Tema 3: Alineamiento multiple de secuencias

Introduccioén a la Filoinformatica:
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Pablo Vinuesa (vinuesa@ccg.unam.mx)

Progama de Ingenieria Gendmica, CCG-UNAM, México
http://www.ccg.unam.mx/~vinuesa/

Todo el material del curso (presentaciones, tutoriales y datos de secuencias) lo encontraras en:

https://github.com/vinuesalintro2phyloinfo

* Tema 3: Alineamientos mdltiples

1. Alineamientos mdltiples y el problema de las repeticiones, sustituciones e indeles
2. Alineamientos mdltiples progresivos usando programas de la familia Clustal
Scripts de Perl para automatizar procesos: alinear muchos archivos y hacer
interconversiones de formatos de secuencia sobre mdiltiples archivos.

Formatos de secuencia

Alineamiento de secuencias codificadoras de proteinas usando RevTrans
Alineamiento de genes ribosomales usando RDP-II y GreenGenes

Aln. mdltiples usando muscle
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* Cualquier estudio de filogenético o de evolucién molecular basado en secuencias necesita
de un alineamiento miiltiple para determinar las correspondencias de homologia
a nivel de los residuos individuales o caracteres.

* El alineamiento representa una hipétesis sobre la homologia de los caracteres

+ La mejor manera de representar estas homologias entre caract. es escribiendo los
residuos homélogos en columnas, generdndose una matriz de m x n (secs. x posic)
residuos, en la que cada columna contiene a residuos o caracteres homélogos
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+ Comparar los aln. mdltiples en el contexto de una filogenia nos puede revelar mucho acerca
de los patrones y tasas de sustitucién, haciendo posible la identificacién de estados de
caracter ancestrales y derivados, efc.
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Protocolo bdsico para un andlisis filogenético de
secuencias moleculares

Coleccién de ias homolog:
@ + BLAST y FASTA 9
1
Tema 3: Alineamiento multiple de secuencias |
alineamientos 3
miltiples de secuencias Clustal, muscle, T-Coffee ... | «— I
Analisis evolutivo del alineamiento y seleccién del modelo de sustitucion mas ajustado 1
1

ﬂ « tests de saturacién, modeltest,*=. =

Estima filogenética

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

Pruebas de confiabilidad de la topologia inferida

t
1

+ proporciones de bootstrap
ﬁ probabilidad posterior ...

Interpretacién evolutiva y aplicacién de las filog

Generacién de alineamientos miiltiples - consideraciones generales
+ El problema de las repeticiones
Muchas proteinas multidominio pueden presentar diverso grado de repeticién de domi-
nios particulares. Puede llegar a ser muy complejo o imposible hacer el alineamiento global

de las proteinas si difieren en el nimero y orientacidn de estas regiones repetidas.
A veces no podemos mds que hacer alineamientos locales de estos dominios.
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A nivel de DNA se dan también regiones repetidas, muchas veces involucrando a unos

poco nts. como es el caso de los microsatélites y otras regiones repetidas. Con frecuencia
estas regiones son imposibles de alinear objetivamente. Suelen acumularse en regiones no
codificantes del genoma, incluyendo intrones, o en regiones codificantes hipervariables como
espaciadores intergénicos transcritos o regiones reguladoras (UTRs).

Este tipo de “repeats” cortos son poco frecuentes a hivel de aminodcidos, si bien a este nivel
es comdn encontrar regiones o dominios “de gran escala” repetidos. Un ejemplo cldsico de
este fenémeno son las calmodulinas.
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Generacién de alineamientos mdltiples - consideraciones generales

+ El problema de las sustituciones

* Al examinar alns. miltiples de proteinas se obaservan dos patrones de sustitucién:

1.- Existen bloques de 5 a 20 residuos con alto nivel de identitad y similitud dispersos
entre regiones de menor similitud. Estos bloques corresponden tipicamente a elementos
estructurales como a-hélices y pliegues beta que evolucionan mds lentamente que los
loops o bucles que los interconectan

a-hélice

Biructures

TFZE_DROME
TFZE_B80YBN

TFEZB_YEAST

2.- Las columnas alineadas con mltiples estados de caracter tienden a presentar residuos
de caracteristicas bioquimicas similares (I, A, V,L; S, T. R, K etc.). Esta conserva-
cién de residuos similares es particularmente patente en los bloques correspondientes
a elementos de estructura secundaria, sitios activos o de unién a ligandos.
La propiedad bioquimica mds conservada es la de polaridad/hidrofobicidad.

Generacién de alineamientos miiltiples - consideraciones generales
+ El problema de los indeles (inserciones/deleciones)

* Cuando por eventos de insercién o delecién (indeles) las secuencias homélogas presentan
distintas longitudes, es necesario introducir "gaps” en el alineamiento para mantener la
correspondencia entre sitios homdlogos situados antes y después de las regiones afectadas
por indeles. Estas regiones se identifican mediante guiones (-).

Structures

IFZE_DROME
TFZE_SOYEN

TFEB_YEBAST

Los indeles no se distribuyen aleatoriamente en las secuencias codificadoras.
Casi siempre aparecen ubicados entre dominios funcionales o estructurales,
preferentemente en bucles (loops) que conectan a dichos dominios.
Esto vale tanto para RNAs estructurales (tRNAs y rRNAs) como para proteinas.
No suelen interrumpir el marco de lectura.

+ Generalmente se usan sistemas de penalizacién de gaps afines: GP = gap + e(L -1)
en el cdlculo del score de un alineamiento mdiltiple

[ gap = costo apertura de gap; e = costo extensién del indel; L longitud del indel ]
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Generacién de alineamientos mdltiples - consideraciones generales

« El problema de las sustituciones

* Es importante recordar que por debajo del 20% de identidad a nivel de sec. de AA es
ya imposible que se pueda obtener un alineamiento mdlitiple (o pareado) confiable si nos
basamos para obtenerlo sélo en la secuencia primaria, ya que entramos en la zona
de penumbra (saturacién mutacional)

Btructurses
TFIE_DROME
TFZE_SOYEN

TFEZB_YEAST

* Un par de secuencias de nts al azar presentardn en promedio un 25 % de dentidad.

* Por tanto, siempre que sea posible, hay que realizar los alineamientos miltiples en base
a las secuencias traducidas, es decir, sobre AAs (igual que al hacer blsquedas en bases
de datos de secuencia), que son mucho mds informativos (20 caracteres vs. 4) y con tasa
evolutiva mucho menor.

Generacién de alineamientos miiltiples - consideraciones generales

* A mayor distancia genética (evolutiva) entre un par de secuencias, mayor serd el niimero de
mutaciones acumuladas. Dependiendo del tiempo de separacidn de los linajes y la tasa
evolutiva del locus, puede llegar a ser imposible alinear ciertas regiones debido a fenémenos
de saturacién mutacional o acimulo de indeles. En loci de evolucién muy rdpida como

intrones o espaciadores intergénicos, los fenémenos de saturacién mutacional se observan
incluso cuando se comparan secuencias de organismos evolutivamente préximos
(mismo género o familia).

iLas regiones de homologia dudosa deben de ser excluidas de un andlisis filogenéticol
Debemos de maximizar a toda costa la relacién entre sefial/ruido
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Alineamientos multiples - algoritmos

Existen diversas estrategias computacionales para obtener alineamientos miiltiples de ma-
nera (semi)automdtica para conjuntos grandes (cientos - miles) de secuencias.

1.- Implementaciéh de algoritmos de alineamiento progresivo.

Asi como los alns. mdltiples son indispensables para reconstruir filogenias a partir de secs,
un drbol de relaciones filogenéticas representa informacién muy valiosa para guiar la
generacién de un aln. miiltiple.

La mayor parte de los alineadores automdticos modernos se basan en este tipo de algorit-
mos. Construyen un drbol guia aproximado a partir de distancias calculadas entre todos

los pares posibles de secuencias. De la matriz de distancias resultantes se construye un
drbol usando un método algoritmico (NJ o UPGMA). El drbol guia resultante se emplea para
construir el alineamiento de manera progresiva. Las dos secuencias mds similares se alinean
primero usando PD y una matriz o esquema de ponderacién particular. Una vez alineado el
primer par, los gaps generados ya no se mueven. Este par es tratado como una sola secuencia
y es alineada contra la siguiente secuencia o grupo de secuencias mds préximas en el drbol.
Se repite el proceso hasta que todas las secs. estdn alineadas. El proceso es suficientemente
rdpido como para alinear varios cientos de secuencias. Son menos precisos que los métodos
basados en la WSPs, pero muchisimo mds rdpidos.

Pasos en la generacion de un alineamiento mdltiple
siguiendo la estrategia de alineamiento progresivo
con un arbol guia

- Alineamiento de grupo - grupo (perfil - perfil)
- Alineamiento de secuencia - grupo (secuencia - perfil)
- Alineamiento pareado (secuencia - secuencia)

o

1
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2° ———
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Pasos en la generacién de un alineamiento mdltiple
siguiendo la estrategia de alineamiento progresivo

puntuacién 1-2

1. Se generan todos los

puntuacién 1-3

posibles alineamientos pa-
reados, usando métodos
heuristicos o exhausivos
(PD), y se calcula su score
(puntuacidn) en base a la

pum‘ucicién 4-5

1. Seestima un drbol guia
usando un método de

distancias (NJ o UPGMA),

el cual representa de manera
aproximada las relaciones entre

5X5

matriz de sustituciény gap
penalties elegida

1. Se calcula una matriz
de distancias en base a las
puntuaciones de los alinea-
mientos pareados del paso
anterior

las secuencias

1 2 [ 1. Se hace el alineamiento
lj 2 — U050 (PD) y global entre
| 3 = pares de secuencias
5

Siguiendo el orden de simi-
itud indicado por el
0.02 drbol guia

—/

Pasos en la generacion de un alineamiento mdltiple
siguiendo la estrategia de alineamiento progresivo
- y su uso para estimar una filogenia

alineamiento mdltiple (global) final

gbwn—

~

métodos algoritmicos blsquedas exhaustivas o heuristicas
(NJ y UPGMA) bajo un criterio de optimizacién
* (ME, MPy ML)

matriz de dist. & *
5X5
\{

/
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Alineamientos miiltiples progresivos usando Clustal Alineamientos mdltiples progresivos usando Clustal

-un ejemplo: alineamiento de GDPs dependientes de NAD
* La familia Clustal es posiblemente la mds popular para hacer AMs de nt y aa
+ Existen versiones para todas las plataformas y en red (http://www.ebi.ac.uk.clustalw) e
s i ool 1 _ Seleccional modo de aln y fichero a alinear
. . .. s e _ File Edt Alignment Trees Colors Qualty Help
+ La primera versién (Clustal) salié en 1988, la Gltima, ClustalX, en 2007 (lltima Vers. = 2.0) e e gy (en este caso las secs. estdn escritas en for-
« ClustalX (X-windows Clustal) lee secuencias en diversos formatos, calcula un érbol guia = [ mato FASTA)

NJ, usando algoritmos heuristicos o exhausivos sobre aln. locales basado en distintas

A e 15 A ABDEENLISGH]
. .. .z o s e 2 dads A IVESGEHT
matrices de pesado y de penalizacién de gaps afines y sitio-especificos. Puede hacer S Cpohunan PE b e
. N " . " . . 4 gpdanouse G GSENWE:  >gpdlyeast
alineamientos de perfiles y existen diversas herramientas de control de calidad del AM. b gpdarabit o B800E. 1 RAAD RLATLTSGHLIAGR RS S35V L KAARKEF KV TVISSGNGTTIA
Permite incluir criterios estructurales para guiar el AM, usando mdscaras estructurales. Feneess

KVVAENCKGYPEVFAPIVQMWVFEEEINGEKLTEIINTRHQNVKYLPGIT
Partes del alineamiento o secuencias particulares pueden ser realineadas para ir obteniendo i bt e i St et
un aln global cada vez mejor. Es decir, ClustalX no sélo genera alineamientos (como HIPKDFRGEGKDVDHKVLKALFHRPYFHVSVIEDVAGISICGALKNVVAL
ClustalW), sino que éstos pueden ser editados y mejorados interactivamente por el usuario. )5 _atoreca GCGFVEGLGUGNNASAATQRVGLGEIIRF GOMEF PESREETY YQESAGVA
Ademds, ClustalX (y ClustalW) permite la reconstruccién y visualizacién de arboles NJ
y hacer andlisis de bootstrap sobre los alineamientos. Finalmente, los AMs pueden ser

ﬁ GDP_eucar ALN DLITTCAGGRNVKVARLMATSGKDAWECEKE LLNGQSAQGLITCKEVHEW
Ty T UALN LETCGSVEDFPLFEAVYQIVYNNY PMKNLPDMIEELDLHED

el Hasclel ;ggﬁ\a;s\r/g?sGSGNWGSAIAKIVGANAAALPEFEERVTMEVYEE LIDGKK
R H H TlBayesian.inference.net. course
escritos en diversos formatos de salida (CLUSTAL, FASTA, NEXUS, PHYLIP ..)) e gt LTET INETHENVKY LKGHKLPPNVAY PDLVEAAKNADT LIFVVPHOFIEN
3 SRR R 0 e Dr ARAzix 16T Clasez_dlineamientos - FCKQLLGKIKPNAIAISLIKGFDKAEGGGIDLISHIITRIPCAVLMGANL
Structurss {6 Clasez_fin_intro,_Aln_pareados ANEVAEGNFCETTIGCTDKKYGKVLRDLFQANHFRVVVVDDADAVEVCGA
) Gop_ah_UBLN LKNIVACGAGFVDGLKLGDNTKAAVIRLGLMEMIRFVDVE Y PGSKLSTFF
o ESCGVADLITTYRRVSEAFVTSGKTIEELEKEMLNGQKLQGPPTAEEVNY
Norbrs de
archive: 6_GDP_euca_UALN e
i TFZB_YEAST Tipa de archives: [l Fies ()
ruler

Alineamientos mdltiples progresivos usando Clustal

-un ejemplo: alineamiento de GDPs dependientes de NAD -un ejemplo: alineamiento de GDPs dependientes de NAD
Inixi e :
Fe Edt | alignment Trees Colors Qualty Help Fle Edt Algnment | Tress Colors Qualty Help

mert

Alineamientos miiltiples progresivos usando Clustal

Drap - Tree
Produce Guide Tree Only 10> Multiple Alignmt™5acisrap 1) Tree
. Do Alignment from Guide Trez [ % oxxx Xkl xxL X
77777777777777777 A G
% Relign Selected Sequences Correct for Multiple Substit.tions i g
H Realign Selected Residue Range R c
n Al Brofile 2 to Profile 1 © Output Farmat Options a
2 Align Profiles frem Guide Trees Spdlyesst 2
Al sequences o Frofie ruler 1 10 20 30 10 50
Align Seauences o Frofile 1 fram Tree e
Alignmert Parameters » E EEE Gl Gar
Save Log il i BOOTSTRAP TREE E =101
hd Cutput Format Options

@ Fulltree. © New outgroup  Swap nodes C Subtree

Display
i ClustalX {1.81) o Number of bootstrap trials [1-10000] : o0
File Edit | Alignment Trees Colors Quality  Help

ey
SAVE PHYLIP TREE AS : ‘78EGJVﬁﬂE\EiGDPJwr:aLALNZhnuIN.ILph ‘

T Random number generator seed [1-1000] : [111 |

2
Do Complete Alignment

Produce Guide Tree Only
Do Aligrment From Guids Tree:

gpdamonse

0K CANCEL

Realgn Selected Sequences
Realign Selected Residue Range
Al Profile 2 bo Brofile 1

Alian Profiles from Guide Trees

; : epdasatit
s
i 763| b
Al Sequences to Profie | GEH AENCKGY .
#lian Sequences toPrafile § from Tree: 20 30 40 50 60

rs Resat New Gaps befars alignment
Save Log File Reset All Gaps before Alignment

1000

Fu—
- Qukput Formak Options Pairwise Alignmert Farameters
< |7 FFIT  Multiple Alignment Paramsters |

Protein Gap Parameters
Secondary Stuckire Barameters
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Alineamientos mdltiples progresivos usando Clustal Servidores para alinear nts. en base a un alineamiento de proteinas
-un ejemplo: alineamiento de GDPs dependientes de NAD
i Clustalx (1.31) Sij=/F3 http://www.cbs.dtu.dk/services/RevTrans/
Fle Edt Alignmert Trees Colors Quality Help
Load Sequences
Append Sequences 1 EI Font Size10 T I Lock Scrall ERFO =3 'RESEARCH cos. cos. PUBLICATIONS. BIOINFORMATICS. °
CENTERFO 2
S SEOUECES 85, . T S RBIOLOG! Groups e £ s H
5 o o - - et :
Gl A [V5iS cBS R courses - 2
e B :
Pl | 5. B S : o e — =
Wire Flchment sc PestSaiat ESAAKDRLNLTSGHLNAGRRRSSSSYSLEAR 1 F! AENCKGYPEVEART]
Wirke Profile 1 as PostScriph RevTrans 1.4 Server
Write Profile 2 as PostScript
Qut RevTrans takes a set of DNA sequences, vitually ranslates them, aligns the peptide sequences, and uses this as a scaffold for constructing the corresponding DNA muliple alignment.
ruler 1. Lol0e L2000 el UM 40....... .80 LB P . New in RevTrans 1.4: Improvements in the transcription madel, restriction on 75 sequences removed, more alignments programs: Dialign 2, Dialign-T and Clustal¥, - [Previous version: FevTrans
13
7
[ isiusios | outiomat | i
= H
[l vl | 0 Paste in DNA sequences Optional: Paste in peptide alignment
N ——— B =
1 gpdascoli HDRNA VI AI CEEEE@00) S E E
2 gpdahasin IlEQT 5 (35 Fis Edt | algnment Trees Colors Qualty Help QRS = - =
3 gpdabacsu KVT GA WGT TDNGNEV T G e A gl et e (E
4 gpdps=u i ! FD ENTH YL Profile| /o0 Guide Tre= orlly 2 Rl (O B
D Alignment from Guidz Tres. DTS | |
ruler . Select All Sequences
% trzllon Selcizd Sequznczs Select Profile 1 Upload file containing DNA sequences Optional: Upload peptide alignment
Rezlign Selected Residus Range Select Profile 2
H waminar. waminar.
B L __J u.—.l 1 Add Profils 2 to Profis 1 v | _Examinar._|
2 - 5 ‘lign Profiles from amde Trees Clear Sequence Selection
KT [ ] 6 | ——————— oot Renoe Solacion Validformats: FASTA, MSF and ALN (Clusta) - any gaps will be rermoved!fiom DNA sequences
Align Sequences to Profile L from Tree P o
Search for String Submitquery | Clearfields Translate only
Alignment Parameters. 13 T
Save Log Fle Remove Al Gaps
Qutput Farmat Options Remove Gap-Only Columns
Servidores para alinear secuencias de rRNAs o rDNAs Formatos de secuencias

I) FASTA

* Los genes ribosomales representan un problema muy particular en el contexto de

alineamientos mdltiples. Deben de guiarse usando mdscaras de informacién estructural. + Existen una gran cantidad de estilos o formatos de presentacién de secuencias. Muchos
programas de andlisis filogenético usan su propio formato (Phylip, Nexus, Mega ...)

« El formato mds sencillo es el FASTA, en el que cada secuencia se identifica mediante un

Servidores como GreenGenes y RDP-II proveen
renglén descriptor que comienza con > en el siguiente renglén comienza la secuencia

Domain I

herramientas muy Gtiles en este contexto.

el o quieres ver unos tutoriales sobre el uso de
. L slcl|1 R._galegae

estos servidores, visita mi sito web y busca CCGCTGGTCACCTCCEECAAGCECGCCATCCACCAGGAAGCGCCTTCCTA
bajo phylogeny tutorials: CGTCGATCAGTCGACCGAAGGCCAGATCCTGGTCACCGGCATCAAGGTCG
http://www.ccg.unam.mx/~vinuesa/ > lcl|2 M_plurifarium

Using_the_GreenGenes_and_RDPII_servers.html CCGGTCGACGCCETCEAGCTECETECCATCCACCAGCCGGCTCCGGCCTA
TETC6ACCAGTCGACGEAAGCGCAGATCCTGGTTACCGEGCATCAAGGTTC

> Icl|3 B._japonicum
CC6GGTCAAGTCGGAAGGCCTGCECGCCATCCACCAGGAAGCGCCGACCTA
CACCGACCAGTCCACCGAAGCTGAAATTCTCGTCACCGGCATCAAGGTCG

Domain IV

© Pablo Vinuesa, 2018. vinuesaATccg[dotjJunam[dot]mx;
http://www.ccg.unam.mx/~vinuesa/



Tema 3: Alineamiento multiple de secuencias

Formatos de secuencias
II) PHYLIP

* Phylip (interleaved): no. segs, no. caracteres
nombre secuencias (mdx 10 caracteres) espacio, secuencia ...

3 100

R._galegae CCGCUGGUCA CCUCCGGCAA GCGCGCCAUC CACCAGGAAG CGCCUUCCUA
M. plurifa ...G.C.A.G ..GU..AGCU ...U...... ...... CCG. .U..GG....
B._japonic ...G.CAAGU .GGAA...CU .......cov turennnnnn ....GA....

CGUCGAUCAG UCGACCGAAG GCCAGAUCCU GGUCACCGGC AUCAAGGUCG

* Phylip (sequential or non-interleaved)

3 100
R._galegae CCGCTGGTCA CCTCCGGCAA GCGCGCCATC CACCAGGAAG CGCCTTCCTA
CGTCGATCAG TCGACCGAAG GCCAGATCCT GGTCACCGGC ATCAAGGTCG
M. plurifa CCGGTCGACG CCGTCGAGCT GCGTGCCATC CACCAGCCGG CTCCGGCCTA
TGTCGACCAG TCGACGGAAG CGCAGATCCT GGTTACCGGC ATCAAGGTTC
B._japonic CCGGTCAAGT CGGAAGGCCT GCGCGCCATC CACCAGGAAG CGCCGACCTA
CACCGACCAG TCCACCGAAG CTGAAATTCT CGTCACCGGC ATCAAGGTCG

Formatos de secuencias:
su interconversion

* Cuando preparamos un fichero con nuestras propias secuencias generalmente lo mds

adecuado es hacerlo en formato FASTA

* Si necesitamos pasarlo a ofro formato, una buena posibilidad es hacerlo con ReadSeq

ReadSeq reconoce automdticamente el formato de entrada y si se trata de aas o nts

* Otra alternativa es escribir un sencillo script de Perl que haga uso de los objetos y
métodos del médulo Bio::AlignIO de BioPerl (http://www.bioperl.org) para interconvertir

Formatos ... veremos un ejemplo mds adelante.
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Formatos de secuencias
III) NEXUS
#NEXUS

[0JO!!!, no usar guiones- (reservado para gaps!), sélo guiones bajos_]

BEGIN TAXA; [taxa block]
DIMENSIONS NTAX=3;

TAXLABELS

R._galegae;

M._plurifarium;

B._japonicum;

END;

BEGIN CHARACTERS; [character block]
DIMENSIONS NCHAR=100;
FORMAT DATATYPE=DNA MISSING=? GAP=- MATCHCHAR=. INTERLEAVE=yes ;

MATRIX

[ 10 20 30 40 50]
[ * * * * *]
R._galegae CCGCTGGTCACCTCCGGCAAGCGCGCCATCCACCAGGAAGCGCCTTCCTA
M._plurifarium ...G.C.A.G..GT..AGCT...T............ CCG..T..GG....
B._japonicum ...G.CAAGT.GGAA. . .CT........0ovvrrnnnnnnnnnn GA....

[ 60 70 80 90 100]
[ * * * * *]
R._galegae CGTCGATCAGTCGACCGAAGGCCAGATCCTGGTCACCGGCATCAAGGTCG
M._plurifarium T..... Coovvnnns G....CG........... P TC
B._japonicum \AC...C..... C....... CTG.A..T..C.....iiiiiiinenn
END;

Alineamientos multiples progresivos usando Clustalw

Desde el directorio en el que estdn las secuencias llamar a ClustalW

vinuesa@teide:~/cd Cursos/BGEIV-06/
vinuesa@teide:~/Cursos/BGEIV-06> Is
ClustalW_cmmds.txt myoglobins.fasta
vinuesa@teide:~/Cursos/BGEIV-06> clustalw

FHRxREREX CLUSTAL W (1.83) Multiple Sequence Alignments ******x*

1. Sequence Input From Disc

2. Multiple Alignments

3. Profile / Structure Alignments
4. Phylogenetic trees

S. Execute a system command

H. HELP
X. EXIT (leave program)

Your choice:1



Tema 3: Alineamiento multiple de secuencias Intoduccidn a la filoinformatica — pan-genémica

y filogendmica. IBBM-UNLP/CONYCET,
Argentina. Julio 2018

Alineamientos miltiples progresivos usando Clustalw

¢No se ve nada divertido, verdad?, ¢pero qué tal ésto?:

clustalw -infile=myoglobins.fasta -align -pwmatrix=blosum -pwgapopen=12
-pwgapext=0.2 -matrix=blosum -gapopen=12 -gapext=0.2 -outorder=aligned
-convert -outfile=myoglobins_alnl.phy -output=phylip

* Y si fenemos muchos archivos fasta de proteina para alinear (extensién .faa),
podemos escribir una simple linea de shell como la siguiente para alinearlos todos
consecutivamente usando los pardmetros por defecto de clustalw:

for file in *.faa: do clustalw -infile=$file -align -convert -output=fasta: done

Las opciones de clustal en linea de comando se ven asi:
clustalw -options
y la ayuda asi:

clustalw -help # puede no funcionar si el documento de ayuda no estd en el path
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