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Estudio y analisis de métodos de inferencia
filogenética: del ADN a las proteinas

RESUMEN

Los principales objetivos de este proyecto fin de carrera son la traduccion
de ADN a proteinas, la construccion de arboles filogenéticos utilizando
proteinas y su comparacion con los arboles construidos directamente a partir
de secuencias completas de ADN.

La filogenética es la disciplina que estudia las relaciones evolutivas entre
distintos individuos o especies. EI ADN mitocondrial es un tipo especial de ADN
gue esta almacenado en unos organulos de la célula llamados mitocondrias.
Parte del ADN mitocondrial codifica proteinas. Los arboles filogenéticos se
construyen utilizando modelos matematicos que intentan explicar la evolucion
real de los individuos. En el caso tratado de ADN mitocondrial, las filogenias
son especialmente utiles a la hora de diagnosticar las mutaciones de un
paciente como patdgenas.

Para poder construir estos arboles es necesario identificar las proteinas
dentro de la secuencia de ADN mitocondrial y extraer su informacion. Debido a
la falta de homogeneidad en las bases de datos donde se encuentran
almacenadas las secuencias es necesaria una primera fase de procesamiento
para asi poder localizar las proteinas.

La comparacion de arboles filogenéticos es un tema abierto y candente en
la filogenia computacional para el que no se conocen en la actualidad
soluciones satisfactorias, por lo que las herramientas existentes no permiten un
andlisis profundo de los resultados. Futuros desarrollos en el area de
comparacion de filogenias seran el punto de partida de posteriores
investigaciones a partir de las herramientas y resultados obtenidos en este
PFC.

En este proyecto se trabaja con &rboles filogenéticos construidos
mediante proteinas, un tema novedoso en investigacién por lo que se espera
publicar los resultados en breve y que este proyecto sea el punto de partida de
futuros estudios.

Durante todo el proyecto se ha tenido que dedicar mucho tiempo a la
formacion en temas de indole biol6gica. También se ha usado gran cantidad de
herramientas bioinformaticas.

Se ha conseguido el objetivo de construir los arboles correspondientes a
un total de 4.824 secuencias, un numero considerado alto en filogenia
computacional dado el gran coste computacional de los métodos empleados.
Tras compararlos con los arboles de ADN disponibles se ha llegado a la
conclusién que son muy distintos, hecho que puede tener varias explicaciones
biolégicas y que da pie a nuevas investigaciones para dar explicaciones a este
suceso.
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1. Introducciodn

1.1. Contexto del proyecto

El proyecto se ha realizado en el Departamento de Informética e
Ingenieria de Sistemas de la Universidad de Zaragoza, dentro del ambito de la
bioinformatica [1]. Se han utilizado los resultados del proyecto ZARAMIT [2]
sobre ADN mitocondrial humano. En cuanto al contexto bioldgico del proyecto,
se ha trabajado con las proteinas del ADN mitocondrial humano para la
construccion de arboles de filogenias que reflejan la evolucion de la especie
humana. Dicha construccion es de gran importancia dado que el estudio
filogenético del ADN mitocondrial permite detectar mutaciones asociadas a
enfermedades raras, muchas de las cuales provocan la muerte prematura del
individuo. En funcién de la localizacién de una secuencia en el arbol generado
se puede conocer si las mutaciones presentes en dicha secuencia estan
asociadas a una enfermedad que pueda afectar al individuo [3]. Por otro lado,
el estudio filogenético realizado sobre proteinas, en contraste con el usual
estudio de filogenias de ADN, es un tema novedoso, bastante menos
desarrollado en la literatura y de gran interés cientifico-técnico.

1.2. Objetivos

Una vez situado al lector en el contexto del proyecto, es el momento de
explicar los objetivos que lo han guiado. La investigacion ha estado centrada en
la construccion de arboles filogenéticos a partir de proteinas, para lo que se ha
trabajado con la secuencia de ADN mitocondrial humano.

El proyecto consta de tres objetivos fundamentales: introduccién y
formacion, alineamiento de secuencias y obtencion de proteinas, y obtencién
de arboles de filogenias creados a partir de proteinas y comparaciéon con los
arboles creados directamente a partir de la secuencia completa de ADN
mitocondrial (0 ADNmt).

El primer objetivo es parte de todo proyecto, ya que siempre es necesario
obtener informacion a partir de la cual empezar a trabajar. Pero esta fase ha
sido especialmente necesaria en este caso, dado que no hay formacién en la
carrera en el &mbito de la bioinformatica y se ha tenido que adquirir una gran
cantidad de conceptos basicos y no tan basicos al comenzar este proyecto.
Aunque este objetivo no solo se ha llevado a cabo al inicio del trabajo, sino que
practicamente hasta la finalizacibn del mismo se ha tenido que seguir
recopilando informacion.

El segundo objetivo se centra en obtener los datos a partir de los cuales
se han construido los arboles de filogenias. Aunque este objetivo se podria
haber incluido dentro del siguiente, se ha considerado que era mejor separarlo
dado el tiempo que ha durado y la importancia que tiene dentro del proyecto.
Para obtener las proteinas de una secuencia de ADN es necesario traducir los
nucledtidos de los genes que las codifican en aminoacidos, para lo que se ha



tenido que alinear las secuencias previamente, ya que, por un lado es
necesario conocer la posicion de los codones para realizar la traduccion y por
otro sera necesario que las proteinas estén alineadas para la construccion de
la filogenia

El dltimo objetivo consiste en la construccion de los arboles de filogenias
a partir de proteinas y en comparar su estructura con la de los arboles
obtenidos directamente a partir de la secuencia completa de ADNmt. Se tomo
como base la filogenia de 4.895 secuencias construida por el proyecto
ZARAMIT. EI ADNmt contiene 13 genes que codifican proteinas, por lo que hay
que construir un arbol para cada una ellas. Tras constatar que el tiempo de
construccion de cada uno de los &rboles completos era demasiado elevado
para poder realizarlo en este caso, se aprovecho la divisién por haplogrupos de
ZARAMIT para trabajar con conjuntos de secuencias mas pequefios y
manejables temporalmente y estudiar cada uno de ellos por separado.

1.3. Metodologia y herramientas

Como ya se ha comentado, se ha tenido que dedicar un especial esfuerzo
y tiempo a la adquisicion de conceptos bioldgicos con los que nunca se habia
trabajado. Se ha profundizado sobre todo en temas de alineamiento de
secuencias, obtencion de proteinas, evaluacion de modelos evolutivos y
construccion y comparacion de arboles filogenéticos.

Para cada una de las soluciones disefiadas hacia los objetivos definidos
se ha estudiado el marco tecnoldgico mas apropiado. Una vez seleccionadas
las herramientas y entornos adecuados se pasé a implementar los disefios.

A lo largo de las distintas fases del proyecto se han realizado pruebas
para comprobar si los resultados eran correctos y en el caso de detectar
errores para solucionarlos. Esto tuvo especial importancia cuando se estaban
alineando las secuencias y obteniendo las proteinas, ya que las pruebas
ademas de detectar errores en el disefio y la implementacion permitian detectar
anomalias en las secuencias obtenidas de GenBank y asi descartarlas. Estas
anomalias no tienen porqué significar que las secuencias no son validas, ya
gue, aunque no sean adecuadas para el contexto de este proyecto, pueden ser
interesantes para otras investigaciones. No obstante tiene gran utilidad
comunicar estas incidencias a la comunidad cientifica e incluso proponer
versiones curadas de los datos para su uso en otros trabajos.

Por ultimo, es importante destacar que se ha trabajado con datos reales
pertenecientes al proyecto ZARAMIT para la construccion de los arboles de
filogenias, por lo que tanto los haplogrupos como las secuencias empleadas
son utilizadas y aceptadas actualmente por los biélogos.

1.4. Software

Se ha trabajado con varias aplicaciones software a lo largo del proyecto.
Una de ellas ha sido MUSCLE, una de las herramientas mas usadas para
alinear secuencias, en su version 3.8.31 [4]. Como ayuda para elegir el mejor
modelo evolutivo se utilizd ProtTest, en su version 3.0 [5]. ProtTest es una
aplicacion que permite evaluar hasta 120 modelos para un alineamiento de



secuencias dado. Una vez elegido el mejor modelo se utilizé la herramienta
RAXML, en su version 7.0.3 [6], para construir los arboles de filogenias. Por
altimo, se utilizd una de las herramientas que incluye el paquete Phylip
(Phylogeny Inference Package), en su version 3.69 [7], llamada TREEDIST, con
la que se compararon los arboles filogenéticos construidos a partir de proteinas
con los construidos a partir de la secuencia completa de ADNmt, disponibles en
la pagina web de ZARAMIT.

La base de datos de secuencias de ADNmt humano con la que se ha
trabajado a lo largo del proyecto se ha obtenido de GenBank [8], la gran base
de datos de elementos relacionados con la genética, de uso muy extendido, de
acceso publico y a través de internet y a la que cualquier investigador puede
aportar informacion. Esto provoca que los datos no estén normalizados por lo
gue se tuvieron que alinear todas las secuencias con la de referencia para que
los genes que codifican las proteinas se encontraran en la misma posicion en
todas las secuencias. De ZARAMIT se obtuvo la division en haplogrupos de un
conjunto de secuencias y sus arboles filogenéticos que se han comparado con
los arboles obtenidos a partir de las proteinas

1.5. Entorno tecnolégico

Durante la realizacion del proyecto se me ha dado acceso a uno de los
laboratorios de investigacion del Grupo de Ingenieria de Sistemas de Eventos
Discretos (GISED), el L1.03b, donde he tenido a mi disposicién el ordenador
Duero, que tiene un procesador Intel® Core™2 Duo E6750 a 2.66GHz y 8GB
de memoria RAM.

Adicionalmente, se me ha dado acceso al ordenador Amboto (cuyas
especificaciones son las mismas que Duero) para agilizar el calculo de los
arboles de proteinas.

1.6. Estructura de la memoria

Para finalizar este primer capitulo introductorio se va a comentar
brevemente el contenido del resto de capitulos y anexos que componen la
memoria.

Se ha creido necesario dedicar el segundo capitulo a un breve glosario
biolégico en el que se incluyen conceptos y definiciones que se han
considerado necesarios para la comprension del componente biolégico del
proyecto.

En el tercer capitulo se explica la necesidad de realizar un procesamiento
previo de los datos (secuencias de ADNmt) y en qué ha consistido.

El siguiente capitulo trata sobre los procesos de transcripcion y traduccion
que se han efectuado sobre las secuencias una vez procesadas, para asi
obtener las proteinas de las secuencias.

En el quinto capitulo se detalla el trabajo realizado para la obtencion de
los arboles filogenéticos usando las proteinas calculadas anteriormente y la
comparacion de dichos arboles con los obtenidos directamente del ADN.



En el dltimo capitulo antes de los anexos se recogen las conclusiones
obtenidas del desarrollo del proyecto.

El primer apéndice incluye un diagrama de Gantt en el que se puede
observar el tiempo dedicado a cada parte del proyecto.

En el segundo apéndice se han explicado mas detalladamente los
fundamentos bioldgicos que sustentan el proyecto.

En el dltimo anexo se incluye el estudio que se ha hecho sobre la
herramienta ProtTest.

Por ultimo, se adjunta la bibliografia utilizada durante la realizacién del
proyecto y la redaccion de esta memoria.



2. Glosario bioldgico

Dado que a lo largo de la memoria se utilizan conceptos bioldgicos a los
que el lector puede no estar acostumbrado, se ha considerado adecuada la
inclusién del presente capitulo para explicar los conceptos mas importantes
para la comprension del documento. Para obtener informacion mas detallada
se puede consultar el apéndice B.

ADN: Acronimo de acido desoxirribonucleico. Forma parte de la célula y
almacena la informacion genética del individuo. Es el responsable de la
transmision de la informacién hereditaria y del correcto funcionamiento de la
célula (lo que incluye contener informacién para la formacion de proteinas).

ADN mitocondrial (ADNmt): Es un tipo especial de ADN que poseen
unos organulos llamados mitocondrias que forman parte de las células. A
diferencia del ADN celular, el ADN mitocondrial se hereda solo por parte
materna, su tasa de mutacion es muy elevada y ademas su longitud es mucho
menor. Por sus caracteristicas es muy utilizado en el estudio de filogenias.

ARN: Acrénimo de &cido ribonucleico. Es el encargado de que la sintesis
de proteinas se lleve a cabo. Hay diversos tipos, entre los que destacan el ARN
mensajero, el ARN de transferencia y el ARN ribosémico.

Gen: Es un conjunto ordenado de nucleotidos de una secuencia de ADN
que contiene la informacion necesaria para sintetizar una macromolécula que
desempeiia una funcion celular especifica. Dentro de estas macromoléculas se
encuentran las proteinas.

Proteina: Macromolécula formada por aminoacidos. Es fundamental para
la vida, ya que puede desempefiar una gran cantidad de funciones bésicas
para el correcto funcionamiento del organismo (estructural, inmunoldgica,
enzimatica...). El ADNmt humano contiene 37 genes en su secuencia, de los
cuales 13 codifican proteinas.

Filogenética: Se puede considerar la ciencia que estudia las relaciones
evolutivas entre distintos individuos y los clasifica en funcién de los resultados
observados.

Mutacién genética: Cuando dentro de una secuencia de ADN se
producen alteraciones en los nucleétidos se denomina mutacion genética.
Estos cambios pueden provocar cambios en los aminoacidos de las proteinas,
lo que puede desencadenar consecuencias graves.

Modelo evolutivo: Es un modelo matematico que pretende representar
las probabilidades de mutacion en el material genético de un conjunto de
individuos u organismos, es decir, su evolucion. Se expresan normalmente en
matrices que representan cadenas de Markov.

Haplotipo: Conjunto de cambios en una base de la secuencia de ADN
gue estan estadisticamente relacionados. A estos cambios se les suele llamar
polimorfismos de nucledtido simple o SNP.



Haplogrupo: Un haplogrupo lo forman un conjunto de haplotipos con
caracteristicas comunes. En genética humana hay dos principales lineas de
estudio de haplogrupos, la del cromosoma Y (estudio del linaje por parte del
padre) y la del ADNmt (estudio del linaje materno). Este proyecto se basa en
esta ultima.



3. Preprocesamiento de las secuencias

En este capitulo se va a exponer el tratamiento previo que se le ha dado a
las secuencias de ADNmt descargadas de GenBank y se va a explicar porqué
este preprocesamiento es necesario.

3.1. Estado del arte

Dado que el objetivo es construir arboles filogenéticos a partir de las
proteinas de las secuencias de ADNmt, lo primero que hay que preguntarse es
como obtener las proteinas de una secuencia.

Cada secuencia de ADNmt contiene la informacién para crear 13
proteinas distintas: ATP6, ATP8, ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6, CO1,
CO2, CO3 y CytB. En la pagina web de MITOMAP [9] se puede consultar la
posicion inicial y final de estas proteinas en la secuencia de referencia (rCRS
[10] o revised Cambridge Reference Sequence), asi como los nucleétidos (o
aminoacidos) que la componen.

La secuencia CRS [11] fue publicada en 1981 y fue uno de los primeros
pasos del proyecto del genoma humano. La rCRS, como su nombre indica, es
su version revisada. Esta compuesta por 16.569 nucleétidos.

Dado que se conoce la posicidon de los genes que codifican proteinas en
la secuencia rCRS, si se consigue que dicha posicidn en el resto de secuencias
coincida con la de la rCRS se podran obtener las proteinas de todas las
secuencias de una forma sencilla. A este proceso se le conoce como
alineamiento de secuencias.

Un alineamiento consiste en un analisis y modificacién de un conjunto de
secuencias con el fin de conseguir la mayor cantidad posible de nucleétidos
iguales en la misma posicién, para lo que puede ser necesario incluir huecos
(habitualmente llamados gaps) en alguna de las secuencias. La eleccion del
mejor alineamiento para un conjunto de secuencias dado es un tema que se
sigue estudiando en el campo de la bioinformatica por lo que para este
proyecto se ha decidido utilizar una de las herramientas mas utilizadas por los
expertos para realizar alineamientos llamada MUSCLE [4], en su version
3.8.31.

Se va a trabajar con las secuencias de ADNmt humano de entre 16.000 y
17.000 nucleétidos almacenadas en GenBank, lo que supone un total de
14.915 secuencias. Una vez alineadas todas las secuencias con la de
referencia es de esperar que quede fija la posicion de los genes que codifican
las proteinas en todas ellas. En el resto del capitulo se va a comentar como se
ha efectuado el alineamiento y los resultados obtenidos una vez finalizado.



3.2. Alineamiento de secuencias

Como se ha comentado anteriormente, se ha usado la herramienta
MUSCLE para alinear las secuencias con la rCRS. Para realizar cada
alineamiento se tiene que lanzar una ejecuciéon de MUSCLE pasandole como
entrada el nombre de los ficheros que contienen la secuencia rCRS vy la
secuencia a alinear; esto implica que hay que lanzar una ejecucion por cada
una de las 14.915 secuencias. Dado el excesivo coste temporal de lanzar estas
ejecuciones manualmente se ha implementado un programa que llame a
MUSCLE vy realice un conjunto de acciones adicionales que se detallan a
continuacion.

Cuando MUSCLE alinea cada par de secuencias genera un fichero con
extension .afa en el que aparecen las dos secuencias alineadas una a
continuacion de la otra. El objetivo es tener un fichero en el que solo esté la
secuencia alineada y procesada, por lo que el programa va a eliminar las
posiciones de la secuencia a alinear que se correspondan con los gaps
introducidos en la rCRS (a excepcién del gap de la posicion 3.107 que se
mantiene por convenio) y generar el nuevo fichero con la secuencia alineada y
procesada.

Por dltimo, es importante detectar en la secuencia si se han introducido
gaps en algun punto de una regién correspondiente a un gen, ya que este
evento puede estar asociado a anomalias que seria necesario estudiar. Por
ello, el programa, antes de eliminar una posicion, comprobara si esta dentro de
un gen, y si lo esta, escribira en un fichero especial la secuencia y la proteina
gue se codifica en el gen en el que se ha encontrado esta situacion.

Cabe destacar que el alineamiento de secuencias es un proceso con un
coste temporal bastante elevado. El alineamiento de las 14.915 secuencias
tardo en ejecutarse aproximadamente una semana.

3.3. Analisis de resultados

Una vez terminada la ejecucion del programa se han analizado dos cosas:
si el alineamiento ha permitido identificar la posicion de los genes en las
secuencias y si, como se ha comentado en la seccion anterior, han aparecido
gaps en los genes de las secuencias alineadas.

Para comprobar si los 13 genes que codifican las proteinas empiezan en
la misma posicidn en todas las secuencias se ha desarrollado un pequefio
programa que escribe en un fichero los nombres de los archivos que contengan
secuencias en las que al menos un gen no comience en la misma posicion que
su correspondiente en la rCRS. Al ejecutarlo se ha creado un fichero que
contiene 4.808 secuencias. Este niumero es bastante elevado, puesto que es
practicamente un tercio del numero total de secuencias.

Una vez analizados los resultados mas a fondo se llega a la conclusion de
que los genes que codifican las proteinas empiezan siempre entre 20
posiciones antes y 20 posiciones después que en la rCRS. Esto habra que
tenerlo en cuenta a la hora de obtener los aminoacidos que componen las
proteinas (como se vera en el capitulo 4). Un estudio mas profundo de las



causas por las que es necesario aplicar este umbral resultaria interesante en
trabajos futuros, quedando fuera de los objetivos y alcance de este proyecto.

Como se ha comentado anteriormente, la aparicion de gaps en los genes
que codifican las proteinas puede estar asociado a anomalias en la secuencia
original. Al analizar el fichero especial que se ha generado se puede observar
que éste contiene 6 secuencias. Dado que representan un 0,04% del namero
total de secuencias recogidas y que un analisis mas profundo de los motivos se
aleja de los objetivos del proyecto, se ha optado por descartar las secuencias.
En la tabla 3.1 se pueden observar los identificadores de GenBank de las
secuencias descartadas asi como la proteina que codifica el gen en el que se
ha encontrado el gap.

Identificador Proteina afectada
AB055387 Co1
JQ705682 CO2
EF184610 CytB
EF184640 ATP8
JF742208 ND2
EF660930 ND3

Tabla 3.1: Secuencias que contienen gaps en algun gen que codifique proteinas.




4. Transcripcion y traduccion

En este capitulo se va a explicar como una vez alineadas las secuencias
se han obtenido las proteinas por medio de los procesos de transcripcion y
traduccion.

4.1. Estado del arte

La transcripcion y la traduccion son dos procesos que forman parte de la
expresion génica, es decir, son los mecanismos por los cuales una célula es
capaz de obtener las proteinas codificadas en los distintos genes del ADN.

No se ha considerado necesaria la blusqueda de implementaciones ya
existentes de estos procesos. El motivo es doble: por un lado, son mecanismos
de baja complejidad cuyo objetivo es la traduccibn de nucleétidos a
aminodcidos, y por otro, esto permite ajustar mas adecuadamente el programa
a las necesidades del proyecto, como la busqueda del inicio de los genes entre
20 posiciones antes y 20 después de la posicion de inicio en la rCRS.

En los siguientes apartados se resumen los procesos de transcripcion y
traduccion y los aspectos mas importantes de su implementacion.

4.2. Transcripcion

Basicamente, el proceso de transcripcidn consiste en usar la informacion
contenida en la secuencia de ADN para sintetizar un tipo de ARN, el ARN
mensajero, gracias a una enzima llamada ARN polimerasa.

Si se tienen en cuenta las consecuencias de este proceso sobre las
secuencias de ADNmt con las que estamos trabajando, el programa ha de
realizar dos tareas: la primera consiste en transformar la timina (“T”) en uracilo
(“U”) en toda la secuencia. La segunda solo afecta al trozo de secuencia
correspondiente al gen que codifica la proteina ND6. Este trozo de secuencia
debe ser invertido, es decir, el primer nucleédtido pasa a ser el ultimo, el
segundo el penultimo y asi sucesivamente; ademas, cada nucle6tido debe
cambiarse por su complementario teniendo en cuenta que el complementario
del uracilo (“U”) es la adenina (“A”) y el de la citosina (“C”) es la guanina (“G”).

4.3. Traduccion

Durante el proceso de traduccion, el ARN mensajero sintetizado durante
la transcripcion da lugar a las proteinas. El encargado de este proceso es el
organulo llamado ribosoma.

En este caso, la traduccion provoca que cada conjunto de tres
nucledtidos, denominado codoén, se transforme en un aminoéacido. Por ello,
determinar la posicion de inicio de un gen es critico dado que la modificacion
en la posicion de los nucleétidos dentro del coddon puede generar un
aminoacido distinto al que deberia obtenerse.



Como se ha visto en el capitulo anterior, se conoce la posicion exacta de
los genes en aproximadamente dos tercios del total de las secuencias, pero
para el tercio restante solamente se sabe que pueden estar a una distancia de
20 posiciones de la situacion conocida. Por lo tanto, para cada secuencia hay
que comprobar si una vez traducida la terna de nucleétidos, esta coincide con
el inicio de la proteina (que conocemos gracias a MITOMAP) y, de no hacerlo,
se ha de buscar este inicio 20 posiciones hacia atrds y 20 posiciones hacia
delante.

Cabe comentar en este apartado una decisién que se ha tomado en lo
relativo a la codificacion de los aminoacidos. Al coger los nucleétidos en grupos
de 3, hay 64 posibles codones, pero varios codones codifican el mismo
aminoacido. En total hay 22 aminoacidos distintos de los cuales solo 20
aparecen en el ser humano. Se ha respetado la representacion usada para los
aminoacidos que forman parte de las proteinas, pero dado que los caracteres
terminadores no tienen representacion adecuada para este contexto, se ha
decidido representarlos mediante una “X”. Se ha tomado esta decisién porque
se ha observado que hay ocasiones en las que se producen mutaciones en
estos caracteres terminadores, lo que provoca que la secuencia tenga un
aminoécido mas de lo normal si no codificamos el caracter terminador. Al afiadir
esta “X” se consigue que todas las secuencias tengan la misma longitud,
condicién necesaria para la generaciéon de arboles de filogenias que se tratara
en el siguiente capitulo.

Ademas, se han detectado secuencias en GenBank a las que les falta
algun fragmento, pero que estan almacenadas por el valor que aportan las
partes que si estdn completas. Para indicar esto se rellenan las posiciones
desconocidas con el caracter “N” (que no representa ningun nucleétido). Para
respetar la longitud de la proteina, siempre que al menos un elemento de la
terna de nucledtidos a traducir sea una “N”, se representara el codén con el
caracter “X”.

4. 4. Resultados

Al comprobar si las proteinas se habian generado correctamente se vio
gue en 99 secuencias una o varias de sus proteinas no empezaban en la
misma posicién que la rCRS. Al investigar mas detalladamente lo que pasaba
se pudo comprobar que estas proteinas empezaban con una (o varias) “X”, por
lo que la anomalia no era tal, sino que era producida por las secuencias
incompletas.

Para estudiar el comportamiento temporal del programa se ha calculado
el tiempo para los casos mejor y peor. Hay que tener en cuenta que el caso
mejor se da cuando no hay que desplazarse por la secuencia durante la
traduccién, lo que se da en dos de cada tres secuencias. Para el calculo del
tiempo en el caso mejor se ha utilizado la secuencia HQ012252, para la que el
programa tardé 0,041751 segundos. Para el caso peor se usé la secuencia
EU092740, ya que en 11 de sus 13 proteinas hay que efectuar busquedas por
la secuencia y ademas 8 de estas busquedas hay que hacerlas a la derecha de
la posicion inicial (y el programa busca primero por la izquierda). El programa
tard6 en este caso 0,088041 segundos. Como se puede ver el tiempo de



ejecucion del programa por cada secuencia es muy bajo, ya que en ningun
caso llega a una décima de segundo.



5. Arboles de filogenias

A continuacion se va a detallar el trabajo realizado para la construccion de
los arboles filogenéticos utilizando las proteinas que se han obtenido
anteriormente. Por Ultimo se va a comentar la comparacién de los resultados
con los arboles obtenidos directamente a partir de las secuencias de ADN
mitocondrial completas del proyecto ZARAMIT [2].

5.1. Estado del arte

Una vez cumplido el segundo objetivo propuesto, se van a utilizar los
resultados obtenidos para la construccion de los arboles filogenéticos y su
posterior comparacion con los arboles obtenidos directamente a partir de las
secuencias completas de ADNmt.

Dado que el objetivo final requeria la comparacion de los resultados con
arboles reales, se decidio utilizar el arbol creado por el proyecto ZARAMIT a
partir de 4.895 secuencias de ADNmt humano. Como se explica mas adelante,
el tiempo de computacion para la construccion de arboles con tantas
secuencias es muy elevado y se utilizé la division de haplogrupos del arbol de
ZARAMIT para poder trabajar con tiempos de computacion mas manejables.

El proceso de construccion de arboles de filogenias es muy complejo y ha
sido, y contintia siendo, un tema muy importante de estudio en el &mbito de la
bioinformética [12—-14], por lo que se ha optado por utilizar la herramienta mas
usada para la construccién de arboles filogenéticos, RAXML, en su version
7.0.3 [6]. Esta herramienta construye los arboles en formato Newick [15], el
mismo formato que se usa en el proyecto ZARAMIT, lo que sera de gran ayuda
en la fase de comparacion de arboles.

Una vez obtenidos los arboles era necesaria la eleccion de una
herramienta para poder compararlos. Se eligi6 una de las herramientas del
paquete Phylip, en su version 3.69, llamada TEEDIST [16]. Esta aplicacién
permite comparar la estructura de dos o mas arboles filogenéticos en formato
Newick, por lo que se adecua al objetivo del proyecto perfectamente. En la
Gltima parte del capitulo se analizan los resultados obtenidos de esta
comparacion.

5.2. Construccidn de los arboles filogenéticos

Como se ha comentado en el punto anterior, el coste temporal de la
construccion de los arboles filogenéticos es muy elevado. Para que el lector se
haga una idea, generar el arbol completo para la proteina ATP6, compuesta por
227 aminoacidos, tiene un coste de 107 horas, es decir, casi 4 dias y medio,
siendo esta la quinta proteina con menor numero de aminoacidos vy
aproximadamente tres veces mas corta que la proteina de mayor longitud.
Dado que el coste temporal superaba los objetivos del proyecto, se decidio
aprovechar la divisiébn en haplogrupos que habia sido efectuada por el proyecto
ZARAMIT para poder tratar con arboles mas manejables desde el punto de



vista del coste temporal. Las 4.895 secuencias con las que trabaja ZARAMIT
se dividen en 26 haplogrupos de diversos tamarios.

Una vez estudiado el funcionamiento de la herramienta que se ha
utilizado para generar los arboles, RAXML, se ha visto que los ficheros de
entrada tienen que tener formato Phylip, por lo que se ha desarrollado un
pequefio programa que traduce los ficheros en los que estan guardadas las
proteinas a este formato. Adicionalmente, se han creado para cada haplogrupo
13 ficheros, uno por proteina, con las secuencias que pertenecen a cada uno
de ellos. Se detectd que la secuencia con identificador FJ770972, incluida en el
haplogrupo M, no tiene informacién de la proteina ATP8, por lo que se ha
eliminado del fichero correspondiente.

Una vez generados los ficheros, hay que lanzar una ejecucion de RAXML
por cada uno de los 13 ficheros que contienen las proteinas de los 26
haplogrupos, lo que hace un total de 338 ejecuciones. Para evitar tener que
lanzarlas manualmente se ha creado un programa que automatiza esta tarea y
mide el tiempo de ejecucion de cada uno de los ficheros. Se ha utilizado el
modelo evolutivo MtMam ya que es el modelo que resulté mas apropiado
después de analizar los distintos modelos utilizando la herramienta ProtTest.
Este estudio se puede consultar en el anexo C de la memoria. En la figura 5.1
se puede observar una grafica con los tiempos de ejecucion.

600

Haplogrupo
(nimero de secuencias)

Longitud de
las secuencias
Figura 5.1: Grafica de estudio de la evolucion del coste temporal de RAXML segun
incrementa el nUmero de secuencias y su longitud.



5.3. Comparacion de arboles

Una vez se han generado los arboles se ha pasado a comparar sus
estructuras. Con este fin se ha utilizado TREEDIST, una de las herramientas
del paquete Phylip. TREEDIST posee dos métricas distintas para la
comparativa, pero se ha decidido utilizar la llamada Symmetric Difference [17],
gue es mas precisa con los datos obtenidos en etapas anteriores. La definicion
de Symmetric Difference entre dos arboles es el nimero total de cambios que
hay que hacer en el primero de los ellos para poder obtener el segundo.

Teniendo en cuenta que TREEDIST sélo compara dos arboles si tienen
exactamente las mismas secuencias en las hojas, se ha tenido que extraer
cada uno de los subérboles de los haplogrupos del arbol de ZARAMIT, ya que
en este caso el arbol esta formado por las 4.895 secuencias. Para ello se ha
desarrollado un programa que para cada haplogrupo crea un fichero en el que
se han eliminado del arbol de ZARAMIT las secuencias que no pertenecen a
dicho haplogrupo, evitando modificar en modo alguno la estructura del arbol.

Con esto se ha conseguido un fichero por cada uno de los haplogrupos,
en el que estd almacenado su arbol filogénico. El Gltimo paso ha sido ejecutar
TREEDIST para comparar estos archivos con los que contienen los arboles de
filogenias que se han generado por cada una de las 13 proteinas para cada
haplogrupo.

5.4. Analisis de los resultados

Una vez evaluados los arboles se ha utlizado la informacion
proporcionada por TREEDIST de la métrica Symmetric Difference para analizar
los resultados. Antes de continuar, aclarar que tanto en el manual de
TREEDIST como en la bibliografia sobre la métrica utilizada no se trata en
ningln momento la evaluacion de los resultados, dejando al investigador toda
responsabilidad sobre su interpretacion.

El nimero de cambios también se puede interpretar como el nimero de
ramas unicas entre los dos arboles, por lo que obtener un resultado impar
indica que al menos uno de los arboles no es binario. El total de ramas Unicas
posibles es de 2*n-6, segun la documentacion de TREEDIST, donde n es el
namero de secuencias situadas en las hojas del arbol. Como se conocen los
cambios entre cada par de arboles es posible calcular con estos datos el
porcentaje de similitud entre ambos. Esta va a ser la medida que vamos a usar
para analizar los datos. En la tabla 5.1 se pueden consultar los porcentajes
obtenidos para cada uno de los haplogrupos en cada una de las proteinas.
Como se puede observar, la tonica es que los arboles no se parezcan
demasiado.

Estas son todas las conclusiones a las que se puede llegar con las
meétricas y herramientas actuales. Como se ha comentado en la memoria, la
investigacién sobre la construccion de arboles de proteinas es bastante
escasa. Hasta ahora la investigacion se ha centrado en construir arboles para
estudiar proteinas especificas, pero no se ha profundizado en el estudio de las
proteinas de las secuencias de ADN (o ADNmt, como en este proyecto). Como
se ha mostrado, los arboles de ADNmt distan mucho de los arboles construidos



directamente a partir de las secuencias de ADN, por lo que podria ser
interesante investigar la causa de este suceso.

Por dltimo destacar la dificultad de encontrar investigaciones sobre la
comparacion de arboles filogenéticos. La métrica utilizada fue desarrollada en
1981 por Robinson y Foulds [18] y es la Unica de la que se ha encontrado la
suficiente documentacién y herramientas para poder aplicarla, ademas de
utilizar como entrada los arboles en el formato utilizado anteriormente. Cabe la
posibilidad de que otras métricas de las que no existe implementacion aportase
resultados mas concretos, pero eso queda fuera de los objetivos de este
proyecto.
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Tabla 5.1: Porcentaje de similitudes de los arboles filogénicos construidos a

partir de proteinas con los de ZARAMIT por cada haplogrupo.



6. Conclusiones

6.1. Trabajo realizado

La construccion de éarboles filogenéticos a partir de proteinas, en este
caso las del ADN mitocondrial humano, al igual que la comparacién de arboles
de filogenias son temas poco estudiados. El trabajo realizado inicia un estudio
en este sentido y propone nuevas vias de investigacion. En cuanto a los
objetivos planteados inicialmente, se considera que se han cumplido de forma
satisfactoria, obteniendo una filogenia de proteinas basada en 4.824
secuencias, un numero muy alto en filogenia computacional.

Como era de esperar, a lo largo del proyecto surgieron problemas que
tuvieron que solucionarse. El primero surgio con el alineamiento de secuencias,
ya que se esperaba que se iba a conseguir que las proteinas de todas las
secuencias empezaran y terminaran en la misma posicion, pero la herramienta
MUSCLE no lo consiguié y hubo que realizar modificaciones en la transcripcion
y la traduccién para poder encontrar las proteinas en aproximadamente un
tercio de las secuencias. Otro problema surgié al comparar los arboles, ya que
el arbol existente (el de ZARAMIT) no estaba dividido en haplogrupos y no se
encontré ninguna herramienta que permitiera obtener los subarboles que se
necesitaban, por lo que se tuvo que desarrollar un programa que lo hiciera,
teniendo mucho cuidado de no alterar la estructura del arbol.

También surgieron problemas de indole temporal, ya que al manejar tal
cantidad de datos (unas 14.000 secuencias en la fase de transcripcion y
traduccion y casi 5.000 en la fase de construccién de filogenias) cualquier
operacion tenia un coste muy elevado. Esto fue especialmente relevante en la
construccion de los arboles filogenéticos, tarea para la que, a pesar de usar
una division en haplogrupos, hizo falta la utilizacion de procesadores
adicionales.

Se encuentra en fase de redaccién un articulo de investigacion que
contiene los resultados de este PFC y serd sometido a un congreso
internacional de bioinformatica durante el mes de diciembre.

6.2. Con vistas al futuro

Como se ha ido comentando a lo largo de la memoria, la investigacion
sobre arboles de filogenias obtenidos a partir de proteinas es muy escasa y
esta reservada al estudio de proteinas muy especificas. Con este proyecto, se
ha intentado establecer una base para futuras investigaciones que vayan en
este sentido. Dadas las limitaciones de un proyecto fin de carrera no se ha
podido profundizar en aspectos interesantes, como podria haber sido la
construccion de arboles mas grandes, en vez de tener que dividirlos por
haplogrupos o el estudio de distintas métricas mas recientes y menos
desarrolladas para la comparacion de arboles filogenéticos, con las que quizas
se hubiese podido obtener mas informacion de la que se ha conseguido.



Por supuesto, hay que mencionar también el alineamiento de secuencias,
ya que como se ha visto, la extendida herramienta MUSCLE no es capaz de
alinear las proteinas correctamente. Este es un tema que si que se esta
investigando activamente en la actualidad y quizds podria ser interesante
plantearse priorizar el alineamiento de las zonas de proteinas sobre el resto si
se va a trabajar solo con ellas.

6.3. De lo profesional a lo personal

Profesionalmente debo decir que ha sido una experiencia muy grata
trabajar en un proyecto de investigacion en este ambito. Gracias a este trabajo
he podido adentrarme en el mundo de la biologia, que siempre me habia
generado curiosidad, y he descubierto lo que es realizar un proyecto de
investigacion, con su continuo proceso de aprendizaje y superacion de
dificultades, que te ayuda a aprender y mejorar cada dia. También estoy
contento de haber desarrollado un trabajo que pueda servir como base para
futuras investigaciones. Y por supuesto, quiero agradecer a mis directores por
haberme dado la oportunidad de trabajar en este proyecto y por haberme
apoyado y ayudado a lo largo de todo el camino. Y ya entrando en lo personal,
debo decir que he disfrutado mucho realizando este proyecto y no descarto
dedicarme en un futuro a trabajos relacionados con la bioinformética o con la
investigacion.
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