Problemas & soluciones de los temas
1y3

Tema 1:

Problema 1: BLAST y isoformas

Mediante el BLAST hemos analizado esta secuencia determinando que se trata de la
isoforma 1 del gen BRCA1. Por lo tanto el alineamiento que podemos visualizar para la
isoforma 2, en realidad corresponde a un alineamiento entre las dos isoformas. Si lo
analizamos encontramos en el alineamiento un hueco que termina con un
desemparejamiento:

Query 1441 DLRNPEQSTSEK----------c-cmcmoooom-- AVLTSQKSSEYPISQNPEGLSADKFEY 1479
DLRNPEQSTSEK +VLTSQKSSEYPISQNPEGLSADKFEV
Sbjct 1441 DLRNPEQSTSEKDSHIHGQRNNSMFSKRPREHISVLTSQKSSEYPISQNPEGLSADKFEV 1500

a) Se trata de dos isoformas anotadas y por lo tanto el hueco deberia reflejar cambios
en el splicing. ¢ El hueco se manifiesta también si alineamos las secuencias de
mRNAy CDS?

La siguiente solucidén se elaboré con las secuencias que habia en la base de

datos en 2020
Si, lo podemos observar tanto usando las secuencias de CDS como los mRNA

mMRNA:
SRR RR RN RN RN RN RN RN RRRRRRARY
NM_007300.4 44091 CCTTCCATCATAAGTGACTCTTCTGCCCTTGAGGACCTGCGAAATCCAGA — 4450
NM_007294.4 4451 ACAAAGCACATCAGAAAAAG- - - — === === === == — oo oo 4470
NERRRRRRRRRRRRARRNY
NM_007300.4 4451 ACAAAGCACATCAGAAAAAGATTCGCATATACATGGCCAAAGGAACAACT 4500
NM_007294.4 BAT1 — o CAGTATTAACTTCACAG 4487
LECEECTETEETETT T
NM_007300.4 4501 CCATGTTTTCTAAAAGGCCTAGAGAACATATATCAGTATTAACTTCACAG 4550

CDS


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

NM_007294.4 c
NM_007300.4 c
NM_007294.4 c

NM_007300.4 c

4351 GAAAAAG- ~— — = = =~ = m e

4351 GAAAAAGATTCGCATATACATGGCCAAAGGAACAACTCCATGTTTTCTAA

1 CAGTATTAACTTCACAGAAAAGTAGTGAAT

4401 AAGGCCTAGAGAACATATATCAGTATTAACTTCACAGAAAAGTAGTGAAT

b) Segun el esquema de abajo, de qué ‘tipo’ de splicing se trata?

4357

4400

4387

4450

Para averiguarlo tenemos que fijarnos primero en posicion del hueco, que es la 4471 (la
ultima base es la 4470). Si buscamos en las anotaciones de las dos isoformas
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/NM 007294.4

https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/NM 007300.4)

vemos que en esta posicién empieza un exon en ambas isoformas. Sin embargo tienen
longitudes diferentes. 4471-4536 (isoforma 1) y 4471-4597 (isoforma 2).

gxon

4471..4536
/gene="BRCAL"

/gene_synonym="BRCAIL; BRCC1; BROVCALl; FANCS; IRIS; PNCA4;

PPP1R53; PSCP; RMF53"
/inference="alignment:Splign:2.1.0"

4471..4597
/gene="BRCA1"

/gene synonym="BRCAI; BRCC1l; BROVCA1l; FANCS; IRIS; PNCA4;

PPP1R53; PSCP; RNF53"
/inference="alignment:Splign:2.1.8"


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_007294.4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_007300.4

p:-»pm;:!-; psép; RNFS3"
/inference="alignment:Splign:2.1.0"

exon 4471..4538
/gene="BRCA1" .
/gene_synonym="BRCAI; BRCC1 AﬂOtﬂClér‘l de
PPP1RS3; PSCP; RNF33" NM 007300

/inference="allgnment:Splig

4837..4660 isoforma 2
/gene="BRCAL" ( )
/gene_synonym="BRCAI; BRCCl; mmuviaij ramua; imis; roune;
PPPIR53; PSCP; RNF53"
/inference="alignment:Splign:i2.1.0"

Hueco en el alineamiento de 63 nt

127nt

\ | /1

\ [ [ |
66nt 124nt

T 4471- 4537-4660

| 4536

exon

4471..4597
/gene="BRCAL"

/gene_synonym="BRCAT i icAd s
PPPIRS3; PSCP; RNFS3 Anotacion de

/inference="alignmen! N M_OO 7294

4598..4788

/gene="BRCA1" (isoforma 1)

/gene_synonym="BRCAI iCha;
FPFIRS3; PSCP; RNF53-

linfaranma="alimmment 8nlimned 1 0%

NM_007294 (isoforma 1)

NM_007300 (isoforma 2)

Dos eventos de splicing: i) exon skipping (uso de en exon adicional de 66 nt en

la isoforma 2), ii) corte-empalme en 5’ del siguiente exon

Confirmacién con el Navegador Gendmico

Verificacion mediante el Navegador genémico: introducimos BRCA1

i) Desactivamos la pista GENECODE V36
ii) seleccionamos ‘full’ en NCBI RefSeq

GENCODE V36 i NCBI RefSeq

NCBI RefSeq genes, curated subset (NM_", NR

or YP_") - Annota

BRCA1/NM_007298.3
BRCA1/NM_007300.4

BRCA1/NM_007294.4

BRCA1/NM_007297.4

BRCA1/NM_007299.4 :

+ 4

BRCA1/NR_027676.2 t

Zoom en el
siguiente exon

-+

-

-
-
E

Allelic Variant Pl

Exon adicional
en la isoforma 2

BRCA1/NM_007298.3 LLIE
BRCA1/NM_007300.4 (THE
BRCA1/NM_007294.4 1]
BRCA1/NM_oo7299.4 (UNE
BRCA1/NM 007297 .4 LLIES
BRCA1/NR_027678.2 )

Eventos de splicing y sus frecuencias:

M Extremos diferentes
en el extremo 5' (jel
gen se ubica en la
hebra menos!)




Alternative Splicing Events Observed Frequency Potential Outcomes

/ﬁ/\ Humans Plants
Exon \\/ __Exon | (i) Exon Skipping (ES) ~40% ~89%, Diversifying proteome complexity
Exon /\Ey/\m Exon (i) Mutually Exclusive Exons (MXE) ~ ~10.7% NA Diversifying proteome complexity

Intron

— Exon (iii) Intron Retention (IR) ~5% ~60% (i) Sequestrate in the nucleus and produce on
v demand, (ii) PTC+ degraded by NMD

pathway, or (iii) may generate truncated

i protein
Exon ‘ (iv) Alternative 5’ Splice Site (A5SS) ~7.9% ~7.5% Diversifying proteome complexity

Exon. /% B (v) Alternative 3 Splice Site (A3SS)  ~18.4% ~15.5%

Exon

Diversifying proteome complexity

Exon Exitron Exon (vi) Exitron (EI) ~4% ~4% (i) Generates complete protein domain,
(ii) intrinsically disordered protein, or
(iii) post-translational modifications to
improve substrate specificity

Figura tomado de: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00708/full

c) ¢Por qué hay un desemparejamiento al final del hueco?

Si una region codificante sufre una insercion o delecidn que es multiple de 3, entonces no
cambia la pauta de lectura. Sin embargo, si los nucleétidos eliminados no corresponden a
una ristra de codones, entonces veremos adicionalmente un desemparejamiento.
Consideramos la siguiente secuencia de la eliminamos 3 nucledtidos (abajo con ---)

ATGAAGTTGGATATC
ATG---TTGGATATC — ATGTTGGATATC — se han eliminado en fase y por

eso no hay desemparejamiento en el alineamiento

ATGAAGTTGGATATC

ATGA---TGGATATC — ATGATGGATATC

— no se han eliminado en fase y aparece un nuevo codén (en azul)
que alineando las proteinas se nos manifiesta como
desemparejamiento

Problema 2: Caracterizar una secuencia anonima

Tenemos la siguiente secuencia anénima. Nos hacemos las siguientes preguntas:
e ;De qué especie es la secuencia?
e ; Corresponde a un gen conocido?

Mediante el blastn podemos observar que es el gen ATF3 (variante transcripcional 3) en
humano.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00708/full
http://bioinfo2.ugr.es/biocomputacion/wp-content/uploads/2021/09/anon4Exon-1.txt

€3 selectall 100 sequences selected GenBank  Graphics Distance tree of results

Max  Total Query E Per.

Description Score Score Cover value Ident Accession
Homo sapiens activating transcription factor 3 (ATF3), transcript variant 3, mRNA 3411 3411 100% 0.0 100.00% NM_001030287.4
PREDICTED: Pan troglodytes activating transcription factor 3 (ATF3), transcript variant X3, mMRNA 3332 3332 100% 0.0 99.24% XM_016938388.2
Homo sapiens activating transcription factor 3 (ATF3), transcript variant 1, mRNA 3269 3269 95% 0.0 100.00% NM_001674.4
PREDICTED: Homo sapiens activating transcription factor 3 (ATF3), transcript variant X2, mRNA 3269 3269 95% 0.0 100.00% XM_011509579.1
PREDICTED: Homo sapiens activating transcription factor 3 (ATF3), franscript variant X1, mRNA 3269 3269 95% 0.0 99.94% XM_005273146.1
Homo sapiens activating transcription factor 3, mRNA (cDNA clone MGC:12746 IMAGE:4138076), complete cds 3264 3264 95% 0.0 99.94% BC006322.2

e ; Corresponde exactamente a un transcrito conocido?

Si, ya que tanto la secuencia de entrada como la referencia tienen longitud 1847 pb y
ademas la Query Coverage y Similitud son del 100%

Homo sapiens activating transcription factor 3 (ATF3), transcript variant 3, mRNA

NCBI Reference Sequence: NM_001030287 .4
FASTA  Graphics

Go to: [v]

LOCUS NM_001030287 1847 bp MRMNA linear PRI 17-5EP-2020
DEFINITION Homo sapiens activating transcription factor 3 (ATF3), transcript
variant 3, mRNA.

e ,En qué cromosoma se ubica esta secuencia?
Tanto mediante la pagina del NCBI gene (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/467) como
mediante el BLAT podemos ver que se ubica en el cromosoma 1

BLAT Search Results

Go back to chr21:8207400-8208946 on the Genome Browser.

Custom track name: \blat NM_001030287.4
Custom track description: |blat on NM_001030287.4

‘ Build a custom track with these results ‘

ACTIONS QUERY SCORE START END QSIZE IDENTITY CHROM STRAND START END SPAN
browser details NM ©01030287.4 1844 1 1847 1847 100.0% chrl + 212565407 212620775 55369
browser details NM ©01030287.4 25 1474 1505 1847 96.3% chrl = 71753904 71753938 35
browser details NM ©01030287.4 21 171e 1731 1847 100.0% chrs = 137642976 137642998 23
browser details NM ©01030287.4 20 1483 152 1847 100.0% chrl = 91831502 91831521 20

e ; Cuantos exones tendra esta secuencia juzgando solamente por la salida del BLAT?

Haciendo click en details vemos que hay 4 bloques de alineamiento, que podrian
corresponder a 4 exones


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/467

NM 001030287.4
Human.chrl
block1

block?2

block3

block4

together

e ; Cuantos exones codificantes tiene este transcrito?; Hay una forma de averiguarlo
sin usar la anotacion?

Usando la anotacion podemos ver que el primer exon va de la posicion 1 hasta 77, pero la
CDS no empieza hasta la posicion 82. Por lo tanto la region codificante empieza en el
segundo exon, y por eso hay 3 exones codificantes (al menos una parte de su secuencia es
parte de la region codificante).

£X0n 1..

............. }' !

fgene="ATF3"

finference="alignment:5plign:2.1.8"
misc_festure  49..51

fgene="ATF3"

/note="upstream in-frame stop codon”
£X0n 78..31

fgene="ATF3"
finference="alignment:5plign:2.1.8"
(D5 82..627

Sin usar la anotacion tendriamos que usar un programa como el ORF finder o ORFfinder
para detectar el ORF (Open Reading Frame, Marco de lectura abierto) mas largo. Vemos
que el ORF mas largo efectivamente va de 82-627 igual que la regién CDS anotada. El
primer bloque de alineamiento tiene una longitud de 77 igual que el primer exon anotado.
De esta forma podriamos averiguar que el primer exon es no-codificante sin recurrir a la
anotacion

ORF Finder results
Results for 1847 residue sequence "NM_001030287.4 Homo sapiens activating transcription factor 3 (ATF3),
transcript variant 3, mRNA" starting "GTGACAAGAA"



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001030287.4
http://bioinformatics.org/sms2/orf_find.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/

Problema 3: Buscar un transcrito en otra especie

Buscamos la secuencia del mMRNA de SOX9 (NM_000346.4) dentro del genoma del
chimpancé y ratén
e ;Que observamos si nos fijamos en el nimero de posibles exones?;Qué
explicacién puede tender?.

Al igual que en humano, en el chimpancé vemos 3 bloques (o0 posibles exones). En el ratén
hay 28 bloques. La distancia evolutiva con el chimpancé es mucho menor y por lo tanto es
mas probable que la estructura genética sea la misma que en humano.

e ;Que observamos si en vez de alinear el mRNA entero, solamente alineamos la
region codificante? ¢ Qué explicaciéon puede tener?

Observamos que ahora hay 6 bloques en el ratén comparado con los 3 exones codificantes
en humano y chimpancé. Sabemos que la CDS se encuentra mucho mas conservada
comparada con las regiones UTR. En estas regiones no-traducidas puede haber muchas
deleciones y inserciones lo que puede llevar a la fragmentacion del alineamiento con BLAT
(mas bloques)

e ;Que observamos si buscamos la secuencia en una especie de invertebrado?
No deberiamos obtener resultados ya que SOX9 no esta en invertebrados.

Ahora descargamos la region codificante del gen SOX9 de ratdn y la alineamos mediante el
Smith-Waterman frente a la CDS de humano.
e ,;Qué podemos observar y qué explicacion le podemos dar si comparamos con lo
que observamos en el alineamiento de la CDS de humano frente al genoma del
raton?

Observamos que hay dos deleciones de longitud 3 en la CDS del raton, pero en general
existe un alto grado de conservacion. El alineamiento mediante el BLAT se diferencia en
dos aspectos: i) es frente a las secuencia genémica que contiene los intrones y ii) es un
método ad hoc y no exhaustivo como el alineamiento de Smith-Waterman.



Identity:
Similarity:
Gaps:

HoHEH HEHHHHEHHHHEHEH R

N _PE6346.4 c
NM_911448.4 c
NM_P0a346.4 c

NM ©11448.4

Length: 1538

Score: 6473.8

Aligned sequences: 2

1: NM_@08346.4 cds NP @@0337.1 1
2: NM_611448.4 cds NP @35578.3 1
Matrix: EDMAFULL

Gap_penalty: 1.0
Extend_penalty: 8.5

1399/1538 (91.4%)
1399/153@ (91.4%)

£/1530 ( ©.4%)

1651 CAGGRCCCCaCCaGtCCCaCAGnCaCCOCCaCARCCaCAGECGECGCCCCC

1651 CAGECCCCOCAAGTCCCACAROCaCCTCCOCAGCAGCA---AOCACCCCC

1161 ACAGCAGCCOGCGECACCCCCOCAGTAGCCACAROCGCACACOCTOACCA

1655 QCAGCAGCCOCAGECACCCCAGCAGTAG- --CAGOCACACACOCTCACCA

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM _011448.4

Problema 4: Evolucion del SRY

El gen SRY determina el sexo en mamiferos. Las proteinas de los genes en humano y raton

tienen las siguientes IDs: NP_003131.1 y NP_035694.1.
Vamos a generar un alineamiento local y otro global mediante los algoritmos

Needleman-Wunsch (global) y Smith-Waterman (local).

a) ¢Qué diferencias observamos entre el alineamiento local y global?
b) ¢ Cual seria la explicacion evolutiva?

11&a

1a97y

1158

1144

a) Observamos que solamente una subsecuencia alinea (local). Gran parte de la dos
secuencias no alinean, es decir que no hay una secuencia correspondiente en la
otra especie (global).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_011448.4
https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_water/
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b) Después de analizar los alineamientos, la hipotesis seria que existe un region
conservada (aproximadamente la que podemos observar con el alineamiento local)

Si buscamos en la literatura (evolution of SRY genes) podemos encontrar que
efectivamente solamente esta regidn se encuentra conservada entre humano y raton.
Mutaciones en esta region pueden provocar reversion sexual.
http://physrev.physiology.org/content/87/1/1/F12



http://physrev.physiology.org/content/87/1/1/F12
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FIG. 12.

Downlozd figure | Openin newtsb | Download powerpoint

Structure of mouse and human SRY protein. The HMG DMA-binding domain is shown in red and the large gutamine-rich
domain of the mouse SRY COOH terminus iz in dark vellow. Nuclear tranzlocation is medisted by ong MLS (pink) at ether end
of the HWG damain. The MHAerminal MLS is recognized and bound by calmodulin (Cab), whereas the COOH-terminal scts
wvia importin . For both mouse and human SRY, a putative transactivation domain (TAD, light yellow) has been described
The hinge ot bridge region (green) interacts with mouse SRY-interacting protein 1 (SIP-1MHERF2) and the KRAB-only
protein, wheress human SRY interacts with SIP-1UMHERF2 via its COOH terminus. Sex-reversing mutations in human SEY
(marked by asterizks) leading to gonadal dysgenesis or hermaphroditizm are mainly found inthe HWG domesin.

*Entre humanos y ratdn, solo el dominio HMG (High Mobility Group) esta conservado
*HMG es responsable para la unién al DNA
*Se ha observado que mutaciones en esta regién causan reversion sexual.

Problema 5: La insulina

Comparar las secuencias de la insulina (pre-proinsulina) a nivel de ADN (solamente la
region codificante) y proteina entre humano y el macaco (Macaca fascicularis)
e En qué alineamiento (ADN o proteina) podemos observar mas cambios evolutivos?
¢ Por qué?

Observamos mas cambios a nivel de ADN (véase abajo). Se debe a que el cédigo genético
es degenerado, es decir que podemos tener cambios a nivel de ADN que no cambian la
secuencia de la proteina.

e Analizamos las posiciones con desemparejamientos en el alineamiento de las CDS.
¢ Las posiciones se distribuyen aleatoriamente o podemos detectar algun patrén?

No se distribuyen aleatoriamente. Todos los cambios menos dos se producen en la tercera
posicion de los codones.



#

# Aligned sequences: 2

# 1: INS_human

# 2: Macaca_INS

# Matrix: EBLOSUMG2

# Gap penalty: 10.0

# Extend penalty: @.5

#

# Length: 118

# Identity: 108/110 (98.2%)

# Similarity: 108/110 (98.2%)

# Gaps: /110 ( 0.0%)

# Score: 577.0

#

#

f#f=======================================

INS human 1 MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFY
I|II|I||I|I||I|II|IIII NARRARRRRRRRNAR AR AR

Macaca_INS 1 MRLLPLLALLALWGPDPAPAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFY

INS_human 51 TPKTRREAEDLQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSIC
LECEREEEEEEPEEE TR e e e e e e e e e e e e e e e e e

Macaca_INS 51 TPKTRREAEDPQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSIC

INS human 101 SLYQLENYCN 110
AR

Macaca_INS 101 SLYQLENYCN 110

r

50

50

160

100



# Length: 332
# Identity: 316/332 (95.2%)
# Similarity: 316/332 (95.2%)
# Gaps: 8/332 ( 9.0%)
# Score: 1516.8@
#
#
#:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::
Macaca_cds 1 ATGGCCCTGTGEGATGCGCCTCCTGCCCCTECTERCGLTGCTGGCCCTCTG 58
RN RN m
EMBOSS_@a1l 1 ATGGCCCTGTGGATGCGCCTCCTGCCCCTECTGGCGITGCTGGCCCTCTG 59
Macaca_cds 51 GGGACCTGACCCGGCCCCGGCCTTTGTGAACCAGCACCTGTGCGGCTCC 100
LECELLDEEEEE e P EE TR TP -
EMBOSS_8a1 51 GGGACCTGACCCAGCCGCAGCCTTTGTGAACCAACACCTGTGCGGCTCALC 166
Macaca_cds 191 ACCTAGTGGAAGCTCTCTACCTGGTGTGCGGEGAACGAGGCTTCTTCTAL 158
FECE-EETEETEE P e - teer e e e e e e e e e e e
EMBOSS_@81 181 ACCTGGTGGAAGCTCTCTACCTAGTGTGCGGGGAACGAGGCTTCTTCTAL 158
Macaca_cds 151 GGAGGCAGAGGACCCTCAGGTGEGECAGGTGEA 208
||I||I||||||I||I||I||I||I||I||| TEPEEEEEETETETT
EMBOSS_@a1l 151 ACACCCAAGACCCGCCGGGAGGCAGAGGACCTGCAGGTGGGECAGGTGGA 200
Macaca_cds 201 GCTGGGCGGEEGECCCTGGLGCAGGCAGCCTGCAGCCCTTGGLGCTGGAGG 258
||I||I||||||I||I|| LEECUETETEE TP TeErEr
EMBOSS_881 201 GCTGGGLGGEEEGECCCTGETECAGGCAGCCTGCAGCCCTTGGLCCTGGAGG 258
Macaca_cds 251 GGTCCCTGCAGAAGCGCGGCATCGTGGAGCAGTGCTGLACCAGCATCTGE 300
R N e
EMBOSS_@8a1 251 GGTCCCTGCAGAAGCGTGGCATTGTGGAACAATGCTGTACCAGCATCTGE 308
Macaca_cds 391 TCCCTCTACCAGCTGGAGAACTACTGCAACTA 332
FECEEELTEETEEE TP r R e e e
EMBOSS_@a1l 391 TCCCTCTACCAGCTGGAGAACTACTGCAACTA 332
Problema 6: El gen XIST
Descargamos la secuencia del transcrito maduro del gen XIST:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR _001564.2
e En qué cromosoma se localiza el gen?
BLAT Search Results
Go back to chrX:15,560,138-15,602,945 on the Genome Browser.
Custom track name: | blat NR_001564.2 |
Custom track description: \blat on NR_001564.2
| Build a custom track with these results ‘
ACTIONS QUERY SCORE START END QSIZE IDENTITY CHROM STRAND START END SPAN
browser details NR_©@1564.2 19275 1 19280 19296 100.0% chrX - 73820651 73852753 32103

e ;Cuantos exones tiene?


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_001564.2

Tiene 6 bloques de alineamientos lo que coincide con los 6 exones anotados en genbank.

Alignment of
NR 001564.2

NR 001564.2
Human.chrX
blockl

block?2

block3

block4

block5

block6
together

e ; Cuantos exones codificantes tiene?

No tiene exones codificantes ya que se trata de un gen no-codificante.

Tema 3:

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 distribucion espacial del G+C entre las dos
secuencias?

Primero vamos a seleccionar los mismos parametros del freak para poder comparar los
resultados. En este caso, ventana de 5000 bp y 1000 bp de salto. En la bacteria Thermus
thermophilus observamos una distribucién espacial del %G+C mucho mas homogénea a lo
largo del cromosoma. Vemos solamente una region claramente mas pobre en %G+C (que
llega a aprox. 56%). Se puede tratar de una fransferencia horizontal de una bacteria mas
rica en A+T o un gen/operon rico en A+T.



https://es.wikipedia.org/wiki/Transferencia_gen%C3%A9tica_horizontal
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2. Analizar el G+C a lo largo de esta secuencia.
o ¢Que observamos?

Se puede observar un pico en G+C en la posicion 23.000 aproximada.

hg38-dna
From 1 to I3655. Residue=GC Window:5000 Step: 1000
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o ¢ Qué explicacion tiene?
Si buscamos la secuencia en el genoma mediante el BLAT, vemos que alinea perfectamente
con el cromosoma X del genoma humano. Mediante el enlace ‘Browser’ podemos visualizar
la regiodn (véase abajo). Vemos que en esta region se encuentra el gen RBBP7 que se ubica
en la hebra menos indicado por las flechas que apuntan hacia la izquierda. Por lo tanto, el
pico en G+C coincide con la regién promotora de este gen.


http://bioinfo2.ugr.es/biocomputacion/wp-content/uploads/2020/10/GCseq.txt

T ET RIS ST I C A AL LT SEUMETILE [ TS T IL S
Reference Assembly Alternate Haplotupe Sequence Alignments
A1t Haplotupes
Your Seguence from Blat Search

ha38_dna
GENCODE v32 Comprehensive Transcript Set (only Basic displfued by default)
REEF7 eft—f +- 4 & i - RNU4-EF 1
REEF7 eft—} + +H—4 —4 H =
REEP7 chi—t L .- HI - H i
o t -+t 1 1 i
jeq genes, curated subset (NM_s, NR_%, NF_# Or YP_%) - ANNOTAation Release NCEI Homo sapierfs Updated AnnotationfiRelease 109.20190965 (201
REEP7 eft—4 + +H—+ +—& 1=
REEF7 eft—F + +H—+ +—4 =
UCSC annotations of RefSea RNAs (NM_w and HR_Jm)
REEF7 eft—F + +H—4 —4 =
REEF7 cf—+4 + +H—4 +—4 -
Basic Gene ANNOtation Set from GENCODE Version 34 (Erfpenbl 188)
REEF7 efjeei b + 4+ 3 + FI— RNU4-6F 1
REEF7 eft—} + +H—4 +—4 4 =
REEF7 cfi—4 + +H—4 +—4 + =
OMIM Allelic Variant Fhenotypes 1
NMIM Allsles

3. Comparar la composicién de dinucleétidos

Comparar la composicion de la sec29 con una secuencia obtenida de C. elegans (; Como?)
o ¢ Qué diferencias observamos?

En la secuencia 29 (humano) vemos una ratio entre las frecuencias observadas y
esperadas de los dinucledtidos CG de 0.24, es decir, solamente encontramos la cuarta parte
de lo que hubiéramos esperado. En la secuencia de E. elegans que tiene un tamafio
comparable no observamos esta falta de CGs.

OUTPUT FILE outfile OUTPUT FILE outfile
# #
# Output from *compseq” # Output from 'compseq’
# #
# The Expected frequencies are calculated from the observed single # The Expected frequencies are calculated from the observed single
# base or residue frequencies in these sequences # base or residue freguencies in these sequences
# #
# The input sequences are: # The input sequences are:
# sec29 # cell_dna
Word size 2 word size 2
Total count 2278170 Total count 2149999
# #
# Word Obs Count Obs Frequency Exp Frequency Obs/Exp Frequency # Word Obs Count Obs Frequency Exp Frequency Obs/Exp Frequency
# #
AR 261729 9.1148856 ©.1052765 1.8912755 AR 3046683 ©.1416782 ©.1812391 1.3994415
AC 128224 8.8527722 @.8597962 @.8825342 AC 96283 ©.0447456 ©.9584472 ©8.7655734
AG 148411 0.0651443 ©.0584558 1.11443288 AG 1e4e24 ©.8483833 9.8577262 8.8381517
AT 288819 ©.8916689 @2.1009349 @.9081189 AT 179254 ©.e83374e 9.1087635 ©9.8273816
Cca 162156 0.8711782 ©8.0597962 1.1083465 ca 126238 ©8.8587154 @.8584472 1.e045888
cc 21813 @.e483012 @.8339638 1.1865946 cc 84901 ©.8304829 9.8337426 1.1782963
(ec] 18114 0.0879511 @.@332025 ©.2304738 ce 79401 9.8369387 9.8333264 1.1081533
cT 147766 0.8648617 @.a5733@2 1.1313718 (o) 184397 ©.8435568 9.8581755 8.8346684
GA 131518 0.8577297 @.8584558 @.9875773 GA 129620 09.0682884 0.8577262 1.0443861
GC 77798 0.8341458 @.@332025 1.8284129 GC 82821 9.8385214 9.08333264 1.1558842
GG 98893 ©.8398974 @2.8324582 1.2291919 GG 82621 ©.8384284 ©9.0329152 1.1674953
GT 118238 0.e432333 ©.0560451 @.86339e8 GT 95883 9.8441875 ©.8574578 ©.7692418
TA 183779 0.0806696 @.10089349 @8.7992242 TA 123622 ©.8574986 ©@.1007685 8.5786213
TC 120023 0.8570734 @8.0573382 @.9055217 TC 131812 ©.08689358 ©.8581755 1.0474489
TG 1536821 9.8671684 @.8568451 1.1984698 16 124019 0.8576833 ©.0574578 1.883924@
T 241876 8.1861712 @.8967723 1.8971238 T 382255 ©.1485838 @.1e83881 1.4016328
Other ] e. a. 1 . Other -] . e. 1

o ¢ Qué explicacion puede tener?

En C. elegans no hay una metiltransferasa que metila las citocinas en el contexto CG. Y por
lo tanto no hay pérdida evolutiva de CGs por desaminacién espontanea de la citosina
metilada a timina.

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?


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

En la secuencia aleatorizada vemos que todas las ratios estan muy cercas de 1
confirmando que el valor 1 corresponde a lo que esperariamos en una secuencia totalmente
aleatoria.

OUTPUT FILE outfile OUTPUT FILE outfile
# #
# Output from 'compseq’ # Output from 'compseqg’
# #
# The Expected frequencies are calculated from the observed single # The Expected frequencies are calculated from the observed single
# base or residue frequencies in these sequences # base or residue frequencies in these seguences
# #
# The input sequences are: # The input sequences are:
# sec2d # sec29_random
Word size 2 Word size 2
Total count 2278178 Total count 2278178
# #
# Word Obs Count 0Obs Frequency Exp Frequency Obs/Exp Frequency # Word Obs Count 0Obs Frequency Exp Frequency  Obs/Exp Frequency
# #
AR 261729 ©.1148856 @.1052765 1.8212755 AA 239918 0.1853117 8.1852765 1.0803340
AC 128224 0.8527722 ©8.0597962 @.8825342 AC 126691 0.8608004 ©.8597962 1.08324143
AG 148411 ©.08651448 2.@584558 1.1144288 AG 122857 9.8582174 9.e8584558 2.0076328
AT 2828819 9.8916609 @.1082349 @.9881189 AT 228716 8.1888336 @.1089349 8.99899565
CA 162156 0.8711782 @.8597962 1.1%83465 CA 136428 0.8593814 8.8597962 1.e81425@
cc 91813 0.e4e3012 @.0339638 1.1265946 cc 76985 09.8337925 ©.8330638 @.0049578
CcG 18114 0.8879511 @.8332825 @.2384738 cG 75835 8.8332877 @.8332825 1.882567@
cT 147766 9.8648617 @.a5733a2 1.1313718 cT 138618 8.8573311 @.a573382 1.0682168
GA 1231518 0.8577297 @.@584558 @.0875773 GA 1234e4 ©.8585575 ©.8584558 1.0817294
GC 77798 0.8341458 @.@332025 1.8284129 GC 75516 0.8331477 ©.8332025 @.0083497
GG 28a93 9.8398974 @.8324582 1.2291919 GG 73872 8.8324609 @.8324582 1.0683687
GT 118238 ©.8483888 @2.8568451 @.86339e8 GT 127547 0.8558866 9.8560451 @.0089559
TA 183779 0.8806696 2.1009349 @.7982242 TA 220448 9.1ee7124 ©.1000349 @.0077962
TC 128823 @.8570734 @.@573302 ©8.0055217 TC 128658 0.8573522 ©.8573302 1.0803835
TG 153821 8.8671684 @.8568451 1.1984698 TG 127775 8.8568867 @.8560451 1.8687416
T 241876 0.1861712 @.8967723 1.8%71238 1T 2283826 0.8968313 8.8967723 1.0816433
Other ] e. a. 1 Wlalalell] Other ] a. a@. 1

e Existen otros dinucledtidos en la sec29 cuya ratio obs/esp se desvia de 1. ;A qué se
podria deber?
Resaltan los dinucleotidos TG y CA con 1.1985 y 1.1903 respectivamente. TG es el
producto de desaminacién de CG en la hebra mas y CA en la hebra menos y por eso
detectamos mas de lo que se esperaria por azar.

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?

Mediante el parametro -frame podemos analizar los trinucleétidos en un marco de lectura
dado. En este caso tiene que tomar el valor 3.

compseq -frame 3 NM_007295_CDS.txt

#

# Output from 'compseq’

#

# Only words in frame 3 will be counted.

# The Expected frequencies are calculated on the (false) assumption that every
# word has equal frequency.

#



# The input sequences are:
NM_007294.4 cds NP_009225.1 1

#

Word size
Total count

#

# Word Obs Count

79
38
58
83
38
24
7
42
34
44
24
61
27
21
29
29
40
16
57
33
37
16
1
42
4
2
5
7
22
16
27
23
135
26
63
59

Obs Frequency

0.0424047
0.0203972
0.0311326
0.0445518
0.0203972
0.0128824
0.0037574
0.0225443
0.0182501
0.0236178
0.0128824
0.0327429
0.0144928
0.0112721
0.0155663
0.0155663
0.0214707
0.0085883
0.0305958
0.0177134
0.0198604
0.0085883
0.0005368
0.0225443
0.0021471
0.0010735
0.0026838
0.0037574
0.0118089
0.0085883
0.0144928
0.0123457
0.0724638
0.0139560
0.0338164
0.0316694

0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250
0.0156250

Exp Frequency

2.7139023
1.3054214
1.9924852
2.8513151
1.3054214
0.8244767
0.2404724
1.4428341
1.1680086
1.5115405
0.8244767
2.0955448
0.9275362
0.7214171
0.9962426
0.9962426
1.3741278
0.5496511
1.9581320
1.1336554
1.2710682
0.5496511
0.0343532
1.4428341
0.1374128
0.0687064
0.1717660
0.2404724
0.7557703
0.5496511
0.9275362
0.7901235
4.6376812
0.8931830
2.1642512
2.0268384

Obs/Exp Frequency



GCA 35 0.0187869  0.0156250 1.2023618
GCC 14 0.0075148  0.0156250  0.4809447
GCG 2 0.0010735  0.0156250  0.0687064
GCT 33 0.0177134  0.0156250 1.1336554
GGA 30 0.0161031 0.0156250 1.0305958
GGC 16 0.0085883  0.0156250  0.5496511
GGG 17 0.0091251 0.0156250  0.5840043
GGT 24 0.0128824  0.0156250  0.8244767
GTA 21 0.0112721 0.0156250  0.7214171
GTC 15 0.0080515  0.0156250  0.5152979
GTG 27 0.0144928  0.0156250  0.9275362
GTT 38 0.0203972  0.0156250 1.3054214
TAA 0 0.0000000  0.0156250  0.0000000
TAC 14 0.0075148  0.0156250  0.4809447
TAG O 0.0000000  0.0156250  0.0000000
TAT 17 0.0091251 0.0156250  0.5840043
TCA 37 0.0198604  0.0156250 1.2710682
TCC 16 0.0085883  0.0156250  0.5496511
TCG 1 0.0005368  0.0156250  0.0343532
TCT 65 0.0348900  0.0156250  2.2329576
TGA 1 0.0005368  0.0156250  0.0343532
TGC 12 0.0064412  0.0156250  0.4122383
TGG 10 0.0053677  0.0156250  0.3435319
TGT 32 0.0171766  0.0156250 1.0993022
TTA 34 0.0182501 0.0156250 1.1680086
TTC 16 0.0085883  0.0156250  0.5496511
TTG 34 0.0182501 0.0156250 1.1680086
TTT 33 0.0177134  0.0156250 1.1336554
Other 0 0.0000000  0.0000000 10000000000.0000000

e , Coinciden las frecuencias de codones?

Si analizamos la misma secuencia mediante CUSP, podemos observar que las frecuencias
de trinucledtidos detectados con el compseq corresponden con las frecuencias de los
codones del CUSP.



Word size 3
Total count 1863

#

# Word Cbs Count Obs Frequency Exp Frequency Obs/ExXp

Frequency

#

GRA
GAC
GAG
GAT
GCA
GCC
GCG
GCT
GGA
GGC
GGG
GGT
GTA
GTC
GTG
GTT
TAA
TAC
TAG
TAT
TCA
TCC
TCG
TCT

135 0.0724€38 0.0156250 4.6376812

26 0.01395e0 0.0156250 0.8931830

63 0.03381ed4 0.0156250 2.1642512

59 0.031€694 0.0156250 2.02€8384

35 0.01878€9 0.0156250 1.2023618 4 AT $ ’ N
14 0.0075145 0.0156250 0.4309447 ~~
2 0.0010735 0.0156&250 0.0687064

33 0.0177134 0.0156250 1.1336554 L e 48 .

30 0.01€1031 0.0156250 1.0305958

16 0.0085883 0.0156250 0.5496511

17 0.009%1251 0.0156250 0.5840043

24 0.0128824 0.0156250 0.82447¢7

21 0.0112721 0.0156250 0.7214171

15 0.0080515 0.0156250 0.5152979

27 0.0144928 0.0156250 0.9275362

38 0.0203972 0.0156250 1.3054214

0 0.0000000 0.015&250 0.0000000

14 0.0075148 0.0156250 0.4809447
0 0.0000000 0.0156250 0.0000000
17 0.0091251 0.0156250 0.5840043

37 0.0198604 0.0156250 1.2710682
1e 0.0085883 0.0156250 0.5496511
1 0.0005368 0.0156250 0.0343532
65 0.0348900 0.0156250 2.232957

6. Uso de codones en una bacteria

Analizar el uso de codones de la bacteria Thermus thermophilus

¢, Qué observamos si comparamos el %G+C en las diferentes posiciones del codén?

Después de obtener todas las CDS de la bacteria Thermus thermophilus y lanzar el CUSP
obtenemos la siguiente salida:

OUTPUT FILE outfile

#CdsCount:

#Coding GC 69.67%
#lst letter Gl
#2nd letter aC
#ird letter GC

1957

72
44
o2

L13%
LB3%
.85k

Vemos que hay 1957 secuencias de entrada. Si todas son CDS, deberiamos obtener el
mismo numero de codones de parada.

TAA
TAG
TGA

a.192
8.379
8.429

B8.638 375
1.262 742
1.429 8448

Lo podemos confirmar sumando los 3 codones de parada.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_006461.1

Si analizamos el G+C en las 3 posiciones de los codones vemos que existen diferencias
muy notables con 72% en primera posicion, 44.8% en segunda y 92% en tercera. Es decir
que el 92% de los nucleoétidos en tercera posicion de los codones correspondenoa G o a
C.

e ; Qué explicacion puede tener
Lo que observamos es un caso extremo del sesgo de uso de codones. Por ejempilo, el
96.5% de todos los codones usados para codificar alanina son los que terminan en G
(GCG) o C (GCC)

#Codon AA Fraction Freguency MNumber

GCA A 8.814 1.5497 939
GCC A 8.738 24,877 4994t
GCG A 8.226 25.974 15272
GCT A 8.821 2.453 1442

Esta bacteria vive en condiciones extremas (> 65 grados Celsius) lo que explica que su
genoma es extremadamente rico en G+C (69.5%) ya que los enlaces entre Gy C con 3
puentes de hidrogenos son termodinamicamente mas estables que A/T con 2 enlaces entre
ellos. Existe sesgo mutacional en bacterias. Un factor en el sesgo de mutaciones es la
disponibilidad de bases en la replicacion del ADN. En este caso se puede suponer que hay
mas nucleotidos C/G y por lo tanto los errores en la replicacion seran mas bien hacia G/C.
Muchos aminoacidos estan codificados por 4 codones que solamente cambian en la tercera
posicion. Por lo tanto, frecuentemente un cambio en la tercera posiciéon no cambia el
aminoacido codificado y por lo tanto estos cambios son mas probables de ser aceptadas
evolutivamente al no sufrir seleccion negativa (ya que no cambian la secuencia y por lo
tanto la funcién de la proteina). Es decir, en estas posiciones ‘los genes pueden adaptar’ su
G+C a el del genoma. En la segunda posicion, cualquier cambio significa un cambio de
aminoacido y por lo tanto es mas probable que se elimine por seleccion negativa. Eso
puede explicar parte del sesgo tan extremo. Otro componente importante es la optimizacion
de la traduccién mediante el uso de codones y abundancia del anticodén.

Este ejemplo es para llamaros la atencion sin entrar en mas detalles. Mas informacién
podéis encontrar en:

https://en.wikipedia.org/wiki/Codon_usage bias
https://pubmed.ncbi.nim.nih.qov/22889422/

https://www.nature.com/articles/nrm.2017.91
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/codon-us
age-bias



https://es.wikipedia.org/wiki/Sesgo_en_el_uso_de_codones
https://en.wikipedia.org/wiki/Codon_usage_bias
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22889422/
https://www.nature.com/articles/nrm.2017.91
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/codon-usage-bias
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/codon-usage-bias

