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Por qué y para qué...

Tengo una secuencia de DNA/Proteína... 

¿... es esta secuencia  homóloga a otra(s) secuencia(s)?
¿... o tal vez tiene una función idéntica o similar a otra(s)?
¿... quizás tiene una estructura común con otras secuencias, como 
dominios o motivos ?

El Alineamiento de Secuencias me permite responder estas y 
otras preguntas.

Es el procedimiento más común en bioinformática



  

¿En qué consiste un ¿En qué consiste un 
alineamiento de secuencias?alineamiento de secuencias?



  

Existen diferentes tipos de Existen diferentes tipos de 
alineamientos...alineamientos...

De acuerdo al número de secuencias a alinear:

● Pareado (==2)
● Múltiple  (>2)



  

De acuerdo a la región a alinear:

●Local (sub región de la secuencia)
●Global (secuencia completa)



  

¿Cómo luce un alineamiento de ¿Cómo luce un alineamiento de 
secuencias?secuencias?



  

Similaridad, identidad y homologiaSimilaridad, identidad y homologia

Similaridad es una cantidad observable que puede ser 
expresada 
como, por ejemplo,  un porcentaje de identidad.

Homologia es una conclusión basada, en parte,  en la similaridad 
y de la que se infiere una relación evolutiva entre nuestras secuencias.

Un gen es o no es homólogo NO existe un “porcentaje de 
homologia”.



  

La divergencia ocasiona que el parecido La divergencia ocasiona que el parecido 
entre secuencias se aproxime entre secuencias se aproxime 

asintóticamente al azarasintóticamente al azar
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● Al aumentar la divergencia se dificulta distinguir homólogos de no 
homólogos. 

● Las comparaciones de proteína conservan mas información que las 
de ADN y pueden detectar homología mas remota. 



  

Herramientas y algoritmos Herramientas y algoritmos 
para alineamiento de para alineamiento de 

secuenciassecuencias



  

Dos algoritmos fundamentales...Dos algoritmos fundamentales...

● Smith and waterman (local)
● Needleman Wunsch (global), 1970: genera un  
alineamiento óptimo aún introduciendo gaps.

Aproximaciones heurísticas de Smith and Aproximaciones heurísticas de Smith and 
waterman:waterman:

● FASTA (Pearson and Lipman, 1998)
● BLAST (altschul et al., 1990)



  

Elementos característicos de un Elementos característicos de un 
alineamientoalineamiento



  

Lo que buscamos con un alineamiento óptimo es Lo que buscamos con un alineamiento óptimo es 
reducir al mínimo los “gaps” y los reducir al mínimo los “gaps” y los 
“mismatches” y maximizar los “matches”“mismatches” y maximizar los “matches”

Para lograrlo se debe implementar una Para lograrlo se debe implementar una 
manera de “calificar” el alineamiento  manera de “calificar” el alineamiento  
con base en esas 3 variables!con base en esas 3 variables!

En definitiva...En definitiva...



  

• Deben definirse para poder cuantificar la similitud 
entre dos cadenas S y T. 

• Así para cada alineamiento se calcula un número 
que, a mayor valor, represente la mayor 
significancia (biológica)

• Una vez definido el sistema a usar, la puntuación 
(score) de una pareja de caracteres s,t  alineados se 
define como p(s,t)

SISTEMAS DE PUNTUACIÓNSISTEMAS DE PUNTUACIÓN



  

SISTEMAS DE SISTEMAS DE 
PUNTUACIÓNPUNTUACIÓN

Puede ser un esquema sencillo como (para DNA):

A
Match = 1
Mismatch = -2

B
Match = 1
Transición = -1.5
Transversión = -2 Purinas:  Adenina - Guanina

Pirimidinas: Timina - Citosina

C
Match = 1
Transición = -1.5
Transversión = -2
Gap Opening= -5
Gap extension = -2

• El sistema para puntear los apareamientos El sistema para puntear los apareamientos 
entre AA debe reflejar su relación química y entre AA debe reflejar su relación química y 
biológicabiológica



  

Contienen valores proporcionales a la 
probabilidad de que un aminoácido ´i´sea 

substituído por un aminoácido ´j´, calculados 
para todos los pares de aminoácidos posibles.

MATRICES MATRICES DE SUSTITUCIÓNDE SUSTITUCIÓN

El término “sustitución” indica que el objetivo de 
puntear un apareamiento es valorar el coste evolutivo y 

funcional de cambiar un residuo por otro



  

A G C T

A 1 -1.5 -2 -2

G -1.5 1 -2 -2

C -2 -2 1 ?

T -2 -2 ? 1

Una matriz sencilla...Una matriz sencilla...



  

• No hay una matriz única que se pueda usar siempre.
• Se utilizan según la familia de proteínas y el grado de 

similitud esperado.
• Las más utilizadas.

– PAM: Percent Accepted Mutation Matrix
• Derivadas de alineamientos globales de secuencias cercanamente 

relacionadas.
• PAM40 PAM250. A mayor Nº mayor distancia evolutiva

– BLOSUM
• Derivadas de alineamientos locales de secuencias distantes
• BLOSUM90 BLOSUM45 El Nº representa porcentaje de identidad

Tipos de Tipos de 
matrices...matrices...



  

PAM PAM 
Porcentaje de mutaciones aceptadasPorcentaje de mutaciones aceptadas

• La cuestión era observar qué sustituciones ocurrian entre 

proteínas homólogas.

• Accepted Point Mutation (PAM): cambio, en una proteína, 

de un aa por otro que ha sido "aceptado" por la selección 

natural (SN).

•  los cambios más aceptados por la SN son los de tipo 

conservativo, ej. isoleucina por valina (hidrofòbicos y de 

tamaño similar).

• Permite relacionar familias de proteínas por su distancia 

evolutiva.



  

PAM1/PAM250PAM1/PAM250
● Con base en las probabilidades de ocurrencia de cada aa se 

generó una matríz de probabilidad de mutación.

● Probabilidad de que un aa sea mutado en otro,  durante un periodo 
evolutivo definido.

● Un intervalo de estos es por ejemplo de 1 PAM: "La unidad de 
divergencia evolutiva en la que 1% de los aa han sido cambiados 
entre 2 secuencias dadas".

● Notar que la unidad NO está dada en años,  sino en % de 
divergencia.

● PAM 250:  distancia evolutiva en la que las proteinas comparten 
cerca del 20% de identidad. Es decir en la que el 80%  de los aa se 
han cambiado.



  



  

BLOSUM BLOSUM 
(matriz de sustitución de bloques)(matriz de sustitución de bloques)

• Steve Henikoff (1992)

• Los valores están basados en la observación de 

frecuencias de substitución en bloques de ALINEAMIENTOS 

LOCALES de proteínas relacionadas

• De esta manera se enfoca en las regiones conservadas.

• BLOSUM62, une todas las proteinas en un alineamiento 

que >=62% de identidad en sus aminoácidos.

• se penalizan más para aquellas secuencias que comparten 

menos del 62% de identidad.



  

BLOSUM62 Substitution Scoring Matrix . The BLOSUM 62 matrix shown here is a 20 x 20 
matrix of which a section is shown here in which every possible identity and substitution is 
assigned a score based on the observed frequencies o such occurences in alignments of 
related proteins. Identities are assigned the most positive scores. Frequently observed 
substitutions also receive positive scores and seldom observed substitutions are given 
negative scores.  

 

BLOSUM 62BLOSUM 62

El número hace referencia al mínimo 
porcentaje 

de homología de los bloque usados 
para construir la

Matriz. 

BLOSUM 62 fue calculada a partir de 
la comparación de secuencias con una 

divergencia mínima de 62%



  

Permiten detectar las mejores 
secuencias con relación biológica

Cada matriz es el resultado del análisis 
de un  alineamiento de bloques 
conservados (análisis real)

Las matrices son extrapolaciones 
matemáticas de la matriz PAM1

No permite generar un modelo evolutivoEs posible montar un modelo evolutivo 
y así generar nuevas matrices a partir 
de la primera

Puede seleccionar un nivel de 
similaridad entre las secuencias usadas 
en el análisis

Secuencias de proteínas usadas en 
alineamiento tienen >99% de 
identidad

Calculada a partir de alineamientos 
locales

Calculada a partir de alineamientos 
globales

BLOSUMPAM



  

PENALIZACIÓN POR PENALIZACIÓN POR 
“GAPS”“GAPS”

• En un sistema de puntuación es importante definir el 
coste de insertar o eliminar un residuo, lo que en el 
alineamiento aparece como un hueco (“gap”)

• Suele penalizarse diferente 
– el primer hueco (“gap opening”) 
– que los restantes (“gap extension”) que parten de él

• La variación de estos parámetros puede tener 
efectos importantes en el alineamiento final



  

EFECTO DEL VALOR DE LA EFECTO DEL VALOR DE LA 
PENALIZACIÓNPENALIZACIÓN

•Muchas inserciones pequeñas
•Adecuado si se trata de proteínas 
distantes

GrandePequeño

•Algunas inserciones grandes
•Adecuado si hay la posibilidad que se 
hayan insertado dominios completos

PequeñoGrande

•Pocas inserciones o eliminaciones
•Adecuado para proteínas muy 
relacionadas

GrandeGrande

Comentario
Costo de 
extensión 
del gap

Costo de 
apertura 
de gap



  



  

Herramientas Herramientas 
para alineamientopara alineamiento



  

Alineamiento local
●water
●NCBI-BLAST, WU-BLAST
●FASTA

Alineamiento global:
●needle (EMBOSS)

Alineamiento múltiple:
●clustal-w
●MUSCLE
●T-COFFEE



  

http://bioinf.ibun.unal.edu.co/dotlet/http://bioinf.ibun.unal.edu.co/dotlet/
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Cada pixel representa un residuo (x,y).
Cada pixel representa un puntaje.
Un alto puntaje == buen “match”.

Bajo Alto



  

HistogramaHistograma
Representa la frecuencia de cada score
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Puntajes más bajosPuntajes más bajos
(mayoría de pixeles)

Puntajes más altosPuntajes más altos
(minoría de pixeles)



  

BLAST BLAST 
Basic Local Alignment Search ToolBasic Local Alignment Search Tool

http://blast.wustl.edu/

http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/



  



  



  



  



  



  

TAREA!!!!TAREA!!!!
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/html/sub_matrix.htmhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/html/sub_matrix.htm
ll


