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1. Introduccioén

1.1Motivacion Proyecto

La comparacién de genomas proporciona mucha infiémasobre los procesos
evolutivos que han llevado a la aparicion de |dsrdntes seres vivos que pueblan el planeta
tierra.

Pero ademas, esta comparacion de genomas, tienenupamportante aplicacion
médica. Actualmente la asignacion de funcion agkrses suele hacerse por reconocimiento
de subsecuencias funcionales conservadas de umsingeaa otro.

Personalmente escogi este proyecto porque consglexola colaboracion en un
proyecto de investigacién sobre gendmica suponatmattivo reto desde el punto de vista
formativo. Ademas, el disefio e implementacion de thferentes algoritmos para la
realizacion de los programas sera un desafio ntayesante donde poner a prueba todos los
conocimientos que he adquirido durante los afiasadera.

1.2 Estado del Arte

Podemos definir la genética comparativa como elidéstde las semejanzas y
diferencias entre genomas de diferentes organigmas intento de entender los procesos
evolutivos que actian sobre dichos genomas.

Para comparar diferentes genomas se buscan saesientre sus secuencias, es decir,
determinadas subsecuencias compartidas por amhomgs. Una de las posibles estrategias
para dicha comparacion es el usavtieximal Unique MatchinggMUMSs). Los MUMSs serian
las subsecuencias comunes mas largas y Unicagcesnd repetidas en el resto de las
secuencias comparadas.

Existen diversas herramientas para la comparaaifre genomas, cabe mencionar
algunas basadas en la estrategia de MUMs que resa@ionadas con el proyecto:

«  MUMmer (1999). Aplicaciéon para la alineacion de geas completos. Se basa en la
busqueda de MUMs. Solo puede realizar la compamade dos genomas
simultdneamente. Para ello se construye un Ursaffix-treeo arbol de sufijos que
contiene los sufijos de ambos genomas, donde taasranas largas son los MUMs
coincidentes entre genomas. [1]

* MUMs On-Line (2002). Evolucion del célculo de losUMs a partir del algoritmo

suffix-trees. Introduce una modificacion para redet espacio de construccion de
éstos, que consiste en crear un unico suffix-tree apntendra solo los sufijos de un
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genoma y que una vez creado podra usarse para @nejpgho genoma con el resto
de genomas. Esto implica que el espacio a seraad no es lineal respecto a la
longitud de todos los genomas como venia siendo,asla del genoma mas pequefio.
El algoritmo MUMs On-line es posible gracias a waaiacion en el algoritmo de
construccion de los suffix-trees y en el suffixetrgenerado. Esta variacion recibe el
nombre deslide suffix-trees[2] [4]

* MALGEN (2003). Es el acronimo dMultiple ALignment of GENomeg es una
herramienta para la exploracion de relaciones esgiceencias de ADN. Esta basada
en el calculo de MUMS y pueden ser calculadaspyesentadas por mas de dos
secuencias simultdneamente, haciendo uso del talgode MUMs On-Line para
encontrar los MUMs. Esta herramienta es accesibleeb. [3]

 M-GCAT (2006). Es el acrénimo de Multiple Genomen@arison and Alignment
Tool y es una herramienta interactiva para la coagi@ de genomas. Puede realizar
comparaciones de varios genomas simultdaneamentbas$e en slide suffix-trees
afiadiendo ciertas herramientas de post proceso:

o Anchoring: Para poder alinear eficientemente tddesgenomas es necesario
limitar el espacio de programacion dindmica a ésawe la busqueda
heuristica. Este anclaje es un método heuristim puede ser usado para
establecer un marco de secuencia conservadateda®las secuencias que se
comparan.

0 Recursive anchoring: El objetivo es recorrer losiageas con la mayor
concordancia posible por medio de busquedas enrdg®ones que se
encuentran entre las anclas para la creaciéon d&vasuregiones lo
suficientemente pequefias como para ser alineadosudera eficiente.

o Filtering: El objetivo de este paso es la elimibadie ruido.

o Clustering: Organizacion y agrupamiento de lasomgs conservadas en los
pasos previos.

Esta aplicacion no esta orientada a web, sino gueceesible para descarga y
ejecucion local. Con ella se obtienen los calcde@dMUMs con una mayor eficiencia
temporal. [4]

Si se quieren conocer los ancestros comunes deerids especies no es suficiente
con saber que partes del genoma son idénticas,gsiediay que buscar que partes se han
modificado, si alguna se ha dividido, etc. Inforidacque con solo los MUMSs no se puede
obtener, dado que como se trataestact matchingsos da informacién sobre lo que se ha
conservado pero no sobre lo que se ha modificado gentro de una region altamente
conservada. Para ello necesitarem@®ximate string matchings

Se necesita una unidad de comparacién algo mabléeyue los MUMSs, que permita
observar las similitudes y diferencias entre lggorees de diferentes genomas. Y que ademas
ayude a reducir el coste de los calculos con MUMSs.



Estas nuevas unidades de matching seran supetesisucque contendran
agrupaciones de MUMs ya creado y los espagapq que hay entre ellos. De esta manera
pasaremos de un grado de similitud exacto entreadpenes Exact Matchingsp comparar
cadenas aproximada&groximate String Matching)uesto que logapspueden variar de un
genoma a otro aunque la regién y parte codificdati®s genes se conserve (con lo que el gen
se esta conservando). Estas nuevas superestrugtcit@igan el nombre de superMUMs.

Para poder realizar los programas del proyectoectamente, se debera resolver el
principal problema de trabajar con MUMs: la cardidenorme de MUMs de algunas
comparaciones. Para hacernos una idea de ellorlpazacion de los genomas de especies del
dominid'de Eucariotas pueden pasar de los 83 Millones d&s]@sto implica que el disefio
de cualquier programa que trabaje con MUMs debansigr eficiente si quiere tener tiempos
viables de computo.

La busqueda de los ancestros comunes que se llevaabBo en la segunda parte del
proyecto servira para el estudio deckanservacion regiones conservadas de una especie a
otra, la asignacion de propiedades de un gen ayatestudio de las variaciones producidas
durante la evolucién de las especies.

La base de la busqueda de ancestros comunes esdarvacion de regiones de
diferentes genomas. Y para la busqueda de lasnegiconservadas se utilizaran los nuevos
superMUMs. Seran muy Utiles en este caso ya queagra que los MUMs que forman un
superMUM son Unicos solo se tiene que buscar epwage del otro genoma.

1.3 Objetivos

El propésito de este proyecto es la creacién desaria de métodos y algoritmos que
permitan encontrar las relaciones entre difereagpecies a partir de las similitudes de sus
genomas obteniendo asi los ancestros comunes.

Los objetivos a realizar para llevar a término @stgecto seran los siguientes:

1. La creacion de un algoritmo capaz de generar laanastructura de superMUMs
basandose en los ficheros de MUMs de la comparamifre dos genomas. Y la
implementacion de un cédigo de automatizacion ppm@ se pueda utilizar el
algoritmo de los superMUMs.

1.1 Deberé ser disefiada como un pre-proceso. Btgma solo se ejecutara una
vez por cada pareja de genomas a comparar y se€aiaran los superMUMs
resultantes en eervidof6].

1.2 La optimizacién del calculo de superMUMs parejarar su eficiencia. Es
importante que la generacion de superMUMs seadarpero también rapida, ya

! Los diferentes dominios de especies estan deseiit@!| siguiente apartado fundamentos teéricos.



gue en algunos casos la cantidad de MUMs que detae £s tan grande que sin
optimizacion el tiempo de calculo no seria viable.

2. La creacion de un algoritmo para la busqueda demnmeg conservadas de un
genoma a otro. La implementacion del codigo pawdizer la busqueda de
regiones entre todas las especies. Cuando esligdte sera una herramienta on-
line delservidor web[6] donde el usuario introduce el genoma y ladgegie la
gue quiere buscar su conservacion en el restorusrgges.

2.1 La creacion de un algoritmo para el calculdadsimilitud entre las regiones
encontradas formando una matriz de similitudes.

2.2 La construccién de un arbol filogenético aipde la matriz de similitudes.

1.4 Organizacion de la Memoria

Las aplicaciones desarrolladas para el pre-protesen la finalidad de generar
superMUMSs de la comparacién entre dos genomagariilio para ello los ficheros de MUMs
de esas comparaciones. También deberan automalizaroceso, es decir calcular los
superMUMs de todos los ficheros MUMSs que esténrdaid una carpeta en concreto.

Las aplicaciones desarrolladas para el trabaphine servirAn para buscar la
conservacion de regiones de un genoma en el reséspkcies a partir del genoma y region
entrada por parametro. Utilizaran el sistema derdapMs

Para poder documentar todas las aplicaciones tameate, la memoria del proyecto
esta dividida en ocho partes, siendo la introducda primera. El resto de partes de la
memoria son:

* En la segunda parte se explicaran los fundameetrscos basicos que el
lector debera conocer para poder situarse en é&xtoncorrecto para entender

el proyecto.

 En la tercera sera el planteamiento que se hardkado para cumplir los
objetivos.

* En la cuarta se expondran los resultados obtermdbisrante el desarrollo de
las fases.

* En la quinta se detallara el software utilizadcekproyecto. Llamadas de los
programas, formato de los ficheros, estructuraardavos, etc.

 La sexta parte seran las conclusiones e impresipeesonales sobre el
proyecto.

* En la séptima parte estaran las referencias hekhiaste la memoria

» Por dltimo, en la octava parte se encontrara wnmmen del proyecto.



Durante la realizacion del proyecto utilizaremofemdintes tipos de datos. Para los
juegos de pruebas casi todos seran casos de epteg@rados. Pero cuando los algoritmos
sean funcionales se incorporaran los calculos atwsdeales.

Como datos reales utilizaremos los genomas de res dominios de especies
diferentes, Archaeas, Bacterias y Eucarfot@ebido a la gran cantidad de MUMs que se
generan en las comparaciones de Eucariotas, dejarkrm calculos de estas para el final,
cuando los algoritmos sean completamente funcienaddicientes.

En el servidor del IBB[6] donde se realizara el proyecto ya estan dgadas los
genomas de estas especies. Para las Archaeasntesdies genomas de 48 especies para
comparar y para Bacterias tendremos un subgru@B8dAunque el nimero de especies de
Archaeas y Bacterias a comparar es muy similar gesomas de estas Uultimas son
significativamente mas grandes, esto es patentedouse han calculado comparaciones y se
generan MUMSs.

El ndmero de MUMSs con el que se trabajara puedamnarucho dependiendo con que
especies se haga la comparacion. En el caso derdaaeas la comparacion que consigue
mas MUMs tiene aproximadamente 18500 MUMs en &kfic. En las Bacterias ese niumero
sube hasta aproximadamente 50 mil MUMs. Aunqueumagde las dos tiene ni punto de
comparacion con los mas de 83 millones que puddanzar las Eucariotas.

2 Ver la siguiente seccion, fundamentos teoricos
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2. Fundamentos Teodricos

2.1 Introduccién Bioldgica

La Genética es el estudio de la naturaleza, orgeida, funcion, expresion,
transmision y evolucion de la informacion genétiodificada de los organismos. Se puede
dividir en las siguientes areas:

« Genética clasica (transmisién y localizacién degeses en los cromosonias
» Genética molecular (estructura y el control dexiaresion del material genético)
» Genética evolutiva (referente a los procesos ewvolside poblaciones)

* Gendmica (correspondiente al analisis e interpi@tade los genomas)

Este proyecto esta orientado a la genomica corniypmrque estudia las relaciones
entre genomas de diferentes especies o razabjdfivo que se busca es el de beneficiarse
de la informacion proporcionada por las firmas deséleccion natural para entender la
funcion y los procesos evolutivos que actian stidsrgenomas.

Las secuencias de ADN que constituyen la unidaddgsfuncional de la herencia se
denominan genéslos cuales contienen la informacién genética mig@enoma. Al conjunto
de toda la informacion correspondiente a un orgami® denominamos genotipo.

Cada célula de un organismo contiene el genoma letmpla diferencia que
encontramos entre dos células distintas es quea@sggenes estan activos y otros no.

Podemos distinguir 3 dominios para clasificar lasilas segin un modelo evolutivo
de clasificacion, propuesto por Carl Woese. Diaimdelo esta basado en las diferencias
encontradas en las secuencias de nucledtidas eibbsomas y RNAS de transferencia de
la célula, la estructura de los lipidos de la memd, y la sensibilidad a los antibioticos.

Estos tres dominios son:

® Filamento condensado de acido desoxirribonucleisile en el nicleo de las células durante la
mitosis.

* Gen, proviene de la palabra griagaog y significa "raza, generacion”.

®> Organulo en el que tienen lugar las Ultimas etdpda sintesis de proteinas.

® Acido ribonucleico.
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Tipo Reino Descripcion

Bactena mycoplasmas * Son procariotas. contiene el ADN en el
(Eubacteria) cyanobacteria citoplasma.
bacterias Gram-positivas * Son organismos microscopicos ¥y oen su
bacterias Gram-negativas mayor parte unicelulares.
* Somn sensibles a los antihioticos
antibacterianos tradicionales.
Archaea metandgeno * Son procariotas, comtiene el ADN en el
(Archaebacteria) haléfilos extremos citoplasma.
termoaciddfilos = Son organismos unicelulares,

* No son sensibles a algunos antibidticos gue
afectan a las Bacterias.
*  Vivena menudo en ambientes extremos.

Eucariota Hongos * Tienen un nucleo celular diferenciable que
(Eukaryota) Protistas contiene el ADN.
Plantas *= No som  sensibles a  los  antibioticos
Animales antibacterianos tradicionales.

Podemos resumir que el dominio eucariota lo cordormpiantas, hongos y animales,
donde situamos a los mamiferos y por lo tanteahsmano. Mientras que los dominios de
Bacteria y Archaea los conforman respectivameatterias y arcobacterias.

Desde el punto de vista quimico, el ADN es un petoh de nucleétidos y cada
nucledtido, a su vez, esta formado por un azldeaddsoxirribosa), una base nitrogenada
(que puede ser adenipd, timina—T, citosina~C o guanina>G) y un grupo fosfato que
actla como enganche de cada uno con el siguiente.

Lo que distingue un nucleétido de otro es la baisegenada, y por ello la secuencia
del ADN se especifica nombrando sélo la secuereiaus bases. La disposicion secuencial
de estas cuatro bases a lo largo de la cadenages leodifica la informacién genética: por
ejemplo, una secuencia de ADN puede ser ATGCTAGATCG

En los organismos vivos, el ADN se presenta consdoble cadena de nucleotidos,
en la que las dos hebras estan unidas entre sinpgrconexiones denominadas puentes de
hidrogeno.

Simplificando, podemos decir que el ADN es un akmacuyo contenido es la
informacion de un organismo. Este conjunto derméxion se denomina genoma, el cual se
compone de una cadena de genes, y que un gem ssihHsecuencia lineal de nucleétidos de
la secuencia completa que compone un genoma.

" Un polimero es un compuesto formado por muchatades simples conectadas entre si.
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Acido desoxiribonucléico (ADN)
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Figura 1 Estructura ADN

2.2 Arboles Filogenéticos

Un arbol filogenético es una clasificacion ciectfique muestra las relaciones
evolutivas entre varias especies u otras entidgdesse cree que tienen una ascendencia
comun. Se representa con un cladograma, un diagdanclasificacién biol6gica de los
organismos, en el que se muestra la relacion digti@tas especies segun una caracteristica
derivada.

Iagamja

)j,/,»"“ salamandra o ~ausencia
’ de cola

tiburdn P pelaje

iel seca
o P
-

lamprea
L //pulmones

—
" tnandibula

Figura 2 Ejemplo de cladograma simple de especies con caracteristicas derivadas
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El arbol filogenético es utilizado en biologia paepresentar como se encuentran
emparentados los organismos vivos. Para su congiruse usa informacion proveniente de
fosiles, asi como aquélla generada por la comparaestructural y molecular de los
organismos. Los arboles filogenéticos tienen undwoy ramas, en donde se muestran las
relacion entre especies.

Los arboles filogenéticos se construyen tomandouemta la teoria de la evolucion,
que nos indica que todos los organismos son destges de un ancestro comun: la
protocélula. Asi, todos los organismos, ya seansviv extintos, se encuentran emparentados
en algun grado.

Figura 3 Diagrama dibujado por Charles Darwin en El Origen de las Especies

2.3 Ancestros Comunes

Buscar Ancestros comunes es lo mismo que buscanesg conservadas de un
genoma a otro. Si la regidn se conserva es quesggnomas tienen un ancestro comun del
gue heredaron esa regién o bien un genoma es Bndekbtro.

La busqueda de similitudes entre regiones de difese genomas aporta mucha
informacion sobre las relaciones entre las espat@esstos genomas como el estudio de la
conservacion de genes de una especie a otra, de @@mpropiedades de un gen son
asignados a otro gen o de como se crean variaciemegenomas diferentes durante la
evolucion de esas especies.

2.4 Bioinformatica y Gendmica Comparativa

La bioinformatica consiste en la gestion y el aiglde datos bioldgicos haciendo uso
de la computacién y tecnologias a nuestra disjgosicabarcando los ambitos de la
matematica aplicada, la estadistica, la inteligemgtificial, la quimica, la bioquimica, la
informatica o las ciencias de la computacion. Ramedecir que es la ciencia dedicada al
estudio de los fenébmenos biol6gicos de la miclogia molecular desde un ambito
computacional, cuyo objeto es conseguir métodbsistos que faciliten la comprension,
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simulacién y prediccion de comportamientos biaiégi observados en los seres vivos,
mediante la utilizacion de recursos computacianpbra buscar soluciones, para el analisis
de datos o la simulacion de sistemas y mecanistaomdole biologica (habitualmente a

nivel molecular).

La bioinformatica, unida al avance de las técniaes manipulacion del ADN, ha
permitido determinar la secuencia completa debgende un organismo. De hecho parte de
la importancia que tiene actualmente se debe aiiento del Proyecto Genoma Humano
(HGP).

La secuencia que obtenemos de cada genoma apartacgntidad de informacion
bioldgica de interés ya que permite predecir yalogar el nimero total de genes y su
estructura, asi como definir la organizacion leslel organismo y las diferentes clases
funcionales de proteinas (energia, comunicaadormacion, etc..).

Un ejemplo de la utilidad de los @mbitos en los gega un papel fundamental, es el
descubrimiento de nuevos farmacos. Ademas, comidiren las nuevas técnicas de
biotecnologia, la bioinforméatica permite identificgenes y proteinas causantes de
enfermedades o de mecanismos de resistencia aototis, que de otra forma serian
complicados de detectar, permitiendo intervenilosrprocesos con farmacos mas especificos
0, incluso, introduciendo nuevos paradigmas tertaEs) como la terapia génica.

En relacién con este proyecto, la comparacion deeseias entre diferentes especies
resulta de gran importancia para comprender ltJueidm de éstas asi como para entender la
organizacion y funcionalidad de ciertos genes awvuentre dos especies distintas.
Simplificando de esta manera la busqueda de lasnegycomunes que comparten especies
con ancestros comunes.

La comparacion de secuencias entre diferentes iespeesulta de gran importancia
para comprender la evolucion de éstas asi como patander la organizacion y
funcionalidad de ciertos genes comunes entre doscies distintas. Simplificando de esta
manera la busqueda de las regiones que comparegies con sus ancestros. Cuando se
busca si areas especificas de un genoma esta \eseam algun punto de otro genoma, se
pretende identificar un ancestro comun para eftsesuencia concreta.

2.5 Maximal Unique Matchings (MUMS)

Un método para realizar la tarea de comparaciordake secuencias gendmicas
distintas es buscar la sub-secuencia Unica mga taincidente en ambos genomas, que debe
aparecer una sola vez a lo largo la secuencia letengue conforma cada uno de los
genomas. Estas sub-secuencias reciben el nomiexdmal Unique Matchings (MUMS) y
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el conjunto de MUMs obtenidos en una comparaciereina el skelet§nsobre el cual se
puede hacer una comparacion global.

La busqueda clasica de MUMs se realiza mediantedastruccion desuffix-tress
(arboles de sufijos que podemos ver en la Figudode se representan todos los sufijos de
las secuencias en un arbol en el que compartenpsafijos comunes. El proceso de
construccion del arbol tiene un alto coste en pi@rde proceso, por ello, la variantdide
suffix-treespermite buscar los MUMs de varias secuencias,tagrendo el arbol para una
sola secuencia y recorriéndolo después para campan el resto.

abs, 5
P \/ abs 3
/“‘fr — Wi?/

\ui!"_ P, baabs, |

/ §5,0
T —

R
N A \ ( 4
b i
\ '@ J\\‘flmlbaﬂ
X, /
58

§, /
Figura 4 Ejemplo de Suffix Tree

En el proceso evolutivo de las especies, en ocasiten cadena de un gen muta
invirtiéndose completamente ATGCTAGA. => AGATCGTHAaqui aparece el concepto de
MUMs inversos, que significa que existe una calancia con otra cadena, entendiendo una
de las secuencias de ha invertido. En la siguiBgtea se puede observar las diferencias
entre MUMs directos e inversos:

MUM MLUM
Directo Inverso

taggeATGCTAGAzagt taggcATGCTAGAzagta

1'.l'l. \\ \ I'nll 'l,l "u,
W |
II"I.'IIII". A Illl'.\ll.lllll'l \\'n

agcactaATGCTAGActa agcactafAGATCGETActa

Figura 5 Ejemplo de MUMs Directos e Inversos

8 Estructura basica de comparacion de genomaseneignificado bioldgico, que nos permite verdasbios
evolutivos de una especie a otra.
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2.6 Matriz de Distancias

Una matriz de distancias es una matriz cuyos eltysempresentan las distancias
entre los puntos, tomados por pares, de un conj@garata, por lo tanto, de una matriz
simétrica de tamafio NxN conteniendo numeros reatesiegativos como elementos. El
namero N de pares de puntos, (N-1)/2, es el nuehelementos independientes en la matriz
de distancias.

Supdngase, por ejemplo, el siguiente conjunto desda analizar, donde la distancia
entre los elementos en pixeles es la métrica queasa para generar la matriz:

Figura 6 Datos Matriz de Distancias

La matriz de distancias resultante seria:

a| /b c d e|f
a0 |184|222/177|216/231
b|184/ 0 |45 |123|128 200
c|222/45 |0 |128/121 203
d177/123/129|0 |46 B3
e|216/128 12146 |0 |83
f|231 20020383 |83 |0

En bioinformatica se usan las matrices de distangéa representan estructuras de
proteinas de una forma independiente de las coaddsn ademas de como distancias de
emparejamiento entre dos secuencias

2.7Minimum Spanning Tree

Una forma visual de representar informacion dema#iz de distancias es utilizando
un grafo. Pero si lo que interesa es buscar csale$as relaciones de dicha matriz que tienen
un distancia menor hay que buscar una forma desguean los nodos con menor peso. Para
realizar esto extraeremos un arbol del grafo ihama la informacion necesaria. Para realizar
esto extraeremos un subarbol del grafo inicialaumapla las condiciones que requerimos.
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El subgrafo final obtenido es el llamaienimum spanning tre@n arbol que contiene

todos los nodos del grafo inicial pero solo mantérds relaciones de entre los nodos menos
costosas.

Existen varios algoritmos para saber que nododasogue se deben seleccionar, uno
de ellos es el algoritmo de Prim. Se utilizaralgbdtmo de Prim porque es uno de los mas
sencillos de implementar.

El algoritmo de Prim consiste en ir agregando aaqa@kso un nuevo nodo al arbol
previamente construido. Este nuevo nodo se agredjarhol con la arista de menor peso.

Para obtener el grafo inicial se puede utilizarvabres de una matriz de distancias.
Los nodos se obtendras de los identificadores @&nzatas en la matriz y el peso de los arcos
del valor de las relaciones entre dichos identificas.

254

75

Figura 7 Ejemplo de Grafo Inicial y minimum spanning tree

Los pasos del algoritmo Prim son:
1. Se escoge un nodo del grafo inicial y se lo comaidenuevo arbol

2. Se considera la arista con el minimo peso que om®do del arbol con un nodo que
no sea del arbol y se une ese nodo al nuevo arbol

3. Si es el numero de aristas es igual al niumero tiahodos menos 1 el algoritmo
acaba, sino se vuelve la paso 2.
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Figura 8 Algoritmo de Pr paso a paso
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3. Fases

Para la realizacion del proyecto organice un miatéle trabajo con diversas fases.
Cada una de ellas debe ser completada antes de pasar a la siguiente ya que los
resultados obtenidos en una fase son necesariasepanicio de la siguiente. Es un buen
sistema a la hora de marcase hitos durante elrdisatel conjunto del proyecto, de manera
gue es mas facil el control del tiempo y esfuerdedicar en cada una de las diferentes fases.

Ademas, teniendo en cuenta la cantidad de infonaoon la que se debe tratar, es
muy importante que los juegos de pruebas para fdicaeion de cada fase sean muy
completos. Ya que si debemos repetir los calcubogye en alguna fase posterior se descubre
algun error de alguna de las primeras fases, sewia costoso tanto en tiempo como en
esfuerzo de reparar.

El proyecto se puede dividir en dos partes clarénédifierenciadas, en la primera se
disefia un nuevo sistema para mejorar la comparaandre los genomas de diferentes
especies. En la segunda parte se utiliza dichenssstpara buscar regiones de los genomas
gue tengan similitudes y asi encontrar que espgéergn ancestros comunes.

La diferencia entre las dos partes es aln mas reeide se tiene en cuenta de que
como las herramientas del programa estan diseffetasejecutarse en @wervidor la parte
de célculo de superMUMs se considera pre-procesgakularan los superMUMs de cada
comparacion una sola vez. Mientras que la seguidie,pla de busqueda de ancestros
comunes esta disefiada para que la utilice lasagfites on-line, para recalcularse una y otra
vez.

A continuacion se detallaran las diferentes fasgdgs que se ha pasado durante la
realizacion del proyecto de busqueda de ancestrosies.

3.1 Calculo de superMUMs

En esta fase se tratara el disefio y la construa®balgoritmo encargado de generar
las super-estructuras de MUMs conocidas como sugbtsl También se expondran los
problemas que tiene el algoritmo de calculo origypacomo se han solucionado. En el
siguiente paso se detalla la creacién de una hemngéerpara la automatizacion del célculo de
los superMUMs y finalmente se listaran los diversasos de uso a los que ha sido sometido
el algoritmo para su correcta verificacion.

Para generar los superMUMs de una comparacion g@etnemas se utilizaran los
datos de los MUMs calculados previamente para kmaicomparacion. Es decir que se
utilizara un algoritmo cuyos parametros de entraga@an los ficheros donde estan
almacenados los MUMSs.
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La informacion de los MUMs que se almacena enitdgefos es la posicion inicial en
el genoma de la primera especie, la posicion dedme en la segunda y el tamafioe tiene
el MUM.

Para crear un superMUM hay que buscar y agrupavldkls cercanos siempre que
cumplan la siguiente condicion, la suma del tam@d#iaos MUMs que se quieran unir debe
ser mayor a la distancfaque les separa.

(Tamafio MUM1 + Tamafio MUMZ2) > (Posicion Final MUM1 - Posicién Inicial MUM2)
Formulal Calculo de superMUMs

Una vez esté clara la férmula de superMUMSs, queearan algoritmo que la aplique
a todos los MUMs de un fichero. Los pasos que tigne realizar el algoritmo son los
siguientes:

1. Leer los MUMs del archivo de entrada y almacenalosna lista en memoria.

2. Recorrer la lista de MUMs, el MUM actual seré llalmaurrent Para cada
currentse intentara abrir un superMUM nuevo.

3. El proceso para abrir un nuevo superMUM:

3.1 Recorrer la lista de MUMs de forma independientgralgrama inicial
aungue solo desde la posiciéon defrenthacia adelante.

3.2 Ir aplicando la férmula de superMUMs entre el utitlUM afiadido al
superMUM vy los siguientes MUMs de la lista

3.3 Cuando no quede ninguno que cumpla la condiciamoriees ese
superMUM se cerrara.

3.4 Antes de guardar el nuevo superMUM se comprobae rqu sea un
superMUM absorbido comparandolo con los superMUMscalculados.
Si el nuevo superMUM esta contenido completamentalguno de los
superMUMs existentes, sera descartddo.

4. Los MUMs “usados” para crear un superMUM son massadomo MUMs
absorbidos.

5. Al terminar de recorrer la lista, se volcara lsalide superMUMs en un fichero
de salida. En ese mismo fichero también se afathgdaMUMs que no estén
marcados como absorbidos, es decir los MUMs norhiokrs.

° Consideramos como tamarfio el nimero bases que &rktdM.
1% Tomamos como distancia la diferencia entre lagidsifinal del primer MUM y la inicial del segundo
1 E| problema de los superMUMs absorbidos estaldétaken la seccién de estrategias de superMUMs
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6. Finalmente, también se generara un fichero coreséadisticas del célculo,
namero de superMUMs creados, suma del tamafio ds tod superMUMs y
namero de MUMs no absorbidos.

Es importante tener en cuenta que del calculo déMsllde una comparacién entre
genomas se obtienen dos archivos resultantes, amtedse almacenan los MUMs directos y
en el otro los MUMs inversés Por tanto, cuando se haga el célculo de superMsds
consideraran los dos archivos de MUMs por separado.

Fichero Fichara
Esprde de MUMs o
direcios supertil mMs
Calculo de MUMs j SEHJCHIQ ::E I
Fichero Fichara
EsszdE de MUMs de
INVersos estadsticas

Figura 9 Esquema de la comparacién entre especies

3.1.1 SuperMUMSs: Casos de Estudio

Debido a la gran cantidad de MUMs generados incdustas especies con el genoma
mas pequefio, comprobar si los calculos de superM&iviscorrectos para especies reales es
dificil de demostrar.

Por tanto, crearon casos de ejemplo de poco tarpai® que fuera sencilla su
comprobacion. Casos donde mostraran todas las Ig®siituaciones para el calculo de
superMUMSs:

e Creacion de superMUMs estandar

En este caso podemos observar la agrupacion de Bisviéh dos superMUMs
diferentes, la razon por la que no se unan los Gretnico superMUM es que la distancia
entre el tercero y cuarto MUM es demasiado gramaga gue se cumpla la formula.

12 er la seccion de MUMSs en fundamentos tedricos.
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Primer superMUM Segundo superMUM

Figura 10 Ejemplo de superMUMs sencillos
* SuperMUMs con MUMs no absorbidos

En este caso comprobamos que hay MUMs que aunggarteina parte de su genoma
dentro de un superMUM, si la segunda parte quedgafuse consideran MUMs no
absorbidos. Se consideran MUMs no absorbidos cajuellas MUMs que no forman parte
de ningun superMUM. Estos MUMs seran volcados efickero de salida junto con los
superMUMs finales. En el ejemplo vemos que los MUBtsero y quinto de este sistema no
son absorbidos.

N

MUM NO
ABSORBIDO

SuperMUM

Figura 11 Ejemplo de MUMs no absorbidos
* SuperMUMs con partes en comun

Es como el caso anterior, pero algo mas extreme. MbIMs no absorbidos que en un
genoma estan dentro de otro superMUM, forman uer8ligM independiente.
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Segundo superMUM

Primer superMUM
Figura 12 Ejemplo de superMUMs solapados

* SuperMUMs inversos

Como su nombre indica, los MUMs inversos estan &os por la misma secuencia
de bases de un genoma invertida en el otro geri@ena.para el calculo de superMUMs esto
no nos afecta, se les aplica el mismo algoritmopgue los superMUMSs directos. Se los suele
representar en rojo.

Primer superMUM Segundo superMUM

Figura 13 Ejemplo de superMUMs inversos

Cuando el resultado con los casos de prueba fisfastrio y se comprobd6 que los
superMUMs resultantes estaban correctamente forsnadoaplicaron los calculos a ficheros
de MUMs reales para medir el tiempo de computo.
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3.1.2 Estrategias Seguidas para el Desarrollo @lelu® de SuperMUMs

* [Espacios Entre MUMs

Debido al tamafio de algunos genomas la distantia &UMs a veces es excesiva
para poder crear superMUMs, de manera que la farndel algoritmo original no es
suficiente para especies del dominio Eucariota.

Solucién propuesta:

o Afadir un multiplicador para la formula de superMEM

Modificando la férmula para que acepte un nuevamatro, un multiplicador de
tamafio. Ahora para generar nuevos superMUMs serotiam@ que la suma del tamafio de
los MUMs multiplicada por el nuevo parametro debe mayor que la distancia entre los
MUMs comparados

Con este nuevo parametro podemos ayudar a la g#rerde superMUMs en
especies con tamafios de genomas enormes. Se hanele duidado en utilizar un
multiplicador demasiado grande, ya que si es asienrean nuevos superMUMSs sino que se
unen los ya creados. Después de los juegos degwisebllegd a la conclusién de que el
multiplicador correcto para las Archaea era de 2.5

(Tamafio MUM1 + Tamafio MUM2)*Multiplicador > (Posici 6n Final MUM1 — Posicion Inicial MUM2)

Formulal.l Calculo de superMUMs

» SuperMUMs absorbidos o solapados

Existe la posibilidad de que algunos superMUMsrestdapados entre si. Si solo es
parcialmente se consideraran superMUMs distintesp i un superMUM esta contenido
dentro de otro no debera guardarse en la listapler8IUMs.

Soluciones propuestas:

0 Descartar superMUMs solapados completamente (abssjb

La solucion consiste en hacer comprobacion justesade afiadir un superMUM
recién formado en la lista de superMUMs finales.c8mprueba si los extremos del nuevo
superMUM estan dentro de alguno de los superMUMdistados. Si es asi, el nuevo
superMUM se descarta directamente.

La comprobacion de los superMUMs absorbidos es mugostosa teniendo en cuenta que
se debe realizar para todos los superMUMs findkesa hacerla algo mas eficiente, se
utilizara el sistema de dos listas enlazdtipara que solo deba compararse alguno de los
superMUMSs.

13 Este sistema de dos listas esta detallado enaues goluciones para la reduccion de tiempo deaton

25



0 Unir superMUMs solapados

A parte de la absorcion completa de un superMUMaiar se debe tener en cuenta
cuando un superMUM solo tiene una parta de su tiotigile entro de otro superMUM.
Normalmente se deberan considerar como dos superdViiMependientes, pero se
consideraran como uno solo si tienen mas del 20%t dengitud en coman.

A este proceso le llamaremos fusion de superMUMdraga de unir como uno solo
dos superMUMs parcialmente solapados. Para laiéreael nuevo superMUM se tendran
en cuenta la suma de las longitudes de ambos suMs\solapados pero con cuidado de
contar la region solapada una sola vez.

* Tiempo de computo

Debido a la gran cantidad de MUMs que pueden geseeen algunas comparaciones,
sobre todo al trabajar con Eucariotas que puedstarcen torno a los 80 millones de MUMSs,
el algoritmo tiene mejorar la eficiencia para redattiempo de célculo.

Soluciones propuestas:

o Limitar la busqueda de MUMs para unir a superMUMs

Cuando se buscaban MUMs para crear superMUMs sari@da lista desde el
current hacia el final. Esto implicaba un coste de tienmpay grande, sobre todo cuando
currentestaba cerca de las primeras posiciones.

Para solucionarlo se almacena el tamafio del mayoMMel fichero de entrada,
cuando se recorre la lista de MUMs en busca deidatod para el superMUM se aplica una
condicion, si la distancia entre el final del siyeiM y el siguiente MUM candidato es
mayor a la suma entre el tamafio del MUM final dgdesMUM y el del mayor MUM se
cancela la busqueda. Ya que damos por sentadoedsi d@ formula de superMUMs no se
cumple con el MUM mas grande tampoco lo hara cogim otro candidato y por tanto no
tiene sentido seguir buscando.

0 Uso de listas enlazadas para almacenar los supesdviigiados

El tiempo excesivo al calcular superMUMs puedecsersado también por una mala
gestion de la memoria donde se almacenan estogsBpel uso de uraray de estructuras
para guardar los superMUMs finales no es eficiente.

Para solucionarlo modificamos eaaay por una lista enlazada, donde cada nodo
tiene la informacion de un superMUM y un puntergigliente elemento. De esta manera la
memoria ocupada por los superMUMs no tiene quecsrsecutivd' y evitamos posibles
errores por falta de esta. Esta nueva lista saréalia lista de superMUMs finales.

4 La memoria que ocupan los elementos daruay es siempre consecutiva, en bloque.
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Finalmente se afiadio una segunda lista que nog ayadceder a elementos concretos
la lista de superMUMs finales sin tener que rectaréesde el principfd. Los nodos de esta
lista no contienen informacion, solo apuntan ad@snentos concretos de la primera. Esta
segunda lista seréa llamada la lista de accesos.

El sistema de las dos listas funciona de la sigeisranera,

1. Al generase un nuevo superMUMs se afiade a ladéstauperMUMs finales. También
se afiade un nuevo nodo a la lista de accesos campuwmador hacia el nuevo
superMUM.

2. En cada movimiento deturrent se intentara eliminar superMUMs de la lista de
accesos. En el momento en que las posicioneslasaielcurrent sean mayores que
las posiciones finales de alguno de los superMUMss egtén en la lista de accesos,
ese superMUM sera eliminado solo de la lista desas; permaneciendo inalterado
en la lista de superMUMs

La lista de accesos nos permitird un acceso csigintdneo a los superMUMs recién
creado, de esta manera las comparaciones queteadesr sus valores, como el descarte de
superMUMs absorbidosio deberan recorrer toda la lista de superMUMs Esto reduce
mucho el tiempo de computo de todo el algoritmo.

En la figura 14 vemos las dos listas, en la de Mdip®ls finales hay cinco
superMUMs almacenados, en la lista de acceso seaaplisegundo y cuarto superMUM de
la primera lista.

LISTA DE ACCESOS

LISTA DE SUPERMUMS FINALES

Figura 14 Ejemplo de dos listas. Se muestran los superMUMs A,B,C,Dy E

13| as listas enlazadas solo tienen acceso secugpaial buscar un elemento concreto hay que retoder
inicio a fin.
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o Evitar abrir nuevos superMUMs que posiblementeréstabsorbidos

Aungue ya se ha afiadido una condicion que impidesgualmacenen superMUMs
absorbido¥, se sigue perdiendo tiempo generandolos para ldesgartarlos. Hay que buscar
una manera para poder evitar que se intenten abrir.

La solucion adoptada es comparar la inclinacionMigM current con los MUMs del
inicio y final de todos los superMUMSs posiblemeabsorbentéd. Si los MUMs comparados
son paralelos, el superMUM resultante serd absorpidor tanto no se inicia el proceso de
abrirlo. Si el &ngulo de la comparaciéon es masrbeecerrado sigue adelante con el proceso.

3.1.3 Automatizacién del Calculo de SuperMUMs

Ahora que el algoritmo ya ha sido implementado @ed& automatizar para que se
calculen los superMUMs de todos los ficheros de MUNENtro de una misma carpeta. Para
ello se ha creado una lanzadera de superMUMSs, agrgma que solo necesita el nombre de
la carpeta con los MUMs vy el valor del multiplicadpe se quiera aplicar para que calcule
los superMUMs de todos los ficheros que haya ercageeta sean directos o inversos.

Originalmente se diseiid para que los superMUMs iferedtes archivos fueran
calculados en paralelo para asi ahorrar tiempa. €Rsido al extremo uso de memoria que se
necesita para el calculo de superMUMSs, sobretodola® Eucariotas, se ha preferido hacer
un calculo lineal, fichero tras fichero. Esto came el proceso mas lento pero evita los
errores por falta de memoria.

3.2 Obtencion de Ancestros Comunes

Una vez obtenidas las comparaciones entre espamiel®s superMUMs es momento
de buscar similitudes entre las regiones de losman de estas especies. Esa es la base de la
busqueda de ancestros en comun. Primero hay qearbeisgrado de conservacion entre la
region especificada del genoma de la especie deseaodas las demas. Se generara una
matriz de similitudes comparando todas con todasdgiones conservadas en el resto de
genomas del resultado anterior. Finalmente sezatdila matriz resultante para generar un
arbol del tipominimum spanning tregue mostrara, para la region especificada delrgarde
la especie deseada, el grado de conservacion cestelde especies.

'8 Solapados completamente en otro superMUM
7 Los superMUMs que aun tengan punteros en la sedisid enlazada
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3.2.1 Busqueda de una Region Conservada en un Ge@enoma

Necesitamos crear una herramienta que permita laalta conservacion de los
superMUMs de la regién del genoma de una espacdisa misma region del genoma de otra
especie.

Para que el programa funcione correctamente selde dspecificar los dos genomas
con los que queremos trabajar (que llamaremos pgrsegundo genoma respectivamente) y
la regién de la cual queremos obtener el gradoodsearvacion. Aunque solo la region del
primer genoma sera introducida por el usuario.

Para el célculo del grado de conservacion utilimae una formula sencilla, la suma
de las longitudes de los superMUMs conservados dedion dividido por la longitud de la
region. Se sumara el resultado de ambas operac{anaspor cada genoma) y ese sera el
grado de conservacion.

Suma longitudes sMUMs conservadosl + Suma longitudes sMUMs conservados?2
Longitud Regionl Longitud Region2
Foérmula2 Calculo del grado de conservacion

El algoritmo disefiado para que realice estas funlesigera el siguiente:

1. Buscar todos los superMUMs que pertenezcan a iarratgl primer genoma, estos
superMUMSs seran los conservados.

2. Calcular la region del segundo genoma a partirodesuperMUMs conservados. El
superMUM con la posicibn mas baja en el segund@menmarcara el inicio de la
region y el superMUM con la posicidon mas alta stiinal.

3. Aplicamos la férmula del calculo de grado de coveedn, almacenaremos el
resultado y la region del segundo genoma.

4. Buscaremos las agrupaciones de superMUMs en logneas de las regiones,
eliminaremos los superMUMs de la agrupacion canegior tamarnio.

5. Siya no quedan mas superMUMs después del pastoarse sale del programa, si no
volvemos al paso 2.

En la figura 14 vemos que la inclinacion de losesiMiJMs en el genoma 2 perjudica
al grado de conservacion por tener una region tamdg en comparacion a la longitud de los
superMUMSs. Es un buen ejemplo para ver cuando egogente eliminar una agrupacion de
superMUMs conservados.

La region del primer genoma no varia tras la elaoién, por eso nos sirve para saber
si es conveniente realizar la eliminacion paramdtenejores grados o no.

29



Figura 15 Ejemplo de cuando es conveniente eliminar superMUMs

En la figura 15 vemos un ejemplo de cuando no asaroente eliminar superMUMs
conservados. El célculo de grado de superMUMs cwvades original serda mayor que el
grado obtenido después de la eliminacion.

Figura 16 Ejemplo de mala eliminacién de agrupaciones de superMUMs
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3.2.1.1 Regiones Conservadas: Casos de Estudio

Para los juegos de prueba se han utilizado los osispasos que para el calculo de
superMUMSs, ya que para las agrupaciones de superd/ddmservadas se usa el mismo
sistema que para unir MUMs en un superMUM.

3.2.1.2 Estrategias Seguidas para el Calculo deoRegConservadas
* Posibles superMUMs conservados cortados por etrextide una region

Se debe tener en cuenta también los superMUMs qeelaq cortados por los
extremos de la regién inicial, en ese caso no segruconsiderar como conservados porque
hay una parte de ellos que no entra en la regiém, fampoco se pueden descartar porque
estariamos perdiendo informacion util.

Solucién Propuesta:

Para evitar problemas se trataria de considerarBlyiV conservado unicamente la zona de
este que quede dentro de la regién inicial. Eg dg@ se creara un nuevo superMUM a partir
del tamafio til del anterior.

» Solapamiento de superMUMs conservados

Debido a que buscando superMUMs conservados sen deber en cuenta tanto los
superMUMs directos e inversos de la comparacioredos genomas es posible que al buscar
los superMUMs conservados dentro de una region algymos que se solapen entre si. Esto
provocaria que el resultado de la formula de gdmloonservacion fuera erroneo, ya que las
longitudes solapadas deben constar solo una vez.

Solucién Propuesta:

Para evitar los solapamientos se ha creado das lgnaria¥ con la misma longitud
que las regiones. A medida que se vayan leyendsuperMUMs conservados se iran
marcando las respectivas posiciones en la listariin De esta manera, aunque haya
diferentes superMUMs compartiendo las mismas pmsés, solo sumaran como usados una
vez.

3.2.1.3 Busqueda de una Regién Conservada en & &§Senomas

Para encontrar los ancestros comunes correctamantea de buscar las regiones
conservadas de una especie en concreto en reladiddas las demas especies del mismo
dominio. Para ello se ha creado un programa que, i@ especie y region especificada,
aplique la busqueda de regiones conservadas alesddsmas especies.

Los grados de conservacion y las regiones obtesida almacenados en un fichero de
salida que tendra de nombre el identificador desfzecié’ a la que corresponde el genoma y

18 Utilizaremos el 0 binario para marcar como espaaido, y el 1 para marcar el usado.
91 0s nombres de las especies son muy largos, lE@anthimeros enteros para identificarlos y ahcespacio
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la region especificada por el usuario Afadir elntdeador del genoma es un buen
mecanismo para poder diferenciar los diferenteBefms entre si y nombrarlos con las
regiones sirve para que se puedan hacer difereatessiltas simultaneas del mismo fichero
con otras regiones sin que se sobrescriban diattuerds.

3.2.2 Calculo de Similitud entre las Regiones Coratas de dos Genomas

Se han calculado las regiones conservadas para laslaspecies respecto a la especie
elegida por el usuario. Ahora se deben compara esgiones conservadas entre si para
buscar cuales tienen méas similitudes.

Para poder realizar el calculo utilizaremos un mow muy similar al del paso
anterior. Pero con la diferencia de que las dommeg a comparar son leidas del fichero de
entrada y ninguna introducida por el usuario.

El programa debe leer el fichero de entrada, almscen memoria todos los
identificadores de genomas que haya y sus respsctegiones. Después ira cogiendo los
genomas por parejas, abrira los archivos de coripaes de superMUMs de estos genomas
y buscara los superMUMs que estén dentro de angggsnes a la vez. Estos superMUMs
seran los superMUMs conservados para esas especies.

Cuando se hayan encontrado los superMUMs consesyadocalculara el grado de
conservacion entre ambos genomas de forma similarfase anterior pero no hace falta
reducir el numero de superMUMs ya que la longitedla region del segundo genoma es
constante. Aplicando la misma férmula para el délael grado y utilizando también el
sistema con los doarrays binarios para evitar solapamiento entre superMUlsctos e
inversos:

Suma longitudes sMUMs conservadosl+ Suma longitudes sMUMs conservados?2
Longitud Regionl Longitud Region2
Foérmula3 Calculo del grado de conservacion

El valor resultante de la aplicacion de la formagaalmacenara en un fichero de salida
junto con los identificadores de los dos genomaspawados.

3.2.2.1 Calculo de Similitud entre Regiones: CatoEstudio
Para los juegos de prueba se han utilizado los osistasos que para el célculo de

regiones conservadas. Aprovechando los calculosegienes y grados para encontrar sus
respectivas matrices de distancias.
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3.2.2.2 Estrategias Seguidas para Calculo de 8iohidintre las Regiones

» SuperMUMs conservados cortados por los extremdasdegiones

Igual que sucede para el célculo de regiones ceadas se ha de tener en cuenta que
las regiones de ambos genomas pueden cortar algendos posibles superMUMs
conservados. Si eso ocurre solo se debe tener emacila parte del superMUM incluida
dentro de la region. Pero en esta fase es algacomiglicado que en la anterior ya que antes
de considerar un superMUM conservado se ha de atrapgue no sea cortado por ninguna
de las dos regiones.

Posible Solucioén:

Se afiadira una comparacion extra al codigo. Argeodsiderar un superMUM como
conservado debera comprobarse que ninguna pade kagitud es cortada por ninguno de
los extremos de las dos regiones. (Seran 4 extrarnomparar en total). Si se cumple esto, el
superMUM sera conservado sin mas. Pero si algaeragtlo corta, se tendra que calcular un
nuevo superMUM conservado que tenga como longitidainente la parte que este dentro
de ambas regiones.

3.2.3 Célculo de la Matriz de Similitud&entre las Regiones Conservadas

Este paso se basa simplemente en la automatizéei@alculo de Similitud entre las
regiones conservadas. Este programa debera lelichelto obtenido de la busqueda de
conservacion de regiones para encontrar todaspexies que debera comparar. Cuando sepa
gue especies son, aplicara el calculo de simiktoiie las regiones conservadas para todas
ellas.

El resultado que se obtendra con este programauseréista con todas las especies
que conservan una determinada region y el valairdditud que hay entre ellas. Con esta
lista se puede construir la matriz de similitudes.

Un ejemplo de matriz para 3 genomas (A, B y Chseri

A B C
A | — GradoABE GradoAC |
B s — GradoBC
¢ | . s o= |

Figura 17 Ejemplo de Matriz de Similitudes para 3 genomas

2 Matriz del tipo distancias (Ver Seccién Fundamsiitedricos) pero los valores que relacionaran éommas
entre si seran sus grados de conservacion.
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Es interesante observar que no importa el ordendcuaomparamos los genomas, el
grado de similitud entre sus regiones sera el mtsmio si hacemos la comparacion entre Ay
B como entre By A.

3.2.4 Construccién déllinimum Spanning Treeon la Matriz de Similitudes

Ahora que las regiones de diferentes genomas estacionadas entre si hay que
representarlos graficamente. Para ello utilizaremsbsfichero generado de matriz de
similitudes para construir un grafo de manera gueepresenten los diferentes genomas como
nodos y las correlaciones como aristas. Luego keaem el algoritmo de Priffpara obtener
el minimum spanning tree

Minimum
Matnz de .
| similitudes Algoritmo de Prim ETE:ng

Figura 18 Uso del Algoritmo de Prim

De esta manera tendremos una representacion de s®rmoonserva la region de un
genoma en el resto de los genomas de todas ladessge su dominio.

3.3 Planificacion Temporal

A continuacion se veran las diferencias en la fiadion que se hizo en el momento
de entregar el trabajo previo del proyecto y ehfie real que se ha necesitado para cumplir
los objetivos.

Se puede apreciar que la principal diferencia@stél tiempo invertido para optimizar
el algoritmo de calculo de superMUMs, para adapsaal trabajo con Eucariotas, durante los
meses de junio y julio.

A Z0CE, Disefar el programa del | Disefiar algoritmo para calculo de

Energéllngrero calculo de superMUMs superMUMSs e implementarlo

Disefar el programa de Crear juegos de pruebas para €l
Marzo 2010 busqueda de conservacion decélculo de superMUMSs vy arregla
una region en otro genoma errores.
Disefiar el algoritmo de busqueda
de conservacion de region en otro
genoma e implementarlo 1

=

Programa de calculo de

Abril 2010 similitudes todos con todos

21 Esta detallado en la seccién de Fundamentos Besoric
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Programa de comparacion de

Mayo 2010 similitud de regiones todos con
todos
Busqueda dahinimum Spanning
Junio 2010 Busqueda dahinimum Treea partir de la matriz de
Spanning Trea partir de la similitudes
Julio 2010 matriz de similitudes Optimizacion para los

superMUMs de Eucariotas

Agosto 2010

Documentacion

Documentaciéon

Septiembre 2010

Presentacion del Proyec

to

Pres@midel Proyecto
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4. Resultados y Discusion

Se han hecho los célculos para los tres tipos denito de especies, Archaea, Bacteria
y Eucariota. Como lo mas importante para esta gariesl nUmero de superMUMs obtenidos
y el tiempo de célculo utilizado se van a mostrswsedatos en sendas graficas. De esta
manera mas facil comparar los resultados obtemdasdiferentes especies.

El primer grafico es una comparacion entre la sdeasuperMUMSs, tanto directos
como inversos, de los diferentes dominios de esperienos de Eucariotas, que representa el
namero de superMUMSs de una sola comparacion. (laudeno y Macaco).

45000000

40000000

35000000

30000000

25000000

20000000

15000000

10000000

5000000

0 T
Archaeas Bacterias Eucariotas

Figura 19 Grafico donde se muestran la cantidad de superMUMs por cada dominio de especies

Aunque en comparacion con las demas especies ksadas tengan un numero
insignificante de superMUMSs, tienen aproximadamés@00.

Es interesante observar la cantidad de informagignobtenemos del estudio de las
Eucariotas en comparacion con especies menos olésdas.

El segundo grafico representa el tiempo de célenlsegundos de todas las especies

de los dominios de Archaea y Bacteria frente ahpie para el célculo de solo una especie de
Eucariota.
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Figura 20 Grafico donde observan el tiempo de calculo en segundos para la generacion de superMUMs

Las optimizaciones realizadas en el calculo derslighls han sido necesarias para
gue el tiempo de generacién de superMUMs parartgacacion de las Eucariotas sea viable.
En la figura 20 se puede observar la enorme dié&ezntre la comparacion de las especies
humana y macaco. Sin optimizar se tardaban masdias5 con la optimizacion solamente
unos 15 minutos.

m Eucariotas

® Eucariots No Optimizados

Figura 21 Mejora en la Optimizacién de Eucariotas

Para encontrar que multiplicador deberiamos corsid®mo estandar en el calculo
de superMUMSs comparé el numero de superMUMs y deMglldo absorbidos obtenido con
diferentes multiplicadores. Utilice el 1, 1.5, 5,23, 3.5y 4.
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1 59174 145630
15 95527 132433
2 136189 124353
2.5 160150 119025
3 185817 114905
3.5 209625 111749
4 236131 109221

Elegi utilizar el multiplicador de 2.5 porque esamlo los resultados se puede
observar que aunque en los primeros casos a medielaaumentamos los el valor del
multiplicador se crean muchos nuevos superMUMs yehero de MUMs no absorbidos se
va reduciendo en proporcion. Pero pasado el migkiggpr de 2.5 aunque siguen
incrementando el numero de superMUMs el nimero U&VISI absorbidos ya no se reduce
tanto, eso induce a pensar que puiitiplicadores altosno se generan nuevos superMUMs
solo se unen entre si los ya existentes.

También se debia demostrar que los superMUMs sam bnenas unidades para la
comparacion de dos genomas, genere dos matriceisnditud de la misma comparacion en
una solo se tenia en cuenta el nimero de superMidivés cada relacién mientras que en la

otra matriz se tenia en cuenta tanto el niUmeragdersUMs como el numero de MUMs no
absorbidos.

Al ordenar los ficheros de las matrices de simalagor el valor de la comparacion
(De mayor a menor) y comparar los dos ficherosesitobtuve las siguientes diferencias:
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15 1o 1046655 15 16 1057401

16 17 992525 16 17 1046329
15 17 392433 15 17 9466535
1s 13 7Z2Ze30 16 13 791440
15 13 707433 15 13 772832
17 13 oo7e5a 17 18 740754
24 £/ 349856 2% Z6 534963
2d 25 217371 a4 25 3834433
£2 26 109444 25 Z28 227149
17 19 75000 17 12 142423
18 19 72942 15 12 14135956
15 158 &67207 15 12 135660
1 18 a7050 i6 19 133139
38 32 43583 530 23150

o 30 324E8 J@ 32 79971
37 38 31763 5 &8 74300

33 34 2874E 37 39 0315
3 6 21793 830 a706n

6 30 13571 33 34 A51E7
37 38 185914 34 35 46042
a4 35, Laas 42 43 45539
4Z 43 10917 37 33 45440
T30 10734 33 35 36534
37 44 10432 13 12 34865
34 36 10229 IT 44 29167
33 35 10213 33 36 27339

Figura 22 Comparacién entre Dos Matrices, la de la izquierda son solo superMUMs en la derecha son
superMUMs y MUMs no absorbidos. Se ha mostrado solo las relaciones con valores mas altos

Se puede observar que aunque los valores de supdsMUWUMSs son diferentes, las
mejores relaciones entre genomas (Las que estaramba) se mantienen en las mismas
posiciones en ambos ficheros. Esto es muy impe@taorque significa quee puede
considerar los MUMs no absorbidos del célculo de perMUMs como ruido. Asi que a
partir de ahora en las aplicaciones que se usesrMiyMs solo se tendran en cuenta los
superMUMSs, y no los MUMs absorbidos.

Finalmente, como ejemplo de la construccion dealtmles deaninimum spanning
treetenemos una matriz con las relaciones entre oahongas de Archaea.

En la figura 23 podemos observar la matriz de gindiés después de la comparacion
entre las regiones conservadas de los genomas.

2 3 4 5 6 7 8
2
3 50
4 345 823
5 512 316 674
6 254 32 329 142
7 67 4 732 525 1542
8 354 926 242 249 323 30

Figura 23 La Matriz de Similitudes Para las regiones conservadas
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Si aplicamos el algoritmo de Prim en la matriz dmilgudes, obtendremos el
minimum spanning treeEn la representaciéon en forma de arbol es muche seéacillo
encontrar que mejores relaciones de las compaexi@alizadas. En este ejemplo se pueden
distinguir directamente mirando la matriz de sitades. Pero si se imagina una matriz con 48
especies comparadas, se generarian mas de 1008desuEs por eso que resulta tan atil la

simplificacion que nos proporciona la construcai@harbol.

{£4)

142

Figura 24 Minimum spanning Tree Construido a partir de la matriz de similitudes
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5. Informe Técnico

En esta seccion se detallara los ficheros, carggtasgramas utilizados durante todas
las fases del proyecto. Es importante tener entaugre todas las herramientas desarrolladas
en el proyecto estaran automatizadas, sin quecssiteintervencion humana, por tanto si los
programas no estan colocados correctamente entrlectesa de carpetas dsekrvidor el
sistema no funcionara correctamente.

5.1 Estructura de Archivos del Proyecto

A continuacién se listaran la estructura de cagpatdizada para utilizar y almacenar
los ficheros y programas de todas las fases dgépto.

IArchaea /mums Carpeta donde se almacenan los
MUMs de Archaea
/smums Carpeta donde se almacenan los
superMUMSs de Archaea
genes.txt Fichero donde se almacenan los
nombres de las especies substituidgs
por su identificador
factors.txt Fichero donde se almacenan la
cantidad de superMUMs obtenidos en
cada comparacion
mstprim.txt Fichero con ehinimumspanning tree
resultante
/Bacteria En estas dos carpetas se repite la nd@pasicion de ficheros y
/Eukaryota subcarpetas que en Archaea
/Datasets Carpeta donde se guardan los ficheros
[factores2samples
resultantes del programa
factors2samples.cc Caodigo del programa de busqileeda
mejores comparaciones
/Mumunix Carpeta donde esté el programa para el
/lanza_mums .
- calculo de MUMs
/CalculoSmums Carpeta donde estéa el programa para e

calculo de superMUMs
/CalculoSmums/smum.cq Programa para el calculo de

superMUMs
lanza_mums.cc Programa lanzadera que automatiza el
calculo de MUMs
lanza_smums.cc Programa lanzadera que automatiza el
calculo de superMUMs
/regions /CalculoConservacion | Fichero del programa para el calculg

/grado_conservacion.cpp| del grado de conservacion entre
regiones de un genoma a otro.

Lanza_grados.cpp Programa lanzadera de la busdeegda
regiones conservadas para todos los
genomas

Calculo_regiones.cpp Programa que busca la caarsérv
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de una region
/mstree /Datagrames Carpeta donde se generaran los
ficheros de salida
/programa Contiene los datos del programa

5.2 Descripcion y Uso de los Diferentes Programas

A continuacion tendremos una lista con los difegemrogramas, su uso, su llamada y
la descripcion de los formatos de entrada y salida.

5.2.1 Calculo de superMUMs
e smums.cc

El programa smums.cc es el encargado de aplicatgetitmo para el calculo de
superMUM sobre un fichero de MUMs de entrada. Einfto del nombre de los ficheros de
MUMs debe ser el mismo parar todos, tomamos panmje la comparacién entre dos
especies con identificadores 1 y 2 respectivaméie ficheros de MUMs resultantes de su
comparacion serian:

1 2.directoy 1_2.inverso

Donde los nimeros son los identificadores compargdiirecto e inverso representan
la orientacion de los MUMs comparados.

La estructura de todos los ficheros MUMs debe san@e la misma para que el
algoritmo de superMUM funcione correctamente. liosdros estaran formados por lineas de
tres nimeros enteros positivos cada uno, donde lgaeta representa un MUM. EIl primer
entero es la posicion inicial del MUM en el genodela primera especie comparada, el
segundo valor es la posicion inicial en el genomdadsegunda especie y el tercer valor es el
tamano que tiene ese MUM contado en numero de.bases

Poniendo un ejemplo de un fichero con N MUMs:

Fichero con N MUMs

MUM 1 Pos.Iniciall Pos.Inicial2 TamafnoMUM
MUM 2 Pos.Iniciall Pos.Inicial2 TamanoMUM
MUM N Pos.Iniciall Pos.Inicial2 TamanoMUM

Para el correcto funcionamiento del algoritmo deesMUMs es muy importante que
los MUMs de los ficheros estén ordenados por lécfsinicial en el genomal, de menor a
mayor.
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Para la compilacion del programa se utiliza un watgj de compiladores de software
libre llamado GPP. Los parametros de entrada d&irama sumum.cc son el nhombre del
fichero de MUMs deseado y un numero que represtmiaultiplicador (Por defecto se utiliza
un multiplicador de 2.5).

Compilacién:gpp smum.cc —0 smum
Ejecucion:./smum NombreFicheroMUMs Multiplicador

Los ficheros de superMUMSs resultantes al calcuhdli&n la misma estructura que los
ficheros de MUMs. Pero como deben incluir tantodoperMUMs de la comparacién como
los MUMs no absorbidos se afiadira una linea ercblpara diferenciarlos dentro del fichero.

Fichero con N superMUMs y M MUMs

superMUM 1 Pos.Iniciall Pos.Inicial2 Tamafio_supeiiU
superMUM 2 Pos.Iniciall Pos.Inicial2 Tamafo_ supeiiU
superMUM N Pos.Iniciall Pos.Inicial2 Tamafio_supeiiU
Linea divisoria en blanco
MUM 1 Pos.Iniciall Pos.Inicial2 TamafioMUM
MUM 2 Pos.Iniciall Pos.Inicial2 TamafioMUM
MUM M Pos.Iniciall Pos.Inicial2 TamafoMUM

El programa smum.cc también generara un archivestidisticas para comparacion,
donde simplemente sera una linea con el nombréctiero MUM de entrada, el niumero de
superMUMs, la suma del tamario total de estos yimleno de MUMSs no absorbidos.

* lanza_smum.cc

El programa lanza_mums.cc es el encargado de atitemal célculo de los
superMUMSs. Se le pasara el nombre de la carpetdedestan almacenados los todos los
ficheros de MUMs a comparar y el programa se emlcargle leerlos todos y llamar a
smum.cc con cada uno de ellos. Opcionalmente gedde decir que multiplicador deseamos
que use en el calculo de superMUMs, por defectp 5.

La compilacion también se realiza con gpp.

Compilacion;gpp lanza_smums.cc —o lanza_smums
Ejecucion.. /lanza_smums NombreCarpetaMUMs [Opcionalmente: Mliiplicador]

Finalmente el programa se encargara de unir en igmaonfichero todas las
estadisticas generadas durante los célculos, indegpgemente de si son directos o inversos.
Sumara el numero de superMUMs resultantes de todasalculos y el tamafio de todos ello.
Este archivo recibira el nombre tctors.txt. Un ejemplo de fichero de factors.txt seria el
siguiente.
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Fichero factors.txt con 3 genomas (A,B,C)

GenomaA GenomaB SumaTamafnoSuperMUMSAB
GenomaA GenomaC SumaTamanoSuperMUMSAC
GenomaB GenomaC SumaTamanoSuperMUMs$BC

» factors2samples

Este programa nos permitira saber cuales son lgzeseaelaciones basandose en el
fichero factors.txt generado por el programa de lanza_smums.cc. Sadeoa como una
mejor relacion aquella que tiene la mayor sumad®iios de superMUMSs.

Debido a que es un programa con multiples funtidades se le debe especificar qué
tipo de salida se espera al llamarlo. Para lossfide nuestro proyecto utilizaremos los
parametros de entraday —d, que significan que deseamos una salida con tedaspecies
relacionas ordenadas de mayor a menor.

El resto de los parametros de entrada son, el mime especies que se han
comparado en el calculo de superMUMs vy el fichertadtors.txt. La compilacion se realiza

con gpp.

Compilacion;gpp factors2samples.cc —o factors2samples
Ejecucidn.. /factors2samples NumeroEspecies factors.txt —a —d

El resultado del programa es una lista con los mésparametros guactors.txt pero
ordenada por el tamafio total de los superMUMs. fla manera se sabra cual ha sido la
mejor relacion.

5.2.2 Busqueda de Regiones Conservadas
» grado_conservacion.cpp

Es el programa encargado de la busqueda de urémregimservada de un genoma a
otro genoma. Para ello se necesitan los ficherauderMUMs tanto directos como inversos
de la comparacion de ambos genomas.

El resto de los argumentos de entrada sera laiposidcial y final de la region en el
primer genoma, un multiplicador para el agrupansignéliminacion de los superMUMSs, una
marca que indicara si tenemos que invertir lascpmses de los superMUMs de los archivos
(Ahora se explicara el porqué) y finalmente el nmnbel archivo de salida al que se le
afadira la extensidigrados

La flag que indica la inversion de las posiciones de lggesVUMs es necesaria
porque los superMUMs estan ordenados por las pogsidel primer genoma, pero si la
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especie de la cual queremos obtener la conservasifen segunda se deben intercambiar las
posiciones del primer genoma con el segundo paeaejuesto del programa funcione
correctamente.

Compilacion;gpp grado_conservacion.cc —o0 grado_conservacion
Ejecucion: . /grado_conservacion ficheroSuperMUMDirectos supd&iUMsInversos
InicioRegion FinRegion Multiplicador Flaginversion NombreFicheroSalida

El fichero de salida mostrara el grado de consé@wmaobtenido y la region del
segundo genoma correspondiente a ese grado. Uplejpodria ser:

| Nombre Fichero | GradoConservacipn InicioRegion | FinRegion |

* Lanza_grados.cpp

Este programa se encargara de hacer las busquedasskrvacion de una region para
todos los especies. El programa solo necesitaideetificador de la especie deseada, el
dominio de esta y la region en donde se hara lguaak. También se debe especificar que
multiplicador se aplicara en el calculo de los gsead

Este programa aplicara el calculo_grado.cpp confildseros superMUMs de las
comparaciones entre el genoma especificado pomegdra y el resto de especies del dominio
utilizando siempre la misma regién para todos &dsutos.

Compilacion;gpp lanza_grados.cpp —o lanza_grados
Ejecucion: ./lanza_grados  Dominio(Archaea/Bacteria/Eukaryota) GenomaBase
InicioRegion FinRegion Multiplicador

Finalmente unira todos los resultados en un misomefo y los ordenara por grado de
conservacion de mejor a menor. El nombre del fichkr salida debe incluir el identificador
del genoma y la region utilizada en el calculo. €emplo, si se ejecutara el programa con el
genoma 1y laregién 1 — 1000 el fichero resultaetéal 1 1000.grados

» Calculo_regiones.cpp

Con este programa se realiza la busqueda de cacganentre las regiones de todas
las especies almacenadas en uno de los ficherogra#os del programa lanza_grados.
Necesitard como argumentos el dominio de las espericluidas en el archivo, el
identificador de genoma y la region deseada. Asirgpduscar si existe algun archivo de
grados con esas caracteristicas.

Compilacion;gpp calculo_regiones.cpp —o calculo_regiones
Ejecucion: Jcalculo_regiones Dominio(Archaea/Bacteria/Eukary@)
IdentificadorGenoma InicioRegion FinRegion
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El fichero de salida del programa sera una mateizdigtancia con los grados de
conservacion obtenidos entre todas las especiesoiabre del fichero seguird siendo el
identificador mas las regiones utilizadas pero lkeoaxtension dematriz. La estructura del
fichero seran lineas con cada operacion realizzal@ada linea estan los identificadores de
los dos genomas y el grado de conservacion queriteg ellos.

Fichero “.matriz” con 3 genomas (A,B,C)

GenomaA GenomaB GradoAB
GenomaA GenomaC GradoAC
GenomaB GenomaC GradoBC

5.2.3 Construccion del Arb®linimum Spanning Tree

El dltimo programa se encarga de crear un amiaimum spanning treatilizando
alguno de los ficherosmatrices producidos por el programa calculo_regiones.cpp. E
programa no acepta ficheros por parametros, assejdebe dejar una copia del fichero con la
matriz en la carpeta /Datagrames y cambiarle elonerporfactors.txt.

Compilar:gcc prim.c —o prim
Ejecucion:./prim 1

La salida del programa tendra& como nombrsiree.txt y estara formado por los
nodos y el valor de estos que se han elegido mgetitmo del arbol.

El ejemplo de un fichero mstree.txt para un &rbolcceto seria:

a

MINIMUM SPANNIG TREE

\

5

/
15

2 7.000000_ 1
3 5.000000__ 5
4 5000000 1
5 7.000000__ 2
6 6.000000__ 4
/ \ 7 9.000000___5
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6. Conclusiones

Aplicando la metodologia desarrollada, que se maest el apartado 3, se han podido
cumplir los objetivos del proyecto, ya que se haligo crear todas las herramientas
necesarias para la realizacion de los mismos.

La parte del pre-proceso que consistia en creanuesa herramienta de comparacion
atil, se ha cumplido satisfactoriamente. Los supgkM son funcionales y eficientes. Por
ejemplo en una comparaciéon entre la especie humamacaco, con mas de 83 millones de
MUMs generados por la comparacion, el calculo ¢gesdUMs no supera los 15 minutos.

La parte de trabajonline que consistia en la busqueda de regiones conssnead
diferentes genomas para obtener los posibles aosesimunes entre especies, también ha
sido completado y se han podido crear arboles gpeesentan los mejores niveles de
conservacion de cierta region del genoma de ureciespn el resto de las especies.

Las herramientas desarrolladas pueden ser muyesatetes para la comunidad
cientifica, con solo crear uraplicacion webque utilice los programas de busqueda de
regiones, se podra hacer la busqueda de ancestrosies totalmente on-line. Esto facilitara
mucho las cosas para todos aquellos investigadueresados en gendmica comparativa.

Personalmente me siento muy satisfecho con el jtrafealizado y los objetivos
alcanzados. Aunque en algunas ocasiones ha sidplicado, sobretodo el disefio e
implementacion del algoritmo de superMUMs, ha sitgy estimulante conocer aplicaciones
de la informatica en el campo de la medicina, ¢& &sso en el estudio de la genética. Eso me
ha llevado a tener en cuenta otras posibles atieaseen mi futuro profesional.

La parte que mas me ha gustado ha sido la redizae las matrices de similitud y la
aplicacion del algoritmo de Prim en estas parar@stos arboles resultado. Ver que todo el
esfuerzo puesto en el proyecto daba sus frutoslbarsiy gratificante.

Este proyecto para mi ha sido una manera de sabdosg conocimientos adquiridos
durante estos afos de carrera los puedo aplicardesarrollar proyectos complejos y largos
por mi mismo.
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8. Resumen

Resum

La cerca de similituds entre regions de difereetsognes ofereix molta informacio sobre les
relaciones entre les especies d’aquest genomesolEsitil per a I'estudi de la conservacié de
gens d’'una especia a un altre, de com les propidtah gen son assignades a un altre gen o
de com es creen variacions en genomes difererasidigvolucio d’aquestes especies.

La finalitat d’aquest projecte es la creacié d'wiaa per a la cerca d’ancestres comuns de
diferents especies basada en la comparacié denker@cié entre regions dels genomes
d’aquestes especies.

Per a una comparacio entre genomes mes eficacamhanportant del projecte es destinara a
la creacié d’'una nova unitat de comparacio. Ag@esteves unitats seran superestructures
basades en agrupacio dels MUMs existent per laixaamparacid que anomenarem
superMUMSs. La aplicacié final estara disponiblsetvidor:http://revolutionresearch.uab.es

Resumen

La busqueda de similitudes entre regiones de difesegenomas aporta mucha informacion
sobre las relaciones entre las especies de estasngs. Es muy util para el estudio de la
conservacion de genes de una especie a otra, de @Empropiedades de un gen son
asignados a otro gen o de como se crean variaciemegenomas diferentes durante la
evolucion de esas especies.

La finalidad de este proyecto es la creacion deaheentas para la busqueda de ancestros
comunes de distintas especies basada en la confpadecla conservacion entre regiones de
los genomas de dichas especies.

Para una comparacion entre genomas mas eficazmpwtante del parte del proyecto se
dedicara a la creacion de una nueva unidad de canipa. Estas nuevas unidades seran
superestructuras basadas en agrupaciones de lossMidistentes de la misma comparacion
que llamaremos superMUMs. La aplicacion final estatisponible en el servidor:
http://revolutionresearch.uab.es

Abstract

The search for similarities between regions ofeddéht genomes provides much information
on the relationships among species of these gendksebe study of conservation of genes

49



from one species to another, how the propertiesgégne are assigned to another gene or how
to create variations in different genomes durirgekiolution of these species.

This project describes the creation of tools toadeéor common ancestry of different species
based on a comparison of conservation among regiathe genomes of these species

For a more effective comparison of genomes a pfathe project will be dedicated to the
creation of a new unit of comparison. These newsuniill be superstructures based on
groupings of existing MUMS called superMUMs. Thedli application will be available at
the serverhttp://revolutionresearch.uab.es
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