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Resumen: El objetivo de la comparacién de secuencias es el andlisis de la similitud entre éstas
para encontrar evidencias de homologia entre ellas. El interés del anélisis de la similitud entre varias
secuencias se debe a que las bases de datos proteicas habitualmente se organizan por familias de
proteinas. Cada familia proteica estd formada por proteinas con similar estructura, similar funcion,
o similar historial evolutivo. Una nueva proteina serda admitida en la familia si tiene simultdneamente
similitud con los miembros actuales de la familia y no sélo con una de ellas.



I INTRODUCCION

Una secuencia consiste en un conjunto ordenado de letras seleccionadas de un alfabeto. Como
ejemplos de alfabetos, podemos citar:

1. Castellano (27 letras)
2. Gallego (23 letras)

Inglés (26 letras)

L

Aminoécidos (20 letras)
5. ADN (4 letras): a,c, g, t.
Cada secuencia forma una palabra. Por ejemplo:
1. XYZSECW
2. GALLEGO
3. GATA
4. CAT

pero pueden tener distintos significados dependiendo del alfabeto. Asf, CAT significa gato (en inglés),
pero significa histidina en el alfabeto ADN.

La complejidad de un alfabeto se define como el nimero de letras diferentes que contiene.

Dispondremos de secuencias que suelen ser EST (Expressed Sequences Tags) o Marcas de
Secuencias Expresadas. Coémo se obtienen es un problema tecnoldgico y normalmente implica el
uso de un sistema laser fluorescente que lee los geles de secuenciacion. Este proceso suele estar
automatizado y a pesar de la sofisticacién, a menudo es incapaz de tomar una decisién sobre qué
base ocupa una determinada posicién en la secuencia. Cuando esto sucede, el software de asignacion
de bases inserta una base ambigua que se suele denotar por n (6 X). Estas imprecisiones son muy
importantes pero dificultan el andlisis posterior y trataremos con ellas mas adelante. Asi se tiene el
alfabeto EST

{a,g,t,c,n}

de complejidad 5.

El software de asignacion automética de bases esencialmente lo que hace es mirar los picos
fluorescentes de las cuatro reacciones de secuenciacién en una calle de gel de secuenciacion. Al
objeto de aumentar las posibilidades de encontrar picos y, por tanto, de asignar bases con precision,
se supone que las bases se asignan a intervalos regulares. Pero si las propiedades fisicas del gel, u
otras circunstancias afectan al flujo, la asignacién de bases puede no ser realmente regular y a veces
las bases son asignadas demasiado pronto (MSERCI(/)N)7 o quedan sin asignarse (ELIMINADAS -
DELETED) y puede aparecer una insercién o una eliminacién fantasma (INDEL fantasma). Esto
habra que tenerlo en cuenta en las comparaciones que vayamos a hacer.

Cabe esperar que los criterios de control de calidad usuales en un buen laboratorio mantengan
la proporcién de n’s inferior a un tanto por ciento de la longitud total de una secuencia (normalmente
menor o igual a un 5%). El principio y el final de la secuencia se pueden recortar para reducir atin
mas la ambiguedad.

En la comparacién de secuencias se permitir el uso de huecos. Por ello se introduce una nueva
letra en el alfabeto: - (hueco, o en inglés gap).

Se puede obtener una secuencia de acidos nucleicos o de proteinas en el laboratorio o bien
recurriendo a las numerosas bases de datos de acceso ptiblico y via INTERNET.



Por ejemplo, el Instituto Bioinformdtico Europeo (EBI) que forma parte del Laboratorio de
Biologia Molecular Fuopeo (EMBL) dispone de diversas bases de datos entre las que cabe citar
EMBL-Bank en su version 78 de Marzo 2004 y que puede verse en la direcciéon

http://www.ebi.ac.uk/embl/

El reciente proyecto Ensembl que trata de organizar la informaciéon de las secuencias de genomas
completos puede consultarse en

http://www.ensembl.org/

GenBank se encuentra en la pagina

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
del Centro Nacional para Informacién Biotecnolégica (NCBI).

Asi, por ejemplo la bacteria Mycobacterium Tuberculosis H37Rv tiene el nimero de acceso
BX 842583. Se puede obtener incluso el genoma completo, es decir, todo el material genético de
los cromosomas del organismo. Tiene unos 4 411 000 pb, aproximadamente 4 000 genes y un alto
contenido en guanina-+citosina. Parte de su material genético se presenta a continuacién:

1 atgtctatet gtgatcegge getgegtaat gegetacgta cectgaaact gtecggeatg

61 ctcgacacce tcgacgeeeg cetggeccaa accegeaacg gegacctggg geatctggaa

121 ttcctgeaag cgttgegtga agacgagatc geeegeegeg agtecgeege cetgacacga
181 cgattacgce gegecaagtt cgaageccaa gecacctteg aagacttega cttcactgee

241 aacccgaaac tgeeeggtge gatgttgege gatetggeeg cgetgegetg getggatgee
301 ggcegaategg tecatecteca cggeeeggte ggegteggaa aaacccatgt agecacaagea
361 cttgtccacg cegtggeeeg cegeggegge gacgtgeget tegecaaaac ctecegeatg

421 ctctecgace tegeeggegg geacgecgac cgatectgge gecaacgeat cegegaatac
481 accaagccge tegtgetcat tctggacgac ttegegatge gtgageacac cgecatgeac

541 gctgatgace tctacgaget catcagegac cgegecatea ctggeaaace getgatettg

601 accagcaacc gcgecaccgaa taactggtac ggeetgttee ccaacceegt cgtegecgaa
661 tcactcctgg atcggetcat caacaccage caccaaatce tcatggacgg acccagetac

721 cgacccecgea agagaccegg ccgeaccace agetag

con su correspondiente secuencia de aminoécidos

MSICDPALRNALRTLKLSGMLDTLDARLAQTRNGDLGHLEF
LQALREDEIARRESAALTRRLRRAKFEAQATFEDFDFTANPK
LPGAMLRDLAALRWLDAGESVILHGPVGVGKTHVAQALVHA
VARRGGDVRFAKTSRMLSDLAGGHADRSWGQRIREYTKPLV
LILDDFAMREHTAMHADDLYELISDRAITGKPLILTSNRAPNN
WYGLFPNPVVAESLLDRLINTSHQILMDGPSYRPRKRPGRTTS

Una vez que tenemos una secuencia, hay que analizarla y compararla con otras para:
1. Identificar los genes.

2. Determinar las funciones de dichos genes. Una manera es encontrar un gen (posiblemente de
otro organismo) cuya funcién se conozca y tal que ambos genes (el conocido y el que estamos
estudiando) tengan una cierta similitud en sus secuencias. Aqui topamos con el principal
concepto y la cuestion de como comparar secuencias.

3. Identificar las proteinas que intervienen en la regulacién de la expresién génica.

4. Determinar repeticiones o patrones en las secuencias.



5. Identificar otras regiones funcionales de la secuencia.

Noétese que implicitamente estamos suponiendo que cierta similitud de secuencias implica
cierta similitud funcional, pero hay que tener presente que eso no siempre es cierto.

Todas las tareas que se acaban de sefialar son COMPUTACIONALES. Dado que se estdn
produciendo continuamente secuencias, para analizar toda esa ingente cantidad de datos, esta claro
que es necesario abordarlo desde una perspectiva interdisciplinar de las Ciencias de la Computacion,
la Inteligencia Artificial, la Informatica, la Biologia y las Matemaéticas.

II ANALISIS DE UNA SECUENCIA

Aunque lo mds relevante, o al menos uno de los aspectos més impotantes, es la comparacién de
secuencias, el andlisis de una sola secuencia tambien puede aportar mucha informacién. Como
ejemplo, se presentan a continuacion las frecuencias correspondientes al M. Tuberculosis :

a: 01693 ~ 17 %
c:0.3232~32%
g:0.3304 =~ 33 %
t: 01771 = 18 %

Para un humano, tenemos las siguientes cifras:
a~3l%,cx=20%,g~20%,t~29%.

El ADN es una molécula de doble cadena. En la naturaleza los pares de bases sélo se forman
entre a y t y entre g y c. Por ello, para calcular las frecuencias s6lo hemos usado una cadena de
ADN ya que si secuenciamos ambas y debido a la complementariedad de las bases, las frecuencias
habrian sido iguales, mas que similirares.

Puede observarse que la proporciéon de a es similar a la proporcién de t y que la de g es muy
similar a la de c¢. Si se consideran las bases puricas (a , g), se puede ver que es muy similar a la de
bases pirimidinicas (¢ , t). Asf se tienen las reglas de Chargaff:

a=t,
g=¢,
at+g=c+t.

La asimetria es el cociente de a + t entre g + ¢ . Para el M. Tuberculosis vale 0.54 y en el
caso de un humano vale 1.50 . Como dato interesante, senalamos que para el cangrego de mar vale
15.67 .

En la tabla siguiente se presentan el niimero total de nucledtidos en las tres bases (sélo en las
regiones codificantes) del M. Tuberculosis. Los detalles pueden verse en los articulos [6,7]:

t ¢ a g

primera base | 216051 | 409011 | 228244 | 470868
segunda base | 269638 | 416457 | 233472 | 404607
tercera base | 217803 | 458256 | 210892 | 437223

Se tiene que en la primera base hay un total de 216 051 t de un total de 1 324 174 bases. Por
tanto, la fraccion de t en la primera base es de

216051

1324174

De esta manera se tiene la siguiente tabla de frecuencias:

=0.1632 = 16.32%.



t ¢ a g

primera base | 0.1632 | 0.3089 | 0.1724 | 0.3556
segunda base | 0.2036 | 0.3145 | 0.1763 | 0.3056
tercera base | 0.1645 | 0.3461 | 0.1593 | 0.3302

Esta ultima tabla se puede pensar como una matriz 3x4 y proporciona una interesante in-
formacion sobre el organismo considerado. Mas adelante veremos como comparar dos organismos
usando esta informacion.

Otro concepto muy interesante es el de entropia de una secuencia. Con el alfabeto ADN; si las
cuatro letras fuesen igualmente probables, se tendria la distribucién uniforme y cada letra tendria
una probabilidad de 0.25. Curiosamente, esa es la distribucién para, por ejemplo, el Aspergillus. La
férmula matematica que nos da el valor de la entropia, suponiendo que las bases que aparecen en
distintas posiciones son independientes, es

> filogs(2)

donde ¢ varfa en las letras del alfabeto, f; es la frecuencia corrspondiente y u; = 0.25, la frecuencia
de la distribuciéon uniforme. Se tiene, por ejemplo, f, = 0.1693 para el M. Tuberculosis. De esta
forma, la entropia del M. Tuberculosis es igual a 0.0693 . En términos de informacién significa
que en una secuencia de longitud 100, hay 6.93 bits de informacién extra. Asimismo, si se toma
una secuencia con una distribucién similar a la del organismo en cuestién, entonces la probabilidad
de que dicha secuencia provenga del M. Tuberculosis es 2693 = 121.9 veces més de que haya sido
generada aleatoriamente a partir de una distribucién uniforme.

III COMPARACION DE SECUENCIAS

El proceso de comparacion de dos o més secuencias es consustancial a la bioinformética. Antes de
nada, recordaremos un ejemplo médico real.

La esclerosis multiple se caracteriza por una afectacién multifocal de la mielina, principal
componente que recubre los axones nerviosos del Sistema Nervioso Central (SNC), produciendo
alteraciones neurolégicas crénicas, generalmente progresivas y de evolucién imprevisible.

Se conjeturé que algunas proteinas del SNC debian ser similares a ciertas proteinas de bac-
terianas presentes en una infeccién anterior. A fin de corroborar dicha hipotesis, se llevaron a cabo
los siguientes pasos:

- Fueron secuenciadas las proteinas de las vainas de mielina

- Se buscaron en bases de datos de proteinas secuencias de bacterias y virus similares

- Se hicieron experimentos en laboratorios para ver si los linfocitos T atacaban esas proteinas.
El resultado final fue la identificacién de ciertas proteinas de virus y bacterias que el sistema in-
munoldgico confundia con las de la proteinas de las vainas de mielina.

Aunque la etiologia de esta enfermedad continua siendo desconocida, tanto las caracteristicas
epidemioldgicas como las patogénicas sugieren la implicacién de agentes infecciosos e inmunes. Ac-
tualmente se sabe que ciertas bacterias y virus contienen proteinas con estructura similar a las que
existen en el SNC. Por ello, se postula que la infeccion por estos microorganismos activaria el sistema
inmunolodgico de forma que éste destruiria no sélo a los invasores, sino tambien a sustancias analogas
(mielina) del propio organismo.

Por tanto, si tenemos una nueva secuencia, la podemos comparar con otras ya existentes
para ver si son similares y pueden tener las mismas funciones. Si no sabemos nada sobre la nueva
secuencia, se puede iniciar una busqueda de secuencias analogas para saber, o al menos intuir, de
qué se trata. Tambien se puede hacer alguna conjetura sobre la funcionalidad de la nueva secuencia



y buscar secuencias que compartan esas propiedades. La similitud entre secuencias puede servir para
predecir la estructura 3-dimesional de una secuencia de proteinas.

El BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es un conjunto de programas de biisqueda de
similitud que exploran bases de datos de secuencias. Por ejemplo el blastn compara una secuencia
de nucleétidos contra una base de datos de secuencias de nucleétidos.

Uno de los métodos mds bdsicos para comparar secuencias es el grdfico de puntos (dotplot).
Dadas dos secuencias se construye una matriz poniendo una letra, por ejemplo una x, si los residuos
coinciden, y nada en caso contrario. Es facil de visualizar. Noétese que en un grafico de este
tipo, dos secuencias identicas se caracterizan por una linea diagonal. Por contra, dos secuencias
semejantes se caracterizan por una diagonal rota, indicando la regién interrumpida la localizacion
de desemparejamientos de las secuencias. Un ejemplo de grafico de puntos se presenta a continuacién:
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C
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a X | X
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IV ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS

El alineamiento de secuencias consiste en establecer un segmento entre ellas donde el nimero de
coincidencias sea méximo. El alineamiento puede ser simple (dos secuencias) o multiple (mds de dos
secuencias), y global o local.

Para centrar las ideas, vamos a considerar dos secuencias:

Primera secuencia: g C t gaacg

Segunda secuencia: Ct ataatc

que como puede observarse tienen dos coincidencias (en la quinta y sexta posiciones). Si se permite
la introduccin de huecos, pero sin que coincidan dos huecos, otros posibles alineamientos serian:




glc|t|lg|-|lala|-|c|g
-jlc|tlaltjajal|t]|c|-

De estos cuatro alineamientos, claramente el primero es muy malo (0 acoincidencias y ademés se han
introducido muchos huecos), el segundo es malo (sélo se han introducido tres huecos pero el ntimero
de coincidencias es 0), y el tercero no es bueno (hay una coincidencia, pero se han introducido 4
huecos), y cuando menos son peores que el alineamiento original que nos daba dos coincidencias sin
hacer nada. Por ltimo, el cuarto sélo tiene dos huecos y 5 coincidencias, por lo que parace bastante
bueno. ;Sera el 6ptimo? Puede parecer que un alineamiento es mejor (en nuestro ejemplo el cuarto)
que otro, pero jqué serd mejor? ;Un alineamiento sin huecos y con menos coincidencias, u otro con
maés coincidencias pero en el que hemos necesitado introducir més modificaciones?

i Cuéntas formas hay de comparar dos secuencias? En el ejemplo que estamos considerando
se pueden considerar todos los 265 729 posibles alineamientos e incluso decidir cuél es mejor con
respecto a un criterio fijado. Teoricamente, se puede decidir por medio de un sencillo algoritmo:

1. Considerar todos los alineamientos posibles

2. Determinar un valor para cada alineamiento (por ejemplo el nimero de coincidencias; o dar
43 puntos por cada coincidencia, -2 por cada no coincidencia y -1 por la introduccién de un
hueco)

3. Guardar el valor méximo

Sin embargo, el tiempo necesario para este algoritmo crece de una forma exagerada. Una secuencia,
moderada en longitud, contiene 200-500 pares de base. Una proteina puede ser del orden de 200-400
aminodcidos (sobre 600-1200 letras). Ndtese que para secuencias con longitudes superiores a 107, el
ntimero de posibles alineamientos es superior a 103° , niimero estimativo de la cantidad de protones
del universo [5].

Para poder encontrar un alineamiento global en un tiempo razonable, se han desarrollado
numerosos algoritmos. El més famoso de ellos quizas sea el ya cldsico algoritmo de Needleman &
Wunsch que utiliza Programacién Dindamica. Esencialmente consiste en:

1. Se define una funcién de similitud s; ; entre los elementos a alinear
2. Los indels se penalizan con un cierto peso w

Se construye una matriz (a; ;) de una fila y una columna mds que las secuencias

- W

Se inicializa la primera fila y la primera columna con ceros

5. Se va llenando la matriz, dénde los valores dependen de los inmediatamente anteriores:
aij = max {a;—1j-1+ Sij, Q-1 — W, Qi j—1 — W}

6. Una vez completa la matriz, se recupera la solucion

Vamos a volver al ejemplo. Cada coincidencia se valora con +1 punto (de manera que s; ; = 1)
y cada inserccién o eliminacién, es decir cada hueco no se penaliza (w = 0), de manera que sé6lo
valoramos las coincidencias. En la primera fila colocamos la primera secuencia y en la primera
columna, la segunda secuencia. El algoritmo nos lleva a la siguiente matriz:
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Para calcular una entrada a;; se consideran los valores que estdn inmediatamente encima a;_1 ;, a
su izquierda a;_1 ; y en la diagonal superior izquierda a;_;1 ;—1. Se mira si coinciden las letras (+1
punto) o no (0 puntos) y se aplica la regla del algoritmo. Asi, vamos a calcular los dos valores que
faltan en la matriz. Si x = a; ; entonces a;—1,j—1 = a;—1,; = a;;—1 = 5. Dado que las letras (c y ¢)
coinciden, se tiene que

r=a;; =max{b+1,5,5} =6.

Igualmente, se puede ver que y = 6.

Ahora se elige un camino: se toma la dltima entrada (en este ejemplo, la que tiene el valor y) y
se comienza a buscar un camino que maximice la funcién y que nos dara un alineamiento 6ptimo con
respecto a los pardmetros elegidos. El algoritmo recorre los vecinos de la entrada (arriba, izquierda
y diagonal superior izquierda) y se selecciona el que presente el valor mds alto (si hay un empate, es
posible obtener diferentes caminos y por tanto diferentes alineamientos para las mismas secuencias).
En nuestro caso, un posible camino es el que se presenta a continuacién (senialado con *):

g ¢ t g a a ¢ g

0*|0*| 0 0 0 0 0 0 0

c| O 0 |1*] 1 1 1 1 1 1
t| 0 0 1 |2%| 2 2 2 2 2
al 0 0 1 2 | 2% ] 3 3 3 3
t] 0 0 1 2 | 3%| 3 3 3 3
a| 0 0 1 2 3 4% 4 4 4
a| 0 0 1 2 3 4 | 5| 5 5
t] 0 0 1 2 3 4 | 5| 5 5
c| O 0 1 2 3 4 5 | 6% | 6%

Empezando por la esquina superior izquierda y hasta llegar a la esquina inferior derecha, si vamos
hacia la derecha (—), se incluye una letra de la primera secuencia y un hueco en la segunda secuencia,
si vamos hacia abajo (), se pone un hueco en la primera y la letra correspondiente de la segunda;
si se va en diagonal (), se ponen las letras correspondientes de ambas secuencias. De esta manera
se obtiene el alineamiento

que, con nuestros pardmetros, y segin el algoritmo de N&W es éptimo (5 coincidencias).



Hay que notar que el algoritmo de N&W es global. Un algoritmo local es, por ejemplo, el de
Smith-Waterman que puede consultarse en los libros de Lesk (2002) y de Attwood y Parry-Smith
(2002).

No podemos terminar sin mencionar que hoy en dia practicamnete todo anélisis de secuen-
cias involucra un alineamiento multiple de aquellas secuencias que presumiblemente son homélogas
a la secuencia problema. Algunos programas bien conocidos para el alinemaiento multiple son
CLUSTAL-V y CLUSTAL-W. A pesar de que el alineamiento miltiple se puede ver como una gen-
eralizacién del alineamineto de dos secuencias, la complejidad crece exponencialmente con el niimero
de secuencias por lo que hay que recurrir a nuevos métodos y todos ellos requieren una gran demanda
computacional.

V COMPARACION DE GENOMAS

La comparacion de genomas completos no es una cuestién trivial ya que cada organismo posee un
numero diferente de bases. Como ya dijimos, el del M. Tuberculosis tiene unos 4 millones de bases
y el de un humano unos 3 000 millones.

La comparacién se ha de hacer con una medida cuantitativa de su similitud o su diferencia:
A mayor similitud, menor diferencia y, reciprocamente, a menor similitud, mayor diferencia. Vamos
a comparar las frecuencias correspondientes al M. Tuberculosis con las del Escherichia coli que se
detallan a continuacién (ver [6]):

t ¢ a g

primera base | 0.1605 | 0.2420 | 0.2600 | 0.3374
segunda base | 0.3116 | 0.2286 | 0.2846 | 0.1752
tercera base | 0.2619 | 0.2568 | 0.1831 | 0.2981

Para ello lo més adecuado es recurrir al concepto matemaético de distancia o métrica. Recientemente
se ha introducido una nueva métrica (ver la demostracién en el articulo [4]) para la comparacién de

genomas completos:
> i lai; —bijl
d(A, B) = 9
> max{a;;, bi;}
donde a; ; es la entrada ij de la matriz de frecuencias correspondientes. Por ejemplo, para los dos
organismos citados, A = M. Tuberculosis y B = E. Coli,

ailp = 01632 5 b24 = 01752 5 \an — b11| = 00027 , max {a32, b32} = 03461,
de forma que

d(M . Tuberculosis, E.Coli) = d(A, B) = gi;;g =0.2483.

Se puede hacer un analisis similar con los dinucleétidos.
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