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Objetivos y ejercicios del TP

Objetivos:
1. Entender cémo funciona el algoritmo de alineamiento de pares de secuencias de Needleman-Wunsch.
2. Aprender a interpretar un Dot-Plof

3. Comprender los conceptos de identidad, similitud y homologia de secuencias

Ejercicios:
1. Realizar el alineamiento entre dos secuencias cortas de forma manual
2. Analizar el dot-plot generado a partir de un alineamiento de secuencias

3. Determinar qué especies estan mas relacionadas entre caballo, ballena enana y canguro rojo



Infroduccion

¢Qué es alinear de a pares?

Es la asignacion uno-a-uno de correspondencias entre los elementos que
componen dichas secuencias sin alterar su orden.

- Match (M): Cuando los elementos enfrentados son equivalentes.
- Mismatch (m): Cuando los elementos correspondientes son diferentes.

- Gap (g): Cuando un elemento de una secuencia no fiene par en la otra y se
enfrenta a un espacio, caracterizado por un guion (-).

* Gap open: Cuando se abre un gap.

* Gap extend: Cuando se agregan gaps a continuacion de otro gap.

¢Para queé alineamos?

Para obtener una medida de similitud entre secuencias = necesitamos un sistema de puntaje
0 scoring



Infroduccion

Algoritmos de alineamiento

- Alineamientos globales: Se aparean tfodos los elementos de una secuencia con todos los
elementos de la otfra. Este tipo de alineamientos se utiliza principalmente para comparar
dos secuencias que son similares en longitud. También se denominan alineamientos de

Needleman-Wunsch por sus creadores

- Alineamientos locales: (0 de Smith-Waterman), parean Unicamente parte de las
secuencias y son utiles para identificar, por ejemplo, dominios en comun.

- Alineamientos mixtos: Combinan los dos anteriores.

/

A’I|‘CG-(i(f'll‘AG'GAlACA'CGACG-A'G'CAGI
GTGCCGCTGG-ATGAGTGGTCAGTTG

Global Alignment

Sequence 1 ATCGGCTAGGAACACGACGAGCAG
Sequence 2 GTGCCGCTGGATGAGTGGTCAGTTG

Local Alignment




Dynamic programming

Es un algoritmo que utiliza matrices para alinear dos secuencias. Los pasos para completar esta
maftriz son:

1.  Comenzar en el extremo superior izquierdo, con un puntaje inicial de 0.

2. Calcular el costo que tiene aparejado desplazarse de una celda a la otra para cada paso,
dado el sistema de puntajes pre-establecido.

3. Elegirla opcién mas favorable, es decir aquella que maximice el puntaje global del
alineamiento.

4. Guardar el puntaje con el que se llegd a una celda dada y el movimiento que originé dicho
camino o path, indicado tipicamente con una flecha.

Una vez que la matriz esta completa en su totalidad se puede recorrer hacia atras o realizar un
traceback, desde el extremo inferior derecho al superior izquierdo, para reconstruir el
alineamiento.



Dynamic programming

Match: M=1

Mismatch: m=-1
Gap: g=-2



Primer paso:

Extremo superior

Dynamic programming

Match: M=1 Mismatch: m=-1

Gap: g=-2

izquierdo =0 T C G C A
0 -2 -4 -6 -8 : -10
? |
|
T -2
-2
C -4
-2
C -6




Match: M=1 Mismatch: m=-1

Costos de cada Gap: g=-2
movimiento T C G C A
Costo de gaps |
S 4 6 8 7 -0
-2 I ) I -2 I . I ) I P
T -2 2 5
L e e e B
C -4 2 2
2 T - T -2 T - T 2 T 2
C -b e | | | | 2 |
B A A e e e
A - B &




Match: M=1 Mismatch: m=-1

Costos de cada Gap: g=-2

movimiento T C G C A

Costo de maichs | | |
o % =2 % 4 7 -6 7 -8 7 -0
1

TZ\ I'Z I'Z Ia Iz Ia

T '2 2 2 2 2 p)
I e e B e e

C -4 2 2 2 2 2
e [ g oy T g T ge [ g
. £ = ) | ] | 1 | J |
éT-Z TZ }2 }-2 }2 ' }2

A - ° - 2 ’ 2




Match: M=1 Mismatch: m=-1

Costos de cada Gap: g=-2
movimier_l’ro T C G C A
Costo de mismaich | | |
0 7 -2 9 -4 1 -6 8 7 -0
} -2\ I -2 I -2\ T ; I ) I P
T -2 2 -2 2 2
2 (<— I 2 (:1— I 2 (‘<— } i I ) <— I >
C -4 2 -2 -2 -2
S N — S -t
i I AN B ERNNSE.
C 6 . | B | 5 | | 2\ |
i P 2™ P2 1 - P2 < | 2
A 'é . | < | '2\ | | 2 |




Tercer paso: Dynamic programming Match: M=1 Mismatch: m=-1

Elegir la opcion Gap: g=-2
mas favorable T C G C A
para cada | | |
movimienfo  Q (_'2_ 2 7 -4 :_ 6 (_2_ -8 ;_ 10
1
I AN T 2 I-a\ I 2 ? 2 ? >
T —2 2 1 2 2 > >
R E NN AN TN AN A E RN
C VN N L N
N —h— S 1 —_
™ I te ] pe| g
C 6 4 >~35 2" o
(i P 2> 2>~ 12 ™ Pe P2
A -é ° - c | '2\ | 2 | 2 |




Cuarto paso:

Guardar el scare y

la ruta que origina

Dynamic programming

Match: M=1 Mismatch: m=-1

Gap: g=-2

! _ T C G C A
dicho puntaje | |
0 7 2 7 4 6 _1 -8 _7 -1
12~
|
T -2 1 -2 -1 -3 2 -5 2 -7
i) — T ‘—1— T
2~
C -4 N 0 2 N2 2 4
-2 £\1 T_Z i'l— -1
| |
C -6 -3 0 1 1 i -1
2 | 2 E: 2 ~J ~
A 'é "]5 -2 -1 0 2




Dynamic programming

T C G C A
| | I
o = 2 % 4 5 6 9 -8 10
(—1— PR <~ —
B e
T -2 1 2 -1 2 -3 2 -5 7
-2 ~ ~ <~
s
C -4 -1 2 ¢ 0 0 -2 4
| 2 [ 2™ T = ~J
C Con la matriz completa, 0 1 1 -1
recorremos hacia atras
| desde el extremo inferior RN b2~
derecho al superior | |
A izquierdo, para reconstruir -2 -1 0 2

el alineamiento.




T C G C A
| I
0 i -2 4 1 6 _7 -8 -10
SE
S
s _
-2 1 2 -3 2 > -7
-2 ~ ~]
-2
-4 -1 2 2 0 2 -2 A
: z 1SRN .
|
0 1 1 -1
TCGCA _ :
-2 -2
TC-CA A
-2 -1 0 2

Score global =2




¢ Y si fuese alineamiento local?

T c G C A
T
o 2 4 7 e 1 8 1 10
-
T -2 1 -2 -1 -3 - -5 -2 By §
e LT
o -4 -1 2 =2 0 - 2 - -4
p 2 e N[
I | |
E 0 1 1 = 1
TCGCA -
-2 A2
1 TC-CA | i
A -2 -1 0 2
Score global =2

Smith—-Waterman algorithm

Needleman-Wunsch algorithm

First row and first column are set

First row and first column are subject

when 0 is encountered

Initialization

to 0 to gap penalty
Scoring Negative score is setto 0 Score can be negative

Begin with the highest score, end  Begin with the cell at the lower right of
Traceback

the matrix, end at top left cell




¢ Y si fuese alineamiento local?

T C G C A
o | o© o | o _| o _| o
I 1
1 0
T 0 | 0 o | | 0
1 1
C 0 0 |2 0 1 0
U T ™~ ~
C TC CA 1 1 1 | 0
- TC CA A .
A 0 0 0 2
Dos alineamientos
locales




Ejercicio 1: Dynamic programming

Al

G2

A T T G G
0 1 2 3 4 5
0 -2 -4 -8
t
-2 -3 -5 -7
2| |2 <-4
t f f
-6 -3 -2 -3
t f
-8 - -2 -2 -4
f
-7 0
t f
-12| | -9

Alineamiento de las secuencias ATTGG con
AGATGG, usando el esquema de puntajes: M=1,
m=-1, g=-2

1. Extremo superior izquierdo = 0

2. Calcular el costo de desplazamiento para
cada paso

3. Elegirla opcion que maximice el puntaje
global del alineamientao.

4. Guardar el puntaje con el que se llegd a
una celda y el movimiento que origino
dicho camino

10’ para pensar



Ejercicio 1: Dynamic programming

0 'g‘ I I E‘ ? Alineamiento de las secuencias A'I'I'GG_con
AGATGG, usando el esquema de puntajes: M=1,

0 -2 <-4 | -6 < -8 <-10 m:-’l,g=-2

t

-2 l4-1~-3~-5~-7

i i

-4 -1 0 [« -2 -2 <-4

! ! !

-6 -3 -2 -1 -3 -3

t i

-8 -5 -2 -1 -2 <-4

t ! ! !
-10| | -7 -4 -3 0 -1

! ! ! ! !
-12 | -9 -6 -5 -2 il




Ejercicio 1: Dynamic programming

A T T G G Alineamiento de las secuencias ATTGG con

0 1 2 3 4 > AGATGG, usando el esquema de puntajes: M=1,
0| 0 4 -2 -4 |1 -6 [~ -8 ~1-10 m=-1, g=-2

¥ ¥ Camino 1

AT-TGG
LN N BEREN
A 3| -6 -3 -2 -1 < -3 -3
P P AGATGG
1-1-2+1+1+1 = 1




Ejercicio 1: Dynamic programming

A T T G G
0 | 2 3 4 5
0 -2 -4 -6 -8 =1-10
f
-2 1 -1 -3 -5 -7
t t
-4 -1 0 -2 -2 -4
t t t
-6 -3 -2 -1 -3 £
f f
-8 -5 -2 -1 -2 -4
f f 1 f
-10| | -7 -4 -3 0 -1
t t t t t
-12| | -9 -6 -5 2 i

Alineamiento de las secuencias ATTGG con
AGATGG, usando el esquema de puntajes: M=1,
m=-1, g=-2

Camino 2

A-TTGG

T I
AGATGAG
1-2-1+1+1+1 = 1



Ejercicio 1: Dynamic programming

Alineamiento de dos secuencias usando la pagina. Qué son los colores verde y rosa. Verde = la
celda seleccionada. Rosa = las celdas que estan relacionadas con el score de la celda verde. Si
hay mas de una, es porque las dos vias llevan al mismo score.

D Aq | Ta | T3 | G4 | Gs | Gg D A | To | T3 | Gy | Gs | Gg

Si se penaliza mucho el
gap, hay un solo

Ay | -5 4| -9 |-14|-19]|-24 A | -1 0 2 | =3 |les alineamiento con el
mejor score (que es 0).

0 -5 (-10 | -15 | -20 | -25 | -30 0 -1 (-2 (-3 )|-4)|-5]|-6

Gy (-10| -4 O -5 | -8 | -13 | -18 Gy | -2 | 0 | -1 -2 o -1 | -2 Si se penaliza mucho el
A; [-15| 9 | -5 6| 0 | 14 L IEET IR E 2 | 3 m pero no el gap, hay
muchisimos

Fg | -20 (-14 | -8 | 4 -7 | -10 il 4 | 2| 0 |- 3 ||k alineamientos con

= ‘ muchos gaps adentro
el 25 (=19 |=13| =93 -6 Gs | 5|3 |-1|-2]0 -2 (para score O se permite
Gg |-30| 24 |-18|-14 | -8 | -2 K Gg | 6| 4| 23|11 0 un gap x match)
Score: 0 Score: 0

Match D Mismatch \I\ Gap E Match D Mismatch Gap \I|



Dot plots

Los dot-plots son representaciones graficas que dan un pantallazo sobre la similitud
enfre dos secuencias. En ellos se pueden identificar patrones que aporten informacion

sobre la relacion entre ambas secuencias.

Sequence T,

Sequence T,

Y

A D

2 & D &

N

Q N

a) Match perfecto.

b) Repeticiones.

c) Palindromo.

d) Repeticiones invertidas.

e) Zonas de baja complejidad
(microsatelites).

f) Zonas altamente repetitivas
(minisatelites).

g) Secuencias con alta
conservacion.

h) Insercién o delecion.
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Comparar la secuencia HS-ch11




Ejercicio 2: Dot plots

Comparar la secuencia HS-ch11-fragment.fasta contra si misma y observar los patrones del dot plot

T

NC-000001

s e
|t Al
4000wzt
e
3500
LI A
//
~ - =
~ T
3000 T
- e
-~
i e
prd
2500 s
T
ey L
s

2000

1500

1000

RRRAR

1000

2000 2500

NC-000001.11

= Nuevos

parametros:
windowsize 50 y
threshold 20

Microsatélites
Minisatélites
Match perfecto

Repeticiones



Ejercicio 2: Dot plots

Comparar la secuencia HS-ch11-fragment.fasta contra si misma y observar los patrones del dot plot

N

NC-000001

o

Y

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

NC-000001.11

= Nuevos
parametros:
windowsize 100 y
threshold 20

Microsatélites
Minisatélites
Match perfecto

Repeticiones

muchas menaos



Identidad, similitud y homologia

No son sindnimaos! Son conceptos relacionados con distinto significado

/ Medida cualitativa \

Dos secuencias pueden ser o no ser homaologas, no hay infermedios

Homologia Implica una herencia compartida

Las secuencias homaologas necesariamente derivan de un ancestro
k comun /

Medida cuantitativa

Identidad y El grado de similitud se obtiene utilizando alineamientos y sistemas
similitud de puntaje

\_ Se puede usar una medida de similitud para inferir homologia J




Ejercicio 3: Similitud y homologia

Determinar que especies estan mas relacionadas utilizando |a ribonucleasa pancreatica de caballo

(Equus cahallus), ballena enana (Balaenoptera acutorostrata) y canguro rojo (Macropus rufus).

S

# Aligned_sequences: 2
# 1: RNAS1_BALAC

# 2: RNAS1_MACRU

# Matrix: EBLOSUM62
# Gap_penalty: 10.0

# Extend_penalty: 1.0
=

A0

A= P,

# Aligned_sequences: 2
# 1: RNAS1_HORSE

# 2: RNAS1_MACRU

# Matrix: EBLOSUM62
# Gap_penalty: 10.0

# Extend_penalty: 1.0
=

# Aligned_sequences: 2
# 1: RNAS1_HORSE

# 2: RNAS1_BALAC

# Matrix: EBLOSUMG62
# Gap_penalty: 10.0

# Extend_penalty: 1.0
=

¢Qué secuencias son mas similares? ;Tiene sentido el resultado obtenido?
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Parcialito

https://forms.gle/fZBgvMkB3uX6eQaz5

user: Ciencia de Datos
pass: u2Djfu20




Informe

Este TP tiene informe!
Se entrega hasta el 28/08 hasta las 23:59

¢Por qué pedimos informes?

Para que puedan aplicar los conocimientos y herramientas adquiridas durante [a cursada a un
problema puntual. También sirve para evaluar la capacidad técnica para producir resultados,
asi como también el criterio a |a hora de evaluar el significado biolégico de los mismos y la
comprension de las potencialidades y limitaciones de los algoritmos o herramientas
empleadas.

Cada informe de cada trabajo practico puede (o no) estar relacionado con alguno anterior. Por
lo tanto: Guarden los archivos y sean prolijos.

IMPORTANTE: Grupos de TPs = Grupos de informes!



