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INTRODUCCION

Los seres vivos al igual que el universo estelar guardan dentro de si reglas de
comportamiento muy complejas que desde tiempos antiguos la humanidad ha tratado
de entender.

En la década de los cincuentas se produjo una revolucion cientifica en el campo
de la biologia al descubrirse que dentro de cada una de las células que componen a un
ser vivo y que son capaces de reproducirse, se encuentra una macromolécula
denominada ADN (Acido Desoxirribonucléico) que contiene toda la informacién morfo-
funcional de dicho ser vivo.

El ADN mantiene una configuracion de una doble hélice enroscada y enlazada
por peldafos compuestos por pares de nucleétidos (sélo existen combinaciones entre
cuatro nucleotidos distintos), que la ciencia a lo largo de varios afos se dedicé a
decodjificar para beneficio de la humanidad.

Actuaimente se encuentra decodificada toda la informacién del ADN de seres
vivos como: E. coli, rata, gallo, perro, Homo Sapiens, entre otros. Sin embargo, dicha
informacién no ha sido explotada adecuadamente por la misma naturaleza compleja de
su estudio y por las restricciones cientifico-tecnolédgicas de la actualidad.

En los Estados Unidos de América, el Centro Nacional para la Informacién
Biotecnologica (NCBI por sus siglas en inglés) ha trabajado durante varios afios en el
desarrollo de software para el estudio de los genomas (todo el material de ADN de un
ser vivo). Uno de sus productos mas importantes es: Blast (Basic Local Alignment
Search Tool o Herramienta de Busqueda de Alineaciéon Local) que mediante técnicas
matematicas complejos permite comparar grandes cadenas de nucledtidos contra
algunas bases de datos genémicas, lo que permite a muchos cientificos realizar

investigaciones de composicién y transformaciéon de los seres vivos.



Actualmente el NCBI ofrece un servicio de alineacién de secuencias con Blast
via Internet y el servidor utilizado para dicha tarea es una supercomputadora con varios
procesadores de alta velocidad y Gigabytes de memoria RAM, sin embargo utilizar el
mecanismo remoto resulta ineficiente debido a que el tiempo de respuesta via web
depende principalmente de la carga de la red y del servidor, de la velocidad de
transferencia, del tamaro de la cadena que se desea alinear y de la base de datos a
utilizar. Por ejemplo, en una prueba de alineacion realizada mediante una conexién por
modem de 56Kb a las 2:00 hrs., con una cadena de 100 nucleétidos y usando la base
de datos del genoma humano, el tiempo de respuesta fue de aproximadamente de 70
segundos.

El objetivo de esta tesis es crear un mecanismo de respuesta rapida que ayude a
comprender la evolucidon molecular de los seres vivos, mediante procesos de alineacion
local de secuencias de nucleétidos contra bases de datos genémicas.

Para lograr el objetivo, se desarroll6 un sistema de software denominado
“‘Interblast” el cual se encargara de preprocesar archivos genomicos, aplicar los
modelos matematicos elaborados por un grupo de trabajo de la Facultad de Ciencias de
la UNAM, realizar las alineaciones locales correspondientes con un motor de alineacion
de Blast, almacenar y recuperar los resultados en una base de datos relacional para
que sean analizados bajo interfaces de consulta web y sistemas de mineria de datos.

La estructura de este trabajo es el siguiente:

e Conceptos basicos para la alineacion local de secuencias: en este capitulo se
incluyen conceptos relacionados con los seres vivos (a nivel celular) y con la
forma en la cual se lleva a cabo la alineacién de secuencias, con el proposito
de comprender algunos aspectos de la evoluciébn molecular a traves de

procesos computacionales.

e FEvaluacion de la evolucion molecular: en este apartado se muestra la manera
en la que la informaciéon genética de los seres vivos es almacenada en la
computadora, asi como también se incluye el mecanismo matematico

utilizado para analizar la evolucién molecular.



e Interblast: contiene informacion relacionada con el sistema Blast, asi como
todo el andlisis y disefio de la herramienta principal para analizar la evolucién

molecular denominada “Interblast”.

e Resultados: muestra los datos obtenidos apartir de la aplicacion Interblast y

una explicacion de los mismos.

Es importante que la ciencia y la tecnologia actuales sean aprovechadas al
maximo para comprender de una mejor manera la composicion, origen y evoluciéon de
los seres vivos, ya que de esa manera podremos mejorar dia a dia nuestra calidad de

vida.



CAPITULO |

CONCEPTOS BASICOS PARA
LA ALINEACION LOCAL DE SECUENCIAS

El estudio de la biologia ha formado parte de la historia cientifica del ser humano.
Desde sus primeras etapas de razonamiento, el Homo Sapiens ha cuestionado el
funcionamiento de su entorno y principalmente el de los seres que podemos decir que
estan vivos (por los procesos de metabolismo que desempenan).

El ADN desde su descubrimiento en 1869 hasta la fecha ha representado una de
las piedras angulares del conocimiento de los seres vivos, ya que dentro de si se
encuentra inscrita gran parte de su informacién morfolégica y funcional.

Gracias a la biologia, se han podido erradicar enfermedades mortales y se ha
mejorado la calidad de vida de los seres vivos, por eso es importante conocer la

composicion y evolucidén de los organismos vivos a lo largo del tiempo.

1.1 Genoma

Al igual que las computadoras requieren de software para que la unidad central
de proceso (CPU) realice las tareas que se deseen, asi las células de los seres vivos
necesitan de determinados codigos para realizar sus funciones [1].

A un conjunto de cédigo que las células necesitan para llevar a cabo ciertas
tareas de produccion de proteinas (materia prima de todo ser vivo) se le conoce con el
nombre de “genoma”.

Cada una de las especies que existen en la tierra tiene un genoma especifico, el
cual ha empezado a secuenciar el ser humano con ayuda de los avances cientifico-

tecnoldgicos.



El genoma de las especies se determina por su material genético dispuesto en
largas cadenas de nucleétidos (ADN), y dentro de dichas cadenas se describen los
valores que permiten lograr la diferenciacion de las células que forman los diferentes

tejidos y érganos de un individuo.

1.1.1 ADN

Los seres vivos se componen de células y dentro de ellas se encuentran
macromoléculas de acido desoxirribonucléico (ADN) con la informacion necesaria para
la produccion de cadenas de aminoacidos (polipétidos) que a su vez, dan lugar a las
proteinas que son la materia prima de todo ser vivo. Ademas de lo anterior, en el ADN
se encuentra el coédigo de herencia morfolégica y funcional que una célula transmite a
sus descendientes.

La macromolécula del ADN es un polimero lineal y se compone de dos largas
cadenas de monémeros enlazadas a manera de escalera helicoidal. Cada uno de los
peldafios de dicha escalera se constituye del enlace de dos nucledtidos con moléculas

de fosfato y desoxirribosa (azucar). Véase la figura 1.1:

Fig. 1.1. Escalera helicoidal del ADN

La cantidad de nucleétidos contenidos dentro del ADN es enorme, pero la

diversidad de su alfabeto se reduce sélo a cuatro simbolos que son:

e A (adenina)



G (guanina)
e T (timina)
e C (citosina)

El hecho de que solo existan cuatro nucleétidos distintos no significa que la
posibilidad de obtener una gran biodiversidad se encuentre reducida, sino que por el
contrario, si se mezcla un factor extra llamado /localidad de enlace dentro de la hélice, el
total de combinaciones es enorme.

Los cuatro nucleétidos pueden ser agrupados en dos clases: Purinas vy

Pirimidinas.

Purinas: moléculas de dos anillos o también llamadas grandes, que incluyen a la
adenina y a la guanina.
Pirimidinas: moléculas de un solo anillo o pequefias, dentro de las cuales se

encuentra la timina y citosina.

Los enlaces entre nucleétidos son siempre del mismo tipo, de tal manera que si
dentro de la escalera se encuentra una molécula de adenina (A) del otro lado siempre
existira una timina (T) y viceversa, y siempre que se halle citosina (C) del lado contrario
se vera una guanina (G) y viceversa. Por ello, la informacién contenida en el ADN se
puede deducir apartir de una sola rama de la doble hélice.

En la figura 1.2 se puede observar la regla de asociaciéon de nucledtidos, en la
que la adenina s6lo puede enlazarse con timina y la guanina con citosina, para formar

los pasamanos de la escalera:

Fig. 1.2. Complementariedad de nucleétidos



La unién de adenina — timina se produce a través de dos puentes de hidrégeno y
la de citosina — guanina se hace mediante tres, lo cual hace que el enlace A-T sea mas
débil que el de G-C. Ademas al existir una diferencia de tamano entre purinas vy
pirimidinas hace que la escalera no sea geométricamente uniforme.

En la figura 1.3 se muestra un esquema detallado de la relacion que puede existir

entre los cuatro nucledtidos:

Purinas Enlaces con Pirimidinas

puentes de

hidrégeno Enlace aminico

T Enlace débil
o Enlace fuerte
v
Enlace cetdnico
Bases grandes Bases pequenas
de 2 anillos de 1 anillo

Fig. 1.3. Relaciéon entre nucleétidos

1.1.1.1 Nucleétidos

Los nucleétidos sen la unidad de construccion de los peldafios de la escalera del

ADN y cada nucleétido se compone de una base nitrogenada (purina o pirimidina), un



azucar (D-ribosa o 2-deoxi-Ribosa) y un acido Fosférico, tal y como se observa en la

figura 1.4:
Acido Fosférico Base
(Adenina)
OH
OH—P—O
” N o)
CH,
(@]
= TR
OHI
OH

Fig. 1.4. Composicion de un acido nucleico.

1.1.1.2 Relaciones

El genoma de un ser vivo puede ser descrito mediante la formacion de una larga
cadena de nucledtidos (A, C, Gy T), y dicha cadena puede ser transformada en tres

cadenas binarias distintas considerando las relaciones siguientes:

1. Grandes — Pequefias
2. Fuertes — Débiles

3. Amidas - Acetonas

A la primera de las relaciones se le llamara YR, a la segunda WS y a la altima

MK.

1.1.1.3 Alineamiento de secuencias



El alineamiento de secuencias es un proceso en el que una cadena de
nucledtidos A es comparada contra otra cadena de nucleétidos B para encontrar el
mayor numero posible de coincidencias [8].

Este proceso puede ser clasificado por:

¢ Numero de secuencias analizadas:

o Alineamiento de un par de secuencias:. este tipo de alineamiento
tiene por objetivo encontrar el segmento mejor alineado entre dos

secuencias.

o Alineamiento multiple: como su nombre lo indica, este alineamiento
opera sobre varias secuencias al mismo tiempo para obtener una
secuencia concenso, esta secuencia concenso tiene en cada
posicion el nucleétido o el aminoacido (en caso de las proteinas),
que mas se ha conservado en esa posicion en todas la secuencias

estudiadas.

o Nivel de analisis:

o Alineamiento global. su funcion es obtener el mejor alineamiento

entre dos secuencias.

o Alineamiento local: es el proceso de encontrar el segmento mejor
alineado existente entre dos secuencias. Por ejemplo si se tiene
una cadena A = ACACGTTGGCATCGATCGACTACG que se
desea alinear localmente con una cadena B =
CGCGTTTGGCATGACGAACCTACA el resultado es:

LI [l
CadenaB CGCGTTTGGCATGACGAACCTACA

/_/%

Cadena A ACACGTTGGCATCGATCGACTACG Alineacion de
secuencias



Segmento mejor
alineado

1.1.1.4 Similitud y homologia

La similitud es el resultado del analisis (observacion cuantitativa) de la estructura
primaria de dos 0 mas secuencias; la secuencias pueden ser acidos nucleicos o
proteinas. Puesto que la similitud es obtenida de observar las secuencias no puede ser
tomada como un indicador para establecer la relaciéon biolégica (descendencia) entre
las secuencias, ya que el grado de similitud puede deberse a cambios aleatorios
acumulados en las secuencias a través del tiempo.

La homologia es una medida cualitativa entre las secuencias, se presenta
cuando la similitud que estas tienen es atribuible a razones evolutivas y no al azar, es
decir, la homologia establece regiones entre las secuencias que se han conservado con
el tiempo.

La similitud es el resultado de una medida cuantitativa, la homologia es una
hipotesis postulada por el investigador basandose en la similitud de las secuencias y en
otros datos biologicos que previamente conozca sobre el origen de dichas secuencias.

Es valido establecer el porcentaje de similitud de dos o mas secuencias, pero

esto no es posible para la homologia, ya que las secuencias son 0 no son homélogas.

1.1.1.5 Resumen

Los seres vivos esconden gran parte de su informacion morfo-funcional dentro
del ADN inscrito en cada una de sus células.

El total de informacién contenida en el ADN de un organismo es enorme, y para
explotarla resulta imprescindible utilizar ciertas herramientas y algoritmos

computacionales.
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CAPITULO II 3 0\

30

EVALUACION DE LA EVOLUCION MOLECULAR

A mediados del siglo XIX los cientificos Alfred Russel Wallace y Charles Darwin
descubrieron que los seres vivos modificaban su morfologia y funcionamiento para
adaptarse a las necesidades del medio ambiente en el que se encontraban, y a este
tipo de cambio constante lo denominaron “evolucién por seleccién naturaf’.

La ciencia ha postulado que la variabilidad que produce la evolucion biolégica en
sus niveles mas bajos (genéticos), se lleva a cabo de manera aleatoria, de tal forma
que la mutacién azarosa de nucleétidos en el ADN determinara cual ser vivo se
adaptara mejor a las condiciones de su medio ambiente.

Uno de los retos de las ciencias genémicas, se encuentra en descubrir si la
composicion de la biodiversidad a través de la evolucién se debe a factores fortuitos o
existe una razén que demuestre la causalidad de los seres vivos para adaptarse de una
mejor manera al cambio constante de los factores del medio ambiente, sin embargo
alcanzar este tipo de conocimiento es muy complicado y resultaria imposible si no se

contara con las herramientas computacionales de la actualidad.
2.1 Bases de datos gendmicas

En el capitulo | se menciona que el genoma entero de un ser vivo puede ser
descrito a través de una larga cadena de nucleétidos (A [Adenina], C [Citosina)], G
[Guanina] y T [Timina]), por lo tanto es factible plasmar toda esa informacién en

archivos digitales para su procesamiento en computadora.

12



A todo el conjunto de datos de nucleétidos que describen el genoma de un
organismo y que son almacenados de una determinada manera se le denomina “base
de datos gendmica”.

Las formas digitales de almacenar los genomas puede variar dependiendo de las
necesidades y/o maneras en que la informaciéon sera explotada.

Las formas mas comunes en las que es posible encontrar bases de datos

genoémicas se muestran en la tabla 2.1:

Archivo plano  |Permite contabilizar el contenidoffEl tratamiento de informacion|
con los de nucledtidos de una maneraflespecifica es complejo.
nucleétidos facil y rapida.

consecutivos.

Base de datos ||Permite procesar y analizarflmposibilita la alineacion local dej
relacional con laflinformacién en particular ya seafsecuencias.
separacién de fpor cromosomas o genes’.

segmentos en

varios campos.

Archivo plano Facilita la alineacion local deffComplica el procesamiento def

con bloques de Jsecuencias dentro de Blast. informacion especifica, asi comol

tamano regular. la contabilizacién del contenido def

nucledtidos

Tabla 2.1 Diversidad de bases de datos genomicas

Es importante remarcar que en la actualidad los investigadores han descifrado y
almacenado los genomas de diversas maneras, y que la mejor configuracion es aquella

que permita lograr una éptima explotacion de la informacién.

' Los genes son subsegmentos de un cromosoma y un cromosoma es un subsegmento de un genoma.
13



2.1.1 Fasta (formato de almacenamiento de bases de datos
gendémicas)

Dentro de este trabajo se utiliza un formato de almacenamiento de bases de
datos gendmicas denominado: “Fasta”, el cual guarda la informacién en un archivo
plano, dividido en secciones o bloques de caracteres (nucleétidos) bien determinados.
Por ejemplo el genoma completo de la bacteria E. coli se estructura en 400 secciones
con su respectivo encabezado, y cada una de las secciones contiene a su vez 10,595
caracteres, de tal manera que la base de datos completa se compone de 10,595 x
400=4,238,000 caracteres (bytes).

A continuacién se incluye un segmento de una seccién correspondiente al

archivo Fasta de la bacteria E. coli:

>gi|1786181|gbJAE000111.1]AE000111 Escherichia coli K-12 MG1655 section 1 of 400 of the complete genome
AGCTTTTCATTCTGACTGCAACGGGCAATATGTCTCTGTGTGGATTAAAAAAAGAGTGTCTGATAGCAGCTTCTGAACTG
GTTACCTGCCGTGAGTAAATTAAAATTTTATTGACTTAGGTCACTAAATACTTTAACCAATATAGGCATAGCGCACAGAC
AGATAAAAATTACAGAGTACACAACATCCATGAAACGCATTAGCACCACCATTACCACCACCATCACCATTACCACAGGT
AACGGTGCGGGCTGACGCGTACAGGAAACACAGAAAAAAGCCCGCACCTGACAGTGCGGGCTTTTTTTITCGACCAAAGG
TAACGAGGTAACAACCATGCGAGTGTTGAAGTTCGGCGGTACATCAGTGGCAAATGCAGAACGTTTTCTGCGTGTTGCCG
ATATTCTGGAAAGCAATGCCAGGCAGGGGCAGGTGGCCACCGTCCTCTCTGCCCCCGCCAAAATCACCAACCACCTGGTG
GCGATGATTGAAAAAACCATTAGCGGCCAGGATGCTTTACCCAATATCAGCGATGCCGAACGTATTTTTGCCGAACTTTT
GACGGGACTCGCCGCCGCCCAGCCGGGGTTCCCGCTGGCGCAATTGAAAACTTTCGTCGATCAGGAATTTGCCCAAATAA
AACATGTCCTGCATGGCATTAGTTTGTTGGGGCAGTGCCCGGATAGCATCAACGCTGCGCTGATTTGCCGTGGCGAGAAA
ATGTCGATCGCCATTATGGCCGGCGTATTAGAAGCGCGCGGTCACAACGTTACTGTTATCGATCCGGTCGAAAAACTGCT
GGCAGTGGGGCATTACCTCGAATCTACCGTCGATATTGCTGAGTCCACCCGCCGTATTGCGGCAAGCCGCATTCCGGCTG
ATCACATGGTGCTGATGGCAGGTTTCACCGCCGGTAATGAAAAAGGCGAACTGGTGGTGCTTGGACGCAACGGTTCCGAC
TACTCTGCTGCGGTGCTGGCTGCCTGTTTACGCGCCGATTGTTGCGAGATTTGGACGGACGTTGACGGGGTCTATACCTG
CGACCCGCGTCAGGTGCCCGATGCGAGGTTGTTGAAGTCGATGTCCTACCAGGAAGCGATGGAGCTTTCCTACTTCGGCG
CTAAAGTTCTTCACCCCCGCACCATTACCCCCATCGCCCAGTTCCAGATCCCTTGCCTGATTAAAAATACCGGAAATCCT
CAAGCACCAGGTACGCTCATTGGTGCCAGCCGTGATGAAGACGAATTACCGGTCAAGGGCATTTCCAATCTGAATAACAT
GGCAATGTTCAGCGTTTCTGGTCCGGGGATGAAAGGGATGGTCGGCATGGCGGCGCGCGTCTTTGCAGCGATGTCACGCG

Diversos centros, institutos y universidades han trabajado de manera conjunta
para decodificar los genomas de ciertas especies para su aprovechamiento por la

ciencia. .

14



El Centro Nacional para la Informacién Biotecnologica (NCBI) de los Estados
Unidos de Norteamérica [8], comparte al mundo mediante servicios de Internet cierta

gama de bases de datos gendmicas en formato fasta, y algunas de ellas son:

) AeropYRum pernix

) Aquifex aeolicus

c) Arabidopsis thaliana

) Bacillus subtilis

) Bos taurus

f) Caenorhabditis elegans

g) Canis familiares

h) Danio rerio

i) Dictyostelium discoideum

jy Drosophila melanogaster

k) Escherichia coli

) Gallus gallus

m) Homo sapiens

Human immunodeficiency virus type 1
Methanococcus jannaschii
Mus musculus

Oryctolagus cuniculus

r) Oryza sativa

s) Ovis aries

t) Plasmodium falciparum

u) Rattus norvecigus

v) Saccharomyces cerevisiae
w) Schizosaccharamyces pombe
x) Xenopus tropicales

y) Simian immunodeficiency virus
z) Sus scrofa

aa) Synechocystis

bb) Takifugu rubripes
15



cc) Xenus lavéis

dd) Zea mays

2.2 Mecanismo para simular la evolucion molecular

Antes de incluir el procedimiento para simular la evolucion molecular es preciso

definir los dos conceptos siguientes:

1)  Punto atractor: es un vector de ocho componentes que definen de manera

matematica y unica a un organismo.

2) Punto evolutivo, es un vector de ocho componentes (de una cadena
aleatoria) que se acerca en un determinado radio al punto atractor de un
organismo. Dicho punto también cumple con una cierta proporcionalidad de
nucleétidos y su cadena origen al ser alineada localmente contra la base
gendmica de un organismo, devuelve alineaciones exitosas. Por lo tanto,
dicho punto define a la cadena como candidata para ser considerada

evolutivamente compatible con el organismo

Para intentar descubrir patrones de evolucién molecular en los seres vivos,

computacionalmente se deben de llevar a cabo las siguientes tareas:

1) Descargar la base de datos genémica en formato Fasta (desde el portal de

NCBI) de algun organismo que se vaya a analizar.
2) Preprocesar (formatear) el archivo Fasta para que en un paso mas adelante

se puedan llevar a cabo alineaciones locales de secuencias de manera

automatizada.
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3)

6)

Generar un punto atractor de ocho dimensiones, apartir de la aplicacién de
ciertos modelos matematicos evaluados sobre el genoma de un organismo

(en formato Fasta).

Crear puntos evolutivos apartir de cadenas de nucleétidos generadas

aleatoriamente.

Evaluar la proximidad de los puntos evolutivos con respecto a los puntos

atractores.

Si el punto evolutivo atraviesa ciertos filtros y se aproxima al punto atractor en
un radio determinado, la cadena apartir de la que se cred dicho punto
evolutivo serd alineada de forma local en contra de la base de datos

gendémica (en formato Fasta).

Almacenar los resultados de la alineacion local en una base de datos para su

futuro analisis.

En la figura 2.1 se puede ver que se generan muchos puntos evolutivos para

evaluarlos sobre un punto atractor, que permita decidir si la cadena de origen es digna

de ser alineada:

Puntos Evolutivos
que no deben ser
alineados localmente

Punto evolutivo cuya
........... cadena origen es digna de
..................... ser alineada localmente

Punto
atractor

dé v ds
d7

Fig. 2.1 Evaluacién de puntos evolutivos sobre un punto atractor
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Cabe sefalar que los modelos matematicos que rigen cada una de las
dimensiones, fueron desarrollados en la Facultad de Ciencias de la UNAM para buscar

patrones de evolucién no azarosos.

2.2.1 Generacion de puntos atractores

Para generar un punto atractor, es necesario extraer y procesar subcadenas de
tamano M del archivo Fasta de un determinado genoma.

El punto atractor de cada genoma se obtendra de promediar la aplicacién de
ocho modelos matematicos por cada una de las subcadenas.

Para obtener subcadenas de nucleétidos de tamafio M, es necesario depurar el
contenido del genoma de un ser vivo apartir de un archivo en formato Fasta, tal y como

se muestra en la figura 2.2:

Tamafio M

>gi|1786181|gbJAE000111.1}JAEO00111  Escherichia | —---e———— } AGCTTTTCATTCTGACTGCAACGGGCAATATGTCTCTGTGTGGATTAAAA
coli K-12 MG1655 section 1 of 400 of the complete Subcadena 1
genome

AGCTTTTCATTCTGACTGCAACGGGCAATATGTCT Subcadena 2 = -

AAAGAGTGTCTGATAGCAGCTTCTGAACTGGTTACCTGCCGTGAGTAAAT

CTGTGTGGATTAAAAAAAGAGTGTCTGATAGCAGC |~~~ 7777 >

TTCTGAACTG

GTTACCTGCCGTGAGTAAATTAAAATTTTATTGACT Subcadena 3 . i e bl
TAGGTCACTAAATACTTTAACCAATATAGGCATAGC | ——=-mwmem » TAAAATTTTATTGACTTAGGTCACTAAATACTTTAACCAATATAGGCATA
GCACAGAC

AGATAAAAATTACAGAGTACACAACATCCATGAAA

CGCATTAGCACCACCATTACCACCACCATCACCAT Subcadena 4 T 5

GCGCACAGACAGATAAAAATTACAGAGTACACAACATCCATGAAACGCAT

TaccacaGGT | TmmmEmTTT >
AACGGTGCGGGCTGACGCGTACAGGAAACACAGA
AAAAAGCCCGCACCTGACAGTGCGGGCTTTT Subcadena 5 - -
TCGACCAAAGG [ e » TAGCACCACCATTACCACCACCATCACCATTACCACAGGTAACGGTGCGG
TAACGAGGTAACAACCATGCGAGTGTTGAAGTTCG
GCGGTACATCAGTGGCAAATGCAGAACGTTTICTG
CGTGTTGCCG. . Subcadena n - = =
————————— >

Fig. 2.2 Extraccion de subcadenas de un archivo Fasta

2.2.1.1 Generacion de subcadenas binarias

Apartir de cada subcadena de nucleétidos extraida del archivo Fasta, es posible
obtener tres subcadenas binarias (ceros y unos) distintas, considerando las reglas de

asociacién siguientes:
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2.2.1.1.1 Subcadena YR

Esta subcadena binaria se obtiene de considerar la relacién molécular: grandes —

pequenas [10]. En la tabla 2.1 se muestran las equivalencias de cada una de las bases

nitrogenadas:

Tabla 2.2 Conversion a la subcadena YR

2.2.1.1.2 Subcadena WS

Para la subcadena WS, es necesario considerar la naturaleza: fuertes — débiles

[10], y en la tabla 2.3 se incluyen las equivalencias:

Tabla 2.3 Conversion a la subcadena WS

2.2.1.1.3 Subcadena MK

La Gltima cadena tiene que ver con la relacion: amina — cetona [10], y su mapeo

es el siguiente:
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Tabla 2.3 Conversion a la subcadena MK

2.2.1.2 Generacion de la matriz de cantidades de nucledétidos

Apartir de la subcadena de nucleétidos se contabilizan de manera unitaria y por
pares a todas las bases, de tal forma que se obtenga una matriz de 5x4 como la que se

muestra en la tabla 2.4:

A C G T Total
Naa Nac Nac Nat  Na |
Nca Nce Nco Ner  Nc
Nga Ngc Ngo Nor Ng
Nta Ntc Nr1g Nt Nt

- O O >

Tabla 2.5 Matriz de cantidades de nucleétidos

El conteo de la matriz permite que mas adelante se apliquen ciertos modelos

matematicos.

2.2.1.3 Generacion de la matriz de cantidades binarias

Al igual que con la matriz de nucleétidos, es preciso crear una matriz de
cantidades unitarias y por pares de todas las cadenas binarias (YR, WSy MK) tal y

como se muestra en la tabla 2.5;
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No N
YR No N
WS No N
MK No Ny

Noo
Noo
Noo
Noo

Nos
Nos
Nos
Nos

N1o
N1o
N1o
N1o

Tabla 2.6 Matriz de cantidades binarias

2.2.1.4 Evaluacion de los modelos matematicos de evolucion

La extraccion de subcadenas del archivo Fasta, la creacién de subcadenas
binarias y el conteo de sus contenidos, son parte del proceso de obtencion de los datos
necesarios para generar cada uno de los ocho valores del punto atractor. Y los modelos

matematicos a utilizar para dicho fin se denominaran: dYR, dWS, dMK, d4, d5, d6, d7 y

ds8.

2.2.1.4.1 Modelo dYR

Este modelo matematico [10] utiliza los valores obtenidos en la matriz de

combinaciones binarias correspondientes a la cadena YR:

dYR =

donde:

NooNn —Nleo

NyN,

NO: total de O’'s en la cadena YR.
N1: total de 1's en la cadena YR.
NOO: total de 00's en la cadena YR.
N11: total de 11’s en la cadena YR.
NO1: total de 01’s en la cadena YR.
N10: total de 10’s en la cadena YR.
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2.2.1.4.2 Modelo dWS

El valor de la variable dWS [10] se obtiene apartir de los datos generados con la
cadena WS.

NOONll _N01N10
NONl

dws =

2.2.1.4.3 Modelo dMK

La materia prima de este modelo se obtiene de la cadena binaria MK [10].

— NooNn _N01N10
NONl

dMK

2.2.1.4.4 Modelo d,

De aqui en adelante, todos los modelos utilizan la matriz de cantidades de

nucledtidos:

C+G

dy =%C+G(fe + f) ="

donde:
C+G:sumade Cscon G’s
M: tamario de la subcadena de nucleétidos.

f= frecuencia.
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2.2.1.4.5 Modelo ds

ds = %CPG(fCG) :%[CG] = AS—G

donde:
CG: total de CG’s en la cadena
M: tamario de la subcadena de nucledtidos.

f= frecuencia

2.2.1.4.6 Modelo dg

1
ds =Z[CCA +CCG +Cpy +CTG]

de= Y [foa - fcfa + fog - fefe + fra - frfa + fre - ffd]

P MJ_[&I&} &j_ Ne &){M]_(&I&J{&J_(&I&j
4|\ M -1 M\ M M-1 M\ M M -1 M\ M M-1 MM\ M
donde:
NCA: total de CA’s en la cadena

NC: total de C’s en la cadena

NA: total de A's en la cadena
M: tamario de la subcadena de nucleétidos.

2.2.1.4.7 Modelo d;

d, = %[CTC +Cqc +CGA]

d7= 1/3[ frc — fifc + foc + fefc + foa - fofal
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A S I L o)

1
d, :E[CAA+C,.,+CCC+CCT+CAG+CGG]

d8= 1/6 [fan — fafa + frr = fifr + foc — fcfc + for = fofr + fag — fafe + fee — fofd]

U e P -0 G e G 0 5

1
BRI REFANEA CAREANEA R
M -1 M\ M M -1 M\ M
Las ocho variables anteriores definen las propiedades del punto atractor de un
genoma.

Para mas informacién sobre los modelos ds, d7 y dg refiérase al articulo [9].

2.2.2. Generacion de puntos evolutivos

Una vez que se cuenta con un punto atractor, es necesario generar muchos
puntos evolutivos apartir de cadenas de nucleétidos fabricadas de manera aleatoria. El
resultado de la comparacién de los puntos evolutivos contra el atractor, definira si la
cadena de la que proviene se debera alinear de manera local contra la base de datos

en formato Fasta.
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2.2.2.1 Generacion de cadenas aleatorias de nucleétidos

El primer paso consiste en construir una cadena aleatoria de nucleétidos de
tamafno M, para después aplicarle dos filtros de proporcionalidad para saber si dicha

cadena puede ser evaluada en un siguiente nivel o debera ser desechada.
2.2.2.2 Filtros de proporcionalidad

De la cadena aleatoria generada, es necesario contabilizar todos los nucleétidos

contenidos. Si la proporcion de las bases se encuentra dentro del rango siguiente:

A+T > [40 - 60]%
C+G > [40 - 60]%

la cadena podra ser procesada en el siguiente paso, de lo contrario debera de ser
ignorada y sera preciso repetir el paso anterior hasta encontrar una cadena que supere
dicho filtro.

2.2.2.3 Obtencion de puntos evolutivos

Apartir de este paso, el proceso para crear un punto evolutivo es exactamente

igual al de la obtencion de un punto atractor, es decir, se debe hacer lo siguiente:

Generar las subcadenas binarias:
o Subcadena YR.
o Subcadena WS.
o Subcadena MK.

Generar la matriz de cantidades de nucleétidos.

Generar la matriz de cantidades binarias.

Aplicar los modelos matematicos de evolucion:

o dYR.
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o dWS.
o dMK.
o d4.
o d>b.
o dbé.
o d7.
o d8.

2.2.3 Filtro de atraccion

Una vez que se cuenta con el punto evolutivo, se compara con el atractor de
algun genoma determinado y se verifica que la distancia entre los ocho valores no sea

mayor al 10%.

2.2.4 Alineacion local

Una vez que se han superado todas las barreras anteriores, la cadena aleatoria
se alinea de manera local sobre la base de datos gendmica en cuestion. Y los
resultados se almacenan en una base de datos relacional para ser analizados de

manera manual y con la ayuda de herramientas de mineria de datos.

2.2.5 Resumen

De forma matematica es posible definir a un organismo, mediante la obtencion
de un punto de ocho componentes, que reflejan el contenido y proporcion de
nucleétidos de su ADN.

Con la proporcién genética de una cadena determinada, es posible evaluarla
matematicamente para saber si puede ser considerada evolutiva a un organismo.

En el siguiente capitulo se vera cémo construir una aplicacion eficiente
(Interblast), que lleve a cabo los procesos de evaluacidn molecular para intentar

encontrar patrones evolutivos en los seres vivos.
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CAPITULO Il

INTERBLAST

Dentro de todo el proceso de deduccién de la evolucion molecular existe un
procedimiento muy relevante denominado: “Alineacién local”.

Alinear cadenas de nucleétidos sobre una base de datos genomica no es un
proceso sencillo y exige el consumo de mucho tiempo y grandes cantidades de
recursos computacionales

Durante varios afios, el NCBI ha trabajado en la construccidon de un software
denominado Blast [8], capaz de realizar alineaciones locales sobre bases de datos
genomicas en formato Fasta.

A lo largo del presente capitulo se muestra como adaptar y mejorar los servicios
que ofrece NCBI para llevar a cabo procesos computacionales no existentes, que

beneficien el estudio de la evolucidon molecular.

3.1 Blast

Es un conjunto de programas creados por NCBI para la alineaciéon local de
secuencias contra bases de datos genomicas. Sus siglas significan: Basic Local
Alignment Search Tools o Herramientas de Busqueda de Alineacién Local Basica.

Los algoritmos implementados en Blast son muy complicados pero sus
resultados son altamente confiables y en tiempos muy reducidos.

Actualmente el NCBI ofrece un servicio de bisqueda sobre Blast via Internet, lo

cual permite a muchos cientificos realizar sus investigaciones de una manera veraz y
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eficiente. Sin embargo, dicho servicio resulta inoperante para las necesidades
planteadas en el presente trabajo, debido a que el tiempo de espera es alto y no incluye
los mecanismos de aplicacién de los modelos matematicos desarroliados en la Facuiltad
de Ciencias.

Afortunadamente el codigo fuente y ejecutable de Blast se encuentran disponible
para el uso libre de la comunidad cientifica, lo cual permite que cualquier persona lo
adapte a sus necesidades.

Los programas contenidos dentro de Blast son:

blastp: permite comparar una secuencia de aminoacidos contra una base de

datos de secuencias de proteinas.

blastn: compara una secuencia de nucleétidos contra una base de datos de

secuencias de nucledtidos.

blastx: compara una secuencia de nucleétidos traducida en sus seis posibles

marcos de lectura contra una base de datos de secuencias de proteinas.

tblastn: compara una secuencia de aminoacidos contra toda la base de datos de
nucledtidos  traducida en sus seis posibles marcos de lectura.
Si se necesitara realizar este calculo con Fasta seria necesario realizar las traducciones
de las secuencias en los distintos marcos de lectura y ejecutar la busqueda para cada

uno de los seis marcos.
tblastx: compara las seis traducciones en sus marcos de lectura de la secuencia
de nucleétidos, contra las seis traducciones en sus marcos de lectura de toda la base

de datos de nucledtidos.

En la figura 3.1 se pueden ver algunos de los servicios Blast que NCBI ofrece al

mundo via Internet:
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B BLAST - Microsoll Internet Dnplores ] —_ 1§ . =&l x|
frchivo Edodn yer Fevorkos Hememientas Aypda | i:

(Dt - - %] 2] [ eant oo @toets €6 - B -

hj Retp/fvmws.ncbi.rim.nh.gov/BLAST/
BLAST

v § May 2006 New BLAST formatting options l
Nucleotide Protein
s Quicktly search for highly similar saguences « Protein-proteln BLAST (blastp)
(megablast) e PHI- and PSFBLAST
* Quickly search for divergent sequences. o 8aarch for shor, nearly exact matches
(discontiguous magablash « Boarchthe conserved domain database
* Nucleotide-nucleclide BLAST (btasin} (psblash
s 8earch for shoil, nearly exact matches « Saarch by domain srehitecture (cdar
* 8sarch lrace archives with megablast or
discontiguous megablast
Translated Genomes

o Transiated query vs. profein database (blash) ® Chicken, tow, pig, dog, sheep, tat
s Protein query vs. transiated database {blastn) » Enviranmantal samplgs
+ Tiansiated query vs. transtated database e Human, mouse, rat
@blastd » Fugu rubripes, zebrafish
* insacts, nematodes, plants, fungl, malana
« Microblal genomes, other eukaryolic genomes

Speclal Meta

= Search for gens exprassion data (GEO BLAST) e Retrieve rasuyits by RID
* Align two seguences (bI2seq)

» Screen for vector contamination (YecStreen)

e Immunogiobin BLAST (IgBlash)

o SNP BLAST Hew

Fig. 3.1. Servicios de Blast

En la figura 3.2 se muestra un ejemplo de uso del sistema Blast via Internet, en
el cual se alinea localmente una cadena de nucleétidos sobre el genoma de una

bacteria, en este caso E. coli:
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Cadena para alinear Genoma objetivo

- Microsolt |r|||'|_||l'{l':-:|lurl‘l i . o l-/ -——Ig—'- ‘S.J
A L A el i N . ‘ et
Qs - 4 x 2] e s Wieete € - - B
oresn (B i prsbigron ey —— e T

enomic B L A S

I
BLAST with snicrobial genomes (363 bacterial 28 archaeal 72 eukaryotic genomes (ree} /
] /
] /
P - mdicates the fbility to search against protem sequences, - completed genomic sequence, - unfinished genommc $equence, - Whole Genome Shotgun,
3 - add./rcmov? from selection, See [Help] and [Article] for details. ///
I /
7 ; /
Enter your queky sequence as Accession/GI or FASTA: /
ACACGTTGGC NTCGATCGACTACG B //’
7/
Li /
Select type of query and database or BLAST- s
/
Query [ONA ] Dotabane [ONA =1 Blsprogra [5oew =] Megsblae 7
You may change BLAST options /
Expect: (10 ] Fiter [defeut ~] Descriptions | 100 =] Atignments [100,%]
. B

Fa
/

Select all  Cloar all 1 graomes G GRS -
/
/

alphabetical menu /
4
/
Check ™ f'you want BB to select only completed genomes /
4
/
B Axclinea ,/
BB Crenarchavota /
BB D esulfiurorac e ales ///
P I™ Aeropyrum permnix X 1 / Rd)
B gamuna mbdovision ///
B Euterobacteriales /
P I Buchnera aphidicola str, APS (Aryrthodphon pisum)
P J” Buchnera aphidicola str. izongis pistaciae
P I Buchnera aphidicola str. SggScng i8 graminusm)

P I Candidatus Blochmannia floridapis
P ™ Erwinia carotovora subsp. alrgfseptica SCRI1043
™ Erwinia chrysanthers str 3957
I Escherichia coli 042 /7
P I” Bschenchia cob CFT0
J™ Escherichia coli E2348/69
P I Escherichia coli R %2
P ™ Eschenichia coli Q157.H7
P I~ Escherichia coli O157:H7 EDL933
™ Klebsiella pneumoniae subsp. pueumoniae MGH 78578
P I Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TTO1
™ Salmonella bongori 12149
P I” Salmonslla entanica subsp. entenca serovar Choleraesuis str, SC-B67
[ Salmonella enterica subsp, enterica serovar Dublin
™ Salmonella enterica subsp. enterica serovar Ententidis str. LE S -+
P I Saimonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi A str. ATCC 9150
™ Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi B str. SPB7
P [T Salmonella entenica subsp. entenca serovar Typhi Ty2
P [T Salmornella enterica subsp, entenca serovar Typhi str. CT18

S

I Salmonella typhimurium DT104
P [ Samonella tvohimurium LT2 - S
= : : = 75 R

Fig. 3.2. Escritura de la cadena de nucleétidos y seleccion del genoma sobre el que se llevara a

cabo la alineacién local
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Después de enviar la cadena para que Blast la procese, el sistema muestra una

ventana (Fig. 3.3) con el tiempo estimado de respuesta:

Tamafo de la cadena Identificador de consulta Boton para revisar los Tiempo de
enviada . , /resultados espera aprox.
: L L ///
. v =3 ’,’ . _-dillq
v "m.'_u, _Em u i i R S i Y |
(Ot - b (x| F] e et €8 ke Qw3 -
wmmmp-rmmmmwmmm i T e T BTN

s
7/ P -

4 . rd
The request ID is 11)5958601-20850-1 86885633061.BLASTQ4

o

The rezuits are esumated to be ready in 59 seconds bul may be dane sooner.

Plsase press “FORMATI® when you wish to check your results. You may change ths formatting options for your result vis tha form below and press “FORMATI® sgain You mwy also
nquesueaulu of a diffssent sauch by entaring any other valid request 1D to see other zecent jobs.

',._.

Fonnat

Show [ Graphical Ovetvisw I Linkout I Sequance Retsieval [ NCBL g Alignment ¥ in [HTML  ¥Itommu

Use niow formatter 1™ Musking Charastag] Default(< for protein, n for nucleotids) 7] Masking Colpd Black <]

Number of. Degcript 5‘093100 'i M

Alignment visw |Paiwiss =]

[&] usto S S @ mems

Fig. 3.3. La pequeiia cadena de nucleétidos escrita en la caja de texto superior se alineara sobre el
genoma del E. coli K 12, en aproximadamente 59 segundos

Una vez transcurrido el tiempo de procesamiento, los resultados se muestran en

una ventana como la de la figura 3.4:
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Subcadena alineada Subcadena del genoma

/
/
- - - 4
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. ot J
1 , a
wald & ,/
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/
] ,/
BLASTN 2 211 [May-08-2005] e
\ e
' ’
Referenve: | //
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1 ’
/7
RID: 1.115658%01-20850—198885693061.BLAS'DQ’I //
1 s
1
Query= 1 J
(24 I‘Le::ets) ,/
1 //
1 e
Databasn: Comfi.leced Escherichia coll K12; S/
1 ’
1 J‘equem:es; 4,639,675 total letters i
1 i
1 ,
1
If you have any problems or questions with the resulcs of l:)')(s search
please refer c% the BLAST FAQs ,/
\ e
Taxonomy repords /
i ///
'
' ,
] ’
] // Score E
Jequences produc“\nq significant aligmwents: // (bit=} Value
| ’
ref|NC 000913.2 ll Eascherichia coli K12, con{p)e’:\:c genome 26 0.63
l , Aligrments
/
>ref |NC 000913. 2 Eacherichim coli K12, :ompler.e genome
Length r- 4639675 Ve
J/
Scote = 26.3 m:; {13), Expect = o,’63
Identities = 13/ {100%) ,
Strand = Plus / inua i
v ’
/
4
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[ARRRRE AR RRY
Sbyct: 1870630 tcggcatcgatcg 1870642 _'_i
B . s e e ERage R T B nenst

Fig. 3.4.a Resultados de la alineacion local sobre el genoma E.coli
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Oftras subcadenas alineadas Otros resultados
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Score = 24.3 bits (12), Expect = 2.5 /
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Scrand = Plus / Hinus ’
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Shjee: 1343029 cggoategatcy 1343040 ’

Lembda 4 H /
1.37 0.711 1.31 /

Gapped /
Larbda K R /
1.37 0.711 1.31 S

Hatrix: blastn marrix:l -3

Gap Penmlties: Existence: 5, Extension: 2
Number of Sequences: 1

Number of Hits to DBB: 726

Number of extensions: 44

Number of successful excensions; 44
Rusher of sequences better than 10.0: 1
Number of HSP's better than 10.0 without gapping: 1
Nunber of HSP's gapped: 44

Nurber of H3P's successfully gapped: 44
NWumber of extra gapped extensions for HSPs above 10,0: O
Length of guery: 24

Length of database: 2639875

Length adjustment: 13

Effeccive length of guery: 11

Eftective lentyth of database: 4639662
Efrective search space: 51036282
Effeccive search space used: 51036282

Ak 0

X1: 11 {(21.8 bitvs)

%2: 15 (30.0 bits)

Z3: 25 (50.0 bite)

S1: 11 (25.0 bitas)

§2: 11 (22.3 bitsm)

& T e b e

Fig. 3.4.b Continuacién de resultados
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Desarroliar los algoritmos de Blast para utilizarlos en un sistema local en la
Facultad de Ciencias de la UNAM resultaria muy laborioso, por lo cual para dar una -
mejor solucién en el proceso de evolucidén molecular, para esta tesis se adapté el

codigo a un sistema propio que cuenta con mas funcionalidades.

3.2 Interblast

Para realizar las tareas de pre-procesamiento de datos, generacién de puntos
atractores, generacion de puntos evolutivos, alineacién local, almacenamiento y
recuperacion de resultados en una base de datos relacional, se desarrollé un sistema
via web llamado: Interblast, el cual representa el objeto principal de esta tesis.

Cabe senalar que todo el proceso de alineacion local es posible, gracias a que se
adapt6 el Blast de manera local al software Interblast, con el fin particular de beneficiar
el grupo de trabajo de la Facultad de Ciencias que estudia la evolucion molecular.

Con la ayuda de Interblast y algunas herramientas de mineria de datos, es
posible trabajar para encontrar patrones significativos sobre la evolucién molecular.

Para asegurar un consumo eficiente de recursos y tiempos de respuesta
reducidos, la solucién completa se implementd bajo un clister o agrupacion de
computadoras con el sistema operativo Linux, de tal manera que se emula la operacion

de una supercomputadora, tal y como se muestra en la figura 3.5:
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Mineria de datos

Usuario-1 A Almacén y recuperacién __--
' N\ de resultados e

AY -

cpu-2 Cluster

Cadena SRR e ==
EE=—ar ST s aleatoria
T filtrada | CPU-1 i (RCPUZ3
. Consulta2 | @ oToTC Procesa A
Usuario-2 Interblast * | Blast &------- > CPU4
\ (F. Ciencias WResuftados|
B S it : CPU-5 CPU-6
A

Usuario-n ///COnsuIta n

Archivos
Fasta

Fig. 3.5 Proceso de interaccion Humano - Interblast - Blast

En el esquema anterior se puede observar que Interblast, genera de manera
automatica secuencias genémicas aleatorias que se filtran para ser enviadas a Blast, el
cual a su vez realiza eficientemente las operaciones de alineacion correspondientes con
la ayuda de un cluster. Los resultados son almacenados por Interblast en una base de
datos que puede ser consultada por varios usuarios de manera simultanea, y

explotados con herramientas de mineria de datos.
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3.3 Arquitectura de Interblast

La arquitectura del software del sistema esta definida en tres capas

independientes que son:

e |nterfaz de usuario
e Dominio del problema

¢ Manejo de datos

3.3.1 Capa de la interfaz de usuario

La capa de software de Interblast encargada de la interaccion humano-maquina

se desarrollé para operar via web de forma funcional.
3.3.1.1 Arbol Mad*
Antes de construir la interfaz de usuario, es necesario comprender la forma en la

que el usuario realiza la tarea que se desea automatizar, y para ello se muestra en la

figura 3.6 el arbol MAD* correspondiente junto con sus tarjetas:
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l 1.1 (¥ 1.3 2.1 2.2 23 2.4 25
. | \

Fig. 3.6 Arbol MAD* que define el proceso de trabajo del usuario

Para que el arbol anterior esté completo, se requieren de tarjetas descriptivas,

las cuales se muestran enseguida:
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3.3.1.2 Tarjetas del arbol Mad*

| imero

Encontrar cadenas de ADN que puedan ser analizadas para
idescubrir patrones evelutivos
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Nucleo
_éenerar punto atractor

Objetivo Obtener un punto de 8 componentes que identifique de manera
dnica a un organismo

Constructor Secuencial |

Facultativa

Interruptible |
Prioridad o
Operario lnvestidbr biélog '

¢ ndiciones

i

Precondicion de inicio  |Hay bases de datos genémicas disponibles
Ningna
Ningna |
Postcondiciones Punto atractorgenerado |

Nucleo
Descargar archivo Fasta

Objetivo Disponer de un archivo genémico en un formato que permita
contabilizar el contenido de un organi

Elemental
Facultativa _
Interruptible e S
Prioridad .
Operario _
L

Pos

‘J 1ISL CO =
Precondicion de inicio Hay bases de datos gen6émicas disponibles para descargar i
Precondicion de arranque §Ninguna |

IS
_____Nimero
______Nombre
__ Constructor ___|
_____Interruptible ____
_____Operario
__Modo

l

Precondicién de paro

Postcondiciones Archivo Fasta almacenado
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| _Ndmeo ___f§12 |
| _Nombre
Obtener las cantidades de los datos incluidos en un archivo Fasta
Elemental |
e

Investigador bislogo

re FoOst Cconaiciones

|_Precondicion de arranque _fINinguna
|___Precondiciondeparo _ JNingwna |

m_ Obtener punto atractor de 8 componentes

Nucleo
Objetivo [Encontrar 8 valores que identifiquen de manera tinica a un
organismo
i L]

e
Facultativa

_______Modo |
Pre
Precondicion de arranque JNinguna
Ningwna_________________________________|
Punto atractor de 8 componentes obtenido

'Manual
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Interruptible

Operario

Objetivo

_____Modo

Precondicion de inicio

Precondiciéon de arranque
Precondicién de paro
Postcondiciones

'Generar punto evolutivo

Obtener una cadena aleatoria que pueda ser alineada localmente
sobre una base de datos genémica, después de haberse obtenido
un punto evolutivo de 8 componentes compatible con el punto
atractor de un organismo determinado.

Verdadero

Investigador biélogo

Se cuenta con el punto atractor de un organismo
(]
L]

Punto evolutivo generado

Nuclieo

Generar cadena aleatoria de nucleétidos

Obtener una cadena aleatoria de nucléotidos que pueda ser
procesada para saber si puede ser alineada localmente con unaj
BD genémica.

Verdadero

nvestigador biélogo

| Se cuenta con el punto atractor de un organismo

Ningwna |
Ninguna |
Cadena aleatoria generada

Pre y Post condi 1es
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ontabilizar contenido

Objetivo xtraer las cifras del contenido de la cadena aleatoria

Constructor

m

Facultativa Verdadero
Interruptible
Prioridad

Operario

nvestigador biélogo

I

1

Precondicién de inicio Hay cadena aleatoria
Precondicién de arranque §Ningupa |
Precondicién de paro  WNinguna |

Postcondiciones Contenido contabilizado

Pr 1es

| %I |I"'.I
Obtener punto evolutivo de 8 componentes y proporcionalidad

Objetivo Obtener 8 valores que definan una cadena aleatoria de manera
unica y que cumplan con cierta proporcionalidad, para decidir sij
debera ser alineada con una BD genémica.

Constructor Elemental |
Facultativa
Interruptible

Prioridad T

Operario igador bi6logo

|

Precondicion de inicio El contenido de la cadena aleatoria se ha contabilizado
Precondicién de arranque fNinguna |

B R R e R e S =
rrey 1dICiONes
L]
_

Precondicién de paro

Postcondiciones Punto evolutivo de 8 componentes y proporcionalidad obtenidos
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Nucleo
_m Comparar el punto evolutivo con el atractor
Objetivo

Saber si la cadena aleatoria cumple con los requisitos para ser,
alineada localmente con una base de datos genémica.

Elemental |
| Facultativa |
e
+“
Investigador biélogo

. _Modo _ WManw |

e ondaici S
Precondicién de inicio i

Precondicién de paro  fNinguna |
Postcondiciones Punto evolutivo v atractor comparados

v
g
'Hay punto evolutivo y atractor
Precondicion de arranque '
(]
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: enomlca

Obtener subcadenas de la cadena aleato gque se ‘encuentren
.‘dentro de la BD enomlca de un organismo

lnterru otible
Prioridad

Postcondiciones ECadena aleatoria alineada localmente con una BD genémica
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3.3.1.3 Diagrama general de casos de uso

Una vez que contamos con la logica de trabajo del usuario, es necesario crear un
diagrama que demuestre la forma en la que ese mismo trabajo se realizara pero a
través de la interfaz de usuario de Interblast, para ello en la figura 3.7 se incluye el

diagrama general de casos de uso:

Ingresar al Sistema

—’,’—""__"‘\,

Formatear Base de
Datos Gendmica

-

Consultar Bases de
Datos Gendmicas

I ———

!

Generar Punto

Atractor
Investigador '
bidlogo
Consultar Punto
Atractor

Generar Punto
Evolutivo

Consuitar Punto
Evolutivo

N

Salir del sistema

Fig. 3.7 Diagrama general de casos de uso
45



3.3.1.4 Detalle de los casos de uso
Caso de uso: ingresar al sistema

Actor: Investigador biélogo.

s ™

Investigador Ingresar al Sistema
bi6logo

Descripcion: el Investigador bidlogo ingresa al sistema sin necesidad de pedirle

contrasena.

Flujo:

Ingresar la direccién Mostrar Ia pagina de
del sitio que aloja el linicio y dar la bienvenida
sistema

Excepciones:
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Caso de uso: formatear archivo genémico

Actor: Investigador biélogo.

)\| -
Investigador Formatear Base de

bidlogo Datos Genomica

Descripcion: el Investigador bidlogo selecciona un archivo genémico valido para que

se genere un conjunto de archivos Utiles para el sistema.

Flujo:

A
| BN iy

Seleccionar un archivo f el
gendmico valido y lo ; : generar los
envia. ‘archivos indices y dar de

alta el nombre del
genoma dentro de lajf
'Base de Datos.

Excepciones:

Excepcion | ymbre [ Accion

E1 'No seleccionar un archivo Avisar al usuario que para procesar un
archivo primero se debe selecciona
este.
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‘Seleccionar un archivo nofjIndicar que el archivo seleccionado nof

valido L es valido, por lo que es necesario}
‘ utilizar alguno que si lo sea. :

Caso de uso: consultar bases de datos genémicas

Actor: Investigador bidlogo.

¢ .
A

Investigador Consultar Bases de
biélogo Datos Gen6micas

Descripcién: el usuario consulta las bases de datos genomicas disponibles.

Flujo:

Consultar las bases def ‘Mostrar una
datos genomicas quef bases de
puede utilizar. gendmicas

| para su uso.

Excepciones:
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Caso de uso: generar punto atractor.

Actor: Investigador bidlogo.

A

Investigador Generar Punto
bidlogo Atractor

Descripcion: el usuario selecciona una base de datos gendmica para que el sistema

genere el punto atractor correspondiente.

Flujo:

Datos gendémica de unj _
organismo. 'seleccionado.

Mostrar una pantalla en
la que sefala que el
punto atractor se ha
.generado

Excepciones:
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Caso de uso: consultar punto atractor

Actor: Investigador bidlogo.

¢ e a

A

Investigador Consultar Punto
biélogo Atractor

Descripcion: el investigador consulta los puntos atractores apartir de los cuales podra

generar puntos evolutivos.

Flujo:

Consultar los puntosg ‘Mostrar todos los puntos

atractores generados. atractores que sirven
para generar puntos

evolutivos.

Excepciones:
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Caso de uso: generar punto evolutivo

Actor: Investigador bidlogo.

®
N

Investigador Generar Punto
bidlego Evolutivo

Descripcion: el investigador genera puntos evolutivos sobre un determinado organismo

que ya cuenta con un punto atractor,

Flujo:

'Seleccionar una base Generar todos los puntos§
de datos gendmica ajl evolutivos solicitados. '
utilizar v el total de] :

puntos  evolutivos af

generar. ]

Excepciones:

El dato ingresado
‘numerico.




Caso de uso: consultar punto evolutivo.

Actor: Investigador bidlogo.

®
A

Investigador Consultar Punto
bidlogo Evolutivo

Descripcion: el investigador consulta los puntos evolutivos que se han generado sobre

un determinado organismo.

Flujo:

Consultar una cierta] Mostrar el total de puntos
cantidad de puntos] ‘evolutivos solicitados. '
evolutivos de un ciertol

organismo, :

Excepciones:

El dato mgresadmbw no eslSolicitar cantidades validas.
nNUMerico.
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Caso de uso: salir del sistema

Actor: Investigador bidlogo.

* P

A

Investigador Salir del Sistema
bidlogo

Descripcion: el usuario finaliza su sesién con el sistema.

Flujo:

Cerrar las conexiones y
muestra un mensaje de
finalizacién de sesion.

Abandonar el sistema sinflEl sistema finaliza por si sélo la sesion
cerrarlo después de un determinado tiempo sin
uso.

Apartir de los casos de uso es posible desarrolla la interfaz de usuario y el

sistema.
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3.3.2 Capa de dominio del problema (disefio de clases)

La capa de dominio del problema o de codificacion del software del sistema, se
sustenta bajo el lenguaje de programacioén Java [5], para asegurar la portabilidad entre
plataformas.

En esta tesis no se incluye cédigo fuente, solamente los diagramas de clases
correspondientes.

El diagrama de clases que define la operacién del sistema Interblast es el

siguiente:

Fig. 3.8 Diagrama de clases para el funcionamiento de Interblast.
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La explicacidon a las clases mostradas es:

e La funcion de la clase “Preprocesamiento” es la formatear un archivo Fasta, es
decir se encarga de generar ciertos archivos indice que necesita el Blast

adaptado localmente para realizar las alineaciones.

e [a funcién de la clase “Generacion Genomica” es la de extraer subcadenas de
los archivos Fasta, generar cadenas aleatorias y obtener las matrices de

cantidades de nucieétidos correspondientes.

o la clase “Generacion Binaria” sera la responsable de transformar las cadenas
gendémicas en sus respectivas cadenas binarias (YR, WS y MK), ademas de

producir sus matrices de cantidades.

e La clase “Generacion de Puntos” tiene como objetivo el aplicar los ocho modelos

matematicos necesarios para la construccion de puntos atractores y evolutivos.
e Laclase “Enlace Blast” es la responsable de enviar las cadenas aleatorias hacia
Blast para que sean alineadas con las bases de datos y gendmicas, y también

se encarga de recuperar los resultados.

Ademas de todas estas clases, se requiere de otras clases que permitan

almacenar y recuperar los datos de la base de datos. Véase la figura 3.8:
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Fig. 3.9 Diagrama de clases para la insercién y recuperacion de datos en la BD.
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Las clases de la figura anterior son las responsables de almacenar y recuperar

todos los datos que son parte de los procesos de alineacion.

3.3.3 Capa del manejo de datos

Para almacenar y consultar los resultados de los puntos atractores, puntos

evolutivos y alineaciones locales, se cre6 una base de datos relacional con el nombre

de Interblast, cuyo disefio general se muestra en la figura 3.10.

GENOMA

PUNTDATRACTOR

Fig. 3.10 Disefio general de la BD Interblast

PUNTOEVOLUTIVO

{-

—nd]

PUNTOEVOLUTIVOHIT

En la pagina siguiente se incluye el diagrama entidad-relacién detallado de la BD

Interblast;
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3.3.3.1 Estructura de la base de datos y diccionario de datos

En primera instancia es necesaria una tabla para almacenar datos basicos de los

genomas, como la siguiente

% [diting Table [interblast,penomal

A B 3% &=

Default | EmunSet Values

integer 11 0
nombre varchar 50 n
sacusnciagNumero imeger 11 0
ferasNumero integer 20 0

Tabla 3.1 La tabla “Genoma”

En la tabla genoma se guardan datos de los organismos como:

e id: es un identificador numérico para cada organismo.

e nombre: es el nombre del organismo.

e secuenciasNumero: es el total de bloques que contiene la base de datos
genomica.

e letrasNumero: es el total de nucleétidos contenidos en el ADN del

organismo.

En la tabla 3.2 que nombrada “puntoAtractor’, se almacenan los puntos

atractores de cada una de las bases de datos genomicas:
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% Editing Table [interblasl.punioatractor]

A B I=X& &80

Name | Type |Size [ Dectmals [ Nult | Primary Key | Auto | Unsigned | ZetoFill | Binary | Defaunt | EnumniSet Values |

g integer 11 i O =2 & O o O b
__|idGenoma integar 11 0 & O O O O O
__ldvr float 8 5 2 o O O O O

dws float 8 5 = O O O O O
—dmk float 8 5 & O O O o
__|d4 float 8 ] & O O O O O
_|d5 float 8 5 = O O O O O
__|d8 float 8 5 = O O O O O
a7 float 8 5 & m] O ] ] |

d8 float 8 S 1% O O O O O
" |totalaDN integer 9 0 = O m] m| ] O
___|total& integer 9 0 & O O O O O
| totalC Integer 9 0 & O O O O O
___|totalG integer 8 0 L O O O O O
__|totalT integer 9 0 & O O ] O O
__|totalrA integer 9 0 L O O O O O
__|totalAC integer 9 0 (2§ O O O O 0
__|totalac integer 9 0 & O O O O O
___|totalAT integer 9 0 = O O O O O
| totalCA Integer 9 ] o O O O O O
___|totalCC intagar 9 0 & O O O O O
___|totalCG Integer 9 0 I O O O O O
__|totalCT Integer 9 0 & O O O O O
__|totalGA integer 9 0 (£ O O O O O
___|totalGT intager 9 0 & O O O a O
___|wotalGG integer 8 0 & O O O (] O
__|1otIGT intager 9 0 & O O O O O
__ | iotaiTA Integer 8 0 174 O O O O a
_|totalTC imeger 9 0 =& O ] O O O
___|totalTG integer 9 a = O O O (] O
__|totalTT integer 9 0 2 O O O O O
___| totalvrd inteager 9 0 P O O O O O
__ |totaiyr Integer 9 0 [ O O O O O
___|totalYroo integer 9 0 & O O O 0 O
___| totalYr01 integer 9 0 & O O O O O
___|totafyr10 integer 9 0 [ O O O O a
___|totarvr11 integer 9 0 = O O O O O
__|totatwso integer 9 0 & O O O O O
__ | totalvws1 Integer 8 0 =2 O O O O O
___|totaiwvs00 Imteger 8 0 o O O O O O
| totaivvs01 integer 8 0 [ O O O O O
__ |totalvvs10 integer 8 0 o O O O O O
__|totaivys11 integer 9 0 & O O O O O
__ | totaiMk0 integer 9 0 [ O O O O O
__|totaiMkl integer 9 0 4 O O O ] O
___ | totalMk00 integer 9 0 2 O O O O O
__ | totaiMko1 ~ Integar 9 il 4 O O a O O
__|totalmkio integer 9 0 [ O O O O O
| totalMki1 integer 9 ] & O O O O O

Tabla 3.2 Espacio para almacenar puntos atractores

En la tabla de puntos atractores es posible almacenar los siguientes datos:

e id: identificador auto-numérico del punto atractor.
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¢ idGenoma: valor que relaciona esta tabla con |a tabla genoma.

o dYR, WS, dMK, d4, d5, d6, d7 y d8: guardan los valores obtenidos al
aplicar los ocho modelos matematicos.

e totalA, totalC, totalAA, totalAC,...,: alojan los valores de la matriz de
cantidades de nucledétidos.

o totalYRO, totalYR1, totalYROO,...,: incluyen los valores de la matriz de

cantidades binarias.
La siguiente tabla (puntoEvolutivo) incluye los puntos evolutivos que han

atravesado todos los filtros y que cumplen con las reglas de cercania al punto atractor

correspondiente, junto con ciertos resultados de alineacion:
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*. [diling lable [interblast. puntoevolutivo]

A | KA &3
Name | Type I Size IDQcimislNMlPrinﬂ KQ!I Auto uls!gndileroﬁlllm_wz Defoult | EmmitSet Vohies

L] fimeger 11 [} 0 [~ [~ D D [w]
| ldGenorna Integsr 11 i [ 0 0 a a [m]
___| tadensAleatoria taxt 85535 0 [~ a [m] [m] [m] [m]

cadenaAlesionaAmasTporciento float 8 5 & ] a a a a
| tadenasleatoriaCmasGporciento float ] 5 [ [m] (@] [m] (@] [m]
| cadenamieatariaAn integer 4 0 =] [m] [m} @] ] u]
| cedenaAlestoriaAC Integer 4 i = a (@] [m] [m] [m]
| cadensAleatoriaAQ integer 4 0 o a a ] a a
| cadanaAiatonaAT Integer 4 0 o a a o o] a
__| cadenaAleatoniaCA Integer 4 (1] & u] [m] [m] o u]
__| cadenaAleatoriaCC Integer 4 0 o [m] (@] a a a
| cagenaAisatonaCs integer 4 i o a [m] a a a
___| cadenaAleatoriaCT Integer 4 i} €2 a a a a a
___| cadenaAleatoriaGA Integer 4 0 4 a a a a a
__| cadenaAleatonace integer 4 [ & a a a a a
| cadenaAleatoriaGs Integer 4 [1} e a ] a a a
| cadennAleatoriaGT integar 4 0 =4 u] a a a u]
___| cedenaAlestoraTA integer 4 0 g a a a a a
__| cadenaAleatortaTC Integer 4 0 =4 a a ] a a
__| cadenaAleatonaTG integer 4 0 =4 a a a a u]
| cadenaAleatoraTT integer 4 i} 4 a a a a a
___|cadenayr ted B85535 1 & m] [w] [m] a [w}
| tadenaYiNO Integer 4 0 &2 a @] [m] [} O
___| cadenaYiNg Integer 4 1} =g a a a a a
___| cadengYmNao integer 4 0 =1 a a a o o
.| cadanaYm0y integer 4 o =4 [m] a [m] a O
| cadenaYiN10 Integer 4 [} o u] o 0 u] [m]
__|cadenaYmit Intager 4 [} o a a [m] a a
__| eagenayrDiscriminants float 8 5 o [m} o] a ju] a
] cadenavys ted 65535 0 o a [m] [m] [} O
| cadenaweNO Integer 4 0 =8 a a a a o
| cadenawsN1 Integer 4 0 =4 a [m] a a o
__| cadenaywsNOO inleger 4 0 & O [m} [m] O O
__{cadenawsNO1 integer 4 1] o [m] a a O [}
| cadanaWsN10 Integer 4 0 e a D D a a
__{cadenawysNi1 Integar 4 0 [=¢ a [m] ] ] a
| cadenaWsDiscriminante float 8 5 =] [} a [} a a
| cadsnamk text 65535 0 =4 m] [m] D m] m}
__{cadenaMiNG integer 4 0 [=¢ a a D a a
| tadenaMiN1 integer 4 0 4 a a ] a ]
__| cadsnaMKNOG Integer 4 0 [=¢ (m] a a a a
___| cadenaMkNO1 integer 4 3} o a a a a [m]
__{cadenaMkN10 integer 4 0 & o w] o a m]
___|cadenaMkN11 integer 4 0 [ [m] o o a a
__| cadenaMkDiscriminante float 8 5 = m] m] o m] (m]
a4 float 8 5 & o o o o [m]
__]d5 float 8 5 =g [m] o [m] [m] o
___|d6 float 8 5 & a a a a a
a7 float 8 5 =1 a a m] a a
__{o8 float 8 5 = (m] a a (m] a
__|1ambdaNormal float 8 5 = O a a O O
__|KNormai float 8 5 =4 a a a u] m]
__| HNormal float ] 5 =4 O a a O O
__|lambdaGapped float 8 5 =4 O a a [m] [m]
__ | KGapped float 8 5 o a a a [m] [m]
| HGapped float 8 5 & a a a a a
__| penalidadGapExisiencia smallin 2 0 =4 a a a [m] [m]
__| penalidadGepExtension smallln 2 3} ¢ a m] a a [m}
__ | numeroHitsBD Integer 4 0 = [m] [m] [m] a a
| numeroExtensiones Integer 4 0 =4 a u] o o o
| numarcExtensionesExitos as integer 4 0 [ a a [m] a [m]
__| numeroSecuenciasmelorADiez integer 4 0 & o u] (m] a m]
__| numeroHGPMelorADiezSInGap Integer 4 0 g a w] a ] a

numercHSPGappedExitosasPrusbaPralim Inlegar 4 0 4 a a a a a
__ | numeroHSPInlentadasGappingPruebasPrelim Infeger 4 0 = a a a a a
__ | numercHEPGeppedNaPrelim Infeger 4 0 =z a o o a a
__|tongitudCansulta integer 4 0 [ a a a o o
__|longitudHSPErectiva inleger 4 0 & a a a a a
__|longitudConsultaEfactiva integer 4 i} =2 a a a w] a
__|longitudBOEfectiva integer 9 0 4 [m] a a a a
| espacioBusquedaEfectivaUsado bigint 20 0 =4 O a a a a
T smalin & 0 o a [m] a O O
_|a smailin 6 0 = (m] a u] O a
_Ixr smallin 6 0 & a [m} a O O
__|X1vits float 8 5 =4 a a a O O
X smallin 6 0 =4 a a [m] a [m]
__|Xanits float g 5 = a a a a (m]
_I= smallin 6 0 =4 a a a a a
i_ S1bils float 2} 5 & a a a a a
{82 smallin & 0 & a a a a a
__|52bite fioat 8 5 ¢ a a a =] a

Tabla 3.3 En esta tabla se alojan valores de los puntos evolutivos y de alineacion
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Los valores que puede almacenar la tabla 3.3 son:

e id: es un identificador auto-numérico de cada punto evolutivo.

¢ idGenoma: campo que relaciona el punto evolutivo con el genoma
sobre el cual se evalué.

* cadenaAleatoria: guarda la cadena generada de manera aleatoria.

e cadenaAleatoriaAmasTporciento: guarda la proporcionalidad de A+T
nucleétidos en la cadena aleatoria,

o cadenaAleatoriaCmasGporciento: guarda la proporcionalidad de C+G
nucledtidos en la cadena aleatoria.

e cadenaAleatoriaAA, cadenaAleatoriaAC,...: almacena la matriz de
cantidades de nucledtidos contenidos en la cadena aleatoria.

e cadenaYR, cadenaWSy cadenaWS: guardan las cadenas binarias
obtenidas de las aleatorias.

e cadenaYRNQO, cadenaYRN1,...,: incluyen los valores de la matriz de
cantidades binarias.

o cadenaYRDiscriminante,cadenaWSDiscriminante,
cadenaMKDiscriminante, d4, d5, d6, d7 y d8: guardan los valores
obtenidos al aplicar los ocho modelos matematicos.

e numeroExtensionesExitosas: total de subcandenas de la cadena
aleatoria, que alinean en contra de la base de datos del organismo en
cuestion.

e lambdaNormal, KNormal, ..., S2Zbits: valores de interpretacion que
escapan al entendimiento de esta tesis, pero que sirven para futuros

trabajos.

63



Finalmente la tabla puntoEvolutivoHit, guarda las subcadenas de los puntos

evolutivos que tienen alineacion local significativa:

¥ fdlap bl il punivevaintiening |
A B deK g BEIN
: Maine [ Size | Oecimals | Hull | P Autn | Unshgnied | ZesoF il | Binary | Defaoh | Emen/Set Vates |
BB e IEGRF [ ] &r g a [m] 5]
] WIPUMOE VO nleger 11 g &4 ] (] (] jal O
| subcadena e 55535 ] & m] ] ) a a
i subtagensPositionDesde smalim 2 i B %] [} a a a
| SUDCEdERAPDSICONHASE emallint 2 a =] c [} ] ]
.| scom finat a 8 =] a wi i n] m}
__scorefs integer 4 o & a (W] [ a a
lement foat B s @ O o o o
L lioerdgadesNumeradar  smalint 2 0 =4 ] [ 0 g )
idertideesDenominater  smalii 2 0 &2 0 o ju] 0 u
|| demitadnsPorhento fipat 8 5 = =} a a jw} w}
.| strentiNumerator varchar 5 a & 0 a a 0 [w}
5 i =} a a ] n 0

i strandDenominador yarchar

Tabla 3.4 Incluye espacio para guardar alineaciones de subcadenas

Los campos de la tabla anterior, guardan los siguientes valores:

e id: es un identificador auto-numérico de cada subcadena alineada.

e idPuntoEvolutivo: campo que relaciona la subcadena con su cadena
aleatoria.

e subcadena: almacena la subcadena alineada exitosamente.

e subcadenaPosicionHasta: guardan la posicién de inicio y término de
alineacién de la subcadena.

e subcadenaPosicionDesde:

e score, scoreBits, ..., strandDenominador: valores de interpretacion que
escapan al entendimiento de esta tesis, pero que sirven para futuros

trabajos.
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3.4 Interblast en funcionamiento

El sistema final se visualiza a través de un navegador web como: Internet
Explorer, Netscape Navigator, Mozilla, entre otros.

La figura 3.12 se muestra la primer ventana de Interblast:

Menu principal Encabezado del sistema Area de trabajo
(siempre disponible)

Microsoll Internet Explorer

dgén, Ver FEavorkos Herramientas Ayyda I
L | e . 5
G’“’ 10 xJ L@ /;‘_: ) Bisqueds i Favortos ) (G- t‘] = ki E] 3
A 1
precrifn | ] Mitpljflocahost 8080/ nterblastf !
LI

Seleccione una opcian del lado izquierdo

Fig. 3.12 Pantalla de ingreso al sistema

En la ventana de inicio, Interblast ofrece la bienvenida al sistema. Y para obtener
una buena funcionalidad contiene un menu siempre visible, con sub-opciones que sélo

aparecen al momento de pasar el mouse por encima de un botén.
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3.4.1 Formatear archivo genémico (pre-procesamiento de datos)

Antes de generar un punto atractor, es necesario contar con una base de datos
genbébmica (en formato Fasta) que haya sido formateada previamente por Interblast. Por
eso dentro de las opciones el menu izquierdo al seleccionar “Bases gendmicas’,

aparece una opcion para llevar a cabo dicho proceso (Véase Figura 3.13)

fOpC|0n para Barra de direccién del Botén para  Botoén para enviar
ormatear archivo archivo que se desea seleccionar a procesar el
formatear archivo archivo

I
. = = 2 !
X (@ G e rrmenes €0 (0- 0 @) ] B : ,
R ol 0= A |

P mm—————

Ssleccione 4I archivo gendmico que desea formatear ’
1 1 1
i | !
i ! /
| 1 !
1 1 I'
1 1
| 1 !
v v |/
!
Hombre del archivo: ) ) j
Enviar |
1 = T Stk

Fig. 3.13 Formateo de archivos genémicos
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Después de que el usuario ha elegido y aceptado un archivo valido, Interblast

empieza a procesarlo al mismo tiempo que muestra una ventana de espera.

Mensaje de espera

3 Intertilast... - Microsoft Toternet Explare: e’ =181
o Edofn Y Buects; Mol angh S, P .
e - o - Q4] A | Odsaueds (alFaveros @hkireda (3 o4 b 0 - [ ] FAARA
| Dwoceiin [{€] e focabostoertiact] 1 =] @r :vnaks |

INTERBLAST ¥

Por favor espere, se estd daxo formato a su archivo gendémico ...

{Esta proceso puede durer unos minuios)

Fig. 3.14 Ventana de espera mientras se formatea un archivo

La ventana de espera permanecera visible hasta terminar el pre-procesamiento

del archivo Fasta.
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Una vez concluido el pre-procesamiento de los datos, aparece una ventana

anunciandolo.

Mensaje de formato
satisfactorio

B Interblast...  Microsofl Internet Explorer

Achivo  Edidén  Yer Favortos Heramiontas  Ayuda
Qe - () x] 2] T eisweds Sloraenes @ e B -

r=--
=
o

Deecrin | @] hitpe/flocabast: 6080 fiverbiast]

INTERBLAET Z

<«

El archivo ha sido formateado exitosamente

(Ahota prisde genae prntos Aractores)

&4 Intranet local

Fig. 3.15 Ventana formateo exitoso

Cuando ya se ha formateado una base de datos gendomica exitosamente, es

posible consuitarla mediante la opcién continua.
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3.4.2 Consultar bases de datos gendmicas

Para ver las bases de datos gendémicas disponibles (previamente formateadas),
existe la opcion de consulta que devuelve los nombres de los organismos involucrados
(Fig. 3.16).

Opcién para consultar Lista de Bases de
Bases de Datos Datos que han
genomicas sido formateadas

sofl Internet Explorer

frchivo  Edkib Yer EavorRos Hewramientas Ayuda

1
1
1 T -~ A . ~
Qusd 5 BB G o oo @ - Wl H B
1
i

INTERBLASBT Z

Bases Gendmicas Disponibles
Nombre
R S L L e e B VAT P
e T T, P e T T e

Oryctolagus cuniculus
Oryza saliva
T S 5 S5 b i e T == e = T v
S Intranst local

Fig. 3.16 Tabla con listado de todos los organismos cuyos archivos han sido formateados

satisfactoriamente
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Es importante aclarar que sin una base de datos gendmica preprocesada no se

pueden obtener puntos atractores y mucho menos evolutivos.

3.4.3 Generar punto atractor

El siguiente paso al pre-procesamiento de un archivo genémico en formato
Fasta, es la generacion del punto atractor del organismo respectivo. Y para ello existe

una opcion dentro del menu principal que permite lograrlo.

Opcidn para generar Lista desplegable con las bases de Boton de aceptacion
puntos atractores datos disponibles que no cuentan
con un punto atractor

I i ’

X InterBlas ... Microsalt Internet [xplorer

grchivo  Ediién  Yer Favortos  Hemramientas  Ayuda i £ I
1 /

‘Llﬂ ': /”iw };Fm Q B B E‘ 3 4
§ 1

I B ens B -
INTERBLAST Z

ra

/
/
/
/
/
/

e la que desea generar un punto atractor
/

e ===

Selecclone la base de datos sob

<___.____

Seloccione |y Base et ; I
de datos: L —

o Intrenet local

Fig. 3.17 Pantalla de seleccion de bases de datos pre-procesadas, a las cuales no se les han

generado puntos atractores
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Para generar el punto atractor se elige el nombre de un organismo que se desea

trabajar y se presiona el botdn de aceptar.

Mientras se genera el punto atractor del organismo seleccionado, aparece una

ventana de espera como la de la figura 3.18.

Mensaje de espera

2 trterilyst... ssoll Internet Cxplores ] : Al o =1&] x|
frowo Edotn Ve Eavorkos Hemamentss Avid Rt T A 3 R |
Vinculos

s - - Q) 0} | Oeaeds WFeero @raweds $18- GG M ; e i
Dracatn | ] hetpllocabostinoortisst ! =z eor

Por favor espere, se estd generando el punto atractor del organismo
*Aeropyrum pernix”

(Eaée proceyo guede durar ynas miautos)

] Listo

Fig. 3.18 Pantalla de espera mientras se crea el punto atractor

La ventana de espera estara vigente hasta que se termine todo el proceso de

generacion
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Después de generarse el punto atractor de manera satisfactoria, se despliega
una pantalla que sefiala que ahora es posible generar puntos evolutivos para dicho

punto atractor.

Mensaje satisfactorio de
generacion de punto atractor

: Interiflast... Microsafl Internet Lxplorer

Archive Edidén  Yer [Favontos Herramientas  Ayuda 1 o
1

: - . 1 . -

OQmwe - 0 x| @ (L ewaes rewems & o 53:' L3

Cveceor | 4] heap:/flocaihost: 6060 nterblast] . 1 vi ll Mortan Adews B ~
I

INTERBLAST
= ) 2
1
1
1
1
1
1
[
1
1
1
El punto atractor ha sido gensrado exitosamente
{Ahora pusde crear puntos evoliitivos)
E1 S =i 4 Inkranet focad

Fig. 3.19 Mensaje exitoso de generacién de un punto atractor

Si se desean consultar los puntos atractores disponibles, sélo es necesario elegir

la opcidn correspondiente.
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3.4.4 Consultar punto atractor

Para la consulta de puntos atractores, Interblast muestra una tabla en donde

cada registro o renglon corresponde a un organismo (Fig. 3.20).

Opcién para consultar Lista de Puntos
puntos atractores Atractores
generados

X Inlerfilas ... Microsoft Interne! I xplorer 5 I
Archivo mgibn Yo Favorkos Hemamisntas Ayuda i r
em 10 B0 e e @ (ein BB
rocin .nmp;mmwmu.su ) ' - ' > Ll ” b

RBLAST ¥

:

I

\4

Puntos Airactoru Taotal

m dd | ds [ d6 | d7 | d8 JADNIAC ACIAGIATICAICCICEICTICAIGCIEE]S

dWs ClTAAACIAGIAT]
Isclucru.h:u 5
N o e e e e e NN N RN

%) Intranet local

Fig. 3.20 Tabla que describe el punto atractor de cada organismo
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3.4.5 Generar punto evolutivo

Para la generacion de puntos evolutivos, es necesario seleccionar el punto
atractor de un organismo y especificar el total de puntos a construir (véase figura
3.21).

Opcibn para generar Seleccién de laBD a la Caja de texto para especificar Botén para
puntos evolutivos que previamente se le el total de puntos evolutivos iniciar el
genero su punto atractor que se desean generar proceso

1 \ | /

1 \ i ’

¥ InterBlas:,.. | Microsoll Internct | xplarer
frchivo Edi'-én Yor Eavorkos  Horamientes  Ayyda

\
a:ms -| o = :'] ") - adsaueda i‘(Fomtos @‘\;;-: : DI 5 ,'
\

ﬂkmlhmmw S A i N = lr/ Maston Actrns [ ~

-
~

Bage de datos: | Esd\wa coﬁ
Total de puntos a generarn:

% Intranet local

Fig. 3.21 Bases de datos que cuentan con su punto atractor y sobre las cuales es posible generar

puntos evolutivos
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Al igual que en otras operaciones, al momento en que Inteblast se encuentra

procesando la informacion, una ventana de espera se aparece.
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Mensaje de espera

X Interillast... - Microsolt Internet Explon : A T A {8 x|
v G o fovetor oot Bl Pl ¢ .
Iwﬁbés-_-t D 2 A | Opssueds (afFsvorkas @m@g-gm 1_.1@ ] b F vy T |
m@lﬂﬁzpj_wmm_ _ e 1 j_ P vicdos

] 5 T

— Z

t

]

i

|

1

|

[}

1

]

1

¥
1
1
Por favor espere, se estdn generando™20 puntos svolutivos para el organismo:
“Escherichia cofi”
(Ewle /oows0 purede durac ¢nod minutos)

Wi ____._ T —— - = — — B T

Fig. 3.22 Mensaje de espera mientras se generan los puntos evolutivos

En este proceso se llevan a cabo las tareas mas complicados del sistema, tales
como: generacion de cadenas aleatorias, generacién de puntos evolutivos, aplicacidon
de los modelos matematicos, filtrado de resultados y alineacion local de secuencias.

Al concluir el proceso de manera exitosa, el sistema muestra una ventana (Fig.

3.23) de notificaciéon para que el usuario sepa que ya puede consultar sus resultados.
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Mensaje satisfactorio de
generacion de puntos evolutivos

A InterBlast... Microsoft Infernet | xplarer

frchive Edicdbn  Yer Favortos Perramientas  Ayuda . :F .
7 . A 8 - T Iy
QMB T .ﬂ J!"t (il Bosqueda rFevertos 7 0 B8 -y ) .E} 3

Ceecn 8] hitpefjlocaihost: 8080 nterblast]

INTERDB

‘_""““—_“‘,r__T
u
-
g

Se han generado todos los puntos evolutivos exitosamente

(Ahora puede consultarios)

2] Listo N Intranet locs

Fig. 3.23 Ventana de generacion exitosa de los puntos evolutivos requeridos

En caso de generarse un error, el usuario sera notificado mediante una ventana

de alerta.
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3.4.6 Consultar punto evolutivo

La parte mas importante de todo el sistema, la representa la consulta de
resultados, ya que apartir de ellos es posible estudiar los mecanismos de evolucion
molecular de los organismos.

Para consultar los puntos evolutivos obtenidos, es preciso seleccionar un
organismo, el total de registros (para evitar sobresaturar el sistema) y el orden de

almacenamiento de los mismos, tal y como se muestra en la figura 3.24:

QOpcidn para consultar Base de Datosa Orden de puntosa Total de puntos a

puntos evolutivos consultar consultar consultar ~ Boton para iniciar

la consulta

A InterBlas ... Microsaft Internet Fxplorer
" 2 i g
fycivo Edeién Yer Favontos Hemamientas  Ayuda \\ \\ l/ ,, b
] o . 3 \ .
I e N < P = -
ems -: 5 [1] |#] Ty 'Bisqueda Favoros ﬁ\?‘] -k ggl\ - g 5 'l //
A | R Retes == = 2 o aesan o

Dcecedin | 4] Betprffiocsbhost 8080 rerbiast v i 3 1 - L e -

i 7

\ \ / ’
\ - T ! ’
INTERBLAST, /
| o i, Ere. . ! 7
Pt o8 )
\ v k. .
\
A 7 7
\ \ ,
\ \ ! ’
\ \ ! ’
AY \ 1 7
\ \ 1 Vi
A \ ’ ’
\ ’ ’
\ ' P ’
\ \ ’ ’

\ \ B /

\ \ /

\ \ / ’

1 ’

\
S ’
Base de datos: *_sch%hig toli v //

e
. | 7
Puntos a consultar: Los pn er v:l
Cantidait: 200 l/
’
j]ﬁmo i s i ™ 7 L . Intranet local

Fig. 3.24 Pantalla de consulta de puntos evolutivos
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Los puntos evolutivos se despliegan en una larga tabla que aloja todos los datos
descritos en las tablas: puntoEvolutivo y puntoEvolutivoHit de la base de datos
Interblast.

En la figura 3.25 se incluye el primer segmento de la tabla resultante de un

determinado organismo.

Tabla que muestra los puntos
evolutivos solicitados

A InterBlast... Microsall Inlefnet I xplorer : ' g
Archivo  Edkion  Yer Favortos Hemamientas  Aypda o
g o Y i, 2, <= s 0
Qs - () (x] B T ) stsweda S revntos ) - JE 3

I
]
>3 1
Srece i | ] Rtpiiflocabost:8080/ntarbiast]

s B -

INTERBLAST ¥

i
!

GENOMA CADENA ALEATORIA MATRIZ DE COMBINACIONE

NUCLEOTIDOS

CATACCCRA
CGTATGAGA

Lscherichia AAGACCGAC
coli GCGTGTTGT
CATACCGCAA
CGTATGAGA

RACGALAGTC v

| =g [ [ [ []R
Y >

;.] ) S intranet local

Fig. 3.25 Puntos evolutivos del organismo E. coli

Los puntos evolutivos tienen un nimero identificador a manera de hipervinculo,
que si es presionado despliega una ventana con la informacion individual de dicho
punto (Fig. 3.26).
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Despliegue individual y mejor
organizado de un punto evolutivo
en particular

3 Interflast... Microsoll Internct [xplorar 5(
frchivo  Ediddn  Yer [Eavorkos Herramiontas  Ayyda 1 &
]
é - Fal [l A . = - " = b 25
OQue - x| Z 0 , ewmes Speaens & (- @) ) BB
. — : 1 ;
Srecin | i) hitp:fflocshost 8080 inerblastf i v Ev & -
]
-, r 1 \
1
1
: %
Base tle datos
1
]
1
1
Cadend Aleatoria
| CAATTTAAGAGCARCGAAARATAGC AGTCGATGOCTRL TGO TCGAGCGTAAGG TG AAGACGGGTCCAGGAGACCACCCOTTTACAG A
R {GCATTTGGAGTAC TTGGTTCACAATCACGGGTAAGC YAGCATGC ACATTAGCTGCTTCCCACTCTACCACGGTTGGATACGTCCCG
;; ACACTACGTCATCAATAAGTGCTTCTAAGGTCTTAGTCAAGATTCTTCAGGATTCGCTATTCTCCGCATTCACACTTGACTATTCG
[CACGTTCTTCGAGTTCTATGTCATG TTAACATTGTTTTATGR v

(A+T % 54.333332%

% oo

Matriz de combinaclon de nucledtidos

Fig. 3.26 Para analizar un punto evolutivo de mejor manera es preciso presionar sobre la liga de la

pantalla de consulta principal

En la ventana descriptiva los datos aparecen mejor distribuidos, e inclusive las

matrices aparecen a manera de tablas.
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3.4.7 Salir

La ultima opcién es la de salida del sistema, cuya finalidad es evitar que el

sistema tenga muchas conexiones inutiles.

Boton de salida del Agradecimientos por
sistema utilizar el sistema

R interflas’... Microsoll Internct I xplorer

Achive  Ediidn  Yer Favortos  Heramientas  Ayuda

: 1 " ) . 4 )

Oue 1O @ G s Srrme € (- B
1

Demgridn ﬂm:lhmmhu&aﬂ!

L] 3

v &
INTERBLAST Z

v

Graclas por utilizar

"Interblast”

_\J;wmt local

Fig. 3.27 La pantalla de salida cierra el sistema y finaliza la sesién

Es importante sefialar que los resultados obtenidos con la ayuda de Interblast
son cien por ciento compatibles con las alineaciones que se pueden realizar con el
servicio Blast de NCBI via Internet [8], debido a que Interblast cuenta con el mismo

motor de alineacién de Blast.
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3.5 Resumen

El servicio del sistema Blast que ofrece el NCBI a través de internet, se limita a
realizar alineaciones locales de secuencias a velocidades reducidas, por lo cual es
necesario un sistema mas robusto que ademas de ser rapido permita generar puntos
atractores y evolutivos mediante la aplicacidn de diversos modelos matematicos. Es por
eso que Interblast ademas de cumplir con todos los requerimientos sefialados, es el
Unico que permite encontrar de manera exitosa cadenas que ofrezcan informacion
valiosa para deducir patrones de evolucion molecular, de la manera planteada en el
capitulo 1l. '

En el capitulo final se analizan algunos resultados que demuestran parte del

potencial de investigacion que ofrece Interblast.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Interblast permite obtener una gran cantidad de resultados, cuya interpretacion
requiere de un analisis profundo por parte de bidlogos especialistas en evolucion
molecular.

A lo largo del presente capitulo s6lo analizaremos ciertos resultados obtenidos

para el genoma de la bacteria E. coli.

4.1 Resultados

De toda la gama de resultados que ofrece Interblast, s6lo se analiza la relacion
existente entre los valores de los puntos evolutivos, el atractor respectivo, la
proporcionalidad de nucleétidos (A+T y C+G), y el total de subcadenas que se alinean

localmente sobre la base de datos del organismo que se analice, en este caso E. col.

En la tabla 4.1 se agrega una muestra de ocho puntos evolutivos para conocer

cuantas de sus subcadenas tienen alineaciones exitosas:
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mo dYRAtractordYREvolutivo dWSAtractor Evolutivo dMKAtractor dMKEvolutivo
Ej;?hef’Ch’a -0.03951 -0.01151 0.06537 0.02238 0.02554

Escherichia
coli
Escherichia
coli
Escherichia
coli
Escherichia
coli
Escherichia

-0.03951 -0.04564 0.06537 0.02641 0.02554
-0.03951 -0.03708 0.06537 0.00293 0.02554
-0.03951 -0.07640 0.06537 0.00987 0.02554
-0.03951 -0.03001 0.06537 0.04282 0.02554
-0.03951 -0.01662 0.06537 0.01307 0.02554
-0.03951 -0.02488 0.06537 0.02467 0.02554

-0.03951 -0.03083 0.06537 0.00843 0.02554

ti C ictor d f i i6Evolutivo d7Atractor

48333 0.07460 } 0.00247 0.000868 0.00282

0.50751 0.53000 0.07460 0.08696 0.00247 0.00243 0.00282
0.50751 0.49000 0.07460 0.08361 0.00247 0.00228 0.00282
0.50751 0.49667 0.07460 0.07023 0.00247 0.00523 0.00282
0.50751 0.51000 0.07460 0.06020 0.00247 0.00189 0.00282
0.50751 0.47000 0.07480 0.06355 0.00247 0.00105 0.00282
0.50751 0.53667 0.074860 0.08027 0.00247 0.00115 0.00282
0.50751 0.49000 0.07460 0.06355 0.00247 0.00195 0.00282

10 At E

d8Atractor d8Evolutivo A Ex r0 CmasGEvoiutivo
-0.00166 -0.00004 51.66667 48.33333
-0.00166 -0.00404 47.00000 53.00000
-0.00166 -0.00382 51.00000 49.00000
-0.00166 -0.00732 50.33333 49.66667
-0.00166 -0.00233 49.00000 51.00000
-0.00166 -0.00238 53.00000 47.00000
-0.00166 -0.00314 46.33333 53.66667
-0.00166 -0.00295 51.00000 49.00000

Tabla 4.1 Muestra de puntos evolutivos

En la tabla anterior se puede observar que con tan sélo una muestra de ocho
puntos evolutivos, el total de subcadenas alineadas por cadena aleatoria es superior a
15 (Extensiones exitosas), de tal manera que los filtros aplicados son acertados y
orientan la blaqueda a cadenas candidatas a ser consideradas evolutivas al organismo

en cuestion.
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4.2 Mineria de datos

Debido a que el analisis de muchas variables para encontrar patrones resuita en
ocasiones complicado, es necesario hacernos valer de algunos algoritmos
computacionales capaces de procesar lo que a simple vista no se ve. Es por eso que

también se usan mecanismos de mineria de datos.

4.2.1 Weka

Es una coleccion de algoritmos de aprendizaje de maquina, capaces de realizar
tareas de mineria de datos. Incluye herramientas para el pre-procesamiento de datos, la
clasificacion, regresion, agrupamiento, reglas de asociacion y visualizacion. Permite
también el desarrollo de nuevos esquemas de aprendizaje maquina [3].

Es un software de cddigo abierto (open source) bajo la licencia GNU (Licencia
Pudblica General) [6].

4.2.1.1 Pre-procesamiento de datos

Antes de utilizar la informaciéon con esta herramienta de mineria de datos, es
necesario que los datos mostrados en la tabla 4.1 sean almacenados en un archivo
propio de Weka con extension arff.

La manera de convertir los datos a formato arff, consiste en separar el nombre de

la relacién a trabajar, los atributos y los datos, tal y como se observa en la tabla 4.2
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@relation evolucion

@attribute Organismo {Escherichia} ,
@attribute dYRAtractor real,
@attribute dYREvolutivo real,
@attribute dWSALtractor real,
@attribute dWSEvolutivo real,
@attribute dMKAtractor real,
@attribute dMKEvolutivo real,
@attribute d4Atractor real,
@attribute d4Evolutivo real,
@attribute dSAtractor real,
@attribute dSEvolutivo real,
@attribute d6Atractor real,
@attribute d6Evolutivo real,
@attribute d7Atractor real,
@attribute d7Evolutivo real,
@attribute dBAtractor real,
@attribute dBEvoiutivo real,
@attribute AmasTEvolutivo real,
@attribute CmasGEvolutivo real,
@attribute ExtenisionesExitosasEvolutivo real

@data
Escherichia,-0.03951,-0.01151,0.06537,0.02238,0.02554,0.00810,0.50751,0.48333,0.07460,0.05351,0.00247,0.00068,0.00282,0.00003,-0.00166,-0.00004,51.66,48.33,23
Escherichia,-0.03951,-0.04564,0.06537,0.02641,0.02554,0.00943,0.50751,0.53000,0.07460,0.08696,0.00247,0.00243,0.00282,0.00077,-0.00166,-0.00404,47.00,53.00,22
Escherichia,-0.03951,-0.03708,0.06537,0.00293,0.02554,0.00329,0.50751,0.49000,0.07460,0.08361,0.00247,0.00228,0.00282,0.00178,-0.00166,-0.00382,51.00,49.00,22
Escherichia,-0.03951,-0.07640,0.06537,0.00987,0.02554,0.01658,0.50751,0.49667,0.07460,0.07023,0.00247,0.00523,0.00282,0.00021,-0.00166,-0.00732,50.33,49.66.21
Escherichia,-0.03951,-0.03001,0.06537,0.04282,0.02554,0.00293,0.50751,0.51000,0.07460,0.06020,0.00247,0.00189,0.00282,0.00135,-0.00166,-0.00233,49.00,51.00,20
Escherichia,-0.03951,-0.01662,0.06537,0.01307,0.02554,0.00316,0.50751,0.47000,0.07460,0.06355,0.00247,0.00105,0.00282,0.00028,-0.00166,-0.00238,53.00,47.00,18
Escherichia,-0.03951,-0.02488,0.06537,0.02467,0.02554,0.00598,0.50751,0.53667,0.07460,0.08027,0.00247,0.00115,0.00282,0.00154,-0.00166,-0.00314,46.33,53.66,17
Escherichia,-0.03951,-0.03083,0.06537,0.00943,0.02554,0.00943,0.50751,0.49000,0.07460,0.06355,0.00247,0.00195,0.00282,0.00083,-0.00166,-0.00295,51.00,49.000,17

Tabla 4.2 Datos en formato arff

Una vez que se tiene el archivo arff, es necesario cargarlo al programa vy

seleccionar los atributos que se van a utilizar (Fig. 4.1)
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Lista de atributos a utilizar Nombre y cantidad de las
agrupaciones posibles

1
4
1
1
1

“ Weka Explorer

Preprocess cuss.ry:ﬁ Cluster | Associale | Select afirbutes | Visunize /’ .
rd i
; - / !
| Open fik.. ][ Open URL. | Open 0B... tindc ;1 [ = Save.. ] 1
T ra
| 7’ /7
Filler ] >~ ,’
| 1 // I PR |
Choose  [None II ¥ / l Apply | |
= 7 =
Currert refation i Selected eltiribute 7 # |
7 |
Reiation. wchmrz Name: Organisp | Type: Nomins
Instances: 8 | Aftribiges 20 1 Missing: 0(0%T Distinct: 1 » Urique: 0 (0%) !
Attriodss - : ATk " Label ‘ Count ! l
] Escherichia B o !
- |
1 FYI N | B | — )
- 2 ldvratractor s | |
- 3 ldyrEvontivo e
[ lonsatracior - |
5[ JoMtvoutivo B N |
[ Jomeatrector |

ld4Evolutivo ) | — ——

i
e U . v [(Vawiz i |

COCCICH

LI

Status

Fig. 4.1 Carga y selecciéon de atributos a utilizar

Se puede notar que la Unica agrupacién posible es la del nombre del organismo

(Escherichia), ya que a diferencia de los demas atributos, este es el inico no numérico.

El desglose de distribuciéon de cada uno de los atributos se muestra en la Figura
4.2, y como es de esperarse los valores atractores generan una grafica uniforme y las
demas no, puesto que para cada valor de un punto evolutivo se permite un cierto radio

de aproximacion a un unico valor atractor.
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Valores atractores

Valores evolutivos

Organismo [ dvrAtfactor-| \ ’ dVIEv | ] ] dWsAtracior
e | ] ] 1 ] ] 3 [} 1
g N Lo .
Voo Vool
[} 1 ) 1 ] )
I ] ] r—‘——l’_ ] |
I I 1 [} 1 i
1 1 | L 1 1
004 : -UH : o4 008 { 004 : l oM 007 057 007
VeEVORMivD ankatractor L ] ; aMEyoltivo ; 4 d4Atractor
5 8 ) 1 1 7 ) 1 1 s
T T T T [} I
s v P v Lo
b b
[} [} I I
R I ——
. 082 004 | 013 ox'n: ! e 0 om | ! 0z 081 051 051
H4EvoRtivo d5Atractor I : dSEvoitivo b ) déatractor
k] 8 ] ] 8 I I 3
1 T I I
" ] : [} :
J._v_|_
v .
1 I
H :
047 05 044 | 007 g;n' : 007 . 006 007 : 008 0 r’: [
SEEVOhED o7 Atraclor : | ~d7Evoluive — : dBAtractor
¥ I 1 ] g
! v
v 3 A 4
.l—| |
) 0 001 0 0 0! & 3 ol 0 0 o
dSEvolutivo AmasTEvodivo CmasGEyoktivo ExeraionesExiosasEvolutivo
-] $ 8
3 3 3
| 01 ¢ [} @8N 4 87 53 L4 60.33 53.58 17 2;) pc]
Fig. 4.2 La distribucion de los valores de los puntos evolutivos oscila dentro del rango de
acercamiento permitido al punto atractor
Las graficas anteriores hacen pensar que dependiendo el organismo que se

utilice sera la tendencia de distribucién de sus valores evolutivos.

4.2.1.2 Clasificacion

Debido a que los atributos seleccionados de toda la tabla de resultados de

Interblast, son practicamente no numéricos, Weka no puede llevar a cabo una

clasificacién de los datos,
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4.2.1.3 Agrupacion

La agrupacién o clustering de los datos arroja medias de distribucién normai
junto con las desviaciones estandar de cada uno de los atributos, lo que permite
observar qué tanto estan alejados los valores de los componentes evolutivos de los

atractores.

£ Weka Explorer

| Preprocees | Classity | Cluster | Associsle  Selsct stiybutes  Visunlize

Cistersr -
mum_-n 5100 M 106

[ Cluster mode Clusterer output

i i I .

. () Useraining set || Atteibute: Organiemo 2

| O Suppledtest set s -iDisczece Estimator. Counts = 9 (Total = 9) |
. — || Attribute: dfrAtractor |
Capsiceniage 0 _ |lWoraal Distribution. Mean = -0.0395 StdDev - 0 i
{3 Classes o clusters evakuation | Attribute: d¥rEvolucivo

{ | Normal Distribution. Mean = ~0.0341 StdDev = 0.018%
||| Attribute: dVsAceacror
[ store clusters for visusization | Norwal Distribution. Hean = 0.0654 StdDev = O
| Attribute: d¥aEvolutivo
;i Noxmal Distribution. Kean = 0.0189 StdDev = 0,0119
{ Attribute: dMkAtracror

Start 1 || ormal Distributign. Mean » 0.0255 StdDev = 0

|| Actribute: dMkEvolutiyo
. - H )
o .y s = | Mormal Discribution. Mean = 0.9074 StdDev = 0.0043

07:45:46 -EM  Aturibuce: d4Atractor
| Normal Distribution. Wesn = 0.5075 StdDev = 0
it Attribute: d4Evolutive
| Normal Distribution. Mean = 0.5008 StdDev = 0.0216
Artribute: dSAtractor
Hormal Distribution. Mean « 0.0746 StdDev = 0
Attribute: dSEvolutivo !
ormal Discribution., Mean = 0.0702 SedDev = 0.0113 i
| Attribute: dSAtraceox

Hormal Discribution. Mean = 0.0025 StdDev = 0
Attribute: dSEvolutivo
Normal Diatributicn. Mean » 0.0021 StdDev = (0.0013
Atcribute: d7Atractor
| Normal Disvribution. Mean = 0.0028 StvdDev = 0 i
| Artribuce: d7Evolutivo i
| Normal Discribution. Mesn = 0.0008 StdDev w 0,0006
trribure: d8Atractor
formal Distributicn. Mean = ~0.0017 StdDev = 0 3

l Ignore attributes

Status

Fig. 4.3 La desviacién entre valores evolutivos y atractores es muy pecuena

El hecho de que la cercania entre los valores del punto atractor y el punto
evolutivo sea minima, abre mayores posibilidades de encontrar mejores cadenas que
sirvan de estudio en la evolucién molecular.
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4.2.1.6 Visualizacion

El total de graficas bidimensionales que se visualizan para 20 atributos es de

20x20 = 400, por lo que unicamente se incluye un mapa general cuyo estudio requiere

de un analisis minucioso que escapa a los objetivos de esta tesis.

= Weka Explorer

Plot Matrin Orgenismo d¥ratractor d¥rEvolution dWeAlrsctor dWsEvolutivo Mk Atractor dMKkEvonrtien daAtrectar
’ [¥ s 5 . G
= C i
i . |
ExtensionesExitos ¢ > o |
|
o o oo o 3 < 3 k=
L] o0 3 o3 o i -] - Fl
o < S ) 2 o 4 “ ~ T
:
CmasGEvolutivo . [ 2 o : F : .
< L u ) ) C (v -
[ ) ) -] £ ) 4
[+] =] o K =3 ) (%] i.
& > ol o : < : [
2 ° L ©o 0 o ° ° o
R i ) lo : > o c
o 2] v 'u)
e o P 2 S c o L
g C
S 3 & 0 :g = ;:ﬁ G £
wEEynlutiva o B o3 ; o © |
2] | ] =1 |
. |
| |
’ = _1
diAtractoy !
|
[ A ) fete, < I [ [vs ] [n] ] .3
[#] s [
o o o o ) © o |
[ N . e e B — 5 >
“Stetug
oK Log .# x0

Fig. 4.4 La visualizacién no es buena por la cantidad de registros utilizados

Debido a que solamente se usaron 8 registros y los valores de las extensiones
exitosas se distribuyeron uniformemente, este tipo de visualizaciéon requiere de estudios

extensos.

90



4.3 Resumen

Cuando se genera una cadena aleatoria cuyos valores atraviesan de manera
satisfactoria los filtros de proporcionalidad y de acercamiento al punto atractor de un
organismo, se puede decir que dicha cadena es una fuerte candidata para considerarse
evolutivamente compatible con dicho organismo, ya que se si se alinea localmente la
cadena en contra de la base de datos genémica del organismo, es posible observar que
el total de subcadenas que alinean con el organismo, son diversas, es decir, comparten
varios segmentos de ADN.

Comprobar lo anterior es sencillo con la ayuda de Interblast, sélo es necesario
consultar los puntos evolutivos obtenidos y revisar cuantos registros se pueden agrupar
por el nimero identificador de la cadena aleatoria, esto quiere decir que cada uno de

esos registros contiene una subcadena de esa cadena aleatoria.
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CONCLUSIONES

Explotar la informacién contenida dentro del ADN de un organismo resultaria
una tarea imposible si no se contara con los algoritmos y herramientas computacionales
de la actualidad.

Llevar a cabo todo el proceso de determinaciéon de evolucién molecular, con el
servicio que ofrece NCBI a través de Blast en linea no es posible, porque existe una
infinidad de calculos que se deben realizar previamente a la alineacion local de cadenas
y porque los calculos demandan mucho tiempo de respuesta.

La elaboracion de un software (Interblast) capaz de realizar las tareas de
preprocesamiento de datos, aplicacién de modelos matematicos, alineaciones locales
(con la adaptacién de Blast), y almacenamiento y recuperacion de los resultados en una
base de datos relacional, es la mejor solucién para intentar descubrir patrones de
evolucién molecular de la manera planteada.

Con Interblast los tiempos de alineaciéon local de secuencias se disminuyen
drasticamente en relacién al servicio que ofrece NCBI via web, ya que Interblast
también cuenta con el motor de alineacién Blast pero adaptado localmente.

Los modelos matematicos contenidos dentro de Interblast y mostrados en el
capitulo Il, permiten identificar de manera (nica a un organismo y también sirven de
filtros para decidir si una determinada cadena de nucleétidos pertenece a un organismo.

Cuando se genera una cadena aleatoria cuyos valores del punto evolutivo
atraviesan de manera satisfactoria los filtros de proporcionalidad y de acercamiento al
punto atractor de un organismo, se puede decir que dicha cadena es una fuerte
candidata para considerarse evolutivamente compatible con dicho organismo, ya que se
si se alinea localmente la cadena en contra de la base de datos gendmica del
organismo, es posible observar que son diversas las subcadenas que alinean con el

organismo, es decir, comparten varios segmentos de ADN.
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Para versiones futuras de Interblast es preciso no sélo alinear el punto evolutivo
sobre un solo organismo a la vez, sino hacerlo sobre todas las bases de datos
gendmicas, ya que si la cadena alinea con varios organismos es posible pensar que
dicha cadena puede ser la huella digital de un gen distribuido ampliamente en toda la
escala filogenética, pero también es posible detectar un evento horizontal de
transferencia de genes.

Finalmente cabe sefalar que el mejor aprovechamiento de Interblast queda en
manos de los especialistas en evolucién molecular, puesto que el estudio de los

resultados requiere de un analisis mucho mas profundos.

93



BIBLIOGRAFIA

[ e

© ® N O O oA W

. Attwood, T., Parry, D.: Introduction to bioinformatics. Prentice Hall, Inglaterra,

(1999).

H., Naya, H., Romero, A., Zavala, B., Alvarez, H.: Musto. Aerobiosis Increases
the Genomic Guanine Plus Cytosine Content (CG%) in Prokaryotes. J. Mol. Evol.,
Vol. §5, 260-264 (2002).

H., Witten, Frank, Eibe: Data Mining. MK, E.U.A, (2000)

Han, Jiawei: Data Mining: Concepts and Techniques. MK, E.U.A, (2001)

Hanna, Phil: Manual de referencia JSP. McGraw-Hill, Espafia (2002).
http://lwww.cs.waikato.ac.nz, (15/Abr/2005).

http://www.liebertpub.com, (11/Ene/2005).

http:/imwww.ncbi.nim.nih.gov, (01/Mar/2005).

J. R. Quintana, K. Grzeskowiak, K. Yanagi, and R.E. Dickerson.: Structure of a B-
DNA Decamer with a Central T-A Step: C-G-A-T-T-A-A-T-C-G, J.Mol. Biol., Vol.
255, 379-305, (1992).

10.P., Miramontes, L., Medrano, C., Cerpa, R., Cedergren, G., FerbeYRe, G.,

Cocho.: Structural and Thermodynamic Properties of DNA Uncover Different
Evolutionary Histories, J. Mol. Evol., Vol. 40, 698-704, (1995).

94



GLOSARIO

|
u

Alineacioén
Proceso de alineacion o emparejamiento de dos o mas secuencias para alcanzar los
mayores niveles de identidad, con el propédsito de valorar el grado de similaridad y la

posibilidad de homologia.

Alineacién global

Es la alineacion de toda la longitud de dos secuencias de proteinas o acidos nucléicos.

Alineacion Local

Es la alineacion de alguna porcién de dos secuencias de acidos nucléicos o proteinas.

Blast
Es un conjunto de programas con algoritmos de busqueda de similitud disefiados para
explorar todos las bases de datos de secuencias. Sus siglas significan Basic Local

Alignment Search Tools o Herramientas de Busqueda de Alineacién Local Basica.

Fasta
Es el primer algoritmo de busqueda de similaridad en bases de datos. El programa
busca las alineaciones locales éptimas al escanear la secuencia para emparejamientos

pequenos llamadas “palabras”.
Filtrado

Conjunto de propiedades que restringen la propagacion de resultados no deseados

hacia determinados procesos.
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Homologia

Similaridad atribuida al descendiente de un ancestro comun

HSP
High-Scoring Segment Pair o Segmento Par de Mayor Puntuacion. Alineacion local sin

huecos que logra el puntaje mas alto dentro de una busqueda.

Interblast
Software de aplicaciéon de modelos de evolucién molecular intercomunicado con Blast y

bases de datos gendmicas.

Punto Atractor
Es un vector de ocho componentes que definen de manera matematica y unica a un

organismo.

Punto Evolutivo

Es un vector de ocho componentes (de una cadena aleatoria) que se acerca en un
determinado radio al punto atractor de un organismo. Dicho punto también cumple con
una cierta proporcionalidad de nucléotidos y su cadena origen al ser alineada
localmente contra la base genémica de un organismo, devuelve alineaciones exitosas.
Por lo tanto, dicho punto define a la cadena como candidata para ser considerada

evolutivamente compatible con el organismo.

Similaridad

Es el grado de relacidén entre secuencias de nucledtidos o proteinas.
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