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* Tema 2: alineamientos pareados y bisqueda de homélogos en

bases de datos

+ evolucién de secuencias y clasificacién de mutaciones
. mdelzs Y gaps
. ientos globales (Need| Wunsch) vs. locales (Smith-Waterman):
+ programacién dindmica;

+ dot plots;

* matrices de costo de sustitucién, penalizacién de gaps y cuantificacién de la similitud;

+ evaluacién estadistica de la similitud entre pares de secuencias;
+ escrutinio de bases de datos mediante BLAST; Busquedas al mvel de DNA vs. AA

+ la familia BLAST e interpretacién de resultados de b
« prédcticas: uso de NCBI BLAST en linea

Protocolo bdsico para un andlisis filogenético de
secuencias moleculares

Tema 3:
alineamientos
pareados, bisquedas
de homélogos en @ + BLAST y FASTA
bases de datos

Coleccion de secuencias homoélogas

Ali iento maltiple de
@ + Clustal, T-Coffee, muscle...
Anilisis evolutivo del alineamiento y seleccion del modelo de sustitucién mas ajustado

& + tests de saturacién, modeltest,

Estima filogenética

@ + NJ, ME, MP, ML, Bayes ...

Pruebas de confiabilidad de la topologia inferida

* proporciones de bootstrap
@ probabilidad posterior ...

Interpretacién evolutiva y aplicacién de las
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Homologia entre secuencias de DNA y proteina:
tipos de mutaciones en secs. codificadoras de proteinas

secuencia pos. codén 123
ancestral codones ATG TGT TTT GAT GCA

AA M C F D A

especie Ao—" T especie B

* *
secuencias ATG TAT TTT CAT GCA ATG ---TTC GAC GCA
derivadas M T F H A M F D A

(evolucionadas) no- . i
1 sinénimas y delecién en marco
sinonima

especieC  ATG T6T TT-G AT G CAX

delecién fuera de marco

* Todas las mutaciones en 2* posiciones resultan en sustituciones no sinénimas

* 96% de mutaciones en 1= posiciones resultan en sustituciones no sinénimas

* Casi todas las sustituciones sindnimas ocurren en las 3% posiciones

* las deleciones o inserciones en secs. codificadoras de aa suceden generalmente
en mdltiplos de tres nt; de no ser asi se generan cambios de marco de lectura
corriente abajo de la mutacidn, con frecuencia generando un pseudogen no funcional

Homologia entre secuencias de DNA y proteina:
alineamiento y tipos de mutaciones

secuencia pos. codén 123
ancestral codones  ATG TGT TTT L 5_
AA M Cc F
alineamiento de especie A ATG TAT TTT CAf rca
sitios homélogos especie B ATG *;—7 TTC GAC bcA

para tres secs. I

especieC  ATG fGT TT- GAT GCA  cambio de marco de
”””” lectura Il posible

ti titv ti
Transiciones (ti) purina - purina pseudogen.

a,
e

* existen 4 tipos de ti y 8 de tv

Transversiones (tv)

pur. <-spyr * las tasas de sustitucién de ti () son

generalmente mucho mds altas que las
detv(B)

Bor

“(.(‘
Tr (#i) pirimidina - pirimidin

Estadisticos de Karlin-Altschul de similitud entre secuencias:
frecuencias diana, lambda y entropia relativa

Los atributos mds importantes de una matriz de sustitucién son sus frecuencias esperadas
o diana implicitas para cada par de aa en sus respectivos scores crudos. Estas frecuencias
esperadas representan el modelo evolutivo subyacente.
Los scores que han sido re-escalados y redondeados (scores repr dos en la matriz) son
los scores crudos s, ,. Para convertirlos a un score normalizado (log-odd score original)
tenemos que mutiplicarlos por %, una constante especifica para cada matriz.
/ es aprox. igual al inverso del factor de escalamiento (¢ ).

vy L e = 1, 2T ]

A

por tanto, para despejar 4 necesitamos 7,7,y encontrar el valor de / para el que la suma de
las frecuencias diana implicitas valga 1.

a <
PRI » AL
a=1 b=1 a=1 b=1
Una vez calculada Z, se usa para calcular el valor de expectacién (£) de cada HSP
(High Scoring Pair) en el reporte de una biisqueda BLAST

Dado que las f, £, de los residuos de algunas proteinas difieren mucho de las frecuencias de
residuos empleadas para calcular las matrices PAM y BLOSUM, versiones recientes de
BLASTPy PSI-BLAST incorporan una “composition-based A" que es “hit-especifica”

Alineamientos pareados y bisqueda de homélogos en bases de datos

Los alineamientos pareados son la base de lo métodos de biqueda de
secuencias homélogas en bases de datos

* Si dos proteinas o genes se parecen mucho a lo largo de toda su longitud asumimos
que se trata de proteinas o genes homélogos, es decir, descendientes de un mismo
ancestro comdn (cenancestro).

* Por ello una de las técnicas mds utilizadas para detectar potenciales homélogos en
bases de datos de secuencias se basa en la cuantificacién de la similitud entre pares
de secuencias y la determinacién de la significancia estadistica de dicho parecido.
Estas magnitudes son las que reportan los estadisticos de BLAST.

>Fgil71548896|ref|zp_00669120.1] Translation elongation factor G:Small GTP-binding protein domain
[Nitrosomonas eutropha C711
911714860771 gb|EAOL8626.1] Translation elongation factor G:Small GTP-binding protein demain
[Nitrosomonas eutropha C711
Length=696
Score = 628 bits (2140), Expect = 0.0
Tdentiti 434/€97 (62%), Positives = 5417697 (77%), Gaps = 9/697 (1%)
Query 1  MTREFSLERTRNIGIMAEIDAGKTTTTERVLYYTGRIHKIGE 60
M+t LE+ RNIGIMAEIDAGKTTT+ER+L+YTG HKYGE HFGA+ MDVM QEQERG
Sbjct 1 MSKRNPLERVRNIGIMAHIDAGKTTTSERILFYTGVSHK 60
Query 61  KXRXEXEXRXRWN------- DERINIIDTRGEVDFIVEVERSLAVIDGAVAVLDRQSGYE 113
ITITSAATT W +HRIN+IDTPGHVDFT+EVERS LAVLDGA
Sbjct 61 ITITSAATTCFWKGMAGNYPEHRINVIDTFG EVERSLRVIDGACTVECSVGav 120 (... truncado)
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Programacién dindmica y la generacién de alineamientos pareados y factores de penalizacién afines para gaps Similitud entre pares de secuencias de AA

alineamientos pareados (globales y locales) Tiny

* Dado que un sélo evento mutacional puede insertar o eliminar varios nucleétidos de una Alphatic
secuencia, un indel largo no debe de ser penalizado mucho mds que otro mds corto ubicado Polar
en la misma regién de un gen. De ahi el uso de factores de penalizacién afines para gaps

« Pares de secuencias pueden ser comparadas usando alineamientos globales y locales, * Las matrices empiricas de sustitucién
dependiendo del objetivo de la comparacién. entre AAs no reflejan necesariamente las

Hydrophiic

Un alineamiento global fuerza el alineamiento de ambas secuencias a lo largo de toda

su longitud. Usamos aln. globales cuando estamos seguros de que la homologia se extiende
alo largo de todas las secuencias a comparar. Este es el tipo de alineamientos que generan
programas de alineamiento mdltiple tales como clustal, T-Coffee o muscle.

(a)

PO0001 1 58
D KG+ +F QC T + K+ GP L G+GRK G A GHY+ NN G+

PO0090 1 56

P0O0001 59 1 I TFVGI AYLRRATNE 105
W H+ b+ YL 4P Y4 TKM F + ++R D+ AYL AT +

PO00%0 57 VWIQENII KL L--ATLE 114

Alineamiento global éptimo del citocromo € humano (105 residuos, SWISS-PROT acc. PO0001)
y citocromo €2 de Rhodopseud palustris (114 residuos, SWISS-PROT acc. PO00S0).

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

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

Un alineamiento local sélo busca los segmentos con la puntuacién mds alta.

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

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

(®)

P13569 1221 EGGNAILENISFSI IQIDGVS 1273
+  ++ +5 ++ G+ + L+G +GSGKS +A L +L T GEI DG
P33593 13 1) ILADGKP 70
P13569 1274 WDST! TPQRVETF EQWSDQETWKVADEV 1322
L Q RAF + + +++ +KAD+
P33593 71 KIAT 116
P13569 1323 GLRSVIEQFP-GKLDF I v 1379
L + IE VL +S G Q M +A +VL ++ ++ DEP+ LD V
P33593 17 TLTAAT] I pas ovw 174

Alineamiento local éptimo del regulador de conductancia transmembranal de fibrosis cistica
de humano (1480 residuos, SWISS-PROT acc. P13569) y la proteina transportadora de Ni
dependiente de ATP de E. coli (253 residuos, SWISS-PROT acc. P33593).

La matriz de puntuacién o ponderacién ("scoring matrix) empleada fue BLOSUM62,
con costo de gaps afines de -(11 + k). La puntuacién del alineamiento local es de 89,
usando el algoritmo de Smith-Waterman.

(affine gap penalties or costs), que cobran una penalidad relativamente alta por abrir un
gap y una penalidad mds baja por cada posicién sobre la que se extiende.

* La calidad de un alineamiento depende en gran medida de los valores de apertura y
extensién de gap elegidos.

penalizacién de gaps simple (w)

penalizacién afin de gaps

w=g+hl

penalizacién o costo del gap

longitud del gap

Similitud entre pares de secuencias de AA

* Este diagrama muestra a los

Tiny

Aphatic dcidos agrupados atendiend
a sus caracteristicas quimicas y
Waopilc  Tisicas.

* Desde una perspectiva evolutiva
esperamos encontrar mds
sustituciones entre aas. similares

i .
romatic que entre los menos relacionados.

* Estos patrones puede observarse
Positive. Negative Charged

en alineamientos miltiples como el
mostrado abajo

!
7
=
]
=
5

Segmento de un
aln. mltiple de
citocromos C
de primates

Hydrophobic relaciones quimicas entre ellos. Se
trata de una definicién piramente
w, estadistica basada en el andlisis de
T frecuencias empiricas de sustituciones
observadas en alineamientos de secs.

Positie Negative Charged con un grado de divergencia definido

Table 2 - The log odds matrix for BLOSUN 62 X
* Cada score de la matriz representa la

tasa de sustitucién esperada entre un

par de AAs. Por tanto, los scores de los ali-
neamientos pareados evaluados con estas
matrices reflejan la distancia evolutiva
existente entre las secuencias.

Es importante notar que los scores son
evolutivamente simétricos al no conocerse

la direccién del cambio evolutivo.

Similitud entre pares de secuencias de AA

Table 2 - The log odds matrix for BLOSUM 62

* Matrices de sustitucién de AAs

P ors
log-odds scores a-1a 1
355a
Ea
3258
G35
EE i
Pas 250
s(ab)= (¢)log— 33332
“f -3 -3 -2 -2 -2
uts Ea
ER N
R
HES
P
s
B
s(a,b) = score del par a,b v

Matriz BLOSUM62

Po, = verosimilitud de la hipétesis a testar; frecuencia esperada o
diana, probabilidad con la que esperamos encontrar
ay b apareados en un alineamiento mdltiple

JoJy = verosimilitud de la hipétesis nula; frecuencia
de fondo, probabilidad con la que esperamos
encontrar ay ben cualquier proteina. Refleja
su abundancia o frecuencia

¢ = Factor de escalamiento usado para multiplicar los lod scores (ndmeros reales)
antes de ser redondeados a niimeros enteros, tal y como se observa en la matriz.
Los valores enteros redondeados resultantes se conocen como “raw scores”.
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Estadisticos de Karlin-Altschul para alineamientos locales BLAST: Basic Local Alignment Search Tool BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

+ Anatomia de un reporte de NCBI-BLAST estdndar + Anatomia de un reporte de NCBI-BLAST estdndar
Karlin, S., and Altschul, S. F. 1990. Methods for assessing the statistical significance of molecular

sequence features by using general scoring schemes. Proc Natl Acad Sci U S A 87: 2264-268.

STP 22 ov-27- 1- bezado. I | : . 7 . .
[LASTP 2213 [Nov-272003] 1 de SETSszas: ve:g;g: ec ozrfag;?cnk?a 4. Alineamientos. Representan la parte mds voluminosa del reporte. Ademds de la
’ informacién estadistica, indica las coordenadas de inicio y fin de las secuencias quer:
, Thonss L. masden, Alsjandro ‘ estadi " 1 1 de las se
Est ién indi | néi de dli ient hans, Zhang zhang, Webb »;;Uer and David 3. 1 y subject. Si la blsqueda involucra secuencias de DNA, también se indica
Y aecuacion indica que el numero de alineamienfos espera- Fictain daraiase soatch pragiace.. Susleid Anids Rec. 5:3299-3602 Request ID direccionalidad de las hebras Q/S (plus/plus: plus/minus).
E=kmne ~ dos por azar (£ ) durante una bisqueda de similitud en una oo: 1141702136 12687-s2041342765. 3108700
base de datos de secuencias estd en funcién de: R ot o con Indicala BD sobre la que se hizo la >qil47523546| ref|np_999401.1] [ nyoglobin [sus scrofa]
™ " " ;. e e oo - . h gi|127688|sp| p02189|MYe_p1c B myoglobin
el tamafio del espacio de bisqueda (m, n), el score normalizado 20,55 S ancas 1167, 268,767 et evirs busguﬁzﬂr J“"fﬁ con Ie' "Dade secs ail164547 19 1AAA31075. 1T B nyoglobin
" contenida en ellay el no. de carac- Length=154  normalized score
(LS) del HSP y una constante de valor pequefio (k) 1€ sou bare any prostans ox questicns wth the sesits of this sessch feres raw score
Tazonomy ren: Score = 296 bits (758), Expect = 5e-80
worr rumar_myoctobin Indica cual fue la query y su longitud Identities = 144/154 (93%), Positives = 148/154 (96%), Gaps = 0/154 (0%)
14
E Describe el ruido de fondo por azar presente en matches de dos secs. Query 1  HMGL: LNVWGKVEADI BGHGQEVLIRLF LEKFDKFKHLKSEDEMEASE 60
Distribution of 500 Blast Hits on the Query Sequence 2.- Resumen grdfico de distribucién de MGLSDGEWQLVLNVWGKVEAD+ GHGQEVLIRLFKGHPETLEKFDKFKHLKSEDEMKASE
i . N " sbjct 1 MGLSDGEWQLVLNVWGKVEADVAGHGQEVLIRLFKGHPET LEKFDKFKHLKSEDEMKASE 60
m = niimero de simbolos en la secuencia problema T — hits con respecto a la query.
fouse over o see he define, ik o show agrments
= ndl { o Query 61  DLKKHGATVLTALGGI. IK TIPVKYLEFISECIIQVLOSKH 120
= niimero de simbolos en la base de datos ) Cotor ey tor aignment scores escala de color que indica el score de los v it yints A A R
k= 0.1 constante de ajuste para considerar HSPs altamente correlacionados [ o sws0 | 80:200 HsPs Sbjct 61  DLKKHGNTVLTALGGT LTPLAQSHATKHKI PVKYLEFISEATIQVLQSKH 120
Las barras indican la distribucién de los Query 121 PGDEGADAQGAMNKALELERKDMASNYKELGEQG 154
PGDFGADAQGAM+KALELFR DMA+ YKELGFQG
':j:zir(‘zf:;‘:sgfgr:?(xg:f)s‘::;?:aﬂd‘: en Sbjct 121 PGDEGADAQGAMSKALELFRNDMAAKYKELGEQG 154
e una escala de color el score de los alns.
medidos en bits

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool BLAST: Basic Local Alignment Search Tool BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
BLAST consta de una familia de programas. Los 5 ppales son: + Anatomia de un reporte de NCBI-BLAST estdndar + Anatomia de un reporte de NCBI-BLAST estdndar

. N . . . 5. Pie de pdgina. Reporta los pardmetros de bisqueda y varios estadisticos. Los mds
BLASTN (nt-nt), BLASTP (p-p), BLASTX (translated nt-p), . 3. keEsu";E"Es de 1 linea. Iﬂdl;aﬂ el nombre ;(g la sec. junto gon el score mds alto importantes son: DB, T, £ y la matriz de sustitucién o esquema de puntuacién (match/
TBLASTN (p-translated nt), usado en mapeo de prots contra DNA gendmico y E value mds bajo encontrado para un HSP o grupo de HSPs

missmatch) y gap penalties empleados

Database: All . Genpank CDS transl issProttPIRIERE exncluding
envirommental sampleg

TBLASTX (translated nt - fmnslafed nt) usado en la pradlccnon de genes

Related Structures

. osted date: Mar 6 2006 5:22 Ax
. < e Number of lstters in database: 327,455,400
y variantes de BLASTP como v s e see Sequences producing significant alignments: value Number of sequences in database: rS
e S 3 s e e o e e Lambda K it -
PSI- y PHI-BLAST - 1458567 roip 008585, 11 nyosiobin tHomo sapiens] il 445 s @ E=kmne
= New BLAST s it lnchim. i goxlbasiloeta i |62511907 |qb|AAXB4516.1] myoglobin transcript variant 1 [Homo 1.-8s @ Gene Info Gapped
901386872 | qb| ARAS9595. 1] myoglobin Toss TR N
Nucleotide Protein ailezzasllorf LT SEE. myoglobin de-85 Matrix: BLOSUMEZ 4= matriz de sustitucién
9i1127603| sp| POZL4S|MYG_PANTR Hyoglobin 9e-85 Gap Penalties: Existence: 11, Extension: 1 4= gap penalties
S | iz et sl 9il54317414 || PE2TI0|MYG HYLSY Myoglobin >gi|51317413|splR6273¢ le-04 Namber of Sequences: 872033
I — I SUAST 5 smd P ELAED i]127656]5p| PO2147 | HYG_GOREE Myoglobin 2e-84 Numbor of Hits to DB: 3803160
. g 951229360 pre|| 7116584 myoglobin 2e-84 Number of sxtensions: 145241
© S e st matnes Greanet i155726442 |enb CAKS0365. 11 hypothstical protein [Pongo pygnaeus 5e-04 Number of successful extensions: 500
* Smnia s i 4i1230636|pdb|ZMHL]  Myoglobin Mutant With Lys 45 Replaced By... se-8a E Structures Numbor of sequences better than 10: 117 4+— E value umbral usado = 10; HSPs con gap
. (1127669 sp| POZ148[IYG_PONPY Myoglobin >gil2295701prel 17613774 2-03 Numbar of HSP's battar than 10 withous gapping: 0 === Evalue umbral usado = 10; HSPs no gap
1162901707 |5p| P6RDGGINTG ERYEA Hyoglobin >gi|62901706]sp|B68. . 1e-81 Number of HSP's gapped:
ransisted Genomes Number of KSP's fuccesefully gapped: 121
. Length of query: 164
et e e s e, e, e, 5,6, o o e arassa00
© ER s e Length adjustment: 111
s s s Bffactive length of query: 43
i Effective longth of database: 327455400
p vy Sffective Search space: 14060502200
ffactive search space use. 0291
— . i1 4— neighborhood word threshold score
%0 #—twoshit distance
S cpsn i G [ — X1: 16 (7.3 bat:
s {2 38 (115 bist) 4= extension attenuation parameter
e e X3: 64 (247 bits
dwa\‘ LT ol 51: 41 (20.4 bits) #=== aln. threshold (ungapped)

82: 66 (30.0 bits) e aln. threshold (gapped)
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BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
+ RESUMEN de gapped-BLAST

+ BLAST es un progrma para bisqueda de secuencias similares a una sec. problema en bases
de datos. BLAST puede ser usado en linea o localmente.

+ Existen diversos programas BLAST para comparar fodas las combinaciones posibles de
secs. problema (aa y nt) con nt o aa DBs. (BLASTN, BLASTP, BLASTX, TBLASTN,
TBLASTX) ademds de variantes de éstos que buscan similitudes en diversas DBs

+ BLAST es una versién heuristica del algoritmo de Smith-Waterman que encuentra
matches locales cortos (palabras) que intenta extender en forma de alineamientos pareados

+ El nuevo algoritmo gapped-BLASTP requiere al menos de dos palabras o hits no solapados
con un score de al menos T, ubicados a una distancia mdxima A el uno del otro, para invocar
una extensién del segundo hit. Si el HSP generado tiene un score normalizado con un valor
de al menos Su (normalized ungapped score) bits, se dispara una extensién con gap

+ BLAST reporta ademds informacién relativa a la significancia estadistica de los HSPs
encontrados. El estadistico fundamental es el valor de expectancia £ (E-value), que indica
el nimero de falsos positivos que cabe encontrar, dada la longitud de la secuencia problema,
el tamafio de la base de datos exprolada, y el score normalizado del HSP, tal y como indica
la ecuacién de Karlin-Altschul )5S

E=kmne

+ Si bien no existe una teoria estadistica para evaluar explicitamente la significancia de alns.
con gaps (no se puede estimar 4 ) éstas pueden obtenerse a partir de simulaciones in silico
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Mini-tutorial de uso de BLAST y BLAST+ desde la linea de comandos:

1. Generacién de bases de datos (indexadas) mediante formatdb y makeblastdb

2. Interrogacién de bases de datos mediante blastall -p [blastn|blastp|blastx|
tblastn|tblastx]y blastn, blastp, blastx, delta-blast ...

3. Recuperacién de secuencias de una base de datos usando Id's y fastacmd o
Documentacién de BLAST+ en NCBI
blastdbcmd
astdbem http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1762/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK52640/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK279690/

BASES DE DATOS PARA NCBI-BLAST

BLAST usa bases de datos indexadas para acelerar la operacién de blsqueda.
Existen diversas bases de datos pre-compiladas y formateadas. La méas general y extensa es
la “nr’ o no-redundante. Hay muchas mas como: est, wgs, pat, pdb, microbial genomes o
env_nt.

Tién es posible generar bases de datos propias usando el programa formatdb o
makeblastdb. Descéargalo desde ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/ junto con los demas binarios de
la suite de programas BLAST+. [en ubuntu: apt-get install ncbi-blast+ (blast2 es legacy-blast)]
Para generar una base de datos se utilizan secuencias en formato FASTA, y con una sintaxis
de identificador NCBI canénica. Por ejemplo:

estos son los formatos de las cabeceras FASTA para generar bases
Icljinteger

de datos de secuencias localmente.
Icl|string

Puedes ver mas ejemplos aqui:
gnl|yourDB|ID

hitp:/inchi github.io/cxx-toolkit/pages/ch_demos#ch_demo.idl_fetch.htmi_ref_fasta
Este identificador es esencial para un correcto indexado de la BDy para

asi poder, por ejemplo, recuperar secuencias de la BD usando listas de identificadores.

Uso de formatdb para generar bases de datos para NCBI-BLAST

Por defecto, formatdb produce 3 archivos con el mismo nombre de base y con

las extensiones base.nhr, base.nsq, y base.nin. Estos son archivos binarios, y en este caso
se trata de bases de datos de secuencias de nucleétidos ya que la primera letra de la ext.
comienza con n (p para proteina).

Los tres pardmetros mds usados para correrformatdb son:
-iinput data file (contiene una o mds secuencias en formato FASTA)
-noutput file base name (if this parameter is not set, the input file name is used as
base)
-p type of file: T for protein, F for nucleic acid (True|False)

La opcién -o produce otro conjunto de archivos requeridos para el indexado. Esta
opcién es esencial si se van a formatear bases de datos grandes.

La syntaxis bdsica para formatear una base de datos es:
formatdb -i mis_ESTs.fna -p F -n mis_ESTs_db -o T # para nucleétidos
formatdb -i mis_PROTs.faa -p T -n mis_PROTs_db -o T # para proteinas

el primer comando toma un archivo FASTA de nucleétidos y crea los 3 archivos de base de
datos: mis_ESTs_db.nhr, mis_ESTs_db.nsq, y mis_ESTs_db.nin

y 2 archivos de indexado:

mis_ESTs_db.nsd, mis_ESTs_db.nsi

Las opciones (ayuda) de formatdb se llaman asi: formatdb --help

Uso de blastall desde la linea de comandos

Los programas blastn blastp blastx tblastn y tblastx se especifican como
pardmetro del comando blastall en el "BLAST antiguo” (legacy BLAST).

Las opciones bdsicas y esenciales son:
-p programa a ejecutar (blastn, blastp, blastx, tblastn, tblastx)
-d base de datos sobre la cual buscar homélogos (creada con formatdb)
-i input sequence file (una o mds secuencias en formato FASTA)
-0 output file name # si lo prefieren puden redirigir la salida > outputfile

Ejemplos de sintaxis bdsica serian:
a) un andlisis de blastn
blastall -p blastn -i my_query_file -d my_database -0 \
my_blast_output.txt

b) un andlisis de blastp
blastall -p blastp -i my_query_file -d my_database -m 8 \
-b 10 > my_blast_output.txt
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Otras opciones muy Utiles de blastall
-e [valor de expectancia de corte]. El valor por defecto es 10.0. Este
ndmero tiene que especificarse en notacién decimal, no exponencial, por
ejemplo -e 0.001
-F filter query sequence. Por defecto esta opcién implementa el filtro *
DUST" que enmascara regiones de baja complejidad
-m 8 produce formato tabular de salida, muy dtil para grandes conjuntos de
datos

-b [nimero] trunca el reporte a un mdximo de [ndmero] alineamientos

* -M protein substitution matrix. La matriz por defecto es BLOSUM62. Se
pueden especificar: BLOSUM45, BLOSUM80, PAM30 y PAM70.

* El resto de las opciones pueden consultarse tecleando "blastall” sin mds

argumentos en la linea de comandos

Campos del formato tabular -m 8|9 de NCBI-BLAST

Como ya vimos, la opcién -m 8|9 de blastall especifica una salida en formato tabular, con
los campos separados por tabuladores.

Estos datos (lineas) se pueden parsear fdcilmente usando Perl o comandos de UNIX como:

# imprime sélo hits con %ID > 95% y aln_len > 500

FIOJ\tF[1]” if $F[2] > 95.0 && $F[3] > 500 }' blast_m8.out

perl -ane '( print
# obtén una lista no redundante de hits

cut -£2 blas

_output.txt | sort -u

Los campos o columnas son las siguientes: (-m 9 los imprime como comentario)
0: query name

subject name

percent identities

alignment length

number of mismatched positions
number of gap positions

query sequence start

query sequence end

subject sequence start

subject sequence end

10: e-value

11: bit score

NI AW

0
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Recuperar secuencias de una base de datos usando fastacmd

Para recuperar las secuencias especificadas en una lista de GIs a partir de una

base de datos, se usa el comando fastacmd usando la siguiente sintaxis:

fastacmd -d mis_ESTs.fna -s AU108953,AU108955 -1 88

]
fastacmd -d mis_ESTs.fna =i archivo_con_GIs_a_recuperar -1 80
é

fastacmd -d mis_ESTs.fna -D

donde -d designa la base de datos, -s la cadena de identificador de secuencia

a recuperar, y -l el no. de caracteres por linea de secuencia. Alternativamente
podemos recuperar una serie de secuencias, cuyos IDs vienen especificados en
un archivo (uno por linea) que se para como pardmetro a la opcidn -i.

La opcién -D hace un “dump" o vertido de toda la base de datos.

BLAST+ - el nuevo BLAST escrito en C++

REFERENCIAS CLAVES:
1: Boratyn GM, Camacho C, Cooper PS, Coulouris G, Fong A, Ma N, Madden TL, Matten WT, McGinnis SD, Merezhuk
Y, Raytselis Y, Sayers EW, Tao T, Ye J, Zaretskaya I.BLAST: a more efficient report with usability
improvenents. Nucleic Acids Res.2013 Jul;41(Web Server issue):W29-33. doi: 10.1093/nar/gkt282. Epub 2613 Apr
22. PubMed PMID: 23609542; PublMed Central PMCID: PMC3692093

2: Camacho C, Coulouris G, Avagyan V, Ma N, Papadopoulos J, Bealer K, Madden TL.BLAST+: architecture and

applications. BNC Bioinformatics. 2009 Dec 15;10:421. doi: 10.1186/1471-2165-10-421. PubMed PMID: 20003500;
PubMed Central PMCID: PMC2883857.

Conviene revisar ademds el BLAST Command Line Applications User Manual

en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1763/
Aqui sélo va un resumen de algunos comandos bdsicos, comparando blast

Cam blacka.

BLAST BLAST+ Descripcion

formatdb makeblastdb

i -in Archivo de entrada con
secuencias

-p TIF -dbtype prot/nucl Mol type

0T -parse_seqids Parsea e indexa seq IDs

-n -out Nombre de base para archivos de

salida

BLAST+ - el nuevo BLAST escrito en C++

Continuacién (ver blast[npx...] -h para despliegue de opciones

BLAST BLAST+ Descripcién

blastall blastn, blastp,...

-p No existe blastn, blastp, blastx, tblastn, ...

-i -query Archivo de entrada

-d -db Base de datos de blast

-0 -out Nobre de archivos de salida

-m -outfmt Formato salida; TAB: 6 ==m 8

-e -evalue Punto de corte para valor de Expectancia
-v -num_descriptions Maximo niimero de descripciones - hits
-b -num_alignments  Ndmero maximo de alineamientos

-a -num_threads No. de cores a usar

-max_target_seqs No. max. de secuencias y descripciones

-FF -dust no | -seg no  Deshabilitar filtrado de regiones de baja
complejidad; DNA:dust AA:seg

BLAST+ - el nuevo BLAST escrito en C++

BLAST BLAST+ Descripcién

fastacmd blastdbcmd

-d -db Base de datos de blast

-s -entry Cadena de bisqueda

D1 -entry all DB dump en formato FASTA

Ejemplos de uso de programas de la suite de programas BLAST+

# 1) formateo de la base de datos
makeblastdb -in sequences4blastdb.fna -dbtype nucl -parse_seqids

# 2) ejecutamos una bisqueda con blastn sobre la base de datos recién
formateada

blastn -query query_segs.fas -db secuences4blastdb.fna -out 16S_out.tab -
S Bfer ol it do blastdbcmd

blastdbemd -db secuences4blastdb.fna -entry my_hits.list

Ya es hora de hacer unos ejercicios con datos reales...
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Ejercicios: formateo de bases de datos de nt y aa con blastdb
y bilsquedas locales con blastall

I. Formateo de base de datos de secuencias 16S de Mycobacterium spp. y blsqueda
en ella de homélogos mediante blastn

Descargar el archivo 165_4blastN.tgz de la pdgina del curso
2) Descomprimirlo y abrir el tarro con: tar —xvzf 16S_4blastN.tgz
3) Construiremos la base de datos con las secuencias disponibles en el archivo
165S_seqs4_blastDB.fna. Primero que nada averigiien:
3.1 ¢ cuantas secuencias tiene; cuantas especies representa?
3.2 ¢qué informacidn contienen los idenditificadores (el fasta header) ?
3.3 ¢ es su formato adecuado para un indexado correcto?

Usa la linea de comandos para dar respuesta a estar preguntas

<Qué linea de comando usarias para un generar una base de datos con el archivo
165_seqs4_blastDB.fna para que esté indexado?

¢Cémo clasificarias las secuencias contenidas en el archivo 165_problema.fna ?
2) Recupera los 10 hits mds préximos a cada secuencia problema de la base de datos para
su posterior alineamiento; filtra aquellos hits con >= 98.5% de identidad

Ejercicios: continuacién BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
II. Formateo de base de datos de secuencias de integrones bacterianos y descubrimiento
y anotacién de genes (cassettes) amplificados de cepas de E. coli recuperadas por « El algoritmo BLAST

Jazmin Madrigal del rio Apatlaco, Mor. México. , i L
9 P El espacio de bisqueda entre 2 secs. puede ser visualizado como una grdfica con una sec.

1) Descargar el archivo gene_discovery_and_annotation_using_blastx.tgz de la pigina en cada eje. Sobre esta grdfica podemos visualizar alineamientos como una secuencia

2) Descomprimirloy abrir el tarro con: de pares de letras con o sin gaps. Score = sumatoria de scores individuales p,, - costo gaps.
tar —xvzf gene_discovery_and_annotation_using_blastx.tgz BLAST no explora todo el espacio de bisqueda entre dos secuencias (es un heuristico).

1) Construiremos la base de datos con las secuencias disponibles en el archivo

BLAST reporta todos los alns. pareados
d. 10 " (HSPs) fisti significativos

con gaps encontrados en su biisqueda heuristica del
\ \ / \ espacio de blsqueda. Hay que entender que en

X /' las busquedas BLAST siempre hay que hacer

Usa la linea de comandos (shell) para dar respuesta a estas preguntas alineamientos \ t" I"rl‘d '('1 entre X . ol
a velocidad se gana al ho explorar toda la

integron_cassettes4blastdb.faa. Primero que nada averigiien: Est‘fio
e

3.1 ¢cudntas secuencias tiene; cuantas especies representa?

3.2 ¢qué informacidn contienen los idenditificadores (el fasta header) ?

sec. 2

3.3 ¢ es su formato adecuado para un indexado correcto?

1) ¢Qué comando usarias para un generar una base de datos con el archivo

sec. 1 matriz, perdiéndose sensibilidad.
*4blastdb.faa para que esté indexado?
1) ¢Qué comandos usarias para identificar y anotar los genes que pudieran estar El algoritmo heuristico de BLAST sigue tres niveles de reglas para refinar secuencialmente
codificados en las secuencias contenidas en el archivo 3cass_amplicons.fna? HSPs (High Scoring Pairs) potenciales: ensemillado, extensién y evaluacion. Estos pasos
6) Recupera los 10 hits mds préximos a cada secuencia problema de la base de datos para conforman una estrategia de refinamiento secuencial que le permite a BLAST muestrear

su posterior alineamiento. todo el espacio de bisqueda sin perder tiempo en regiones de escasa similitud
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BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

+ Ensemillado

BLAST asume que los alineamientos significativos contienen “palabras” en comin (serie de
letras). BLAST primero determina la localizacién de todas las palabras comunes (‘word hits").
Sélo las regiones que contienen word hits serdn usados como semillas de alineamientos.
Asi se reduce mucho el espacio a explorar. B AST usa el concepto de vecindad para definir
un word hit. Esta contiene a la palabra misma

S . . y todas las demds cuyo score sea al menos tan
%, %0 o° grande como T cuando se compara con la matriz
‘:‘; © . o o de ponderacién. T corresponde a un umbral
8 '\D ;’ o (Threshold) minimo de score que han de tener
o‘/\;mrod hits N las palabras encontradas.
0 © °. ° Vecinos aceptados de RDG serian:
sec 1 Palabra Score (Blosum62;
RDG 17
MPR  secuenciay Keb 14
MPRDG { PRD  palabras de Qb 13
RDG 3 letras RGE 13
EGD 12

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

+ Ensemillado

El valor adecuado de T depende de los valores en la tabla de sustitucién empleada, como del
balance deseado entre velocidad y sensibilidad. A valores mds altos de T, menos palabras son
encontradas, reduciendo el espacio de bisqueda. Ello hace las bisquedas mds rdpidas, a costa

de incrementar el riesgo de perder algin alineamiento significativo.

T=12 T=14
)
° % ° o © o °
%, o o o o
% %
o ° °
o ° ° °
° o
°© o © % °
% © ° ° o0 °
o o

El tamafio de palabra W es otro pardmetro que controla el nimero de word hits. W=1 pro-
ducird mds hits que W= 5. Cuanto mds chico sea Wmds sensible y lenta la bisqueda.

La interrelacién entre W, Ty la matriz de sustitucién empleada es critica, y su seleccién jui-
ciosa es la mejor manera de controlar el balance entre velocidad y sensibilidad de BLAST
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BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
+ Ensemillado

Las palabras tienden a agruparse en clusters en algunas regiones del espacio. BLAST usa

el two-hit algorithm para seleccionar regiones con al menos dos palabras agrupadas dentro
de una distancia definida sobre la diagonal. De esta manera se eliminan palabras sin signifi-
cancia, que carecen de vecinos. Cuanto mds grande la distancia impuesta al algoritmo (4),
mds palabras aisladas serdn ignoradas, reduciéndose consecuentemente el espacio de
bdsqueda, incrementdndose la velocidad a costa de perder sensibilidad.

* Detalles de implementacién: BLASTN vs. BLASTP
1. En NCBI-BLASTN las semillas son siempre pala-
bras idénticas. Tno es usado. Para hacer BLASTN
mds rdpido se incrementa W, par hacerlo mds sen-
sible se disminuye W. El valor min. de W=7.El
algoritmo de two-hit tampoco es usado por BLASTN
ya que hits de palabras largas idénticas son raros.

2. En BLASTP (y otros programas basados en aa) se usan valores de W de 2 6 3. Para hacer
las bisquedas mds rdpidas W= 3y T= 999, que elimina todas las palabras vecinas. La dis-
tancia (4 ) entre vecinos del algoritmo two-hit es por defecto = 40 aas.

Las palabras que ocurren con una frecuencia significativamente mayor que la esperada

por azar (FFF) corresponden frecuentemente a regiones de baja complejidad (rbc) que
generalmente son enmascaradas. El uso de “soft masking” evita el ensemillado en rbc

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

+ Extension

Una vez que el espacio de biisqueda ha sido ensemillado, pueden generarse alineamientos
pareados a partir de semillas individuales. La extensién acontece en ambas direcciones.

En el algoritmo de Smith-Waterman los puntos ter-
o minales de un aln. local son determinados después de
0 ° 0000 ° e °© haber evaluado todo el espacio de biisqueda.
extensién BLAST, al ser un algoritmo heuristico, tiene un meca-
o ’\S o © nismo para no tener que explorar todo el espacio de
alineamizv\}\l 0, o | bisqueday sélo extiende una semilla hasta un
determinado punto. Para ello se requiere de una
o ° o variable X, que representa cudnto se permite caer
o al score del alineamiento después de haber pasado
por un maximo. El algoritmo lleva la cuenta de los
scores del alineamiento y de caida en base a la matriz
de sustituciény de penalizacién de gaps

o

X=4 Ej. del control de extensién usando +1/-1 para
match y mismatch respect., X = 4, (no gaps)

score de
la caida

score

Pepito Pérez se fue a pescar al lago
Pepito Lépez no vio a Arturo en casa

123456 54345 43 210 1 0 ... < score aln.
000000 12321 23 456 5 6 ... < score de caida

el valor] mdximo

longitud de la extensién

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

+ Evaluacién

Una vez extendidas las semillas, los alns. resultantes son evaluados para determinar si son
estadisticamente significativos. Los que lo son se denominan HSPs (high scoring pairs)

Determinar la significancia de mdltiples HSPs no es
AN ‘“\ AN % A tan sencillo como sumar los scores de todos los alns. involu-
\ crados, ya que muchos corresponden a extensiones de pala-
A bras fortuitas, por lo que no todos los grupos de HSPs
tienen sentido. Se define asi un umbral de alineamiento

™ AN
AY \ N
\:\ AN i N (aln. threshold AT), basado en los scores de los alns. y que
B
\\

Idealmente la relacién entre los HSPs deberia de

ser lo mds parecida posible a alns. sin gaps globales, es
decir, segir las diagonales por la mayor distancia posible
y no solaparse.

no considera por tanto el tamafio de la base de datos (BD).
\%\\ Cuanto mds alto, menos alns. son considerados (Figs. A y B).
Y

Grupos de HSPs que se comportan de esta manera se

¢| denominan grupos consistentes de HSPs (Fig. C). Para

©w P > -

9 identificarlos, el algoritmo determina las coordenadas de

S todos los HSPs para cuantificar el solape. Este cdlculo es

% cuadrdtico. Una vez organizados en grupos consistentes,

g se calcula un “final threshold” para cada grupo que considera
9 / todo el espacio de biisqueda (tamafio de la BD). BLAST re-
|= —— consistentes| porta todos los que estdn por encima del £ value de corte
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