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Introduccion

La consecucion de las secuencias de los genomas de innumerables especies desde finales
del pasado siglo XXI hasta la actualidad constituye un hito sin precedentes en la histo-
ria del progreso cientifico. Gracias al trabajo conjunto de miles de investigadores de todo
el mundo, podemos explorar desde nuestro propio ordenador estas secuencias bioldgicas
para descifrar las claves del cédigo genético e incluso editar la propia secuencia del geno-
ma mediante la tecnologia CRISPR para realizar posteriores experimentos de perturbacion
génica global. En paralelo con el incesante progreso de las tecnologias informaticas para
el tratamiento masivo de datos, la democratizacion en el acceso universal a esta clase de
informacién ha transformado radicalmente la investigacion en biologia molecular y bio-
medicina durante las dos udltimas décadas. En consecuencia, en el camino para explicar
numerosos enigmas hasta ahora sin resolver, el enfoque cientifico cldsico sustentado en la
elaboracion de hipétesis estd derivando en aproximaciones mds pragmdticas dirigidas por
el andlisis no supervisado de datos a gran escala. De este modo, dentro de un determinado
contexto bioldgico, es factible monitorizar el funcionamiento del inventario completo de
los genes del genoma simultdneamente para descubrir nuevas mecanismos de regulacién
entre ellos. Por otro lado, las mismas tecnologias de andlisis pueden aplicarse para realizar
el seguimiento del transcriptoma completo en varios contextos biolégicos aparentemente
antagénicos con el objetivo de identificar aquellos elementos diferenciales que conforman

la firma molecular de cada distinto escenario.

El progreso exponencial experimentado por la ciencia desde finales del siglo XX se sus-
tenta, en gran parte, en la implementacion de herramientas eficientes de transmisién de
informacioén sobre la plataforma de la Red. Hoy dia, para un investigador resulta extrema-
damente sencillo explorar desde su propio ordenador personal la totalidad de las anota-
ciones bioldgicas realizadas sobre una regién concreta del genoma por otros miembros de
la comunidad cientifica. Esto permite complementar de forma 4gil y veraz la informacién
que se publica en las revistas cientificas, con la ventaja de estar incluso mejor actualizada.
Gracias al progreso de las tecnologias de la informacién en la elaboracién de interfaces
web que simplifican y uniformizan la interrogacién de las anotaciones existentes sobre
cualquier genoma. Los navegadores genémicos son una poderosa herramienta para inferir
computacionalmente nuevo conocimiento a partir de los datos aportados por otros medios
mas tradicionales, como los resultados obtenidos en un entorno experimental. Los enor-
mes avances conseguidos en los estudios de regulacién gendmica mas recientes, de hecho,
no pueden comprenderse sin la contribucién capital de esta clase de aplicaciones. Todavia
mds excitante resulta la facilidad con la que desde nuestro escritorio de trabajo podemos
acceder y contrastar datos genémicos determinados en muestras de pacientes para un vo-
luminoso universo de enfermedades y contextos genéticos. Asimismo, tenemos a nuestra
disposicidn numerosos recursos gendmicos para estudiar distintos actores asociados a la
variabilidad genética (p.e. polimorfismos, variaciones en el nimero de copias, etc.) y com-

binar su identificacion con todas estas clases de informaciones en nuestro trabajo.
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Mediante una serie de protocolos razonablemente establecidos, cualquier investigador pue-
de obtener en pocos minutos el cartografiado completo del genoma perfectamente actuali-
zado. Con estas regulaciones generalmente aceptadas por la comunidad de investigadores,
el conocimiento existente sobre el genoma de una especie (la secuencia de nucleétidos
y el mapa de anotaciones sobre ésta) resulta convenientemente actualizado, gracias a la
incesante actividad cientifica que intenta caracterizar con mayor precision cada escenario
biolégico que ocurre dentro del entorno celular. Es de resaltar que la informacion conte-
nida en versiones anteriores a la actual de cada genoma se congela y resta a disposicién
de cualquier investigacién posterior para mantener la reproducibilidad de cualquier tipo
de resultados a lo largo de los afios. Existen herramientas de fécil acceso que permiten
interoperar con anotaciones entre diferentes ensamblados del mismo genoma. Pero la na-
vegacidn gendémica no es unidireccional: los cientificos pueden facilmente integrar en estos
entornos de trabajo las anotaciones obtenidas con sus propios experimentos de secuencia-
cién masiva, realizar comparaciones con los datos existentes suministrados por los grandes
consorcios y compartir estas sesiones de trabajo con sus colaboradores. En suma, gracias
a estas herramientas podemos acceder inmediatamente a la zona de influencia genémica
de un gen en particular para agilizar el andlisis y la integracion de numerosas fuentes de
informacion disponibles sobre esa region, convirtiendo estas herramientas de navegacion

en indispensables para la investigacién cientifica.

A lo largo de este médulo mostraremos al estudiante los mecanismos esenciales para ex-
plorar con garantfas los genomas utilizando estos portales web, incidiendo especialmente
en la correcta interpretacion del increible volumen de informacién que contienen. Diferen-
tes navegadores genémicos surgieron desde la publicacién de los primeros genomas. En
las préximas lineas tomaremos como referencia el navegador de la Universidad de Santa
Cruz de California (UCSC) en Estados Unidos por constituirse en el recurso universal en
este campo desde su creacién en paralelo con las primeras secuenciaciones gendmicas.
Ademads, multiples proyectos internacionales surgidos con posterioridad a la consecucién
de la secuencia del genoma humano depositan sus datos en este repositorio, cuyo mane-
jo resulta enormemente sencillo para cualquier investigador. No obstante, los principales
fundamentos de manejo que ensefiaremos para este servidor pueden aplicarse en cualquier
otra aplicacion similar. Por consiguiente, para complementar estas informaciones, mencio-
naremos otros navegadores gendmicos de notable relevancia, como el portal ENSEMBL,
disefiado en el Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI) en Hinxton (Reino Unido). La
parte final de este m6dulo la dedicaremos a presentar varios de los principales recursos
existentes (GTEX, TCGA y DEPMAP) para el acceso a informacion biomédica asociada
a variabilidad y expresion genética tanto en individuos sanos como en pacientes de cancer

en distintos tejidos/6rganos afectados y fases de la enfermedad.
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Objetivos

Con el programa de contenidos establecido en este médulo, una vez finalizada la etapa de
aprendizaje, el estudiante debe lograr la consecucion de los siguientes objetivos relaciona-

dos con el manejo de los principales navegadores gendmicos existentes:

1. Conocer el elenco de bancos de datos gendmicos existentes.

2. Descubrir cémo se almacena computacionalmente un genoma.

3. Manejar las opciones bésicas de los navegadores gendmicos.

4. Aprender a interpretar los datos suministrados por éstos.

5. Enriquecer las anotaciones existentes con nuevas informaciones.

6. Comparar sistemdticamente anotaciones existentes en una misma region.

7. Acceder a la informacién genémica disponible para pacientes y variabilidad genética.
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1. Navegadores genémicos .

1.1. Conceptos basicos

El genoma de una célula es un repositorio de secuencias de ADN empaquetado en for-
ma de cromosomas. Este material hereditario codifica los genes que una vez descifrados
resultan utiles para la sintesis de proteinas y de transcritos no codificantes. Junto con los
genes, cohabitan en el genoma otros elementos funcionales que regulan la activacién de
los mismos, y proporcionan, ademds, una cierta estructuracion a la cromatina. Para mo-
delar este complejo escenario bioldgico dentro de un entorno informadtico, la secuencia de
nucleétidos de cada cromosoma de un genoma se almacena, en primer lugar, en un fichero
de texto. Junto con las secuencias, es necesario cartografiar cada cromosoma aportando
un segundo tipo de datos denominados anotaciones. Las anotaciones son necesarias pa-
ra indicar la ubicacién exacta de aquellos elementos cifrados en una secuencia concreta.
El catdlogo de elementos bioldgicos identificables dentro de un genoma esta constituido

primordialmente por:

= Genes con sus exones.

= Sitios de unién de factores de transcripcion.

= Inicios de transcripcion génica.

= Marcas de modificacién de histonas.

= Regiones con niveles especificos de metilacién de ADN.
= Transposones y otras regiones repetitivas.

= Polimorfismos y variantes de numero de copias.

En funcién de los nuevos datos aportados por investigaciones mds recientes, constante-
mente ampliamos y mejoramos nuestro conocimiento sobre cualquier funcién biolégica o
componente celular. En consecuencia, parece natural pensar que tanto la secuencia como
las anotaciones de cualquier genoma necesitan renovarse. Para favorecer la reproducibi-
lidad, por regla general suele distribuirse la dltima version de cada genoma (secuencia y
anotaciones) junto con el repositorio de anteriores distribuciones. Cada nueva versién de
un genoma establece una codificacion propia de referencia, mientras que las coordenadas
de un elemento funcional pueden variar entre versiones cuando la secuencia de base resulta
modificada, posiblemente debido a mejoras en la secuenciacion de ese organismo. Como
veremos mas adelante, existen ficheros de conversion de coordenadas entre versiones (en
inglés, liffover) para comparar correctamente distintas anotaciones. Es fundamental men-
cionar en todo momento cudl estamos empleando en nuestros andlisis bioinformaticos (la

Tabla 1 muestra las distribuciones genémicas mds recientes de varios organismos modelo).
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Tabla 1. Distribuciones actualizadas de multiples genomas (a 1 de Septiembre de 2022).

Homo sapiens hg38 (GRCh38) Diciembre 2013
Pan troglodytes panTro6 (Clint_PTRv2) Enero 2018
Bos taurus bosTau9 (ARS-UCD1.2) Abril 2018

Mus musculus mm10 (GRCm38) Diciembre 2011
Rattus norvegicus m6 (RGSC 6.0) Julio 2014
Gallus gallus galGal6 (GRCg6a) Marzo 2018
Danio rerio danRer11 (GRCz11) Mayo 2017
Fugu rubripes fr3 (FUGUS) Octubre 2011

Drosophila melanogaster ~ dm6 (BDGP6 + ISO1 MT)  Agosto 2014

Anopheles gambiae anoGam3 (AgamP3) Octubre 2006
Caenorhabditis elegans cell (WBcel235) Febrero 2013
Saccharomyces cerevisiae  sacCer3 (S288c¢) Abril 2011

Cuando analiza la secuencia de una region cromosémica para explorar su contenido o ano-

tar nuevos elementos, el bioinformadtico accede a estas informaciones mediante un progra-
ma especial denominado navegador gendmico (en inglés, genome browser). Generalmente,
tanto la secuencia como las anotaciones de las multiples versiones de un genoma se dis-
tribuyen de forma publica a traves de la Red. Con estos programas, todo el conocimiento
aportado por distintos grupos de investigacion sobre el genoma estd integrado en una so-
la herramienta, facilitando enormemente el intercambio de informacién. Los navegadores
gendmicos suministran los datos que poseen sobre cada genoma a través de potentes in-
terfaces graficos que favorecen su legibilidad. Estas fotografias del genoma, no obstante,
son generadas a partir de simples ficheros de texto que contienen las coordenadas de las
anotaciones. Cada navegador habitualmente implementa funciones adicionales para per-
mitir interrogar sistemdticamente estas bases de datos. Esto permite a los usuarios generar
facilmente subconjuntos de las anotaciones originales que cumplen determinados criterios
e integrarlos autématicamente dentro del navegador en la vista actual. También es impor-
tante recordar que estos archivos suelen distribuirse separadamente en su formato original

para realizar tratamientos bioinformdticos de forma local.
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Dada su enorme versatilidad, existen varios puntos de entrada en un navegador genémico

para acceder a la informacidn de un elemento en particular. En la Tabla 2 mostramos al-
gunos ejemplos a la hora de localizar la misma regién gendmica que contiene un gen de
interé€s para nosotros. Segin el método escogido y el nivel de detalle de nuestra bisqueda,
es probable que el navegador genémico identifique mds de un posible resultado. En ese ca-
so, la exploracidn visual de las alternativas deberia ser suficiente para elegir correctamente
la region deseada. Una vez realizada satisfactoriamente la bisqueda, el navegador genémi-
co nos proporcionard una fotografia de de las anotaciones disponibles en forma de pistas o
carriles (en inglés, tracks). Con este mecanismo de visualizacion, el bioinformético puede

comparar facilmente diferentes elementos anotados sobre una misma regién genémica.

Tabla 2. Puntos de acceso alternativos a un mismo gen (a 1 de Septiembre de 2022).

Regién Coordenadas chr2:80301878-80304752 (hg38)

Gen Abreviatura LRRTM1

Gen Nombre completo  leucine-rich repeat transmembrane neuronal protein 1 precursor
Gen Cédigo RefSeq NM_178839

Proteina Identificador LRRTM1

Transcrito  Identificador BC045113

Secuencia FASTA ATGGATTTCCTGCTGCTCGGTC. ..

Dependiendo de los datos que
conozcamos sobre el objeto de la
busqueda, debemos escoger el modo
mas adecuado. Generalmente, es
posible acceder desde varios lugares
distintos a la misma informacioén.

El navegador gendmico proyecta sobre cada pista de su visor genémico la ubicacion de los

elementos bioldgicos conocidos en ambas orientaciones de la molécula de ADN simulta-
neamente. Las anotaciones en hebras distintas pueden presentarse graficamente integradas
dentro de la misma pista o estar separadas en cuadrantes distintos de la imagen, segtn el
navegador. La propia secuencia del genoma es una pista cuyo contenido corresponde a la
base observada en cada nucledtido de la regién visualizada (dnicamente cuando el tama-
flo de ésta sea inferior a la resolucién de la imagen, el navegador muestra explicitamente
la secuencia de bases). Para gestionar de forma 6ptima la proyeccién simultdnea de varias
pistas, el navegador superpone la informacién en diferentes niveles (ver Figura 1). El usua-
rio puede elegir el elenco de pistas que desea visualizar en cada momento, asi como en qué

orden desea disponerlas en la ventana grafica.
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Figura 1. Representacion gréfica de anotaciones en forma de pistas.

En tiempo real, el navegador compone una fotografia del genoma en funcién de nuestras
necesidades a partir de los ficheros de anotaciones almacenados en su propia base de da-
tos. El usuario puede configurar esta superposicion grafica de pistas, escogiendo entre las
diversas pistas disponibles precisamente aquellas que mads le interesan. Por regla gene-
ral, las anotaciones estdn agrupadas en bloques conceptuales bioldgicamente relacionados.
Una vez establecido el contenido del nuevo mapa de anotaciones, el navegador realiza una
actualizacién de la imagen. También es posible establecer el nivel de detalle grifico de
cada pista para conseguir representaciones graficas que faciliten una comparacién éptima.
(desplegar o compactar pistas, ver Figura 2). Existen aplicaciones auxiliares en los propios
navegadores gendmicos para realizar estas comparaciones de forma cuantitativa, teniendo

en cuenta la correlacion entre la ubicacion de los elementos de diferentes anotaciones.

Figura 2. Mostrando diversos niveles de informacién con pistas.

Superposicién de varios
niveles de informacién en
una misma regién genémica
(genes, sitios de unién a
factores de transcripcion y
marcas de metilacion de
histonas, respectivamente).

Mostramos dos clases de
pistas. En el primer bloque
visualizamos un gen con dos
isoformas, agrupando esta
informacién de tres formas
posibles. En el segundo
blogue, resumimos el perfil
de una determinada
modificacion de histonas
asociada al gen anterior con
un gréafico de densidad mas
compacto.
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1.2. Filosofia de la navegacién genomica

En la actual era post-gendmica, los investigadores han desplazado el foco de atencidn des-
de las secuencias individuales hacia el andlisis a gran escala del genoma. Con el objetivo
de tener una visién mds amplia de las anotaciones agrupadas entorno a una regién del
genoma, aparecen los navegadores genémicos, que integran distintas fuentes de informa-
ci6n dispersas por la Red. Estos sistemas redefinen, por tanto, la comunicacion con estos
complejos repositorios de vastos volimenes de informacién. Actualmente navegamos por
heterogéneos paisajes gendmicos codificados en el interior de los cromosomas, concen-

trando nuestra interés tnicamente sobre determinadas areas.

Desde el genoma completo hasta la secuencia individual de una proteina, el usuario de
estos servicios puede recuperar todas las anotaciones con diversos niveles de detalle. L6-
gicamente, esta amalgama de recursos también es accesible de forma aislada, menguando
sin embargo la efectividad del andlisis bioinformdtico fuera de estos entornos integrados.
Como muestra la Figura 3, desde la representacion gréfica servida por el navegador gené-
mico podemos visitar las anotaciones particulares suministradas por otro tipo de recursos

mads especificos.

Figura 3. Paradigma de la comunicacién con navegadores gendémicos.

Desde su propio ordenador,
el investigador viaja a través
de varios niveles de
informacién, que es servida
por distintas bases de datos
integradas en el navegador
genoémico.
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Por ejemplo, cuando analizamos los genes anotados en una regiéon genémica en concreto,
podemos acceder desde la pista individual a una nueva pantalla que contiene informacién
recopilada por multiples fuentes de informacién. Muchos de estos repositorios, que de-
nominaremos bases de datos primarias, constituyeron en su momento el germen de los
actuales navegadores gendémicos. Cuando no era posible llevar a cabo andlisis globales de
un genoma completo, la unidad de bisqueda de informacidn era precisamente la secuencia
individual (cuya anotacién era suministrada por diferentes miembros de la propia comu-
nidad cientifica). Estas primeras colecciones de secuencias, a pesar de su enorme valor,
contenfan frecuentes errores que podian conducir a importantes excesos de redundancia.
Estos catdlogos reciben actualmente un tratamiento de validacién mucho mds cuidadoso,
basado en la verificacién manual llevada a cabo por expertos entrenados en este tipo de ta-
reas. A continuacién ofrecemos una seleccidn de los recursos primarios més populares. A
lo largo de estos materiales analizaremos detalladamente el contenido de estos repositorios
de informacién gendmica, cuyo acceso estd de hecho integrado dentro de cualquiera de los

navegadores gendmicos existentes.

El analista bioinformatico dispone de un amplio abanico de navegadores gendmicos (ver
Tabla 3). Los navegadores genéricos integran la secuencia y las anotaciones de miltiples
genomas, presentando todos los datos, por tanto, dentro de un marco comtn uniforme que
facilita su manipulacién. El navegador genémico de UCSC o la plataforma ENSEMBL son
las aplicaciones genéricas mas populares. Esta familia de herramientas permite cruzar sus
pistas de anotaciones, facilitando de este modo la integracion y visibilidad de diferentes
fuentes de informacién desde cualquier lugar. El cédigo de la mayoria de estas platafor-
mas se distribuye gratuitamente junto con todos sus bancos de datos. Profundizando en
esta filosofia, la herramienta Gbrowse ofrece todas las funciones de un navegador gend-
mico genérico adaptable a cualquier genoma, cediendo al usuario la responsabilidad de
introducir las anotaciones que deben respetar ciertas pautas sobre el formato de los fiche-
ros. El navegador gendmico IGV constituye otro ejemplo de esta clase de herramientas,
ejecutdndose como novedad en forma de aplicacion independiente de cualquier navegador

web en nuestro ordenador.

En determinadas especies se han implementado navegadores especificos suministrados
por dichos consorcios de secuenciacion para acceder exclusivamente a sus anotaciones.
Estos recursos estdn optimizados exclusivamente para trabajar con ese genoma, convier-
tiéndose en un repositorio de referencia para la comunidad de estudio de ese organismo.
Los ejemplos mds conocidos de estos programas estdn dedicados a distintos organismos
modelos como FlyBase para la mosca de la fruta, los navegadores de raton y rata o los por-
tales para la secuenciacion de numerosas especies vegetales. Los navegadores genéricos,

no obstante, comparten con éstos las mismas distribuciones de los genomas (ver Figura 4).

La comparacidn entre las anotaciones de varios genomas en regiones ortélogas puede pro-
porcionar una informacién muy valiosa sobre la ubicacion de ciertos elementos funcionales
conservados evolutivamente. Por ejemplo, la identificacién de algunas secuencias preser-
vadas a lo largo de millones de afios permite refinar la anotacién de genes y elementos

asociados a su regulacion.

Esta prestigiosa revista
cientifica publica
semestralmente ediciones
especiales sobre nuevos
servidores y bases de datos
en el &mbito gendmico y
proteémico.
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Tabla 3. Listado de recursos gendmicos esenciales.

GenBank

Gene

RefSeq

Homologene

Gene Ontology

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
WikiPathways

Eukaryotic Promoter Database
Jaspar

dbVar

dbSNP

Gene Expression Omnibus

OMIM

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene
http://www.geneontology.org
http://www.genome. jp/kegg
https://www.wikipathways.org
https://epd.epfl.ch
http://jaspar.genereg.net
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim

ucsc

ENSEMBL

NCBI

WashU Epigenome Browser
GBrowse

JBrowse

IGV

http://genome.ucsc.edu
http://www.ensembl.org
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/genome
https://epigenomegateway.wustl.edu
http://gmod.org/wiki/Gbrowse
https://Jjbrowse.org

https://software.broadinstitute.org/software/igv

Mouse Genome Informatics Database
Rat Genome Database

FlyBase

WormBase

Saccharomyces Genome Database

UCSC microbial Genome Browser

http://www.informatics. jax.org

http://rgd.mcw.edu
http://flybase.org
http://www.wormbase.org
http://www.yeastgenome.org

http://microbes.ucsc.edu/

GTEX

TCGA

DEPMAP

ENCODE

modENCODE

Roadmap Epigenomics Project
VISTA

enhancerVISTA

https://gtexportal.org
https://portal.gdc.cancer.gov
https://depmap.org
https://www.encodeproject.org
http://www.modencode.org
http://www.roadmapepigenomics.org
http://pipeline.lbl.gov

http://enhancer.lbl.gov
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Figura 4. Visualizacién de una regién genémica.

VISTA es uno de los portales pioneros en realizar este tipo de comparaciones, facilitan-
do enormemente la bisqueda a los investigadores (ver Figura 4). En otro orden de cosas,
el andlisis en profundidad del genoma humano resulta potencialmente interesante dentro
del campo de la biomedicina y la salud, debido a que la mayoria de enfermedades docu-
mentadas poseen un importante componente genético. No es casual, por tanto, que sean
necesarios también navegadores genémicos avanzados que proporcionen acceso a las
anotaciones referentes a estos desérdenes hereditarios. Ejemplos de estos portales biomé-
dicos son los proyectos de secuenciacién del céncer, expresion diferencial en tejidos o la

deteccién del conjunto de polimorfismos existentes en el ser humano (Tabla 3).

Dada su enorme popularidad, fraguada bédsicamente por su simplicidad de uso, en estos
materiales analizaremos el navegador genémico de UCSC como ejemplo de navegador de
propoésito general. A medida que profundicemos en su estudio, ello nos servird también
para investigar el contenido de muchas de las bases de anotaciones primarias. El portal
genémico de UCSC distribuye, ademas de un vasto conjunto de genomas, las anotaciones
generadas en el marco de distintos proyectos internacionales de secuenciacién, aumentan-

do por tanto su relevancia como objeto de estudio.

El gen Ipp visualizado a
través de distintos
navegadores genémicos
(ensamblado dm3). Desde el
margen superior de la
imagen hacia el inferior:
UCSC, ENSEMBL, FlyBase y
VISTA.
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1.3. El navegador genémico UCSC: estructura

El navegador de la Universidad de Santa Cruz de California (UCSC, de ahora en adelante)
fue disefiado aproximadamente hace 20 afios con el objeto de construir una herramienta
que proporcionara al usuario un acceso sencillo a las anotaciones existentes sobre el geno-
ma humano, que estaba siendo secuenciado en aquel momento. Desde su nacimiento, este
portal ha incorporado numerosas mejoras a su implementacion inicial, conviertiéndose en
un recurso de referencia utilizado para distribuir los resultados de innumerables proyectos
internacionales de secuenciacion. Todas las anotaciones sobre un genoma base de referen-
cia se suministran en forma de pistas de datos, grificamente representadas sobre una linea

horizontal en paralelo con la propia secuencia de cada cromosoma.

Figura 5. Pantalla inicial de UCSC.

Para iniciar la exploracién debemos seleccionar primero el organismo y la version del ge-
noma que deseamos explorar. El navegador UCSC ofrece un amplio catdlogo de especies
para explorar, accesible desde la parte izquierda de su pédgina principal. Ilustraremos el
funcionamiento del navegador trabajando en la version hg38 del ensamblado del geno-
ma humano. A continuacién, es necesario introducir la informacién suficiente para que el
navegador UCSC pueda identificar el objeto de nuestra bisqueda (e.g. genes, regiones o
cromosomas). Vamos a centrarnos en un gen humano denominado LRRTM1 (abreviatura

de leucine-rich repeat transmembrane neuronal protein I precursor).

Figura 6. Parametros de busqueda en UCSC.
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En funcién del tipo de identificador especificado, los resultados de la biisqueda serdn mds
0 menos concretos, siendo preciso incluir en algunas ocasiones informacion adicional pa-
ra caracterizar mejor aquello que deseamos localizar. En la Tabla 4 mostramos distintos
ejemplos con diferentes tipos de valores aceptados por el motor de bisqueda del navega-

dor UCSC para acabar encontrando el mismo gen en todos los casos.

Tabla 4. Objetos de bisqueda de UCSC (hg38, a 1 de Septiembre de 2022).

Cromosoma  chr2

Regién chr2:80301878-80304752
Gen LRRTM1

Tréanscrito NM_178839

Proteina NP_849161

Con los pardmetros de busqueda acotados, el sistema proporciona el listado de todas las
pistas que posean algtin nexo en comun con la informacién suministrada. En este caso, en-
contramos multiples pistas relacionadas con el gen LRRTM en la distribucién hg38 del
genoma humano. Dado que existen varios catdlogos de genes generados con diferentes he-
rramientas y distintos grados de fiabilidad, no debe resultar extrafio obtener un nimero ele-
vado de resultados positivos en nuestras buisquedas. RefSeq y GENCODE son actualmente
los repositorios de referencia mas extendidos. En ambos casos el sistema nos informa de la
anotacion principal propuesta para este gen, suministrando tambien el listado completo de
pistas con menor o mayor grado de fiabilidad utilizado para generar dicha anotacién tipo
(p.e. las pistas NCBI RefSeq curated y predicted). Procederemos a enumerar los resultados

mads relevantes obtenidos (ver Figura 7):

1. PistaRefSeqg Genes: la anotacién de referencia propuesta por el consorcio RefSeq.

2.PistaNCBI RefSeqg genes, curated: anotacion del mismo transcrito validada

por expertos.

3.PistaNCBI RefSeqg genes, predicted: anotacién del mismo transcrito gene-

rada computacionalmente.

4. Pista Non-human RefSeq Genes: varias formas ort6logas del gen identificadas

por comparacion de secuencia en las anotaciones servidas por RefSeq para otras especies.

5. Pista Gencode Genes: las anotaciones de referencia propuestas por el consorcio
ENCODE/GENCODE.

6. Pista Basic Annotation from GENCODE: anotacién minima del gen propues-
ta por el consorcio ENCODE/GENCODE.

7.Pista Comprehensive Annotation from GENCODE: anotacion extendida del
gen propuesta por el consorcio ENCODE/GENCODE.

8. Pista International Knockout Mouse Consortium: forma ortéloga del

gen humano en ratén segin expertos.

9.PistaNon-Human mRNA Aligned Results: ARN mensajeros homélogosiden-

tificados por comparacién de secuencias.

El proyecto RefSeq produce
un conjunto depurado de los
transcritos pertenecientes a
todos los genes conocidos,
evitando la redudancia y las
ambigliedades existentes
dentro del resto de bases de
datos.

El proyecto ENCODE es tratado en
profundidad en el médulo Anotacion de
genomas.
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transmembrane neuronal protein 1 precursor
Figura 7. Seleccion de pistas para el gen LRRTM1 (a 1 de Septiembre de 2022).

NCBI RefSeq genes, curated subset (NM_x, NR_x, NE_* or YP_*)

NM_178839.5 at chr2:80301878-80304752

NCBI RefSeq genes, predicted subset (XM * or XR_|x)

XM _017003986.3 at chr2:80288356-80304752

Non—-Human RefSeq Genes

LRRTM1 at chr2:80301917-80304282 - (NM_001257467) leucine-trich repeat

transmembrane neuronal protein 1 precursor

Gencode Genes

LRRTM1 (ENST00000295057.4) at chr2:80301878-80304752

— Homo sapiens leucine rich repeat transmembrane neuronal |1 (LRRTM1),
mRNA. (from RefSeq NM 178839)

Basic Gene Annotation Set from GENCODE Version 41

(Ensembl 107)

LRRTM1 at chr2:80301878-80304752
LRRTM1 at chr2:80301880-80304274

Comprehensive Gene Annotation Set from GENCODE Version 41
(Ensembl 107)

LRRTM1 at chr2:80288351-80304393

International Knockout Mouse Consortium Genes Mapped to
Human Genome

Lrrtml_ 68078 at chr2:80301878-80304362

Non-Human Aligned mRNA Search Results

ParBGO2SU8O 3 1a representacion grifica del genoma humano que contiene nuestro gen,
vamoMuselgouisgarkienl deums sriedrd kipistepeRE Skq énshemi rame: nemkdiigdral, mRNA
7), (ePNAanoleivmeMEehsB8Y 24 uEMAGEIE3R1L2Tdnciconpletid adsalnBeR36503

toda la-.comunidad cientifica debido a su precisién.
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Figura 8. Pantalla inicial de navegaciéon de UCSC (a 1 de Septiembre de 2022).

Una vez UCSC reconoce nuestra peticion, abre la pantalla de navegacion principal (Figura
8), para automdticamente enviarnos a la regién (80,301,878-80,304,752) del cromosoma
2 (hg38) que contiene nuestro gen. El visor genémico estd centrado por defecto en la
zona que contiene exactamente todos los exones de nuestro gen. Junto con la pista RefSeq
seleccionada, es habitual que el navegador UCSC active en nuestra primera conexién un
conjunto predefinido de pistas considerado de interés general por su contenido. Para mayor
claridad en las explicaciones a continuacién, recomendamos esconder todas las pistas, a
excepcion de la pista RefSeq que hemos elegido anteriormente. Observamos los dos exones
del gen LRRTM1 en forma de cajas rectangulares. Para indicar el sentido de traduccién
de cada gen, el navegador introduce mudltiples flechas a lo largo de sus intrones. En este
caso, la traduccion de este gen debe realizarse de derecha a izquierda (hebra negativa de
la molécula de ADN). En ambos extremos del gen, los exones presentan un trazo mas
fino para distinguir la fraccién codificante (CDS, coding sequence en inglés) de la fraccién
no traducible del transcrito (UTR, UnTRanslated). Curiosamente, nuestro gen LRRTM 1
estd ubicado en el interior del intrén de otro gen de mayor tamafio denominado CTNNA2,

codificado en la hebra contraria.

UCSC permite realizar (a) ampliaciones de posiciéon con diferente resolucién para acer-
car o alejar la escena, (b) desplazamientos horizontales de diferente tamafio a izquierda o
derecha de la localizacién actual, (c) saltos hacia una regién concreta mediante la caja de
coordenadas y (d) busquedas rdpidas dirigidas por un identificador catalogado en este na-
vegador. Para modificar la vista panordmica inicial podemos alterar la perspectiva usando
tres modos de resolucién (1.5x, 3x y 10x). Mediante un alejamiento o zoom out podemos
obtener una vision global del paisaje gendmico que rodea a nuestro gen de interés. En
otras circunstancias puede ser relevante acceder a fragmentos locales de las anotaciones

empleando un acercamiento o zoom in.

Figura 9. Jugando con el enfoque de UCSC (alejamiento o acercamiento).

Cada pista puede ocultarse
individualmente posicionandonos
encima de ella, presionando el botén
derecho del ratén y utilizando la opcion
hide. Alternativamente, el boton hide all
situado debajo del visor principal oculta
el conjunto completo de pistas activo.

Si ocasionalmente deseamos reiniciar
el navegador con las pistas por defecto
utilizaremos la opcioén Reset All User
Settings en la pestaiia Genome
browser del menu principal en la parte
superior.

El botén base intensifica al maximo el
acercamiento para visualizar
directamente la secuencia de
nucléotidos.
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Los botones de desplazamiento (</< </< <<y >/>>/>>>) generan una nueva fotografia
de las regiones del genoma inmediatamente anteriores o posteriores a esta ventana. Cada
movimiento automdticamente refresca la imagen, actualizando el contenido de las pistas
que estemos explorando. Si combinamos la herramienta de ampliacién para fijar el ancho
de la ventana grafica (nimero de bases) con el desplazamiento de ésta (solapamiento entre
la ventana actual y la siguiente) disponemos de un mecanismo muy efectivo para visitar

cada seccion del cromosoma.

Figura 10. Desplazamiento por el genoma con UCSC (izquierda o derecha).

El botén reverse, ubicado en la parte inferior (ver Figura 8), permite obtener la anotacién
grafica de la regién actual seleccionando como referencia de coordenadas la hebra al-
ternativa del cromosoma. Como podemos ver en la Figura 11, con esta opcién podemos
visualizar nuestro gen de interés LRRTM I mostrando los exones de acuerdo con su pro-
pia orientacion (obteniendo la ordenacién natural de izquierda a derecha con el margen

izquierdo de la imagen indicando el punto de inicio de la transcripcién del gen).

Figura 11. Cambiando la hebra de ADN con UCSC.

El menu azul superior de la pantalla principal (Figura 8) contiene enlaces hacia varias apli-
caciones complementarias. El botéon denominado PDF/PS permite realizar una fotografia
de la region actualmente visitada, incluyendo todas las pistas activadas en ese instante.
Esta opcién es verdaderamente util para generar imdgenes de alta calidad, que podemos

modificar para incluir en nuestras publicaciones cientificas (Figura 12).

Figura 12. Fotografiando una region del genoma.

El botén configure permite el acceso a
una pantalla donde podemos modificar
los parametros gréficos del visor
gendémico.
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El botén configure situado debajo del visor principal del navegador permite al usuario mo-
dificar miltiples pardmetros gréficos. Por ejemplo, podemos jugar con la resolucion de la
imagen en pixels, alterar el espacio para la zona del visor dedicada a mostrar los nombres
de las pistas, escoger la fuente para los textos, borrar la cuadricula azul que sirve de refe-
rencia para las pistas, ocultar la descripcion de las pistas, o redefinir el comportamiento de
la seleccion de regiones con el raton. Esta funcién de configuracion posibilita también el
acceso a una pantalla donde el usuario puede activar u ocultar el muestrario completo de

pistas del navegador.

Figura 13. Opciones de configuracion general del navegador.

El marco de trabajo establecido por el navegador gendmico delimita una serie de accio-
nes que nos permiten modificar dindmicamente la representacion grafica de los elementos
anotados en una regién genémica. Sin embargo, no debemos olvidar que todas estas ano-
taciones en forma de pistas contienen implicitamente informacién sobre la localizacién
exacta de dichos elementos. Para obtener directamente la secuencia de nucledtidos foto-
grafiados en la actual ventana, podemos utilizar el botén denominado DNA. De este modo
accederemos a la secuencia real sobre la cual estamos superponiendo las anotaciones, junto

con las regiones flanqueantes a ambos lados de ésta (ver Figura 14).

Figura 14. Extraccion de la secuencia de una region genémica.
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1.4. El navegador genémico UCSC: pistas

Para mostrar Unicamente la informacion relevante en cada caso, el usuario puede configu-
rar dindmicamente el inventario de pistas que desea estudiar, seleccionando el modo mas
conveniente de visualizacidn para trabajar con cada una durante el andlisis. La mayoria de
los navegadores genémicos permiten modificar la configuracion actual de las pistas me-
diante un conjunto de opciones de visibilidad agrupadas en distintos bloques conceptuales
(e.g. genes, regulacién, conservacion, etc.). En UCSC podemos modificar simultineamen-
te el comportamiento de varias pistas, siendo necesario presionar posteriormente el boton
refresh (en inglés, refrescar) para reflejar el efecto final de la nueva configuracién sobre
la regiéon mostrada en el visor. Para cada distribucién de un genoma existe un conjunto
determinado de pistas con las anotaciones registradas sobre su secuencia. No obstante, los
bloques principales de opciones suelen conservarse dentro de los servicios ofrecidos por el
mismo navegador. El listado de bloques proporcionados por UCSC para la versién hg38

del genoma humano puede encontrarse en la Tabla 5.

Tabla 5. Blogues de pistas de UCSC (hg38, a 1 de Septiembre de 2022).

El usuario puede modificar el orden
relativo entre las pistas mostradas en el
visor genémico de UCSC
arrastrandolas verticalmente hacia su
nueva posicion. También es posible
realizar selecciones horizontales para
acercar el foco de interés.

Mapping and Sequencing
Genes and Gene Predictions

Phenotype and Literature

Ensamblado y secuenciacién
Genes y prediccion génica

Fenotipos y enfermedades

COVID-19 Informacién sobre COVID-19

Single Cell RNA-seq Transcriptémica celular

mRNA and EST Trénscritos experimentales
Expression Expresion génica
Regulation Regulacién génica

Comparative Genomics Gendmica comparada
Variation Polimorfismos y variacién genémica

Repeats Regiones repetitivas

En funcién del tipo de elemento bioldgico, el espacio fisico en la pantalla o el tipo de
andlisis comparativo, en ocasiones debemos modificar la manera en que debe plasmarse
graficamente en nuestro navegador genémico la informacién sobre las anotaciones. Dispo-
nemos de cinco modos de visualizacion para mostrar una determinada pista sobre la regién

gendmica actual (enumerados de menor a mayor cantidad de informacién):

= hide (oculto): no muestra las anotaciones (suele ser la opcidn por defecto).

= dense (compacto): muestra las anotaciones comprimidas en una sola pista.

= squish (reducido): muestra las anotaciones en varias pistas reducidas.

= pack (agrupado): muestra las anotaciones en varias pistas agrupadas.

= full (completo): muestra toda la informacién disponible para esa pista.
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Cada una de estas opciones permite activar graficamente un conjunto especifico de infor-
maciones sobre la pista de trabajo. La visualizacién de las distintas formas alternativas de
un gen es un ejemplo tipico que denota la importancia de realizar una seleccién apropiada
de estos datos. En la Figura 15, el estudiante puede efectivamente verificar céomo podemos
plegar y desplegar a nuestro gusto la representacion gréfica de las tres isoformas anotadas
para el gen humano AKRID], segin el modo de visualizacioén seleccionado para la pista

RefSeq Genes en el ensamblado hg38.

Figura 15. Configurando la visualizacién de una pista (hg38, a 1 de Septiembre de 2022).

Para empezar, vamos a proceder a estudiar el bloque de opciones Genes and Gene Pre-
dictions (en inglés, genes y predicciones génicas). Este bloque, mostrado en la Figura 18
para el ensamblado humano hg38, nos permite acceder a todos los genes que diferentes
repositorios han localizado sobre la regién que estamos visualizando en un momento da-
do. En particular, podemos encontrar la pista de anotaciones NCBI RefSeq que estamos

empleando a modo de ejemplo en este mddulo.

Figura 18. Bloque de pistas de anotacion de genes de UCSC (a 1 de Septiembre de 2022).

En la bisqueda anterior de la Figura 7 hemos obtenido varios resultados asociados al con-
sorcio RefSeq de anotacién génica. Dado que este proyecto internacional genera sus datos
mediante diferentes herramientas, sus anotaciones se distribuyen en varias pistas agrupa-
das. Para gestionar estas situaciones los disefiadores de UCSC han creado un formato de
pista denominado supertrack o composite (en inglés, superpista o pista compuesta). Cada

subpista puede configurarse de forma independiente aunque también existen opciones de

visualizacion aplicables al conjunto completo.

Primero desplegamos la
informacién basica utilizando
pack, después compactamos
las tres isoformas cambiando
a squish y finalmente
plegamos las tres
anotaciones en una sola
pista con dense.




Description

© FUOC e Enrique Blanco Garcia @ Médulo 1 22 Navegadores genémicos

The NCBI RefSeq Genes composite track shows human protein—coding and
UCSC ofrece 1nformac18n es eaﬁca soI% cualqgler t1 %gfo%&g dolorg
gp aken ‘from ere cé sequences

S 9slnenlifgfglor?ad%fflg‘u%gsggﬁglbaesgm@o%r R 5B e by metseq
except for the UCSC RefSeq track, which UCSC produces by realigning
Fig@ﬁé7ﬁ@gg@giéﬁngg:iqgg atheisigendmdiefSeq (a 1de Septiembre de 2022).

The color shading indicates the level of review the RefSeq record has
undergone: predicted (light), provisional (medium), or reviewed (dark),

as defined by RefSeq.

The UCSC RefSeq Genes track is constructed using the same methods as

previous RefSeq Genes tracks. RefSeq RNAs were aligned against the human
genome using BLAT. Those with an alignment of less than 13% were discarded.
When a single RNA aligned in multiple places, the alignment having the
highest base identity was identified. Only alignments having a base identity
level within 0.1% of the best and at least 96% base identity with the genomic

sequence were kept.

This track was produced at UCSC from data generated by scientists worldwide

and curated by the NCBI RefSeq project.

References

Kent WJ. BLAT - the BLAST-like alignment tool. Genome Res, 2002 Apr;12(4) :656-64.

Pruitt KD, Brown GR, Hiatt SM, Thibaud-Nissen F, Astashyn A, Ermolaeva O, Farrell
CM, Hart J, Landrum MJ, McGarvey KM et al. RefSeq: an update on mammalian reference
En gkigsedielas supeiustas adoredsdle didhe (exio dascaimvag beid Ees 28ec59 8 SWR0: D756 -63 .
pia pantalla de configuracion desde el mismo enlace (alternativamente, mediante el ratén
actpand@sebrd? iMAARsRAYSIDS apEglior eSIDRISINCBINIREY cPAInieNBlegaede (RefSeq) : a curated
selggsipnpagt AddH R b Eguanddlaial Qe ides JendaEBacienr S¢HeriBLBUNAd proteins. Nucleic Acids
pangdla cop@d Bstadamcamplstonlerubpis@s ingévidyalesspre-constituyen esta superpista.
La subpista UCSC RefSeq contiene el conjunto de anotaciones que hemos optado por
emplear como referencia a lo largo de este texto (se corresponde con la pista RefSeq

Genes en anteriores figuras).

Figura 18. Configuracién de la superpista NCBI RefSeq (a 1 de Septiembre de 2022).
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Volvamos a la pantalla principal del navegador genémico con el visor grafico activo. Para
Podemos regresar a la panoramica

analizar los datos concretos asociados a las anotaciones graficas mostradas en el visor, el actual mediante el enlace Genome
. . . . Browser desde el menu superior de
usuario debe seleccionar con el ratén sobre el elemento de la pista que desea explorar. Por color azul.

ejemplo, podemos acceder a una fuente adicional de informacién asociada a cada anota-
cién RefSeq cuando seleccionamos encima de alguno de los exones del gen LRRTM1 en

la pista RefSeq Genes (Figura 8). Podemos ver un resumen del contenido de esta en-

trada en la Figura 19. Descendiendo desde la parte superior de la ficha, en primer lugar
Podemos ejecutar acciones diferentes

nos encontramos con el identificador asignado por RefSeq a este gen (NM_178839). A cuando pinchamos en distintas partes
A . . . de la imagen dindmica, en funcién de
continuacion, el navegador nos proporciona los enlaces que ha recopilado para este gen en su ubicacion.

disﬁgﬁgﬁe@;gqlgatgmgrias (e.g. Entrez, Pubmed, OMIM, GeneCards, etc.).
RefSeq: NM_178839.5 Status: Validated

Figlre 8 @ irptation de Refeq papibtgen JeRIddmeg3Biech deSppismbre de 2022).

transmembrane neuronal 1 (LRRTM1l), mRNA.

CCDS: CCDS1966.1
CDS: full length
OMIM: 610867
Entrez Gene: 347730
PubMed on Gene: LRRTM1

PubMed on Product: leucine-rich repeat transmembrane

neuronal protein 1 precursor

GeneCards: LRRTM1l
AceView: LRRTM1

Summary of LRRTM1
Position: chr2:80301878-80304752
Band: 2pl2

Genomic Size: 2875
Strand: -

Gene Symbol: LRRTM1
CDS Start: complete
CDS End: complete
Links to sequence:

* Predicted Protein

* mRNA Sequence (may be different from the genomic sequence)

* Genomic Sequence from assembly

* CDS FASTA alignment from multiple alignment

Anges ggcq_rgiéltlalh % aeggg&i:o %baoﬁ_(@g dg gnotaciones de RefSeq para nuestro gen, pro-

ponemos al estudiante profundizar en alguno de estos repositorios. El enlace hacia Entrez
Gene (347730), por ejemplo, nos permite acceder a otra ficha de informacién recopilada
por este recurso también gestionado por el instituto NCBI (National Center for Biotechno-
logy Information, centro nacional para la informacién biotecnolégica de Estados Unidos).
Apreciamos en esta nueva ficha que cada anotacién recopilada sobre el gen LRRTM1 po-
see un enlace que nos permite llegar a la fuente original de esos datos. En la Figura 20

mostramos Unicamente el resumen y la bibliografia referente a este gen, omitiendo el resto

de informaciones. El usuario puede estudiar la estructura exénica del gen o acceder al na-

vegador genémico suministrado por el propio NCBI para navegar por la regioén colindante.
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Figura 20. Informacién en Entrez sobre el gen LRRTM1.

Especialmente interesante por su importancia en estudios de andlisis masivo de datos

gendmicos resulta la anotacién recogida principalmente en la literatura cientifica de las

funciones bioldgicas que desempefia este gen en la célula (ver Tabla 6).

Tabla 6. Funciones biolégicas del gen LRRTM1 (extracto a 1 de Septiembre de 2022).

comportamiento locomotriz Proceso biolégico

internalizacion de receptores  Proceso bioldgico

organizacion de sinapsis Proceso bioldgico

NO superficie celular Componente celular
matriz extracelular Componente celular
reticulo endoplasmdtico Componente celular
cono de crecimiento Componente celular

axon Componente celular

computacional
computacional
computacional
bibliogrifica
bibliogrifica
bibliografica
bibliogréfica
bibliografica
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Desde aqui podemos acceder a la secuencia de este transcrito depositada en GenBank. Este

repositorio, pionero durante la década de los ochenta, ofrece informacién sobre millones

de secuencias gendmicas y protedmicas. Cualquier ficha de GenBank estd estructurada si-
GenBank proporciona también

guiendo un formato notablemente rigido. En cada linea, el tipo de caracteristica anotada herramientas para manipular las
LOCUS NM_178839 2602 bp H'IRN% lq.nea;: PRI 13-MARc2HR2 (e.g. extraer subsecuencias

se indica l‘}l)rlmero mientras que su valor_concreto se escribe a continuacion. Estas fichas dentro de un cierto rango de
DEFINITION Homo sapiens leucine rich repeat coordenadas).

generalmente incluyen informacién descriptiva y anotaciones sobre una determinada re-

] transmembrane neurdénal 1 (LRRTM1), )
gién para acabar con la seﬁuenma completa de ésta. Podemos apreciar en la Figura 21 las

coordenadas de los dos exones del ARN mensajero del gen LRRTM1 (1..601 y 602..2602)
ACCESSION NM 178839

asi como su fraccion codificante (9661..2229).
VERSION NM_178839.5
SOURCE Homo sapiens (human)

Figura de uengi 78839 en GenBank (a 1 de Septiembre de 2022).

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires;
Primates; Haplorrhini; Catarrhini; Hominidae; |[Homo.
REFERENCE 1l (bases 1 to 2602)
AUTHORS Beste C, Arning L, Gerding WM, Epplen JT, Mertins A, Roder MC,
Bless JJ, Hugdahl K, Westerhausen R, Gunturkun O and Ocklenburg S.
TITLE Cognitive Control Processes and Functional Cerebral Asymmetries:
Association with Variation in the Handedness—Associated Gene LRRTM1
JOURNAL Mol Neurobiol 55 (3), 2268-2274 (2018)
PUBMED 28321770
REMARK GeneRIF: Functional cerebral asymmetries in the language domain are
associated with the rs6733871 LRRTM1 polymorphism during cognitive
control and top-down attention mechanisms.
(...)
COMMENT VALIDATED REFSEQ: This record has undergone validation or
preliminary review. The reference sequence was derived from
AC016670.7, BI756350.1, AY182024.1 and AA977181.1.
On Nov 22, 2018 this sequence version replaced NM_178839.4.
(...)
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..2602
/organism=Homo sapiens
/mol_type=mRNA
/db_xref=taxon:9606
/chromosome=2
/map=2pl2
gene 1..2602
/gene=LRRTM1

/note=leucine rich repeat transmembrane neuronal 1

exon 1..601
(...)

exon 602..2602
(...)

CDS 661..2229

/gene=LRRTM1

/transtation="MDFLLLGLCLYWLLRRPSGVVLCLLGACFQMLPAAP
(...)
SCTCHQQPARECEV

ORIGIN
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Dentro de la ficha de anotaciones de RefSeq que proporciona el navegador UCSC (ver
Figura 19), observamos también un interfaz denominado Links to sequence (en inglés, en-
laces a la secuencia) que permite extraer directamente la secuencia de nucledtidos y ami-
noacidos de cada gen. Mediante el enlace predicted protein (en inglés, proteina predicha)

podemos ver el producto de la traduccidn de este gen, en formato FASTA (Figura 22).

FigoiR2 8%R i Liakienaybieba2 RRTM1 .

Una secuencia en formato
FASTA esta compuesta por
un encabezamiento, cuyo
primer caracter es el simbolo
“>”, que informa de su origen
bioldgico, junto con la propia
secuencia a continuacion,

MDFLLLGLCLYWLLRRPSGVVLCLLGACFQMLPAAPSGCPQOLCRCEGRLLYCEALNLTEAPHNEHERAU en lineas con el

mismo numero de caracteres.

LSLRYNSLSELRAGQFTGLMQLTWLYLDHNHICSVQGDAFQKLRRVKELTLSSNQITQLPNTTFRPMPN

LRSVDLSYNKLQALAPDLFHGLRKLTTLHMRANAIQFVPVRIFQDCRSLKFLDIGYNQLKSLARNSFAG
LFKLTELHLEHNDLVKVNFAHFPRLISLHSLCLRRNKVAIVVSSLDWVWNLEKMDLSGNEIEYMEPHVF
ETVPHLQSLOLDSNRLTYIEPRILNSWKSLTSITLAGNLWDCGRNVCALASWLNNFQGRYDGNLQCASP

EYAQGEDVLDAVYAFHLCEDGAEPTSGHLLSAVTNRSDLGPPASSATTLADGGEGQHL

GTFEPATVALP

GGEHAENAVQIHKVVTGTMALIFSFLIVVLVLYVSWKCFPASLRQLRQCFVTQRRKQKOKQTMHQOMAAM

SAQEYYVDYKPNHIEGALVIINEYGSCTCHQQPARECEV

Como comentabamos anteriormente, podemos extraer diferentes partes de la secuencia de
este gen, haciendo uso en este caso de la opcién Genomic sequence from assembly (en in-
glés, secuencia gendmica del ensamblado). El navegador gendmico nos proporciona ahora
el acceso a una nueva pantalla donde podemos elegir los componentes de la estructura gé-
nica que mds nos interesen (ver Figura 23). De este modo, es posible obtener un fragmento
de la secuencia promotora del gen (Promoter/Upstream), la regién no traducible inicial o
final (5’UTR y 3’UTR), la regién codificante (CDS) o bien, la secuencia del tnico intrén
de este gen (Introns). Cuando activamos varias opciones simultdneamente podemos combi-
nar las secuencias resultantes que constituyen el propio gen. Cada elemento génico puede
separarse en diferentes secuencias en formato FASTA o integrarse en una tinica secuencia
de salida para su posterior andlisis. Finalmente, el usuario del navegador gendémico pue-
de optar por rellenar (padding en inglés) la secuencia original de cada parte del gen con
un nimero determinado de nucleétidos antes (upstream) y después (downstream) de cada
elemento o de la regién completa. Podemos configurar el uso de maytsculas y mintisculas
en todo momento para denotar cambios de tipo de regién del gen en la secuencia FASTA

resultante.

Figura 23. Extraer diferentes regiones de un gen con UCSC (pista RefSeqg Genes).
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A continuacién mostramos en la Figura 24 la secuencia completa del gen LRRTM 1, pre-

sentada en el sentido de lectura original para facilitar la comparacién con otros genes
anotados en la hebra positiva. Cada exdn de este gen estd incluido en un fichero FASTA

distinto. Utilizamos letras mindsculas para denotar la regién no traducible y letras mayus-

UCSC realiza automaticamente la
operacién de complementar las bases
e invertir su secuencia para mostrar los
datos en cualquier orientacion.

culas para indicar el fragmento codificante, que empieza con el codén ATG y finaliza con

el codén TGA. El navegador UCSC genera suficiente informacién en el encabezamiento

de cada secuencia para una fécil identificaciéon. Podemos reconocer aqui la distribucién

ae B PR EEP e M 788320 ARARTORER: 893041527 830N SRerseq

(NP PASESR S SRR AI AR RE I RAgRRgICICccgcacactgectgtagagggaag
gagcccgggcegecgcectegecgetceceegegeecgecgteecgeaccteecccacegececgecgece

Figera 27, Secaencia del fanoa 16 Gol Gon DRATINT (g38) o o0 9eceggggegegantay

acatta
accagactgtcagatcctggggagtcgcgagecceccgagtttggagtttttteeccececcacaacyg
tcacagtccgaactgcagagggaaaggaaggcggcaggaaggcgaagctcecgggetceceggecacg
tagttgggaaacttgcgggtcctagaagtcgectececegecttgecggecgececttggagece
cgagccgagcagcaaagtgagacattgtgecgectgeccagatecegecggecgeggaceggggcet
gcctcggaaacacagaggggtcttctectecgecctgecatataattagectgecacacaaagggag
cagctgaatggaggttgtcactctctggaaaagg
>hg38_refGene_NM 178839_1 range=chr2:80301878-80303878
atttctgaccgagcgcttccaatggacattctccagtctctectggaaagattctegetaATGG
ATTTCCTGCTGCTCGGTCTCTGTCTATACTGGCTGCTGAGGAGGCCCTCGGGGGTGGTCTTGT
GTCTGCTGGGGGCCTGCTTTCAGATGCTGCCCGCCGCCCCCAGCGGGTGCCCGCAGCTGTGCC
GGTGCGAGGGGCGGCTGCTGTACTGCGAGGCGCTCAACCTCACCGAGGCGCCCCACAACCTGT
CCGGCCTGCTGGGCTTGTCCCTGCGCTACAACAGCCTCTCGGAGCTGCGCGCCGGCCAGTTCA
CGGGGTTAATGCAGCTCACGTGGCTCTATCTGGATCACAATCACATCTGCTCCGTGCAGGGGG
ACGCCTTTCAGAAACTGCGCCGAGTTAAGGAACTCACGCTGAGTTCCAACCAGATCACCCAAC
TGCCCAACACCACCTTCCGGCCCATGCCCAACCTGCGCAGCGTGGACCTCTCGTACAACAAGC
TGCAGGCGCTCGCGCCCGACCTCTTCCACGGGCTGCGGAAGCTCACCACGCTGCATATGCGGG
CCAACGCCATCCAGTTTGTGCCCGTGCGCATCTTCCAGGACTGCCGCAGCCTCAAGTTTCTCG
ACATCGGATACAATCAGCTCAAGAGTCTGGCGCGCAACTCTTTCGCCGGCTTGTTTAAGCTCA
CCGAGCTGCACCTCGAGCACAACGACTTGGTCAAGGTGAACTTCGCCCACTTCCCGCGCCTCA
TCTCCCTGCACTCGCTCTGCCTGCGGAGGAACAAGGTGGCCATTGTGGTCAGCTCGCTGGACT
GGGTTTGGAACCTGGAGAAAATGGACTTGTCGGGCAACGAGATCGAGTACATGGAGCCCCATG
TGTTCGAGACCGTGCCGCACCTGCAGTCCCTGCAGCTGGACTCCAACCGCCTCACCTACATCG
AGCCCCGGATCCTCAACTCTTGGAAGTCCCTGACAAGCATCACCCTGGCCGGGAACCTGTGGG
ATTGCGGGCGCAACGTGTGTGCCCTAGCCTCGTGGCTCAACAACTTCCAGGGGCGCTACGATG
GCAACTTGCAGTGCGCCAGCCCGGAGTACGCACAGGGCGAGGACGTCCTGGACGCCGTGTACG
CCTTCCACCTGTGCGAGGATGGGGCCGAGCCCACCAGCGGCCACCTGCTCTCGGCCGTCACCA
ACCGCAGTGATCTGGGGCCCCCTGCCAGCTCGGCCACCACGCTCGCGGACGGCGGGGAGGGGC
AGCACGACGGCACATTCGAGCCTGCCACCGTGGCTCTTCCAGGCGGCGAGCACGCCGAGAACG
CCGTGCAGATCCACAAGGTGGTCACGGGCACCATGGCCCTCATCTTCTCCTTCCTCATCGTGG
TCCTGGTGCTCTACGTGTCCTGGAAGTGTTTCCCAGCCAGCCTCAGGCAGCTCAGACAGTGCT
TTGTCACGCAGCGCAGGAAGCAAAAGCAGAAACAGACCATGCATCAGATGGCTGCCATGTCTG
CCCAGGAATACTACGTTGATTACAAACCGAACCACATTGAGGGAGCCCTGGTGATCATCAACG
AGTATGGCTCGTGTACCTGCCACCAGCAGCCCGCGAGGGAATGCGAGGTGTGAttgt¢ccagt
ggctctcaacccatgegctaccaaatacgecctgggcagccgggacgggccggcgggecaccagg

L_ctggggtcteccttgtectgtgetctgatatgetccttgactgaaactttaaggggatctctcecce

agagacttgacattttagctttattgtgtcttaaaaacaaaagcgaattaaaacacaacaaaa

aaccccaccccacaaccttcaggacagtctatcttaaatttcatatgagaactccttectece
tttgaagatctgtccatattcaggaatctgagagtgtaaaaaaggtaccaatcattgattttt
tttttttttgtaaactaaaatgtttaaaataaaatagcatttacagtt
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Junto con los transcritos humanos revisados manualmente, el proyecto RefSeq produce
anotaciones de referencia para varias especies de vertebrados. Esta informacion resulta
extremadamente ttil para identificar regiones funcionales conservadas a lo largo de la evo-
lucién en otros organismos. De este modo, mediante las oportunas comparaciones entre
las distintas anotaciones de RefSeq, el propio navegador UCSC habilita una pista adicio-
nal dentro del bloque de anotaciones génicas denominada Other RefSeq para mostrar
las formas ortélogas de cada gen en otros genomas (Figura 25). Con esta informacion,
el usuario puede optar por seleccionar el mismo transcrito en otra especie y el navegador
gendmico realiza el cambio de genoma de referencia en el visor principal para acceder al
gen ort6logo anotado en esta segunda especie. Ya sea bien a causa del algoritmo de alinea-
miento o porque algunas regiones del transcrito humano no se conservan igual de bien que
otras, es frecuente que en algunas especies sélo visualicemos una fraccién de la secuencia

génica alineada con el genoma de referencia.

Figura 25. Formas ortélogas del gen humano KCMF1 en RefSeq (hg38)

A nivel general, es posible evaluar la conservacion evolutiva a nivel de secuencia explo-
rando todas las posiciones de cada cromosoma, no Unicamente las pertenecientes a los
genes. Con este objetivo, el bloque de pistas de gendmica comparada (en inglés, compara-
tive genomics) permite activar la visualizacién de esta informacién en nuestro navegador
gendémico. Como podemos ver en la Figura 26, disponemos de varias pistas que albergan
los resultados de varias comparaciones del genoma que estamos utilizando de referencia
(humano, en este caso la distribucién NCBI38/hg38) contra los genomas ensamblados

de otros vertebrados.

Figura 26. Bloque de genémica comparada

La comparacidn entre organismos cuya evolucion difiere a partir de determinados puntos
del 4rbol filogénetico permite descubrir aquellos elementos funcionales conservados entre
distintas secuencias. Para proporcionar estos datos con celeridad, todos los anélisis estan
precalculados de antemano en el interior del navegador. Con estas pistas, por ejemplo, po-
demos establecer la existencia de regiones codificantes a través de los alineamientos de las
secuencias homologas (ver Figura 27). En estas representaciones graficas resulta especial-
mente interesante destacar cémo la conservacién del genoma de una especie respecto al
genoma humano es mayor cuanto mas cerca estd evolutivamente de nosotros. Por ejemplo,
la practica totalidad de la secuencia del genoma de macaco (subpista Rhesus en verde)
es idéntica a la del genoma humano, mientras que a medida que nos alejamos en el arbol
filogenético de especies, observamos que sélo la regiéon donde se ubica el gen LRRTM 1

continda precisamente conservada en todos los casos (Figura 27).
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Figura 27. Conservacién de secuencias funcionales con la superpista Conservation

Con el navegador UCSC podemos configurar numerosos pardmetros para incluir diferen-
tes comparaciones. Para ello, el usuario debe pinchar sobre el enlace coloreado en azul
que indica el nombre de cada pista de este bloque. La superpista Conservation contie-
ne alineamientos entre la mayoria de los grupos de especies mas representativos. Dichas
comparaciones se han realizado empleando varias aplicaciones bioinformdticas distintas
(p.e. phastCons). De este modo, en la pantalla de configuracién, por ejemplo, disponemos
de la opcién de activar/desactivar la estrategia de comparacion, incorporar o retirar geno-
mas en el visor genémico, modificar el color del grafico de picos en funcién de las pautas
de lectura o activar diferentes modos de alineamiento para la identificacion de regiones

conservadas:

Figura 28. Configuracion de la superpista Conservation

Aprovecharemos la subpista phastCons perteneciente a la superpista Conservation
para introducir varios conceptos sobre la configuracion grafica de las pistas que contienen
distribuciones continuas de valores en UCSC. En la Figura 29 observamos la pantalla de
configuracién de esta subpista. Para acceder a esta pantalla podemos emplear el enlace
coloreado en azul Element Conservation (phastCons) de la pantalla principal (panel supe-
rior) o directamente con el botén derecho del ratén sobre la propia pista en el navegador
gendmico. Entre los pardmetros mas relevantes encontramos el modo de escalado vertical
(Data view scaling): autoescalado (auto-scale en inglés) para mostrar los datos ocupando
todo el espacio en el eje Y disponible o determinacién de rangos maximo y minimo (range
setting) para indicarle al navegador los puntos para recortar y visualizar esa parte de la
distribucién de valores. En términos de espacio fisico en pantalla que ocupard la parte de
la pista anteriormente seleccionada, podemos jugar también con el valor de la altura de la
pista (track height, en pixeles). La casilla Negate values genera una version especular de
la misma distribucién de valores que en determinadas situaciones puede resultar ventajosa

para mostrar estas informaciones de forma mas sugerente.
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Figura 29. Configuracion de la subpista phastCons.

La herramienta BLAT (accesible desde la barra de menu superior de color azul) com-
plementa perfectamente el bloque de pistas de conservacion. BLAT (Blast-like alignment
tool) es un programa de alineamiento de secuencias que identifica las regiones mas si-
milares a aquella propuesta por el usuario en un determinado genoma. A diferencia de
otros programas de alineamiento que veremos mds adelante, BLAT esta especializado en
la deteccion de secuencias practicamente idénticas (hecho que aumenta su velocidad de
respuesta de forma notable). Podemos usar esta aplicacién para identificar, por ejemplo,

cudl es la ubicacion de cualquier secuencia codificada dentro del mismo genoma.

Figura 30. Empleando BLAT para identificar la ubicaciéon del gen LRRTM1.

BLAT proporciona una clasificacién de posibles ubicaciones de nuestra secuencia ordena-
das por similaridad. Aquella secuencia que seleccionamos como resultado, es posterior-
mente integrada como una nueva pista dentro del navegador genémico. Resulta especial-
mente interesante el empleo de BLAT para localizar la posicién de la region mas similar a
nuestra secuencia en otro genoma. Con este procedimiento, podemos detectar para el gen

humano LRRTM 1, su correspondiente ort6logo anotado en otras especies:




© FUOC e Enrique Blanco Garcia @ Médulo 1 31 Navegadores genémicos

Figura 31. Utilizando BLAT para identificar formas ortélogas del gen LRRTM1.

Presentamos el gen humano
(hg38) en la parte superior
de la imagen, su ort6logo en
ratén (mm10) en el centro y
en el genoma de la rata (rn6)
en la parte inferior. En este
caso hemos empleado la
proteina humana para llevar
a cabo las busquedas.

1.5. El navegador genémico UCSC: anotaciones propias

Los navegadores gendmicos proporcionan un enorme volumen de informacion. El estudio
exhaustivo de la cartografia existente para los distintos elementos funcionales codificados
en el genoma resulta fundamental para abordar cualquier problema biolégico. Sin embar-
go, cualquier grupo de investigacion durante el proceso de elaboracion de hipétesis, habi-
tualmente genera sus propios resultados en funcién de los experimentos llevados a cabo.
En consecuencia, es fundamental que el bioinformatico conozca los entresijos del mane-
jo de estos navegadores gendmicos para enriquecer las informaciones originales con los
resultados experimentales obtenidos en el laboratorio. En dltima instancia, estas mismas
herramientas permiten gestionar eficientemente el almacen permanente de estas nuevas
configuraciones de pistas e implementan mecanismos para la comparticién de los datos
entre grupos colaboradores, potenciando exponencialmente la utilidad de esta clase de vi-

sualizaciones.

La introduccién de anotaciones propias dentro de un navegador genémico resulta esencial

para realizar comparaciones entre el conocimiento existente y los nuevos resultados expe-
rimentales, favoreciendo tambien la generacién de representaciones graficas de alta calidad
de nuestros propios resultados. De hecho, una vez el usuario introduce sus propias pistas,
éstas son automaticamente integradas dentro de la imagen proporcionada por el navega-
dor. Este hecho abre todo un nuevo abanico de opciones de trabajo para realizar el andlisis
comparativo de las pistas. Podemos importar miiltiples pistas propias dentro del navega-
dor, utilizando el navegador para estudiar el comportamiento de nuestros resultados. De
este modo, todas las herramientas disponibles para llevar a cabo posteriores andlisis sobre
pistas, tanto a nivel cualitativo como cuantitativo, pueden trabajar indistintamente sobre

las pistas distribuidas por defecto con el navegador y las pistas propias del usuario.
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Dentro del entorno de trabajo del navegador UCSC, las pistas subidas al sistema por el
usuario reciben el nombre de custom tracks (en inglés, pistas adaptadas). Desde la pantalla
principal del visor gendémico, el usuario debe presionar el botén Add custom tracks (afiadir
pistas) para incorporar una nueva pista de datos (regresar a la Figura 8). Si la operacién
de carga de nuestra pista finaliza satisfactoriamente, ésta es incorporada al inventario de
pistas propias y podemos visualizar todos sus elementos a lo largo del genoma junto con
el resto de anotaciones convencionales. Ademds, el botén de carga pasa a denominarse
Manage custom tracks (gestionar pistas en inglés, ver Figura 33). Dado que estos datos
son procesados como cualquier pista, podemos hacer uso de las opciones habituales. Re-
sultan particularmente Utiles para la mayoria de usuarios la generacion de figuras en alta
resoluciéon mostrando datos de nuestras pistas y la comparacién con otras bases de da-
tos primarias. Aquellas aplicaciones del propio navegador que generan nuevos resultados
ofrecen habitualmente la opcidn de estructurarlos para ser mostrados como pistas propias
dentro de nuestro entorno de trabajo. Por ejemplo, como puede apreciarse en las anterio-
res Figuras 30 y 31, el programa BLAT afiade una nueva pista al visor grifico con los

resultados de cada busqueda.

Figura 33. Carga y visualizacién de pistas propias.

El navegador UCSC asocia un cédigo interno a la conexién realizada desde nuestro orde-
nador, gestionando internamente las pistas estindar que estamos visualizando y el conjunto
de pistas propias que hemos cargado en el sistema. De este modo, estos resultados unica-
mente pueden ser visualizados desde nuestro ordenador, no siendo accesibles para el resto
de la comunidad de usuarios. Por regla general, el navegador mantiene en memoria nues-
tras pistas durante uno o dos dias inicamente, para no almacenar un volumen excesivo de
datos. Légicamente, en la mayoria de ocasiones es necesario acceder a estas nuevas pis-

tas durante mas tiempo. Por esta razén, el navegador UCSC ofrece un sistema gratuito de

sesiones de usuario protegidas bajo contrasefia.

UCSC permite la carga directa de
ficheros comprimidos (p.e. archivos
gzip), para facilitar una rapida
transferencia de los datos a través de
la Red.
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Mediante el enlace MyData->MySessions del menu principal, el usuario registrado pue-
de guardar el estado actual del navegador (Save Settings en inglés) en una nueva sesién
o sobreescribir una ya existente. A dicha sesién se asignara a una direccion de internet
concreta, que podremos compartir para facilitar la comunicacidn de datos entre nuestros

diversos colaboradores segiin nuestra conveniencia.

Figura ??. Gestor de sesiones del navegador UCSC.

El bioinformético puede crear sus propias pistas en numerosos formatos dentro de UCSC.
En estos materiales vamos a focalizar nuestro interés en los mas extendidos. Previamente a

la carga en el sistema, el navegador UCSC procesa sintdcticamente nuestras pistas para ve-

rificar su correccién. En caso de detectarse un error de formato, el navegador nos informara

apropiadamente para subsanarlo con facilidad.

En primer lugar, el usuario debe configurar el comportamiento inicial del navegador em-

pleando la palabra clave browser. Para ello, es necesario introducir las coordenadas de
la region gendmica e indicar el conjunto de pistas convencionales que deseamos activar

para comparar con nuestras anotaciones (utilizando distintos modos de visualizacion).

Figura 34. Encabezamiento de pistas propias (1). = L

. = L

browser [hide/dense/pack/full] pista 1

browser [hide/dense/pack/full] pista n
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A continuacién, dentro del mismo fichero que subiremos al navegador, introduciendo la
palabra clave track debemos definir los pardmetros de visualizacién bdsicos de cada
nueva pista: asignar un nombre y una descripcion, definir un modo de visibilidad o se-
leccionar un color. Tras cada linea de encabezamiento debemos aportar las coordenadas
de nuestras anotaciones genémicas para integrarlas en la visualizacién final (denotado por
puntos suspensivos en la Figura 35). Cada linea corresponde exclusivamente a una anota-
cion efectuada por el usuario, introduciéndose el cardcter tabulador ”’\t” para separar los
distintos atributos. Para cada tipo de caracteristica gendmica debemos elegir el formato de
anotaciéon mas adecuado. Para elementos genémicos delimitados por pares de coordena-
das (inicio,fin) es apropiado utilizar el formato BED o el estindar GFF. En cambio, para
visualizar una determinada caracteristica biolégica a lo largo de todas las posiciones del

genoma debemos emplear los formatos BEDGRAPH o WIG.

Figura 35. Encabezamiento de pistas propias (2).

El formato BED (Browser Extensible Format, del inglés formato extensible del navegador)
es util para plasmar en pantalla aquellas anotaciones constituidas por elementos genémicos
definidos por un rango de coordenadas. Dentro de este grupo de caracteristicas bioldgicas
estdn clasificados los transcritos, los exones o los sitios de unién a factores de transcripcion.
En su formato mds simple, podemos codificar anotaciones proporcionando su localizacion
en el genoma. Para afadir atributos adicionales (e.g. el nombre, el color o un valor asociado
a su fiabilidad) debemos extender la linea actual con esos valores. Es posible introducir un
rango de coordenadas adicional para definir distintos grosores en la anotacion grafica (e.g.

regiones codificantes y no traducibles de los genes en la Figura 36).

Figura 36. Definicion bésica y extensién del formato BED
cromosoma inicio final

inicio final i hel inicio2 final?2

Hemos ilustrado con un ejemplo real el comportamiento de las anotaciones codificadas en
formato BED (ver Figura 37). Tomando como referencia la informacién que conocemos
sobre la ubicacion del gen LRRTM 1 en el ensamblado hg38, analizado a lo largo de es-
te capitulo, hemos generado nuestras propias pistas para resaltar distintas regiones en su
interior. A partir de las coordenadas para el propio transcrito, sus exones y la region codi-
ficante, podemos generar tres pistas diferentes (pistas 1, 2 y 3 en la Figura 37), resaltando
un drea diferente del gen en cada caso. Para denotar con un trazo de distinto grosor la
frontera entre la region codificante y la regién no traducible, debemos extender el formato
BED para afiadir una segunda pareja de coordenadas (inicio del CDS, pista 4). Finalmente,
para emular la propia representacion de la pista de RefSeq (con los intrones marcados con
una linea recta entre exones y la orientacion del gen indicada mediante flechas), enrique-
cemos el formato anadiendo mas informacion a continuacion sobre el nimero de exones,

la longitud de éstos y sus puntos de inicio (bloques en la pista 5, Figura 37).

El usuario puede guardar mas de una
pista dentro de un mismo fichero. Es
posible mezclar pistas codificadas en el
mismo o en diferentes formatos en su
interior.

Recomendamos registrar en todo
momento la version del genoma en la
que estamos trabajando. Nuestras
anotaciones propias deben
interpretarse dentro de esa misma
secuencia de referencia.

}] color=R,G,B

track name=nombreN description=descripcion visibility=[0-4] color=R,G,B




© FUOC e Enrique Blanco Garcia @ Médulo 1 35 Navegadores genémicos

Figura 37. Anotaciones del gen LRRTMT1 en el formato BED (hg38).
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browser hide all
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Un aspecto importante a destacar es la coexistencia de dos sistemas de coordenadas de

referencia distintos dentro del navegador UCSC. En primer lugar, una vez estamos inter-
actuando con el visor grafico en la web, las anotaciones vienen posicionadas en los cromo-
somas asumiendo que la primera posicion de cada cromosoma es la posicién nimero uno.
Sin embargo, en paralelo, internamente el navegador almacena los datos de cada pista con-
siderando que la primera posicién de cada cromosoma es la posicion cero. De este manera,

la diferencia entre la primera alternativa denominada totalmente cerrado (fully-closed en

inglés) y la segunda, que recibe el nombre de medio abierto (half-open en inglés), estriba
De hecho, ambas aproximaciones

en la forma de indicar la primera coordenada de cada anotacién. Por ejemplo, el visor también pueden citarse como 7-based
. . . y 0-based respectivamente, por su
gréafico de UCSC nos informa con el sistema totalmente cerrado que nuestro gen de inte- primera posicion de referencia en cada

cromosoma.

rés LRRTM1 esta ubicado en la region chr2:80301878-80304752 (pista RefSeqg Genes
(hg38). Pero en la Figura 37 hemos creado precisamente la primera pista empleando la
formula (chr2,80301877,80304752), basada en la notaciéon medio abierta. Si tenemos en

cuenta este detalle de precision cuando generemos nuestras propias pistas, el navegador
serd el encargado posteriormente de realizar el cambio entre sistemas en los momentos
apropiados. La ventaja de emplear una anotacién half-open basicamente consiste en que
para el cdlculo de la longitud de una regién en formato BED solo es preciso hacer una

resta, mientras que para la nomenclatura fully-closed es preciso sumar una unidad ademas.

El estandar GFF (General Feature Format, en inglés formato de caracteristicas generales)
fue concebido para permitir la transmision eficiente de anotaciones génicas entre dife-

rentes aplicaciones bioinformadticas. Permite generar representaciones graficas similares al

formato BED, dedicando cada linea a un elemento genémico distinto. Posee la particulari-
dad de que podemos asociar un identificador propio individualmente a cada anotacién. Si
utilizamos un mismo nombre para un conjunto de anotaciones relacionadas, el navegador
interpretard que €stas pertenecen al mismo un grupo (e.g. los exones de un gen). Es posi-
ble asignar una puntuacién a cada registro, reflejandose graficamente en cajas de diferentes

grosores o con una gama de colores de distintas intensidades.
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El formato GFF presenta la siguiente sintaxis bdsica:

Figura 38. Definicion del formato GFF
comentario

secuencia origen caracteristica inicio final valor hebra pauta grupo

En el siguiente ejemplo hemos codificado el mismo gen LRRTM1 en el formato GTF (Ge-
ne Transfer Format, una adaptacion del formato GFF version 2 aceptada por el navegador
UCSC). Nétese como especificamos cada componente génico en lineas separadas y em-
pleamos la notacion medio abierta (0-based) para especificar la posicion de cada elemento.

En el formato GTF el ultimo campo permite albergar dos identificadores para cada registro.

Figura 39. Anotacién del gen LRRTM1 en el formato GFF (hg38).

browser position chr2:80301877-80304752

browser hide all

browser pack refGene

track name=GENE_GFF-GTF

chr2 hg38_refGene stop_codon 80302251 80302253 0.000000 -
chr2 hg38_refGene CDS 80302254 80303819 0.000000 -
chr2 hg38_refGene start_codon 80303817 80303819 0.000000 -
chr2 hg38_refGene exon 80301878 80303878 0.000000 -
e TS RO R i ere F0 304180, 80304752,0:099000,

formaticas. Por ejemplo, existen numerosos programas que procesan anotaciones en for-
mato GFF para construir representaciones graficas de calidad (e.g. los mapas de anota-
ciones producidas en publicaciones que anuncian la secuenciacién de los genomas mds
populares). Por ejemplo, gracias al programa GFF2PS, las predicciones pueden volcarse
en PostScript, facilmente convertible a otros formatos de impresiéon mds populares. El eje
central delimita si las predicciones se encuentran en la hebra positiva o negativa de la mo-
lécula de ADN. Para personalizar la representacion grafica, el programa GFF2PS permite
introducir un fichero de configuracién para asignar colores y otros atributos graficos a cada

caracteristica gendmica anotada.

Figura 40. Representacion gréafica de predicciones con GFF2PS
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gene_id
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El formato BEDGRAPH es titil para subir a nuestra sesién del navegador gendmico infor-
macion sobre elementos cuya ubicacién mds probable viene definida por una distribucién
continua de valores que varfa en intensidad a lo largo de distintas regiones del genoma.
Los resultados de experimentos de secuenciacién masiva para cartografiar la posicién de
las modificaciones de histonas y factores de transcripcién en los genomas o para recons-
truir los mapas transcriptomicos de expresion génica son claros ejemplos de esta familia
de anotaciones. Para codificar estos elementos correctamente en el navegador, el bioinfor-
matico debe asignar un valor numérico a cada posicién en los cromosomas. Esta cantidad

representa la intensidad de la sefial bioldgica anotada por una maquina de secuenciacién

durante el andlisis de datos genémicos a gran escala.

Para introducir este tipo de pistas en el navegador debemos indicar explicitamente en su
encabezamiento que el tipo de pista es bedGraph. Dado que es una pista continua, es

posible modificar los mismos pardmetros de visualizacion asociados que ya estudiamos en

el caso de la subpista phastCons (p.e. auto-scale en la Figura 29).

Figura 41. Definicion basica del formato BEDGRAPH

autoScale=on|off maxHeightPixels=max:default:min

cromosoma inicio final wvalor

color=R,B,G altColor=R,G,B visibility=[hide/dense/full]

A continuacién, mostramos en formato full y dense una pista de ejemplo que produce un

pequeilo pico en la regién promotora del gen LRRTMI. El estudiante puede comprobar

alejandose y acercdandose con el encuadre como el pico es generado realmente mediante

una sucesion de valores con distintas intensidades asociados a ventanas consecutivas (bins

en inglés) del genoma.

Figura 42. Carga de una pista en formato BEDGRAPH (hg38).

track type=bedGraph name=profilel description="PROFILE"
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El formato WIG (wiggle en inglés, agitado) es una alternativa mds flexible que el formato
BEDGRAPH para representar el mismo tipo de informacién. Ahora podemos asignar in-
tensidades a intervalos de posiciones de diferente tamafio sin necesidad de especificarlas
explicitamente todas ellas. La palabra clave variableStep debe utilizarse cuando la
distancia fisica entre dos anotaciones consecutivas de nuestra pista es variable. En cam-
bio, cuando los propios datos estdn ubicados a intervalos regulares de distancia podemos
introducir la instruccién fixedStep. Cuando un cierto rango de posiciones contiguas
presenta el mismo valor, es posible resumir varias anotaciones en una unica linea mediante

la palabra clave span.

Figwra # 3 dRefieiStespethunate-WiHdmo soma

coordenada valor

variableStep chrom=cromosoma span=largo

coordenada valor

coordenada valor

Ahora procedemos a cargar una pista en formato WIG para anotar una hipotética fun-
cién de probabilidad asociada a la localizacién del final de transcripcién de nuestro gen

LRRTM] (utilizamos dos modos distintos de visualizacion).

Figura 44. Carga de una pista en formato WIG (hg38).
browser position chr2:80301877-80304752

browser hide all

browser pack refGene
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Los archivos WIG pueden convertirse
en ficheros BIGWIG, que ocupan
notablemente menos espacio, con las
utilidades de UCSC.

fixedStep chrom=cromosoma start=inicio span=largo step=paso

track type=wiggle 0 name=TES1l description=TES1l color=50,/150,50

visibility=2

track type=wiggle_0 name=TES2 description=TES2 color=50,(150,50 visibility=1
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1.6. El navegador genémico UCSC: grupos de pistas propios

La integracién de nuestras propias pistas de datos en el navegador otorga gran flexibilidad
a nuestros andlisis. No obstante, una vez el usuario comienza a dar de alta nuevas pistas,
el bloque de custom tracks puede crecer y ser dificil localizar y gestionar nuestros propios
datos. Para evitar estas situaciones, el propio navegador UCSC implementa dos mecanis-
mos para que sea factible agrupar nuestros catdlogos de pistas para compartir con nuestro
entorno de trabajo. En un extremo, vamos a ver que resulta extremadamente sencillo gene-
rar nuestras propias superpistas para ser gestionadas de forma inmediata en el visor grafico

como una sola unidad. Por otro lado, aunque requiera una mayor complejidad técnica,

también es posible disefiar nuestros propios bloques de pistas.

A continuacién hemos creado una nueva superpista constituida por la pista de conserva-
cién phastCons y la pista de medicién del contenido en GC del genoma. Para ello, primero
hemos accedido al constructor de colecciones de pistas en el enlace My Data->Track Co-
llection Builder. Después, hemos buscado y seleccionado en la parte izquierda de la pan-
talla ambas pistas, para afiadirlas a la nueva superpista que se va configurando en paralelo
en la parte derecha seguin nuestras elecciones. Cuando regresamos al visor principal ambas

pistas aparecen agrupadas juntas unidas por el marco comun de color gris a su izquierda.

Figura 45. Creacion y manejo de una superpista con el navegador UCSC.

El marco gris a la izquierda de las
pistas constituye un acceso alternativo
a la pantalla de configuracion de
cualquier pista.
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Una vez generada la superpista podemos acceder a su pantalla de configuracién conjunta
donde es posible editar los atributos graficos de forma conjunta o separada en funcién de
nuestras necesidades. Simultdneamente un nuevo bloque de pistas aparece en el menu prin-
cipal para integrar esta superpista al catdlogo actual de pistas de nuestra sesioén de trabajo.
Ademads de mostrarse de forma separada, en funcién del tipo de pistas propias que afia-
damos, es posible configurar también el modo en que ambas anotaciones se superpongan

visualmente con la caracteristica Merge method (método de fusidn en inglés).

Figura 46. Creacion y manejo de una superpista con el navegador UCSC.

Como hemos visto con anterioridad en la Tabla 5, el navegador UCSC ofrece una serie de
bloques de pistas predefinidas con anotaciones mapadas sobre la version del genoma en
la que estamos trabajando. A pesar de que el repertorio inicial de pistas es voluminoso, es
cierto que a menudo es preciso trabajar con datos generados especificamente por consor-
cios especializados en determinadas caracteristicas gendmicas. Para acceder a estos nodos
de pistas externos podemos utilizar el botén track hubs debajo del visor grifico princi-
pal. En la pantalla de seleccién de nuevos bloques de pistas se mostrara el inventario de
completo bloques para su interrogacién. En el siguiente ejemplo vamos a activar el nodo
de pistas asociadas al recurso primario EPD (Eukaryotic Promoter Database). Para incluir
este nuevo bloque en el navegador debemos proceder a conectarlo. Es importante activar el
track hub en la misma versién del ensamblado que estamos visualizando en nuestra sesién

de trabajo actual. Aqui seleccionaremos el ensamblado hg38 para el recurso EPD.

Figura 47. Activacién de un nuevo nodo de pistas en el navegador UCSC.
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Una vez efectuada esta conexion el bloque de pistas de EPD pasa a formar parte de nuestra
sesion de trabajo. Esto significa que podemos visualizar cualquiera de sus pistas en la
pantalla principal del navegador. En este caso (ver Figura 48), las pistas generadas por la
base de datos EPD incluyen informacién de secuenciacion masiva ttil para anotar con alta

precision el inicio de transcripcién de los genes humanos.

Figura 48. Visualizacién de un nuevo nodo de pistas en nuestro navegador UCSC.

1.7. El navegador genémico UCSC: el navegador de tablas

En las secciones anteriores hemos visto que el navegador gendmico UCSC ofrece un po-
tente interfaz grafico para interactuar con los elementos anotados a lo largo de los cromoso-
mas. Si bien esta metodologia de trabajo es enormemente titil en multitud de escenarios, no
es menos cierto que en determinadas situaciones el usuario de estas aplicaciones necesita
trabajar con las anotaciones de las pistas de forma global para extraer nuevas conclusiones
en forma de estadisticas o nuevas pistas. Internamente, los datos empleados para cons-
tuir las pistas que visualizamos en el navegador estdn almacenadas dentro del servidor de
UCSC en forma de tablas. En este contexto, una tabla es un fichero de texto asociado a una
pista cuya informacion estd estructurada en filas (anotaciones) y columnas (atributos de
dichas anotaciones) que es gestionado por un software denominado administrador de base
de datos. El navegador de tablas enmascara la complejidad técnica de esta implementacién

informatica, facilitando el acceso a la informacién genémica mediante un interfaz grafico

amigable.
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El estudiante puede acceder a la aplicacién Table browser (en inglés, navegador de tablas),
desde el enlace Tools (herramientas en inglés) situado dentro de la barra de mend supe-
rior de color azul. En la pantalla principal debemos elegir en primer lugar el genoma y
la version del ensamblado. A continuacion seleccionamos la pista de trabajo que vamos
a interrogar y el tipo de andlisis que precisamos realizar (seleccién, comparacion, etc.).
Finalmente, una vez hemos configurado el formato de salida (output format en inglés),
procederemos a ejecutar la accidn presionando el botdn get output. Los resultados pueden
obtenerse en forma de fichero de texto o dar lugar a nuevas pistas que serdn reintegradas
al inventario actual de nuestra sesion de trabajo. A continuacién trabajaremos con la tabla
UCSC RefSeq genes perteneciente a la superpista NCBI RefSeq sobre la region del

genoma donde se ubica nuestro gen de interés LRRTM 1.

Figura 49. Pantalla principal del navegador de tablas.

Si ejecutamos la pregunta (query en inglés) por defecto obtendremos el listado completo
de genes anotados por RefSeq y sus isoformas con todas sus caracteristicas. Aunque di-
cho listado pueda resultar obviamente interesante para ser analizado por otros programas
informadticos, resulta conveniente seleccionar solamente alguno de los atributos de la pista
para facilitar su lectura en pantalla cuando estamos visualizando directamente los datos.
Para ello debemos cambiar el formato de salida de la opcién all fields from primary and
related tables a la opcion selected fields from primary and related table (en inglés, mostrar

todos los campos de las tablas o seleccionar inicamente algunos, respectivamente).

Figura 50. Opciones de formato de salida del navegador de tablas.

El usuario puede reubicar las pregunta
utilizando nombres de elementos
anotados en la pista también.

Durante cualquier andlisis podemos
presionar el botén summary/statistics
para obtener en pantalla el nimero
total de elementos que coinciden con el
filtro actual.

Los resultados son visualizados por
pantalla por defecto, pero el usuario
puede modificar este hecho para
recuperar un archivo de texto tabulado
con toda la informacion.
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Figura 51. Listado filtrado de los transcritos anotados por RefSeq en la regién del gen
LRRARTMT (a 1 de Septiembre de 2022).

#chrom strand txStart txEnd exonCount name2
chr2 + 79512933 80648863 18 CTNNA2
chr2 + 79512933 80648863 17 CTNNA2
chr2 + 79513050 80648780 19 CTNNA2
chr2 + 79523182 80648863 18 CTNNA2
chr2 = 80301877 80304752 2 LRRTMI

Ademads de la generacion de listados de genes, el bioinformadtico puede emplear esta aplica-
cién para descargar las secuencias de distintos elementos génicos para su posterior analisis
computacional con otros programas informaticos. Por ejemplo, en el marco de la investiga-
ci6n sobre diferentes catdlogos de genes, es posible extraer sistemdticamente la secuencia
de uno o varios tipos de diferentes clases de regiones de estos (p.e. la region codificante
para proteina de todos los genes o su posible regién promotora de la transcripcion). Tam-
bién podremos obtener las secuencias en formato FASTA agrupadas en un tnico fichero o

separadas por gen o por tipo de caracteristica para llevar a cabo un analisis bioinformatico

posterior.

Figura 52. Extraccién sistematica de secuencias del navegador de tablas.
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El mismo navegador de tablas permite ejecutar facilmente multiples acciones que invo-
lucren varias pistas (e.g. calcular intersecciones o correlaciones). Por ejemplo, podemos
utilizar esta herramienta para calcular la correlacion entre las anotaciones servidas por el
proyecto RefSeq y por el consorcio GENCODE. El cédlculo de solapamiento entre ele-
mentos se realizard posicién a posicidn tanto para caracteristicas discretas (p.e. exones)
como valores continuos (p.e. dos réplicas del mismo experimento de secuenciacion a gran

escala).

Figura 53. Calculo de correlaciones con el navegador de tablas.

1.8. El navegador genémico UCSC: distribucién local de ficheros

UCSC sirve anotaciones para un vasto conjunto de genomas de distintas especies. Como
hemos visto a lo largo de estos materiales el acceso interactivo al navegador gréfico ofrece
multitud de posibilidades al investigador. No obstante, para ejecutar protocolos de ana-
lisis bioinformadtico a gran escala involucrando miles de genes resulta mas conveniente
obtener una copia local de la distribucion de los genomas estudiados. El enlace Genome
Data en el menu superior del navegador permite el acceso a la pagina que contiene la
coleccién completa de especies organizadas por grupo taxonémico (Figura 54). Una vez
elegido un organismo, podremos descargar libremente en nuestro ordenador los mismos
ficheros de texto que son precisamente interpretados por el interfaz grafico de UCSC cuan-
do trabajamos con el visor principal (secuencias y anotaciones). En cualquier distribucién
de un genoma en particular encontraremos basicamente la siguiente informacion (Figura
55): (i) el conjunto completo de cromosomas de esta distribucion (Genome sequence
files), (ii) el conjunto de datos de un cromosoma en particular (Sequence data by
chromosome), (iii) las anotaciones de cada pista mostrada por el navegador grafico en
ficheros individuales (Annotations), (iv) los ficheros de conversion entre distintas ver-
siones (LiftOver files)y (v) las comparaciones con otros genomas (Pairwise
alignments/Multiple alignments). Cada enlace nos abre el acceso a un nuevo

directorio para escoger los ficheros deseados.
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are also available via the Genome Browser FTP server. For

directory. To query and download data in JSON format, use

schema" button in the Table Browser. Previous versions of

Public Hub species found here.

Human
Mouse
Mammals
Other vertebrates
Deuterostomes

— Insects

Nematodes

F|g%§{§§_{b§§é}§ﬂ}§g9§5‘s pftDLi3eAGRERFBIS B Ye Septiembre de 2022).

Other downloads
* Genome sequence files and select annotations (2bit,

To view restrictions specific to a particular data set, cl

Downloads

access to

the most recent assembly of each genome, see the current genomes

our JSON

API. To view descriptions of annotations, use the "describe table

certain

data are available from our track archive. For data hosted in Public

Hubs the files exist on external sites, with GenArk (Genome Archive)

All tables in the Genome Browser are freely usable for any purpose

except as indicated in the README.txt files in the download directories.

ick on the

corresponding download link and review the README text. These data
were contributed by many researchers, as listed on the Genome Browser

credits page. Please acknowledge the contributor(s) of the data you use.

GTF, etc)

* Sequence data by chromosome

* Annotations

* SNP-masked fasta files

* LiftOver files

* Pairwise alignments

* Multiple alignments

* Patches

* Data archive

El conjunto de secuencias de nucleétidos de los cromosomas en cada genoma estd empa-
quetado en un unico archivo comprimido. En la Figura 56 podemos ver el contenido una
vez descomprimido de la distribucién hg38 del genoma humano, centrando nuestro inte-
rés en acceder a la secuencia del cromosoma 17. Para ello, hemos procedido a descargar
y desempaquetar el fichero hg38.chromFa.tar.gz, visualizando despues el fichero
chrl7. fa presentado en formato FASTA. La carpeta Annotations contiene todas las
pistas utilizadas por el interfaz grafico del navegador UCSC (mostramos una pequefia parte
de éstas en la Figura 57). En particular, el fichero refGene. txt .gz que contiene las
anotaciones de cada gen humano segtn el consorcio RefSeq, es procesado por UCSC para

generar la pista grafica RefSeq Genes para cada version del ensamblado:

También estan disponibles las
secuencias enmascaradas de cada
cromosoma, filtrando las regiones de
baja complejidad.

Junto con la version estandar de cada
cromosoma es habitual encontrar
también fragmentos de secuencias
alternativas de cromosomas o sin
ubicar exactamente todavia.
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Figura 56. Descarga de los cromosomas humanos (hg38, a 1 de Septiembre de 2022).

hg38.chromFa.tar.gz 2014-01-23 17:18 938M

hg38.chromFa/

chrl0.fa chrld4.fa chrl8.fa chr2l.fa chrd4.fa chr8.fa
chrll.fa chrl5.fa chrl9.fa chr22.fa chr5.fa chr9.fa
shl27fa chrl6.fa chrl.fa chr2.fa chr6.fa chrM.fa
chrl3.fa chrl7.fa chr20.fa chr3.fa chr7.fa chrX.fa

AGTGAGGAGTAAACTGAAAACAGGCCTGATTGTCCTTTTTGTAGTGGAAA
AAATTGAGCTTTTATTAGAAGGCAGCCTGGACTGGTTGTGTCACCTCCTA
ACCTCAGATGCCAGCTCACCAGATGAGTTTCACCGTGACCTAAGCCACAT
CCTTGGGATACCTCAGAGGTATTATTATTTTTTGTCAAAATGTTTTTTAT
AGCTATTATAATGATTTTCTCTGATTGCAAAAATAAGTGCTTGACTAGAG
TGACTGAAAGCACACAGGCAAGAAATAAAACCACCCGTGATTTTACCACT
CACTGTGGTCATGTCAGTAGTTTTTCCTAGCATCTGTCTTATTTTTATTA
TATTCTGTCCTCTGTTGAATTCCCTGCCTTTTGTTTTCCCCCCAGACGGC
GTCTCACTCTGTGGCCCAGGCTGGAGTACAGTGGCGCAATCTTGGCTCAC
TGCAGCCTCCACCTCCCAGGTTTAGGCAATTCTCCTGCTTCAGCCTCCTT
AGTAGCAGGGACTACAGGTGCACACTACCACACATGGCTAATTTTTGTAT
TTTTAGTAGAGAAGGGTTTTCACCATTTTGGCCAGGCTGGTTTCGAACTC
CTGACCTCAAGTGATCCACCCACCTCGGCCTCCCAAAGTGCTAGGATTGT
AGGCGTGAGCCACCGTGCTGGGTCTGAATACCCTGCTTTTTGAAGCTTCG
TGTGGTATCATGAGCAGCCTCTGTGTGCGCGTGTTTAGGAGGTTGTGGCG
TGACGCCAGCCTGAACTCATCCCCTCAAGGACATCTGCAGAAGCAGCGTG
AATGTTCTCCCCATGCCCCTGCCTGTGCCGTGTCTAGTTCAGGAAACACA
Figur€ £%dreg Bichigeg de anotaciones ¢g0liGSQ $ofch@d r50Ger2, LK .

affyGnflh.txt.gz 2015-05-11 01:50 596K
refGene.sql 2020-08-17 18:56 1.9K
refGene.txt.gz 2020-08-17 18:56 8.3M
xenoRefSeqgAli.sql 2020-08-17 19:17 2.1K

xenoRefSeqAli.txt.gz 2020-08-17 19:17 1™
1197 NM 178839 chr2 - 80301877 80304752 80302250 80303819
80301877,80304151, 80303878,80304752, 0 LRRTM1 cmpl cmpl (

Cada linea del fichero refGene . t xt contiene la anotacién suministrada por RefSeq para
un transcrito concreto. Las formas alternativas del mismo gen estan codificadas en lineas
distintas. Recomendamos precaucidn para interpretar las anotaciones de genes codificados
en la hebra negativa de la molécula de ADN. En estos casos, las coordenadas iniciales y
finales de las anotaciones deben intercambiarse para tener en cuenta este hecho (el campo
ndmero cinco contendria el final del gen y el campo niimero seis el inicio). Una conversion
similar deberia realizarse con las coordenadas de cada exén individualmente. El terminal
de la plataforma LINUX es el método mds eficiente para analizar distintas pistas de ano-
taciones de forma sistemdtica. A continuaciéon mostramos la descripcion de los atributos
pertenecientes a cada registro de este fichero (tomando como ejemplo la linea de la anota-

cién correspondiente al gen LRRTM I mostrada en la anterior Figura 57).

chrY. fa
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Tabla 7. Atributos del gen LRRTM1 en refGene.txt (a 1 de Septiembre de 2022).

1 1197

2 NM_178839

3 chr2

4 _

5 80301877

6 80304752

7 80302250

8 80303819

9 2

10 80301877,80304151,
11 80303878,80304752,
12 0

13 LRRTM1

14 cmpl

15 cmpl

16 0,-1,

Identificador interno

Cédigo asignado por RefSeq
Cromosoma

Hebra

Inicio del transcrito

Fin del transcrito

Inicio de la regién codificante

Fin de de la region codificante
Nimero total de exones

Coordenadas iniciales de los exones
Coordenadas finales de los exones
Puntuacion

Nombre comtn abreviado del gen
Anotacion del inicio del CDS (completa)
Anotacion del fin del CDS (completa)

Pauta de lectura de los exones

1.9. El navegador genémico ENSEMBL

ENSEMBL es otro navegador ampliamente extendido que estd gestionado por el Instituto

Europeo de Bioinformdtica (EBI) en Hinxton (Reino Unido). ENSEMBL también sirve las

anotaciones en forma de pistas que pueden mostrarse u ocultarse dentro del visor gréfico.

El usuario puede cargar sus propias pistas en ENSEMBL para integrarlas junto con la

informacién convencional. La plataforma ENSEMBL produce también desde sus origenes

su propia anotacion génica de referencia, colaborando intensamente con varios consorcios

para la curacién manual de estos datos. Como se aprecia en la Figura 58, para acceder a

la anotacién de un gen el usuario debe seleccionar primero la distribucién apropiada del

genoma para introducir posteriormente su nombre en la caja de bisqueda.

Figura 58. Accediendo a las anotaciones en ENSEMBL: pantalla principal.
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Figura 59. Accediendo a las anotaciones en ENSEMBL: versién hg38.

ENSEMBL fue pionero en presentar la informacion sobre los genes y los transcritos de
forma estructurada. Los genes, como unidades que agrupan mdltiples ARN mensajeros,
reciben un identificador con las iniciales ENSG (ENSEMBL gene), mientras que los di-
ferentes productos de éste, transcritos y proteinas, poseen sus propios codigos ENST y
ENSP, respectivamente. Es posible acceder a toda la informacién recopilada sobre cada
gen o visualizar la secuencia de éste en pantalla (Figura 60). ENSEMBL reconstruye dina-
micamente el visor gendmico en el momento de la actualizacion. A medida que desplaza-
mos el puntero de nuestro ratén sobre ciertas secciones de la imagen, aparece un resumen
de la informacién asociada a cada pista (incluyendo enlaces hacia otras bases de datos).

ENSEMBL genera igualmente imagenes para impresion en formato de alta calidad.

Figura 60. Anotacién del gen LRRTM1 en ENSEMBL (a 1 de Septiembre de 2022).

Tanto UCSC como ENSEMBL sirven
sus propias anotaciones junto con un
conjunto de pistas comunes
proporcionadas por otros recursos. La
anotacioén génica de cada navegador
puede encontrarse como una pista mas
de datos en el otro programa.

Para modificar el inventario de pistas el
usuario debe presionar el botén
Configure this page (en inglés,
configurar esta pagina).
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BIOMART es una de las utilidades mas potentes d¢ ENSEMBL. Esta aplicacién combina
registros de numerosas fuentes con el objetivo de extraer nuevo conocimiento sobre los
genes y otras pistas de anotaciones almacenadas en su base de datos. Como se aprecia en la
Figura 61, la pantalla de BIOMART est4 dividida principalmente en dos dreas claramente
diferenciadas: el mend (a la izquierda) y la zona de trabajo (ocupando la mayoria de la
pantalla). El usuario debe en primer lugar establecer un genoma de referencia para trabajar

sobre éste. La unidad de trabajo en BIOMART es el conjunto de genes de dicho genoma

(denominado Dataset en el mend, Figura 61).

Figura 61. El interfaz de trabajo de BIOMART: opciones de filtros.

Inicialmente, podremos realizar operaciones sobre todos los transcritos anotados por EN-
SEMBL en el genoma seleccionado (68324 ARN mensajeros en la distribucién GRCh38
del genoma humano, a 1 de Septiembre de 2022). Para actualizar la cifra total de genes
de trabajo, debemos presionar el botén Count tras definir un nuevo filtro sobre los datos.
Cuando hemos finalizado con el filtrado, mantenemos en el drea de trabajo precisamente
el grupo de genes que cumplen con todos los criterios especificados. En ese instante, jus-
to antes de generar los resultados, es necesario realizar la seleccion de los atributos. Una
vez terminados los procesos de filtrado y formateado de los resultados, debemos utilizar el

botén Results para recibir el archivo final.

Dado que las acciones que podemos
hacer empleando BIOMART o el
navegador de tablas de UCSC son
ligeramente diferentes, recomendamos
que el estudiante realice practicas
intensivas con ambos.
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Figura 62. El interfaz de trabajo de BIOMART: opciones de atributos.

BIOMART exhibe siempre una vista preliminar mds reducida de la informacion solicitada.
De este modo, el usuario puede introducir cambios en las preguntas realizadas sobre el
catdlogo de genes sin necesidad de descargar completamente en cada ocasion el fichero

final de resultados (Figura 61).

Figura 63. El interfaz de trabajo de BIOMART: previsualizacién de resultados.

Los usuarios de ENSEMBL tienen a su disposicién numerosos tutoriales, paginas de ayuda
e incluso peliculas con ejemplos ilustrativos (con su propio portal de acceso en YouTube).

Para cada funcién también existe especificamente un manual de asistencia propio.

1.10. Portales genémicos del cancer

- La secuencia del genoma de un individuo posee diferencias con el genoma de otro or-
ganismo de la misma especie. - Las variantes genomicas pueden ser puntuales SNP o en
bloque CNV - Mientras los SNPs pueden coincidir en regiones funcionales con poca pro-
babilidad y su potencial consecuencia se estudia por estudios de asociacion (GWAS) -
Cada vez mas se asume que los CNVs conteniendo genes completos implicados en deter-
minadas funciones pueden ser responsables del cancer (Referencias Frontiers Genetics 13
May 2021 31 cancer subtypes). Por ejemplo, aumento de copias de CNVs con oncogenes

o disminucion de CNVs de genes supresores de tumores
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Captura de pantalla de UCSC con SNPs y CNVs Captura de pantalla en Ensembl (tabla)?
Caja apuntando a la asignatura Fundamentos de Biologia Molecular

TEXTB: En paralelo con la identificacion de diferencias entre individuos, se esta pres-
tando mas relevancia al sesgo en el tipo de polacion humana para la que existen estudios
genomicos. Referencia Nature 2022 Feb

Todo esto hace que ademas de los navegadores genomicos que suministran anotaciones so-
bre la secuencia modelo de cada organismo, existan navegadores especificos para recuperar

informacion en terminos de variabilidad genomica y en el contexto del cancer.

TCGA DepMap
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Resumen

Durante este capitulo hemos introducido los conceptos fundamentales sobre la navegacion
gendmica. Trabajando con el servidor genémico UCSC hemos aprendido a configurar el
programa, manipular las pistas de anotaciones e integrar nuestros propios datos para ser vi-
sualizados dentro del mismo entorno grafico. El estudiante también se ha familiarizado con
los diferentes ficheros que constituyen la base de cualquier distribucién genémica. Final-
mente, como alternativa a los sistemas de andlisis basados en la plataforma LINUX, hemos
mostrado como manipular estas informaciones facilmente para extraer nuevo conocimien-

to, utilizando herramientas web como el navegador de tablas de UCSC o BIOMART.
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Actividades

1. Busca en la Red la revista cientifica Nucleic Acids Research. En su interior, explora el

contenido las dltimas ediciones especiales sobre bases de datos y servidores web.

2. Selecciona un gen humano cualquiera con el navegador UCSC. Después, abre el nave-
gador ENSEMBL para visualizar el mismo gen. Ahora, explora en paralelo las anotaciones

disponibles para este gen en ambos servidores.

3. La herramienta Liftover de UCSC es extremadamente Util para los bioinformadticos.
Explora qué operaciones realiza, como funciona y prueba su eficacia sobre la anotacién
concreta de un gen humano cuyas coordenadas hayan variado entre dos versiones de este

genoma.

4. Aprende a crear una pista propia en formato BED para mostrar una caja artificial de
1000 nucleétidos de longitud en color rojo, concretamente en la posicién 1000000 del cro-
mosoma 21 del genoma humano (version hgl9). Ahora crea una pista WIG en las mismas
coordenadas para representar un elemento artificial que posee un valor de diez unidades
durante los primeros 300 nucleétidos, un valor de veinte unidades en los siguientes 400

nucledétidos y un valor de diez unidades nuevamente en los dltimos 300 nucleétidos.

5. Activa las pistas de conservacién entre vertebrados, elige un gen humano constituido
por cinco o mds exones y estudia el patrén de conservacion filogenética en las diferentes

regiones de este gen (exones, intrones, regiones codificantes, regiones no traducibles).

6. Dentro de la version de UCSC para servir datos del proyecto ENCODE, activa una su-
perpista que contenga multiples modificaciones de histonas y visita este paisaje gendmico

a lo largo de un cromosoma humano concreto.
7. Inspecciona el navegador de modENCODE e intenta reproducir la Figura ??2.

8. Con UCSC, realiza la descarga de la tltima distribucién del genoma humano y crea

un DVD que contenga la secuencia de sus cromosomas y las anotaciones mas relevantes.

9. En el marco de la dltima distribucion del genoma de la mosca de la fruta, abre el nave-
gador de tablas de UCSC y calcula la correlacion existente entre las anotaciones servidas
por los consorcios FlyBase y RefSeq. Visualiza casos concretos de anotaciones divergentes

y valora los resultados obtenidos.

10. Utiliza el navegador de tablas de UCSC para extraer las regiones promotoras de todos
los genes humanos (longitud: 500 bps). Emplea el programa BLAT sobre un gen en cada

hebra de ADN para validar que la descarga haya funcionado correctamente.

11. Utiliza la herramienta BIOMART de ENSEMBL para recuperar los identificadores de

aquellos genes cuya forma ort6loga entre humano y raton estd documentada.
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Ejercicios de autoevaluacion

1. Enumera qué dos tipos de informacion definen cada distribucién de un genoma.

2. Define cudl es la principal misién de un servidor genémico.

3. Enumera qué informaciones pueden emplearse para localizar una regién del genoma.
4. ; Qué es una pista de datos en el contexto de un navegador genémico ?

5. Describe el procedimiento habitual para acceder a una regién genémica con un servi-
dor de genomas como UCSC o ENSEMBL.

6. Enumera las opciones bdsicas para configurar la visualizacién de un navegador.
7. ( Qué opciones posee habitualmente el usuario para mostrar una pista ?

8. Enumera cinco bloques de opciones en los que se agrupan las pistas de datos en el

navegador genémico UCSC.
9. Define qué es el recurso RefSeq.

10. ; Graficamente, cOmo se representan los exones u otros elementos genémicos anotados

sobre una pista en cualquier navegador genémico ?

11. Describe el contenido de un fichero FASTA.

12. ; Cuadl es la funcion del programa BLAT ?

13. Enumera qué informaciones necesitamos obtener para crear nuestra propia pista.
14. Explica la principal diferencia entre los formatos BED y WIG.

15. Define el concepto de superpista (existente en el navegador UCSC para ENCODE).
16. Define las funciones principales del navegador de tablas de UCSC.

17. BIOMART: define el protocolo de uso de esta herramienta para extraer anotaciones.
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Solucionario

1. La secuencia del genoma y las anotaciones a lo largo de los cromosomas de éste.

2. Un servidor gendmico proporciona herramientas para navegar a través de las anota-

ciones de los genomas.

3. Las coordenadas dentro de un determinado cromosoma, el nombre de un gen, el nom-

bre de una proteina, una secuencia similar.

4. Una pista contiene una serie de anotaciones sobre cierto elemento biolégico ubicado

en determinadas regiones del genoma.

5. Primero, introducimos una determinada palabra clave que identifique nuestro objeto
de buisqueda. Segundo, el servidor nos muestra una lista de posibles coincidencias en varias
pistas de datos. Tercero, escogemos una pista para que el servidor construya una represen-
tacion grafica de la region seleccionada. Cuarto, utilizamos los botones de desplazamiento
y diferentes enfoques para configurar esta vista. Quinto y dltimo, visitamos los detalles de

las anotaciones pinchando con el ratén sobre las pistas.

6. Podemos desplazarnos por una region, acercarnos o alejarnos a ésta o invertir la se-

cuencia junto con sus anotaciones en la otra hebra de la molécula de ADN.

7. El conjunto de anotaciones proporcionadas por una pista de datos puede mostrarse

compactado en una Unica linea o desplegarse en varias lineas del visor.

8. Los bloques de opciones mas comunes son Mapping and Sequencing Tracks, Phenoty-
pe and Disease Associations, Genes and Gene Prediction Tracks, mRNA and EST Tracks,

Expression, Regulation, Comparative Genomics, Variation and Repeats.

9. RefSeq es un consorcio publico de anotacion de productos génicos que fundamental-

mente produce anotaciones de calidad evitando informacién redundante o errénea.

10. Los exones son representados en forma de cajas, mientras que los intrones se indican
con una linea que une dos exones contiguos. Otras anotaciones pueden mostrarse tam-
bién de este modo o exhibiendo una cierta distribucién continua de valores a lo largo del

genoma.

11. Una secuencia FASTA posee dos tipos de informacién: (a) la cabecera, que posee el
simbolo ”>", contiene informacién para clasificar el fichero; (b) la secuencia, a continua-

cion, en forma de lineas de longitud fija (generalmente, 60 caricteres).

12. El programa BLAT busca secuencias practicamente idénticas a una suministrada por

el usuario, generalmente con el objetivo de identificar su ubicacién exacta en el genoma.

13. Para crear una custom track recomendamos dotar a la pista de (a) instrucciones para el
navegador sobre la ubicacién de la region anotada, (b) instrucciones sobre la configuracién

de la visualizacion de la pista y (c) las coordenadas de nuestras anotaciones en el genoma.
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14. El formato BED (Browser Extensible Data) es 1til para representar anotaciones en el
genoma que poseen un inicio y final concretos (e.g. exones). El formato WIG (WIGgle),
por contra, es mds adecuado para mostrar anotaciones continuas de una cierta caracteristica

del genoma.

15. Una superpista realiza una superposicion grafica de varias pistas de datos (general-

mente en formato WIG), integrandolas en una tnica linea del visor genémico.

16. El navegador de tablas permite comparar los datos de diferentes pistas para calcular

intersecciones, correlaciones o extraer informacion adicional a partir de éstas.

17. Con BIOMART podemos aplicar sucesivamente varios tipos de operaciones (filtrar,
seleccionar atributos y combinar con otros conjuntos de datos) para delimitar claramente

la fraccion de las anotaciones que deseamos recuperar.
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