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Resumen

Se desarrolld una aplicacion de software de analisis de secuencias bioldgicas. Este incluye
funciones basicas relacionadas con el flujo de informacion genética, tales como: Replicacion,
secuencias invertidas, transcripcion, transcripcion inversa y traduccion. La aplicacion GCMP
(Siglas en inglés de “Programa Manipulador del Codigo Genético’) contiene una implementacion
del algoritmo de alineamiento global, Needleman-Wunsch, tanto para proteinas como para ADN.
También se implemento el algoritmo Smith-Waterman para comparacion de pares de secuencias
o de una secuencia con una base de datos (BD) local. Dicha BD contiene el genoma de 21
microorganismos procariotas, ademas de los siguientes eucariotas: Homo sapiens, Mus musculus,
Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, y Pan troglodytes. Los alincamientos locales
encontrados en la BD pueden ser redirigidos directamente por el programa hacia un visualizador
de genes en Internet. El método de busqueda separa los genomas de la BD en cadenas del doble
del tamafio de la secuencia a comparar, y ademas solapa partes de dos cadenas consecutivas con
el proposito de realizar una comparacion exhaustiva. GCMP consta de una interfaz grafica
amigable, escrito el lenguaje de programacién Python.

Palabras claves: Alineamiento de secuencias, bioinformatica, genémica.

Abstract

We have developed a software application for biological sequence analysis. The program
includes basic functions related to the genetic information flow, such as: Replication, inverted
sequences, transcription, reverse transcription and translation. GCMP (Genetic Code
Manipulating Program) contains a global alignment implementation, the Needleman-Wunsch
algorithm, for proteins as well as DNA. The Smith-Waterman algorithm was also implemented,
which allows pairwise sequence comparison or a local database (DB) search. This DB includes
genomes of 21 prokaryote microorganisms, as well as the following eukaryotes: Homo sapiens,
Mus musculus, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, and Pan troglodytes. Local
alignments found in the DB can be redirected by the program to an internet gene viewer. The
search method splits genomes in strings twice the size of the query sequence, and it also overlaps
consecutive string fragments with the intention of performing an exhaustive comparison. GCMP
possess a friendly graphic interface, it is written in the programming language Python.
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1. Introduccién

La bioinformatica representa un area nueva,
creciente e interdisciplinaria de la ciencia
que usa enfoques computacionales para
responder preguntas biologicas (Mount,
2004). Esta disciplina tiene aplicaciones
notorias en campos tan diversos como:
sistematica, taxonomia, biologia molecular,
bioquimica, evolucién, biomedicina, entre
otros.

La secuenciacion del primer genoma de un
organismo de vida libre, el de la bacteria
Haemophilus influenzae (Fleischmann et al.,
1995), marco el advenimiento de la era
gendémica en biologia. Posteriormente, mas
de 400 procariotas han sido objeto de la
misma clase de proyectos, asi como también
varios eucariotas, entre los que se
encuentran: La mosca de la fruta Drosophila
melanogaster (Adams et al., 2000), el
nematodo Caenorhabditis elegans (C.
elegans Sequencing Consortium, 1998), la
levadura Saccharomyces cerevisiae (Cherry
et al., 1997), la planta Arabidopsis thaliana
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000), el
ser humano (Lander et al., 2001; Venter et
al., 2001).

La gran cantidad de informaciéon genética
recopilada en las bases de datos, proveniente
de los proyectos de secuenciacion y otras
investigaciones, necesita ser analizada para
llegar a conclusiones tutiles. Con este fin, se
han desarrollado una variedad de algoritmos
para el analisis de secuencias (Needleman &
Wunsch, 1970; Smith & Waterman, 1981;
Gotoh, 1982; Altschul et al., 1990). El
alineamiento de secuencias es uno de los
problemas mas importantes de la
bioinformatica, ya que este procedimiento
tiene numerosas aplicaciones, desde la
identificacion molecular, pasando por la
dilucidacion de las relaciones evolutivas de
los organismos hasta el descubrimiento de la
funcién de nuevos genes.

Existen dos clases de alineamiento. EI
primero es el alineamiento global, el cual
consiste en comparar dos 0 mds secuencias
buscando patrones de caracteres que estén en
el mismo orden y que ademds, incluyan la
totalidad de éstas. En segundo lugar, los
alineamientos locales son regiones de
similitud pero, a diferencia del alineamiento
global, consisten de subsecuencias que
contienen la  mayor densidad de
coincidencias.

Aunque  existen muchos  programas
disponibles en servidores en Internet para la
busqueda en bases de datos (Lipman &
Pearson, 1985; Altschul et al., 1990), estos
sitios se congestionan como consecuencia
del intenso uso por los usuarios.

Por ello, esta investigacion se propuso
desarrollar una aplicacion de software capaz
de realizar busquedas de secuencias en una
base de datos local. Ademas, el programa
también permite realizar una multitud de
tareas relacionadas con genética molecular.

Para mejorar la legibilidad y la eficiencia en
el mantenimiento del coédigo fuente, se
escogid un lenguaje de programacion con
dichas prestaciones.

2. Materiales y Métodos

La aplicacion (GCMP, siglas de “Genetic
Code Manipulating Program”™) fue escrita en
Python 2.4, cuyo intérprete emplea los
paquetes wxPython 2.7 y NumPy 1.0. Este
lenguaje de alto nivel le otorgd al programa
portabilidad entre los sistemas operativos
Linux y Windows.
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Tipo de '
) Funcion
secuencia

Obtener la cadena
complementaria de

ADN

Obtener la cadena

complementaria
ADN _ _
invertida

Obtener la secuencia

invertida

Transcribir la

secuencia a ARN

Obtener la cadena de
ADN complementaria

ARN (cADN)

Traducir la secuencia

a proteina

Generar posible
] secuencia de ARN
Proteina )
codificadora

aleatoriamente

Tabla 1. Funciones del programa relacionadas con el
flujo de informacion genética para distintas
secuencias.

La funcion de traduccién de secuencias de
ARN (Tabla 1) estuvo basada en el codigo
genético universal, mientras que la
simulacion de los procesos de obtencion de
la cadena complementaria y transcripcion se
hicieron  siguiendo las  reglas  de
apareamiento de bases de Watson-Crick
(Watson & Crick, 1953). La generacion de
una posible secuencia de ARN codificadora
fue escrita con la ayuda de un modulo de la
Biblioteca de Referencia de Python, la cual
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emplea el generador de  numeros

pseudoaleatorios Mersenne-Twister.

El programa contiene implementaciones de
los algoritmos de programacion dindmica
Needleman-Wunsch (Needleman & Wunsch,
1970) y Smith-Waterman (Smith &
Waterman, 1981) para alineamientos de
pares de secuencias, asi como busqueda en
bases de datos.

Las secuencias de ADN de la base de datos
local se almacenaron en formato FASTA.
Los genomas disponibles localmente
pertenecen a 21 microorganismos
procariotas de importancia cientifica (Tabla
2) y a los siguientes eucariotas: Ser humano
(Homo sapiens, 3.000 Mb), un nematodo
(Caenorhabditis elegans, 100 Mb), el ratén
(Mus musculus, 3.000 Mb), la mosca de la
fruta (Drosophila melanogaster, 122 Mb) y
el chimpancé (Pan troglodytes, 3.000 Mb).

También se implement6 una funciéon de
busqueda que reconoce secuencias para las
enzimas de restriccion EcoRI, BamHI vy
HindIII.

2.1 Algoritmo de Needleman-Wunsch

Dadas las secuencias a = aja...an
(secuencia de busqueda, en el caso de
busqueda en bases de datos) y b = bjb,...b,
(secuencia de base de datos), donde n > m,
se crean dos matrices (M y P) de m+1 filasy
n+1 columnas. Los recorridos dentro de una
matriz representan todos los posibles
alineamientos, permitiendo a cada letra
emparejarse con una letra igual o distinta en
la otra secuencia, asi como también hacerla
coincidir con un gap (representado con el
simbolo “-°).
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Oreanismo Tamaio del
g genoma (Mb)
Clostridium tetani 2,87
Corynebacterium
. 33
glutamicum
Clqmldla 1,08
muridarum
Escherichia coli 4.64
Desulfovibrio
. 3,7
vulgaris
Mlcoplas_ma 0.82
pneumoniae
Nanoafchaeum 0.49
equitans
Nltrobacter_ 5,01
hamburgensis
Pseudomonas 6.3
aeruginosa ’
Psych rqbacter 2.65
arcticus
Mycobacterium 5.5
avium ’
Methqnococpus 1,66
maripaludis
Leptospira ) 3.92
borgpetersenii
H.aemophllus 1.83
influenzae
Halobacterium sp. 2,57
Erthrobacter 3.05
litorales
Caulobacter 4,02
crescentus
Bdellqwbrlo 378
bacteriovorus
_ Bac_lllus _ 422
licheniformis
Bz_icn_lus _ 5.8
thuringiensis
Bacillus subtilis 4,21

Tabla 2. Genomas de microorganismos procariotas
disponibles en la base de datos local de GCMP.

El algoritmo Needleman-Wunsch
(Needleman & Wunsch, 1970) encuentra el
recorrido Optimo dentro de la matriz

calculando valores para cada una de las
celdas. La primera fila y la primera columna
de la matriz se computan de acuerdo con las
siguientes relaciones:

M(0, 0) =0
M(0,i)=-i*d (1)
M(],0)=-j*d

El valor del resto de las celdas se calcula de
la siguiente forma: dada una penalizacion d
para la insercion de un gap, una penalizacion
S para comparacion de bases distintas y una
puntuaciéon t para comparacion de bases
iguales, el valor de la celda M(i,j) (Excepto
para las celdas de la primera fila y la primera
columna) se determina segun las siguientes
relaciones recursivas:

/F(i-l,j-l)*' s(ai, by)
(Bases iguales o
distintas)

M(i,j) = maX< FGi-1,j)-d
(Introduccion de gap
en secuencia b)

F(@,j-1)-d
(Introduccion de gap
\_en secuencia a)

2

El méximo de las tres ecuaciones es
escogido y colocado en la celda respectiva.
Simultaneamente, ¢l valor de la celda
correspondiente de la matriz P es asignado
dependiendo del maximo escogido para la
matriz M. Si se decide emparejar dos bases
iguales o distintas, el valor 2 serd
almacenado en la matriz, lo cual significa
que el movimiento en M debe ser diagonal.
En cambio, si el maximo correspondi6 a la
asignacion de un gap a la base de la
secuencia b, 6 a, se almacenara un tres, 6 un
uno, en la matriz P, respectivamente.
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La construccion de las secuencias alineadas
es llevada a cabo rastreando en reversa M,
desde la parte inferior derecha hasta la
superior izquierda, empleando como guia la
matriz P, de acuerdo con las reglas descritas
antes.

2.2 Algoritmo Smith-Waterman.

Este algoritmo constituye una modificacion
del método Needleman-Wunsch (Smith &
Waterman, 1981), con el proposito de
encontrar subsecuencias bioldgicas en lugar
de alinear la totalidad de las secuencias
(alineamiento global).

Los cambios al algoritmo Needleman-
Wunsch consisten en rellenar la primera fila
y la primera columna de M con ceros. Las
otras celdas son tratadas tal como se explic
antes, con la excepcion de que no se
permiten nimeros negativos. En caso de que
el maximo de las tres ecuaciones sea un
valor negativo, se almacenara un cero en su
lugar. Esta ligera modificacion sirve de guia
para que el algoritmo detenga la
construccion  del  alineamiento  para
puntuaciones  demasiado  bajas.  Los
alincamientos se empiezan a construir
localizando la puntuaciéon mdxima en M.
Notese que es posible que en M existan
varios valores de puntuaciones altas, y por lo
tanto, varios alineamientos locales para un
par de secuencias. Por ello, se establecido un
valor limite (threshold), el cual es la
puntuacion minima requerida para iniciar la
construccion de un alineamiento.

Durante la busqueda en la base de datos, el
programa ejecuta la implementacion de
Smith-Waterman sucesivamente con la
secuencia de busqueda y fragmentos de
secuencias de los genomas. En cada
comparacion, los genomas son separados en
cadenas de 2*len(s) de longitud (Doénde
len(s) es la longitud de la secuencia de
busqueda). Para asegurar que se encuentren
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secuencias similares, ain cuando la regién
homologa se encuentre dividida en dos
cadenas consecutivas, la siguiente cadena a
examinar contiene parte de la anterior (en
otras palabras, se solapan), especificamente
len(s)/2 nucledtidos.

3. Resultados y discusion.

Una de las principales virtudes de GCMP es
su interfaz grafica amigable para el usuario

(Fig. 1).

Las tareas de andlisis de secuencias y flujo
de informacion genética se encuentran en el
menti “Operaciones”. Estas se encuentran
agrupadas de acuerdo con el tipo de
secuencia sobre la que actian (ADN, ARN o
proteina).

B Programa Manipulador del Cddigo Genético (GCMP)
Archivo Operaciones  Ayuda

oY By
|

Fig. 1. Apariencia general de GCMP

Algunas de las funciones del programa mas
empleadas, como busqueda en bases de
datos o abrir archivos de secuencias, se
encuentran en una barra de herramientas. Sin
embargo, las tareas relacionadas con el flujo
de informacioén solamente son accesibles a
través de los ments. Las capacidades de
alineamiento de secuencias de la aplicacion
también aparecen en el menu
correspondiente al tipo de secuencia que se
estd analizando. En la Fig. 2 se observa una
secuencia previamente cargada, justo antes
de ser analizada, para obtener su cadena
complementaria.
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B Drograma Manipulador del Codigo Genstico (GCMP) 9 [=1E3

Archivo i8] Ayuda

R con [ cbtenerlac
WTACGCT  aan  »|  TEnereeen
Comparar secuencia con el genoma de E, cal
Proteina b Alneamisnto global, .
Buscar alinsamientos locales en otra secusncia...

Buscar alineamientos locales en la base de datos local
Cadena complementaria invertida
Secuendia invertida

Muestra la hebra complementaria de ADM

Fig. 2. Funcionamiento de la interfaz grafica de
GCMP

La Fig. 3 muestra el resultado de la
obtencion de la cadena complementaria.

' Programa Manipulador, del C6digo Genético (GC... |~ | 01X

Gl L

TTGGAACGGATTCGAACGTAACAAGAGCGAAGAGGTARAC

EBX

M Cadena complementaria

,Iaaccttgcctaagcttgcattgttctcgcttctccatttg

Guardar como... | Irnprirnir | Cerrar

Fig. 3. Operacion de obtener la cadena de ADN
complementaria

Las operaciones de alineamientos globales
requieren cargar las dos secuencias a
comparar. FEl alineamiento Optimo se
muestra en una ventana aparte (Fig. 4). Las
dos secuencias se colocan una encima de
otra, de modo que sus bases puedan
compararse y las regiones homologas se
hagan visibles. Los gaps se representan con
el simbolo ‘-, los cuales modelan las
mutaciones ocurridas durante el proceso de
divergencia evolutiva entre dos secuencias.
Hay que destacar que el sistema de
puntuacion afecta la manera en que se
insertan los gaps y se alinean los caracteres.

M Sligned sequences with the Meediemane Wi schinlgarithm
coaagttgtgegattogttcgtgeatcaaggagaca-g-
——————————— gacte-tt--tgo-cogagga-—catgt

—-—c—cgataa—ataag-c-t-tgttaact-attgg-—-tc
aacacyg-taattttggocgtoagtttactggecggaaas

ac-actatgttatgeaacattactaataaccott-cats
actoct-ggtga-—-gate-ttge---t-a-gcttgoe-ts

agagtc-g--ac
atactcagaaac

Saveas ., J

Fig. 4. Alineamiento global entre dos secuencias de
ADN

La funcion de busqueda en la base de datos
es la que exige mas poder de procesamiento.
Una secuencia de busqueda abierta con el
programa es comparada con todas las
secuencias de la base de datos mediante la
implementacion ~ de Smith-Waterman.
Aunque los métodos basados en k-tuples
(Lipman & Pearson, 1985; Altschul et al.,
1990), algoritmos que emplean pequenas
palabras construidas a partir de la secuencia
de busqueda para realizar comparaciones,
son mas rapidos que los enfoques de
programacion dinamica (Smith &
Waterman, 1981), se ha reportado que éstas
ultimas  metodologias  detectan  mas
eficazmente las secuencias lejanamente
emparentadas (Anderson & Brass, 1998).

Un archivo HTML, con los alineamientos y
la puntuacién encontrados, es la salida de
esta funcidon del programa. Este documento
contiene enlaces, para cada alineamiento,
hacia la herramienta de visualizacion de
genes NCBI Sequence Viewer. De esta
manera, se puede observar directamente el
gen encontrado, asi como sus secuencias
vecinas en el genoma.

Con el proposito de demostrar la funcion de

busqueda en la base de datos, se generé una
secuencia aleatoria de 1000 nucleotidos y se
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compar6 con los genomas almacenados en el
programa. Dos alineamientos locales
encontrados por el programa se muestran en
la Fig. 5.

Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168

10, 41]
GGTTTRAC-C—-G-GA-TTCA-GGTC-G-~TCCGGCAGET
GG-TTRACACTGTARGTTCAGGGTCTGCTTCCTGCAGET
[23228, 23346)

Srore = 17.0

Ver este segmento del genoma

Escherichia coli K12

[5, 39]
TCGTTGG—TT—-TAAC-CGG-ATT-C—A-GGTCGTCCG-GCAG
TCGTTGGTTTCGTTACGCGGCATTGCAATGG-CG-CCGAGGAG
[11665, 11786)

Score = 17.0

Ver este o del genoma

[5, 41]
@USLU I - . ] - - }MIPC
Fig. 5. Archivo HTML generado por GCMP

mostrando secuencias encontradas en la base de datos

Notese los enlaces con las palabras “Ver este
segmento del genoma”, que redirigen al
visualizador de genes mencionado antes.

Todas las operaciones que GCMP contiene
son ampliamente usadas en la biologia
molecular moderna. Ademas, la interfaz del
programa es muy facil de usar, por lo cual
sus aplicaciones se extienden desde el campo
de la investigacion hasta el de la docencia.
Aunque una busqueda en toda la base de
datos puede llevar algunos minutos, esta
desventaja queda compensada con una
mejora en los resultados obtenidos. Gracias a
que los genomas se encuentran almacenados
en el computador, la aplicacion resuelve el
problema de las colas en los servidores
remotos.

Desde el punto de vista de la
implementacién, la legibilidad del codigo
fuente de Python facilita el mantenimiento y
las futuras mejoras. Adicionalmente, la
Biblioteca de Referencia del lenguaje y la
disponibilidad de paquetes como ByoPython
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permiten acelerar ain mas la velocidad de
desarrollo de nuevos algoritmos.

Una version ampliada de este software sera
empleada en wun futuro proyecto de
investigacion, cuyo objetivo sera evaluar la
biodiversidad microbiana del Centro Termal
Las Trincheras. En el disefio experimental de
dicho trabajo se recolectaran secuencias de
microorganismos mediante la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) vy
secuenciacion, para luego ser comparadas
con la base de datos del programa. De esta
manera, se identificaran algunos géneros y
especies presentes en la comunidad.
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