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Introduccion

A partir de una secuencia de ADN se pueden calcular una serie de propiedades
composicionales que a veces nos pueden facilitar informacién acerca de su
contenido, posibles funciones y su organismo portador. El ejemplo clasico es la

busqueda del origen de replicacion en bacterias. Se recomienda la lectura de este

capitulo: https://www.bioinformaticsalgorithms.org/bicinformatics-chapter-1

El contenido en G+C de una secuencia es simplemente la fraccion de guaninas y
citosinas sobre el total de las 4 bases (en ausencia de bases ambiguas, este
numero es idéntico a la longitud de la secuencia). Su analisis a lo largo de la

secuencia nos puede dar una idea donde se localizan promotores y exones,
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https://www.bioinformaticsalgorithms.org/bioinformatics-chapter-1

regiones que se suelen caracterizar por destacar en su contenido en G+C sobre su

entorno.

Sin embargo, aun mas informativo es la frecuencia de los dinucleétidos. En
mamiferos existen metiltransferasas que metilan las citosinas en un contexto CpG.
Una citosina metilada desamina espontaneamente hacia timina, y no hacia uracilo
como una citosina nometilada. Por ello, la metilacién es el principal causante de
mutaciones puntuales y cerca de dos tercios de todos los SNPs en la poblacién
humana se encuentran en el contexto CpG. La metilacion de citosinas por lo tanto
causa la pérdida evolutiva de dinucledtidos CpG y en una secuencia tipica de un
mamifero se detectan solamente la quinta parte de los CpGs esperados. Por lo
tanto, solamente mediante un analisis de las frecuencias de dinucleétidos podemos

determinar si la secuencia andénima proviene de un mamifero o no.

Ejercicios paso por paso
Para el analisis composicional, disponemos de una serie de programas de EMBOSS

instalados en el servidor de docencia. Para hacer los ejercicios que vienen a

continuacion, nos conectamos primero con el servidor (véase tema 2).

Determinar la longitud y el contenido global en G+C (%GC)

El programa que vamos a usar se llama infoseq.

Podemos lanzar el programa escribiendo en linea de comando:
infoseqg --help

Buscamos el inicio de la salida y observamos lo siguiente:


http://bioinfo2.ugr.es/biocomputacion/ejercicios-linux/
http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/help/infoseq

El unico parametro obligatorio es la secuencia de entrada. Vamos a analizar una secuencia

con los parametros por defecto:

Descargamos la secuencia de ejemplo: sec29 (es conveniente hacer una carpeta para este
tema y guardar la secuencia dentro de esta carpeta). Después de descargar la secuencia

veremos algo parecido si lanzamos:

1ls -1la

Lanzamos el infoseq con la secuencia de entrada (OJO, la siguiente linea de comando se
basa en rutas relativas, es decir solo funcionara si estamos dentro de la carpeta que

contiene la secuencia cuando lanzamos la orden)

infoseq -sequence seg29.txt

Deberiamos observar la siguiente salida. La primera linea es el encabezado y la segunda
nos muestra los valores.


http://bioinfo2.ugr.es/biocomputacion/wp-content/uploads/2017/09/sec29.txt
https://es.wikipedia.org/wiki/Ruta_(inform%C3%A1tica)

La salida usa tabuladores, y por eso las columnas se pueden desplazar en comparacion con

el encabezado. En este caso podemos ver los valores que toman la longitud y el %G+C

e Length: 2278171
o %GC :36.45

Practicar mas

e Redireccionar la salida a un fichero (o con la opcién -outfile o mediante el operador
>). En este apartado se especifica mas acerca la redirecciones
e Copiar el fichero del resultado al ordenador del estudiante

e Abrir el fichero con excel

Analizar la variacion espacial del %GC a lo largo de una
secuencia

Para calcular el %GC a lo largo de una secuencia vamos a emplear un método de ventana
deslizante (o ventana movil).

Los métodos de ventana deslizante (sliding window) consiste en los siguientes pasos

1. Posicionar un puntero en la secuencia

2. Extraer una subsecuencia de tamafio N desde |a posicidén actual. N es el tamafio de la ventana.

3. Ejecutar una operacion sobre esta subsecuencia (como por ejemplo calcular el %G+C) y guardar tanto la
posicion como el valor

4. Desplazar el puntero M posiciones. M es el tamafio del paso. Valores frecuentes son 1 o poner M igual que N
(tamario de la ventana)

5. Reiniciar en el punto 2 hasta llegar al final de la secuencia

Para ilustrar este método vamos a considerar la siguiente secuencia. Calculamos el %G+G en ventanas de longitud
10y paso 10

ACGCAGACTAGGCATCCCCGATTACAARATCGGTTAGCCTCTGGGACCAGACTTACGACGCTG

ACGCAGACTAGGCATCCCCGATTACAAAATCGGTTAGCCTCTGGGACCAGACTTACGACGCTG Posicién 5G+C
1 50

ACGCAGACTAGGCATCCCCGATTACAAAATCGGTTAGCCTCTGGGACCAGACTTACGACGCTG 11 80
21 10

ACGCAGACTAGGCATCCCCGATTACAAAATCGGTTAGCCTCTGGGACCAGACTTACGACGCTG ii Sg
51 50

ACGCAGACTAGGCATCCCCGATTACARAATCGGTTAGCCTCTGGGACCAGACTTACGACGCTG
ACGCAGACTAGGCATCCCCGATTACAAAATCGGTTAGCCTCTGGGACCAGRCTTACGACGETG

El programa freak implementa un algoritmo como se explicd en el grafico anterior. Nos
permite analizar el contenido en G+C (%GC) a lo largo de una secuencia o mas en general,
cualquier combinacion de letras en una secuencia simbdlica.

Lanzamos el programa:


http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/help/freak

freak -help

En la ayuda podemos ver los parametros implementados:

-seqall : el fichero de entrada

-letters : una cadena de caracteres que define los nucleétidos que se van a usar en
el analisis. En nuestro caso estamos interesados un G+C asi que usaremos el valor por
defecto ‘gc’

-step : el tamano del salto (véase ilustracion)

-window : el tamano de la ventana (véase ilustracién)

Ejercicio:

e Descargar la secuencia del MHC humano (cromosoma 6) y la del genoma del
Thermus thermophilus HB8 (NC_006461.1)
e Lanzar el freak con valores por defecto para la secuencia del MHC

freak -segall MHC LH clean.txt -step 100 -window 100 -letters gc
-outfile MHC.freak

100 -outfile MHC.freak

gc —outfile MHC.freak



http://bioinfo2.ugr.es/biocomputacion/wp-content/uploads/2017/09/MHC_LH_clean.txt

Si visualizamos el contenido
con more

more MHC. freak

Observamos que la salida es
como explicamos en la
ilustracion arriba. Para cada
posicion de la ventana
(primera columna) obtenemos
el valor del G+C (expresado
como fraccién y no como
porcentaje en este caso)

Para obtener una visualizacion de estos resultados podemos o descargar los datos y
representarlos graficamente o usamos una opcién del freak para crear directamente un
grafico.

freak -segall MHC LH clean.txt -step 100 -window 100 -letters gc
-outfile MHC.pdf -graph pdf -plot

El programa crea el fichero freak.pdf (no MHC.pdf como especificamos en la linea de
comando (se trata de un pequeno ‘bug’ del programa). Para recordar que freak.pdf
corresponde a la salida del fichero MHC lo vamos a renombrar.

mv freak.pdf MHC wl00 s100.pdf

De esta forma, el nombre del fichero lleva tanto la informacién acerca del fasta de entrada
(MHC) como de los parametros mas importantes (tamafio de ventana y salto).

MHC

Si copiamos el fichero al o e 545020, et o8 S oo
ordenador local y lo abrimos © T
con un programa para
visualizar un PDF podemos
observar el resultado que
vemos a la derecha.

Existen ventanas con %GC
por encima del 80%, pero
también ventanas con un
%GC cerca de 0. En general
se observa mucha fluctuacion
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lo que nos puede indicar que la ventana ha sido muy pequefia. Aun asi se puede intuir que
a la izquierda existe un %G+C mas alto que a la derecha. Vamos a comprobarlo
aumentando el tamafio de la ventana.

freak -segall MHC LH clean.txt -step 1000 -window 5000 -letters gc
-outfile MHC.pdf -graph pdf -plot

Ahora podemos observar que el grafico es mucho menos ruidoso. Detectamos claramente
dos dominios, uno rico en G+C (a la izquierda, isocora H) y otro rico en A+T (a la derecha,
isocora L)
Opcional (mas informacién acerca de isocoras):
e Figura 2 en esta publicacion: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC441537/
e hitps://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022283699930048
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Relacion entre ventana y ruido:

Fijar el tamano de la ventana (y del salto) no es trivial. Si elegimos el tamafno de ventana
muy pequefia, obtendremos mucho ruido. En el primer grafico apenas se puede intuir la
estructura de isocoras presente. Si al contrario seleccionamos una ventana demasiado
grande, desaparecen las estructuras pequefias. Por ejemplo, el promotor de un gen abarca


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC441537/
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022283699930048

pocos cientos de pares de bases. Si aplicamos una ventana muy grande probablemente el
pico en G+C desaparezca.

Analizar la frecuencia de N-meros

N-mero es simplemente la forma genérica de referirse a una secuencia simbdlica corta de
longitud N. Por ejemplo, los 1-meros, 2-meros y 3-meros se llaman mononucleétidos,
dinuceldtidos y trinucledtidos cuando se trata de una secuencia de nucledtidos. Para
detectar su frecuencia se desliza una ventana movil a lo largo de la secuencia (compseq).
El tamario de la ventana corresponde a la longitud del N-mero que queremos detectar.
Generalmente se detectan de forma solapante, es decir con salto 1. Por ejemplo, para

determinar la frecuencia de dinucleétidos se usa una ventana de tamario 2 y salto de 1.

Secuencia: ATTCCGTGAACTG...
Dinucledétidos: AT, TT, TC, CG, GT..

Ejercicio
Descargamos la secuencia secuencia_N
Ejecutamos el programa compseq

compseq -sequence secuencia con N.txt -outfile
secuencia con N w2.txt -word 2
-word 2 indica que la longitud de ventana sera 2 (dinucleétidos)


http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/help/compseq
http://bioinfo2.ugr.es/biocomputacion/wp-content/uploads/2017/09/secuencia_con_N.txt

En la salida vemos las siguientes columnas:

Word : el N-mero (el dinucleétido en este caso)

Obs Count : el nUmero de veces que la secuencia contiene este N-mero
Obs. Frequency : La frecuencia observada (count/’numero total de palabras’). El
numero de palabras existentes en este caso es ‘longitud de la secuencia’ -1.

Exp. Frequency : La frecuencia esperada segun las frecuencias de los
mononucleétidos

Obs/Exp Frequency : La ratio entre la frecuencia observada y la esperada. Un valor de 1
indica que la secuencia contiene exactamente el nUmero que hubiéramos esperado. Una
desviacion de 1 puede indicar la existencia de procesos biolégicos que causan que
observemos mas o menos dinucleétidos de cierto tipo.

Antes de analizar el resultado, nos fijamos en las frecuencias esperadas que toman todas el
mismo valor. 0.0625 es un cuarto por un cuarto que seria la probabilidad de encontrar
cualquier dinucleotido en una secuencia que contiene el mismo numero de las 4 bases; 0.25
cada una. Pocas secuencias reales cumplen este supuesto, y por lo tanto es mejor usar las
frecuencias reales de los mononucleétidos. Compseq tiene una opcién para esto:

compseq -sequence secuencia con N.txt -outfile
secuencia con N w2 correcto.txt -word 2 -calcfreqg



Observamos que ahora cada dinucleoétido tiene su ‘propia’ frecuencia esperada. El
dinucledtido CG es el que mas desviacion de 1 representa (0.29), es decir que en esta
secuencia se observa tan solo el 30% de los CG que hubiéramos esperado. Esto se debe a
la metilacion del ADN. En virtualmente todos los vertebrados hay metiltransferasas activas
que metilan Citosinas preferentemente en el contexto CG (Citosinas seguidas por una
Guanina 5’-CG-3’), normalmente llamado CpG). Una Citosina metilada desamina
espontaneamente hacia Timina, lo que explica la pérdida evolutiva de dinucledtidos CG.
Una Citosina no-metilada desamina hacia Uracilo, base que se reconoce mas eficazmente
en la reparacion del ADN.

IMPORTANTE: USAR siempre la opcion -calcfreq



Uso de codones

Es importante subrayar que los codones no se cuentan cémo los trinucleotidos. Estos
ultimos se cuentan mediante compseq con una ventana solapante. Los codones son
también trinucledtidos, pero NO solapantes. Otra cuestion a tener en cuenta es que los
codones hay que contarlos en el marco de lectura correcto. Para analizar la frecuencia de
codones podemos usar por ejemplo el programa cusp.

cusp —-help

Cusp solo tiene dos parametros, el fichero de entrada y el fichero de salida.
Recordamos que la entrada tiene que corresponder a una secuencia CDS (region
codificante). Como obtener dicha secuencia lo vimos en este video

Ejercicio:
Descargamos primero la CDS de la isoforma 1 del gene BRCA1 y la guardamos con el
nombre de NM_007295 CDS.fa

cusp -sequence NM 007295 CDS.fa -outfile NM 007295 CDS.cusp

La salida de cusp nos reporta:

#codon : la secuencia del codén

AA : el aminoacido correspondiente

Fraction : la fraccion del coddn entre todos que codifican el mismo AA
Frequency : la frecuencia esperada de este codon cada 1000 bases

Number : La frecuencia observada de este codon


https://drive.google.com/file/d/19USX1lSRfn5EFUyD4BZ7SbLLainqJb5p/view

Salida del programa CUSP

e El programa nos da primero el numero de secuencias (ya que acepta multi-fasta):
CdsCount: 1

e Antes de la tabla del uso de codones, podemos ver el %GC en la secuencia entera,
y en primera, segunda y tercera posicion de los codones

e Observamos que no todos los codones de un AA se usan con la misma frecuencia
(hay mas sesgo para algunos AA). Por ejemplo GCA y GCG codifican Alanina, el
primero se usa 35 veces y el segundo solamente 2 veces.

e Es importante fijarse en el nimero de codones de parada (al final con ). {Si hay
mas de un coddn de parada, la secuencia de entrada no ha sido una CDS! En este
caso solamente hay uno, TGA.

Trabajar con la secuencia anonima

e Analisis composicional
e Uso de codones del gen (genes) que contenga

Ejercicios y problemas

1. Comparar la secuencia del MHC con una bacteria

Comparar la fluctuacion del %G+C de la secuencia MHC con la de NC_006461.1



¢ Qué diferencias observamos si comparamos la distribucién espacial del G+C entre las dos
secuencias?

2. Analizar el G+C a lo largo de esta secuencia.
o ¢ Que observamos?
o ¢ Qué explicacion tiene?

3. Comparar la composiciéon de dinucleoétidos

Comparar la composicién de la sec29 con una secuencia obtenida de C. elegans (;,Como?)
o ¢Qué diferencias observamos?
o ¢ Qué explicacion puede tener?

4. Comparar la composiciéon en dinucleétidos con una secuencia aleatorizada

Aleatorizar (suffleseq) la sec29 y determinar el uso de dinucledtidos.
e ;Que diferencias hay en el uso de dinucleétidos entre la sec29 y su secuencia
randomizada? ;Por qué?
e Existen otros dinucledtidos en la sec29 cuya ratio obs/esp se desvia de 1. ;A que se
podria deber?

5. Determinar el uso de codones con compseq
El programa compseq, por defecto determina la frecuencia de N-meros mediante ventanas
solapantes. Sin embargo existe un parametro que nos permite definir un ‘salto’ (como en el
programa freak).

e ;como se llama el parametro y que valor tenemos que especificar?
e ; Coinciden las frecuencias de codones?

6. Uso de codones en una bacteria

Analizar el uso de codones de la bacteria Thermus thermophilus

e ;Qué observamos si comparamos el %G+C en las diferentes posiciones del codén?
e ,; Qué explicacion puede tener?

Que hemos aprendido

e Ciertos elementos genémicos como promotores o elementos transponibles como los
retrotransposones Alu son ricos en G+C. Otros como los LINE1 son ricos en A+T.


http://bioinfo2.ugr.es/biocomputacion/wp-content/uploads/2021/09/GCseq.txt
http://bioinfo2.ugr.es/biocomputacion/wp-content/uploads/2017/09/sec29.txt
http://bioinfo2.ugr.es/biocomputacion/getdnaandcopy/
http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/help/shuffleseq
http://bioinfo2.ugr.es/biocomputacion/wp-content/uploads/2017/09/sec29.txt
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_006461.1

Analizando la distribucion del %GC a lo largo de una secuencia, estos elementos se
pueden manifestar como picos en %GC (o valles si son ricos en %AT)

e Mamiferos de sangre caliente tienen un genoma estructurado segun el contenido en
G+C. Regiones homogéneas en G+C se llaman isocoras. Isocoras ricas en G+C
son mucho mas densas en genes y tienen intrones mas cortos entre otras
propiedades.

e Para calcular la ratio entre la frecuencia observada y esperada de N-meros, tenemos
basarnos en las frecuencias observadas de mononucleétidos.

e En el genoma de un mamifero detectamos tipicamente sélo el 20-25% del numero
esperado del dinucleétido CG

e La ausencia se debe a la pérdida evolutiva del dinucleétido CG debido a la
desaminacion espontanea

Uso de linea de comando avanzado
Redirigir ‘salidas’
Lanzamos el programa infoseq para obtener la ayuda

infoseg --help

Vemos que la salida no cabe en una pantalla y por lo tanto no podemos ver en el
terminal el inicio de la ayuda. Para poder verla entera, recordamos algunas utilidades de

Linux en linea de comando:

e Los pipe’s — enlazar diferentes programas mediante el operador | en linea de
comando (usar la salida estandar de un programa como entrada de otro)

e Redirigir la salida estandar a un fichero con > (o 2> para redirigir la salida de
error ‘stderr’)

e Los programas more (or less) para visualizar el contenido de un fichero
Por lo tanto, las siguiente linea nos deberia visualizar la ayuda en el editor ‘more’
infoseq --help | more

No funciona, ya que este programa escribe la ayuda no por stdout sino por stderr. Como

redirigir en este caso se explica en este articulo. Seria la siguiente orden:


https://www.gnu.org/software/bash/manual/bash.html#Redirections

infoseq --help 2>&1 > /dev/null | more



