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RESUMEN

Algunas técnicas de secuenciacion de DNA como la secuenciacion
por hibridacion (SBH, por las siglas del inglés “sequencing by
hybridization”) son susceptibles de mejoras, para su posible
“revigorizacion” y amplia difusion. En la presente investigacion
se atendid el perjuicio que representa para la SBH el manejo de
conjuntos de sondas extremadamente numerosos, a través del uso de
un conjunto de 511 sondas 8-mer con caracteristicas especiales.
Tales sondas fueron sometidas junto con blancos de secuencia
conocida a una rutina de hibridacion virtual sin restricciones
termodinadmicas. Los patrones de hibridacidon sirvieron para un
analisis de cobertura y superposicién, y posteriormente para la
reconstruccion de las secuencias de los blancos empleando un
algoritmo disefado también durante este trabajo. Las
reconstrucciones obtenidas fueron satisfactorias para el caso de
un blanco modelo hipotético que hibriddé con un conjunto de sondas
modelo, aunque en el caso del resto de los blancos analizados los
inconvenientes que no pudo solucionar el algoritmo fueron varios.
Se proponen como perspectiva perfeccionamientos a nivel del
conjunto de sondas y del algoritmo de reconstruccion.

ABSTRACT

Some DNA sequencing techniques, such as the sequencing by
hybridization (SBH), are susceptible of practical improvements to
reinforce their essential virtues and extend their use. A major
practical inconvenient of the SBH is the high number of probes
required In a single sequencing event. In this work, 1 analyzed
the use of 511 specifically-designed 8-mer probes to address the
efficiency and practical use of probes for SBH. A routine of
virtual hybridization with no thermodynamic restrictions was
carried out with the 511 8-mer probes against 68 known DNA
sequence targets. The hybridization patterns were analyzed to
quantify cover, superposition, and ultimately to reconstruct the
sequence of the DNA targets using an algorithm designed In this
work. The obtained sequence reconstructions were satisfactory
only for the particular case when a hypothetical model was
hybridized against a model probe set. However, the algorithm was
not able to reconstruct the sequences for the remaining analyzed
DNA targets. Several events iInherent to the hybridization process
were not deciphered by the algorithm. The results indicate that
future iInvestigations about probe set design and reconstruction
algorithms are required to explore the potential applications of
the SBH.



1. INTRODUCCION

1.1. ESTRATEGIAS PARA SECUENCIAR DNA

Segun Drmanac et al. (2002), existen dos estrategias posibles
para secuenciar DNA (Fig. 1): métodos directos, en los cuales la
posicion de cada base en la cadena del DNA a secuenciar (DNA
blanco) es determinada individualmente [e.g. secuenciacidén por
divisiéon quimica (Maxam y Gilbert 1977), secuenciacién por
terminacion controlada de la replicaciéon (Sanger et al. 1977), y
pirosecuenciacion (Ronaghi et al. 1998)], y métodos indirectos,
en los cuales la secuencia de DNA blanco es ensamblada a partir
de la determinacion experimental de su contenido
oligonucleotidico [e.g. secuenciacion por hibridacion (SBH, por
las siglas del inglés “sequencing by hybridization”’; Drmanac y

Crkvenjakov 1987)].

1.2. METODOS DIRECTOS DE SECUENCIACION DE DNA

La secuenciacidon por divisioéon quimica se efectua al marcar con
fosforo radiactivo (P°P) los extremos 5° de fragmentos en los que
es segregado el DNA blanco. Posteriormente estos Tfragmentos

marcados son subdivididos en una posicion secuencia-especifica,



obteniéndose cuatro conjuntos diferentes [fragmentos subdivididos
en adenina (A), guanina (G), timina (T), y citosina (O)].
Finalmente éstos son sometidos a una electroforesis en gel de
poliacrilamida (los fragmentos mas cortos se desplazan mayores
distancias a través del gel), lo que permite separar fragmentos
que se diferencian tan s6lo en un nucledtido. La lectura de los
patrones de bandas obtenidos en autoradiografias permite
establecer la secuencia de los fragmentos y asi reconstruir la

secuencia total del DNA blanco.

Directos [(posicidn de las bases)

1. Degradacidn o sintesis
gecuancia—aspecificas: asignacidn
baze por base

2. Visnalizacidn de la cadens 'J.Jllcwf".m
nucleotidica A g

Indirectos [contenido oligomsrico)

3. Degradacidn: separacidn &
identificacidn oligomsricas

-I:I-
T

B 4. Deteccldn secuencia—espacifics -
de oligonucledtidos (=2.g9. SBH) I

Fig. 1. Estrategias de secuenciacién de DNA. Los métodos de secuenciacidén son
directos o indirectos, dependiendo del tipo de datos experimentales obtenidos
del DNA de interés (DNA blanco). A Los métodos directos implican la
determinacion del caracter o base que estd presente en una posicioéon particular
en la cadena de DNA. Hay dos tipos principales de secuenciacién directa. La
primera implica la degradacion, sintesis, 0 separacion secuencia-especificas
seguida por una asignacion base por base; la segunda implica la visualizacion
directa de la cadena. B Los métodos de secuenciacion indirectos implican la
determinacién de las subcadenas de bases que estan presentes o ausentes en el

DNA blanco. El primero de dos métodos indirectos implica la fragmentacion del



DNA blanco, seguida de la separaciéon e identificacion de los oligomeros
resultantes. La SBH, que es el segundo método indirecto, implica el
apareamiento secuencia-especifico del DNA blanco con oligomeros (sondas)
complementarios de secuencia conocida o determinable. (Modificada a partir de
Drmanac et al. 2002).

La secuenciacion por terminacién controlada de la
replicacién es el proceso inverso de la secuenciacion por
division quimica. En el método original, cuando la DNA polimerasa
estd sintetizando una nueva cadena de DNA, se agregan en
reacciones independientes los analogos 27”,3”-didesoxi de cada
base. La sintesis se detiene cuando la DNA polimerasa incorpora
los analogos, 1o que ocasiona la obtencién de fragmentos
sintetizados de diferentes Hlargos (como aquellos fragmentos
obtenidos por division quimica). Los fragmentos se marcan
radiactivamente para finalmente, y como ocurre en el método de
secuenciacion por division quimica, ser sometidos a una
electroforesis en gel de poliacrilamida. A partir de la lectura
de los patrones de bandeo obtenidos en autoradiografias se
reconstruye la secuencia. Algunas mejoras fueron hechas en los
1980s con el uso de diferentes tintes fluorescentes para marcar
los terminadores (Smith et al. 1986; Prober et al. 1987), de
manera que todos pudieron ser incorporados en una sola reaccion.
Posteriormente el empleo de gel fue sustituido por capilares, lo
que simplifico la etapa de separacién e incrementd los largos de

lectura. La expansion masiva en la secuenciacion de DNA que se ha



dado en los ultimos 10 afios tiene como Tfundamento quimico la
técnica antes descrita, propuesta por Sanger hace 30 afos. Tal
progreso ha sido conducido por grandes centros de secuenciacion
que han implementado industrialmente dicho método, concretamente
a través del método de secuenciacion aleatoria conocido como
“shotgun” (Sanger et al 1980). Un efecto colateral de esa
automatizacion es que la secuenciacidon a gran escala estd alejada
de los pequefios laboratorios de investigacion, y la gran mayoria
de los datos secuenciales son generados ahora por esos grandes
complejos.

La pirosecuenciacion es una técnica bioluminométrica de
secuenciacion de DNA que estd basada en la secuenciacidn por
sintesis. Su fundamento es la deteccion en tiempo real del
pirofosfato inorganico (PPi), el ~cual es liberado en la
incorporacién exitosa de nucledtidos durante la sintesis de DNA.
El PPi es iInmediatamente convertido en adenosin trifosfato (ATP)
por la ATP sulfurilasa, y el nivel de ATP generado es detectado
por los fotones producidos por la accidon ATP-dependiente de la
luciferasa. ElI ATP y los desoxinucledétidos son degradados por la
apirasa, una enzima degradante de nucledtidos. La presencia o
ausencia de PPi, y por 1lo tanto 1la 1incorporacién o0 no
incorporaciéon de cada nucledétido agregado, es evaluada en ultima
instancia por la deteccién o no de fotones. En 2005 Margulies et

al. propusieron un método integral que emplea la



pirosecuenciacién para la obtencion de secuencias. EI método,
también conocido como secuenciacion 454 [después de que 454 Life
Sciences (Brandford, CT, EUA) lo ha comercializado], actualmente
ha despertado un gran interés entre los grupos de trabajo que
requieren métodos de secuenciacion con reducciones en tiempo y
costos.

Recientemente la compafita Illumina (San Diego, CA, EUA) ha
desarrollado otro método de secuenciacién paralela masiva por
sintesis de fragmentos amplificados, dicha tecnologia se Illama
Secuenciacion Solexa (Bennett et al. 2005). En ésta, la
amplificacion del DNA es sobre una superficie solida, y la
secuenciacion por sintesis se efectita a través de la
incorporacion de nucledtidos modificados que estan marcados con
tintes coloreados.

Otros métodos directos de secuenciacion dependen de la
visualizacion de bases empleando microscopia de efecto tunel
(“scanning tunneling microscopy’; Beebe et al. 1989; Lindsay y
Philipp 1991; Woolley et al. 2000) o nano-poros (Church et al.
1998; Yan y Xu 2006). Las dificultades técnicas principales
asociadas con la visualizacion directa de las bases son la
diferenciacion incorrecta de las mismas y la baja velocidad de

secuenciacion.



1.3. SBH, UN METODO INDIRECTO PARA SECUENCIAR DNA

Como se menciond anteriormente la SBH es un método indirecto para
secuenciar DNA, el cual se basa en determinar el contenido
oligonucleotidico de un DNA blanco sin requerir la asignacion
experimental de la posicion de cada base. EI contenido
oligonucleotidico es obtenido por la hibridacién especifica entre
oligémeros (sondas) de secuencia conocida o determinable y el DNA
blanco. La secuenciacion por hibridacion fue propuesta primero en
1987 por Drmanac y Crkvenjakov. Cada uno de los oligonucledtidos
que hibrida 1iIndica la presencia de una o0 mas secuencias
complementarias en el DNA blanco, revelando una pequeia parte de
informacién de su secuencia. Entonces la secuencia completa se
determina compilando los resultados de muchas de estas pruebas de
hibridacion. EI método de SBH tiene el potencial para secuenciar
con precision y bajo costo acidos nucleicos muy largos (>10,000

bases), todo en una sola reaccion (Drmanac et al. 2002).

1.3.1. HISTORIA DE LA SBH

Cientificos de muchas disciplinas contribuyeron en la
construccién del marco tedrico que posibilité el desarrollo de la

SBH (Drmanac y Crkvenjakov 1987). En su celebérrimo articulo de



1953, Watson y Crick propusieron un modelo estructural para el
DNA, el cual implicaba, entre otras consideraciones,
apareamientos especificos de A con T y de G con C. Al paso del
tiempo su modelo  fue corroborado, y el concepto de
complementariedad, referente a los apareamientos especificos, fue
acuiado. Doty (1960) observo que cuando se calienta en solucion,
el DNA de doble cadena se “funde” (desnaturaliza) para dar origen
a cadenas de hebra sencilla, las cuales por complementariedad
renaturalizan espontaneamente cuando 0la solucion es enfriada.
Este resultado permitidé considerar la posibilidad de reconocer un
tramo de DNA usando otro. Posteriormente algunos investigadores
descubrieron formas para sintetizar eficientemente grandes
cantidades de pequefias moléculas secuencia-especificas de DNA,
esto a través de agregar paso a paso nucledtidos en columnas
(Beaucage y Caruthers 1980). Wallace et al. (1979) emplearon
oligémeros con [la finalidad de confirmar la presencia de
secuencias complementarias en blancos de DNA, y demostrar que
eran capaces de detectar con precisiéon mutaciones de una sola
base en moléculas de DNA definidas y esparcidas puntualmente
sobre membranas. Poustka y Lehrach (1986) propusieron la
obtencion de la huella genomica (“fingerprinting’) clonal de
cosmidos usando un conjunto pequefio de sondas. En 1987 Mullis y
Faloona desarrollaron la técnica de la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR). Los trabajos mencionados ofrecieron las
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herramientas béasicas de investigacion que mas tarde fueron
fundamentales para el desarrollo de los métodos de secuenciacion
y huella gendomica por hibridacion.

La SBH fue primero propuesta y patentada por Drmanac y
Crkvenjakov en 1987. Ellos propusieron que la secuencia de un
fragmento de DNA podria determinarse por un experimento de
hibridacion en el cual el DNA blanco fuera expuesto a un conjunto
de oligonucledtidos en condiciones que  favorecieran un
apareamiento completo. Entonces las secuencias del subconjunto de
sondas que hibridaron positivamente podrian usarse para
determinar la secuencia del blanco. Un formato propuesto por
estos Investigadores para secuenciar muestras complejas de DNA
fue la hibridacion en pozos que contenian sondas marcadas
(también el uso de grandes arreglos de clonas). Ellos presentaron
en 1989 un algoritmo para la reconstruccién de secuencias de DNA
tan complejas como el genoma humano. Las investigaciones en el
area de la SBH continuaron. Bains y Smith (1988) demostraron la
reconstruccion de secuencias en un proceso de ensamble simulado
que empleaba 256 sondas 6-mer disefiadas especialmente con dos
posiciones degeneradas que se ubicaban en la region media de cada
sonda (sondas espaciadas). En una aplicacion de patente de 1988,
Southern propuso un método combinatorio en vidrio para la
sintesis in situ de arreglos oligonucleotidicos complejos. ElI

propuso que muestras de DNA hibridarian con arreglos de sondas,



permitiendo la secuenciaciéon total de aquellas, asi como la
deteccion de mutaciones. Lysov et al. (1988) también propusieron
la secuenciacion de DNA por medio de hibridacidon con arreglos de
sondas, en este caso usando arreglos de oligonucledtidos
depositados en un soporte sélido. Macevicz (1989) propuso usar un
conjunto pequeiio de sondas con un disefio binario, el cual
implicaba el uso de una base especifica, e.g. A, y una base
degenerada, que en el caso del ejemplo no deberia ser A (i.e.,
una mezcla de T, G, y C). En 2004 Cowie et al. desarrollaron un
enfoque basado en arreglos llamado secuenciacién combinatoria por
hibridacion (“combinatorial sequencing by hybridization’), en el
cual se emplean dos conjuntos de sondas universales cortas, uno
de ellos esta fijo a un soporte solido y el otro esta libre en
solucidén y marcado con un fluordoforo. EI DNA blanco sin marcar es
generado por PCR, después se mezcla con las sondas marcadas y con
DNA ligasa, y Tinalmente se hibrida con las sondas fijas al
soporte sélido. Cuando las sondas en ambos conjuntos hibridan con
posiciones contiguas y complementarias del DNA blanco, se unen
covalentemente por la DNA ligasa creando una larga sonda marcada
y Tija a la superficie del arreglo. El proceso combinatorio
identifica todas las posibles sondas (secuencias) que son
complementarias al blanco. Un lector estandar verifica Ilas
sefiales Tfluorescentes en cada posicion del arreglo, para que

posteriormente con el uso de software especializado se interprete
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la Imagen escaneada y se obtenga una lectura completa de la
secuencia del templado obtenido por PCR.

Otra propuesta técnica que incorpora la hibridaciéon es la
secuenciacion “polonial” (del inglés “polony”, una contraccién de
“polymerase colony”), la cual fue propuesta por Shendure et al.
(2005), y que actualmente se conoce como SOLID [Applied
Biosystems (Foster City, CA, EUA)]. En ésta, la fase de
secuenciacion depende de la hibridacion vy ligado de

oligonucledtidos (9-mer) marcados con fluorescencia.

1.3.2. PRINCIPIOS DE LA SBH

Puede considerarse que una caracteristica comun de la mayoria de
los procedimientos que emplearon y emplean SBH, es el uso de
arreglos de oligonucledtidos. Estos, también conocidos cominmente
como microarreglos o chips de DNA, fueron propuestos simultanea e
independientemente por Bains y Smith (1988), Lysov et al. (1988),
Southern (1988), y Drmanac et al. (1989). La SBH consiste en
poner en contacto un arreglo de sondas con una solucidén del DNA
blanco, posteriormente un método bioquimico determina el
subconjunto de sondas que se unen al blanco, i1.e., el patron de
hibridacion. Finalmente empleando un algoritmo combinatorio se
reconstruye la secuencia del blanco a partir de su patréon de

hibridacion.
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Cuando una sonda de longitud n hibrida especificamente con
un DNA blanco, se revela la existencia dentro de la cadena de una
0 mas secuencias n-mer complementarias. De acuerdo a Drmanac et
al. (2002), una secuencia n-mer particular ocurre aproximadamente
una vez cada 4"/2 pares de bases. Esta proporcién estadistica
ayuda a definir parametros de disefio apropiados para experimentos
de SBH. Moléculas largas de DNA blanco requieren sondas largas,
de manera que se eviten situaciones en las cuales cada sonda
hibride con una o mas secuencias complementarias del blanco, lo
que ocasiona la pérdida de informaciéon especifica. Las sondas
demasiado cortas (<5-mer) se unen tan frecuentemente a la mayoria
de los blancos que proveen informacién insuficiente o inutil. Por
otro lado, sondas muy largas hibridan tan raramente que, de no
existir informacion previa que guie el disefio de las mismas, su
utilidad es demasiado ineficiente para la mayoria de los
procedimientos estandares de SBH. Pueden emplearse conjuntos muy
grandes de sondas largas, pero este acercamiento resulta ser
técnicamente demasiado complicado ya que deben ser sintetizadas y
microarregladas decenas de miles de sondas iIndividuales. Tales
conjuntos grandes de sondas pueden requerir meétodos especiales
muy costosos de sintesis e hibridacion en paralelo. En general,
los experimentos de SBH pueden usar conjuntos de sondas con
longitudes de 5 a 25-mer, aunque algunas aplicaciones emplean

sondas mas largas. Los métodos de SBH pueden abordar blancos de



largos muy diferentes, situados en un rango que va desde unas
pocas bases hasta cientos de megabases, dependiendo del disefio
experimental. Los llamados pozos de sondas, que contienen desde
unas pocas hasta decenas de miles de sondas, pueden emplearse
para minimizar el numero requerido de experimentos de hibridacién,
un método especialmente efectivo para blancos cortos (Bains y
Smith 1988; Drmanac et al. 2002; Macevicz 1989; Pevzner vy
Lipshutz 1995; Southern 1988).

En un experimento de SBH que use un conjunto completo de
sondas n-mer (i.e., todas las sondas posibles de largo n), cada
base de DNA es leida redundantemente por n sondas superpuestas.
Con la figura 2 se ilustra como la “superposicion” de las sondas
puede usarse para ensamblar la secuencia del DNA blanco en un
experimento de SBH que emplea sondas 8-mer. En este ejemplo, cada
sonda que da hibridacidon positiva se superpone siete bases con su
vecina mas cercana, seis bases de su segunda vecina, Yy asi
sucesivamente. Este principio de superposicion permite la
determinacion de secuencias que son mucho mas largas que el largo
de cada sonda, lo cual se efectiua al comparar y alinear n-1 o
menos bases superpuestas que son compartidas por las sondas. Es
importante sefialar que no se requiere una superposicion completa
de n-1 bases para determinar las secuencias de los blancos;
pueden ser suficientes superposiciones cortas, permitiéndose el

uso de conjuntos incompletos de sondas (i.e., no todas las
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secuencias posibles para sondas de un mismo largo). Otra ventaja
adicional de la superposicion de las sondas es la minimizacion de
errores aleatorios, porque cada base es “leida” por multiples
sondas. Drmanac et al. (2002) sostienen que las ambigledades que
resultan de la existencia de grandes repetidos en tandem [e.g.
(CA)30], Yy regiones repetidas n-1 o mayores, puede resolverse por
tratamientos experimentales adicionales, tales como el uso de
oligonucledtidos mas largos., entre otros.

A

2y PPPPPPPPctaaGGTCCCTcaaTTGGCTGtaacaGGTCCCTaatTTGGCTGactPPPPPPP3!

B
5 PPPPPPPC -
PPPPPPct o
ielsininiiec  TTGGCTGactPPPPPRR3’
e GGTCCCTCaalTGCCTG
St TTGGCTGtaacaGGTCCCT
o e 5/ PPPPPPPctaaGGTCCCT
RECEHARL TTGGCTGact PPPPPPPN3’
o aEtl GGTCCCTaatTTGGCTG h
ctaaGGTC E—— o =
+22GGTCC TTGGCTGLaacaGGTCCCT
aaGGTCCC
aGGTCCCT
PPPPPPPPCtaaGTTCCCT
GGTCCCTc
GGTCCCTa
D
1)
57 PPPPPPPctaaGGTCCCTleaall TGGCTGtaacaGETCCCThatI'TGGCTGact PPPPPPP3!
2) — | [t
57 DPPPPPPctaaGGTCCCTaatITGGCTGtaacaGGTCCCTcaalTGGCTGact PPPPPPP3/

Fig. 2. Superposicion de sondas y ramas de ensamblaje. A Un blanco que
contiene cebadores (“primers’) en cada extremo de secuencia PPPPPPP y dos
secuencias 7-mer repetidas. B EI ensamble usando sondas superpuestas se inicia
en el extremo 5° empleando una sonda positiva que corresponda a la secuencia
del cebador. La extension de la secuencia continta en direcciéon 3” hasta el
primer punto de ramificaciéon, donde existen dos diferentes posibilidades para
continuar la extensién (GGTCCCTc y GGTCCCTa). EN proceso de ramificacion (C)



genera muchas secuencias alternativas. Ya que la secuenciacidon debe terminar
con el cebador 3, y los sub-fragmentos de secuencia ocurren sélo una vez
entre los puntos de ramificacion, entonces resulta el ensamblaje de dos
posibles secuencias (D), las cuales difieren en la ubicacidon de las sub-
secuencias CAA y AAT. (Modificada a partir de Drmanac et al. 2002).

Vale la pena hacer hincapié en dos conceptos relacionados
con la SBH: 1) la ya mencionada superposicion, que es el numero
de bases con el que dos o mas sondas reconocen la misma secuencia
de un DNA blanco (Fig. 2A); y 2) la “cobertura”, que es el
porcentaje de la secuencia del DNA blanco que es reconocida por

el conjunto de sondas.

1.4. HIBRIDACION VIRTUAL

La hibridacion virtual (VH, por las siglas del inglés “virtual
hybridization”) se fundamenta en algunas consideraciones
relacionadas con el DNA, y que anteriormente fueron expuestas
para la SBH, viz. complementariedad, desnaturalizacion vy
renaturalizacion, sintesis secuencia-especifica de
oligonucledtidos, entre otras. El concepto general de la VH
implica la simulacién por computadora (in silico) de eventos de
hibridaciéon entre moléculas de DNA. En el caso particular de este
trabajo la VH corresponde al empleo de software (desarrollado ad
hoc) para analizar la prediccion de los patrones de hibridacion

que resultan al simular la interaccion entre conjuntos de sondas
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previamente disefados y conjuntos de blancos de DNA, todo en
condiciones de incubacion preestablecidas (Méndez-Tenorio 2006;
Maldonado-Rodriguez et al. 2007). El software predice la fuerza
de enlace en sitios de hibridacién alternativos a lo largo de las
secuencias de los blancos, y lo hace calculando la energia libre
de Gibbs (AG®) que se presenta cuando alguna sonda hibrida con
una region especifica de cualquier blanco (Reyes-Lépez et al.
2003). Todas y cada una de las posiciones a través de las
secuencias de los blancos son evaluadas. Enseguida el software
identifica y sefiala aquellas posiciones de hibridacién que son
termodindmicamente mas estables con relacion a un limite dado de
AGP, el cual simula la temperatura y condiciones de incubacion
reales. Los resultados obtenidos constituyen los patrones de
hibridacion virtual, y es a partir de estos patrones que se
considera factible una reconstruccion de las secuencias de los
blancos empleando combinatoria matematica. De esta manera se
estaria llevando a cabo una secuenciacion de DNA por hibridacién
virtual.

La VH fue descrita y empleada por Reyes-Lépez et al. (2003),
permitiéndoles verificar una correlacion razonable entre los
valores de AG® calculados por VH para los rDNA 16S de 7
diferentes especies microbianas (1 Bacillus y 6 Pseudomonas), y
la intensidad de las sefiales de hibridacidon obtenidas para estos

mismos a través de un sistema de hibridacion por chips de DNA. Lo
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anterior les permitié concluir que las hibridaciones tanto
perfectas como ambiguas contribuyen a la identificacion
microbiana a traves de la obtencion de la huella genOmica por
hibridacion.

Otro trabajo reciente que utiliza la VH es el de Méndez-
Tenorio et al. (2006), en el cual esta herramienta permitido la
identificacion exitosa de tipos y subtipos de papillomavirus
humano (HPV, por las siglas del inglés “human papillomavirus?).

Belcaid et al. (2006) analizaron rearreglos cromosomicos a
partir de la VH entre sondas y ocho diferentes genomas de plantas.

El uso de huellas gendmicas generadas por VH, permitidé a
Casique-Almazan et al. (2007) identificar con alta sensibilidad
tiroides, ademas de establecer también posibles relaciones
filogenéticas entre ellos.

La figura 3 pretende ilustrar los ambitos de una SBH clasica
y de lo que seria un ciclo virtual de secuenciacién, evidenciando

el paralelismo de su desarrollo y fundamentos tedricos.

- 17 -



Secuenciacioéon por hibridaciéon experimental

Secuencia desconocida Patron de hibridacion
del DNA blanco

Hibridacioén
experimental

Reconstruccion
Conjunto de sondas de la secuencia =——=p
\ /
Secuencia conocida del i
DNA blanco (“GenBank?) Patron de VH
E Validacion de la

reconstruccion

Secuenciacioén por hibridacién virtual

Fig. 3. Ambitos independientes e interfase entre la secuenciacion por
hibridacion experimental y la secuenciacion por hibridacion virtual. Se
pretende ilustrar lo que se consideré como dos procedimientos paralelos en su
desarrollo y fundamentos tedricos.




2. JUSTIFICACION

Hoy en dia un gran numero de ciencias requieren de la
secuenciacion de DNA, e.g. Arqueologia, Antropologia, Genética,
Biotecnologia, Biologia Molecular, Ciencias Forenses, entre otras.
En muchas disciplinas esta ocurriendo una revolucion importante y
silenciosa; la secuenciacion de DNA promueve la obtencidon de
nuevos conocimientos, lo que esta originando un replanteamiento
de los fundamentos conceptuales. Simultaneamente estan emergiendo
nuevos e iImportantes cuestionamientos, como aquellos de caracter
bioético o los relacionados con la seguridad y salud publicas.
Entonces, ¢Por qué hacer mejoras a un método de
secuenciacion de DNA como la SBH? He aqui algunas respuestas: el
conocimiento del genoma humano no es suficiente; todo aporte
tedrico-experimental que favorezca la alta productividad de
secuenciacion en los laboratorios de investigacion, llevara este
proceso mas alla de un necesario y relevante ejercicio de
descubrimiento, lo colocara como un ensayo rutinario para
proponer y probar hipdétesis. En la actualidad se hacen numerosos
estudios orientados al desarrollo de nuevas metodologias de
secuenciacion, las cuales permitiran lo que se ha denominado
“gendmica personal”, 1i.e., el estudio rutinario de nuestros

genomas individuales; para la identificacion de patdgenos nuevos



y conocidos; para la exploracién de la diversidad microbiana
hacia metas terapéuticas, ambientales y agricolas.

Las tecnologias, y sus mejoras asociadas, que nos llevaran a
alcanzar las metas mencionadas seran aquellas que provean
mejorias en tres aspectos: longitud de lectura, rendimiento total,
y costo.

El método de SBH presenta dificultades, en primera instancia
las que tienen que ver con los algoritmos de reconstruccidén de
las secuencias de los blancos, y en segunda instancia las
experimentales, que se deben tanto a la hibridacién ambigua como
a la estabilidad sumamente variable de las sondas de una misma
longitud. La mayoria de [las investigaciones de SBH con
microarreglos consideran conjuntos muy grandes de sondas de un
tamafno determinado, iIncluso todas las posibles secuencias para
ese tamafio. Por tanto, y dado que la tecnologia limita el nudmero
de sondas en un microarreglo, una cuestion importante seria el
disefio de conjuntos mas pequefios con capacidad para secuenciar

cadenas de DNA.



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Diseflar un programa de coémputo que permita efectuar Ila
reconstruccion de secuencias conocidas de DNA a partir de la
hibridacion virtual que ocurra entre estas y un conjunto especial

de sondas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Diseflar rutinas computacionales que efectiuen el analisis de
superposicion y cobertura de las secuencias conocidas de DNA
empleando un conjunto de sondas 8-mer.

Usando los resultados del analisis antes mencionado,
implementar un procedimiento de coOmputo que permita la
reconstruccion de las secuencias.

Hacer una valoracion de las caracteristicas que presentan

las reconstrucciones generadas.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. PROGRAMACION

Todos los procedimientos computacionales desarrollados en este
trabajo fueron escritos de forma estructurada en el entorno de
programacion integrado Borland Delphi 6 (Borland Software

Corporation 2002).

4_2_. DNA BLANCOS

Se emplearon 68 secuencias de HPV que fueron obtenidas por
Internet de la base de datos Entrez Nucleotide
(http://www._ncbi._.nIm_nih_gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide).
Estrictamente cualesquiera secuencias reales hubieran sido utiles,
pues el Unico caracter considerado es que fueran conocidas en su
totalidad, lo que permitiria una evaluacién mas objetiva de su
reconstrucciéon. El rango de largo de las secuencias fue de 50 a
7,909 nucleodtidos. Las secuencias fueron archivadas en formato
FASTA.

Se diseid un DNA blanco hipotético (DNA blanco modelo) 44 nt
cuya secuencia provenia de las secuencias de un conjunto de 10

sondas hipotéticas (sondas modelo) totalmente diferentes, de tal
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manera que al ser procesados empleando las rutinas
computacionales que se describiran posteriormente, podrian
analizarse con mayor facilidad los resultados. La finalidad
principal de utilizar el DNA blanco y las sondas modelo, fue
vislumbrar la implementacion  del procedimiento para la
reconstruccion de las secuencias. A continuacion se muestra la

secuencia del DNA blanco modelo:

ACTCTTTACTCAAGGCTACGTGGAAGCCGCTAATCAGTTCATAC

4_.3. SONDAS

Empleando el software Universal Fingerprint Chip (UFC) Designer
(Beattie K.L. et al. 2003) se obtuvo un conjunto de 511 sondas 8-
mer. Este se disefi6 con la Unica consideracion de que entre todas
y cada una de las sondas habria dos diferencias en la secuencia.
El conjunto proviene de todas las secuencias posibles 8-mer
(65,536), y fue obtenido a través de los siguientes tres pasos de
agrupamiento que efectua el programa de computo: 1) agrupamiento
por sustitucion (“substitution clustering’), que sustituye bases
para obtener secuencias con dos diferencias entre si; 2)
agrupamiento por bloque (“block clustering’), elimina las dos
diferencias de los extremos de cada sonda; y 3) agrupamiento por

refinamiento (“refine clustering’), que separa las dos
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diferencias. Antes de cada paso de agrupamiento se efectud una
aleatorizacion de los subconjuntos considerando un ndmero
diferente como semilla. 5673, 7899 y 653, fueron las semillas. A
continuacion se detalla como fue siendo depurado el conjunto
inicial por medio de los tres pasos de agrupamiento del software
UFC Designer: el agrupamiento por sustitucién encontré 8,033
sondas con dos diferencias entre si, esto a partir de las 65,536
secuencia 8-mer posibles; el agrupamiento por bloque elimindé los
casos en los que las diferencias ocurrian en los extremos,
quedando 1,062; y Tinalmente el agrupamiento por refinamiento
selecciond 511 casos en los que las dos diferencias se encontaron
espaciadas.

En la seccidon anterior se hizo referencia al disefio del DNA
blanco y Hlas sondas modelo. A continuacion se enlistan las

secuencias de las sondas modelo:

AGGCTACG
ATCAGTTC
TGGAAGCC
ACTCTTTA
GCTAATCA
CTCAAGGC
GTTCATAC
TACGTGGA
TTTACTCA
AGCCGCTA



4_4_ VH

Cada uno de los 68 DNA blancos fue hibridado virtualmente con el
conjunto de 511 sondas empleando el médulo Virtual Hybridization
del software UFC Designer. Lo anterior se realiz6é con solo una de
las cadenas. La VH soOlo tuvo como limitante la permisividad
maxima de un apareamiento imperfecto (“mismatch’), ademas de no

considerar valores termodindmicos restrictivos.

4.5. COBERTURA Y SUPERPOSICION A PARTIR DE UNA VH SIN

RESTRICCIONES TERMODINAMICAS

Debido a las consideraciones de experimentaciéon in silico
expuestas para la VH (un solo apareamiento imperfecto, y ninguna
restriccion termodinamica), en el caso de esta investigacion los
resultados de wuna VH sin restricciones termodinamicas (VHX)
fueron los mismos que los producidos por la VH. Por lo tanto toda
metodologia y resultado presentados en adelante hacen referencia
a la VHX.

En la figura 4 se presenta de manera general el diagrama de flujo
de las rutinas computacionales que efectuaron primeramente la VHX,
en segunda instancia un ordenamiento de los resultados de esa

hibridacion, y finalmente el analisis de cobertura y
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superposicion. Para este ultimo ténganse en cuenta los conceptos

mencionados en la secciéon 1.3.2.

SECUENCIAS DEL DNA BLANCO Y
LAS SONDAS

\

VHX CON EL USO DEL
ALGORITMO DE FUERZA BRUTA

\

RESULTADOS DESORDENADOS
DE LA VHX

\

ORDENAMIENTO DE LOS RESULTADOS
CON EL USO DEL ALGORITMO DE
ORDENAMIENTO POR INSERCION

v

RESULTADOS ORDENADOS
DE LA VHX

v

ANALISIS DE COBERTURA Y
SUPERPOSICION

Fig. 4. Diagrama de flujo de las rutinas que realizan VHX, ordenamiento de los
resultados de la VHX, y analisis de cobertura y superposicién. La secuencia
del DNA blanco es comparada con todas y cada una de las secuencias de las 511
sondas 8-mer usando el algoritmo de la fuerza bruta (esto estrictamente es la
VHX). Con la finalidad de facilitar la comprensién de los resultados de la VHX
y simplificar el analisis posterior de cobertura y superposicion, los
resultados desordenados de 1la VHX se organizan con el algoritmo de
ordenamiento por insercién, esto en funcién de la posicion del DNA blanco en
el las sondas son idénticas al menos 87.5%. Los resultados ordenados de la VHX
son procesados con otro algoritmo para analizar 1la cobertura y Ila

superposicion.



4.5.1. VHX

Se diseid un procedimiento que permitiera obtener, a partir de
las secuencias de los DNA blancos (una sola cadena) y las sondas,
los casos de las posiciones en las que las dos secuencias (DNA
blanco/sonda) son idénticas en al menos siete posiciones (un solo
apareamiento imperfecto). Lo mencionado es el razonamiento detras
de la VHX.

Para poder ejecutar la tarea antes descrita se empledé lo que
en programacion se conoce como un algoritmo de busqueda de texto
(“string searching’), especificamente el algoritmo llamado de la
fuerza bruta (“brute-force algorithm”). Este es un algoritmo de
busqueda exhaustiva, pues funciona al comparar cada una de las
secuencias de las sondas con cada una de las posiciones de las
secuencias de los DNA blancos. Con este programa se buscaron las
secuencias de las sondas que fueran idénticas con alguna sub-
secuencia del DNA blanco al menos en 7 de las 8 posiciones

comparables (87.5% idénticas).

4.5.2. ORDENAMIENTO DE LOS RESULTADOS DE LA VHX

ElI conjunto de sondas obtenido de la rutina anterior fue ordenado

con un algoritmo de ordenamiento Ilamado de ordenamiento por
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insercion (“insertion sort”’). El orden fue en funcién de Ila
posicion del DNA blanco en que cada una fue idéntico al menos

87.5%.

4.5.3. ANALISIS DE COBERTURA Y SUPERPOSICION

Los datos de salida de la rutina antes descrita, se emplearon
como entrada para el procedimiento que analiz6é la superposicion y
la cobertura resultantes de la VHX entre cada uno de los DNA
blancos de HPV y el conjunto de 511 sondas 8-mer. A continuacion
se enlistan los casos de superposicidén entre sondas que fueron
considerados, ademas del razonamiento matematico subyacente
incluido en el algoritmo. Considérese que el analisis de
superposicion se hizo por pares de sondas, y para todos los pares
la primera posicion de la sonda (igual a la posicion del DNA
blanco en la que hibridd) que hibridé en una posicion del DNA
blanco mas cercana al inicio de éste se denomind posA, mientras
que la primera posiciéon de la otra sonda (igual a la posicioéon del
DNA blanco en la que hibridd) del par en cuestiéon fue denominada

posB. El valor de n es la longitud de las sondas, i.e., 8.
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Caso 1. No existe superposicion entre sondas y se presenta entre

ellas una region descubierta del DNA blanco, e.g.:

CCCGTAGT  ACCCTAAC sondas separadas
CACCCGTAGTACTAACCTAACAT DNA blanco
ileiaiaiaiale identidades absolutas

Si posB - posA >= (n + 1) entonces la superposicion es 0 y el
caso es el 1.

Caso 2. No existe superposicion entre sondas, aunque al estar
contiguas no se presenta entre ellas una regién descubierta del

DNA blanco, e.g.:

AACATAGTGTGCTCCA sondas contiguas
CCTAACATTGTGTGCTACAGCAT DNA blanco
Fkdekk dekdkdkkk dk identidades absolutas

Si posB - posA = n entonces también la superposiciéon es 0 y el

caso es el 2.

Caso 3. Existe superposicion de una sola posicidon, e.g.:

TGTGCTAC sonda
AACATAGT sonda
CCTAACATTGTGTGCTACAGCAT DNA blanco
Fhkkk dkkkkdkakk identidades absolutas

Si posB - posA = (n - 1) entonces la superposicion es de 1 y el

caso es el 3.



Caso 4. Existe superposicion de mas de una sola posiciéon y de

menos de n-1 posiciones, donde n es la longitud de las sondas,

e.g.:
TTAGGCAG sonda
GACGTTAG sonda
CTGACTTTAGGGAGTATATTATT DNA blanco
FAk gkkkk kk identidades absolutas

Si posB - posA < (n - 1) y también posB - posA > 0 entonces la
superposicion es idgual a (posA + n) — posB y el caso es el 4.

Este caso es altamente informativo, e idealmente mientras mayor

sea el numero de hibridaciones positivas de este tipo mayor seria

la probabilidad de reconstrucciones exitosas.

Caso 5. Existe superposicion de n posiciones, e.g.:

TGTGGATG sonda

TGTAGAGG sonda
TTAGACATGTGGAGGAATATGCA DNA blanco

Fhk Ak ok identidades absolutas

Si posB - posA < (n - 1) y también if posB - posA = 0 entonces la

superposicion es igual a n y el caso es el 5.



4.6. RECONSTRUCCION DE SECUENCIAS A PARTIR DE LA
IDENTIDAD ENTRE LOS PREFIJOS Y LOS SUFIJOS OBTENIDOS DE

LAS SONDAS QUE HIBRIDARON

4.6.1. PREFIJOS Y SUFI1JOS

Con los resultados desordenados del patron de VHX (seccidon 4.5.1)
como entrada, se implementd una rutina que obtuvo de las sondas
todos los prefijos y sufijos posibles con longitudes desde 2

hasta 7 posiciones (las sondas son 8-mer).

4.6.2. COMPARACION ENTRE PREFIJOS Y SUF1JOS

Con el uso de dos variantes esencialmente idénticas de una rutina,
se efectu6 una tarea relevantisima para la reconstruccion:
primero se encontraron identidades al comparar todos y cada uno
de los prefijos con todos Hlos sufijos, y posteriormente se
encontraron las identidades al comparar todos y cada uno de los

sufijos con todos los prefijos.
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4.6.3. RECONSTRUCCION DE SECUENCIAS

A partir del analisis de los resultados obtenidos con el DNA
blanco y las sondas modelo se desarrollaron otros dos
procedimientos cuyo objetivo comun fue reconstruir las secuencias
de los DNA blancos, esto empleando como entrada las listas de
identidades generadas por las rutinas descritas en la seccidn
4.6.2. El primero de ellos emple6 como inicio para la
reconstruccion todas y cada una de las sondas presentes en la
lista de identidades entre prefijos y sufijos, lo cual produjo un
numero de reconstrucciones 1igual al numero de sondas en el
listado. El segundo procedimiento efectué 1o mismo que el
anterior, pero usando las identidades entre sufijos y prefijos.
Esto también generd una cantidad de reconstrucciones igual al
numero de sondas en el listado. Las secuencias reconstruidas
aparecen en pantalla, junto con las sondas que, a pesar de
aparecer en el listado de identidades que se us6, no fueron
empleadas en la reconstruccion.

La ruta general del algoritmo de reconstruccién puede

representarse con el diagrama de flujo de la figura 5.

- 32 -



EMPLEAR SONDAS DE LA LISTA DE
IDENTIDADES

v

DESDE LA PRIMERA A LA ULTIMA
UTILIZARLAS COMO INICIO DE UNA
RECONSTRUCCION

v

DESPLAZARSE DE SONDAS
1ZQUIERDAS A DERECHAS EN EL
MISMO RENGLON PARA IR
ENSAMBLANDO

v

DE LAS DERECHAS IR A LAS
1ZQUIERDAS IDENTICAS

\

REPETIR LOS DOS PASOS
ANTERIORES HASTA QUE SE USEN
TODAS LAS SONDAS DE LA LISTA O
SE REPITAN UN NUMERO DE VECES
IGUAL AL DE TODAS LAS SONDAS

\

ESCRIBIR LAS RECONSTRUCCIONES

Fig. 5. Diagrama de flujo de la rutina que devino en la reconstruccién de
secuencias. Las rutinas de la seccidon 4.6.2 generan listas de identidades
entre afijos (prefijos y sufijos). Todas y cada una de las sondas en estas
listas fungieron como inicio de una secuencia reconstruida. El algoritmo de
reconstruccion funciona a partir de que la sonda de inicio continlda con la
siguiente en Tfuncién del afijo idéntico compartido. Posteriormente esta
segunda sonda se busca y encuentra en la columna de donde provino la primera,
continuandose la reconstruccion empleando la secuencia de la sonda con la que
comparte un afijo idéntico. Esta rutina se repite un numero de veces igual al
del numero total de sondas que hay en las listas de afijos idénticos.
Finalmente cada secuencia reconstruida es escrita en pantalla, junto con las
secuencias de las sondas no empleadas en dicha reconstruccion.



Debe recalcarse que la implementacion de las rutinas de
reconstruccion fue facilitada enormemente por el disefio del DNA

blanco y las sondas modelo.

4.6.4. EVALUACION DE SECUENCIAS RECOSNTRUIDAS

Para evaluar el funcionamiento del algoritmo de reconstruccion se
emplearon primero el DNA blanco y las sondas modelo.
Posteriormente se usaron como ejemplos reales dos DNA blancos de
HPV, el primero 245 nt (sin redundancia en las sefiales de VH) y
el segundo 1,000 nt (redundante en las sefiales de VH), junto con
el conjunto de 511 sondas 8-mer. En Qlos <casos de las
reconstrucciones de las secuencias provenientes de HPV, Tfueron

elaboradas a partir del anafisis de una sola cadena.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Téngase en cuenta lo mencionado en la seccidn 4.5.

5.1. VHX

Algo iIndispensable para abordar la reconstruccidén de secuencias,
fue evaluar previamente la cobertura y la superposicion de las
sondas que resultaron de efectuar la VHX.

Al emplear el procedimiento de VHX (4.5.1) se obtuvieron
archivos de texto con tablas de tres columnas, en ellas se
muestran: las secuencias de las sondas que son similares al DNA
blanco en al menos 87.5%; la posicion del DNA blanco en donde se
inicia esta similitud; y el porcentaje de identidad (87.5 o 100%).
La figura 6 presenta como ejemplo de este tipo de tablas, la

obtenida para el DNA blanco y las sondas modelo (secciones 4.2 y

4.3).

Secuencia Posicion identidad
G -3 o)
AGGCTACG 13 100.0
ATCAGTTC 33 100.0
TGGAAGCC 21 100.0
ACTCTTTA 1 100.0
GCTAATCA 29 100.0
CTCAAGGC 9 100.0
GTTCATAC 37 100.0
TACGTGGA 17 100.0
TTTACTCA 5 100.0
AGCCGCTA 25 100.0

Fig. 6. Texto del archivo resultante de la rutina de VHX al utilizar el DNA

blanco y las sondas modelo. Las columnas de izquierda a derecha muestran la
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secuencia de la sonda que hibridé, la posicion del DNA blanco donde lo hizo, y
el porcentaje de identidad entre la sonda y la sub-secuencia del DNA blanco

con la que hibrido.

Como puede observarse las caracteristicas del DNA blanco
hipotético permitieron hibridaciones virtuales perfectas (100% de
identidad) con todas y cada una de las sondas modelo. Al emplear
las secuencias de HPV las tablas resultantes permitieron observar,
en primera instancia, que no todas las sondas 8-mer dieron sefal,
y que en casos donde la hubo, la hibridacion fue imperfecta. Esto
se ejemplifica en la figura 7 con el uso de un DNA blanco de 71

nt, cuya secuencia también se anota.

TGTACATGAACTAGAGTAAACCTTTTTTATACAGTGTGTGGTGACGTTTAGTTATATATAATGAAACCTAG

Secuencia Posicioén identidad

G -39 €D
GACCTTTT 19 87.5
ATAAATAA 54 87.5
GTATGGTG 36 87.5
ATGTAATG 56 87.5
AGTGATAT 50 87.5
GTTATACA 26 87.5
GTTATACA 51 87.5

Fig. 7. Texto del archivo resultante de la rutina de VHX al utilizar un DNA
blanco 71 nt de HPV y el conjunto de 511 sondas 8-mer. Las columnas de
izquierda a derecha muestran la secuencia de la sonda que hibridé, la posicién
del DNA blanco donde lo hizo, y el porcentaje de identidad entre la sonda y la

sub-secuencia del DNA blanco con la que hibridé.

5.2. ORDENAMIENTO DE LOS RESULTADOS DE LA VHX

Con la finalidad de facilitar la comprension de los resultados de

la VHX, asi como la implementacion posterior del algoritmo que
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efectuaria el analisis de cobertura y superposicion, las tablas

de VHX fueron ordenadas en funcion de la posicion del DNA blanco

en que cada sonda fue i1déntica al menos 87.5% a la secuencia de

éste.

La figura 8 muestra el ordenamiento antes explicado para el

DNA blanco y las sondas modelo.

Secuencia Posicioén identidad

G -39 €D

ACTCTTTA 1 100.0
TTTACTCA 5 100.0
CTCAAGGC 9 100.0
AGGCTACG 13 100.0
TACGTGGA 17 100.0
TGGAAGCC 21 100.0
AGCCGCTA 25 100.0
GCTAATCA 29 100.0
ATCAGTTC 33 100.0
GTTCATAC 37 100.0

Fig. 8. Texto del archivo resultante de la VHX ordenada al utilizar el DNA

blanco y las sondas modelo. Las columnas de izquierda a derecha muestran la

secuencia de la sonda que hibridé, la posiciéon del DNA blanco donde lo hizo, y

el porcentaje de identidad entre la sonda y la sub-secuencia del DNA blanco

con la que hibridé.

5.3. ANALISIS DE COBERTURA Y SUPERPOSICION

La rutina implementada para analizar superposicion y cobertura,

generd una pantalla que indica el numero de bases cubiertas en

relacion al numero total de bases del DNA blanco,

la frecuencia

de cada caso de superposicidon (mencionados en la secciéon 4.4.2),

el numero total de sefiales (hibridaciones) y el numero de sondas

diferentes que hibridan. La figura 9 muestra una reproduccioén del



texto de la pantalla obtenida para el DNA blanco y las sondas
modelo.

La importancia de conocer la cobertura estribo
indirectamente en la posibilidad de afirmar o negar la capacidad
del conjunto de 511 sondas para generar reconstrucciones

completas del DNA blanco.

Se cubrieron 44 bases de un total de 44

Sondas en el Caso 1 =0
Sondas en el Caso 2 = 0
Sondas en el Caso 3 = 0
Sondas en el Caso 4 = 10
Sondas en el Caso 5 =0

ElI total de hibridaciones fue 10

El nimero de sondas diferentes que hibridan es 10

Fig. 9. Texto de la pantalla que resulta de utilizar la rutina para analizar
superposiciéon y cobertura a partir de la VHX del DNA blanco y las sondas
modelo.

El disefio del DNA blanco y las sondas modelo permitio
observar una cobertura total, asi como todas las superposiciones
en el caso considerado como 1ideal para una reconstruccion
facilitada y confiable.

La figura 10 muestra los resultados de superposiciéon y
cobertura para el DNA blanco de 71 nt (anotado anteriormente) que
se hibridé virtualmente con el conjunto de 511 sondas 8-mer antes
mencionado. Obsérvese que se presentan casos no ideales para la

reconstruccion.
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Se cubrieron 37 bases de un total de 71

Sondas en el Caso
Sondas en el Caso
Sondas en el Caso
Sondas en el Caso
Sondas en el Caso

G WOWNPE
o mmn
OWrOoOWw

El total de hibridaciones fue 7

El numero de sondas diferentes que hibridan es 6

Fig. 10. Texto de la pantalla que resulta de utilizar la rutina para analizar
superposicion y cobertura con un DNA blanco 71-mer de HPV y el conjunto de 511

sondas 8-mer.

Como pudo observarse para el caso del DNA blanco 71-mer, y
la mayoria del resto de las 68 secuencias de HPV, la cobertura
parcial vaticinaba, en caso de poder obtenerlas, reconstrucciones
también parciales.

Para poder hacer una interpretaciéon del analisis de
cobertura y superposicion, se elaboraron las graficas presentadas
en las figuras 11, 12, y 13. Para la primera fueron empleados los
resultados obtenidos con las 68 secuencias de HPV y el conjunto
de sondas 8-mer. Con las dos restantes se usaron los resultados
de las primeras 60 secuencias de HPV (con un rango de longitud de
50 a los 1,000 nt) y el conjunto de sondas 8-mer.

En primera instancia la figura 11 permite observar que a
medida que la longitud del DNA blanco se incrementa, el
porcentaje en que es cubierto tiende a estabilizarse en
aproximadamente 80%, lo que confirmaba graficamente lo mencionado

respecto a que sOlo podrian esperarse reconstrucciones parciales



de los DNA blancos, esto usando para la VHX el conjunto de 511
sondas. En segunda instancia se observa que existe una relacion
lineal entre el tamano del DNA blanco y el numero de sefiales en
el caso ideal de superposicion (Caso 4), dato que parece
alentador, sin embargo debe considerarse que dicha relacién no
considera la “redundancia” en la aparicion de sondas, i.e., el

caso de que una misma sonda hibride positivamente en varias

regiones del DNA blanco.
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Fig. 11. Variacion del porcentaje cubierto del DNA blanco y del numero de
sondas que hibridaron en el caso de superposicion ideal (Caso 4) respecto a la
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longitud del DNA blanco. A medida que la longitud del DNA blanco se incrementa,
el porcentaje en que es cubierto con el conjunto de 511 sondas tiende a
estabilizarse en aproximadamente 80%, lo que confirma graficamente Ilo
mencionado respecto a que s6lo podrian esperarse reconstrucciones parciales de
los DNA blancos. Existe una relacioéon lineal entre el tamafio del DNA blanco y
el numero de sefiales de hibridacién en el caso de superposicion ideal (Caso 4),
dato que parece alentador, sin embargo debe considerarse que dicha relacion no
considera la redundancia en la aparicién de sondas

La figura 12 permite concluir que en la mayoria de los casos

es un hecho 1la redundancia de las sefales de hibridacion,

caracteristica que present0 un inconveniente reconstructivo que

el algoritmo de reconstruccion no podria manejar.
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Fig. 12. Variacion del numero total de sefiales de hibridaciéon y del ndmero de
sondas diferentes dentro de esas sefiales con respecto a la longitud del DNA
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blanco. Puede apreciarse que en la mayoria de los casos para cada DNA blanco
el numero total de sefiales de hibridacién implicaba redundancia variable en
las sondas.

La relacién entre el numero total de sefiales y el numero de
sondas diferentes que dan sefial se muestra graficamente en la
figura 13. La relacién en la mayoria de los casos nunca fue de
uno a uno, lo que representa la existencia de la redundancia

antes mencionada.

250

200

(o] 50 100 150 200
# totalde sefiales de hibridacibn

Fig. 13. Numero de sondas diferentes que dan sefial de hibridaciéon con respecto
al numero total de sefiales de hibridacion. La relacion en la mayoria de los
casos nunca fue de uno a uno, lo que representa la existencia de la
redundancia antes mencionada.
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Asi, extrapolando a las longitudes correspondientes de los
DNA blancos, pudo concluirse que tedricamente para elaborar una
posible reconstruccién de secuencias (a partir de los patrones de
VHX con las 511 sondas 8-mer) debieron involucrarse longitudes de

DNA blancos de hasta aproximadamente 1,000 nt.

5.4. PREFIJOS Y SUFI1J0OS

El' procedimiento que emplea como entrada los resultados
desordenados obtenidos de la rutina de VHX (4.5.1.), genera una
tabla con los siguientes datos (por columna de 1izquierda a
derecha): el numero de sonda de acuerdo a la posicion en la tabla
de resultados desordenados; la secuencia de la sonda; el prefijo

extraido de la sonda; el numero de prefijo o sufijo; y el sufijo
extraido de la sonda. La figura 14 presenta los resultados
obtenidos para el DNA blanco y las sondas modelo. La rutina
obtiene de cada una de las sondas 8-mer que hibridaron en la VHX,
seis diferentes prefijos y seis diferentes sufijos, los cuales

van desde 2 hasta 7-mer.

- 43 -



AGGCTACG AG 1 CG CTCAAGGC CT 31 GC
AGGCTACG AGG 2 ACG CTCAAGGC CTC 32 GGC
AGGCTACG AGGC 3 TACG CTCAAGGC CTCA 33 AGGC
AGGCTACG AGGCT 4 CTACG CTCAAGGC CTCAA 34 AAGGC
AGGCTACG AGGCTA 5 GCTACG CTCAAGGC CTCAAG 35 CAAGGC
AGGCTACG  AGGCTAC 6  GGCTACG CTCAAGGC  CTCAAGG 36  TCAAGGC
ATCAGTTC AT 7 TC GTTCATAC GT 37 AC
ATCAGTTC ATC 8 TTC GTTCATAC GTT 38 TAC
ATCAGTTC ATCA 9 GTTC GTTCATAC GTTC 39 ATAC
ATCAGTTC ATCAG 10 AGTTC GTTCATAC GTTCA 40 CATAC

ATCAGTTC ATCAGT 11 CAGTTC
ATCAGTTC  ATCAGTT 12 TCAGTTC

GTTCATAC GTTCAT 41 TCATAC
GTTCATAC  GTTCATA 42 TTCATAC

TGGAAGCC TG 13 cC TACGTGGA TA 43 GA
TGGAAGCC TGG 14 GCC TACGTGGA TAC 44 GGA
TGGAAGCC TGGA 15 AGCC TACGTGGA TACG 45 TGGA
TGGAAGCC TGGAA 16 AAGCC TACGTGGA TACGT 46 GTGGA
TGGAAGCC TGGAAG 17 GAAGCC TACGTGGA TACGTG 47 CGTGGA
TGGAAGCC  TGGAAGC 18  GGAAGCC TACGTGGA  TACGTGG 48  ACGTGGA
ACTCTTTA AC 19 TA TTTACTCA TT 49 CA
ACTCTTTA ACT 20 TTA TTTACTCA TTT 50 TCA
ACTCTTTA ACTC 21 TTTA TTTACTCA TTTA 51 CTCA
ACTCTTTA ACTCT 22 CTTTA TTTACTCA TTTAC 52 ACTCA

ACTCTTTA ACTCTT 23 TCTTTA
ACTCTTTA  ACTCTTT 24  CTCTTTA

TTTACTCA TTTACT 53 TACTCA
TTTACTCA  TTTACTC 54  TTACTCA

OCOOOWOWOWOWOWOONNNNNNOODOOOOO OO

QOO OO BMDMBIMDMDMNOWWWWWNNNNNNRPRRPRERER

GCTAATCA GC 25 CA 10  AGCCGCTA AG 55 TA
GCTAATCA GCT 26 TCA 10  AGCCGCTA AGC 56 CTA
GCTAATCA GCTA 27 ATCA 10  AGCCGCTA AGCC 57 GCTA
GCTAATCA GCTAA 28 AATCA 10  AGCCGCTA AGCCG 58 CGCTA
GCTAATCA GCTAAT 29 TAATCA 10  AGCCGCTA AGCCGC 59 CCGCTA
GCTAATCA  GCTAATC 30 CTAATCA 10 AGCCGCTA  AGCCGCT 60  GCCGCTA

Fig. 14. Texto de la pantalla que resulta de utilizar la rutina para
extraccion de prefijos y sufijos después de realizar una VHX con el DNA blanco
y las sondas modelo. Se obtienen de cada una de las sondas 8-mer que
hibridaron seis diferentes prefijos y seis diferentes sufijos, los cuales van

desde 2 hasta 7-mer.

Las figuras 15 y 16 ejemplifican, en el caso del DNA blanco
y las sondas modelo, las tablas generadas al realizar la busqueda
de 1identidades entre prefijos y sufijos, y viceversa. Dichos
procedimientos se mencionaron en la seccién 4.6.1.

Las tablas ejemplificadas con la figura 15 obedecieron al
siguiente formato, en un mismo rengldén y de izquierda a derecha:
sonda que aporta el prefijo; numero de prefijo de acuerdo a la

posicion en la tabla de prefijos y sufijos; el prefijo; numero de
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sufijo idéntico de acuerdo a la posicion en la tabla de prefijos

y sufijos; y sonda que aporta el sufijo idéntico.

RESULTADOS DE LA BUSQUEDA DE INDENTIDAD ENTRE
PREFIJOS Y SUFI1JOS

AGGCTACG, Prefijo 3 AGGC => Sufijo(s) 33 CTCAAGGC,
ATCAGTTC, Prefijo 9 ATCA => Sufijo(s) 27 GCTAATCA,
TGGAAGCC, Prefijo 15 TGGA => Sufijo(s) 45 TACGTGGA,
ACTCTTTA, Prefijo 19 AC => Sufijo(s) 37 GTTCATAC,
GCTAATCA, Prefijo 25 GC  => Sufijo(s) 31 CTCAAGGC,
GCTAATCA, Prefijo 27 GCTA => Sufijo(s) 57 AGCCGCTA,
CTCAAGGC, Prefijo 33 CTCA => Sufijo(s) 51 TTTACTCA,
GTTCATAC, Prefijo 39 GTTC => Sufijo(s) 9 ATCAGTTC,
TACGTGGA, Prefijo 43 TA => Sufijo(s) 19 ACTCTTTA, 55 AGCCGCTA,
TACGTGGA, Prefijo 44 TAC => Sufijo(s) 38 GTTCATAC,
TACGTGGA, Prefijo 45 TACG => Sufijo(s) 3 AGGCTACG,
TTTACTCA, Prefijo 51 TTTA => Sufijo(s) 21 ACTCTTTA,
AGCCGCTA, Prefijo 57 AGCC => Sufijo(s) 15 TGGAAGCC,

Fig. 15. Tabla que vresulta de utilizar el procedimiento para buscar
identidades al comparar prefijos con sufijos. Obtenida con el DNA blanco y las
sondas modelo. En un mismo rengldén y de izquierda a derecha: secuencia de la
sonda que aporta el prefijo; numero de prefijo de acuerdo a la posicién en la
tabla de prefijos y sufijos; el prefijo; numero de sufijo idéntico de acuerdo
a la posicion en la tabla de prefijos y sufijos; y sonda que aporta el sufijo
idéntico. Obsérvese que en el noveno rengléon el prefijo de la sonda TACGTGGA
se identifico con el sufijo de dos diferentes sondas, esto implicaria una

bifurcaciéon en la reconstruccion.

La figura 16 muestra el siguiente formato en cada renglén de
izquierda a derecha: sonda que aporta el sufijo; numero de sufijo
de acuerdo a la posiciéon en la tabla de prefijos y sufijos; el
sufijo; numero de prefijo idéntico de acuerdo a la posicién en la
tabla de prefijos y sufijos; y sonda que aporta el prefijo

idéntico.



Fig. 16.

RESULTADOS DE LA BUSQUEDA DE INDENTIDAD ENTRE
SUFIJOS Y PREFI1JOS

AGGCTACG,
ATCAGTTC,
TGGAAGCC,
ACTCTTTA,
ACTCTTTA,
GCTAATCA,
CTCAAGGC,
CTCAAGGC,
GTTCATAC,
GTTCATAC,
TACGTGGA,
TTTACTCA,
AGCCGCTA,
AGCCGCTA,

Tabla

que

Sufijo
Sufijo
Sufijo
Sufijo
Sufijo
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Sufijo
Sufijo
Sufijo
Sufijo
Sufijo
Sufijo
Sufijo
Sufijo
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15
19
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TACG
GTTC
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TACGTGGA,
GTTCATAC,
AGCCGCTA,
TACGTGGA,
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GCTAATCA,

3 AGGCTACG,

19
44
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33
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27

ACTCTTTA,
TACGTGGA,
TGGAAGCC,
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identidades al comparar sufijos con prefijos. Obtenida con el DNA blanco y las
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5.5. RECONSTRUCCION Y EVALUACION DE SECUENCIAS

Desde hace 25 afios el uso de programas computacionales ha estado

asociado a

Messing 1982).

la reconstruccion de secuencias de DNA (Larson vy

Desde aquel
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(Sundquist et al. 2007), una gran cantidad de esos programas se
han “alimentado” con datos experimentales obtenidos a traveés del
método de secuenciacion aleatoria conocido como “shotgun”. Como
se comenté anteriormente, este método tan ampliamente utilizado
esta directamente involucrado en el alto grado de automatizacion
que posee actualmente la secuenciacidon, sin embargo esto no lo
hace iInfalible. En programas ensambladores para protocolos
“shotgun’ [PHRAP(http://www.phrap.org/phredphrapconsed.html) ; PCAP

(http://seg.cs.i1astate.edu) ; TIGR(http://www.tigr.org/software/ass
embler) ; CELERA(http://sourceforge.net/projects/wgs-assembler], no
hay solucion para el notorio “problema de los repetidos”
(secuencias repetidas consecutivas o0 no), el cual deberia
resolverse para poder hablar de ensamblajes completos y correctos
(Pevzner et al. 2001). Los programas mencionados supuestamente
ensamblan genomas completos, lo que es estrictamente imposible,
pues estan obviando el hecho de que hoy en dia no hay un solo
ensamblador libre de errores (entendiendo por errores aquellas
regiones de las secuencias de los DNA blancos que son
reconstruidas incorrectamente). En este sentido el algoritmo de
reconstruccion propuesto en este trabajo, difiere en principio
del origen de los datos que emplea, pues como se ha mencionado,
usa los obtenidos de una rutina de VHX. Ademas el ensamblaje es a
partir de fragmentos (las sondas que hibridaron) mucho mas

pequefios en longitud.
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Por otro lado con respecto a la SBH, se menciond que fue
propuesta como un método prometedor para leer secuencias de DNA
en poco tiempo (Bains y Smith 1988; Lysov et al. 1988; Southern
1988; Drmanac et al. 1989). No obstante, debido a dos tipos de
errores asociados con la hibridacién nucleotidica, la SBH ha sido
aplicada menos ampliamente de lo que sus creadores esperaban. Con
el primer tipo de error, se observa un conjunto muy pequefio de
sondas que hibridan, esto en funcién de lo que se esperaria por
la longitud de los DNA blancos. ElI segundo tipo de error implica
un conjunto demasiado grande de sondas que hibridan en funcidén de
lo que podria esperarse. El primero se conoce como falla negativa,
y el segundo como falla positiva. Estos errores se deben muy
probablemente a condiciones experimentales particulares, tales
como la temperatura de alineamiento, o la estructura de los DNA
blancos. Gracias a estos fallos es muy dificil ensamblar en un
correcto orden los fragmentos. En relacion a esto, y al caracter
de que la gran mayoria de los proyectos de SBH emplean todas las
secuencias posibles para sondas de un tamafio determinado, este
trabajo innovo porque en él uso de un conjunto especial de sondas,
el cual es una muestra del total posible. Es a partir de este
conjunto, de la simulaciéon iIn silico de su interaccion con los
DNA blancos, y del wuso del algoritmo combinatorio, dque se
pretendié reducir la influencia de las fallas de tipo negativo y

positivo. Existen programas como DNA-SPECTRUM (Belyi y Pevzner
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1997) que permiten analizar el poder de resolucion y los
parametros de la SBH, pero siempre desde la consideracidon de
conjuntos muy grandes de sondas.

Debido a su diseio el empleo de las rutinas de
reconstruccion con el DNA blanco y las sondas modelo, tuvieron un

funcionamiento y generacion de resultados ideales (Fig. 17).

B L s

Reconstruccion empleando las identidades entre "prefijos™ y "sufijos':
1> ACTCTTTACTCAAGGCTACG
ATCAGTTC, TGGAAGCC,GCTAATCA,GTTCATAC, TACGTGGA ,AGCCGCTA,

2> ACTCTTTACTCAAGGCTACGTGGAAGCCGCTAATCAGTTC
GTTCATAC,

3> ACTCTTTACTCAAGGCTACGTGGAAGCC
ATCAGTTC,GCTAATCA,GTTCATAC,AGCCGCTA,

4> GTTCATACTCTTTA
AGGCTACG,ATCAGTTC, TGGAAGCC ,GCTAATCA,CTCAAGGC , TACGTGGA, TTTACTCA ,AGCCGCTA,

>5 CTCAAGGCTAATCA
AGGCTACG,ATCAGTTC, TGGAAGCC ,ACTCTTTA,GTTCATAC, TACGTGGA, TTTACTCA,AGCCGCTA,

>6 ACTCTTTACTCAAGGCTACGTGGAAGCCGCTAATCA
ATCAGTTC,GTTCATAC,

>7 ACTCTTTACTCAAGGC
AGGCTACG,ATCAGTTC, TGGAAGCC,,GCTAATCA,GTTCATAC, TACGTGGA ,AGCCGCTA,

>8 ACTCTTTACTCAAGGCTACGTGGAAGCCGCTAATCAGTTCATAC
>9 GTTCATACTCTTTACGTGGA
AGGCTACG,ATCAGTTC, TGGAAGCC,GCTAATCA,CTCAAGGC, TTTACTCA,AGCCGCTA,

>10 AGCCGCTACGTGGA
AGGCTACG,ATCAGTTC, TGGAAGCC ,ACTCTTTA,GCTAATCA,CTCAAGGC,GTTCATAC, TTTACTCA,

>11 GTTCATACGTGGA
AGGCTACG,ATCAGTTC, TGGAAGCC ,ACTCTTTA,GCTAATCA,CTCAAGGC, TTTACTCA ,AGCCGCTA,

>12 ACTCTTTACTCAAGGCTACGTGGA
ATCAGTTC, TGGAAGCC,GCTAATCA,GTTCATAC,AGCCGCTA,

>13 ACTCTTTACTCA
AGGCTACG,ATCAGTTC, TGGAAGCC,GCTAATCA,CTCAAGGC,GTTCATAC, TACGTGGA ,AGCCGCTA,



>14 ACTCTTTACTCAAGGCTACGTGGAAGCCGCTA

ATCAGTTC,GCTAATCA,GTTCATAC,

B i X

Reconstruccion empleando las identidades entre "sufijos" y "prefijos":

>1

>2

>3

>4

>5

>6

>7

>8

>9

>10

>11

>12

>13

>14

AGGCTACGTGGAAGCCGCTAATCAGTTCATAC
ACTCTTTA,CTCAAGGC, TTTACTCA,

ATCAGTTCATAC
AGGCTACG, TGGAAGCC ,ACTCTTTA,GCTAATCA, CTCAAGGC, TACGTGGA, TTTACTCA,AGCCGCTA,

TGGAAGCCGCTAATCAGTTCATAC
AGGCTACG,ACTCTTTA,CTCAAGGC, TACGTGGA, TTTACTCA,

ACTCTTTACGTGGA
AGGCTACG,ATCAGTTC, TGGAAGCC ,GCTAATCA,CTCAAGGC,,GTTCATAC, TTTACTCA ,AGCCGCTA,

ACTCTTTACTCAAGGCTACGTGGAAGCCGCTAATCAGTTCATAC
GCTAATCAGTTCATAC
AGGCTACG, TGGAAGCC ,ACTCTTTA,CTCAAGGC, TACGTGGA, TTTACTCA,AGCCGCTA,

CTCAAGGCTAATCA
AGGCTACG,ATCAGTTC, TGGAAGCC ,ACTCTTTA,GTTCATAC, TACGTGGA, TTTACTCA,AGCCGCTA,

CTCAAGGCTACGTGGAAGCCGCTAATCAGTTCATAC
ACTCTTTA,TTTACTCA,

GTTCATACTCTTTACGTGGA
AGGCTACG,ATCAGTTC, TGGAAGCC,GCTAATCA,CTCAAGGC, TTTACTCA,AGCCGCTA,

GTTCATACGTGGA
AGGCTACG,ATCAGTTC, TGGAAGCC ,ACTCTTTA,GCTAATCA,CTCAAGGC, TTTACTCA ,AGCCGCTA,

TACGTGGAAGCCGCTAATCAGTTCATAC
AGGCTACG,ACTCTTTA,CTCAAGGC, TTTACTCA,

TTTACTCAAGGCTACGTGGAAGCCGCTAATCAGTTCATAC
ACTCTTTA,

AGCCGCTACGTGGA
AGGCTACG,ATCAGTTC, TGGAAGCC ,ACTCTTTA,GCTAATCA,CTCAAGGC,GTTCATAC, TTTACTCA,

AGCCGCTAATCAGTTCATAC
AGGCTACG, TGGAAGCC ,ACTCTTTA,CTCAAGGC, TACGTGGA, TTTACTCA,

Fig. 17. Texto de la pantalla que resulta de utilizar las rutinas para
reconstruccion de secuencias alternativas. Usando el DNA blanco y las sondas
modelo. Se muestran las secuencias alternativas que reconstruyé el programa.

Debajo de cada una estan las sondas no empleadas en cada reconstruccion.
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La salida de las rutinas de reconstrucciéon mostradas obedece
al siguiente formato:

1) En primera instancia y con el encabezado - Reconstruccion
empleando las identidades entre '"prefijos"” y "sufijos'":- estéan
todas las reconstrucciones hechas a partir de los resultados de
tablas como la ejemplificada con la figura 15, debajo de cada
secuencia reconstruida se 1indican las sondas que no fueron
empleadas en la reconstrucciéon. En el caso del DNA blanco modelo,
fueron catorce diferentes reconstrucciones, un numero igual al de
las sondas cuyos sufijos tuvieron identidad con algun prefijo
(Fig. 15). Obsérvese con atencion que en este caso la
reconstruccién en la octava posiciéon es aquella que empledé todas
las sondas que aportaron prefijos. Cabe sefialar que una
reconstruccion ideal deberia emplear todas Qlas sondas que
hibridaron positivamente, por lo que mientras el numero de sondas
no empleadas en la reconstruccion se aproximara mas a cero, la
asignacion de mayor confiabilidad seria para las reconstrucciones
con dicho caracter.

Una de las reconstrucciones de la secuencia del DNA blanco
modelo se esquematiza con la figura 18, donde puede apreciarse
como a partir de la secuencia de la octava sonda mostrada en la
figura 15 (GTTCATAC), son usadas las i1dentidades entre prefijos y

sufijos hasta alcanzar la reconstruccién total del DNA blanco.
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También vale la pena destacar que las ramificaciones en la
reconstruccion resultantes de sondas cuyo afijo aportado se
identifica con el afijo de dos o mas sondas diferentes, fue un
factor no considerado en el algoritmo reconstructivo implementado

en este trabajo.

ACTCTTTACTCAAGGCTACGTGGAAGCCGCTAATCAGTTCATAC DNA blanco modelo

GTTCATAC
ATCAGTTC
GCTAATCA
AGCCGCTA
TGGAAGCC
TACGTGGA
AGGCTACG
CTCAAGGC
TTTACTCA
ACTCTTTA

Fig. 18. Esquema de la reconstruccion del DNA blanco modelo teniendo como
inicio la octava sonda de 1la figura 15 (GTTCATAC). Obsérvese que la

reconstruccion fue a partir de las identidades de prefijos con sufijos.

2) En segundo lugar y con el encabezado -Reconstrucciodn
empleando las i1dentidades entre "sufijos™ y "prefijos':- aparecen
las reconstrucciones elaboradas con los datos de la tabla que se
muestra en la figura 16. También debajo de cada secuencia
reconstruida se indican las sondas que no Tfueron empleadas en
cada reconstruccion. Fueron catorce reconstrucciones, al igual
que el numero de sondas cuyos prefijos tuvieron identidad con
algun sufijo. En este caso la quinta reconstruccion fue la ideal,

ello a partir del criterio de evaluacion mencionado anteriormente

(Fig. 19).



ACTCTTTACTCAAGGCTACGTGGAAGCCGCTAATCAGTTCATAC DNA blanco modelo

ACTCTTTA
TTTACTCA
CTCAAGGC
AGGCTACG
TACGTGGA
TGGAAGCC
AGCCGCTA
GCTAATCA
ATCAGTTC
GTTCATAC

Fig. 19. Esquema de la reconstruccién del DNA blanco modelo teniendo como
inicio la quinta sonda de 1la figura 16 (ACTCTTTA). Obsérvese que la
reconstruccion fue a partir de las identidades de sufijos con prefijos.

Con el DNA blanco de 245 nt, a pesar de conocer de antemano
que las sondas que hibridaron no eran redundantes (criterio por
el que fue seleccionado para analizar la reconstruccidn bajo esta
consideracion), se generaron 136 reconstrucciones parciales
posibles a partir de la busqueda de identidad entre prefijos y
sufijos, y un numero igual de reconstrucciones parciales posibles
empleando la busqueda de identidad entre sufijos y prefijos. Fue
abundante la presencia de reconstrucciones estructuradas a partir
de la repeticion multiple de sub-secuencias (“loops?).

Para el DNA blanco de 1,000 nt proveniente de HPV, empleando
la tabla de identidad entre prefijos y sufijos, el numero de
reconstrucciones posibles fue de 3,459. Con el uso de Ilas
identidades entre sufijos Yy prefijos el nuamero de
reconstrucciones posibles fue igual al mencionado. En este caso
también fueron excesivamente abundantes las reconstrucciones
estructuradas a partir de la repeticion mualtiple de sub-

secuencias.
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6. CONCLUSIONES

Las siguientes conclusiones son vertidas a la luz del éxito que
para este trabajo representé el analisis de cobertura vy
superposicion, tanto del DNA blanco y las sondas modelo, como de
las 68 secuencias de HPV (una sola cadena) y el conjunto de 511
sondas 8-mer.

El algoritmo de reconstrucciéon que fue implementado usando
como referente la VHX del DNA blanco y las sondas modelo, generé
una reconstruccion completa de aquél. Claro esta que éstos fueron
ideales en cuanto a la cobertura, los casos de superposicion y la
redundancia, pues su disefio obedecidé a una simplificacién en aras
de facilitar la escritura del algoritmo de reconstruccion.

ElI' algoritmo permitié reconstruir sin ambiguedad la
secuencia del DNA blanco i1deal debido en primera instancia a que
las superposiciéon de las sondas modelo fue de tipo ideal, i.e.,
constante en el numero de posiciones superpuestas, y mas de una
posicion superpuesta (caso 4). En el caso de los DNA blancos de
HPV la superposicion era variable en cuanto el numero de
posiciones superpuestas, ademas de que en muchas ocasiones los
casos mas numerosos eran de los tipos no ideales (casos 1, 2, 3,
o 5).

En el caso del DNA blanco modelo la superposicién que

hicieron las sondas modelo fue total, factor que permitid una
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reconstrucciéon completa de la secuencia. Por otro lado el
analisis de cobertura de las 68 secuencias de HPV empleando el
conjunto de 511 sondas 8-mer, evidencié que dichas sondas al
hibridar (con la permisividad de un apareamiento imperfecto) soélo
realizaban coberturas parciales de los DNA blancos, 1o que
implicaba que en caso de poder obtenerse reconstrucciones
confiables, éstas siempre serian parciales.

La ausencia de redundancia en la hibridacién de las sondas
modelo fue otro caracter que facilitdé la reconstruccion ideal del
DNA blanco modelo. La redundancia de sefiales de hibridacion no es
por si misma un artificio, pues ocurre frecuentemente que una
sub-secuencia (en este caso representada por una sonda) se repita
a lo largo de la secuencia de un DNA blanco. No obstante, en el
caso del disefio del algoritmo esto implicé una consideracidon que
no fue posible tener en cuenta.

Entre y dentro de muchas de las reconstrucciones se
observaron sub-secuencias repetidas, en principio porque como
punto de inicio llegé a emplearse una misma sonda, debido a que
en los listados de identidades ésta aportaba mads de un afijo
(prefijo o sufijo segun Hla tabla comparativa empleada). En
segunda iInstancia, Yy es sumamente importante sefalarlo, fue
abundante la presencia de reconstrucciones estructuradas a partir
de la repeticiéon maltiple de sub-secuencias. La explicacion de

esta repeticion la encontramos en sondas donde el prefijo y el
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sufijo de una misma son idénticos, e.g. CTACACTA. Este tipo de
sondas ocasionaron que el algoritmo de reconstruccion entrara en
ciclos que ocasionaron reconstrucciones con una sola sub-
secuencia repetida muchas veces. Los posibles conjuntos de sondas
que se empleen en el futuro deberan carecer de esta
caracteristica en su secuencia.

El algoritmo que se implementé generd un gran numero de
reconstrucciones para las secuencias de HPV. Este gran numero
incluye un exceso de reconstrucciones estructuradas a partir de
la repeticion multiple de sub-secuencias ocasionadas por la acusa
anteriormente expuesta. El proceso de inclusidén reiterada de una
sub-secuencia se repetia hasta un numero igual al del total de
secuencias en los listados de 1identidades. Sin embargo, aun
obviando estas reconstrucciones, el numero sigue siendo muy
elevado, ademas de que pudo observarse que las reconstrucciones
restantes son muy pequefias en relacion a la longitud total de las
secuencias que se pretendian reconstruir. Existen dos
explicaciones para esto, en primer lugar el algoritmo de
reconstruccién no permite seguir todos los posibles trayectos de
reconstruccion, y en segundo lugar so6lo considera superposiciones
perfectas, lo que dejo excluidas superposiciones imperfectas que
pudieron formar parte de reconstrucciones de mayor longitud y

confiabilidad.
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Existen algoritmos recursivos que permitirian seguir todos y
cada uno de los trayectos de reconstruccion para un listado de
identidades determinado. Sin embargo, la cantidad de
reconstrucciones posibles creceria en numero exponencialmente, lo
que ahondaria el problema para discriminar entre todas y llegar a
la original.

Resulta iImportante reiterar que este proyecto pretendid ser
s6lo una evaluacion tedrica de una SBH con el uso de un grupo de
sondas. No fueron hechas consideraciones experimentales
relevantisimas en una hibridacion real, pues por motivos de
simplificacion serian abordadas posteriormente en caso de que
este proyecto resultara en reconstrucciones parciales al menos
confiables.

Hasta el momento se han recapitulado las dificultades
asociadas con la reconstruccion que efectu6 el algoritmo
implementado en esta Investigacidon, pero a continuaciéon se
indican a manera de perspectivas, propuestas que podrian redundar

en resultados reconstructivos mucho mas especificos y confiables.

- 57 -



7. PERSPECTIVAS

El disefio de otros conjuntos de sondas con caracteristicas de
longitud y composicion diferentes, probablemente generaria
resultados de VH que complementarian los obtenidos en este
estudio con el conjunto de 511 sondas 8-mer. LOS nuevos conjuntos
podrian cubrir las regiones descubiertas por el conjunto
mencionado, lo que en principio eliminaria el perjuicio de la
cobertura parcial. También podrian buscarse consensos generados
por el alineamiento de las reconstrucciones provenientes de
diferentes VHX. Una posibilidad mads para incrementar el
porcentaje de cobertura, seria efectuar la hibridacién con la
otra cadena de los DNA blancos.

Otro enfoque que abatiria en cierta medida los problemas
seflalados anteriormente, seria mejorar el algoritmo de
reconstruccion de manera que puedan incluirse en las
reconstrucciones las 1i1dentidades producidas por superposiciones
imperfectas. Otra mejora seria disefar subrutinas que
discriminaran las secuencias formadas la insercion ciclica de
sub-secuencias, y permitieran s6lo la consideracion del resto.

Como se menciond antes una de las limitaciones mas severas
de la SBH, ademas de las secuencias repetidas, ha sido que cuando
el estudio experimental se hace con un conjunto de sondas con

todas las secuencias posibles de una misma longitud, estas tienen
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un espectro muy amplio de T,. Por ejemplo, para sondas 8-mer se

podria estimar que desde 2 X 8 16 (para sondas que solo

contengan A y T) hasta 4 X 8 32 (para sondas formadas
exclusivamente por G y C) estaria ubicado el rango de T,., i.e.,
16°C de variacion (32 — 16). Y debido a que para lograr que
hibriden las sondas con menor T, se debe 1incubar a una
temperatura menor (al menos en 3°C) a la de su T,, en tales
condiciones las sondas con alto valor de T, forman hibridos
imperfectos, 1o que genera alternativas de reconstruccidon que
crecen erroéneamente por cada imperfeccidéon permitida. Por todo lo
anterior, se propone que otra posibilidad de mejoria en las
reconstrucciones Qla daran los resultados de hibridaciones
virtuales con restricciones termodinamicas, dque ademas usen
conjuntos especiales de sondas cuyos rangos de T, sean estrechos,
lo que implicaria una aproximacidon mas estrecha con al contexto
experimental de la SBH.

Recientemente se han realizado investigaciones asociadas con
los parametros termodinadmicos que sustentan la VH (Romero-
Hernandez et al. 2007), lo que inminentemente enrigquecera esta
herramienta. En este sentido pueden vislumbrarse elementos extra
muy iImportantes para el mejoramiento de los resultados obtenidos
durante este proyecto.

Vale la pena destacar que un importante uso que podra darse

a la rutina que analiza cobertura, es en el contexto de la
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obtencion de la huella genémica como método para identificacion
de especies. Su utilizacion para conocer las capacidades de
cobertura de un genoma empleando un conjunto de sondas (las que
formarian parte del arreglo que pretendiera detectar la huella
gendémica), representaria posibilidades de mejorar el disefio de

los prospectos para la identificacion.
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