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Introducción


El genoma de cualquier organismo oculta astutamente distintos mensajes que involucran a la mayoría de las actividades celulares. La eficaz codificación de estas funciones mediante la oportuna combinación de diferentes señales es el resultado de millones de años de evolución. La obtención de la secuencia de los genomas de miles de especies constituye, por tanto, un hito sin precedentes en la historia del progreso científico. El paisaje genómico es enormemente rico en diferentes actores que gobiernan la activación de los genes en respuesta a numerosos condicionantes internos y externos. No obstante, dado que los mecanismos celulares de interpretación del código genético toleran un amplio grado de flexibilidad, resulta extremadamente difícil identificar con precisión el inventario completo de genes y otros elementos regulatorios y estructurales mezclados en distintas proporciones a lo largo de la secuencia genómica. Por esta razón, para anotar con garantías cualquier genoma es necesario aprovechar la potencia de cálculo de los ordenadores, validando posteriormente estas predicciones computacionales en el laboratorio tradicional. Como contrapartida por acelerar drásticamente el proceso de búsqueda, es necesario pagar un precio sobre la precisión de los resultados obtenidos computacionalmente. El grado de exactitud dependerá generalmente de la calidad de los modelos de predicción integrados en estas aplicaciones bioinformáticas. El correcto descifrado de toda esta información, en definitiva, constituye la tarea fundamental de la Genómica computacional.


Naturalmente, el análisis comparativo de estos resultados permite extraer un nuevo conocimiento que resulta muy valioso para complementar la información obtenida en los laboratorios experimentales. Para analizar con éxito estas colecciones de secuencias es fundamental realizar robustos contrastes de parecido.


Independientemente de las secuencias introducidas, el alineamiento de varias secuencias debe realizarse dentro de un estricto marco formal de trabajo. Este reglamento establece los criterios de puntuación para averiguar, en la mayoría de situaciones, cuál es el alineamiento óptimo en un tiempo razonable. Cuando efectuamos estas comparaciones es importante construir alineamientos sensatos desde el punto de vista biológico. En este sentido, la eleccion de la estrategia de contraste más apropiada será crítica para extraer las conclusiones más acertadas en cada contexto biológico. En cualquier caso, debemos ser conscientes de la enorme importancia de interpretar correctamente los alineamientos resultantes.


Pese a todos los esfuerzos, estamos todavía lejos de finalizar la anotación de nuestro propio genoma. Sin embargo, con el paso del tiempo progresivamente vamos conociendo con mayor detalle el contenido funcional de nuestros cromosomas. Precisamente el acceso universal a toda esta información está transformando radicalmente la investigación en Biología molecular y Biomedicina. Con los resultados de los estudios a nivel genómico, en el camino para explicar numerosos enigmas hasta ahora sin resolver, el enfoque científico clásico está derivando hacia nuevas aproximaciones más pragmáticas que en lugar de orientar el foco de la investigación hacia un gen en particular son capaces de analizar simultáneamente todos los genes involucrados en un proceso biológico concreto. Con posterioridad, en un segunda fase de la investigación, los candidatos más prometedores del ensayo a gran escala pueden ser estudiados experimentalmente con mayor garantía de éxito. Gracias al trabajo conjunto de miles de investigadores en todo el mundo, podemos explorar desde nuestro propio ordenador toda la información genómica existente hasta el momento presente. El progreso exponencial experimentado por la ciencia en la última década se sustenta, en gran parte, en la implementación de herramientas eficientes de transmisión de información sobre la plataforma de la Red. Hoy en día, para un investigador, resulta extremadamente sencillo explorar desde su propio ordenador personal la totalidad de las anotaciones biológicas realizadas sobre una región concreta del genoma por otros miembros de la comunidad científica.


Los navegadores genómicos son una poderosa herramienta para inferir computacionalmente nuevo conocimiento a partir de los datos aportados por otros medios más tradicionales, como los resultados obtenidos en un entorno experimental. Los enormes avances conseguidos en los estudios de regulación genómica más recientes, de hecho, no pueden comprenderse sin la contribución capital de esta clase de aplicaciones bioinformáticas.


Mediante una serie de convenios razonablemente establecidos, cualquier científico puede obtener en pocos minutos el cartografiado completo del genoma para realizar nuevas contribuciones. Con estas regulaciones generalmente aceptadas por la comunidad de investigadores, el conocimiento existente sobre el genoma de una especie (la secuencia de nucleótidos y el mapa de anotaciones sobre esta) resulta continuamente actualizado, gracias a la incesante actividad científica que intenta caracterizar con mayor precisión cada escenario biológico que ocurre dentro del entorno celular.


El conocimiento de este compendio de métodos computacionales de anotación, comparación de secuencias y visualización de datos a traves de la Red promete otorgar ventaja a los usuarios expertos en estos tratamientos en el transcurso de su investigación experimental. Por esta razón, a lo largo de este libro explicaremos al lector los mecanismos esenciales para explorar con garantías los genomas utilizando estos portales web, incidiendo especialmente en la correcta interpretación del increíble volumen de información que contienen, presentaremos las estrategias básicas de comparación de secuencias, enfatizando en el modo apropiado para interpretar los resultados en distintos contextos biológicos, y estudiaremos las técnicas de anotación computacional de los genomas eucariotas, tomando la identificación de genes y las regiones reguladoras de su transcripción como principales casos de estudio.




Objetivos


Con el programa de contenidos establecido en este libro, nuestros lectores lograrán la consecución de los siguientes objetivos relacionados con el manejo de servidores genómicos, la comparación de secuencias y el análisis de genomas:




1.Conocer el elenco de bancos de datos genómicos existentes.


2.Analizar cómo se almacena computacionalmente un genoma.


3.Manejar las opciones básicas de los navegadores genómicos.


4.Aprender a interpretar los datos suministrados por estos servidores.


5.Enriquecer las anotaciones existentes con nuevas informaciones.


6.Acceder a las anotaciones del proyecto internacional ENCODE.


7.Saber definir formalmente qué es un alineamiento de dos o más secuencias.


8.Aprender a interpretar biológicamente los alineamientos de secuencias.


9.Comprender los algoritmos fundamentales de comparación de secuencias.


10.Utilizar la estrategia de comparación más apropiada en cada contexto.


11.Manejar con soltura las búsquedas de secuencias en grandes bases de datos.


12.Conocer cómo reconocer motivos conservados en distintas secuencias.


13.Explotar estos algoritmos básicos para comparar otros tipos de secuencias.


14.Conocer los elementos del paisaje genómico de un organismo eucariota.


15.Dominar los métodos convencionales de representación de señales.


16.Distinguir modelos para reconocer los elementos funcionales del genoma.


17.Explicar los métodos para obtener el catálogo de genes de un genoma.


18.Aprender a identificar los elementos regulatorios de los genomas.


19.Introducir información evolutiva para mejorar las predicciones.


20.Evaluar la calidad de las predicciones genómicas en un marco de referencia.







Capítulo I


Navegadores genómicos


1.1.Conceptos básicos


El genoma de una célula es un repositorio de secuencias de ADN empaquetado en forma de cromosomas. Este material hereditario codifica los genes que una vez descifrados resultan útiles para la síntesis de proteínas y moléculas de ARN no codificante. Junto con estos, cohabitan en el genoma otros elementos que regulan la activación de los genes, proporcionando además una cierta estructuración a la cromatina. Para modelar este complejo escenario biológico dentro de un entorno informático, la secuencia de nucleótidos de cada cromosoma ensamblado del genoma debe transformarse, en primer lugar, en un fichero de texto. Junto con su secuencia, es preciso cartografiar cada cromosoma aportando un segundo tipo de datos denominados anotaciones. Las anotaciones son necesarias para indicar la ubicación exacta de aquellos elementos codificados en una secuencia concreta. El catálogo de elementos biológicos identificables dentro de un genoma está constituido primordialmente por genes, sitios de unión de factores de transcripción, inicios de transcripción, marcas de modificación postraduccional de histonas, regiones repetitivas y polimorfismos.


En función de los nuevos datos aportados por investigaciones más recientes, constantemente ampliamos y mejoramos nuestro conocimiento sobre cualquier función biológica o componente celular. En consecuencia, parece natural pensar que tanto la secuencia como las anotaciones de cualquier genoma necesitan renovarse con cierta frecuencia. Para favorecer la reproducibilidad entre estudios científicos publicados en diferentes momentos, por regla general suele distribuirse la última versión de cada genoma (secuencia y anotaciones) junto con el repositorio de anteriores distribuciones. Cada nueva versión de un genoma establece su propio ensamblado de referencia, posiblemente debido a mejoras en la secuenciación de ese organismo, actualizándose las coordenadas de cada elemento funcional dentro del cromosoma apropiado.


Para comparar correctamente anotaciones existen ficheros de conversión de conjuntos de coordenadas entre distintas versiones del mismo genoma (en inglés, liftover). Es fundamental documentar, por tanto, cuál es la distribución que estamos empleando para facilitar estudios de investigación posteriores. El lector puede encontrar en la Tabla 1 las distribuciones genómicas más recientes de varios organismos modelo. Pese a que no existe un consenso establecido, en el periodo de tiempo en el que un ensamblado está vigente es habitual que aparezcan varias versiones de sus anotaciones.




Una distribución concreta de un genoma viene definida por:




•La secuencia de nucleótidos de cada cromosoma del ensamblado.


•La serie de anotaciones pertenecientes a distintas características que fueron cartografiadas dentro de la secuencia de los cromosomas.








Tabla 1. Discributions actualizadas de los genomas más populares
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Cuando analiza la secuencia de una región cromosómica para explorar su contenido, el bioinformático accede a estas informaciones mediante un programa especial denominado navegador genómico (en inglés, genome browser). Generalmente, tanto la secuencia como las anotaciones de todas las distribuciones de un genoma están disponibles de forma gratuita a traves de la Red. Con estos programas, todo el conocimiento aportado por distintos grupos de investigación sobre el genoma está integrado en una sola herramienta, facilitando enormemente el intercambio de información. Los navegadores genómicos proporcionan los datos que poseen sobre cada genoma a través de potentes interfaces gráficos que aumentan su legibilidad. No obstante, estas fotografías del genoma son generadas a partir de simples ficheros de texto que contienen las coordenadas de las anotaciones. Estos archivos suelen distribuirse también de forma separada para realizar tratamientos bioinformáticos de forma local.




Un navegador genómico es una aplicación informática que proporciona un conjunto de herramientas para navegar eficientemente a lo largo de la secuencia de los genomas y de las anotaciones cartografiadas en su interior.





Dada su enorme versatilidad, en un navegador genómico existen varios puntos de entrada para acceder a la información de un elemento en particular. Dependiendo de los datos que conozcamos sobre el objeto de la búsqueda, debemos escoger el modo más adecuado. Resulta frecuente acceder desde varios lugares distintos a la misma información. En la Tabla 2 mostramos algunos ejemplos a la hora de localizar la misma región genómica que contiene un gen de interés para nosotros. Según el método escogido y el nivel de detalle de nuestra búsqueda, es probable que el navegador genómico identifique más de un posible resultado. En ese caso, la exploración visual de las alternativas debería ser suficiente para elegir correctamente la región deseada. Una vez realizada satisfactoriamente la búsqueda, el navegador genómico nos proporcionará una fotografía de las anotaciones disponibles en forma de pistas o carriles (en inglés, tracks). Con este mecanismo de representación, el bioinformático puede comparar fácilmente diferentes elementos anotados sobre una misma región genómica. El navegador genómico proyecta simultáneamente sobre cada pista de su visor genómico los elementos biológicos ubicados en ambas orientaciones de la molécula de ADN.


Tabla 2. Puntos de entrada en un navegador genómico








	Clase

	Formato

	Ejemplo










	Región

	Coordenadas

	chr2:80529003-80531487






	Gen

	Abreviatura

	LRRTM1






	Gen

	Nombre completo

	leucine-rich repeat transmembrane neuronal






	Gen

	Código RefSeq

	NM_178839






	Proteína

	Identificador

	LRRTM1






	Tránscrito

	Identificador

	BC045113






	Secuencia

	FASTA

	ATGGATTTCCTGCTGCTCGGTC…






	Publicación

	Referencia

	Francks, Maegawa, Mol Psychiatry, 2007











Una pista de información contiene la colección de elementos biológicos de una determinada clase disponibles en un navegador genómico para una región específica del genoma. Cada anotación está definida por las coordenadas exactas necesarias para posicionar dicho elemento en el interior de la secuencia y un valor asociado al grado de representatividad de este.





La propia secuencia del genoma es una pista cuyo contenido corresponde a la base observada en cada nucleótido de la región visualizada (cuando el tamaño de esta es inferior a la resolución de la imagen el navegador muestra explícitamente la secuencia de bases). Para gestionar de forma eficiente la proyección de varias pistas simultáneamente, el navegador superpone la información en distintos niveles de datos (ver Figura 1). El usuario puede elegir el elenco de pistas que desea visualizar en cada momento, así como en qué orden desea disponerlas en la ventana gráfica. En tiempo real, el navegador compone una fotografía del genoma en función de nuestras necesidades a partir de los ficheros de anotaciones almacenados en su propia base de datos. El usuario puede configurar esta superposición de pistas, escogiendo entre las diversas pistas disponibles precisamente aquellas que más le interesan. Una vez establecido el contenido del nuevo mapa de anotaciones, el navegador realiza una actualización de la imagen.


Figura 1. Representatión gráfica de anotationes en forma de pistas


[image: Image]


Por regla general, las anotaciones están agrupadas en bloques conceptuales biológicamente relacionados. Los bloques de opciones disponibles pueden cambiar en función de la distribución del genoma habilitada. Es posible establecer asimismo el nivel de detalle de cada pista para conseguir representaciones gráficas que faciliten una comparación óptima (desplegar o compactar pistas, ver Figura 1). Existen aplicaciones auxiliares en los propios navegadores genómicos para realizar estas comparaciones de forma cuantitativa, teniendo en cuenta la correlación entre la ubicación de los elementos de diferentes anotaciones.


1.2.Filosofía de la navegación genómica


En la actual era posgenómica los investigadores han desplazado el foco de atención desde las secuencias individuales hacia el análisis a gran escala del genoma. Con el objetivo de poseer una visión más amplia de las anotaciones agrupadas entorno a una región del genoma, aparecen los navegadores genómicos, que integran distintas fuentes de información dispersas por la Red. Estos sistemas redefinen, por tanto, la comunicación con estos complejos repositorios de vastos volúmenes de información. De este modo, navegamos por heterogéneos paisajes genómicos codificados en el interior de los cromosomas, concentrando nuestro interés únicamente sobre determinadas áreas. Desde el genoma completo hasta la secuencia individual de una proteína, el usuario de estos servicios puede recuperar todas las anotaciones con numerosos niveles de detalle. Esta amalgama de recursos también es accesible de forma aislada, menguando sin embargo la efectividad del análisis bioinformático fuera de estos entornos integrados.


Como muestra la Figura 2, a partir de la representación gráfica servida por el navegador genómico podemos visitar las anotaciones particulares suministradas por otro tipo de recursos más específicos. Por ejemplo, cuando analizamos los genes anotados en una región genómica podemos acceder desde la pista individual a una nueva pantalla que contiene información recopilada por múltiples fuentes de información. Muchos de estos repositorios, que denominaremos bases de datos primarias, constituyeron en su momento el germen de los actuales navegadores genómicos. Cuando no era posible llevar a cabo análisis globales de un genoma completo, la unidad de búsqueda de información era precisamente la secuencia individual cuya anotación era suministrada por diferentes miembros de la propia comunidad científica.


Figura 2. Paradigma de la comunicatión con navegadores genómicos


[image: Image]


El usuario del navegador puede acceder a múltiples recursos integrados en el mismo interfaz


Estas primeras colecciones de secuencias, a pesar de su enorme valor, contenían frecuentes errores que podían conducir a importantes excesos por redundancia. Ahora estos catálogos reciben un tratamiento de validación mucho más cuidadoso, basado en la verificación manual llevada a cabo por expertos entrenados en este tipo de tareas.


Los navegadores genéricos integran la secuencia y las anotaciones de múltiples genomas, presentando todos los datos, por tanto, dentro de un marco común uniforme que facilita su manipulación. El navegador genómico UCSC o la plataforma ENSEMBL son las aplicaciones genéricas más populares. Todas estas herramientas suelen cruzar sus pistas de anotaciones, facilitando de este modo la integración y visibilidad de diferentes fuentes de información desde cualquier lugar. El código de la mayoría de estas plataformas se distribuye gratuítamente junto con todos sus bancos de datos. Profundizando en esta filosofía, la herramienta Gbrowse ofrece todas las funciones de un navegador genómico genérico adaptable a cualquier genoma, cediendo al usuario la responsabilidad de introducir las anotaciones que deben respetar ciertas pautas sobre el formato de los ficheros.


Para determinadas especies se han diseñado navegadores específicos suministrados por dichos consorcios de secuenciación que permiten acceder exclusivamente a sus anotaciones. Estos recursos están optimizados para trabajar con ese genoma, conviertiéndose en un repositorio de referencia para la comunidad de estudio de dicho organismo. Los ejemplos más conocidos de estos programas están dedicados a distintos organismos modelos como FlyBase para la mosca de la fruta, los navegadores de ratón y rata o los portales para la secuenciación de numerosas especies vegetales. Los navegadores genéricos, no obstante, comparten con estos las mismas distribuciones de los genomas (Figura 3). La comparación de regiones ortólogas en un conjunto de genomas puede proporcionar una información muy valiosa sobre la ubicación de ciertos elementos funcionales conservados evolutivamente. Por ejemplo, la identificación de algunas secuencias preservadas a lo largo de millones de años permite refinar la anotación de genes y elementos asociados a su regulación. VISTA es uno de los portales pioneros en realizar este tipo de comparaciones.


En definitiva, el analista bioinformático posee a su disposición un amplio abánico de recursos genómicos (ver Tablas 3 y 4). A lo largo de este libro analizaremos el funcionamiento de algunos ejemplos de estos repositorios de información biológica de enorme valor en un entorno de investigación.








	Recurso primario

	Dirección






	GenBank

	http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank






	Gene

	http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene






	RefSeq

	http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq






	Gene Ontology

	http://www.geneontology.org






	GEO

	http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo






	dbSNP

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






	OMIM

	http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim






	Pubmed

	http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed






	Navegador genómico

	Dirección






	UCSC

	http://genome.ucsc.edu






	ENSEMBL

	http://www.ensembl.org






	NCBI

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






	Mouse GID

	http://www.informatics.jax.org






	Rat GD

	http://rgd.mcw.edu






	FlyBase

	http://flybase.org






	WormBase

	http://www.wormbase.org






	Saccharomyces GD

	http://www.yeastgenome.org






	Gbrowse

	http://gmod.org/wiki/Gbrowse






	Navegador genómico avanzado

	Dirección






	VISTA

	http://pipeline.lbl.gov






	rVISTA

	http://rvista.dcode.org






	enhancerVISTA

	http://enhancer.lbl.gov






	ENCODE

	http://encodeproj ect.org/ENCODE






	modENCODE

	http://www.modencode.org






	International Cancer Project

	http://www.icgc.org






	International HapMap Project

	http://www.hapmap.org






	Human Epigenome Consortium

	http://www.epigenome.org







Tabla 4. Selectión de recursos genómicos fundamentales(2)






	Comparación de secuencias

	Dirección






	BLAST

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






	CLUSTALW

	http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2






	TCOFFEE

	http://www.tcoffee.org






	MAFFT

	http://mafft.cbrc.jp/alignment/software






	MAUVE

	http://gel.ahabs.wise.edu/mauve






	MEME

	http://meme.nber.net/meme






	BOWTIE

	http://bowtie-bio.sourceforge.net






	Predicción computacional de genes

	Dirección






	GENEID

	http://genome.erg.es/software/geneid






	GENSCAN

	http://genes.mit.edu/GENSCAN.html






	FGENESH

	http://www.softberry.com






	N-SCAN

	http://mblab. wustl.edu/nscan






	Anotación de regiones reguladoras

	Dirección






	TRANSFAC

	http://www.gene-regulation.com






	JASPAR

	http://jaspar.genereg.net






	ABS

	http://genome.erg.es/datasets/abs2005






	OREGANNO

	http://www.oreganno.org






	CBS

	http://compfly.bio.ub.es/CBS






	RSA tools

	http://rsat.ulb.ac.be






	WEBLOGO

	http://weblogo.berkeley.edu






	TF-map alignments

	http://genome.erg.es/software/meta






	Aplicaciones de propósito general

	Dirección






	GALAXY

	https://main.g2.bx.psu.edu






	DAVID

	http://david.abcc.ncifcrf.gov






	BABELOMICS

	http://babelomics.bioinfo.cipf.es






	CIRCOS

	http://circos.ca






	GFF2PS

	http://genome.erg.es/software/gfftools







Figura 3. Visualization de una región genómica


[image: Image]


El gen lpp visualizado a través de distintos navegadores genómicos. Desde el margen superior de la imagen hacia el inferior podemos ver UCSC, ENSEMBL, Flybase y VISTA.


En otro orden de cosas, el análisis en profundidad del genoma humano resulta de indudable interés dentro del campo de la Biomedicina y la salud, debido a que la mayoría de enfermedades documentadas poseen un importante componente genético. No es casual, por tanto, que sean necesarios también navegadores genómicos que proporcionen un mapeado completo de las anotaciones referentes a estos desórdenes hereditarios. Ejemplos de estos portales biomédicos son el proyecto de secuenciación del cáncer o la detección del conjunto de polimorfismos existentes en el ser humano.


1.3.El navegador genómico UCSC: estructura


El navegador de la Universidad de Santa Cruz de California (UCSC, de ahora en adelante) fue diseñado con el objeto de construir una herramienta que proporcionara al usuario un acceso sencillo a las anotaciones existentes sobre el genoma humano, que estaba siendo secuenciado en aquel momento. Desde su nacimiento, este portal ha incorporado numerosas mejoras en su implementación inicial, conviertiéndose en un recurso de referencia utilizado, por ejemplo, para distribuir los resultados del proyecto ENCODE. Todas las anotaciones sobre un genoma base de referencia se suministran en forma de pistas de datos, gráficamente representadas sobre una línea horizontal en paralelo con la propia secuencia de cada cromosoma. Junto con las pistas servidas por defecto el usuario puede visualizar sus propias pistas dentro del navegador.


Figura 4. Pantella inicial de UCSC


[image: Image]


Para iniciar la exploración debemos seleccionar primero el organismo y la versión del genoma que deseamos explorar. A continuación, es necesario introducir la información suficiente para que el navegador genómico pueda identificar el objeto de nuestra búsqueda (p.e. genes, regiones o cromosomas). Vamos a centrarnos en un gen humano denominado LRRTM1 (abreviatura de Leucine-Rich Repeat TransMembrane neuronal 1).
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