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RESUMEN

Existe en el drea de fa biologfa computacional una gran variedad de programas que realizan

alineamientos de secuencias de DNA y busquedas de patrones. Esto nos motivé a llevar a
cabo un estudio comparativo de los diferentes programas. Para fa evaluacién se hicieron
pruebas con las secuencias de DNA donde se une la protefna reguladora Gald cn
Saccharomyces cerevisiae y se evalué cuales eran los programas con los que se obtenfan
miejores resultados,

Después, se determiné el mijor programa de biisqueda parz el andlisis de lIas secuencias
reguladoras del cromosama 1l de Saccharomyces cerevisiae. Siguiendo la cstrategia,
finmada Top down, se utilizaron secuencias con funciones conocidas (en este caso las de
Gald) y se hicieron bsquedas para encontrar posibles funciones. Siguiendo otra estrategia
llamada Bottom up, se analizé la distribucién estadistica de cadenas de DNA de tamaiio
definido en sccuencias reguladoras, con ¢l propdsito de encontrar algin significado
bioldgico.,

Posteriormente se hizo un andlisis Botfom up en las regiones reguladoras de los
cromosomas I11 y X1 con cadenas de 5-n-Smeros, 6-n-6meros y 8-n-8meros, donde n es la
distancia de separacién que tomd valores de 4, 5, (para encontrar las cadenas (uera de fase)
9 y 10 (para encontrar las cadenas en fase). Se finaliz6 con un andlisis a parir de Ia
distribucién de las cadenas de 5-n-5 meros, cuantificando las cadenas con simetrfa directa ¢
invertida que estuvieran sobre y sub-representadas en sus diferentes distancias y observar
las posibles diferencias enla distribucién de los n-meros con respecto a su fase de unién.



ABSTRACT

A series of programs aiming to align DNA sequences or to find specific sequence patterns
have already been developed. This motivited us ta perform a systematic comparative study
of the main available programs. As a testing set of sequences, we used a collection of
characterized DNA binding sites for the Gal4 protein of Saccharomyces cerevisiae. This
comparative study led us to select the best set of programs for alignment of DNA sequences
and for the search of patterns involved in gene regulation,

These programs were then used to anatyze the regulatory regions of the chromosome II
of 8. cerevisiae. A first strategy, called “Top-down", consisted in using a set of sequences
with known biological function (binding of Gal4) and the corresponding consensus matrix
to perform u preliminary scarch for new sites in putative regulatory regions. A second
strategy, called "Bol(om-up". consisted in a statistical analysis of the distribution of small
DNA sequences of given size in regulatory regions, More specifically, in this respect, we
used 3-11n-3mers, ¢.g., defined triplet followed 11 any nucleotides, followed again by
defined triplet, which is structurally similar to Gal4 binding site.

Moreover, still following a Bottom up strategy, we studied the disiributions of all
possible 5-n-Smers, 6-n-6mers and 8-n-8imers in the regulatory regions on clwvomosomes
1T and X1 (n either equal to 4 or 5, leading to repeats out of phase, or10 9 or 10, leading to
repeats in phase)

Finally, we looked for the S-n-Smers which (1) include direct or inveried repeats,
mimicking the organization of potential binding sites for regulatory proteins, (2) are over- or
under-represented, thus suggesting some biological function,
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I. ANTECEDENTES:

Los millones de células que constituyen a un organismo multicelular provienen todas de una
célula vinica: el dvulo fecundado. Conforme se divide y genera nuevas células, estas van
diversificandose y adquiriendo funciones especiatizadas, Uno de los mecanismos que ayuda al
prendido y apagado  de genes es Ia accidn de un grupo de proteinas conocidas  comeo
prateinas reguladoras; las cuales son capaces de unirse de manera especifica a secuencias de
DNA ycon ello bloguear o favorecer ef inicio de ta transcripeion,

En nuestro laboratorio se empezd colectando informacion bioldgica sobre ¢ inicio de la
transeripeion en organismos procariontes, principalmente Escherichia coli, Bn un estudio
realizado por J. Collado-Vides y J. D, Gralla (en prensa) se analizaron las regiones de pegado
de las proteinas reguladoras en una coleccion de promotores 670 (observindose zonas
diferentes para la represion y activacién) y o54. Otros trabajos en este sentido som: la
formalizacidn (utilizando herramientas gramaticales) del mecinismo de regulacion en ¢f inicio
de la transeripcion, el andlisis de las propiedades de las proteinas reguladoras y la
construccion de una base de datos que incluya toda esta informacion (Regulén D.B.).

Actualmente un trabajo similar se estd iniciando en organismos cucariontes, tomando como
modelo la regulacion en Sacchkaromyces cerevisiae. Para abordarlo, es necesario conocer los
diferentes programas utilizados en los andlisis de secuencias. De manera gencral lo que esta
tesis persigue ¢s definir y optimizar estrategins que permitan integrar y analizar de la manera
mds eficiente la informacion contenida enun gran mimero de regiones reguladoras,

En ¢l segundo capitulo, la primera seccidn introduce una visién general del mecanismo y de
los diferentes elementos involucrados en el inicio de la transcripcion en eucariontes, La
segunda seceidn presenta ung breve explicacién de la biologia de Saccharomyees cerevisiae y
su proteina reguladora Gald, resaltando In importancia que han tenido como modelos en los
estudios de la regulacion en cucariontes,

En el tercer capitulo, se plantea de manera mds detallada los objetivos de la tesis.

El cuarto capitulo presenta una primera seccion con el esquema de trabajo a realizar, La
segunda seccién muestra una descripeidn general sobre los programas ¢ incluye uma
introduccion a la Yeorfa de la Informacion, fundamento tedrico en el que estan hasados varios
programas que se utilizan cn este trabajo.

Los resultados y discusiones estdn contenidas en el quinto capitulo, En la primera seccion
se muestran los resultados comparativos entre los diferentes programas, empezando por los
de alineamiento y continuando con los de bisqueda, En esta seecién se eseoge un programa de
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buisqueda y otro de alineamiento, para ser utilizados en la realizacion de estrategias de andlisis
en regiones reguladoras. La segunda seccién presenta los resultados obtenidos de las
estrategias de andlisis,

En las conclusiones y perspectivas, capftulo sexto, se resumen los resultados mds
relevantes y se reflexiona sobre las posibles direcciones que se podrfun tomar para hacer mis
eficientes los andlisis en regiones reguladoras,



II. INTRODUCCION.

11.1 MECANISMOS DE REGULACION GENICA.

IL1.1, Contro} de In Expresion:

Las diferencins en estructura y funcion de los diferentes tipos celulares de un organismo
multicelular dependen de los distintos niveles del control de la expresion génica; este contro!
se puede dar a seis diferentes niveles entre I lectura del DNA vy su transformacion e
protefnas. (Figura 1),

l mRNA inactiva !

€
NUCLEO Control
ciTosoL cnla
degrada-
cidn del
mRNA
Primar Transcrita —]
D ANA ANA } = =
o ] — oo™ ] o] L e
1° Contral 2°Conlrol en RNA S°Control
oot el procesamiento control del traduccional
Transcripcional RNA Transpoite
6°Control de la
actividad en la
protefna

Erolalna inactiva l

Figura |, Representacion esquemdtica donde se muestran los seis niveles de
control de la expresion génica.



En cualquiera de los scis niveles se da algin tipo de regulacion, De los seis, ¢l mds
importante camo punto de control para muclios genes es el primero: ¢l inicio de la
trunscripeidn.

ILL2. Elementos para fnicio de ta Transcripeion en Eucariontes:

1) Aparato basal;

Enel nicleo existen 3 diferentes polimerasas RNA para cada tipo de RNA. El mRNA es
el tinico que va a ser traducido a proteinns y es transcrito por la Polimerasa 11 RNA,

La polimerasa 1 RNA es una protefna de mis de 500 kdaltons, de entre §-14 subunidades,
tres de las mds grandes tienen homologia con las subunidades de la polimerasa RNA de
bacteria, Esta polimerasa tiene un dominio carboxilo tenninal (CTD), que consisic de una
secuencia repetitiva de arninodeidos: Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser. Esta secuencia tiene un
nimero variable de repeticiones en los organismos dependiendo de su escala evolutiva,
levadura tiene ~26 repeticiones y mamiferos ~50.

Para la construccidn del complejo basal de transcripeion se necesitan los factores de
transcripeidn (TF), existen prioridades entre unos y otros, pero de nmnera general son seis. I3
primer paso para el ensamblaje lo inicia el factor TFIID, que se compone principalmente de
dos elementos: la TATA-binding protein (TBP) y de por lo menos otras ocho distintas
subunidades conocidas con el nombre de TAFs (TBP-associated factor), TBP ¢s de las
protelnas mas conservadas a lo lugo de la escala evolutiva (su dominio funcional muestra
mds de un 80% de identidad en una pran varicdad de especies cucaridticas). Se va unir al
promotor conocido con el nombre de caja TATA, que consta de ocho pares de bases y su
consenso con sdlo AsT situado en el surco menor aproximadamente en ¢l sitio -25 con
respecto al +1 o inicio de la transcripeion. Ticne una forma que asemeja una silla de montar,
donde 1n parte cdncava es In que se une al DNA y su parte convexa cs la que va interactuar
con otros factores, TAFs, para formar distintos complejos multiproteicos (TFHD o protefnas
reguladoras negativas) . Al unirse a la caja TATA, provoca una distorsion hacia adelante del
pegado en la estructura del DNA, facilitando su  desenrollamiento y dandole orientacion a la
transcripeion. Esta primera interaccién va a ser estabilizada por un segundo factor TFHA, e
cual remueve la unidn de TBP con TAFs reguladores negativos evitando la represion.

El siguiente factor TFIIB con sus dos doninios, presenta un papel doble dentro del
complejo de iniciacion. Su dominio COOH-terminal, se une al complejo TBP-DNA; mientras
que el dominio NH2-terminal (posible dedo de zinc) se encarpa (con ayuda de TFHF) de
reclutar a la polimerasa en ¢l complejo, sirviendo de puente proteico entre TBP y la
polimerasa,

TFIIF estd formado por dos subunidades (la mds pequedla presenta gran similitud con el
factor 670 de procariontes) y a través de este factor, se Heva a cabo la incorporacion de I



polimerasa al complejo dando pie para la iniciacion de fa transcripcion. Para finalizar ¢l
complejo de iniciacion son necesarios otros dos factores: TFIE y TFIH.

La funcién de TFIIE no es ain muy clara, pero parece necesario para el posterior
reclutainiento de TFHH y TFIL. TFHII posce actividad de quinasa y es capaz de fosforilar
la CTD de fa polimerasa.

Unidos todos estos factores a la polimerasa genera el complejo cerrado, ef cual, se va a
transformar en complejo abierto para iniciar fa transcripeidn,

b) Elementos reguladores en cis:

Eltérmino cis-acting se reficre a las regiones reguladoras que actiian mids o menos cerca de
los genes en In misma molécula de DNA. Los loci reguladores activados en ¢is conceidos son:
promotores, enhancer, boxes, dominios de¢ doblado y heterocromatina facultativa.

Dentro de los primeros 100 pares de bases hacia arriba del inicio de la transcripcion existen
secuencias que tienen un importante efecto en los niveles de la transcripeion, por influir
directamente en la frecuencia de iniciacion. Los de distribucion mds general son: la cajn TATA
(anterionnente discutida), la eaja GC, la cajn CAAT y el octiimero. Todos los promotores
requieren uno o mis de estos elementos para funcionar adecuadamente.

La caja GC presenta un consenso con la secuencia GGGCGG. Usualmente se encuentra
cntre los 40-70 pares de bases hacia atrds del inicio de la transcripeion (aunque este sitio
puede variar). A ella se une ¢l factor SP1 cubriendo aproximadamente 20 pares de bases. En
¢l promotor del gene paca timidina-kinasa se presume que SP1 interactia con el factor que se
une a la CAAT box en uno de sus ladoes y con TFHD en el otro,

GGCCAATCT es la secuencia consenso de Ia caja CAAT, la cual puede ser reconoeida por
varios factores con afinidad variada, entre estos estan CP1, Ia familia CTF, NFI, los cuales
van a ayudar al complejo de transcripeion en su ensamblamiento. A este misma secuencia se
unen otros factores como CDP, el cual funciona como represor previendo que fos activadores
puedan reconocer estas secuencias.

Enel caso de la secuencia Octémero cuyo consenso es ATTTGCAT, trmbién sirve como
reconocimicnto para més de un factor. El de distribucion mds generalizada es Oet-1, pero en
células linfoides, en el octdmero para activar los genes de inmunoglobulina k ligth, en lugar de
unirse Oct- se une el factor Oct-2 funcionando como un factor tejido de especifico,

Los clementos enhancer fucron primeramente descubiertos ¢en virus. Son regiones en el
DNA que influyen a distancia en los elementos transcripeionales (aparato basal) de un gen,
Pueden estar hacia adelante o hacia atrds del gen que van a regular y pueden funcionar
igualmente bien cuando se insertan en la posicion opuesta (3’ - 57) .

Todos los genes eucariontes, desde hongos unicelulares hasta mamiferos, estdn asociados a
unas protefnas con el nombre de histonas fonnando una estructura Hamada nueleosoma. En
promedio hay un nucleosvma por cada 200 pares de bases, es1os 4 su vez estin empaquetados
en ofras estructuras formando una fibra de cromatina de 30-n.m. Las fibras se organizan en
una serie de looped domain, dominios doblados, que contienen entre 20 000 y 80 000 pares de
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bases. Se tiene evidencia que ka wanscripcion en cucariontes es iniciada en repiones donde la
cromatina estd descondensada, es decir esta zona presentan dominios de cis-acting que
necesita estar en estada relajado para ser reconacidas por protefnas reguladoras.

¢} Elementos Reguladores en trans:.

En organismos cucariontes Jos clementos frans-acfing en uh cromosoma son capices de
influir en genes localizados en otros cromosomas. Tipicamente estos elementos pueden actuar
en otros cromosomas por la faci! difusion que tiene su producto. Estos pueden ser cofictores.
RNA y en sumayoria son protefuas,

Estas proteinas reguladoras pueden reconocer secuencias especificas de nucledtidos en ol
interior de ia doble hétice, Cada apareamiento de las bases expone en lu superficie del DNA
distintos patrones: danadores y aceptores d¢ protones, parches hidrofébicos (grupo methyl).
Pero solo en el sweo mayor se puede distinguir el patron para los cuatyro tipos de
aparcamientos (Figura 2). Por esta razén las proteinas reguladoras generalmente se pegan ol
SUICO My or,

Las regiones especiticas de DNA son reconocidas por la superficic complementaria en ks
proteina conocida como dominio. Gstos dominios tienen motivos que se han caracterizado
muy bien y se han conservado o lo large de lo cvolucion  en las diferentes proteinas
regutadoras en eucariontes. Se clasifican en los cuatro tipos que se presentan a continuacion:

Hélice-vuelta-hélice, ¢ste dominio se construye a partir de dos o mids o hélices
concctadas entre si por una corta eadena de aminodicidos liaciendo una vuelta (Figura 3). 1a
hélice mds farga y cercana al carboxilo terminal ¢s la hélice de reconocimiento, la cual se une al
surco mayor del DNA. La primera vez que se descubrié fue en las sceuencia nucleotidica de
atgunos genes homeoticos, en Drasophila, los cuales contienen una secuencia muy parecida de
60 aminodcidos a la que se Il denomino homeodominio; cuando se caracterizo
tridimensionatmente se observo una gran simititud con el motivo hélice-vuelta-hélice de los
orgunismos procariontes. Se unen al DNA como mondmeros a una secuencia 57 -A-T-T-A-
3"y en todos los homeadominios hay cuatro residuos invariantes: Asn 51, Arg 53, Trp 48,
Phe 49, La mayoria de los homeodominios se encuentran en la region amino-terminal de la
proteina,

Algunas proteinas con este dominio se presentan a continuacion:

£+ & Funcion Biologica
i 'déthdllo'_cihbﬁonario de; inScclos, vertebrados y plantas

dlfemncinclén ¢n tqldos.; hfgado riﬂén, hip6fisis,
Tinfociios :

Determinacién para el upo scxual en levadurn (feromonas)
’funcloncs mulhples (mmunoglobulmns, histonas y virus
del herpes).
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c KEY:
T A T = H-bond acceptor
= H-bond donor
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@ =.hydrogen atom
A T A 2 = miethyl group

Figura 2.-Muestra esquematica de las diferencias en el reconocimiente del DNA que presentan los
diferentes surcos. En el surco mayor se notan las diferencias en orientacién de G-C /C-G yen A-T/T-A
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Figura 3. Estructura de pegado al DNA Hélice-Vuelta-Hélice. Las tres hélices s

encuentran unidas por dos vueltas y la hélice mas grande (la ndmero 3) se le
denomina de reconacimiento, Brandeny Tooze, 1991.



Dedos de ziue, ¢s un motivo ampliamente distribuido en cucariontes, ¢l nombre se debe por
un grupo més o menos conservado de aminodcidos que se une al ion zine formando un motivo
independiente dentro de la proteina. Se descubrio originalmente en TFIIA (activador de genes
ribosomales). Su estructura consiste en una antiparalela § plegada seguida por una hélice @
coordinadas juntas a través de un dtomo de zine, se pega al sirco mayor del DNA, Hay tres
distintas familias de dedos de zine (Branden, C. y Tooze, J. 1991):

Clasico, ¢l dtomo de zine estd ligado a dos cisteinas de la § plegada v a dos histidinas de Ia
hélice a (figura da) , en esta familia el dedo de zine tiende a repetirse en tdndem (figura <b). Se
pueden encontear desde mo lasta mas de 30 dedos ¢ interactian en tindem wmbién con o
surco mayor del DNA,

4 Cistefnas , esta ampliamente distribuido en receptores para glueocorticoides, conticne dos
dtomos de zinc y cada uno esta ligado a cuatro cisteinas formando un dominio globular con
dos unidades de zinc. Fsta familia, como el motivo hélice-vuelta-hélice en procariontes,
lorman dimeros; a través de los hélices o mds cercanas al amino terminal, cada subunidad
interactiz con el surco mayor ent una secuencia palindrdmica de DNA, mientras que las otras
dos Iélices ayudan a la formacion del dimero (Figura 4¢).

I Hislidina-3 Cisteinas, se ha observado en protefnas de virus, su secuencia de aminodcidos
es Cys-X2-Cys-Xa-His-X4-Cys; ¢l dtomo de zinc estd coordinado por tres cisteinas v una
histidina (Figura 4d).

Como cjemplos tenemos las siguientes proteinas:

Fuiiéién Biolé _ ma

1as hpnno’ijales pasa ahimales gen‘es ml'llti'ples)

|fcrenciac|6n del mteslmo. insectos y vertebrados (TA’l
Fiyieom o

Cicrres de leucing, es un dominio que media la dimerizacion y ¢f pegado al DNA. Cada
3.6 aminodcidos se forma una hélice o y en cada dos vueltas aparece una leucina. sta ultima
va interactuar paralelamente con las leucinas de otra hélice o formando construyendo de ¢sta
manera un puente para la dimerizacion (Figura Su), Hecho esto, el resto de la region N terminal
de¢ ambas hélices reconocen I parte media de una region palindromica en el surco mayor del
DNA, pegdndose en direcciones divergentes. La explicacion anterior se puede visualizar en
forma de “Y" | donde ¢l tallo corresponde a la repion dimerizada (por las umiones entre
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Figura 4, Reprasentacién esquemdtica de las distintas familias de dedos de zinc.
La figura 4a Muastra a! cldsico dedo de zinc, cuyo dlomo de zinc se encuentra unido a dos cistelnas y a dos
histidinas. 4b, Esquematiza la manera en tandem que interactua el dedo clAsico de zinc con ¢l DNA .
4c Representa la estructura mds distribuida de unidn al DNA entre los receplores de glucocarticoides,
donde cada &tomo de zinc se encuenira unido a cualro cistelnas. 4d. Diagrama correspondienta al dedo de
zinc encontrado en el relrovirus del HIV,
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Figura 5. Esquematizacin de los cierres de leucina.5a Muesira la interaccidn entre las moléeulas

de leucinas de las dos hélices o 5h Visualizacién del dominio 'Y’ la manera en que se
representa la dimerizacion y el reconocimiento al DNA,



leucinas) y los brazos bifurcados de la *Y* a la region de union con el DNA (Figura 5b). Las
proteinas reguladoras que contienen ciemes de leucing pueden formar homodinieros v
heterodimeros.

Como ejemplo tenemos las siguientes proteinas;

" waciéu Blolébxca
lqidos hepéticos y- adnposo (albimina,

qconlroln la prohfemclén celutar (genes miltiples) -

‘melabalism de minodcndos para levadum '
mé mclén extraemlmcelular (TAT, receptorcs de células

Hélice-hucle-héliee, este motivo consiste en ta corta hélice o conectada por un bucle a
una segunda y mds larga hélice o, estas dos hélices se unen ambas al DNA y a o1ro mondmero
(Figura 6), formando homodimeros o heterodimeros. Por ejemplo:

’ Funclén Bloléyul :
e masculo (actinn y iniosing)
control para fa prollf eracion y diferenciacion celular

11.2 Saccharomyces cerevisine 'Y LA PROTEINA GAL4:

Saccharomyces cerevisine (Del latin saccharon, azicar, +  del griego mykes, hongo).
Pertenece a la subclase Heminscomyeetidae y lo incluyen en el orden Endomyeetales, los
cuales se caracterizan por ser morfoldgicamente simple y no producir ascocarpo (pared celular
gruesa).

Es tipicamente unicelulir de forma oval, contiene una vacuola grande y un nicleo
exeéntrico. Fs un organismo heterotdlico con dos tipos celulares bien definidos :a v o

Su reproduccidn ¢s generaimente asexual, ocurre  por gemacion, produce largas eadenus de
vemas. En condiciones ambientales desfavorables presenta reproduccion sexual, formando un
asci que eontiene en su interior cuatro esporas (Figura 7).

S. cerevisiae es uno de los organismos experimentales mas importante en la investigacion, Se
considera un sistema modelo para el entendimiento de I biologia de los orpanismos
eucariontes.



Figura.6. Esquematizacion del dominio hélice-bucle-hélice. Las primeras dos hélices de cada
dominio se utilizan para la dimerizacion. Las segundas se utilizan para la union con cl
DNA,



Figura 7.- Esquematizacién del proceso de gemacion en Saccharomyces cerevisiae.
A - C Muestra la formacién de yemas. D es el ascus con las cuatro ascosporas..



Las ventajas que posee son miltiples. Por un fado, las herramientas que se han ocupado
para los estudios clsicos en biologia molecular (teenologia del DNA recombinante) que se
llevana cabo para sistemas procariontes, son utilizables en el caso de levadura. S. cerevisine
ha sido el microorganisinos eucaridtico por excelencia para desarroliar esta tecnologia, es de
vida libre, tiene un crecimiento répido y es inocuo; ademds se usa desde hace mucho tienipo
para hacer pan y algunas bebidas alcohélica (incluyendo la cerveza y el vino).

Su genoma se incluy6 en los proyectos de secuenciacion y a partir def mes de abril de 1996
las secuencias de sus 16 cromosomas son completarmente accesibles por Iy red electronics
(Internet). Esto lo convierte en el primer organismo eucarionte completumente sectienciado.
Existe un gran desconocimiento sobre la funcion bioldgica en fa mayorfa de su genoma y sobre
todo cn sus regiones reguladoras.

S. cerevisiae tiene la capacidad de utilizar diferentes fuentes de carbono, una de cllas es
galactosa, la cual tiene que pasar por la ruta metabdlica de Leloy (Figura 8) para ser
transformada en Glucosa-6-phosphiato y entrar a la glucélisis.

RUTAMETABOLICA PARA LAUTILZACION DE
D-GALACTOSA

'9 GAL2: Codifica para una pafmeasa que
potmite el paso de galactosa alinterior
celular,

Reacciones:
1) Galaclosa +ATP ~—> Gal- 1+fosfalo + ADP + H»
galacloquinasa (Galt)

2) Gal- 1-fosfato + UDPglucosa —» Gluc-1foslalo + UDP-gaiacios a
galactosa-1-fosfato uridiltransferasa (Gal 7)

3) UDP-galactosa  --> UDPglucosa
UDP-D- galaclosa 4 epimeras a (Gal 10)

4) UDPglucoss —> Glucosa-6-fosfalo
fosfoglucomulasa

Figura 8. Utilizacién de las diferentes reacciones necesarias para el metabolismo
de galactosa conto fuente de carbono.



Los genes que codifican las enzimas necesarias en ¢l metabolismo de Leloy son inducibles
por la protefna reguladora Gald, Gald (un regulador transcripcional de 881 aminodcidos)
también activa Ja transcripeion de los genes requeridos para el catabolismo de melibiosa, Su
organizacion funcional es In siguiente:

Dowinio de unién al DNA: Se une al DNA como dimero simétrico y reconoce una
secuencin palindromica en el surco mayor de 17 pares de bases. La region del aminodcido | al
64 se ocupa para el reeonocimiento del DNA y del 65 al na 94 para la dimerizacion, 1a
Primera fraccidn estd constituida por tres distintos médulos: un compacto -metal-dominio-
(residuos 8-40), una cadena extendida (41-49) y un clemento dimerizador inicial hélice o
(Figura 9). El reconocimiento lo da un dominio de unién a un metai (zine) que conticne seis
residuos de cisteina coordinadas tetrahédricamenente por dos dtonos de Zn 2+, lo que crea
una region compacta y globular méds o menos aislada; se une al surco mayor en los extremos
del sitio y contacta directamente con tres pares de bases del DNA. Los tesiduos 41-49 forman
un segmento extendido, Algunos aminodcidos con carga positiva contactan con los fosfatos de
ia cadenn de DNA. Los aminofcidos 50-64 forman una hélice o la cual inicia ¢l
entrecruzamicnto de manera paralela con la hélice o del otro monémiero de Gald,

Dominio de activacién transcripcional: Los residuos 94-106, 148-196 y 768-881, forman
tres zonas de regiones dcidas que se ltan identificado para Iz activacion y son ricas en carga
negativas, Mutaciones que reducen las cargas negativas, reducen la habilidad para realizar la
activacién. Por ¢l contrario mutaciones gue incrententan estas cargas, aumentan la activacion
(Ptashne, 1992), En principio se sugirié que este dominio dcido de activacién (AAD) era una
a-hélice; pero estudios mds recientes presentaron a este dominio como una estructura hoja
B, la cual en una de sus caras contiene mwchos residuos hidrofébicos para interactuar con el
aparato basal de transcripcion (Van Hoy, M. er al, 1993)

Dominio de unién con la protefna Gal 80: Es una regi6n cercana at carboxiio terminal que
abarca de la 851 ala 881. Gal 80 es una proteina que al interactuar con Gai 4, bloquea la
accidn activadora de la proteina impidiendo la unién del dominio activador con el aparato de
transcripeion (Leuthe, K. K, et al. 1992).



Figura 9. Esquema del dominio de unién al DNA de la proleina reguladora Gald. Se
puede observar la dable hélice del DNA representada por las cadenas mas anchas. Los
nimeros en color negro ubican las bases que interactian con la prolelna en el surco
mayor (la numeracién se inicia en el punlo medio de las cadenas). Las cadenas
delgadas representan los dominios de las dos proteinas que se unen al DNA. Los
aminodcidos del 8 al 40 representan el modulo de reconocimiento, del 41-49 se da el
enlace con el DNA y del 50 al G4 se da la dimerizacidn



113 INTRODUCCION A LA TEORIA DE LA INFORMACION:

Cuando se estudian los silios de pegudo de moléculas al DNA o RNA y se realizan
alineaciones, varios sitios son reconocidos por la misma macromoléeula reconocedora y
frecuenteniente se escoge It base mds comiin para cada posicidn y se crea una secuencia
consenso,

Para cuantificar la variabilidad y medir la informacion que nos proporciona un patrén y
poderlo distinguirlo de otras secuencias a las cuales las profefnas no se unen, un método
ampliamente utilizado ¢s ¢l de contenido Informacional. El contenido informacional
(también llamado Rsecuencia) toma en cucnia la variabilidad de las posiciones individualmente
dentro de un alineamiento, Se basa de mancra gcnml en la formula para medir incertidumbre

(creada por Shanon) que cs ln siguiente: H = ~ Z Pilog Pi ...(2); donde Pies la probabilidad
i=1
de aparicion para M posibles simbolos.

La base del logaritmo determina las unidades, Cuando se wtiliza base dos, las unidades son
los bits. Un bit de informacién resuelve la incertidumbre para tomar una decision ente dos
simbolos equiprobables. En el caso de secuencias para nucledtidos, M = 4 posibles bases, I
decision para escoger una sola de ellas es de 2 bits (cuando las cuatro bascs aparecen con igual
probabilidad Pi = 0.25).

Cuando las frecuencias de las bases no son exactamente 25, 50 o 100 por ciento. E} cleulo
de incertidumbre estd en funcion de la frecuencia f{b,1) de cada base & en la posicion I:

T
H(L)=-% fw,nlog:.fw,I)...3)
b=A
El contenido informacional (conservacién de secuencia) R{L} es entonces:

R(L)y=2-H(L) ..&
La informacion para los sitios va siendo aditiva ¢ independiente entre lus posiciones. Se
puede obtener la conservacion total R(s) de una secuencia de pegado al DNA sumando todos
los valores de R(L) de Ias posiciones del sitio,

R(s)= XL R(L)
{



La conservacidn de un sitio de pegado para una protefna va en relacion directa con ¢l
tamafio del genonia G y ¢f nimero de veces que este sitio ¥ s¢ encuentra dentro del genoma.
Esto se define con otra nedida que se llama Rfrecuenc K(f), que se traduce como la

informacion minima necesaria para encontrar un cierto nitmero de sitios dentro del genoma. La
formula es:

R(f)=long—logzy=—logz-é—=—long (bits por sitio) . ...(6)

donde fes la frecuencia de los sitios en el genoma.



I1. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION:

Se plantean dos objetivos centrales. El primero es conocer y comparar los diferentes
programas que se utilizan para realizar alincaciones y bisqueda de patrones en seenencias, con
¢l propésito de elegir un protocolo que nos facilite cl andlisis en las regiones reguladoras. 1l
segundo es aplicar Jos programas y elaborar estrategias que permitan analizar ¢ integrar
propiedades de las secuencias cis reguladoras en eucariontes.

11,1 SELECCION DE METODOS:

Existen diferentes programas con los que s¢ hacen alineaciones y busquedas de secuencias.
En nuestro laboratorio se pretende conocer mejor los fundamentos de estos programas,
realizar pruebas y elegir los que generen mejores resultados para que formen parte de nuestro
protocolo de andlisis.

Las prucbas se realizardn con ln proteina reguladora Gal4 de S. Cerevisiae. La informacion
preliminar se obtendrd de la base de datos TRANSFAC, la cual cuenta con secuencias de
pegado para protefnas reguludoras obtenidas a partir de diferentes métodos experimentales:
Joolprinting reactions, competition, gel retardation y direct gel shifi entre otros, Esto hace que
fos tamafios de los sitios para una misma proteina no sean uniformes. Este es el caso de Gald.

Partiendo de 1o anterior se elabora 1a sigujente estrategia que permite evaluar los diferentes
programas para analisis maltiple de secuenciss y bisqueda de patrones.
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Fxtraceidn de secyencic s de
sitios de pegado al DNA para
Gal4 a partir de Transfac,

Realizar un alineamiento para
localizar la parte mds
conservada dentro de las
secuencias y homogeneizar su
tamanio.

l

Busquedas en secuencias
de pegado para Gald

l

Andlisis valorando las
ventajas y desventajas de
cada uno delos
programas.

Figura 10. Estrategia a scguir para la evaluacidn de los diferentes programas
utilizados en busquedas de secuencias,

Extraccién de secuencias: se realiza a partic de la base de datos TRANSFAC.
Posteriormente con los programas de alineacion se busca el sitio y longitud precisa donde Ia
protelna se pega al DNA. A partir de [a alineacion, se utilizan los diferentes programas para
realizar bisquedas en archivos de secuencias de regiones reguladoras que contienen sitios
precisos de pegado para GAL4 y en este punto los programas muestran ¢l prado de
reconociniento de los sitios originales de pegado para la proteina, Finalmente se comparan los
resultados obtenidos de los diferentes programas y se analizan las diferentes ventajas y
desventnjas para cada uno de los programas tenicndo como pardmetros entre otros los
siguientes criterios: nimero lotal de secuencias encontradas, niinero de [falsos positives
reconocidos, tiempo de ejecucidn y plataforma en la que corre, De esta manera se¢ escoge un

miétado para utilizarse en los subsiguientes anélisis en otras secuencias reguladoras de S,
cerevisiae.

22



111.2 APLICACIONES:

Teniendo una metodologfa seleccionada se muestran ejemplos de posibles nplicacion para
analisis de dominios reguladores en los cromosomas de Succharomyces cerevisiae. Se
utilizaron dos estrategias diferentes de andlisis: la primera, Namada Top-down toma la
informacion biologica obtenida de los sitios de pegado de las proteinas reguladoras para relizar
biasquedas en las regiones reguladoras con el propésito de hacer predicciones. La segunda
estrategia amada Bottom-up utiliza la distribucién estadistica de cadenas de DNA de tamafto
definido en secuencias reguladoras, con ¢! propésito de encontrar algiin significado bioldgico.

Lste andlisis se llevo a cabo iniciainente en el cromosoma 11 de Saccharamyces cerevisie.
Posterionnente se aplicd la estrategia Bottom-up en otros dos cromosomas, e} 111y X1,

Estrategias combinadas: Top-down y Botron-up

Estrategia Top-down

Conocimicento Blologico

Mdtodo predictivo sobre posibles
funciones bioldgicas en las secuencias de
DNA.

Buasquedas de correluciones entre patrones
sobre y sub representados

1

Andlisis estadistlcos de la diswribucion
de cndenus de DNA

Estrasepla Bortom-up

Figura 11. Estrategias Top down y Botiom up para anélisis en regiones reguladoras,
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1V. MATERIAL Y METODOS
IV.I ESQUEMA GENERAL:

Para realizar el presente trabajo se extrajeron 10 secuencias de la base de datos Transfac,
estas se sometieron a programas de alineacion para reconocer las regiones de mayor similitud
y caracterizar ¢l tamafio del dominio de pegado en el DNA para Gald, el cual ya ha sido
reportado previamente en la literatura (Giniger ef al. 1985).

Secuencias obtenidas de Transfac para GAL4

Secuencias Posicién Sitio

(ID's de GENE BANK)

k02115 368-384 CGGATTAGAAGCCGCCG
k02115 387-404 CGGGTGACAGCCCTCCGA
k02115 405-421 AGGAAGACTCTCCTCCG
k02115 469-491 CGCGCCGCACTGCTCCGAACAAT
x03102 206-226 TTCGGCCATATGTCTTCCG
x01667 561-577 CGGCGCACTCTCGCCCG
x00215 653-673 ATACTTCGGAGCACTGTTGAGCG
x00215 740-761 AGCGCTCGGACAACTGTTGACC
m81879 328-350 CACCGGCGGTCTTTCGTCCGTGC
m81879 411-433 TATCGGGGCGGATCACTCCGAAC

Lo primero es hacer todas las secuencias de un mismo tamafio (requerimiento para algunos
programas), se extendieron todas los secuencias a 24 nucledtidos de longitud, Algunas se
encuentran muy proximas entre sf y con esc tamaiio se evita el traslapamiento

Los sitios extendidos se someten a programas dealineacién que posteriormente perntiten
definir un patrdn o una matriz. Con esta matriz (o patron) se realiza la bisqueda en regiones
reguladoras que contienen (experimentalmente comprobado) sitios de pegado para Gald,

Una estrategia habitual en biologla computacional es separar dos conjuntos de datos, el
conjunto con ef que se define el sistema de reconocimiento “fraining set” 'y el conjunto que
sirve para probar el sistema "festing set”.Las secuencias de prueba son sitios de pegndo para
GAL4 que no estdn incluidas en Ia base de datos TRANSFAC, y fucron:

Secuencia Pasicién Sitio

m81879 216 CGGAAAGCTTCCTTCCGG
m81879 347 CGGAGATATCTGCGCCGT
m81879 418 CGGATCACTCCGAACCGA

Se wilizaron dos medidas estadfsticas que evalian la eficiencia para reconocer los sitios a lo
largo de las secuencias (Adams ef a/. 1995), sensibilidad y especificidad:

Verdaderospositivas

Sensibilidad =
Verdaderosposiivos + Falsosnegaivos
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En las aplicaciones priniero se analizan las regiones reguladoras del cromosoma i1
Se inicia aplicando Ia estrategia Top-down. Se utilizaron 12 sitios de Gald definidos
experimentaimente donde se une la proieina af DNA.

Con estas secuencias se construye la alineacién (con el programa que haya dado el mejor
resultado) para obtener una matriz o un patrén consenso el cual permite hacer una biisqueda
computacional dentro de las regiones reguladoras del Cromosoma 11, localizando los genes que
posiblemente sean regulados por esta protelna.

Los difercntes métodos de bisqueda escogen una secuencia consenso o matriz tomando las
diferentes posiciones de manera independiente, Los sitios de pegado de algunas proteinas
conservan propiedades biologicas, como pueden ser simetrin o correspondencia entre
nucledtidos adyacentes,

A los resultados obtenidos sc les aplican dos filtros, basados en algunas de las propiedades
que se han observado en los sitios de |as secuencias originales de pegado parn GAL4:

Propiedad A: Los seis nueledtidos ubicados en los sitios extremos de la alineacion (tres del
lado izquierdo y tres del derecho), son los mas conservados y s6lo presentan un cambio en
alguno de los seis nucledtidos, como se abserva en las siguientes secuencias:

Acc. No, Secuencia Nu. de nucleétidos conservados
lzquierda / Derechan
x03102-1 \ CGGCCATATGTCTTCCG \ 373
x01667-1 \ CGGCGCACTCTCGCCCG \ 3/3
X00215-2 \ CGGACAACTGTTGACCG \ 3/3
x00215-1 \ CGGAGCACTGTTGAGCG \ 3/2
m81879-4 \ CGGGGCGGATCACTCCG \ 3/3
m81879-2 \ CGGCGGTCTTTCGTCCG \ 3/3
m81879-3 \ CGGAGATATCTGCGCCG \ 3/3
m81879-1 \ CGGAAAGCTTCCTTCCG \ 3/3
k02115-4 \ CGCGCCGCACTGCTCCG \ 2/3
k02115-3 \ AGGAAGACTCTCCTCCG \ 2/3
k02115-2 \ CGGGTGACAGCCCTCCG \ 3/3
k02115-1 \ CGGATTAGAAGCCGCCG \ 3/3



Propiedad B: La secuencia que tiene el cambio del sitio conservado en el extremo derecho
es transcrito en la secuencia complementaria del cromosoma, mientras que las dos secuencias
que tienen el cambio en el extremo conservado izquierdo son transcritos en la cadena 5' - 37,

El andlisis Top-down tennina comparando el nimero y calificacion de los sitios de Gald
encontrados en las regiones codificadora vs los candidatos encomtrados en las regiones
reguladoras, El evaluar las posibles difercncias entre ambas regiones sirve como control

El tamafio para cada una de las repiones reguladoras es de 500 pares de bases. En regiones
codificadoras se tomaron 500 nucledtidos a partir del +50 de los CDS (coding domain
sequence) y cn regiones reguladoras se toman 500 a partir del -500 de los CDS.

Para In estrategia Bottam-up se analiza estadisticamente la composicion de la secuencia
contenida en ol cramosoma 11 de S. cerevisiae. Para ello se abtiene un archivo de todos los
posibles 3-11n-3 meros (donde 11 es un espacio donde puede ir cualquier base) que se pueden
crear a partir del altabeto de 4 nucledtidos (A, T, G y C). Se escogid este patrén porque estd
muy relacionade con el sitio de pegado para la proteina Gald, Si se escoge otro patrén, conto
pucde ser el de todos los pasibles | 7-meros, serfa un archivo inmensamente grande (272 Gby,
mientras que el de 3-11-3 mieros, ocupa 109 kb, ejemplifica la partc més conservada del sitio
de pegado (las partes extremas en ambos ledos) y los 11 nucledtidos 1a parte media con mayor
variabilidad,

Después se utiliza un programa que calcula el ntimero de posibles apariciones para cada uno
de los patrones de 3-11-3 n-meros tomando en cuenta la compasicién y la probabilidad de
aparicion para cada uno de los nucleotidos en las regiones reguladoras y coditicadoras del
cromosanta 1. La composicion y probabilidad de aparician es la siguiente:

Cromasama Ii:

# Regiones-reguladoras: 416
#Total de Nucledtidos (eadenn-sencilla):207 977.00

# de contenido de: Probabilidad en lns regiones
reguladoms;

A 66072 0.304189

T 61784 0.304403

G 40262 0.178818

C 39859 0.176476
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# Regiones-codificadoras : 416
#Total de Nucledtidos (cadena-sencilla):208 000.00

# de contenido de: Probabilidad en las regiones
codificadoras:

A 66545 0. 319927

T 57912 0. 278423

G 42763 0. 205591

C 40780 0. 196057

La formula que se utiliza para calcular la frecuencia esperada de cada uno de los patrones es
la siguiente:

P (x)=[1"'(1—1))a]” ()

Donde p representa la probabilidad de aparicion de un sitio. (1 - p) es la probabilidad de la
negacién de p, (1 - p) * es la probabilidad de no encontrar un sitio en una secuencia de tamafio
a; entonces la negacion es la probabilidad de cncontrarlo al_menos_una vez en una region
reguladors, {1 - (1 - p)*'] . Al multiplicar por el nimero total de regiones reguladorns
obtenemos un solo valor para cada n-mero sobre la coleccion de regiones reguladoras en ol
cromosoma. P(x) es una funcién que se define con las probabilidades dadas para cada uno de
los nucledtidos.

El valor dc “P observada”, se obtiene simplemente contando el nimero de regiones
reguladoras en los que el n-mero ocurre al menos una vez. Este conteo se lleva a cabo en un
programa utilizando e} comando*grep'.

Posteriormente se calcula y grafica el valor del cocicnte de la frecuencia calculada entre el de
Ia frecuencia observada. Esto da una idea global sobre In distribucidn de los patrones,
ponicndo una especial atencién en aquellos que pudicran tener alguna desviacion ch su
distribucion, ya sea como subrepresentados (valor mayor a uno) o sobre representados (valor
meror g uno). Esto se realizardn en las regiones reguladoras y cn las codificadoras.



Concatenacidn de las estrategias: todos los posibles n-meros serdn calificados par la matriz
de bisqueda de GAL4 que ha sido modificada, extrayendo aquetlos que tengan una calificacion
suficiente para ser posibles sitios de pegado.

Después se observa la distribucién de estos n-meros en regiones reguladoras y
codificadoras, para encontrar alguna relacién entre fa funcién y la ocurrencia en el DNA.

Esta concatenncién {inaliza con la comparacion de distribuciones de frecuencia entre
regiones codificadoras y reguladoras de los 3-11-3 meros recanocidos por la matriz de Gald.

Se clabord tambien una estrategia Bottom-up para los cromosomas Il y Xl, cuya
composicién de nucledtidos es la siguiente:

# Regiones-reguladoras en cromasoma lI; 215
#Total de Nucledtidos(cadena-sencilla): 315 338.00

# de contenido de: Probabilidad en las regiones
reguladoras:

A 98164 0.3t

T 95603 0.30

G 59440 0.19

C 62131 0.20

# Regiones-reguladoras en cromosoma XI: 324
#Total de Nucledtidos (cadena-sencilla): 646 449.00

# de contenido de: Probabilidad en las regiones
codificadoras:

A 20035) 0.31

T 199930 0.31

G 122386 0.19

C 123779 0.19

El tamaiio de cada regién reguladora es de 500 pares de bases, se toman a partir del -500 de
cada CDS (igual que en el cromosoma Il).

Se calcul6 Ia frecuencia de 5-n-5meros, 6-n-6meros y 8-n-8mieros. Donde n es la distanci:
de separacién, Esta tom6 valores 4, 5, (para que el complemento cstuviera fuera de fase) 9 y
10 (para encontra al complemento en fase),

28



Se calculd su distribucidn esperada y se dividio entre la observada (al igual que con todos
los 3n-11-3n meros).

Con este andlisis se buscan patrones sobre y subrepresentados que tengan relacion con
sitios de pegado de protefnas reguladoras. La busqueda se realiza con los patrones simples
permitiendo una variacién de alguna base dentro de [a cadena (mismatclies).

Posteriomente se continu con un andlisis a partir de la distribucion de las cadenas de 5-n-
5 meros. Bésicamente se cuantificd las cadenas con simelria directa e invertida que estuvieron
sobre y subrepresentados en sus diferentes distancias. Para observar las posibles diferencias
en la distribucion de los n-meros con respecto a su fase de pegado.

V.2 DESCRIPCION GENERAL DE LOS PROGRAMAS Y SU UTILIZACION.

Para realizar ¢l anélisis de las secuencias se fiene que seguir una sucesidn ordenada en la
utilizacién de los programas (Figura 12). Entre algunos de ellos se observan conexiones
directas. Los podemos clasificar en tres grupos:

-Programas de alincacion;

-Programas de Desplegamiento y
visualizacién de alineacion;

-Programas de Biisqueda.
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Programas para Programas para Programas de

hacer visuallzar las blsquedas
afineacldn alneaclones
Weohsensus > Ratser

Make_Profie -» Find Profie

$ Consensus ~# EitConsensus

Lnelp o Pl b Prstly MacTargsearch
PlotSimarity
, .
Relia-Program Endpatterns

Figura 12 Esquema generat de los programas utilizados para sealizar el
andlisis de secuencias

En Ja figura 12, se muestra la secuencia para el uso de programas.

Los programas de alineacién son dos Weonsensus y PileUp. Weonsensus despliega
automdticamente ¢l alincacién y crea una matriz de bisqueda que serd wtilizada de manera
dirceta por el programn Patser, PileUp utiliza las secuencias editadas en el programa LineUp,
realiza ¢l alineacion y para desplegarlo puede utitizar tres programas: Pretty, PlotSimilarity
(que utilizan directamente el archivo de salida de PileUp) y Delila..

Los programns de bisqueda de palrones en secucucias son: Patser, Find Profile,
FitConsensus, MacTargsearch, FindPatterns. Los cuatro primeros programas utilizan
mutrices para realizar las bisqueda, mientras que ¢} dltimo wtiliza secuencias consensos, En
algunos programas se pueden cditar las matrices y ser utilizadas directamente, coma
MacTargsearch y Patser micntras que cn otros se necesifa de mn programa inlermedio que
construya la matriz y con el archivo de salida correr los programas de bisqueda, Tat ¢s el caso
de Find_Proftle (que utiliza a Make_Profile) y FilConsensus (que utiliza a Consensus).

En la tabla 1 se muestra una descripeidn general de los programas, sus archivos de entrada y
salida, sus fuentes y referencias,

Los detalles de como fueron utilizados se incluyen en el apéndice A.
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Tabla 1. Descripeién general para los tres tipos de programas: Alineamiento, visualizacién y bisqueda.




V. RESULTADOS Y DISCUSIONES:
'V.1 COMPARACION ENTRE LOS ALGORITMOS.
Para el andlisis y comparacién de los diferentes programas se divide el trabajo en dos
partes, en la primera se incluyen los programas que realizan alineaciones y en la segunda los

que realizan biisquedas de patrones en archivos de secuencias.,

a) Programas para hacer alincaciones mithtiples:
‘Todos utilizaron como prueba las 10 secuencias obtenidas de la base de datos TRANSFAC

Se inicia con la paqueterfa de GCG, utilizando el editor de texto lineup y posteriormente
PileUp (en este ultimo crea un archivo multiple “msf™).

Este archivo fue a su vez de archivo de entrada para ¢l programa PRETTY :

1 31
pileup.msf{m81879-2) ....tATCGG gGCggatcaC TCCGAACc.. .
pileup.msf(k02115-4} ...... TCGe gcCgCacTgC TCCGAACaat .
pileup.msf{k02115-2) ....GAgCGG gtgACaGeCC TCCGAAGG..

pileup.msf(k02115-1) ..aaGtaCGG AttAgaagCC ¢gCCGAg..
pileup.msf(x01667-1) ...ttAcCGG cGCACTcTCg cCCGAAC...
pileup.msf{m81879~1}) ....cAcCGG cGgtCTtTCyg TCCGtyCG. .

pileup.msf(k02115-3) ....... aGG AagACTcTCC TCCGtgCGte c
pileup.msf{x00215-2} .AgcGeTCGG AcaACTGTtg aCCGt.....
pileup.msf({x00215-1) tAtactTCGG AGCACTGTtg agCG......

pileup.msf{x03102-1) ...catTCGG ccataTGTCt TCCGAAa..
Consensus -A--GATCGG AGCACTGTCC TCCGAACG-- -

1 1

Con Pretty se desplegd el consenso del alincacion multiple, y a partir de dste se
seleccionan los sitios dentro de la secuencia que serdn depurados “rasurados”, El rasurameinto
es importante porque nos scfiala la region mds conservada dentro del alineacién; el proceso se
puede realizar empiricamente, restringiéndose sélo a las posiciones en donde las secuencias
contribuyen con al menos una letra, Para este caso serfa entre las posiciones 8 y 24 (sefialados
con las flechas) en donde se podria hacer el rasuramiento,

Otra manera de hacer el rasurado de secuencias es calculando el grado de conservacion de las
bases a lo largo del de la alineacion, y se restringe entre los valores con mayor grado de
similitud, Para esto en GCG se cuenta con el programa Plotsimilarity que calcula la similituc
en cada uno de los sitios, utiliza como archivo de entrada e! archivo MSF creado en PileUp
(Figura 13)
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Figura 13; Desplegamiento de un histograma de frecwencia creado con
el programa PLOTSIMILARITY, generado a partit de la alineacién
miltiple de los sitios de pegado para Gald,
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La figura 13 presenta los diferentes valores de similitud (Similarity Score), y se observa que
los valores mis altos se ticnen entre el nucledtido 8 y 24 dando un buen punto de corte entre
estos puntos.

También se utilizé otro programa que se encuentra en Internet World Wide Web con ¢l
nombre de “Delila”, El objetivo es construir una secuencia Logo, que visualiza - través de
grificas- la informacion contenida en un fragmento de DNA, RNA o proteina (Shaner, M.C.
etal 1993). A patir de una alineacién, el programa Delila grafica la conservacién de los
nucledtidos para cada posicion. La base (o nucledtidos) mds conservada se representard en la
parte superior del archivo de salida, cominmente Namado “Logo” con una altura mayor, la
conservacidn para cada nucleotido se mide, (utilizando la Teorfa de la Informacion desarrollada
por Claude Shanon) en bits de informacién. Entonces la escala para el aichivo logo corre de
cero a dos bits,

Ll *logo’ de Gald confirma la conservacion de la alineacion en los sitios que se escopieron
para el corte. (Figura 14),

Weonsensus: Para este programa sc utilizé como archivo de entada las mismas 10
secuencias extendidas a 24 nucledtidos de longitud:

x03102-1
x01667-1
%x00215-2

\ CATTCGGCCATATGTCTTCCGAAA

\ TTACCGGCGCACTCTCGCCCGAAC

\ AGCGCTCGGACAACTGTTGACCGT
x00215-1 \ TATACTTCGGAGCACTGTTGAGCG
mB81879-2 \ TATCGGGGCGGATCACTCCGAACC
mB1879-1 \ CACCGGCGGTCTTTCGTCCGTGCG
k02115-4 \ TCGCGCCGCACTGCTCCGAACAAT
k02115-3 \ AGGAAGACTCTCCTCCGTGCGTCC
k02115-2 \ GAGCGGGTGACAGCCCTCCGAAGG
k02115-1 \ AAGTACGGATTAGAAGCCGCCGAG

Pl A

Como pardmetros se le dio que en el primer ciclo guardard las 100 mejores pares de
secuencias alineadas (sin inversas). Bl programa se ¢jecutd con cuatros valores distintos de
desviacion estdndar: 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 (recomendados por G. Hertz) y los cuatro dieron como
mejor resultado (el de menor frecuencia esperada) la misma alineacion, que ¢s el siguiente
(Figura 15):
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MATRIZ 1

nimero de secuencias = 10

longitud = 17

contenido de informacidén = 16.324

In(probabilidad) = -71.2028 probabilidad = 1.19399E-31
frecuencia esperada = 1.28204E-22

A | 1 0 0 4 1 2 6 1 4 1 0 1 0
0 0

¢l 9 o0 1 3 3 4 0 7 0 3 2 6 5 1 9
10 0

G | 0 10 9 3 4 3 2 2 0 4 1 1 4 1 1
0 10

ll\

>N
o

0 0 0 0 2 1 2 0O 6 2 7T 2 1 6 0

0 0
116 t 1/5 CGGCCATATGTCTTCCG
213 : 2/5 CGGCGCACTCTCGCCCG
in : 3N CGGACAACTGTTGACCG
417 H 4/8 CGGAGCACTGTTGAGCG
5110 574 CGGGGCGGATCACTCCG
6|2 : 6/4 CGGCGGTCTTTCGTCCG
718 t 172 CGCGCCGCACTGCTCCG
814 : B/1 AGGAAGACTCTCCTCCG
915 : 9/4 CGGGTGACAGCCCTCCG
1019 + 10/6 CGGATTAGAAGCCGCCG

Figura 15 Archivo de salida del programa Weonsensus. Donde se muestra: los parimetros
bajo los cugles se corrid ¢l programa, la matriz con su contenido informacional y
el despliegue de la alineacion.

Los programas Weonsensus y PileUp dicron como resultado la misma alineacion, pero
Weonsensus presenta ventajas para encontrar el patrén de sccuencla comin en el pegado de
proteinas. Weonsensus genera alineaciones locales miltiples, su objetivo es construir una
matriz que describa el pateén mds significativo que comparten un grupo de secuencias
relacionadas funcionalmente. Ademds con Wconsensus no se tiene que hacer ningin
rasuramiento manual en las secuencias y caleula autométicamente el contenido informacional
para cada matriz, En cf caso de que el sitio sea simétrico el programa tiene la opeidn de incluir
automdticamente las cadenas complementarias enriqueciendo a la alineacion,

En GCG se utilizan al menos 2 6 3 programas sucesivamente (consume mis tiempo) para
realizar una séln alineacion de tipo global miltiple. El objetivo o esta alineacion serd
optimizar al méximo la similitud a Jo largo de toda Ia longitud de Jas secuencias (inscrtando
huecos), esto se utiliza mucho para encontrar relaciones evolutivas entre proteinas o
secuencins codificadoras de DNA. En PileUp la insercion de huecos intersecuenciales puede
resultar contraproducente para el alinemniento focal (se busca sélo un dominio comin no
maximizar el parecido entre las secuencias); para evitarlos, es necesario castigar los huecos con
valores muy altos; con ello se ayuda a identificar mejor los dominios conservados, se neeesita
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también rasurar manuaimente a las secuencias y posteriormente editarlas (procurando que
sean del mismo tamaiio). En las alineaciones resultantes es muy til calificar la simititud en los
sitios para tener una idea de la calidad de la alineacion. Para cllo se requicre usar ¢l programa
Delila o PlotSimilarity.

D) Programas de Bisqueda:

A partir de los nlineaciones s¢ construyeron patrones y matrices para biisquedas en

diferentes archivos de secuencias. Se wiilizaron varios pragranias que se probaron en cinco
regiones reguludoras de genebank (1D de genebank) en donde se realizaron bisquedas de
sitios de pegado para Gald (los cinco 1D's contienen sitios para su pegado),
Primero se comparan los cuatro programas que utilizan matrices de bisqueda para encontrar
patrones. Los corrimientos completos de los programas se presentan en ¢l apéndice By los
resultados a comparar se presentan en las siguientes cinco tablas (una para cada 1D). In
aquellos programas que no hacen busqueda automadtica ¢n la secuencia complementaris, se
tvo que utilizar el programa ‘Reverse’ de GCG, que obtiene, a partir de un archivo de
secuencias, la cadena complementaria invertida. Teniendo esta cadena se realiza nuevamente la
bisqueda en el archivo complementario-invertido y se recaleulan las posiciones,

A continuacion se presentan cinco tablas con el resultado de las posiciones v calilicaciones
de los sitios que los programas reconocieron como posibles sitios de pegado para Gald. Los
programas que se compararon fueron: MacTargsearch, FitConsensus, Findlvolile y Patser.

Tabla 2: X03102. Este archivo coutiene 2812 pares de bases, y contiene la region
reguladora y codificadora para una proteina alpha-galactosidasa necesaria para
el metabolismo de melidosa.

Patser

Pasicién - Score
208 - 1845
208c - 15.48
691c. - 14,96
691  -.14.90

o 1095 < 14,10
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Tabla 3:X01667. Tiene 2475 pares de bases, contiene la region reguladora y
coditicadora para la proteina reguladora Gal80. funciona para reprimir la
transcripeion de los genes activados por Gald,

Patser

Posicion - Score
561 - 2192
- 18,15

Fit Consensus
Pasicion - Score .
5615 < 63:53
¢ -'5647

Tabla 4: X00215. Contiene 1008 pares de bases, y en esta region se encuentra el inicio de la
transcripeion para la proteina Gal7. Este archivo pertencee a la secuencia del
Cromosoma il

Fit Consensus' . Patser
' : . Posicién - Score
{71 746 " - 2087

659 ..+ 19.61
46 - 19,28
n 659¢ - - 16,64

R Y753¢ - 1382

Tabla 5:M81879. Son 2845 pares de bases en el archivo; se encuentra ubicado dentro
del brazo dereclio del cromosoma X11, contiene la region reguladora y
codificadora para el gen Gal2 (permeasa para galactosa).

Patser
Posicii = Score

Alde o508 ) “4lde - 1474
[217¢ - 5118 B0 “hhide.sad 419¢ - 14.06
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Tabla 6 K02115. Cotiene 907 pares de bases, incluye la region promotora para
los genes Gal1-Gall0. Se encuentra dentro del cromosoma il.

F'tc"““"s“s ; ‘ Patser “
Posicion: <-Score. . Posicisn - Score
e W -2135

405 - 2035

dg5c 17,37
460 - 1561

8., 368 - 15,55

GBE ] 36k - 1347

En total los cinco archivos de sccuencias tienen 10047 pares de bases, La bisqueda se
realizo en ambas direcciones: §'- 3' y 3°- 5 en 20094 nucledtidos. Dentro de las secuencias
hay 26 sitios reales para el pegado de Gald. Todos los sitios que se encuentran en negritas
dentro de la tabla son falsos positivos.

De manera general los algoritnios que tienen ¢l orden de calificacion mis parecido entre si
fueron Find_Profile y Patser. Ambos wiilizan ¢l Conienido lnformacional para la evaluacion
de sitios.

£n seguida se presenta una tabla de toma e cuenta los resultados evaluatorios globales para
cada uno de los cuairo programas que wtitizan matriz de peso como algoritmo de biisqueda
{1abla 7).
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TABLA DE CRITERIOS COMPARATIVOS ENTRE PROGRAMAS
DE  BUSQUEDA

”CRI'IFRIOS’,",;Z.LM % MacTargsearch 2.0 H&mm PRom E — by
LR T ?‘Fnldomnsul

Tabla 7. Evaluacién con alg criterios c

ivos de ejecucion, pam programas que utilizan matrices de bisqueda para encontrar sitios de pegado al DNA de

proteinas reguladoras. La sensibilidad y especificidad se calculs con la férmula presentada en material y método (ver paginas 25 y 26). Los programas que nio

incluyen el tiempo de cjecucion, se calculd con el comando en UNIX: time.



Para el programa “FindPatterns” (el programa que realiza las bisquedas a partir de una
secuencia consenso) se construyd un archivo con dos patrones para realizar la bisqueda; estos
patrones s hicieron con el programa Consensus a un 75 y 100 por ciento de certidumbre:

Archivo de bisqueda:

Patrones:
CGGVBVRSWBYYSWCCG
MGSVNNDVWNBNBNSCG

El archivo de salida reconocio, con el patrén de 100% de certidumbre, dos de los trece sitios
que deberfa reconocer y con el patron de 75 % de certidwnbre, todos los sitios para Gald,
faltdndole sélo por recanocer el sitio 419 y su complementaria de Ja secuencia m81879,
Reconocid dos sitios (con sus respectivos complementarios) como falsos pasitivos: 456 del
ID KO2115 y 755 del ID X01667, estos falsos positivos son totalmente diferenies a los
reconocidos por los otros programas.

Cuando se estudin los sitios de pegado en el DNA o RNA, la convencion prictica ¢s :
realizar una alineacion de secuencias con los sitios de pegado para una proteina (o
macromoléeula reconocedora), escoger la base mas comin para cada posicion y crear una
sccuencia consenso. La mayorfa de los autores, mencionan que las secuencias consenso
(Schneider, T. D). et al. 1986; Hawley D. K. y W.R. McClure, 1983) no son muy confiables
al tratar de buscar nuevos sitios debido esencialmente a que se pierde informacion cuando la
frecuencia relativa de unu base especifica en una posieion es ignorada. En una secuencia de
pegado al DNA existen diferentes grados de conservacion por lo que es muy importante
conocer la varigbilidad permitida dentro de las secuencias con la que se mantiene fa
funcionalidad del sitio.

El programa FindPatterns es ¢l tnico programa de busqueda de los presentados en este
trabajo que utiliza una secuencia consenso en lugar de una matriz. No reconocid a una de las
trece secuencias de prueba en direceion 5° - 3' ni a su secuencia complementaria
(FitConsensus tampoco reconocid una secuencia al buscar en 1a cadena complementaria, pero
fue una secuencia diferente). La busqueda de los patrones fue buena como en ofros programas
(0.92 de sensibilidad y 0.99 de especificidad) pero es importante hacer la secuencia consenso
con flexibilidad y lo suficientemente representativa del sitio. Se puede varfar su certidumbre de
mancra que se reconozean un mayor nimero de secuencias.

Otra diferencias con respecto a los otros programas fue las secuencias falsas positivas que
reconocié, Los patrones de esas secuencias no fueron reconocidos por ningin otro programa,
Pero definitivamente la desventaja mas clara de la utilizacion de las secuencias consenso es la
pérdida de informacion para la calidad de! reconocimiento en los diferentes sitios de pegado,



fas macromoléculas que se unen al DNA van a tener mayor afinidad por algunos sitios y esta
informacidn normalmente se picrde al tratar con secuencias cansensos,

En los programas que utilizaron matrices, el que tuve wn menor mimero de falsos positivos
fue MacTargsearch, (identificando a todos los sitios de pegado y solo tres falsos positivos) .
Pero en otros criterios (como tiempo, carecer de programa de alineamiento) lo hace estar en
desventaja con respecto a los otros programas. Al comparar el orden de calificacion en las
diferentes posiciones, con el programa que tuvo una mayor semejanza fue con FitConsensus,

FitConsensus fue ¢l tnico programa con una matriz de bisqueda que no reconocid la
cadena complementaria de una secueneia de pegado. Consume mis tiempo que el resto de los
programas y ademds como en casi todos los programas en GCG ¢l {ormato no es estandar, por
lo que para cada algoritmo se construye un archivo de entrada diferente o se reformatean las
alincaciones creados en ¢l archivo nuiltiple.

El paquete Profile es muy rdpido, e} tiempo que tarda en correr en CPU es de 0.35 minutos
(¢l tiempo lo calcula el comando *tinie’ de unix). Los archivos miltiples para bisquedas deben
estar en formiato ig y no tiene problemas de edicion. Su bisqueda es sdlo en una direccion y ¢
archivo de salida despliega los patrones de secuencias encontradas. Las calificaciones tienden a
redoadearse a s6lo dos ntimeros, por lo que ¢n secuencias mayores de dos digitos esto puede
crear diferencias grandes, por cjemplo, una calificacion de 12.51 se redondea a 13 y uno de
12.49 se redondea a 12.

Patser y Profile calculan e} contenido informacional. Las secuencias, presentan ¢l mismos
orden (tomando en cuenta las calificaciones) y dan valores muy similares, y al revisar ia
direccion complementaria ampla su intervalo de reconocimiento ¢ incluye come sitios de
pegados a cuatro secuencias desconocidas. Patser hace un ajuste en ! cdleulo (que depende de
el tamafio y mimero de las secuencias que participan en la alineacién) y presema calificaciones
mds altas para los sitios,

Los programas Weonsensus junto con Patser, de manera general presentan ventajas con
respecto a los otros programas: lo primero es que utiliza las matrices como algoritmo de
biisqueda y son mejores que las alineaciones comunes (asigna diferentes valores a las
variaciones de la secuencia consense dependiendo de la conservacion para cada nueledtido).
Caleulan el contenido informacional del sitio y estd relacionado con la informacidn necesaria
para que una proteina reconozca w sitio de pegado del resto det genoma del organismo, por lo
anto, los valores predictivos pucden compararse con otros datos de la biologla de I
regulacidn obtenidos de manera independiente (Hertz e al. 1995).

Su velocidad es superior con respeeto a los otros prograntas y un aspecto muy importante
@ su favor es que en sus parimetros se e designa la frecuencia para cada nucledtide. £n el caso
de E.coli'y olros organismos este punto no es muy importante, ya que la frecuencia para cada
base es 1a misma; pero enel caso de S. cerevisiae esto representa una modificacion importante
cu el valor calculado para cada sitio (dos terceras partes su genoma son A-T), Es por lo
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anterior que los programas a utilizar en las scgunda parte del proyecto serd la matriz creada
con Weonsensus para Gal4 y el programa de busqueda Patser,

V.2 PREDICCIONES EN EL CROMOSOMA 11

La estrategia Top-down busca en regiones reguladoras del cromosoma 11 posibles sitios de
pegado para la proteina Gald, Utiliza la watriz construida por el programa Weonsensus para
que el programa Patser realice las biisquedas en las 416 regiones reguladoras (de 500 pares de
bases cada una) del cromosoma 1.

Terminada la bisqueda, se muestra una lista de las regiones reguladoras que tienen sitios de
pegado para Gald, Cada regién reguladora estd asociada a un CDS (coding domain sequence)
con el nombre gen al que corresponde. Al final sc edité un archivo de salida con este resultado,
(Figura 16):

Flle containing the matrix: matrix
File containing the sequence Information: greg.reglons500.2hertz
Print scores greater than or equa! to 16.00

#4404 |Information for the alphabet from file “alphabet”, *****
{etter 1 A prior frequency = 0,315586
tetter 2: T prior frequency = 0,315808
letter 3: G prior frequency = 0.185518
{etter 4: C prior frequency = 0,183088

width of the summary matrix: 17

4}y 1+ 0o o0 6 2 4 6 2 4 1 0 1 0 2 0 0 O

Tf{ o o o0 © 2 1 3 0 8 3 8 2 2 7 0 0 O

G| o0 111 3 5 3 3 2 0 4 1 2 4 2 1 0 12

¢| 11 o 1 3 3 4 0 8 0 4 3 7 6 1 11 12 O

Reglén Reguladora  Poskién Calficacion  Gen

80761.81825 310 16.59 AAR2  MATal-mRNA spiicing factor ¢

94377.95159 56 16.03 Hornolog to thiol-specific antloxidant ¢

164627_165039 288 19.83 Probable snRNP-related protein w

188126.189703 153 19.88 ACH1 Acetyl-CoA hydrolase (EC 3.1.2.1) ¢

211474.214401 280 18.46 POR3 Plelotropic drug resistance protein 3 w

242B11.245018 106 17.63 <

246568.248211 64 17,05 Probable benomyl/methotrexate resistance
protein ¢

268431_.269528 221 21.00 GAL?7 Galactose-1-phosphate

urldylyltransferase (£C2.7.7.12) ¢



268431_269528
270257272353
[4
270257272353
270257272353
273022274605
273022_274605
273022.274605
273022_274605
286881_2688020

288028.288357
366107.366736

446663.447226
447801_.448535
639555_639980

656507657308
659161.660258

696597698060
698675_699388

721395.722108
724393.726456

754225.754623

308
167

231
249
47
66
84
148
18

355
79

69
153
166
305
175

234
135

321

120

262

22.25
19.96

22.92
25.62
17.26
25.55
25.64
22.25
16.34

16.34
16.40

18.40
16.45
16.48
16.74
18.64

17.21

16.91
17.51
17.67

17.27

GAL 10 UDP-giucose-4-epimerase (EC 5.1.3.2)

GAL1 Galactokinase (EC 2.7.1.6) w

[MRF1} Probable (mitochondrial) ssDNA-binding
protein ¢

TiP1 Temp. shock-inducible protein precursor
SRP1/TIP1 ¢

/ Homology to chitin synthase / ¢

PDB1 Pyruvate dehydrogenase (ipoamide), B
¢chain precursor (EC 1.2.4.1) ¢

Probable sugar transport proteinc

Probable ATP/GTP-binding protein w

RIBS Riboflavin synthase a-chaln (EC 2.5.1.9) ¢
/ Homology to serine-type carboxypeptidase
PCR1 (S. cerevisiae) / w

/Homology to human ber (break-poin cluster)
proteln /<

Figura 16. Archivo con las biisquedas en regiones reguladoras def Cromosoma il de la
proteina Gald. Se aceptan todos los sitios con una calificacion arriba de 16.00 . En la primera
columna delimita fa ubicacion de fos CDS dentro del cromosoma (el CDS al que pertencce la
regidn reguladora), La segunda columna presenta fa posicidn de pegado dentro de fos 500
nucledtidos de 1a region reguladora, La tercera colunmna, fa calificacién que fe dio Ja matriz de
peso al sitio. La cuarta el nombre del gen que reguin, EI nombre del gen se encuentra asociado a
una letra ‘c* o ‘w’, que significa en la cadena que se encuentre ef CDS, ya sea en la

complementaria ‘¢’, o en la directa,

Al analizar la figura 16 con los genes que postblemente sean regulados por Gald, aparecen
algunas protefnas que podsfan estar involucradas en la asimilacion de azlcares. Este resultado
puede ser interesante ya que Gal4 regula a los genes involucrados et la asimilacion de dos

fuentes de carbono: galactosa y melidosa,
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Posteriormente al archivo de salida, se le aplicaron dos filtros basados en las caracteristicas
ie los sitios: conservacion de nimero y lugar de las seis bases en los extremos. Las tres
regiones reguladoras que aparecen con letras itdlicas no pasaron los filtros biologicos
impuesto,

Encel cromosoma II se encuentran los genes para tres protefnas (Gatl, Gall0 y Gal7) que
son reguladas por Gald. Las regiones reguladoras de cstos tres genes tuvieron sitios de pegado
para Gal4 reconocidos con calificaciones muy altas por la matriz.

Después se corrid la matriz en el nchivo de regiones codificadoras, con el proposito de
hacer comparaciones entre regiones codificadoras y reguladoras y de observar posibles
diferencias en niimero y calificacion de los sitios para el pegado de In proteina Gald,

Se graficd la frecuencia para los intervalos eon valores arriba de 15.00 de calificacion.  En
la grifica comparativa de secuencias codificadoras y reguladoras se observa una clira diferencia
de distribucion y calificacion de sitios, teniendo un intervalo mas alio en nimero y calificacion
las reguladoras.(Grédfica t),
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GRAFICA 1: Comparacion de la frecuencia y calificacion de sitios de Gald. La comparacion se
hizo entre regiones reguladoras y codificadoras para sitios con una calificacion mayora 15,



Para la estrategia  Bottom-up se lleva a cabo un andlisis estadistico y es necesario
determinar un patrén especifico con el que se analiza las regiones. El patron fue: 3-11-3 meros
(pagina 27 en Material y Método).

Se construyeron dos programas cuyos archivos de salida eran: frecuencia espernda
compute_stats' y frecuencia observada run_agrep.perl! para todos los posibles 3-11-3 meros
de regiones codificadoras y de reguladoras, Para el cdleulo de la frecuencia esperada los
patrones se consideran como liexdmetos,

Ejemplo de archivos en regiones codificadoras del Cromosoma 1 (Figura 17):

Frecuencia esperada Frecuencia observada
AAAAAA 415 ARA. ... i e AAA 407
AAAAAC 415 AAA........... ARC 414
ARAAAG 415 AAA...... ... .. AAG 412
AAAAAT 415 AAA........... AAT 412
ARAACA 415 AAA........... ACA 413
AAAACC 413 AAA........... ACC 407
AAAACG 412 ARA...... v o s WACG 408
AAAACT 415 AAA........... ACT 415
AAAAGA 415 AA........... AGA 415
AMAAGC 412 AAA........... AGC 411
ARARGG 411 AAA........... AGG 407
AAAAGT 415 AAA........... AGT 409
AAAATA 415 ARA........... ATA 413
AAMAATC 415 ARA. .. o.inls ATC 414
AAAATG 415 AAA. .. ... ... ATG 414
AAAATT 415 AAA........... ATT 414
AAACAA 415 AAA........... CAA 415
AAACAC 413 AAA . ......ovts CAC 409
AAACAG 412 AAA........... CAG 411
AAACAT 415 ARA. .. .. e CAT 415
AAACCA 413 AAA. ... ... ... CCA 408
AAACCC 402 AAA........... ccc 365

Figura 17, Desplicgue de una pequeita parte de los archivos de salida de
compute_stats y run_agrep.perl. Compute_stas calcula ¢l niimero de
veces que se espera encontrar ¢l archivo de 3-11-3. N es cualquier base por lo que se caleula como
hexdmeros.

! Programas elaborados en colaboracién con el laboratorio de Temple F. Smith. BioMolecular Enginecring
Research Centre, Bosion University.
]
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Después s¢ obtuvo el cociente entre el valor esperado y el observado para todas Ias
diferentes secuencias de 6-meros (3-11-3 meros):

Ejemplo de una pequedia parte de el archivo:

CCCCCC 1.63
CCCGGG 1.56
GGGCCC 1.46
CCCCCG 1.35
CCCACC 1.34
CCCCGG 1.31
CGGCCC 1.30
cceeee 1.30
CCCGCG 1.30
CCCGCC 1.30

Ladistribucién de estos cocientes se muestran en las grificas 2y 3.

De manera gesteral 1a mayoria de los hexdmeros, lanto en regiones codificadoras como en
reguladoras, ocurren con Ia frecucncia esperada (¢l cociente igual a 1), '

Hubo algunos cocientes que muestran valores menores a uno (es decir que son hexdmeros
sobre representados) o valores mayores a uno (hexdmeros sub representados).

Es importante analizar si los hexdmeros localizados en los extremos de las grificas tienen
algdn signlficado hioldgico.

Para cllo se realizaron pruebas con la proteina Gald,

Primero se modifico fa matriz de Gald para que pudicra calificar los patrones 3-11in-3
neros;

AJ] 1 o o 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 0 0 0
¢l 12 0o 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 11 12 O
¢|] o0 12 1¢ 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 1 o0 12
] o o 0 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 0 0 O

después se determina el umbral con el que la nueva matriz, identifica o todas las secuencias de
pegado para Gai4 sobre el resto de los archivos a los cuales pertencce, dando el siguiente
resuitado:

x03102 position= 208 score= 14.95
%01667 position= 561 score= 14.95
x00215 position= 659 score= 12,36
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GRAFICA 2.- Distribucién de los valores de los cocientes de las frecuencias esperadas y ocurridas de
todos los posibles hexameros en regiones reguladoras. En el eje de las abscisas se observa que la
mayorfa de los hexdmeros tienen una frecuencia esperada al azar
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GRAFICA 3.- Distribucion de los valores de los cocientes de las frecuencias esperadas y ocurridas de
todos los posibles hexdmeros en reglones codificadoras. En el eje de las abscisas se observa que la
mayoria de los hexdmeros tienen una trecuencia esperada al azar es decir valor igual a uno.



x00215
m81879
m81879
m81879
m81879
m81879
k02115
k02115
k02115
k02115

position=
position=
position=
position=
position=
position=
position=
position=
position=
position=

746
217
331
350
414
419
368
387
405
469

score= 14.95
score= 14.95
score= 14.95
score= 14.95
score= 14.95
score= 14.95
score= 14.95
score= 14.95
score= 12.36
score= 12,36

Con un umbral de 12,36 reconoce a todos fos 3-11n-3 meros funcionales para Gald.

Con este umbral y la matriz modificada, se cjecuta el programa Patser para reconocer en el
archivo todos los 3-11-3 meros que pueden ser sitios para el pegado de Gald cn las regiones
reguladoras y codificadoras del cromosoma .

Obtenidos los sitios que pueden pasar como posibles sitios de pegado, se busca el valor que
obtuvo su cociente (esperados/ocutridos), tanto en regiones reguladoras como en codificadoras
(Figura 18);

Regiones Codificadoras

Patron Cociente

....... ccC 1.30 GGG. ...
cers..CCG 1.26 CGG......
. ...CCG 1.16 CGG. . ...
ceaen CcCG 1.13 CCG, .....
. ..CGG 1.09 CGG. ...,
ve-v e CCG 1,09 AGG.....
cee s CCG 1.07 CGT. .

Vel JACG 1.04 CGG. ...

. ..TCG 1.03 CGA Ve
ciees ..CCG 1.02 CAG......
Lev e CCT 1,02 CGG, ...
.o .CCG 1.02 CGG. ...
SN C€CG 1.00 TGG. . .
vvv....CAG 0.98 CGG..v .
....... €CG 0,98 CGC...v

el GCG 0,97 CGG. . .
cvee...CCA 0.97 CTG. ...
. ...CCG 0,91 CGG....
....... CcTG 0.88 CGG. ...

Patron

Regiones Reguladoras

Cociente

ce....CCG 1.29

Ve GCG 1,19
..CCG 1,10
.CCG
..CCA
. .CCG
..CCG
. .ACG
.. TCG

....CAG 0.94

Figura 18. Muestra los cocientes, tanto en regiones reguladoras como en codificadoras, de todos
los posibles 3-[1-3 meros que pueden ser considerados sitios para Gald, Los 3-11-3 meros
subrayados se encuentran en los extremos de las secuencias que son reconacldas

experimentalmente por Gal4
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El 3-11-3 meros (hexdmera) més comiin y por el que tiene nayor afinidad fa proteina Gald
es: CGGCCG que se encuentra subrepresentade tanto en regiones codificadoras como en
reguladoras; aunque en regiones reguladoras se encuentra todavia menos representado (1.19)
que en codificadoras (1.07). La comparacién de estos cocientes para regiones codificadoras y
reguladoras se presenta en la prafica 4,

Al hacerse el andlisis utilizando la estrategia Top-down trabajando directamente las
seeuencias de pegado de In protefna y extrayendo sus posibles propiedades biologicas nos da
una vision gencral de lo que se puede hacer dentro de los proyectos de genoma. Se cuenta con
una grandes cantidades de secuencias y hace falta mas informiacion sobre su funcion. Entonces
para cotroborar la eficiencia (o ineficiencia) de esta estrategia faltarian datos, tanto de regiones
det pegado de fa protelna (que nos servirfan para confirmar fas  posibles propiedades
biologicas de fas sccuencias asociadas a estd proteina), como de regiones codificadoras,

La estrategia Bottom-up adotece de la misma situacion, la distribucion de 3-11-3 meros en
regiones codificadoras y reguladoras, presentan en las graficas extiemos (ya sea sobre o sub
representadas) muy interesantes, que podrian estar hablando de secuencias con una funcion
biolégica importante.

Un ejemplo concreto de andlisis de los patrones focatizados en los extremos fue la protelna
Gald, que al concatenar 1a estrategia Botom-up y Top-down, determind que el hexdmero mds
comiinmente asociado a este sitio de pegado estuvo subrepresentado, tanto en secuencius
reguladoras como en codificadoras, Il resultado muestra la convergencia de ambas estrategias
para integrar la informucién disponibles en articulos y en bases de datos,

Seria muy arriesgado pensar que todas las secuencias que no estén distribuidas como se
espera, tengan una funcién bioldgica asociada, pero puede darnos una idea general de como es
la distribucién de patrones al interior del cromosoma. '

V.3 PREDICCIONES EN LOS CROMOSOMAS iII Y XI

La distribucion de los 5-n-Smeros, 6-n-6meros y 8-n-8meros fueron muy semejantes entre
sf en ambos cromosomas como se muestra en fa grifica 5.

La distribucién de la mayorfa de las cadenas de DNA dentro de las repiones regutadoras son,
como se esperarfn, al azar, Las cadenas mds intercsantes son aquellas que se encuentran sobre
y subrepresentadas en estas regiones,

Cuando se buscd (permitiendo una varacion en el pateén) st algunas de estas cadenas
podian tener algin significado biolégico se encontrd lo siguiente:
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FRECUENCIA DE g%{é\MERO RELACIONADOS CON

R. codificadoras ¢
R. reguladoras

Frecuencias

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1"
087 0,91 085 099 103 1.07 111 145 1.2Y 1.25 1.29
090 094 098 1.02 1.06 1.10 114 1.18 1.24 126 1.31

GRAFICA 4.- Comparacién de la distribucién de los haxameros refacionados con Gal4 en regiones
reguladora y codificadoras.



Dento de los parones sobre represemados se encontré que uno estaba relacionado con I
proteina de S. cerevisiue  APL, la cual estd involucrada con ln respuesta a tension por
oxidacion.

Dentro de los patrones sub representados se encontrd uno que tenia relacion con el pegado
de la proteina Mat-alpha2, la cual estd muy relacionada con [a regulacion del ecanismos de
diferenciacion sexual en levadura

El siguicnte analisis se hize a partir de la distribucion de las cadenas de 5-n-3 meros con fas
diferentes distancias de separacion. Se cuantificd a todas las cadenas con simetria directa ¢
invertida que estuvieron dentra de los intervalos sobre y subrepresentados. Obleniendo los
siguientes resultados (Tabla 8 y 9):

Cromosoma 111

SIMETRIA | " ¢ SIMETRIA b
on { ~ Regidn
sub represciitada sub representada
o] 7
%5 K 27
22:. v 46"
37 N 61

Tabla 8. Namero de 5-n[4,5.9 y 10]-5 meros con simelria dirceta ¢ invertida eacomrados en las
zonas de sobre y subrepresentacion del cromosoma I

Cromosoma XI:

‘SIMETRIA’ SIMETRIA
e Regby
representada “sub representada

17

19 i
35 Y

Tabla 9. Némero de 5-n]4.5,9 y 10]-5 meros con simetria directa ¢ invertida ciicontrados en las
zonas de sobre y subrepresemacion del cromosoma X1,

w
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Posteriormente se obtuvo el cociente entre el nimero de patrones encontrados en regiones
subrepresentadas y sobre representadas para analizar algin posible sesgo en los ditos que
estuviera indicando alguna funcion bioldgica (Tabla 10):

CROMOSOMA CROMOSOMA.
mee X
Simetrin, Simelrfa -
invertida: fnvertida .+

7. 9.

193 7 1317,

164 0547

195 095

Tabla 10. Vatores de los cocienies de los ndmeros de los 5-1-5 meros (con simetria directa ¢
invertida) encontrados en zonas de sub-representadas y sobre-representada en las cromosomas 11
y X1,

Al observar los valores de fos cocientes en 1a Tabla 10, se puede advertir las diferencios
entre las cadenas de 5-n-5 meros que se encuentran en fase (con los intervalos de 9y 10} v los
que se encuentran fuera de fase (4 ¥ 5) tanto e el cromosoma I como en el XI,

Los valores muis cercanos a uno indican vna distribucion equivalente en zonas de  sobre
representacion como sub-representaciones. Mientras que los valores méds alejados a uno
indican una desviacidn en la distribucion asociado posiblemente a una funcion bioldgica,

Curiosamenie los resultados mds alejados de uia distribucion equivalente son los patroies
que pueden estar asociados a una funcion bioldgica. Un gran niimero de proteinas involueradas
en la regulacion de la transcripeion, se pegan al DNA conto dimeros por lo que es necesario
que su sitio de unién al DNA se encuentre en fase (en la misma cara del DNA) y fa
dimerizacion se da como una imagen especular, por lo que los sitios presentan simetefa
invertida, tal es el caso de Gald, GCN4 y Mat-alpha2.

La distribucion tiene un sesgo para los patrones en fase (mds marcado para los que
presentan simetria invertida que directa), se encuentran mas sub-representados que sobre-
representados. Esto podria deberse a la importancia que ticnen estos sitios con respecto ul
resto de la sceuencia, deben existic pocos y en Jugares precisos para ascgurar especificidad v
sean dislinguibles para las proteinas reguladoras,

Los 5-n-5 meros que no estdn en fase y que dificilinente se les puede atribuir una funcion
biologica, presentan un valor de cociente cercano a uno, es decir. se pueden encontrar
distribuidos indistintamente tanto sobre como sub-representados.
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GRAFICA 5.- Distribucién general presentada por todos los 5-n-5 meros, 6-n-6
meras y 7-n-7 meros en las reglones reguladoras de los cromosomas 1 y Xi.
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V. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.,

La ingenieria computacional avanza impresionantemente y tiene un impacto relevante en
biologla. Los proyectos de secuencias lian acumulndo explosivamente secuencias de DNA y
sin un buen soporte en céimputo serin practicamente imposible realizar esta faena.

En nucstro laboratorio se analizan lus regiones reguladoras con el propdsito de hacer
bitsquedas y predicciones de sitios cis-acting para el pegado de protefnas. Para wealizar este
trabajo, existe una gran variedad de programas de cdmputo y no es ficil tomar una decision
sobre la utilizacion de algin programa en especifico,

Es por esto que se hizo una revisién general de algunos de los programas mds utilizados en
esta drea y se hicieron pruebas de reconocimicnto de los sitios de pegado de la proteina
repladors GAL4 de uno de Jos organismos mds importante para la investigacion:
Sacharomyces cerevisiae.

En esta revision no se busca calificar tajantemente a los programas (cada uno ofrece
diferentes ventajas y desventajas), pero con base en las neeesidades particulares de nuestro
laboratorio se elige el que mejor se acopla y obtenga mejores resultados.

Los métodos en estd drea de trabajo han cambiado con el tiempo, primero, generando
secuencia consenso, despuds, simples matrices construidas con alincaciones hechas a ojo y
ahora cuenta con métodos que construyen una alineacion donde existe una correlacion directa
entre la evaluacién estadistica del sitio y su reconocimiemo termodindmico por una
macronioléeula,

Ll programas Weonsensus junto con Patser, presentan ventajas con respecto a los otros
programas. Weonsensus utiliza las matrices como algoritmo de bisqueda. Patser se sustenta
en la teorfa de la informacion lo que ofrece un marco tedrico solido para la interpretacién de
resultados,

Ambos programas ayudaron en la construecion de las estrategias ‘Top down y Boftom Up
para realizar un andlisis méds global de secuencias y hacer predicciones sobre posibles sitios
reguladores.

En ¢l cromosoma I con {a proteina Gald la estrategia Top down presenta limitantes en sus
alcances predictivos, debido basicamente a Ia falta de informacién biologica en las secuencias.
Mientras que la estrategia Botfom up muestra resultados de tipo estadistico que podrian ser
interesantes ya que reflejan cierto sesgo en la distribucion de cadenas asociado muy
probablemente a que intervienen en niecanismos bioldgicos.

Al hacerse el andlisis Bottom up en las regiones reguladotas del eromosoma {{I y XI, se
descubri6 que algunos patrones sobre y sub-representados eran reconocidos como sitios de
Pegado para algunas protelnas reguladoras, como por ejemplo Mat-alpha2, El Gltimo andlisis
Bottom up se hizo cuantificando las cadenas de S-n-5 mieros en las zonas de sub y sobre
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representacién y se vid que las cadenas que pedian funcionar para ¢l pegado de proteinas
reguladoras (por encontrarse en fase), se encontraban preferentemente sub representadas,

Las estrategias presentadas nos brindan una perspectiva global del trabajo futuro que se
puede Hevar a acabo para integrar los trabajos de una nuevo andlisis en biologfa molecularen S.
cerevisiae 'y en ofros organismos, pero su estudio necesita integrar mis elementos de
regulacion que sblo el sitio de pegado para Ja protefna reguladora. Algunas caracteristicas
bioldgicas que pueden enriquecer los anélisis son: posiciones relativas de sitios con respecto al
CDS, combinacién con diferentes clementos involucrados en la transcripeidn (Rosenblueth ef
al. 1995) y estructura tridimensional de pegado.
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APENDICE:

A)
EXPLICACION GENERAL DE LOS PROGRAMAS:

LineUp:

Este programa pertencce al paguete Wisconsin Scquence Analysis Package™, conocido
comunmente como GCG (Genetics Computer Group). Este es un editor en pantalla util para
editar varias secuencias (méximo 30) simultdneamente, El archivo de salida de este programa
es un archive con multiples secuencias (msf : mudtiple sequence file) que contiene todas las
secuencias incorporadas. Este programa no produce alineaciones, solamente sirve para
desplegar las secuencias en pantalla y producir ¢l archivo de entrada para el programa de
alineacién Pile Up.

PileUp:
PileUp crea una alineacién miltiple de secuencias a través de comparar pares de secuencias
progresivamente, El algoritmo usado es una simplificacién del reportado por Freng y Doolitle
en 1987. El procedimiento de la alineacién miltiple global se inicia con la comparacion de las
dos secuencias mis similares, generando un grupo o cluster. Este grupo puede cntonces
alincarse a la siguiente secuencia o grupo de secuencias alincadas mds relacionadas, La
alineacién final es obtenido por una serie de comparaciones progresivas entre los diferentes
clusters, que incluyen secuencias y grupos cada vez mds diferentes del par de secuencias
inicial, Después de la alineacién, las secuencins son agrupadas por su similaridad para producir
un dendograma o drbol representando las relaciones de los grupos.

PileUp puede alinear hasta 500 secuencias conuna longitud méxima de 7000 caracteres
cada una,

Pretty:

Pretty desplicga la alineacién maltiple creada por PileUp y muestra ¢l consenso (el nucledtido
mds conservado para cada sitio). Este programa utiliza como archivo de entrada cualquier
alineacion en formato MSF (multiple sequence format). Para desplegar la sccuencia consenso
se fe tiene que dar ¢l comando en linea -CON dando como simbolo consenso el que tenga
mayor ocurrencia dentro de una columna. Con fa opcién ~CASE las letras mds representativas
dentro de la alineacién se pondrén cn maytscula para su mejor visuaizacion.

PlotSimilarity:
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PlotSimilarity caleulu ¢l promedio de identidad en un grupo alineado de secuencias para cada
una de sus posiciones. La ventana de comparacion se va deslizando a lo largo de la secuencia,
sacando los valores de similitud sitio por sitio para su posterior graficacién.

Su archivo de entrada pucde ser una alineacién mitltiple creads desde PileUp y uma
importante restriccion s que lodas fas secuencias deben tener el mismo tamaito.

Wceansensus:
Este programa se puede traer por ¢l fip anénimos de la Universidad de Colorado y se
encuentra cn un directorio junto con ofros paquetes del programas para andlisis mwiltiple de
sechencias.

Weonsensus determina un patrén consenso para un grupo desalineado de secuencias.
Se diferencia de sus otros programas homénimos (Consensus y Lconsensus eseritos por
Stormo and Hartzell que se encuentran en el mismo directorio) que puede determinar ef ancho
del patron de busqueda y no adiciona huecos.
Elalgoritmo realiza alineaciones locales multiples y se basa en la construceion de matrices de
frecuencias que represente un patrén consenso de sceuencias . Un ejemplo de archivos de
salida de este algoritmo es el siguiente;

MATRIX |

mumber of sequences = 7

width =21

unadjusted information = 26.046

In(probability) = -79.9736 probability = 1.85313E-35

In(expected frequency) = -56.7802 expected frequency = 2.19123E-25

Al 56 0000505 1426223072004¢04
Cl0600000000620137001010
Gl11071001010t0000711 10
TI'1 070627 1623041000525 3

1|6 1/3 ACTGTATGAGCATACAGTATA

2(7 4/4 ACTGTATATTCATTCAGGTCA

3s 5/3 ACTGTTTTTTTATCCAGTATA

41 6/1 TCTGTATATATACCCAGCTTT

53 @ 8/12 ACTGTATATAAAAACAGTATA

6|2 : 10/4 GCTGTATATAAAACCAGTGGT

714 1172 AGTGGTTATATGTACAGTATT

Una matriz de peso (weigth marix) es un arreglo bidimensional de los valores de ocurrencia
para un grupo de caracteres en cada una de las posiciones, Para secuencias de DNA el arreglo
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esdedx L donde el 4 representa cada uno de los renglones para fos 4 nucledtidos (A, C, G,
T)y L colummnas que corresponden a las posiciones del nucledtido u lo largo de un patrén,

Dentro de Weonsensus se van construyendo por ciclos; en el primer ciclo se construyen lis
primeras matrices, después a dstas se les van adicionando secuencias, pero al incorporarse
nuevas secuencias sélo se guardan aquéllas cuyo contenido informacional vaya siendo mds alto
(Figura A1), £l nGmero maximo de secuencias guardadas se puede determinar con la opeién -q.
A las matrices salvadas, en los siguientes ciclos, se les va incorporando progresivamente
sccuencias y se van eliminando aquellas que no van aumentando su contenido informacional
conforme se adicionan secuencigs.

EI programa usa tres criterios difercntes para decidir cuando parar y dejar de adicionar
secuencias:

1) Cuando cada secuencia ha contribuido para la matriz, es decir, todas las secuencias estin
presentes al menos una vez en {a alineacion,

2) Al designar el nimero méximo de secuencias guardadas en la matriz (con la apcidn -n).

3) El algoritmo decide el niimero de ciclos para encantrar I alineacion mds significativa (esto
se pucde modificar con la opeidn -t).

La significatividad en matrices depende de sus valores para ¢} contenido informacional
(indica que tan conservadas estdn las posiciones dentro de Iz alineacion) y la mejor alineacion
es el que tiene el valor mis bajo de la frecuencia esperada (expécted fiectency). Lo que indica el
valor de frecuencin esperada es la probabilidad de encontrar este mismo valor en una alineacion
al azar de igual tamafio y con el mismo nimero de secuencias.

Al realizar las alincaciones se tienen que variar los valores para la correccion de la
desviacién estandar (con la opcién -s) para el cdleulo de frecuencia esperada; los valores que
recomienda el autor sonde 0.5, 1, 1.5 y 2.0 (Wconsensus’s program).

Para cuando la secuencia es simétrica, da la opcion de afadir en la alineacion los inversos de
las secuencias: -cl que incluye ambas cadenas como secuencias separada o -¢2 que incluye
ambas cadenas como una sola secuencia.

El programa imprinie dos listas de matrices; en Ia primera se incluyen las que tuvieron los
valores mds altos en el ajuste de la informacion (adjusted information) dentro de los ciclos; sc’
ordenan por decremento en Ja significancia estadistica (es decir incrementando Ja frecucncia
esperada). En general, en la primera lista se encuentran las alineaciones mds interesantes. l.a
segunda lista se selva después de finatizar ef ciclo del programa y es ordenada tambicn por cl
decremento en ln sipnificancia estadfstica; la tltima lista se usa cuando se desea que cadn
secuencia contribuya con uh patrén en la alineacion final (es decir, cuando no se wtilizo la
orxién -n).

En el archivo de salida los patrones contenidos en la matriz son listados a partir del
orden de las secuencias en el archivo de entrada, Se ticnen dos columnas. En la primera, los
valores son enleros y sc encuentran separados *a | b". El primer entero indica la secuencia a la
que pertenece el patron, y el segundo entero indica durante qué ¢iclo se adiciond ¢l patron a la
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matriz. En la segunda colunma se encuentra “a/b” donde el primer entero indica la secuencia a
fa que pertenece la palabra y el segundo indica donde empiceza ¢l patron dentro de la
secuencia,

MacTargsearch;

MacTargsearch es una adaptacion del programa TARGSEARCH (Mulligan, 1984), gue se
utiliz6 para predecir secuencius promotoras & 70, Se inicid buscando promotores para [
coli, secuencius =10y -35 y calificando a los espacios que habia entre ellas .

Fue compilado en Microsoft BASIC para Apple Macintash y para correr requicre de una
Macintosh con al mienos un megabyte de memoria y de preferencia conectada a una
ImageWrite (Goodrich, 1990).

Eneste programa se construye un farget file que consta de dos regiones y un espacio entre
ambas, (sc conserva el modelo la regién -35 fespaciof -10 necesario para el reconocimienta de
la RNA polimerasa).

E! patrdn o target, s crea a partir de un grupo de secuencias, previamente alineadas, of cual
se introducen en la malriz de peso utilizadn para evaluar los sitios.

Esta contendrd los valor asocindos a cada una de las cuatro bases en cada posicion de la
secuencia. Como se observa en el siguiente cjemplo de IT1F:

Shark 1{D:Desktop Folder:* Shark Users *:Shark- Vicky:MacTargsearch 2.0:IHF Si
Lergth of Region | . 24" Largthof Ragion 2. 24 Munber of Spacrs [ 1] Clear
Haximun Sunmtion Seore Basetire Soore : (33| (Print ) (Save  Close )
Regjon 1

bRl 2 3 4 S 6 7 8 ¢ 10 11 12 13 14 {5 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Al 41 74 7 1] ol sl . o) 15t 24 12] 6] 131 & 3f 1] 4] ol 8f 13 14 21
clel 3] sy al 4] ¢l 21110 3l el sl ol 2l sl a2l 4l 0} o
o8] 4] 4 F3 e ] a1 I ) Y D 1 3 ) N i IR W I )
T S| 131 6 10] 6] g of 6 14] 2] » o 2] 13 13] 5] 21 14f 13] 10) 8] 7} S

Y

Spacep

Length O

Score O

Beglon 2

bp ! 2 3 4 5 6 7 @ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 13 20 21 22 23 24
a[sTolzl 2 s 5] W] 6] 2] o] 20 2] 2] 6] »f ol o] e[ o] 5[ 8] o] 8] 11
cl ol ol ol ol 4y a3l el o] 11 ol sl 6] 7] 6] of 2 4l 3] 100 6] 2] 4
ool ol ol sl 2l 3l sl 1ol 2 4] sl 3} 3] o] 3] 2] S5} 21 4] 0] 4] 4
Tizl o] of 31 1y 5] 21 21 24] 201 o} o] 4 11§ 2] 131 51 9f 9 S] 21 1l 6
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En este archivo-patrén esta contenido la presencia de las cuatro bases para cada posicion en
las 27 sccuencias de IHF compiladas.

Durante fa biisqueda - para promotor, DNA binding site, ete. - dentro de una secuencia de
DNA se determina el “similarity score” o valor de similitud para todos los posibles sitios
cn una direcci6n y en su reversa;

§.5={ Sumadelvalor de las bases por silio + valor del espacio - valor basal 100

maximo valor - valor basal

El valor basal se refiere a la presencia de bases al azar en una secuencia, y es igual al 25% de
Ia suma total de los valores para todas las bases y su valor del espacio que le corresponda.

'El médximo valor es la suma de los valores mis altos para una base en cada sitio y del valor
més alto de Jos espacios.

Consensus;

Este programa pertenece a GCG y estd incluido, junto con otros prograimas, en la seccidn de
reconocinientos de patrones ( Pattern Recognition ).

Calcula un consenso para un grupo de secuencias nucleotidicas. Construye una tabla con los
porcentajes de G, A, T y C en cada posicién, y teniendo la contribueién de cada nucleotido
escribe la expresion consenso.

Su archivo de entrada debe ser un texto que contenga un grupo alincado de secuencias (se
puede utilizar pile-up ) que sean del mismo tamafio y no mayor de 130 caracteres (es decir
sélo una secuencia por linea ). Para su sintaxis la primera linea debe incluir una diagonal
sepuida de dos puntos en linea. No acepta espacios en blanco ni algiin otro cardcter fuera de la
secuencia. Ejemplo:

N +AAATAGGAT
<+ ev... . PTTGTAGGTG
vevseen.. . TGTAGGTG
TTTATTGTATGTGAAGATT

La secuencia consenso depende de la tabla de porcentajes y del nivel de certidumbre que se
desee representar. El programa por default presenta un porcentaje de certidumbre de 75.0% .
Este valor se abtiene por columna (posicion) con una suina progresiva inicidndose con ¢l valor
mds alto, seguido del segundo, y asf sucesivamente hasta que la suma sea igual o mayor que el
nivel de certidumbre elegido. Si dos nucleotidos tienen el mismo valor se designa
arbitrariamente cualquiera de ellos.

Bl archivo de salida se presenta como en el siguiente ejemplo:
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CONSIENSUS of: acceptor.dat

Rk EK

%G 15 22 10 101w 6 719 7 5 5 W10
@A 15 10 10 15 6 1S 1119 12 3 10 25 4 100
%T 52 44 50 54 60 49 48 45 45 57 58 30 3 O
%C 18 25 30 21 24 30 M 28 36 35 27 2 640

Total 114 114 115 127 127 127 128 128 128 130 13} 131 131 1}

%G 100 52 24 19
A 0 22 17 20
%T 0 8 37 29
%C 0 18 22 32

Total 131 131 13) 13

kb

CONSENSUS sequence 10 a certainty level of 75.0 percent a1 each position:

BBYHYYYHYY YDYAGVRBH

Para la ambigtiedad en nucledtidos se basa cn {n tabla TUB, utilizada para lodos los programas
den GCG y en GeneWorks.

FitConsensus;

Este programa es el complemento de Consensus program. Uliliza la tabla de porcentajes para
cotcjar y calificar 1odos las posibles alineaciones en una sccuencia nucleotidica. En los
pardmetros se especifica el numero de fits (patrones encontrados) que se descan, y muestra
aquellos fragmentos, que a los largo de la secuencia, tuvieron mayor caliticacion.

La manera como se presentan los resultados es en orden ascendente a partir de su posicion cn
la secuencia,

Para calificar, una vez que setienc el fragmento, se coleja segtin su secuencia, los valores que
le corresponden en la tabla de porcentajes, se suman y ese valor se divide entre la longitud de
lamatriz ( 18 en el caso de la tabla consensus del ejemplo anterior) y esa es la calificacién para
ese frapmento de la secuencia,

Profilc;
Este paquete se ¢jecutan bajo plataforma UNIX y consta principalmente de dos programas:
make_profile y find_profile.
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Con make_profile s¢ construye una matriz que permite encontrir patrones en secuencias.
Primero se necesita tener  un archivo de entrada con los sitios, previamente alineados que
contienen a la matriz .

Se eseribe la orden que ¢jecuta el programa y las caracteristicas del archivo. En segundos
crea un archivo de salida como se ve en ¢l siguiente ejemplo con los sitios de pegado para
proteina Ara C:

* Matrix file started at index 0. Info Content = 6.375004

123 4. 586 7 8 9 10434213 1415 16 17 1819 20 2]

A L3 4 201 2 2 8 2 1) 4 422 42285 23
c 1 0225 4 1 00 231 2 45 2142323
G 3 325 223 01 0202011113030
T 4 31 0061 2 46 62 41 3 025 21 2 3

* End of file

El archivo de salida presenta el calculo del Contenido informacionsl total de la matriz (con
la misma férmula que el programa consensus).

Find_profile necesita camo archivo de entrada el archiva de salida de make_profile. A pantir
de los valores de la matriz se construye una tabla logaritniica de probabilidad, sumando | a
todos los valores (para evitar los valores de cero) y aplicando posteriormente I siguiente

formula (obtenida directamente del cédigo fuente) : logz-;j):i .
[

Convertida la matriz, se suman todos los valores que le coresponden a Ia sccuencia
dependiendo de su sitio dentro de la posicién

Los resultados se presentan de la siguiente manera;

Read in matrix:

3421 02252 1144224225230
00225 41 0023 1 2452123230
32522301028 2011 130300
30001 2 46 6241302521230
Converted matrix to :

062 0.2 070 -012 -0.42 088 042 070 070 062 062 012 042 062 .02 .0
012 030 -1.70

0.12 002 088 062 .0.70 -1.70 .1.70 012 030 -070 012 062 G688 -012 -0.70 -0.02 0.30
042 030 100

012 088 -012 -0.12 030 170 070 -1.70 612 -L70 042 .17 -0.70 070 070 030 .
L0 030 170 .1.70

-0.70 170 -L70 070 012 062 141 LI} -0.12 062 .070 0.
D12 030 -1.70

>

2 088

i

0 -1.79 012 088 .0,

2070

0



Best score for matrix  13.67

Match in sequence 2 at position 46, score - 4.5,
* . . .GACGCCGTGCAARTAATCAATG. .. "
Match in sequence 2 at position 67, score - 6.2,
*. . .GIGGACTTTTCTGCCGTGATTA. . . ¥
Match in sequence 2 at pesition 101, score - 5.2,
‘. . TTACGCGTTTTTGTCATGGCTY .
Mateh in sequence 2 at position 481, score - 4.2,
" . . .TTTGCTGTTCCCGCCAGGAGAG. . . *
Match in sequence 2 at position %31, score = 3.2,
* . . .CTCGCGAATGGTATCACCAGTG. . . "
Match in sequence 2 at position 923, score - 3.8,
*. . .TTAGGGATTAGCGTCTTAAGCT. . . "
Match in sequence 2 at position 1223, score = 3,
" .. .CAGGCACATTATGCAAGCATTG. .. "
Match in sequence 3 at position 113, score = 4.5,
' . . .GACGCCGTGCAAATAATCAATG. . . "
Match in sequence 3 at position 134, score = 6.2,
' .. .GTGGACTTTTCTGCCGTGATTA. . . *
Match in sequence 4 at position 376, score = 4.2
* . o .TTTGCTGTTCCCGCCAGGAGAG. . .°
Match in sequence 4 at position 426, score = 3.2,
* ., ,CTCGCGAATGGTATCACCAGTG, . . "
Match in sequence 4 at position 818, score 3.8,
* . . .TTAGGGATTAGCGTCTTAAGCT. . . *
Match in sequence 4 at position 1143, score = 3,

" . . .GAACACTTTATTACCCAACCAC. . .’

Total of 13 maiches

Para el archivo de salida se pueden designar un umbral a partir del cual muestre las
secuencias con los valores mds altos.

Patser;
Patser estd incluido (junto con Wconsensus) dentro de un paquete que se encuentra en la
Universidad de Colorado con programas para andlisis multiple de secuencias.

Con este programa se pueden encontrar patrones de interés en grupos de secuencias,
Patser va calificando, avanzando en ambas direcciones en el DNA, todos los posibles patrones
que resulten. El archivo de entrada tiene que ser una matriz que se haya creado en algin
programa del paquete (como pucde se Consensus o Weonsensus) a partir de una alineacion

muktiple.
ﬁ). i
Pb

(Stormo, G.I. 1990); donde f4,i es Ia frecuencia de la base b en la posicion iy b representa

Bl programa convierte los valores de la matriz utilizando la formula: 1082
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la frecuencia gendmica en cada base. La formula construye una nueva matriz a partir de fa cual
se realizan las bisquedas.

E} archivo de busqueda puede contener algunos comentarios seguidos de "5\ % "o
" # " para que no scan tomados en cuenta por el programa. A cada secuencia le debe
corresponder un nombre y estar encerrada entre diagonales invertidas 1),

Tieue diferentes opciones para determinar a partir de que umbrales se quieren archivar lag
calificaciones de los patrones (Ia més usual es *-1" ).

Puede buscar en solo una direccidn o en reversa; cuando el sitio es simétrico conviene
hacerto en ambas direcciones ( Ja opeion -¢ califica fa secuencia complementaria).

FindPatterns:

FindPatterns se encuentra también en la paqueteria de GCG y pertenece a la seecidn Database
Searching, localiza cortos patrones (como iugares de corte para encimas de iestriceion o
secuencias consenso) en grupos de secuencias.

El archivo de entrada es un patter,dat (creado previamente en aigin editor de texto en UNIX)
con el siguiente formato, ejemplo:

Name  Offset Pattern Ovethang Documentition
BamHl ! GGATCC 0 !
EcoRl 1 GAATTC 0 !
Promotor TAATAN)(20,30}ATG 0 !

Este archivo contiene los patrones que se desean encontrar en las secuencias. Cada patrén no
debe ser més largo de 132 caracteres y puede buscar hasta 2000 patrones en una secuencia de
nucleotidos.

B)
ARCHIVO DE SALIDA DE LOS PROGRAMAS DE BUSQUEDA:

MacTargsearch:

Target File: Shark HD:Desktop Folder:* Shark Users *:Shark- Vicky:MacTargsearch
2.0:Gal4:Gald_p!

Sequence File:  Shark HD:Deskiop Folder:* Shark Users *:Shark- Vicky:MacTargsearch
2.0:Gald:k02115.ig

Sequence Length: 907 bp linear (908 characters in sequence file)

Scarched Region: Al
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Lower §.S. Limit: 55 Imput Checking: Yes  Ignore Lowercase: Yes

BP/Mir Region 1 Spacer  Region 2 s Score

(cons) CGGAGCACIGTCCTCCG (116)  Obp(0) (0) 1000

IB7F CGGGTGACAGCCCTCCG (105) 85.0

405F AGGAAGACTCTCCTCCG (103) 82.3

403R  CGGAGGGCTGTCACCCG (I01) 79.6

21 R CGGAGGAGAGTCTITCCT (94) 70.1

469 F CGCGCCGCACTGCTCCG (94) 70.1

368 F CGGATTAGAAGCCGCCG (90) 64.6

384R CGGCGGCTTCTAATCCG (90) 64.6

485 R CGGAGCAGTGCGGCGCG (87) 60.5

Target File: Galduin81879.ig
Sequence Length: 2845 bp linear (2846 characters in sequence file)
Searched Region: ~ All

Lower 8.5, Limit: 55 Imput Checking: Yes  Ignore Lowercase: Yes
T Sim.
BP/Dir  Regién | Spacer  Regitn 2 Score
(cons.) CGGAGCACTGTCCTCCG(116)  Ubp (0) (0) 1000
3B1F  CGGCGGTCTTTCGTCCG (107) 87.8
217F  CGGAAAGCTTCCTTCCG (96) 728
J66R  CGGCGCAGATATCTCCG (95) 714
J47TR CGGACGAAAGACCGCCG (94) 70.1
419F CGGATCACTCCGAACCG (94) 70.1
350F CGGAGATATCTGCGCCG (93) 68.7
414F CGGGGCGGATCACTCCG (92) 61.3
435R  CGGTTCGGAGTGATCCG (89) 63.3
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Target File: Gal4:x00215.ig

233R  CGGAAGGAAGCITTCCG (87)
430R  CGGAGTGATCCGCCCCG (87)

Sequence Length:
Secarched Regidn:
Lower S.S. Limit: 55

BP/Dir

Regién |

1008 bip lincar (1009 characters in sequence file)

All

Imput Checking: Yes

Spacer

Regitn 2

{cons.) CGGAGCACTGTCCTCCG (116)
746F CGGACAACTGTTGACCG (104)
762R  CGGTCAACAGTTGTCCG (102)
659F CGGAGCACTGTTGAGCG (99)

675R  CGCTCAACAGIGCTCCG (94)
769 R CGGATCACGGTCAACAG (89)

Target File:Gal4:x01667.ig

Sequence Length:
Searched Regidn:
Lower 8.8, Limit;

Sim.

1gnore Lowercase: Yes

Score

Obp (0) (0)

2457 bp linear (2458 characters in sequence file)

All
55

Imput Checking: Yes

Ignore Lowercase: Yes

BP/Dir

Regién 1

........

Spacer

............

Regién 2

(cons.) CGGAGCACTGTCCTCCG (116)
561F CGGCGCACTCTCGCCCG (108)
577R  CGGGCGAGAGTGCGCCG (96)

Target File: Gal4:x03102.ig

Sequence Length:
Searched Regién:
Lower S.S. Limit;

BP/Dir

Regidn 1

Sint

Score

Obp (0) (0)

2812 bp linear (2813 characters in sequence file)

All
55

Imput Checking: Yes

Spacer

Regién 2

14

Sim.

Ignore Lowercase: Yes

Score

60.5
60.5

100.0
837
81.0
76.9
70.1
63.3

100.(
89.1
72.8



(cons) CGGAGCACTGTCCTCCG (116) Obp0) (0 100.0

208F CGGCCATATGTCITCCG (98) 75.5

224 R CGGAAGACATATGGCCG (91) 65.0

707 R___CGTCGGAATCICIGCCG (89) 63.3

691 F CGGCAGAGATTCCGACG (88) 61.0
FitConsensus:

k02115.fit

P v s e e s s b
IR BN S AR I I A ]

FITCONSENSUS of: k02115.em Check: 2280 from: 1 to: 907

FROMIG of: /export/home/gcgl/Vick/Gal/allgal2

toig of: k02115 check: 2260 from: 1 to: 907

locus yscgal 907 bp ds-dna pln 14-apr~1992
definition yeast {s. cerevisiae) gall-gall( inducible promoter and genes.
accession k02115
keywords gall gene; gall( gene; epimerase; galactokinase;

position: 368 387 405 469
frame: 2 3 3 1
quality: 52,94 61.76 60.59 55,29

m81879JM‘

Serssrss e ey
[EER R EREE TR FEE

FITCONSENSUS of: mB1B79.em Check: 9482 from: 1 to: 2845

locus yscgalza 2845 bp ds-dna pln 15-apr-1992
definition saccharomyces cerevisiae galactose permease {(gal2) gene,
complete cds.

accession m81879 . .

gesresrtes s ey
HES

position: 217 331 350 414 419
frame: 1 1 2 3 2
quality:96.47 62.94 54.71 54.12 55.29

«00215.£it



FITCONSENSUS of: x00215.em Check: 6177 from: 1 to: 1008

locus scgal? 1008 bp dna pln 06-dec-1983
definition yeast gal7 gene transcriptional initiation Regién encoding
galactose-l-phosphate uridylyl transferase {strain d585-1lc).

position: 659 746
frame: 2 2
quality: 58,24 61.18

locus scgal8o 2457 bp dna pln 06~
jul-1989

definition yeast regulatory protein galf0,

accession  xX01667

keywords direct repeat; inverted repeat; regulatory protein.

position: 561
frame: 3
quality: §3.53

x03102.1it

FITCONSENSUS of: x03102.em Check: 5510 from: 1 to: 2812

locus scmell 2812 bp éna pln 06-jul-1989
definition yeast mell gene for alpha-galactosidase.

accession  x03102

keywords alpha-galactosidase; inverted repeat; protein binding site;

position: 208 691
frame: 1 1
quality: 57.65 51,76

En direccion reversa complementaria los resultados fueron:

kO2115.0it

tet st e
IR I B S
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FITCONSENSUS of: k02115.rev Check: 933 from: 1 to: 907

REVERSE-COMPLEMENT of: k02115.gb_pl check: 2280 from: 1 to: 907
LoCUs YSCGAL 907 bp ds-DNA PLN 14-APR-1992
DEFINITION Yeast (S. cerevisiae) GAL1-GAL10 inducible promoter and genes.
ACCESSION K02115
KEYWORDS GALL gene; GAL10 gene; epimerase; galactokinase;

mutational analysis; promoter Regién; regulatory Regidn;

position: 423 436 449 468 490 505 524
frame: 3 1 2 3 1 1 2
quality: 51,18 45.29 34.12 44.71 45,88 59.41 52.94

IR
HEIR IR H

m8Is79.6it

R
HE R IR SR S A S

FITCONSENSUS of: m81879.rev Check: 2379 from: 1 to: 2845

REVERSE-COMPLEMENT of: m81879.gb_pl check: 9482 from: 1 to: 2845
Locus YSCGAL2A 2845 bp ds~-DNA PLN 15-APR-1992

DEFINITION Saccharomyces cerevisiae galactose permease (GAL2) gene,

complete cds.
ACCESSION M81879

position: 2411 2416 2480 2499 2613
frame: 2 1 2 k) 3
quality: 52.35 51.18 55,88 55.29 51.18

R EE
g

x00215.fit

FITCONSENSUS of: x00215.rev Check: 3848 from: 1 to: 1008

REVERSE-~COMPLEMENT of: x00215.gb_pl check: 6177 from: 1 to: 1008
Locus SCGALT 1008 bp DNA PLN 06-DEC-1983
DEFINITION Yeast GAL7 gene transcriptional initiation Regién encoding

galactose-1-phosphate uridylyl transferase (strain D585-11C).
ACCESSION X00215
KEYWORDS transferase,

position: 240 247 334

frame: 3 1 1
quality: 52.35 60.00 55.29

n



x01667.61t

R R

FITCONSENSUS of: x01667.rev Check: 4644 from: 1 to: 2457
REVERSE-COMPLEMENT of: x01667.gb_pl check: 7249 from: 1 to: 2457
LOCus SCGALBO 2457 bp DNA PLN 06-JUL~1989
DEFINITION Yeast regulatory protein GAL8O.
ACCESSION  X01667
KEYWORDS direct repeat; inverted repeat; regulatory protein.
SOQURCE yeast.
position: 1881
frame: 3
quality: 56.47
x031025t
FITCONSENSUS of: x03102.rev Check:{B.’ZdB from: 1 to: 2812
REVERSE-COMPLEMENT of: x03102.gb_pl check: 5510 from: 1 to: 2812
LOCUS SCMEL1 2812 bp DNA PLN 30-1AR-1995
DEFINITION Yeast MELl gene for alpha-galactosidase.
ACCESSION  X03102
KEYWORDS alpha-galactosidase; inverted repeat; protein binding site;
signal peptide. .
position: 2106 2589
frame: 3 3
quality: 52.35 53.53
Profile:
Read in matrix:
A1 0 0 412 61T 4 1 010 2 0 0 00
¢ 9 01 3 3 4 07 03 2 65 1 910 00
G 010 9 3 4 3 2 2 0 41 1 41 1 010 0
™ 0 ¢ 0 06 2 1 2 0 6 2 7 21 6 0 0 0 0
Converted matrix to :
-081 -1.8] -1.8t 051 -08) -022 1.00 -0.81 051 .08} -1.81 .08} -138)
022 -1.81 -1.81 .18t .18t
151 1.8 -0.81 019 019 051 -1.81 149 -1.81 0.9 -022 (.00 0.78
-0.81 151 165 -181 .).8)
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181 165 151 019 051
081 -081 -1.81 165 -1.81

019 -022

-1.81 -1.81 -1.81 -1.81 -022 -081 -022

1.00 -1.8! -1.8! -1.81 -1.81

Match in sequence 1 at
", ..CGGCCATATGTCTTCCGA. . ."
Match in sequence 1 at
", . .CGGCAGAGATTCCGACGG. . . "
Match in sequence 1 at
"...CTGAGTTCACTCGTCCAG. . ."
Match in sequence 1 at
%, . .CGGAGCACTGTCCTCCGA., ."*
Match in sequence 2 at
", ..CGGCGCACTCTCGCCCGA. .. "
Match in sequence 3 at
", .,.CGGAGCACTGTTGAGCGA. .. "
Match in sequence 3 at
*...CGGACAACTGTTGACCGT. .. "
Match in sequence 4 at
* ... CGGAAAGCTTCCTTCCGG. . . "
Match in sequence 4 at
* .. . CGGCGGTCTTTCGTCCGT. . . "
Match in sequence 4 at
" .. .CGGAGATATCTGCGCCGT., . ."”
Match in sequence 4 at
*,..CGGGGCGGATCACTCCGA, . ,."
Match in sequence 4 at
*,..CGGATCACTCCGAACCGA. . ."
Match in sequence 5 at
*...CGGATTAGAAGCCGCCGA..."
Match in sequence 5 at
Y, . .CGGGTGACAGCCCTCCGA. . ."
Match in seguence 5 at
*.. AGGAAGACTCTCCTCCGT..."
Match in sequence 5 at
*,..CGCGCCGCACTGCTCCGA. . . "

INVERSA:

Best score for matrix = 18.

Match in sequence 1 at
* .. .CGTCGGAATCTCTGCCGC, . . *
Match in sequence 1 at
*...CGGAAGACATATGGCCGA..."
Match in sequence 2 at
*...CGGGCGAGAGTGCGCCGG. . . "
Match in sequence 3 at
¥, ..CGGATCACGGTCAACAGT..."
Match in sequence 3 at
*,..CGGTCAACAGTTGTCCGA..."
Match in sequence 3 at
', ., CGCTCAACAGTGCTCCGA.. . "
Match in sequence 4 at
", . .CGGTTCGGAGTGATCCGC, . .

position
position
position
position
position
position
position
position
position
position
position
position
position
position
position

position

72
position

position
position
position
position
position

position

)

0.22 -1.81 051
-1.81 100 -022

207, score
690, score
1094, score
2812, score
560, score
658, score
745, score
216, score
330, score
349, score
413, score
418, score
367, score
386, score

404, score

468, score :

2105, score
2588, score
1880, score
239, score
246, score
333, score

2410, score

(1R
AT

081 -0.81 051
119 022 -081

= 11,
= 7.2,
= G.4,
= 17,
= 14,
= 12,

= 13,

= 7.2,
= 7.8,

= 10,

= 12,

TS He DRl
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Match in sequence 4 at position 2415, score = 7,
", . .CGGAGTGATCCGCCCCGA. . . "

Match in sequence 4 at position 2479, score = 9.7,
*. . .CGGCGCAGATATCTCCGC. . . "

Match in sequence 4 at position 2498, score = 9,
*...CGGACGAAAGACCGCCGG. . . "

Match in sequence 4 at position 2612, score = 7.3,
"...CGGAAGGAAGCTTTCCGA. . . "

Match in sequence 5 at position 422, score = 7.9,
* .. .CGGAGCAGTGCGGCGCGA, . . "

Match in sequence 5 at position 486, score = 9.6,
*. . .CGGAGGAGAGTCTTCCTT. . ."

Match in secquence 5 at position 504, score = i1,
* .. .CGGAGGGCTGTCACCCGC. . ."

Match in sequence 5 at position 523, score = 5.7,

*. .. CGGCGGCTTCTAATCCGT. . . *

PATSER

File containing the sequence information: allgal
Also score the complementary strands
P'rint scores greater than or equal to 13.47

**x %%+ Tnformation for the alphabet from file "alphabet®, ****»
letter 1: A (complement: T) prior frequency = 0.250000

letter 2: G (complement: C) prior frequency = 0.250000
letter 3: C (complement: G) prior frequency = 0.250000
letter 4: T (complement: A) prior frequency = (.250000
width of the summary matrix: 17

A 1 0 0 4 1t 2 6 1 4 1 0o 1 0 2 0 0 O
G | 0 10 9 3 4 3 2 2 0 4 1 1 4 1 1 0 10
c] 9 o 1 3 3 4 0 7 0 3 2 6 5 1 9 10 0
] 0 o o0 0 2 1 2 0 6 2 7 2 1 & 0 0 ¢
x03102 position= 208 score= 18.45

x03102 position= 208C score= 15.48

%x03102 position= 691 score= 14.9¢

%x03102 position= 691i¢ score= 14.95

x03102 position= 1085 score= 14.10

x01667 position= 5A1 score= 21,92

x01667 position= 561C score= 18.15

%x00215 position= 659 scere= 19,61

x0021% position= 659C scores 16.64

x00215 position= 746 score= 20.87

x00215 position=s 746C score= 19.28

%®00215% position= 753C score= 13.82

m81879 position= 217 scores 17.62

m81879 position= 217C score= 15.06

m81879 position= 331 score= 21.77

m81879 position= 331C score= 16.70
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m81879 position= 350 score= 16.74
m81879 position= 350C score=s 17.45
m81879 position= 414 score= 17.23
m81879 position= 414C score= 14.74
mB1879 position= 419 scores 16.55
mB1879 position= 419¢C scores 14.06
k02115 position= 368 score= 15.55
kQz2115 position= 368C score= 13.47
k02115 position= 387 score= 21.35
k02115 position= 387C score= 18.70
k02115 position= 405 score= 20,35
k02115 position= 405C score= 17.37
k02118 position= 469 score= 17.83
k02115 positions 469C scores 15.61
FINDPATTERNS

k02118.em ck: 2280 len: 907
Gal4_1 CGGVBVRSWBYYSWCCG

387: CCGAG CGGGTGACAGCCCTCCG AAGGA
Gald 2 MGSVHNDVWNBNBNSCG

368: AARGTA CGGATTAGAAGCCGCCG AGCGG

387: CCGAG CGGGTGACAGCCCTCCG AAGGA

405: TCCGA AGGAAGACTCTCCTCCG TGCGT

456 TGAAA. CGCAGATGIGCCTCGCG COGCA

469: TGCCT CGCGCCGCACTGCTCCG AACAA
Gald_2 /Rev CGSNVNVNWBHNNBSCK

469: TGCCT CGCGCCGCACTGCTCCG AACAA

m81879.em ck: 9482 1len: 2,845 !
Galq 2 MGSVNNDVWNBNBNSCG

217: CAATT CGGAAAGCTTCCTTCCG GGATG

331: GGCAC CGGCGGTCTTICGTCCG TGCGG

350: CCGTG CGGAGATATCTGCGCCG TTCAG

414: AGTAT CGGGGCGGATCACTCCG AACCG
Gal4_2 /Rev CGSNVNVNWBHNNBSCK

217: CAATT CGGAAAGCTTCCTTCCG GGATG

414: AGTAT CGGGGCGGATCACTCCG AACCG

x00215.em ck: 6177 len: 1,008 !
Gald_ 1 CGGVBVRSWBYYSWCCG

746: GCGCT CGGACAACTGTTGACCG TGATC
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Gald 2 MGSVNNDVWNBNBNSCG
659: TACTT CGGAGCACTGTTGAGCG AAGGC
746: GCGCT CGGACAACTGTTGACCG TGATC

x01667.em ck: 7249 len: 2,457 !

Gald_2 MGSVNNDVWINBNBNSCG
561: TTTAC CGGCGCACTCTCGCCCG AACGA

Gald_2 /Rev CGSNVNVNWBHNNBSCK
561: TTTAC CGGCGCACTCTCGCCCG AACGA
755: ATCTT CGGTCTCAACCGTGCCT AATGC
x03102,em ck: 5510 len: 2,812

Galg 2 MGSVNNDVIWNBNBENSCG
208: TCATT CGGCCATATGTCITCCG AAAGA

Total finds: 20
Total length: 10,029
Total sequences: 5
CPU time: 00.35

En buisqueda en posiciones inversas-complementarias:

FINDPATTERNS on *.rev allowing 0 mismatches

k02115, rev  ck: 933 len: 907 . REVERSE~COMPLEHENT of:
k0211S.gb_,
pl check: 2280 from: 1 to: 907

Gall /Rev CGGWSRRVWSYBVBCCG
505: TCCTT CGGAGGGCTGTCACCCG CTCGG

Gal2 MGSVNNDVWNBNBNSCG
423: TTGTT CGGAGCAGTGCGGCGCG AGGCA

Gal2 /Rev CGSNVNVNWBHNNBSCK
423: TTGTT CGGAGCAGTGCGGCGCG AGGCA
436: TG.GG CGCGAGGCACATCTGCG TTTCA
487: ACGCA CGGAGGAGAGTCTTCCT TCGGA
505: TCCTT CGGAGGGCTGTCACCCG CTCGG
$24: CCGCT CGGCGGCTTCTAATCCG TACTT

m81879.rev  ck: 2379 len: 2,845 ! REVERSE~COMPLEMENT of:
mB1879.gb_
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pl  check: 9482 from: 1 to: 2845

Gal2 MGSVNNDVWNBNBNSCG
2,416: CGGIT CGGAGTGATCCGCCCCG ATACT
2,613: CATCC CGGAAGGAAGCTTTCCG AATTG

Gal2 /Rev CGSNVNVNWBHNNBSCK
2,416: CGGTT CGGAGTGATCCGCCCCG ATACT
2,480: CTGAN CGGCGCAGATATCTCCG CACGG
2,499: CCGCA CGGACGAAAGACCGCCG GTGCC
2,613 CATCC CGGAAGGAAGCTTTCCG AATTG

x00215.rev ck: 3848 len: 1,008
x00215.gb._

pl check: 6177 from: 1 to: 1008

Gall /Rev CGGWSRRVWSYBVBCCG
247: GATCA CGGTCAACAGTTGTCCG AGCGC

Gal2 /Rev CGSNVNVNWEHNNBSCK
247; GATCA CGGTCAACAGTIGTCCG AGCGC
334: GCCTT CGCTCAACAGTGCTCCG AAGTA

x01667 .rev ck: 4644 len: 2,487
x01667.gb_

pl check:; 7249 from: 1 to: 2457

Gal2 MGSVNNDVWNBNBNSCG
1.687: GCATT AGGCACGGTTGAGACCG AAGAT
1,881: TCGTT CGGGCGAGAGTGCGCCG GTAAA

Gal2 /Rev CGSNVNVNWBHNNBSCK
1,881: TCGTT CGGGCGAGAGTGCGCCG GTAAA

x03102.rev ck: 8248 len: 2,812
x03102.gb_

pl check: 5510 from: 1 to: 2812

Gal2 /Rev CGSNVNVNWBHNNBSCK
2,589: TCTTT CGGARGACATATGGCCG AATGA
Total finds: 20
Total length: 10,029
Total sequences: 5
CPU time: 00.33
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