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 Tema 2: alineamientos pareados y blusqueda de homélogos en
bases de datos

« evolucién de secuencias y clasificacion d e mutaciones

eindeles y gaps

« alineamientos globales (Needleman-Wunsch) vs. locales (Smith-Waterman);

« matrices de costo de sustitucion, penalizacion de gaps y cuantificacion de la similitud;
« evaluacién estadistica de la similitud entre pares de secuencias ;

< escrutiniode bases de datos mediante BLAST; Busquedas a nivel de DNA vs. AA;

«la familia BLAST e interpretacidn de resultados de bisqueda de secuencias homoélogas
« practicas: uso de NCBI BLAST en linea

Biolnfo aplicada a estudios de ecologia y sistematica

molecular de bacterias, UFLA, Lavras,

MG, Brasil,
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Protocolo basico para un analisis filogenético de
secuencias moleculares

Tema 2:
alineamientos
pareados, busquedas

de homélogos en Jl * BLAST y FASTA
bases de datos

Coleccion de secuencias hondlogas

Alineamiento mdltiple de secuencias
ﬂ « Clustal, T-Coffee, muscle...
Anédlisis evolutivo del alineamiento y seleccién del modelo de sustitucion nmés ajustado
ﬂ « tests de saturacion, modeltest,
Estima filogerética
ﬂ * NJ, ME, MP, ML, Bayes ...
Pruebas de confiabilidad de la topologia inferida

« proporciones de bootstrap
J:J, probabilidad posterior ...

Interpretacion evolutiva y aplicacion de las filogenias

Alineamientos pareados y busqueda de homdlogos en bases de datos

Los alineamientos pareados son la base de lo métodos de bluqueda de
secuencias homoélogas en bases de datos

< Sidos proteinas o genes se parecenmucho a lo largo de toda su longitud asumimos
que se trata de proteinas o genes homoélogos, es decir, descendientes de un mismo
ancestro comin (cenancestro).

«Por ello unade las técnicas mas utilizadas para detectar potenciales homélogos en
bases de datos de secuencias se basa en la cuantificacion de la similitud entre pares
de secuencias y la determinacion de la significancia estadistica de dicho parecido.
Estas magnitudes son las que reportan los estadisticos de BLAST.

(... truncado)
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Homologia entre secuencias de DNA y proteina:
conceptos y terminologia basica

< Alo largo de la evolucién las secuencias descendientes de otra ancestral van acumulando
diversos tipos de mutaciones. Estas son mutaciones puntuales o reorganizaciones geno-
micas, que puedeninvolucrar inserciones , deleciones, inversiones, translocaciones o du-
plicaciones, mediados por distintos mecanismos de recombinacién (homéloga e ilegitima)

« Cualquier andlisis filogenético y/o evolutivo de secuencias moleculares require de un alinea—
miento para poder comparar sitios homélogos entre las secuencias a estudiar. Paraello se
escriben las secuencias en filas una sobre la otra, de modo que los sitios homdlogos quedan
alineados por columnas. Cadasitioo columna del alineamiento correspondea un caracter,

y los nt o aa que ocupan dichas posiciones representan los distintos estados del caracter

-
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Homologia entre secuencias de DNA y proteina: Homologia entre secuencias de DNA y proteina:
conceptos y terminologia béasica tipos de mutaciones en secs. codificadoras de proteinas

« Cuando por eventos de insercién o delecién (indeles) las secuencias homoélogas presentan
distintas longitudes, es necesario introducir “gaps” en el alineamiento para mantener la

correspondencia entre sitios homdlogos situados antes y después de las regiones afectadas secuencia pos. codén 123

por indeles. Estas regiones se identifican medianteguiones (-). Los indeles no se distribu- ancestral codones ATGIGTITTT GATGCA

yen aleatoriamente en las secuencias codificadoras. Casi siempre aparecen ubicados AA M Cc F D

entre dominios funcionales o estructurales, preferentemente en bucles (loops) que conec- especie A / — ‘eEpecif B
tan adichos dominios. Esto vale tantopara RNAs estructurales (tRNAs y rRNAs) como secuencias ATG T;T — (tAT GCA ATG —==TTC GAC GCA
para proteinas. No suelen interrumpir el marcode lectura. derivadas MoT E H oA M = D A

(evolucionadas) o L .
e sinénimas y delecién en marco
sinonima
especie C ATG TGT ITT- G AT GCAX
M C L M X
delecion fuera de marco

» Todas las mutaciones en 22 posiciones resultan en sustituciones no sinénimas

« A mayor distancia genética (evolutiva) entreun par de secuencias, mayor ser & el nimerode * 96% de mutaciones en 12 posiciones resultan en sustituciones no sinénimas
mutaciones acumuladas. Dependiendo del tiempo de separaciénde los linajes y la tasa « Casi todas las sustituciones sindnimas ocurren en las 3% posiciones
evolutivadel locus, puede llegar a ser imposiblealinear ciertas regiones debido a fenémenos « las deleciones o inserciones en secs. codificadoras de aa sucedengeneralmente
de saturacién mutacional. Las regiones de homologia dudosa deben de ser excluidas de un en miltiplos de tres nt; de no ser asise generan cambios de marco de lectura
anélisis filogen ético corriente abajode lamutacién, con frecuenciagenerando un pseudogen no funcional

Programacion dindmica: algoritmo de Needleman-Wunsch

Homologia entre secuencias de DNA y proteina: ! ¢
y alineamientos pareados globales

alineamiento y tipos de mutaciones

i 0s.codon 123
secuenual Eodones ATG TGT TTT GAT GCA Un valor de puntuacion es escogido para cada tipo de sustitucion (par de residuos o
ancestral AA _M _C _F _D _A aln. de residuo contra un gap). El setcompleto de estas puntuaciones conforman una
D matriz de ponderaciones o puntuaciones (scoring matrix), de dimensiones S (i j)

. . . r e r . L . . . . .
alineamiento de especie A ATG TI-\:\l TIr CRT%CA Existen muchas definiciones del score de un alineamiento, pero la mas comun es simplemente
sitios homdlogos especie B ATG _:_1 'I‘I'IC :fsA:IC ¢CA la suma de scores o puntuaciones para cada par de letras alineadas y pares letra-gap, que

T
1

para tres secs. T I conforman el alineamiento.
especie C  ATG 'I1LGT TT- IGA[I' GCA  cambio de marcode
ti_ i t:/ ti_ lectura !!! posible

Transiciones (ti) purina - purina pseudogen. Asi, para la matriz de sustitucién siguiente y un w lineal de 5, calcula la puntuacion del

siguiente alineamiento

aA—C
Age—»6GC
« existen4 tipos de ti y 8 de tv - AGECT AGA\CTAGI I AC

A 10 -1 -3 -4
T i ) .
bac b ran;:l/irff:;i( ) « las tasas de sustitucién de ti (a) son G -1 7 -5 -3 (:C;A\ G’A‘(I;T
cG AT b or generalmentemucho mas altas que las c 3 5 Score = -3+7+10-3x5 +7-4+0-1+0 = 1
de tv (b)
T

CcG
Transiciones (ti) pirimidina - pirimidina
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Programacién dinamica y la generacion de
alineamientos pareados (globales y locales):
dot plots y visualizacién de la similitud entre secuencias

Sec.2 W2

«las 2 secs. representanlos dos ejes

de lagrafica -
* se pone un punto dondeambas coinciden
-
« la diagonal més larga representa la re-
gion de mayor identidad
«el camino 1 es el preferido al ser el mas -
parsimonioso (implica menos cambios)

C G 1 [: & 1 T
« la diagonal cruzada revela un !Jalindrome-: Sec.1

alineamiento diagonal 1 alineamiento diagonal 2

- gap
secuencia 1: ATGCGTEGTT secuencia 1: ATG - - CGTCGTT

g 111 |11
secuencia 2: ATGCGTGT secuencia 2: ATGCGTCGT

Biolnfo aplicada a estudios de ecologia y sistematica

molecular de bacterias, UFLA, Lavras,

MG, Brasil,
Nov.2007

Programacion dinamica y la generacion de
alineamientos pareados (globales y locales):

dot plots y visualizacion de la similitud entre secuencias

secuencia 1: AT(XGT T
secuencia 1: ATGCGTCGTT [N

secuencia 3: ATCCGTCAT

secuenci a 3:

« la diagonal cruza celdas vacias, correspondientes
a posiciones con distintos estados de caracter

alineamientos pareadosy factores de penalizacion afines para gaps

« Dado que un sélo evento mutacional puede insertar o eliminar varios nucleo6tidos de una
secuencia, un indel largo no debe de ser penalizado mucho mas que otro mas corto ubicado
en la misma regién de un gen. De ahi el usode factores de penalizacion afines para gaps
(affine gap penalties or costs), que cobranuna penalidad relativamente alta por abrir un
gap y una penalidad mas baja por cada posicién sobre la que se extiende

« La calidad de un alineamiento dependeen gran medida de losvalores de apertura y

extension de gap elegidos.

penalizacién de gaps simple (w)

Q.

[

>

)

S . ’
S penalizacion afin de gaps
a -

8 w=g + hl
S -~ !

< ///

tg -
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N -7
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e -

longitud del gap
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T - L
« se pueden alinear dos secuencias aleatorias postulando alm
unacombinacién de sustituciones y gaps L
- [
L]
« se puede calcular el “costo” de un alineamiento contando
el nimero de sustituciones (s) y gaps (g ), o una funcién de
ellos: p.ej.: D =s + w,dondew es un factor de penaliza- 1 - - &
cion (FP) para la creacion de gaps (gap penalty) & / i
dondeparaw = 1 abrir un gap cuestaigual que una sustitucion ik g com T C&TT
w = 2 cuesta el doble un gap que unasustitucion
Se empleanvalores bajos de w si pensamos abundaron indeles en la hist. evol. de las secs.
egeneralmentew = g + hl, donde | es la longitud del gap, g es un FP de aperturadel gap,
y hes el FP paraextender el gap. Estos son FP afines. La formula es muy flexible al per-
mitir un control independiente del nimero y longitud (I) de los gaps mediante gy h
Programacién dindmica y la generacién de
alineamientos pareados (globales y locales)
« Pares de secuencias pueden ser comparadas usando alineamientos globales y locales,
dependiendo del objetivo de la comparacion.
Un alineamiento global fuerza el alineamiento de ambas secuencias a lo largo de toda
su longitud. Usamos aln. globales cuando estamos seguros de que la homologia se extiende
a lo largo de todas las secuencias a comparar. Este es el tipo de alineamientos que generan
programas de alineamiento multiple tales como clustal, T-Coffee o muscle.
(a}
HGOVERGER I T IMECEQCRTVENGGNEETEPN GERTGJAPGYSYTARARENE-~-GT ats)
D EGt +F gc T t K+ Er L CEE G A GH¥YH nN Gt
J=DARBEGEAVE ECHTCHRAD RO P AL VR EATT AR FTY SFLEIHEOEACL ol

TGO TIMEY LA PR I P - ————— ~GTENTFVEIREREERADT. TATLERATHE {0
AW H 4+ TL 4R ¥ TR F + 4R D& AYL AT +
57  WTUENIIAYLFOPRAYLERFLITRGOADEATGE TRNTT - ELARDOCRRDVAAYL-~KTLE 114

Alineamiento global éptimo del citocromo C humano (105 residugs, SWISS-PROT acc. PO0001)
y citocromo C2 de Rhodopseudomonas palustris (114 resduos, SWISS-PROT acc. PO0090).

La matriz de puntuacién o ponderacioén (“scoring matrix) empleada fue BLOSUM62,
con costo de gaps afines de -(11 + k). La puntuacion del alineamiento global es de 131,
usando el algoritmo de Needleman-Wunsch.




Tema 2: Alineamientos pareados y busqueda de

Biolnfo aplicada a estudios de ecologia y sistematica
homdlogos en bases de datos mediante BLAST

molecular de bacterias, UFLA, Lavras, MG, Brasil,
Nov.2007

Programacion dindmica y la generacion de

Programacién dindmica y la generacién de
alineamientos pareados (globales y locales)

alineamientos pareados (globales y locales)
Un alineamiento local sélo busca los segmentos con la puntuacién més alta.

Se usa por ejemplo en el escrutinio de bases de datos de secuencias debido a que la homo-
logia entre pares de secuencias frecuentemente existe sélo a nivel de ciertos dominios, pero
no a lo largo de toda la secuencia (estructura modular de proteinas; genes discontinuos
intrones -exonesm; barajado de exones ...).

BLAST y FASTA buscan alineamientos locales con alta puntuacion (HSPs 6 high -scoring pairs)

(b}

« Saul Needleman and Christian Wunsch (1970). A general method applicable to the search for
similarities in the amino acid sequence of two proteins, J Mol Biol. 48(3):443-53.

http://en.wikipedia.ora/wiki/Needleman-Wunsch_algorithm

Estealgoritmo es un ejemplo de PD y garantiza encontrar el alineamiento global

1221 BCOHAILENISF8 I8P CgRVELLGR TG S0 TLLAAFLALL-~ - —~NTECELQIDOVE de puntuacion maxima
0 + #+ 45 ++ G+ ¢ LHG HGEGER AL 4L T GEI D6
13 G L VG Y B L LR VLA LN GRS G S GRS L C AATLEG I LPAEYROTAGE T LADGET
1274 DS T TTme MR HAF GETEOKVF TSI TP RENLOFYEOWEDOE TWEVADEY 327 * Smith TF, Waterman MS (1981). "Identification of Common Molecular Subsequences™.
=2 Ty T BAF 4 A g et e [ T Journal of Molecular Biology 147: 195-197.
71 VEPRCALRO IR ATIHIHFREAERFL < mm FEHHTHARETCLALGEFADDA 116
GRSV TROF P GELOF VLV LGE VT S RGN L ARG VL AN T LLIIRPSANLIeY | 375 http://en.wikipedia.org/wiki/Smith-Waterman_algorithm
L+ IR VL +8# 4 G H +A +¥L ++ ++ HER+ LD ¥

L A AT T L T T LY Algoritmo de PD que garantiza encontrar el alineamiento local de puntuacién maxima
Alineamiento local éptimo del regulador de conductancia transmembranal de fibrosis cistica
de humano (1480 residuos, SW1SS-PROT acc. P13569) y la protena transportadora de Ni

i . i { ) - . . . . N .. PP
dependiente de ATP de E. coli (253 residuos, SW1SS-PROT acc. P33593) « Ver material suplementario 1: algoritmos de programacién dindmica de NW y SW
La matriz de puntuacién o ponderacién (“scoring matrix) empleada fue BLOSUM62,
con costo de gaps afines de -(11 + k). La puntuacion del alineamiento local es de 89,
usando el algoritmo de Smith-Waterman.

Programacion dindmica: Notas préacticas sobre el uso de los Similitud entre pares de secuencias de AA
algoritmos de Smith-Waterman y Needleman-Wunsh.

Alineamientos globales vs. locales « El alineamiento de aa difiere del de nt en dos aspectos fundamentales:

- . . . . 1.- Existen més “simbolos” en el alineamiento de aa (20) que de nt (4)
« Aunque muy similares desde el punto de vista mecanistico, ambos tienen propiedades y

aplicaciones muy diferentes. Por ejemplo, si queremos alinear dos genes eucaridticos muy
divergentes esperar iamos que la estructuray secuencia de exones esté relativamente
conservada, si bien los intrones habrén sufrido muchos eventos de indel.

2.- El alineamiento no consiste simplemente en alinearresiduos de tal manera que la mayor
cantidad coincida, ya que hay que considerar los posibles caminos mutacionales mediante
los cuales un aa es sutituido por otro

« Los exones tal vez sdlo representen el 1-5% de la secuencia de estos genes. Por ello si
queremos usar una estrategia de alineamiento global el resultado seguramente sera
desastroso desde un punto de vista biolégico. Muy posiblemente las regiones ex6nicas
homélogas no se alineen. Ello se debe a que su contribucion a la puntuacién (score) del
alineamiento es minimo dado su reducido tamafio relativo.

Cys (UGU) > Tyr (UAU) 1 subst. en la 2a. pos del codén

Cys (UGU) > Met (AUG) 3 subst. Una en cada posicién del codén

Por lo tanto alinear Cys con Tyr es 3 veces menos costoso que alinearla con Met

s6lo recuperaremos aquel aln. local con la puntuacién més alta.

« En cambio un algoritmo de aln. local sipodréa identificar y alinear correctamente a las

regiones exo6nicas homélogas. Pero usando implementaciones como las vistas en el ejemplo

« Estas limitaciones de los algoritmos clésicos de SW y NW han sido eliminadas en las mul-
tiples variantes que existen de los mismos para distinto propésitos (BLAST, Clustal, etc).

© Pablo Vinuesa 2007, vinuesa@ccg.unam.mx;
http://www.ccg.unam.mx/~vinuesa/

« En el alineamiento de nt generalmente se valora un“match” como +1 y un
“mismatch” como -3 (en NCBI BLAST), o como +5/-4 en WU-BLAST, es decir, los nt se
consideran idénticos o distintos). Esto, unido a las penalizaciones de gap, define el costo
de un alineamiento dent

« Los alineamientos de protenas se basan generalmente en una matriz empirica de costo
de sustitucion, derivada de la comparacién de secuencias alineadas. Estas matrices
empiricas reflejan someramente los caminos mutacionales.
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Similitud entre pares de secuencias de AA

* Las matrices empiricas de sustitucion
entre AAs no reflejan necesariamentelas
relaciones quimicas entreellos. Se

trata de una definicion puramente

estadistica basada en el anélisis de

frecuencias empiricas de sustituciones

observadas en alineamientos de secs.

con un grado de divergencia definido

« Cada score de la matriz representa la

A ¢ D B P O H I X L M N P B8 T VY WY i 0
Al rroEIELEE PR RET AN tasa de sustitucion esperada entre un
€ B -3-8-2-3-)-1-3-1-1-3-3-1-3-1-1-2-2-2 .
L e e e e par de AAs. Por tanto, los scores de los ali-
F 6-3-1 0-3 0 0-3-4-3-3-2-2-11 3 . d | d 1.
& E&-2-4-3-4-3 0-2-2-2 0-2-3-2-3
L GEAE g i 0g neamientos pareados evaluados con estas
1 432 1-d-a-i-a-za 3-a- ) . ’ . ;
Fo8-3-1 9-11 2 9-1-2-3-2 matrices reflejan la distancia evolutiva
L 4 2 -3 -3 -2 -2 -2 -] 1-2-1
M 5-2-2 0-1-1-1 1-1+- . .
RN R existenteentre las secuencias.
° 5 1
R 5

=| =2 = Es importante notar que los scores son

4
< adob
= eddledds
‘
&
&
A~

4-3-1 evolutivamente simétricos al no conocerse

Matriz BLOSUM62

la direccién del cambio evolutivo.

Similitud entre pares de secuencias de AA

Table 2 - The log cdds matrix for BLOSUM 62

* Matrices de sustitucién de AAs

| ad A cDEFGEIKEL X
- 4 0-2-1-2 0-2-1-1-1 -2
0g-odds scores Ac. 9 -3 -4 -2 -3-3-1-3-1 -2
z 6 2-3-1-1-3-1+4 -3

B 5-3-2 0-3 1-3 -2

r 6§-3-1 0-3 0 K

8 6 -2 -4-24 -3

Pap H 8 -3-1-3 2

s(@b)= (c) log — R 3
L 4 -

a'b * =

=

s (a,b) = score del par a, b

Matriz BLOSUM62

P =verosimilitud de la hipdtesis a testar; frecuencia esperada o
diana, probabilidad con laque esperamos encontrar a y b apareados en un alineamiento
multiple. Se estima a partir de observaciones empiricas

fafy =verosimilitud de la hip6tesis nula; frecuencia de fondo, probabilidad con la que
esperamos encontrar ay b en cualquier proteina. Refleja suabundancia o
frecuencia

C =Factor de escalamientousado para multiplicar los lod scores (nimeros reales)
antes de ser redondeados a niimeros enteros, tal y como se observa en la matriz.
Los valores enteros redondeados resultantes se conocen como “raw scores”.

Similitud entre pares de secuencias de AA

Table 2 - The log odds marrix for BLOSUM 62
24 @_" 13539438 Céalculo de “scores crudos’
=3 -1 =1 =3 =3 -3 -3 -1
1.3 -3 1-1 a-2 0-1
@-z 2 a4-12 00
T OF=A8 = =% = = pab
-2 -1 -3 ¢-2-2-2 90 -
5 -3 2 1-20 0- s (ab) = (c) log —
! sii'ﬁ'i'i'i'é 2 fo
5 =
L 2 =3 =3 =2 -2 =2
¥ 5-2-2 0-1-1
w 6-2 0 0 1
P 7-1-2-
Q 510
E 51
8 4
T
f v
Matriz BLOSUM62

« . Porqué difierenlos valores entrediferentes sust. conservativas, por ej. L/L y W/W?

p, =0.0371, p,,, =0.0065 Las frecuencias de fondo jueganun papel muy importante
Cuanto mas raro es un AA, menos frecuente sera que se

f_=0.099, f,=0.013 encuentre apareadoconsigo mismo por azar

« , Porqué se castiga mas un apareamiento A/L (chico y alifatico/alifatico) con respecto a uno

K/E (+/-)? _ _ B
Py =0.0044  f =0099, f,=0.074

Puw =0.0041  f, =0.058, fg =0.054

Alineamiento pareado de proteinas: matrices de costo BLOSUM

Matrices BLOSUM de sustitucién de aa
Henikoff, S., Henikoff, J. G., and Pietrokovski, S. 1999. Blocks+: a non-redundant database
of protein alignmentblocks derived from multiple compilations. Biocinformatics 15: 471-479.

« Las matrices BLOSUM estéan basadas en la base de datos BLOCKS+ de proteinas alineadas;
BLOcks SUbstitution Matrix (http://blocks.fhcrc.org). Son matrices empiricas.

« Las series de matrices BLOSUM se derivaron de alineamientos sin indeles (BLOCKS)
de protenas considerando s6lo pares de alineamientos que no divergieran méas de un
umbral determinado, por ej. un minimo de 62 % de identidad, para calcular las frecuencias
diana o esperadas de lamatriz BLOSUMG62. Para estos alns. se calcula la razén entre el
nimero de pares de aa observados en cada posicién y el nimero de pares esperados de las

frequencias globales de los aas, expresando los resultados como log;o X ?

< Para evitar sesgos en las matrices porsobrerepresentacion de secuencias muy similares, se
reemplazaron aquellas con similitud > a un umbral dado por un solo representante o por un
promedio ponderado (BLOCKS+).

*La matriz BLOSUMG62 es la actualmente favorecida para la mayoria de las aplicaciones
por su buen rendimiento empirico y ha reemplazado a las matrices de Dayhoff (PAM)

© Pablo Vinuesa 2007, vinuesa@ccg.unam.mx;
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Alineamiento de proteinas; selecci dn de matrices de ponderacion - Alineamiento de proteinas. selecci6n de matrices de ponderaci 6n -
CoNsej 0s practicos consgj os précticos para la identificaci 6n de homalogos
Distancias observadas

« Las matrices PAM fueron derivadas de las secuencias de proteinas disponibles a finales de vs. evolutivas (PAM) entre prots.

los 60s y ppios. de los 70s. Erauna base de datos muy reducida y estaba sesgada a proteinas

N B - . L . . :2‘. Diferencia % obs. Dist. evol. PAM
chicas , globulares e hidrofilicas ! Al carecer de suficientes homdlogos con diversos niveles “-‘—; Zona de
de divergencia evolutiva tuvieron que emplear supuestos tedricos (extrapolacién) para 2 “penumbra” ; é
- . .z z - . - sz S
obtener las matrices de sustitucion para prots. mas distantes (mediante exponenciacion) n 10 11
a ‘ 15 17
- las matrices PAM son una pobre eleccién para alinear (o buscar en las bases de datos) | gg ;g
proteinas con dominios hidrofébicos (p. ej. dominios transmembrana) ’ = . “ 40 56
Pam value 50 80
* Qué matriz escoger en funcioén del nivel de divergenciaesperada 60 112
70 159

(potencial de mira retrospectiva en tiempo evolutivo)

« A medida que el nivel de divergencia entre pares 80 246 < 2 penumbra
de protenas alcanza el valor de PAM250 8 328 P
. N X . X . ~20% identi mienz r i i i i
% identidad PAM BLOSUM mira retrospectiva en tiempo evolutivo (= 20% identidad), comienzaa ser dudosa su * A medida que el nivel de divergencia
relacién de homologia, pudiendo tratarse de evolutiva entre pares de proteinas
. secuencias que presentan ciertogradode si- i : : iemi
20-50 % 250 45 homélogos en la zona de penumbra o e e e e e incrementa (distancias PAM) disminuye
50- 75 % 250 62 ortdlogos y parélogos en superfamilias® AAS sinf“ares en ambas secuengias " el nimero de diferencias observadas,
75- 90 % 160 80 ortdlogos y parélogos en familias? debidoa fenémenos de reversion
90- 99 % 40 90 orto6logos muy cercanos . (homoplasia). Por tanto, sino se cuenta
« Al entrar en esta zona de penumbra, es esencial con evidencia estructural, el analisis
1Superfamilias de proteinas contienen diversas familias de proteinas con =30% identidad entre ellas cons_lderar informaci én adlcmngl, particularmente filogenético de proteinas debe restrin-
2Familias de proteinas contienen secuencias con = 85% identidad entre ellas motivos eStrUCtur,alesv para vall'dar o descartar girse aaquellas con = 20% de identidad.
Estas definiciones fueron acufiadas por Dayhoff et al. (1978) una posiblerelacién de homologia Los alns. tampoco son confiables
Estadisticos de Karlin-Altschul para alineamientos locales BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

Karlin, S., and Altschul, S. F. 1990. Methods for assessing the statistical significance of molecular ) ) )
sequence features by using general scoring schemes. Proc Natl Acad Sci U S A 87: 2264-268. Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W., Myers, E. W., andLipman, D. J. 1990.
Basic local alignment search tool. J Mol Biol 215: 403-410.

Los estadisticos de Karlin-Altschul asumen 5 supuestos: .
Altschul, S. F., Madden, T. L., Schaffer, A. A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W.,

and Lipman, D. J. 1997. Gapped BLAST and PSEBLAST: a new generation of protein

1. Unscore positivoha de ser posible database search programs. Nucleic Acids Res 25: 3389-402.
2. Elscore esperadoha de ser negativo
3. Losresiduos de unasecuenciason independientes y distribuidos id énticamente Schaffer, A. A., Aravind, L., Madden, T. L., Shavirin, S., Spouge, J. L.,
4. Las secuencias son infinitamentelargas Wolf, Y. 1., Koonin, E. V., and Altschul, S. F. 2001. Improving the accuracy of
. ) ] - 9 PSI-BLAST protein database searches with composition-based statistics
5. Los alineamientos no contienen gaps and other refinements. Nucleic Acids Res 29: 2994-3005.
Los primeros dos supuestos los cumple cualquier matriz estimada a partir de datos reales.
Los tres supuestos finales son problematicos. Se han solucionado en trabajos posteriores. (T
. Esta ecuaci6n indica que el nimero de alineamientos espera- e i e e
E=Kmn -7?S dos por azar (E ) durante una busqueda de similitud en una
= e € ! > "
base de datos de secuencias esté en funcion de: = ' o 07 T 11 0 e
el tamafio del espacio de busqueda (m, n ), el score normalizado B L e
(?S ) del HSP yunaconstantede valor pequefio (k ) M 5 B MY ST ) B
o s b ERLIVAT 0 s L T W Ee Bl B s O sy W i it
E Describe el ruido de fondo (por azar) presente en matches de dos secs. 3 SR T e e L S DA
m = nimero de simbolos en la secuencia problema - e BLAST e e ]

n=nimero de simbolos en la base de datos
k 7 0.1 constante de ajustepara considerar HSPs altamente correlacionados

© Pablo Vinuesa 2007, vinuesa@ccg.unam.mx;
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Tema 2: Alineamientos pareados y busqueda de Biolnfo aplicada a estudios de ecologia y sistematica
homdlogos en bases de datos mediante BLAST molecular de bacterias, UFLA, Lavras, MG, Brasil,
Nov.2007

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

1. El primer paso para iniciar unabusqueda de BLAST es seleccionar la base de datos de 1. Abajo una bisqueda sobre genomas microbianos.

secuencias en laque se quieren encontrar los homélogos (secuencias significativamente

similares).

* Genémicas

« Secuencias no redundantes .
« Expressed sequence tags

. ELAST Fomembied S
« Protein Data Bank st . s i i VIt e A St

Bases de datos

* Environmental samples

2. El segundo paso es la seleccion del programa de blsqueda y pardmetros del mismo

«BLASTN (nt-nt),
*BLASTP (p-p), TE
*BLASTX (translated nt-p),
Progr. de busq. -

« TBLASTN (p-translated nt), .
* TBLASTX (translated nt - translated nt) "u
*PSl1 y PHI BLAST (variantes de BLASTP) =z

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

1. Abajo (y paginas siguientes) una busqueda BLASTP sobre la base de datos no redundante 1. Abajo una busqueda BLASTP sobre la base de datos no redundante con valores por

defecto de los pardmetros de b (squeda

e EE——

S

Choose a BLAST program to run. b s e e
o — o — i S P TP —
. Search a ide o uging a ide guery hyhorsmatantd {1 T
nucleotide blast
- Algorithims: blastn, megablast, discontiguous megablast [re— il
P L |
o Search protein databasze using a protein gquery - §
= protein blast
protein hiast Algarithems: blastp, psi-blast, phi-blast 4 = I o P
blastx | Search protein database using a translated nucleotide guery amin [——r =" ! - T
e ! e T 5 @
e
thlastn | Search translated leotide datat using a protein guery [ET— 4
thlastz | Searchtranslated nucleotide database using atranslated nucleotide guery _::r ! '
—_ z I s .
BLANT et e s e B 85
AST 10a - . s b . e it

© Pablo Vinuesa 2007, vinuesa@ccg.unam.mx;
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Tema 2: Alineamientos pareados y busqueda de
homdlogos en bases de datos mediante BLAST

Biolnfo aplicada a estudios de ecologia y sistematica

molecular de bacterias, UFLA, Lavras,

MG, Brasil,
Nov.2007

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

* Anatomia de un reporte de NCBI-BLAST estandar

1.- Encabezado. Indica el programa
1 de BLAST y su version, con la fecha

WP B0 e T T

Request 1D

Indica la BD sobre la que se hizo la
busqueda, junto con el no. de secs

contenida en ellay el no. de carac-
teres

Indica cual fue la query y su longitud

2.- Resumen gréfico de distribucién de

o a hits con respecto a la query.
hcacts vt 18 1 o ok, S b0 e Bl

escala de color que indica el score de los
HSPs

darry

o
&

Las barras indican la distribucién de los
HSPs (coordenadas) con respecto a la
secuencia problema (query), indicando en
una escala de color el score de los alns.
medidos en bits

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

« Anatomia de un reporte de NCBI-BLAST estandar

3.Resumenes de 1 linea Indican el nombre de la sec. junto con el score mas alto
y E value més bajo encontrado para un HSP o grupo de HSPs

-]
® Gene Info
a

= Structures

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

« Anatomia de un reporte de NCBI-BLAST estandar

4. Alineamientos. Representan la parte mas voluminosa del reporte. Ademas de la
informacion estadistica, indica las coordenadas de inicio y fin de las secuencias query
y subject. Si la busqueda involucra secuencias de DNA, también se indica
direccionalidad de las hebras Q/S (plus/ plus; plus/ minus).

| B ayoglobin [Bus scrsfa)
Myoglobin
bin

[5)

| 1
1

normalized score
4 raw score
dcors = 29 t Erpect = Le-00
Idantitiee = 144/ Fomitives = L08/154 (9541, capa = @154 (04)

Clary 1 HELEDGEN LY LNVEGEVEADL IGH

LISLFEGHFET LERFORFRHIRZEDERIRARE 6D
L} FFOEFEHLESENEHEASR
HEFETISTFNEFFHIEFEDEMEASR &0

aklst 1

usry 61

Cuscy 121 PEDFGADACGAMNEALELFAEDMARMNYRELGFOG 154
PEDFEADALEAN EALELFA DA 3
JeT 121 PEOFCADACCARELALELEHKT

© Pablo Vinuesa 2007, vinuesa@ccg.unam.mx;
http://www.ccg.unam.mx/~vinuesa/

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

« Anatomia de un reporte de NCBI-BLAST estandar

5. Pie de pagina Reporta los parametros de blisqueday varios estadisticos. Los mas
importantes son: DB, T,E y lamatriz de sustitucién o esquema de puntuacién (match/

missmatch) y gap penalties empleados

All non-redundant GenBank CDS translas
L sanpl
Posted date: Mar 6, 2006 5:22 AM
Number of letters in database: 327,455,400
Number of sequences in database: 672,633

ions+POB+Gw!

rot+PIR+PRF excluding

Lankda K H - -?S
0.316  0.135  0.398 E=Kkmne
Gapped
Lambda K "
0.267 0.0410  0.140
Matrix: BLOSUMAZ 4 matriz de sustjtucion
Gap Penalties: Bxistence: 11, Extension: gap penalties

Number of Sequences: 072833

Number of Hits to DB: 3803460

Number of extensions: 145241

Number of successful extensions: 500

Number of sequences better than 10: 117 <= Evalue umbral usado = 10; HSPs con gap
Number of HSE's bet than 10 without gapping: — E value umbral usado = 10; HSPs no gap
Number of HEP's gapped:

Humber of HSB's suzczssful]} gapped: 121
Length of query: 154

Length of database: 327455400

Length adjustment:
Effective length of 3

Bffective length of : 327455400
Effective search sp 14080582200

Effective search space used: 9914550291

bable :: neighborhood word threshold score
== two- hit distance

el ‘“ 5 bltﬂ‘ <= extension attenuation parameter
%x3: 64 (24.7 bits)

8l: 41 (20.4 bits) gum aln. threshold (ungapped)
S2: 66 (30.0 bits) g aln. threshold (gapped




Tema 2: Alineamientos pareados y busqueda de
homdlogos en bases de datos mediante BLAST

Biolnfo aplicada a estudios de ecologia y sistematica

molecular de bacterias, UFLA, Lavras,

MG, Brasil,
Nov.2007

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
* Anatomia de un reporte de NCBI-BLAST estandar
6. Cladogramas o arboles de NJ o ME. Navegar por los hits en forma de arboles
Gar ssbecisd nEpsncey Calr sl Desaber ol || Toa v
LT i
e g
P -
SETR—
g - LT
b & C S " "
e

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

« RESUMEN de gapped -BLAST

«BLAST es un progrmapara blisqueda de secuencias similares a unasec. problema en bases

de datos. BLAST puedeser usado en linea o localmente.

« Existen diversos programas BLAST para comparar todas las combinaciones posibles de
secs. problema (aa y nt) con nt 0 aa DBs. (BLASTN, BLASTP, BLASTX, TBLASTN,

TBLASTX) ademas de variantes de éstos que buscan similitudes en diversas DBs

* BLAST es una version heuristica del algoritmo de Smith-Waterman que encuentra

matches locales cortos (palabras) que intenta extender en forma de alineamientos pareados

*BLAST reporta ademas informacion relativa a la significancia estadistica de los HSPs
encontrados. El estadistico fundamental es el valor de expectancia E (E-value), que indica
la tasa de falsos positivos que cabe encontrar, dada la longitud de la secuenciaproblema,
el tamafio de la base de datos exprolada, y el score normalizado del HSP, tal y como indica
la ecuacion de Karlin-Altschul E=kmne )

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

* Ver material suplementario 2: El algoritmo BLAST

« Ver material suplementario 3: PSI - BLAST
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