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RESUMEN

Se desarrollé un programa que calcula y muestra de
forma grdfica en la pantalla de una computadora, un
perfil del alinecamiento de dos secuencias bioldgicas.

El perfil se obtiene evaluando en cada posicion del
alineamiento una funcién que tiene en cuenta el
grado de similitud de las secuencias alineadas en las
posiciones adyacentes. En el cdlculo de la similitud
se emplean la matriz de pesos y el valor de
penalizacién por inclusién de un elemento nulo,
utilizados en el alineamiento del par de secuencias.

El programa facilita la localizacién de zonas
conservadas y permite conocer el grado de similitud
de las secuencias en cualquier regién de interés.

ABSTRACT

A computer program to calculate and graphically
show the alignment profile of two biological
sequences is described.

The program produces an alignment profile which is
calculated using a previous two sequences alignment,
a weight matrix and a gap penalty. The function
which describes the profile is evaluated for each
position taking into account the similarity score of
its neighbour positions.

This program is useful to find the conserved regions
and to evaluate the similarity level of the two
sequences in every region.

INTRODUCCION

El alineamiento de secuencias bioldgicas
[secuencias de 4cidos desoxirribonucleicos
(ADN), acidos ribonucleicos (ARN) y
proteinas], es uno de los procedimientos
més usados para detectar regiones
conservadas (regiones comunes a una o mas
secuencias bioldgicas que poseen
determinados elementos funcionales o
estructurales similares), en el proceso de
evolucién de las especies.

En términos generales, alinear dos
secuencias consiste en colocar una debajo
de la otra, insertando convenientemente en
cada una, elementos nulos (@), como por
ejemplo:

dATAAGCg

AAAAApCG

De modo tal que alguna funcién de
similitud sea "maximizada" (Needleman y
Wunsch, 1970), o lo que es equivalente, que
una determinada distancia evolutiva sea
minimizada (Sellers, 1974).

En las dltimas décadas se ha
desarrollado una gran cantidad de
programas de computacién y métodos
matemadticos de alineamiento, algunos de
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los cuales han sido compilados en libros
dedicados al andlisis de secuencias de
acidos nucleicos y proteinas (Waterman,
1989; Kruskal et al., 1983).

La forma usual en que estos programas
presentan sus resultados es la siguiente:
colocan las secuencias una debajo de otra
y en una tercera fila ubican asteriscos para
resaltar los elementos idénticos en cada
columna. En ocasiones se usa, ademads, otro
simbolo para destacar aquellos elementos
que aunque no son iguales, tienen
determinada similitud.

A partir de estos resultados, la deteccion
de las regiones de mayor similitud es
responsabilidad del usuario, el cual debe
realizar una inspeccion visual minuciosa, en
aras de localizar las zonas de mayor
concentracion de asteriscos.

En nuestro instituto se¢ desarrolld un
nuevo método de alineamiento de
secuencias (Labarta et al., 1992). Durante
la puesta a punto de dicho método, fue
necesario evaluar los resultados de una gran
cantidad de alineamientos de pares de
secuencias. Con el objetivo de facilitar la
inspeccidon visual de los resultados,
desarrollamos un programa que calcula y
muestra de forma gréfica en la pantalla de
la computadora un perfil del alincamiento
de dos secuencias.

El perfil se obticne evaluando en cada
posicidn del alincamiento una funcién que
tiene en cuenta el grado de similitud de las
secuencias alincadas en las posiciones
adyacentes. En el célculo de la similitud se
emplean la matriz de pesos y el valor de
penalizacion por inclusion de un elemento
nulo, utilizados ¢n ¢l alincamiento del par
de secuencias.

MATERIALES Y METODOS

Calculo del perfil del alineamiento

Sean ga =ajay..,a, y b=byby...,by, dos
secuencias bioldgicas de igual procedencia (ADN,
ARN o proteinas) de longitudes n y m
respectivamente, cuyos elementos pertenecen a un
conjunto X (X es igual a {A,C,G,T}, a {A,C,G,U} o
a {A,C,D,EJFGHILKLM,N,PQR,STVW,Y},
dependiendo de que ay b provengan de ADN, ARN
o proteinas, respectivamente).

Sea M una matriz de pesos, en la cual cada
elemento my,q (pq € X, mp,q =Mg,,), €s un nimero
entero positivo que representa el peso o costo de
sustituir el elemento p por el elemento q.

Si el par (a*,b*)=(a*1,a*2,..,a*L,b*1,b*2,..,b*L)
(max{m,n}<L<m+n, a*ib*j € X+¢), es un
alincamiento de ay b y extendemos la definicién de
M de modo que incluya:

my,e =My, =g (g=0, para todo p, pEX)
podemos calcular una funcién P(x) (1=x=<L), que
llamaremos perfil del alineamiento (a‘,b‘), de la
forma siguiente:

P(x) = S - ( V(x-[w/2]) - R(x-[2]) ),

si [w/2]+1=<x<L-w+[w/2]+1,
P(x) = P([w/2]+1),
si 1=x<[w/2]+1
P(x) = P(L-w+[w/2] +1),
si L-w+[w/2]+1<x<L,
donde:
w es una constante (1sw=<L),
S = wrmax{m,,q},
i+w-1
V(i) = Z max { mgy* it Mok}
k=i
i+w-1

R(i) = Z mg* 0 *-
k=i

Descripcion del programa

El programa se escribié en Turbo Pascal v.6 para
microcomputadoras IBM PC, XT, AT y compatibles
que posean al menos una tarjeta grafica EGA.

PROFALIGN puede ser ejecutado desde cl
sistema operativo o como parte del paquete de
programas BioSOS (Bringas et al., 1992).

La informacion de entrada es un fichero texto en
formato ASCII (figura 1), similar al producido por el
programa de alineamicnto del BioSOS, el cual fue
realizado a partir de un algoritmb ‘que emplea un
espacio lineal (Myers y Miller, 1988). Este programa
utiliza la matriz unitaria (Doolittte, 1981) para alinear
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secuencias de ADN. Las proteinas pueden ser Matrix (Sellers, 1974; Smith etal., 1981),
alineadas usando, ademds de la matriz unitaria, las Structure-Genetic Matrix (Doolittle, 1979) o
matrices de pesos conocidas por: Genetic Code Dayhoff’s Log-Odds Matrix (Dayhoff, 1972, 1978).

BioSOS v. 2.0. Sequence Alignment
Sequences type : PROTEINs

1st Sequence : C:\BIO\SEQ\DSHUCZ

2nd Sequence : C:\BIO\SEQ\SODL

Weight Matrix : Dayhoff's Log-0dds Matrix
Gap cost H Y]

Indel cost : 25

Start time : 08:35:35

Elapsed time : 00:00:01

Identity Score : 68.21 %

60

.

MATKAVCVLKGDGPVQGIINFEQKESNGPVKVWGSIKGLTEGLHGFHVHEFGDNTAGCTS
kkdkkkk * * * | kkk * Jkkkk Kk kkkkkk kdkdkkk hk *

V_LKAVCVLRGAGETTGTVYFEQEGNANAVGKGIILKGLTPGEHGFHVHGFGDNTNGCIS : 59

AGPHFNPLSRKHGGPKDEERHVGDLGNVTADKDGVADVSIEDSVISLSGDHCIIGRTLVV : 120
khkkkhkhk *_hk_hhkkkk hhkhkkhhhdkkhkk _kkk _ k *x  kkk *k hkkkk K,

AGPHFNPASKKHAGPKDEDRHVGCLGNVTADANGVAKIDITDK _ISLTGPYSIIGRTMVI : 118

HEKADDLGKGGNEESTKTGNAGSRLACGVIGIAQ : 154
hkkkhhhh hhkhkkhk khkkkhkhhkhhhhhkhkr
HEKADDLGRGGNEESLKTGNAGSRLACGVIG_TE : 151

FIG. 1. Ejemplo de un fichero de entrada para FROFALIGN.

PEEEEE

File nane of the alignnent results: (oINS PRV W ONGG—

DSHUCZ Fron pos.:1 To pos.:154

sooL Fron pos.:i1 To pos.:151

WINDOW SIZE: 20 CUT-OFF (X>: 0.0 SD FACTOR: 1.0
| __ASSHE : : A e

— ¥ Y Y T
1 20 “« 60 8o 100 120 140

L 20 40 60 80 100 120 140
Left end @ 1 Right end ! 154 Hindow lenght : 154 Step @ 10
[0 Relp - Hofnim 3 55 54 A T B i 5 SR -

FIG. 2. Grdfico producido por PROFALIGN.
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Descripcién del grafico

En la pantalla de la computadora se presenta un
gréfico, tal y como se muestra en la figura 2.

En la parte superior de la pantalla se encuentran
los nombres de las secuencias, seguidos por las
posiciones iniciales y finales de cada secuencia de
acuerdo con la regién del alineamiento.visualizada en
el gréfico.

La curva describe el valor que toma la funcién
P(x) para cada posicién del alineamiento (eje x),
usando como valor de w el indicado en la pantalla
como Window size. A este pardmetro se le asigna
un valor inicial igual a 20 y puede ser cambiado por
el usuario.

La linea horizontal continua representa la media
aritmética P de la funcién P evaluada en todas las
posiciones.

Las lineas horizontales discontinuas por encima y
por debajo de la linea horizontal continua,
representan dos valores D* y D", respectivamente,
calculados de la forma siguicnte:

D* =P +c¢*DSy

D, =P-c*DS,
donde:

¢ es una constante, y

DS es la desviacion estdndar.

En el gréfico, ¢ es llamada SD Factor. Este SD
Factor se asume inicialmente igual a 1 y puede ser
modificado por el usuario.

El programa ofrece la posibilidad de visualizar los
valores que toma la funcién P en todas las posiciones
del alineamiento o solamente aquellos que sean
mayores o iguales que un valor de corte VC definido
de la siguiente forma:

VC = §$*CO/100,
donde:

CO es una constante, y

S es el valor mdximo que puede tomar la funcién
P (ver el subepigrafe Cdlculo del perfil).

En el grdfico, CO es llamado Cul-Off. Este
pardmetro se asume inicialmente igual a 0 y puede ser
modificado por el usuario.

El pardmetro Cut-Off ofrece la posibilidad de
representar en el grafico solamente las regiones mds
conservadas, eliminando las de bajo nivel de similitud

(figura 3).

En el extremo inferior de la pantalla se presenta
un mend (figura 2), que contiene las siguientes
opciones:

«/-: Permite reducir o ampliar la regién a
visualizar.

Esta regién sc refleja en la barra horizontal.

~ «/” —+: Permite mover la barra horizontal.

Enter: Dibuja el perfil de la regién definida por
la barra horizontal.

+/-: Incrementar o disminuir el paso (en potencias
de 10), para extender, reducir y mover la barra
horizontal.

Options : Permite el acceso a otro mend (figura 3)
que cuenta con las opciones siguientes:

Print: Imprimir el perfil.

Numeric info : Muestra en una ventana las
regiones de cada secuencia para las cuales el valor del
perfil es mayor o igual que VC.

Alignment: Muestra en una ventana el fichero de
entrada del programa que contiene el alineamiento
de las secuencias.

Window: Permite modificar el pardmetro Window
size.

Cut-Off: Permite modificar el parimetro Cut-Off.

SD Factor: Permite modificar el pardmetro SD
Factor.

Escape: Retorna al mend anterior.

Escape: Termina la ejecucién del programa.

RESULTADOS Y DISCUSION

El programa fue utilizado en nuestro
instituto para la evaluacién de los
alineamientos de més de 300 pares de
secuencias producidos por dos métodos de
alineamiento (Myers y Miller, 1988; Labarta
et al., 1992). Su empleo permitié evaluar
de una forma mas efectiva los resultados.

PROFALIGN puede ser usado como
herramienta auxiliar de cualquier programa
de alineamiento de dos secuencias
bioldgicas. El Gnico requerimiento es crear
el fichero texto de entrada de la forma
adecuada, para que pueda ser
correctamente leido por nuestro programa.
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File nane of the alignrent results: SERVHONZ0AN:(:1il:0 ANEEENG—

DSHUCZ Fron pos.:41
saoL Fron pos.:40

HINOOM SIZE: 20

To pos.: 146
To pos.: 144

fA
‘I.“ﬁ 1

CUT-OFF (X): 90.0

Su utilidad inmediata radica en las
facilidades que brinda para la deteccién de
regiones conservadas y para la evaluaciéon
del nivel de similitud de cualquier otra zona
de interés.

Como utilidad derivada de la
informacion que el usuario pueda extraer
del gréfico, el programa podria contribuir
a la seleccion del método de alineamiento
que mejor se ajusta para un determinado
par de secuencias, asi como, de los valores
mas adecuados de los parametros del
programa de alineamiento.

En la actualidad se trabaja en una nueva
version que permita al usuario introducir la
matriz de pesos que desee para el calculo
del perfil.

Futuras versiones de PROFALIGN
podrian incluir otras funciones para el
célculo del perfil que tengan en cuenta, por
ejemplo, informacién acerca de la
estructura secundaria, para el caso de
perfiles de alineamiento de proteinas.
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