secuencias con un parecido por encima de un cierto
limite.

10. El alineamiento global es idéneo para la comparacion de genes y proteinas homaologos
o que podemos esperar a priori que desempefien un rol bioldgico similar. El alineamiento
local es apropiado para identificar elementos de pequefio tamario conservados dentro de
un contexto general diverso. Estos fragmentos recuperados posiblemente pertenezcan a una
cierta configuracién de dominios de proteinas o sitios de unién a factores de transcripcién.

11. Basqueda de motivos o descubrimiento de patrones (en inglés, motif finding o pattern
discovery).

12. Una matriz de puntos permite explorar graficamente la existencia de regiones similares
entre dos secuencias. Posteriormente, en caso de resultar positiva la prueba, serd necesario
calcular efectivamente el alineamiento de ambas secuencias.

13 Debe ser posible descomponer el problema original en subproblemas mas pequefios, de
modo que la solucién 6ptima al problema principal pueda expresarse en términos de las
mejores soluciones para estos problemas mas simples.

14. La posicion S(i,j) contiene el valor del mejor alineamiento global posible entre el prefijo
de i caracteres de la primera secuencia y el prefijo de j caracteres de la segunda. En un esquema
de puntuaciones basado en la similaridad, este valor representa la méxima similaridad entre
esas dos subsecuencias.

15. Siempre tenemos tres opciones: emparejar el altimo carcter de ambos prefijos, introducir
un hueco en el final del primero o introducir un hueco en el final del segundo.

16. La primera fila y columna de la matriz son ttiles para introducir gaps de cualquier lon-
gitud al inicio y final del alineamiento.
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17. En un alineamiento global, la posicién S(m,n) de la matriz alberga la maxima similaridad
entre las dos secuencias de trabajo, obtenida a partir del célculo del mejor alineamiento
posible.

18. Esta modificacion consiste en fijar un valor minimo que cualquier alineamiento entre los
prefijos de las secuencias deberd alcanzar. Durante la reconstruccion del mejor alineamiento,
el procedimiento finalizard en el momento en que dicha marca sea alcanzada (la similaridad
del fragmento resultante no mejoraria si continudramos la extension).

19. La técnica progresiva siempre calcula alineamientos que involucran dos elementos (ya
sean secuencias u otros alineamientos previamente calculados), mientras que la aproxima-
cién de programacion dindmica genera dinamicamente el alineamiento multiple empleando
todas las secuencias simultdneamente. Este Gltimo caso no es factible en la practica cuando
estamos trabajando con varias secuencias, a causa de su abundante gasto de memoria y ex-
cesivo tiempo de célculo.

20. Con la estimacion WPGMA nos ahorramos calcular efectivamente ciertos alineamientos
que posiblemente no serian seleccionados durante el proceso progresivo a causa de su defi-
ciente calidad.

21. El método EM no produce alineamientos efectivos que involucren las secuencias relacio-
nadas. Por el contrario, estimando los pardametros de un modelo probabilistico que reproduce
el contenido del motivo mejor conservado, realiza iterativamente barridos por las secuencias
para identificar aquellas cadenas de w simbolos mas frecuentes.

22. BLAST utiliza un diccionario de palabras para identificar qué secuencias de la base de
datos serdn posiblemente més similares a la nuestra. Unicamente calcula los alineamientos
entre aquellos fragmentos de las secuencias que contienen palabras comunes entre nuestra
query y el banco de informacién utilizado.

23 TBLASTX es mds adecuado dado que procesa todas las posibles proteinas codificadas den-
tro de cada secuencia, empleando una matriz de sustitucién para recuperar aquellos aminoa-
cidos que producen un cambio sinénimo.

24. El programa TBLASTN realiza basquedas entre una secuencia gendémica y todas las se-
cuencias de ADN de una base de datos. Previamente a la comparacion, tanto la secuencia
query como el banco de datos genémico deben ser traducidos en las seis pautas de lectura.
Este tipo de exploracién, aunque lenta y mas costosa, resulta especialmente efectiva cuando
estamos comparando regiones codificantes de genes.

25. Los programas de comparaciéon de genomas completos pueden identificar translocacio-
nes de bloques conservados de secuencia entre dos especies y también pueden averiguar la
localizacién exacta de un pequerfio fragmento de centenares de bases dentro de la secuencia
completa de los cromosomas de un organismo.
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