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Diseño y Estudio de herramientas para el Análisis
del Índice de Conservación del ADN mitocondrial

RESUMEN

El objetivo principal de este Proyecto Fin de Carrera es el estudio y desarro-
llo de herramientas software para calcular de manera automatizada el índice
de conservación de conjuntos de secuencias biológicas. Este conjunto de he-
rramientas, pese a poder utilizarse de forma independiente, constituyen un
potente sistema cuando se utilizan de forma combinada.

El índice de conservación es un estadístico muestral que tiene especial
importancia en el estudio de la patogenicidad de mutaciones, el cual consiste
en determinar si una mutación puede producir una enfermedad o por el
contrario, es inocua al organismo en que se produce. Constituye una de
las herramientas de las que disponen los biólogos para realizar los estudios
evolutivos.

En la actualidad, los esfuerzos realizados por la comunidad científica
para automatizar este proceso han producido contadas herramientas web
con algunas limitaciones. Sorprende especialmente el no haber encontrado
ninguna que permita utilizar este valor estadístico sobre grandes volúmenes
de datos como un valioso instrumento adicional en este tipo de estudios.

Para resolver este problema, se han implementado una serie de algorit-
mos haciendo uso de técnicas de programación modular para desarrollar el
núcleo del sistema; y pequeñas utilidades para automatizar tareas auxiliares
como el tratamiento de los conjuntos de secuencias o los análisis estadísticos
requeridos para validar los experimentos realizados.

Entre las dificultades encontradas durante el desarrollo de este proyecto
cabe destacar la necesidad de formación previa en temas biológicos, ya que
no se habían tratado estos temas a lo largo de la carrera. Por otro lado, la
necesidad de realizar un tratamiento sobre los conjuntos de secuencias bio-
lógicas también implicó importantes esfuerzos en distintas fases del trabajo
realizado. Por último, la obtención de información adicional relativa a la
división de dichas secuencias para facilitar su análisis supuso un importante
obstáculo a resolver en el último tramo del proyecto.

Los resultados del sistema diseñado para los conjuntos de secuencias
biológicas han sido muy positivos, especialmente teniendo en cuenta el volu-
men de datos con el que se ha estado trabajando, muy superior al empleado
en estudios anteriores. Gracias a la información extraída de los informes
generados por el sistema desarrollado se ha podido constatar la presencia
de mutaciones ya conocidas por la comunidad bióloga, lo que demuestra la
validez de los resultados obtenidos.
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1
Introducción

1.1 Contexto del proyecto
Este proyecto de fin de carrera se ha desarrollado en el Departamento de

Informática e Ingeniería de Sistemas de la Universidad de Zaragoza, dentro
del ámbito de la bioinformática [22], en un grupo de investigación formado
por los dos directores de este proyecto y otros miembros del departamen-
to. Pese a que este equipo lleva ya muchos años en activo, los esfuerzos
han estado más centrados en otros temas, como por ejemplo, el análisis y
construcción de filogenias; por lo que este proyecto extiende el ámbito de la
investigación. Respecto al contexto biológico del proyecto, el cálculo del ín-
dice de conservación (IC) es uno de los instrumentos utilizados en el estudio
de la patogenicidad de las mutaciones producidas en el código genético de
los organismos. En el caso concreto de este proyecto, se ha trabajado no solo
con el ADN mitocondrial (ADNmt de ahora en adelante); sino que también
han sido objeto de estudio las secuencias de aminoácidos resultantes de la
traducción de aquellos genes del ADNmt que codifican proteínas. La inclu-
sión de secuencias proteicas en el análisis llevado a cabo en este proyecto se
debe a que su estudio permite detectar con mayor precisión enfermedades
raras y, muchas de ellas, asociadas a la muerte prematura del individuo [11].
La detección de estas enfermedades se basa en la localización de aquellas
posiciones cuyo IC sea muy elevado pero se mantenga por debajo de 1[24].

1.2 Objetivos
Tras establecer el contexto de este proyecto, se procede a describir los

objetivos que lo han guiado. La investigación se ha centrado en el desarrollo
de herramientas software para calcular el IC, prestando especial atención
a aquellos casos en los que se trabaje con grandes cantidades de datos, to-
mando como unidad de trabajo la secuencia de ADNmt. Pese a que en los
últimos años se han ido desarrollando distintas herramientas que hacen uso
del IC, cabe destacar que con el trabajo realizado en este proyecto se ofre-
cen herramientas adicionales que suponen una mejora considerable dotando
de mayor profundidad a los estudios centrados en la patogenicidad de las
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN

mutaciones. Esta profundidad se consigue especialmente cuando se combina
el uso de las distintas herramientas desarrolladas, formando un sistema (al
que se hará referencia de ahora en adelante).

El proyecto consta de dos objetivos fundamentales: introducción y forma-
ción, y creación de un sistema de cálculo de IC y generación de los informes
correspondientes.

El primero de los objetivos queda inherente a todo proyecto, ya que
suele ser imprescindible una pequeña fase de formación para adquirir los
conocimientos necesarios para afrontarlo. El problema adicional que se ha
encontrado en este proyecto es que no existe formación en estas temáticas
durante la carrera, por lo que ha sido necesario un esfuerzo añadido desde
el comienzo. Prácticamente este objetivo se ha mantenido durante todo el
proyecto, con una ligera variación: al principio fue más guiada por los di-
rectores del proyecto y, conforme se ha ido acercando la fase final, se ha
dispuesto de mayor grado de libertad para profundizar en aquellos temas
que se considerasen convenientes para desempeñar el trabajo.

El segundo objetivo consiste en abordar el cálculo del IC, un estadístico
muestral que indica la tasa de variabilidad de una posición concreta, para
cada una de las posiciones de un conjunto de secuencias dado. El estudio
de dicho valor permite determinar qué posiciones del conjunto de secuencias
analizado sufren mutaciones y con qué frecuencia. Esto permite decidir a su
vez cuáles son consideradas no neutrales y deben ser estudiadas en mayor
profundidad, ya que pueden tener efectos perjudiciales para la supervivencia
y reproducción de los organismos. Se recomienda al lector acudir al Capítu-
lo 2 para obtener una definición de las mutaciones génicas y al Apéndice B
si se desea conseguir información más detallada.

1.3 Metodología y herramientas

Como ya se ha comentado, la carencia de formación en contextos bio-
lógicos ha requerido un esfuerzo más intenso, tanto en dedicación como en
tiempo de adquisición de conocimientos. De forma específica, se ha profundi-
zado más en temas de métodos de alineamiento de conjuntos de secuencias,
cálculo e interpretación del IC, traducción de secuencias de ADNmt a pro-
teínas y mutaciones génicas.

De forma independiente se ha procedido a desarrollar cada uno de los
módulos o herramientas que conforman el sistema. Todos ellos constan de
una fase inicial en la que se ha determinado su diseño. A continuación se ha
realizado un estudio del marco tecnológico más adecuado que ofreciese las
mejores garantías para poder concluir las aplicaciones satisfactoriamente.
Por último, una vez terminado el estudio y seleccionados los entornos de
trabajo, se ha llevado a cabo la fase de implementación.

Se han realizado pruebas durante y tras la finalización de la implementa-
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1.4. SOFTWARE

ción de cada una de las herramientas software desarrolladas con el objetivo
principal no solo de detectar posibles errores en los resultados y poder co-
rregirlos lo antes posible, sino también de depurar el formato de los informes
generados.

Por último, cabe destacar la importancia de que los resultados finales
del trabajo se han obtenido a partir de datos reales pertenecientes al pro-
yecto ZARAMIT [5]. Tanto los alineamientos como los resultados obtenidos
a partir del cálculo del IC han sido validados mediante la comprobación de
algunos puntos comunes con las conclusiones de estudios biológicos realiza-
dos con anterioridad.

1.4 Software

Se ha trabajado con varias aplicaciones software a lo largo del proyecto.
Las más utilizadas han sido la librería PhyloDAG (del inglés Phylogenetic
Direct Acyclic Graph) desarrollada por uno de los directores de este pro-
yecto, Jorge Álvarez, en su versión 1.0; y BioPython en su versión 1.63[10].
De la librería PhyloDAG se han utilizado tres de las herramientas que la
componen: la que automatiza el proceso de obtención de conjuntos de se-
cuencias, la que ofrece distintos métodos y configuraciones para llevar a cabo
el alineamiento de secuencias biológicas, y la que permite realizar la división
por genes.

Los conjuntos de secuencias con los que se ha trabajado provienen de
una base de datos creada y depurada a partir de la sincronización básica
con GenBank[2], una prestigiosa base de datos con una gran cantidad de
información biológica (y un gran número de secuencias). Por otro lado, los
alineamientos que se han realizado se han obtenido mediante el uso de dos de
las herramientas más conocidas y utilizadas por los bioinformáticos hoy en
día, Mafft en su versión 7.130b[16] y ClustalW en su versión 2.1[17], ambas
incluidas en PhyloDAG. Por supuesto estas secuencias, una vez terminado
el proceso de alineamiento, han pasado varias pruebas de control de calidad
basadas en la detección de datos atípicos.

1.5 Entorno tecnológico

Para facilitar el trabajo se ha permitido el acceso a uno de los labo-
ratorios de investigación del Grupo de Ingeniería de Sistemas de Eventos
Discretos (GISED), el L1.03b, en el que se ha reservado un espacio físico y
el computador Duero durante el periodo que ha durado la realización del
proyecto.
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN

1.6 Estructura de la memoria
La memoria se ha dividido en varias secciones y apéndices que se descri-

ben brevemente a continuación.
El primer capítulo tras esta introducción se ha titulado Glosario biológi-

co. Como su nombre sugiere, en esta sección se encontrarán todos aquellos
conceptos y definiciones, sobre todo de índole biológica, que se han consi-
derado básicos y necesarios para poder comprender los siguientes capítulos
en su totalidad. Se recomienda encarecidamente al lector que dedique unos
minutos a su lectura.

En el siguiente capítulo se describe en detalle el conjunto de herramientas
software desarrolladas en en este proyecto. Dicho capítulo comienza descri-
biendo las motivaciones que han guiado su construcción y a continuación se
explica el proceso que se ha seguido para la creación de dichas herramientas.
Se termina detallando las pruebas realizadas y los resultados obtenidos.

En el último capítulo antes de los apéndices se recogen todas las conclu-
siones relacionadas con el proyecto.

El primero de los apéndices se centra en la descripción de la asignación
de tiempo dedicada a cada parte del proyecto, incluyendo el diagrama de
Gantt.

Debido a las limitaciones de longitud del cuerpo de la memoria, se ha
incluido en el segundo apéndice un desarrollo más extenso sobre los funda-
mentos biológicos en los que se sustenta el proyecto.

El tercer apéndice se centra en describir de forma más detallada las
motivaciones que guiaron la elección del lenguaje de programación empleado.

En el penúltimo apéndice se ha incluido el manual de usuario de la
implementación realizada de las distintas herramientas construidas.

En el último apéndice se incluyen en un tamaño más legible la Figura 3.15
y la Figura 3.16.

Finalmente se adjunta la bibliografía consultada durante el proyecto.
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2
Glosario biológico

En este capítulo se encuentra la definición de aquellos conceptos que se
han considerado imprescindibles para la comprensión del proyecto. Para más
detalles sobre aspectos biológicos el lector puede acudir al Apéndice B.

ADN: siglas en castellano de ácido desoxirribonucleico. Es una macro-
molécula formada por una doble cadena de nucleótidos (por lo general si-
guiendo una estructura de doble hélice) que forma parte de todas las células,
y es usada para su desarrollo y funcionamiento. En ella se encuentra toda
la información genética y es, por tanto, el componente responsable de la
transmisión hereditaria.

ADN mitocondrial (ADNmt): en algunas células existen unos orgánulos
denominados mitocondrias. En estos orgánulos se produce la oxidación de
las moléculas de glucosa, obteniendo energía para la célula. Poseen ADN
propio que gestiona sus funciones internas, siendo independiente del ADN
nuclear. Este ADN posee unas características únicas que lo hacen idóneo
para el estudio de la patogenicidad de las mutaciones, debido a su alta tasa
de mutación y a su gran conservación entre organismos de la misma especie
[14, 23, 29].

Gen: segmento de una secuencia de ADN o ARN que contiene toda
la información necesaria para codificar un elemento funcional de la célula.
Codifican proteínas o secuencias de ARN con objetivos muy específicos. El
ADNmt animal contiene, salvo alguna excepción, 37 genes en su secuencia
[6].

Proteína: macromolécula formada por cadenas de aminoácidos. Es fun-
damental para la vida, ya que puede desempeñar una gran cantidad de
funciones básicas para el correcto funcionamiento del organismo (estructu-
ral, inmunológica, enzimática, etc.). 13 de los genes contenidos en el ADNmt
animal codifican proteínas.

Mutación génica: alteraciones producidas en la secuencia de nucleótidos
de un gen. Estos cambios pueden provocar a su vez modificaciones en las
cadenas de aminoácidos que tengan como resultado efectos patógenos sobre
el individuo. Dichas alteraciones se clasifican en dos grupos: neutrales y
no neutrales. El primer grupo está formado por aquellas que no afectan
ni a la supervivencia del organismo ni a su reproducción mientras que las

5



CAPÍTULO 2. GLOSARIO BIOLÓGICO

mutaciones no neutrales están formadas tanto por aquellas que tienen un
efecto beneficioso como las que son perjudiciales.

Índice de conservación: estadístico muestral que permite medir la fre-
cuencia con la que cada nucleótido o aminoácido (dependiendo del tipo de
secuencia manejada) aparece en una posición concreta para un conjunto
de secuencias dado. Dicho valor estadístico tiene especial importancia en el
estudio de la patogenicidad de mutaciones.

Alineamiento: análisis y modificación de un conjunto de secuencias con
el fin de conseguir la mayor cantidad posible de nucleótidos iguales en la
misma posición. Para ello se realizan inserciones de huecos (habitualmente
llamados gaps) en algunas de las secuencias.

Secuencia de referencia: secuencia, normalmente de ADN, de un indivi-
duo específico de una especie determinada que ha sido ampliamente estudia-
da, y por lo tanto, es muy poco probable que contenga errores. Suele existir
una por cada especie. Además contiene información referente al principio y
final de las secciones de cada uno de sus genes.
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3
Automatización del Estudio del Índice de

Conservación

En este capítulo se van a exponer de forma detallada tanto las motiva-
ciones del proyecto como todo el trabajo realizado para el desarrollo de un
sistema formado por distintas herramientas software que permitan el cálculo
del índice de conservación (IC) de forma automática.

3.1 Estado del Arte
La motivación principal para el desarrollo de un conjunto de herramien-

tas que permitan la automatización del cálculo del IC era la de ofrecer un
potente instrumento adicional para facilitar y dotar de mayor profundidad
a los estudios de mutaciones a lo largo de la evolución.

Este estadístico muestral se ha estado utilizando desde hace ya varios
años para determinar si una mutación es neutral o no neutral [25, 26, 30];
e incluso se ha conseguido asociar algunas de estas mutaciones no neutrales
con distintos tipos de cáncer, como el de mama o endometrio [7] o el gástrico
[3]. También se han llevado a cabo otros estudios en los que se utiliza el IC
junto con otros instrumentos para detectar una nueva mutación en un gen
del ADNmt asociada a la pérdida auditiva hereditaria [20] o enfermedades
cardiovasculares como la hipertensión [9] y la miocardiopatía no compactada
[18, 28].

Aunque inicialmente el cálculo del IC se realizaba de forma manual, con
el paso de los años se han ido desarrollando herramientas que facilitan el
cálculo de este estadístico muestral de una forma cada vez más eficiente
y automatizada. Ejemplos de estas herramientas son MITOMASTER [8]
y MitoTool [12]. A pesar de ello, todavía existen limitaciones en dichas
propuestas que sería beneficioso subsanar de cara a mejorar la precisión y
eficiencia de los resultados. MITOMASTER se centra en el cálculo del IC
interespecífico, es decir, entre individuos de distintas especies, obviando su
estudio entre individuos de la misma especie; mientras que MitoTool realiza
un cálculo del IC también únicamente entre individuos de distintas especies
y además, fija esta comparación a 43 especies de primates, lo cual limita la
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profundidad del estudio. El desarrollo de este tipo de sistemas es cada vez
más importante debido al crecimiento exponencial que se está produciendo
en cuanto al número y la variedad de las secuencias disponibles y que permite
sacar conclusiones cada vez con una base más sólida. El objetivo de este
proyecto es desarrollar un conjunto de herramientas que permitan realizar
cálculos del IC no solo de forma interespecífica como MITOMASTER y
MitoTool, sino también entre individuos de una misma especie. Además, el
sistema que conforman este conjunto de herramientas permite realizar un
análisis más profundo al ofrecer la posibilidad de trabajar con secuencias
de aminoácidos. Los resultados de dicho estudio se presentan al personal
investigador de una forma clara con el objetivo de facilitar su comprensión
además de ofrecer la información necesaria para determinar cuáles deberían
ser los objetivos de un estudio en mayor profundidad.

3.2 Diseño
La construcción del sistema se ha llevado a cabo teniendo muy en cuenta

el esquema de caja negra y la idea de modularidad. El objetivo no era otro
que el facilitar la comprensión por parte del usuario de qué es lo que hace
cada una de las herramientas desarrolladas, sin prestar atención a cómo lo
hacen. Al desarrollar módulos independientes no solo se consigue agilizar la
comprensión global del sistema, sino que además se obtiene mayor robustez
y se facilita su mantenimiento.

El sistema construido está compuesto por tres módulos principales:

1. Cálculo del IC y generación de informes.
2. Traducción de conjuntos de secuencias de nucleótidos a aminoácidos.
3. Combinación de informes para aquellos genes que codifican proteínas.

Se considera importante mencionar el hecho de que gracias a la colabo-
ración de investigadores expertos en estos temas como Eduardo Ruiz Pesini
y su doctorando Antonio Martín Navarro, se han podido aplicar sus conoci-
mientos en la materia para determinar tanto la información útil que debía
incluirse en dichos informes como el formato de los mismos.

A continuación se va a proceder a describir de forma detallada el diseño
de cada uno de los módulos.
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La Figura 3.1 muestra el diseño del primer módulo del sistema construi-
do. Como ya se ha comentado anteriormente, cada módulo que se expone a
lo largo de este capítulo en sus distintas fases puede operar de forma inde-
pendiente. Durante la fase de diseño se ha visto la posibilidad de combinar
todos los módulos para formar un sistema de análisis del IC en secuencias
biológicas.

Figura 3.1: Diseño del primer componente del sistema. En el apartado a)
se indica el diseño global del módulo: tras el preprocesamiento del conjunto
de datos de entrada, realiza un análisis de la variabilidad de dichos datos y
genera un informe adaptado a las necesidades indicadas por el usuario. El
apartado b) refleja la paralelización de distinta granularidad según los datos
que se manejan en la fase de análisis.

A continuación se va a proceder a detallar las operaciones internas que
este primer módulo realiza. Como se puede apreciar en el apartado a) de
la Figura 3.1, el primer paso consiste en realizar el preprocesamiento del
conjunto de secuencias dado. Si se está trabajando con secuencias de nucleó-
tidos, se ofrece la posibilidad de realizar una división por genes (en el caso
de secuencias completas de ADNmt) o por secciones (tanto si se trata de se-
cuencias completas de ADNmt como si son las asociadas a un gen concreto).
Por otro lado, si se trabaja con secuencias de aminoácidos solo se permite
la división por secciones ya que únicamente interesa estudiar las secuencias
asociadas a los genes que codifican proteínas. En ambos casos, de forma
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adicional se permite realizar un análisis global, es decir, sin realizar ningún
tipo de división. La segunda fase del preprocesamiento consiste en realizar
el alineamiento de las secuencias. Esta fase puede resultar muy compleja en
función de varios aspectos (precisión, longitud de las secuencias, etc.) como
se comenta en la Sección 3.4 y en la Sección 3.5.

Posteriormente se realiza el análisis del conjunto de secuencias indicado.
Puesto que se ofrece la posibilidad de trabajar con distintos tipos de secuen-
cias (nucleótidos o aminoácidos) es necesaria la inclusión de dos bloques
diferenciados, cada uno con operaciones específicas para realizar el análisis
del IC sobre un alfabeto distinto como se puede apreciar en la Tabla 3.1 y en
la Tabla 3.2. El algoritmo en el que se basa el análisis consiste en contabilizar
el número de veces que cada nucleótido o aminoácido aparece en cada una
de las posiciones del conjunto alineado de secuencias y dividir el resultado
por el número total de secuencias para obtener su valor del IC. En aquellos
casos en los que el nucleótido o aminoácido contemple varias posibilidades,
como por ejemplo el símbolo R en nucleótidos que equivale a un nucleótido
G o a un nucleótido A, se le asigna a cada una de estas equivalencias un peso
de forma equitativa (0.5 en este caso). Con este comportamiento se pretende
penalizar de algún modo el hecho de no conocer con certeza el nucleótido
que aparece en dicha posición. Merece especial atención el caso del gap, que
tiene un peso de 0 para conseguir un efecto más penalizante sobre el cálculo
del IC que el caso anterior, ya que dicho elemento representa la falta de
información. Como se puede ver en el apartado b) de la Figura 3.1, dicho
análisis se puede realizar de forma paralela ya que cada columna o sección
del conjunto de secuencias se puede analizar de forma independiente bajo
este estadístico. Pese a ello hay que tener muy en cuenta que solo resulta
interesante su paralelización en caso de que la longitud de las secuencias
así lo recomiende, especialmente en aquellos alineamientos en los que no se
haya realizado la división de las secuencias por genes o secciones. Una vez
se ha llevado a cabo el análisis de la variabilidad de cada uno de los genes
o secciones en los que se ha dividido el conjunto de secuencias, se generan
los informes correspondientes. En caso de que no se haya realizado ninguna
división previa se generará un único informe. Además, también se calcula la
secuencia más frecuente (SMF), que incluye en cada posición el nucleótido
(o aminoácido) que tiene un IC más elevado, es decir, aquel que aparece más
veces en dicha posición.

La Figura 3.2 muestra la estructura del segundo módulo del sistema. La
motivación que guió la creación de este módulo consiste en realizar un análi-
sis más profundo de los efectos que la mutación o mutaciones que ha sufrido
el ADNmt provocan en los organismos. Dicho análisis permite prestar espe-
cial atención a las posiciones de las secuencias con un IC próximo al 100%
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Símbolo Equivalencia Significado Peso
G G Guanina 1
A A Adenina 1
T T Timina 1
C C Citosina 1
R G o A Purina 0.5 por nucleótido
Y T o C Pirimidina 0.5 por nucleótido
M A o C Amina 0.5 por nucleótido
K G o T Cetona 0.5 por nucleótido
S G o C Interacción fuerte (enlaces 3 H) 0.5 por nucleótido
W A o T Interacción débil (enlaces 2 H) 0.5 por nucleótido
H A o C o T no G 0.33 por nucleótido
B G o T o C no A 0.33 por nucleótido
V G o C o A no T 0.33 por nucleótido
D G o A o T no C 0.33 por nucleótido
N G o A o T o C Cualquier nucleótido 0.25 por nucleótido
- gap Ningún nucleótido 0

Tabla 3.1: Elementos del alfabeto utilizado en secuencias de nucleótidos y el
peso asignado.

pero sin alcanzarlo. En estas posiciones existe una mínima probabilidad de
mutación, lo que hace que sea más interesante analizar si dicha mutación
afecta a la secuencia de aminoácidos, en cuyo caso la probabilidad de que
esta sea mortal aumenta considerablemente. Como se ha comentado breve-
mente en el Capítulo 2 y se describe en mayor detalle en el Apéndice B,
existen mutaciones en el ADNmt que no tienen efectos perjudiciales para el
organismo, bien por el hecho de que no provocan cambios en la secuencia
de aminoácidos correspondiente, o porque dichos cambios no afectan a las
funcionalidades de las proteínas.

En GenBank aunque el número de secuencias de ADNmt es muy elevado
y sigue creciendo rápidamente, no se encuentran las traducciones a proteínas
de todas estas secuencias. Por ello, se consideró necesario el desarrollo de
una herramienta capaz de realizar la traducción de secuencias de nucleótidos
y permitir un análisis más exhaustivo del IC.

A la hora de diseñar esta herramienta se ha empleado como guía el pro-
ceso biológico que realiza la célula. Recordar que solo tiene sentido realizar
esta traducción sobre el conjunto de secuencias asociadas a aquellos genes
que codifican proteínas (13 de los 37 genes que se encuentran en el ADNmt
animal).

Al igual que en el primer módulo, se incluye una fase de preprocesa-
miento. Sin embargo, existen ciertas diferencias: la división por genes solo
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Símbolo Equivalencia Significado Peso
G G Glicina 1
A A Alanina 1
V V Valina 1
L L Leucina 1
I I Isoleucina 1
P P Prolina 1
F F Fenilalanina 1
Y Y Tirosina 1
C C Cisteína 1
M M Metionina 1
H H Histidina 1
K K Lisina 1
R R Arginina 1
W W Triptófano 1
S S Serina 1
T T Treonina 1
D D Ácido aspártico 1
E E Ácido glutámico 1
N N Asparagina 1
Q Q Glutamina 1
B D o N Ácido aspártico o Asparagina 0.5 por aminoácido
Z E o Q Ácido glutámico o Glutamina 0.5 por aminoácido
- - Terminador 1
X X Desconocido 1
= gap Ningún aminoácido 0

Tabla 3.2: Elementos del alfabeto utilizado en secuencias de aminoácidos y
el peso asignado.

selecciona aquellos que codifican proteínas, y no está permitida la división
por secciones. Después se lleva a cabo la traducción a proteínas, que con-
siste en traducir cada triplete o codón (se denomina así a los conjuntos de
tres nucleótidos) en su aminoácido correspondiente (los 64 tripletes posibles
codifican solo 20 aminoácidos distintos). En la Tabla B.1 se indican los co-
dones que codifican cada uno de los aminoácidos. Como se puede ver en el
apartado b) de la Figura 3.2, dicha traducción se puede realizar de forma
paralela ya que la traducción de cada secuencia del conjunto se puede llevar
a cabo de forma independiente.

A continuación se va a proceder a describir las operaciones internas que
realiza el tercer módulo, cuya estructura se muestra en la Figura 3.3. El
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Figura 3.2: Diseño del segundo componente del sistema. En el apartado a) se
indica el diseño global del módulo: tras el preprocesamiento del conjunto de
secuencias de ADNmt de entrada, realiza la traducción de dichas secuencias
a proteínas. El apartado b) refleja la paralelización de distinta granularidad
según los datos que se manejan en la fase de traducción.

Figura 3.3: Diseño del tercer componente del sistema. Realiza la combinación
en un único informe de los generados previamente tanto para las secuencias
de nucleótidos como de aminoácidos.

primer paso consiste en extraer la SMF de los informes tanto de nucleótidos
como de aminoácidos. Para obtener dichos informes es necesaria la invo-
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cación del primer módulo dos veces, una con el conjunto de secuencias de
nucleótidos y otra con el conjunto de secuencias de aminoácidos obtenido
con el segundo módulo desarrollado. Esta primera etapa se realiza de forma
paralela ya que son procesos totalmente independientes. Por último, tras
realizar la extracción de dichas secuencias, se procede a la generación del
informe combinado, que permite estudiar de una forma más cómoda cuales
de las mutaciones que aparecen en las secuencias de nucleótidos producen
una modificación en las de aminoácidos.

3.3 Implementación
La implementación del sistema se ha llevado a cabo utilizando principal-

mente el lenguaje de programación Python. Una de las razones más impor-
tantes de su elección ha sido que dispone de librerías muy potentes como
BioPython que simplifican el trabajo realizado. Los motivos de la elección
del lenguaje de programación se estudian en profundidad en el Apéndice C.

Gracias a la modularidad que Python ofrece, ha sido posible implementar
cada uno de los bloques del sistema bajo la misma idea de caja negra que
se lleva mencionando a lo largo de este capítulo.

En la Figura 3.4, la Figura 3.7 y la Figura 3.8 se encuentran los esquemas
a nivel de implementación de los diseños desarrollados anteriormente.

Figura 3.4: Primer componente del sistema. Tras realizar el preprocesamien-
to del conjunto de secuencias, realiza el análisis del IC de las mismas y genera
un informe adaptado a las necesidades del usuario.

Las entradas principales de este primer módulo, como se puede apreciar
en la Figura 3.4, son: el fichero en el que se encuentra almacenado el conjunto
de secuencias, el umbral que indica el límite inferior o superior del IC y el
tipo de informe que se desea obtener. Si el análisis se ha llevado a cabo de
forma global, la única salida generada por este primer módulo es el fichero
con el informe (básico o detallado). En el caso de haber realizado algún tipo
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de división (por genes o secciones), se creará un fichero para cada uno de
los informes generados. A continuación se describe de forma más detallada
el formato y la información contenida en cada una de las posibilidades.

Como se ha comentado previamente, el hecho de poder conocer las ne-
cesidades y preferencias de los biólogos ha permitido establecer un diseño
y formato de los informes que facilita enormemente la interpretación de la
información disponible en los mismos por parte de los investigadores.

Figura 3.5: Informe básico del IC para un conjunto de secuencias de ami-
noácidos del gen ND4L y un umbral superior del 0.95.

En la parte superior del informe básico que se muestra en la Figura 3.5
se puede apreciar la secuencia de aminoácidos más frecuente para un con-
junto de secuencias de proteínas. El número que acompaña cada sección de
50 aminoácidos por línea indica la posición absoluta del primer aminoáci-
do de dicha sección respecto de la secuencia completa de ADNmt humano.
La línea inmediatamente inferior a cada una de estas secciones ofrece in-
formación sobre el valor del IC de cada posición en relación con el umbral
establecido. Se indica con un ‘·’ aquellas posiciones en las que el aminoácido
más frecuente tiene un porcentaje de aparición superior (o inferior, si se hu-
biese marcado un umbral superior) al umbral establecido (0.95 en este caso).
Por otro lado, se marca con un ‘+’ aquellas posiciones de la sección en las
que dicho aminoácido tiene un porcentaje de aparición inferior (o superior,
si se hubiese marcado un umbral inferior) a dicho umbral. En los informes
básicos asociados a conjuntos de secuencias de nucleótidos el formato y la
información ofrecida es la misma.

La parte inferior de la Figura 3.5 indica aquellas posiciones en las que el
aminoácido más frecuente tiene un porcentaje de aparición inferior (o supe-
rior en caso de indicarse un umbral inferior). Además se ofrece un informe
más detallado de su IC en el que se incluyen todas aquellos aminoácidos que
han aparecido por lo menos una vez en dicha posición así como sus porcen-
tajes de aparición. Los gaps introducidos durante el proceso de alineamiento
vienen indicados por el carácter ‘=’ (‘-’ en el caso de que el análisis se centre
en conjuntos de secuencias de nucleótidos).

Por otro lado, la Figura 3.6 muestra un fragmento de la parte superior
de un informe detallado. En él se ofrece de forma pormenorizada, para cada
posición, el IC de cada uno de los nucleótidos. En la parte inferior del informe
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Figura 3.6: Fragmento de un informe detallado del IC para un conjunto de
secuencias de ADNmt humano del gen Ser2 y un umbral del 0.5.

detallado no se añade ni se modifica información a la que ya se incluye en
el informe básico.

Figura 3.7: Segundo componente del sistema. Realiza la traducción de un
conjunto de secuencias de ADNmt a proteínas.

Antes de decidir realizar una implementación propia de la traducción
de secuencias de nucleótidos a secuencias de aminoácidos se han revisado
algunas de las aplicaciones existentes. La única que se ha valorado ha sido
la incluida en BioPython por su fácil disponibilidad. Tras su evaluación se
ha detectado que no soporta secuencias que incluyan gaps. Sin embargo,
en este tipo de estudios es necesario realizar un preprocesamiento de los
conjuntos de secuencias, lo cual produce de forma muy frecuente la inserción
de gaps en ellas. Por este motivo se ha optado por el desarrollo de una nueva
herramienta.

El segundo módulo, como se indica en la Figura 3.7, tiene como entrada
principal el fichero que almacena el conjunto de secuencias de nucleótidos
que se desean traducir. La única salida que genera consiste en un fichero
que almacena las secuencias de aminoácidos resultantes. Para poder llevar
a cabo esta traducción es necesaria la comprobación de la longitud de las
secuencias de nucleótidos, ya que deben ser múltiplos de tres. Como sucede
en el proceso biológico, en el caso de que no lo sean, se realiza la inserción en
el extremo de terminación de uno o dos nucleótidos ‘A’ según corresponda,
con el objetivo de generar un codón de terminación que como su nombre
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indica, establece el final de la secuencia a traducir.
Por último, en la Figura 3.8 se puede apreciar que el tercer módulo del

sistema tiene como únicas entradas los ficheros en los que se almacenan los
informes para las secuencias de nucleótidos y sus traducciones a aminoácidos.
Se recuerda de nuevo al lector que solo interesa utilizar este módulo para
combinar los informes de las secciones de las secuencias asociadas a aquellos
genes que codifican proteínas (13 de 37 en el ADNmt). La única salida que
genera este módulo es un fichero que almacena el informe combinado.

Figura 3.8: Tercer componente del sistema. Genera un informe en el que
se incluye la información obtenida en el análisis del IC realizado por el
primer módulo del sistema para secuencias de ADNmt y su traducción a
aminoácidos.

En la Figura 3.9 se puede apreciar un fragmento de la parte superior
de un informe combinado (salida del último módulo). En él se incluye la
misma información que en los correspondientes informes para conjuntos de
secuencias de nucleótidos y aminoácidos de un gen del ADNmt humano
que codifique una proteína. La ventaja de este tipo de informes consiste en
la posibilidad de ver en un único fichero tanto la secuencia de nucleótidos
como su traducción a proteínas, facilitando así el estudio en profundidad de
la repercusión de las mutaciones en las secuencias de ADNmt.

Finalmente se procede a describir el montaje del sistema completo me-
diante dos ejemplos. En el primero de ellos se dispone inicialmente de un
conjunto de secuencias de ADNmt y mediante el primer módulo se realiza
un análisis del IC tras alinear las secuencias con división por genes, y se
obtienen 37 informes distintos (primera fase). A continuación, utilizando el
segundo módulo se obtiene la traducción de las secciones asociadas a los
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Figura 3.9: Fragmento de un informe combinado del IC para un conjunto
de secuencias de ADNmt humano y proteínas del gen CO1, para un umbral
superior del 0.75.

13 genes que codifican proteínas a secuencias de aminoácidos (segunda fa-
se). Estas secuencias de aminoácidos son analizadas por el primer módulo
para estudiar su IC y se generan 13 nuevos informes (tercera fase). Por úl-
timo, seleccionando únicamente aquellos informes asociados a los 13 genes
que codifican proteínas, se combinan los informes obtenidos en la primera y
tercera fase obteniendo 13 nuevos informes. En el segundo ejemplo se dis-
pone inicialmente de un conjunto de secuencias asociado a uno de los 13
genes que codifican proteínas. En este caso basta con realizar un análisis
global mediante el primer módulo realizando previamente un alineamiento
sin divisiones.

El Apéndice D contiene el manual de usuario y en él se describen de
una forma más detallada las entradas y salidas de cada uno de los módulos
desarrollados así como algunos consejos de uso de las herramientas.

3.4 Pruebas

Los datos que se han utilizado durante la fase de pruebas se dividen en
dos grandes grupos: 22954 secuencias de ADNmt humano y 442 secuencias
de ADNmt primate, con las correspondientes traducciones a proteínas.

Las herramientas utilizadas para realizar el preprocesamiento de las se-
cuencias han sido Mafft y ClustalW, por los motivos ya comentados en
la Sección 1.4.

Hay que tener muy presente que los diferentes métodos de alineamiento
de secuencias con sus distintas configuraciones permiten obtener resultados
más o menos precisos, lo cual tiene una gran repercusión en el tiempo de eje-
cución de los mismos. En el caso de la herramienta Mafft, se han seleccionado

18



3.4. PRUEBAS

las siguientes configuraciones por ser las más comunes en los estudios bio-
informáticos. La configuración parttree, que tiene como objetivo la rapidez
en la ejecución. La configuración linsi, que tiene como objetivo la precisión
de los resultados obtenidos. Por último, la configuración auto selecciona en
función de las características de los datos de entrada la opción más ade-
cuada de entre 3 posibles: la primera opción se centra en la precisión de
los resultados obtenidos, la segunda tiene como objetivo minimizar el coste
temporal y la tercera establece un equilibrio entre las dos anteriores. Hay
que aclarar que, obviamente, ninguna de las opciones disponibles en Mafft -
auto equivale a las 2 configuraciones previamente mencionadas, sino que se
encuentran en un punto intermedio. Para poder realizar todas las pruebas
deseadas ha sido necesaria la adaptación de la herramienta de división por
genes de la librería PhyloDAG, que en su versión actual utiliza Mafft - auto
para generar los alineamientos.

El motivo por el que en la comparativa con secuencias humanas solo
aparecen los métodos Mafft - auto y ClustalW es que el principal objetivo
de dicha prueba ha sido el de verificar si el tiempo adicional que requiere
ClustalW permite obtener resultados más precisos. Por otro lado, en la com-
parativa con secuencias de primates, debido a limitaciones temporales, se ha
realizado la equiparación únicamente entre las distintas configuraciones de
la herramienta Mafft.

Como se puede apreciar en la Figura 3.10 y la Figura 3.11, el alinea-
miento con división de genes utilizando Mafft en su configuración auto tiene
un tiempo de ejecución dos órdenes de magnitud inferior al mismo alinea-
miento utilizando ClustalW para las 22954 secuencias de ADNmt humano.
Por otro lado, pese a utilizar un mismo método de alineamiento (Mafft en es-
te caso particular), el emplear configuraciones distintas genera importantes
variaciones en lo que respecta a los tiempos de ejecución y por lo general, en
la precisión de los alineamientos obtenidos. Otra de las cuestiones que hay
que tener muy en cuenta a la hora de trabajar con secuencias de distintas
especies (como ha sucedido en el caso de los primates) es la alta variabilidad
que existe entre ellas, que tiene efectos importantes en las propiedades ya
mencionadas de los alineamientos.

Por lo tanto, resulta evidente que antes de realizar un alineamiento hay
que considerar el número de secuencias que se pretende alinear y su longitud,
así como la precisión que se espera obtener y las limitaciones temporales que
puedan existir.

Uno de los obstáculos que ha habido que superar se encontraba en la
fase de obtención de los conjuntos de secuencias de GenBank, de la que ya
se ha hablado en la Sección 1.4. Ha sido necesario llevar a cabo un estu-
dio en profundidad para construir las consultas necesarias para obtener los
conjuntos de secuencias de ADNmt que nos interesan; filtrando tanto los
fragmentos de secuencias, como aquellas secuencias que carecen de toda la
información necesaria para el correcto funcionamiento de las herramientas.
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Figura 3.10: Tiempo de ejecución en segundos de los diferentes alineamientos
de 22954 secuencias de ADNmt humano.

Figura 3.11: Tiempo de ejecución en segundos de los diferentes alineamientos
de 442 secuencias de ADNmt primate.

El principal motivo por el que se han omitido los fragmentos en esta versión
del sistema es porque su alineamiento supone un problema muy complejo y
su tratamiento supera los objetivos de este proyecto.

Cabe destacar que durante el proceso de construcción de las consultas,
han sido detectados varios errores de notación en algunas de las secuencias
disponibles en GenBank que han sido notificados para su futura corrección.
La existencia de este tipo de secuencias inválidas en los primeros conjuntos
de ADNmt primate descargados hizo que el alineamiento global no tuviese
ninguna validez práctica y fuese necesaria una división por familias taxonó-
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micas como etapa intermedia. En estas primeras pruebas de alineamiento
global se generaba la inserción de más de 300000 gaps, lo cual supone un in-
cremento de 20 veces la longitud de la secuencia más larga en el conjunto de
secuencias original. Tras resolver este problema, se han conseguido alinear
las secuencias de ADNmt primate de forma global, sin que fuese necesaria
la división por familias taxonómicas.

Durante el proceso de obtención de conjuntos de secuencias de ADNmt
primate se detectó que para algunas especies existen varias secuencias de
referencia. Esto supone un gran problema de cara a la validez de los resul-
tados ya que no existe un protocolo biológico para seleccionar una secuencia
de referencia en el caso de que existan varias para la misma especie. Debido
al coste que supone resolver este problema (formación y pruebas) ha queda-
do pendiente el desarrollo de mecanismos que permitan llevar a cabo dicho
proceso.

Por último, también se ha llevado a cabo la actualización de la herra-
mienta de PhyloDAG encargada de descargar los conjuntos de secuencias
de GenBank, para obtener información adicional referente a la localización
de cada gen en las secuencias de ADNmt. Esto ha permitido simplificar el
proceso de división por genes y alineamiento de las secuencias. Como se pue-
de apreciar en la Figura 3.12 y la Figura 3.13, a pesar de que se sufre una
penalización en cuanto al tiempo de descarga de las secuencias, el espacio
en disco que ocupan los ficheros que las almacenaban y el consiguiente tiem-
po de lectura de dichos ficheros, el ahorro en costes posterior resulta muy
superior y beneficioso, especialmente a la hora de resolver el problema que
se ha comentado previamente sobre las múltiples secuencias de referencia
asociadas a una misma especie.

3.5 Resultados

Uno de los objetivos principales en la construcción de las herramientas
desarrolladas a lo largo de este proyecto era el poder realizar análisis del IC
con grandes cantidades de datos. El coste de realizar dicho análisis de forma
manual resultaba inadmisible desde el punto de vista de los investigadores.

Antes de que comenzase este proyecto, el alineamiento más grande rea-
lizado por el grupo de bioinformática de la Universidad de Zaragoza era el
llevado a cabo en el proyecto ZARAMIT (centrado en la construcción de
árboles filogenéticos), que contaba con 7390 secuencias de ADNmt humano.
Además, dicho alineamiento se realizó mediante una reconstrucción bottom-
up con la ayuda de un árbol filogenético, lo que simplifica el problema pero
exige que se disponga de un árbol filogenético que contenga todas las se-
cuencias que se vayan a alinear. En este proyecto se ha estado trabajando
con alineamientos de 22954 secuencias de ADNmt humano para las cuales
no se ha construido todavía ningún árbol filogenético. Además en el tramo
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Figura 3.12: Análisis de descarga y almacenamiento de 442 secuencias de
ADNmt primate: a) Tiempos de descarga y lectura en segundos; b) Tamaño
del fichero en MB.

final se ha creado otro grupo de estudio en el que se incluyen 442 secuencias
de ADNmt de distintas especies de primates, en las que se han excluido a
los seres humanos. Los últimos esfuerzos se han enfocado en dotar al sistema
de los mecanismos necesarios para realizar un tratamiento gen a gen no solo
en humanos, sino también en el resto de las especies animales.

Como se ha comentado en la Sección 3.4, la decisión de utilizar una
herramienta de alineamiento u otra afecta, entre otras cosas, a la precisión
del resultado obtenido, como queda reflejado en la Figura 3.14.

En el caso de las secuencias de ADNmt humano, existen dos secuencias
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Figura 3.13: Análisis de descarga y almacenamiento de 1000 secuencias de
ADNmt humano: a) Tiempos de descarga y lectura en segundos; b) Tamaño
del fichero en MB.

de referencia (rCRS y RSRS), lo que genera una disyuntiva biológica. La
rCRS es una revisión de la primera secuencia de referencia publicada para
este tipo de secuencias y la segunda es una secuencia sintética creada en
el año 2012 que se sitúa en la raíz del árbol filogenético del ADNmt hu-
mano. Puesto que la disyuntiva todavía no se ha resuelto se han duplicado
las pruebas realizadas con el objetivo de comprobar si existe algún tipo de
diferencia entre los resultados obtenidos con cada una de ellas. A la vista
de los resultados, se ha decidido descartar el obtener más resultados con la
RSRS ya que no se han detectado diferencias que justifiquen el coste del
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Figura 3.14: Longitud de los alineamientos de 442 secuencias de ADNmt
primate.

doble análisis, como se puede apreciar en la Figura 3.15 y la Figura 3.16.
Como se ha comentado al comienzo de la Sección 3.3, se ha realizado

un estudio estadístico del IC en cada gen del ADNmt humano con la ayuda
de una de las herramientas incluidas en la librería PhyloDAG. En la Figu-
ra 3.15 y la Figura 3.16 se muestran los resultados obtenidos normalizados
dividiendo los valores absolutos de las secciones asociadas a cada gen entre
su longitud.

Figura 3.15: Gráfica con los resultados del cálculo del IC del alineamiento
normalizado de 22954 secuencias de ADNmt humano con división por genes
utilizando Mafft - auto y la secuencia de referencia rCRS.

Como se puede apreciar en la Figura 3.15 y la Figura 3.16 el gen de la
Treonina (Thr) consta de un número de posiciones con una alta tasa de va-
riabilidad muy superior al resto. Tras contactar con el personal investigador
biólogo se confirmó que en dicho gen existen una serie de mutaciones génicas
conocidas. Solo en la región de control (también conocida como región hiper-
variante) se pueden encontrar valores similares. La hipótesis más aceptada
actualmente es que esta región no contiene información genética por lo que
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Figura 3.16: Gráfica con los resultados del cálculo del IC del alineamiento
normalizado de 22954 secuencias de ADNmt humano con división por genes
utilizando Mafft - auto y la secuencia de referencia RSRS.

el encontrar posiciones altamente conservadas puede resultar interesante.
Por otro lado, hay que tener en cuenta que la elección de un método

de alineamiento concreto no solo afecta al tiempo de ejecución como se ha
visto en la Figura 3.10 y Figura 3.11, sino que como se ha comentado
anteriormente, la precisión del alineamiento también varía y por lo tanto,
los IC son objeto de modificaciones debido a este problema.
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4
Conclusiones

4.1 Trabajo realizado
El trabajo realizado supone una nueva aportación al conjunto de herra-

mientas software para estudios de patogenicidad de mutaciones, extendien-
do su ámbito a las secuencias de aminoácidos y a especies distintas del ser
humano con el objetivo de profundizar en el estudio de los efectos que las
mutaciones tienen en los organismos. Se han cumplido satisfactoriamente no
solo aquellos objetivos que se plantearon inicialmente, sino también aquellos
que han ido surgiendo a lo largo del desarrollo de este proyecto.

4.2 Con vistas al futuro
Aunque el sistema desarrollado se considera por si solo un potente instru-

mento adicional para el estudio de la patogenicidad de mutaciones, existen
varios aspectos en los que se va a continuar trabajando. Se considera espe-
cialmente importante desarrollar los mecanismos necesarios para establecer
una correlación entre las secuencias de las distintas especies y poder realizar
estudios del IC interespecífico. Otro de los aspectos más interesantes es el
de ampliar los estudios realizados a otras especies, no solo primates como se
ha hecho en la segunda mitad de este proyecto, sino a otros grandes grupos
como pueden ser los mamíferos. El hecho de manejar conjuntos de secuen-
cias con mayor variabilidad entre ellas hace que las mutaciones en aquellas
posiciones en las que el IC esté cercano al 100% sin llegar a alcanzarlo,
tengan mayores probabilidades de ser mortales. Como se ha comentado con
anterioridad, el hecho de utilizar GenBank como fuente de los conjuntos
de secuencias biológicas provoca que la información que obtenemos no sea
todo lo homogénea que nos gustaría, ya que se trata de un proyecto co-
laborativo. Una de las consecuencias de esto consiste en que no todas las
secuencias cuentan con la sección hipervariante ya que entre la comunidad
científica estuvo extendida durante mucho tiempo la creencia de que dicha
sección no contenía información biológica relevante, por lo que no resultaba
beneficioso su secuenciación tanto desde el punto de vista académico como
desde el punto de vista aplicado. A este respecto, se considera interesante
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añadir la capacidad de detectar aquellas secuencias que no cuenten con esta
sección ya que la ausencia de información por este motivo no debería tener
el mismo efecto penalizante en el cálculo del IC que aquellos generados en
el proceso de alineamiento. En los estudios llevados a cabo hasta la fecha
el número de secuencias sin región hipervariante ha sido ínfimo por lo que
no se ha considerado necesario, pero con vistas a un futuro próximo en el
que los estudios se amplíen a otras especies o se incluyan los fragmentos de
secuencias disponibles, resultará conveniente. Con el objetivo de extender y
facilitar el uso de dichas herramientas, también se ha pensado en ofrecer la
capacidad de trabajar con conjuntos de secuencias almacenadas en formatos
distintos a FASTA, que pese a ser el más extendido, no es el único manejado
por la comunidad bióloga. Por último, pensando en adaptar el sistema para
que pueda trabajar con secuencias de ADN nuclear, se considera también
importante implementar aquellos mecanismos de paralelización que durante
la etapa de diseño fueron valorados. Quedaron descartados en la implemen-
tación por resultar innecesarios al trabajar con secuencias de ADNmt, con
una longitud en el caso peor inferior a los 22000 nucleótidos (tras la fase
de preprocesamiento). Sin embargo, al plantear la aplicación del sistema a
secuencias de ADN nuclear, que en el caso de los seres humanos tiene una
longitud total aproximada de 3200 millones de nucleótidos, estos mecanis-
mos resultan muy necesarios. Para que el lector se haga una idea más clara
de la magnitud del problema que se está describiendo, se ofrece el siguiente
ejemplo: en el peor caso antes mencionado, los tiempos de ejecución ron-
daban los 25 minutos para el análisis del IC. Puesto que el algoritmo tiene
un coste temporal lineal, esto supone que en el caso de disponer del mismo
número de secuencias de ADN nuclear humano, este mismo análisis tendría
un tiempo de ejecución superior a 7 años.

4.3 De lo profesional a lo personal

Desde el punto de vista profesional debo realizar una valoración muy
positiva del trabajo que se ha llevado a cabo a lo largo de este proyecto ya
que se ha conseguido desarrollar un sistema completo y robusto que pueda
ser utilizado como herramienta de trabajo por los investigadores, a pesar de
los distintos obstáculos que se han ido encontrando a lo largo del camino.
Lo más valioso ha sido la posibilidad de demostrar la capacidad de trabajo,
esfuerzo y aprendizaje, no solo en cuestiones relacionadas con la informática,
sino aquellas que tienen un corte más biológico. Todo esto ha desembocado
en la posibilidad de disfrutar de un contrato de 3 meses de duración en el
mismo grupo donde se ha desarrollado este trabajo dentro del proyecto de
investigación BASMATI y queda todavía pendiente la participación en la
redacción de dos artículos de investigación de futura publicación, lo que ha
hecho que se considere cursar un máster para continuar la formación en estos
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temas o incluso la realización de una tesis doctoral. Pese a que al empezar
en la carrera de Ingeniería Informática mi interés por la biología quedó en-
terrado, debo agradecer a mis directores que me ofreciesen la posibilidad de
realizar este proyecto, que me ha hecho recuperar mi pasión por la biología
y descubrir el poder de la informática cuando la pones al servicio de otras
especialidades. Por otro lado, desde el punto de vista personal, me he sentido
muy cómodo, valorado y acogido en el grupo de bioinformática, permitién-
dome colaborar de forma activa en otros proyectos de investigación.
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A
Diagrama de Gantt

En la Figura A.1 se puede ver el diagrama de Gantt correspondiente a
este proyecto.

A continuación se va a comentar un poco las distintas tareas y el por
qué de su orden y duración.

Conforme se iban cumpliendo objetivos y encontrando obstáculos du-
rante el desarrollo del proyecto se han realizado reuniones con los directores
del mismo. Estas han sido frecuentes y muy valiosas, puesto que además de
permitir conocer la situación en la que se encontraba el proyecto en todo
momento, se trataba de buscar soluciones para los problemas encontrados y
determinar las próximas tareas a realizar. También se asistió a una reunión
con el personal investigador biólogo que colabora con el grupo de bioinfor-
mática al que pertenecen los dos directores de este proyecto.

Como ya se ha comentado varias veces a lo largo de la memoria, la fase
de documentación ha sido larga y continuada prácticamente a lo largo de
todo el proyecto, de ahí su extensión.

Puesto que el desarrollo de los distintos módulos se ha realizado de forma
independiente, las fases de diseño, implementación y pruebas se han llevado
a cabo de forma iterativa, siguiendo las pautas del modelo ágil de desarrollo
de software en la medida de lo posible.

Aunque desde el principio se hizo un esfuerzo por documentar el trabajo
que se iba desarrollando, los esfuerzos más intensos en este apartado se han
llevado en la fase final del proyecto.
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B
Fundamentos biológicos

A lo largo de este apéndice se van a explicar todos aquellos términos y
conceptos que se han considerado necesarios para la completa comprensión
del trabajo realizado en este proyecto. Antes de continuar me gustaría agra-
decer a uno de mis directores, Jorge Álvarez, su consentimiento para usar la
memoria de su proyecto de fin de carrera [1] como inspiración y base para
la realización de este capítulo.

B.1 Base biológica
Se ha considerado oportuno hacer una breve pausa en la mente infor-

mática del lector para mostrar el proyecto desde el punto de vista de un
biólogo, permitiendo así apreciarlo en su conjunto y comprender mejor el
contexto del trabajo.

El ADN mitocondrial humano, elemento tratado a lo largo de este pro-
yecto, (ADNmt de ahora en adelante) es un elemento biológico muy intere-
sante desde muchos puntos de vista. Al estar dentro de las mitocondrias y
ser independiente del ADN celular es centro de muchas teorías y contro-
versias respecto al origen o inclusión de estos corpúsculos en la célula (y
gracias a los cuales hoy estamos nosotros aquí). Pero ese no es el tema que
atañe a este proyecto. El ADNmt posee una tasa de cambio muy elevada,
lo que lo hace idóneo para el estudio de individuos y su estrecha relación,
como miembros de una misma especie. Además el ADNmt está muy ligado a
ciertas enfermedades que provocan una muerte prematura en los individuos
que las padecen, lo cual lo convierte en idóneo como objeto de análisis en
aquellos estudios que se centren en la patogenicidad de mutaciones [15].

El ADNmt ha sido largamente estudiado, y actualmente se sabe que lo
forman entre 16557 y 16576 nucleótidos, conteniendo 37 genes distintos, de
los cuales 13 tienen como objetivo la creación de proteínas, 22 codifican
ARNt (ARN transferente o de transferencia) y, cómo no, las dos unidades
que conforman el ribosoma (ARNr) [11]. Hay que indicar que el ADNmt es
circular, a diferencia del ADN nuclear, del que todo el mundo conoce su es-
tructura de doble hélice. Por tanto, el ADNmt posee una región de control,
también conocida como bucle D, que no tiene como objetivo la codifica-
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ción sino la unión para conformar dicha estructura. Esta zona contiene dos
regiones hipervariantes: HVR1 y HVR2.

Las enfermedades mitocondriales son desórdenes resultantes de la defi-
ciencia de una o más proteínas localizadas en las mitocondrias e involucradas
en el metabolismo [27, 11]. Dichas enfermedades pueden estar causadas por
mutaciones en el ADN mitocondrial o bien por mutaciones en genes nuclea-
res que codifican proteínas implicadas en el correcto funcionamiento de la
mitocondria [13].

B.1.1. Expresión Génica

La expresión génica es el proceso por medio del cual todos los organis-
mos procariotas y células eucariotas transforman la información codifica-
da por los ácidos nucleicos en las proteínas necesarias para su desarrollo y
funcionamiento[21]. Consta de dos fases:

1. Transcripción: proceso mediante el cual se transfiere la información
contenida en la secuencia del ADN hacia la secuencia de proteína uti-
lizando diversos ARN como intermediarios.

2. Traducción: proceso en el cual el ARN mensajero se decodifica para
producir un polipéptido específico de acuerdo con las reglas especifi-
cadas por el código genético ( Tabla B.1.

B.1.2. Mutaciones Génicas

Las mutaciones génicas son alteraciones en la secuencia de nucleótidos
de un gen y pueden producirse por dos causas:

1. Por sustitución de base: Suponen el 20% de las mutaciones espontá-
neas. En ocasiones, el nuevo triplete codifica el mismo aminoácido o
uno distinto pero que no hace que se altere la función de la proteína,
con lo que la mutación no tiene consecuencias perjudiciales. En otras
ocasiones, la mutación hace que cambie un aminoácido del centro acti-
vo de una enzima o afecta a un triplete de finalización. En estos casos
dicha mutación puede resultar perjudicial. Se dividen en dos grupos:

a) Transiciones
b) Transversiones

2. Por pérdida o inserción de nucleótidos: Constituyen el 80% de las
mutaciones espontáneas. En este tipo de mutaciones génicas resulta
afectado el proceso de síntesis de proteínas. La consecuencia de estas
mutaciones es un corrimiento en el orden de lectura de los tripletes
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Aminoácido Codones Con alfabeto extendido
A GCU, GCC, GCA, GCG GCN
R CGU, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG CGN, MGR
N AAU, AAC AAY
D GAU, GAC GAY
C UGU, UGC UGY
Q CAA, CAG CAR
E GAA, GAG GAR
G GGU, GGC, GGA, GGG GGN
H CAU, CAC CAY
I AUU, AUC, AUA AUH
L UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG YUR, CUN
K AAA, AAG AAR
M AUG
F UUU, UUC UUY
P CCU, CCC, CCA, CCG CCN
S UCU, UCC, UCA, UCG, AGU, AGC UCN, AGY
T ACU, ACC, ACA, ACG ACN
W UGG
Y UAU, UAC UAY
V GUU, GUC, GUA, GUG GUN

- (Terminación) UAA, UGA, UAG UAR, URA

Tabla B.1: Reglas de traducción del código genético.

a partir del punto en el que ocurre la mutación y por lo tanto, alte-
ran todos los tripletes siguientes, teniendo por lo general efectos muy
graves. Se dividen en dos tipos:

a) Deleciones
b) Inserciones

B.2 Introducción a la bioinformática
La bioinformática puede considerarse una rama de reciente aparición en

la informática y tiene como objetivo la aplicación de la informática a la ges-
tión y análisis de datos biológicos. Su necesidad se ha visto acentuada en
los últimos años debido a la magnitud y complejidad que están adquirien-
do ciertas investigaciones referentes a la biología, que hacen intratable su
resolución de forma manual [22, 19].

En concreto en este proyecto se han tratado temas del área de análisis
de secuencias, más en concreto, sobre el cálculo del índice de conservación.
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Para poder llevar a cabo dicho estudio estadístico es indispensable disponer
de secuencias previamente alineadas. El alineamiento de secuencias no ha
sido objetivo de este proyecto, por lo que se ha trabajado con las técnicas
que se estudiaron y desarrollaron en anteriores proyectos de fin de carrera
[4]. Para dar una idea al lector de en qué consisten estas técnicas, el alinea-
miento de secuencias es una operación que establece equivalencias entre los
distintos caracteres de las secuencias introducidas. Haciendo la suposición de
que entre dichas secuencias existe un parentesco, pretende detectar aquellos
hechos que las separan.

B.2.1. Alineamientos de secuencias

Para poder realizar un análisis de la información contenida en los con-
juntos de secuencias se requiere su tratamiento previo, lo que se conoce como
alineamiento. Este proceso es necesario debido a que no todas las secuencias
tienen exactamente la misma longitud ya que pueden producir inserciones y
deleciones en distintas secciones de la secuencia, especialmente en aquellas
que no codifican información relevante, como la región hipervariante. Dicho
tratamiento consiste, como ya se ha comentado en el Capítulo 2, en el aná-
lisis y modificación de estos conjuntos de secuencias con el fin de conseguir
la mayor cantidad posible de nucleótidos iguales en la misma posición. Para
ello se realizan inserciones de huecos (habitualmente llamados gaps) en algu-
nas de las secuencias. La precisión del alineamiento se mide contabilizando
el número de gaps insertados en las secuencias que componen el conjunto
así como la longitud, en cada secuencia, de estos fragmentos de gaps.

B.2.2. Índice de Conservación

El Índice de Conservación (IC) es un estadístico muestral que indica la
frecuencia con la que los elementos de un alfabeto (nucleótidos, aminoácidos,
etc.) aparecen en cada una de las posiciones de un conjunto de secuencias
alineadas. Su cálculo en secuencias biológicas es un importante instrumento
adicional en los estudios de la patogenicidad de las mutaciones. Su análisis
permite centrar las investigaciones en aquellas secciones de las secuencias
en las que es más probable que las mutaciones sean mortales. Como se ha
comentado en la Sección 3.1, la utilización de dicho estadístico muestral ha
permitido asociar distintos tipos de cáncer, como el de mama o endometrio
[7] o el gástrico [3] a mutaciones en secciones concretas del ADNmt humano.
También se han llevado a cabo otros estudios en los que se utiliza el IC
junto con otros instrumentos para detectar una nueva mutación en un gen
del ADNmt asociada a la pérdida auditiva hereditaria [20] o enfermedades
cardiovasculares como la hipertensión [9] y la miocardiopatía no compactada
[18, 28].
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C
Selección del Lenguaje de Programación

Tras realizar un primer análisis del problema al que se buscaba dar so-
lución se decidió escoger como paradigma de programación la programación
por procedimientos, que se deriva de la programación estructurada. La elec-
ción de dicho paradigma permitió explotar la técnica de programación mo-
dular, cuyas ventajas más destacables son la facilidad de depurar, actualizar
y modificar el código.

Entre los múltiples lenguajes de programación que se consideraron ini-
cialmente se encontraban lenguajes de bajo (C) y alto nivel (C++, Java,
Python).

Pese a que lenguajes como C permiten una gestión de los recursos compu-
tacionales más eficiente, puesto que en este proyecto no se trabajaba con
sistemas que tuviesen grandes limitaciones en este aspecto, se decidió elegir
un lenguaje de alto nivel y aprovechar sus múltiples ventajas. Además, debi-
do a la creciente complejidad de las arquitecturas de los microprocesadores
modernos, los compiladores para lenguajes de alto nivel cada vez generan
código más eficiente.

Los lenguajes candidatos fueron C++, Java y Python por múltiples ra-
zones (experiencia previa, documentación, gestión de excepciones, robustez,
etc.). Pese a que la experiencia previa utilizando C++ y Java era muy supe-
rior, varios factores fueron determinantes a la hora de seleccionar a Python.
Dicha elección como lenguaje principal de este proyecto se basó en: legi-
bilidad, librería estándar muy extensa y potente; existencia de la librería
BioPython, que incluye herramientas para la bioinformática; y la utilización
de dicho lenguaje en las herramientas desarrolladas por Jorge Álvarez, que
permitieron simplificar la complejidad del problema a resolver. Por último,
merece la pena comentar que pese a que Python se un lenguaje interpre-
tado y esto penaliza el tiempo de ejecución de los algoritmos, debido a la
alta interacción con herramientas externas como Mafft, dicha penalización
se puede considerar despreciable.





D
Manual de usuario: Conjunto de

herramientas desarrolladas para el análisis
del IC

D.1 Manual de usuario: Herramienta de cálculo del IC

El programa de cálculo del IC dispone de los siguientes parámetros de
entrada:

fich_secs [obligatorio]: ruta de acceso al fichero que contiene el con-
junto de secuencias de ADNmt o proteínas. El fichero tiene que estar
en formato FASTA.

dir_informe [opcional]: ruta del directorio donde se guardará el fichero
con el informe generado. Por defecto, el directorio actual. De no existir
el directorio se creará.

umbral [obligatorio]: indica el límite inferior o superior del IC. En el
informe se indican aquellas posiciones del conjunto de secuencias que
tienen un IC superior o inferior al indicado por este umbral.

tipo_umbral [opcional]: limite inferior o superior (por defecto el límite
es superior). Permite realizar búsquedas de las posiciones con un IC
tanto por encima como por debajo del umbral establecido.

rango [opcional]: rango de la sección a analizar (por defecto la sección
comprende la longitud total del de las secuencias, si se introducen ali-
neadas, o de la longitud del alineamiento una vez efectuado). Permite
realizar secciones no asociadas a los distintos genes del ADNmt.

gen [opcional]: gen al que pertenece el conjunto de secuencias a ana-
lizar. Necesario para que en el informe generado se indique correcta-
mente la posición absoluta de cada nucleótido. Por defecto el primer
nucleótido de la secuencia comienza en 1, y en caso de indicarse un gen,



D.2. MANUAL DE USUARIO: HERRAMIENTA DE TRADUCCIÓN
DE NUCLEÓTIDOS A AMINOÁCIDOS

la primera posición corresponde a la posición inicial del gen en la se-
cuencia de ADNmt. En la versión actual el parámetro solo es aplicable
en ADNmt humano.

informe_detallado [opcional]: bandera (más conocida por el término
anglosajón flag) que indica el deseo de obtener como salida un informe
detallado del análisis del IC realizado (por defecto no se incluye indi-
cando que se desea obtener un informe básico). En la Sección 3.5 se
explican las principales diferencias entre estos dos tipos de informes.

verbose [opcional]: bandera (o flag) que indica el deseo de obtener in-
formación por pantalla relativa al estado en el que se encuentra la
ejecución del módulo (por defecto no se incluye ningún tipo de infor-
mación del estado del proceso).

En el caso de que las secuencias no estén alineadas, se solicitará por
pantalla al usuario que indique la herramienta de alineamiento que se desea
utilizar y su configuración.

Dicho programa genera la siguiente salida:

Fichero de texto que contiene el informe con los resultados del estudio
del IC para cada posición del conjunto de secuencias indicado en el
parámetro de entrada.

D.2 Manual de usuario: Herramienta de traducción de
nucleótidos a aminoácidos

El programa de traducción de nucleótidos a aminoácidos dispone de los
siguientes parámetros de entrada:

fich_secs [obligatorio]: ruta de acceso al fichero que contiene el con-
junto de secuencias de ADNmt. El fichero tiene que estar en formato
FASTA.

En el caso de que las secuencias no estén alineadas, se solicitará por
pantalla al usuario que indique la herramienta de alineamiento que se desea
utilizar y su configuración.

Dicho programa genera la siguiente salida:

Alineamiento del conjunto de proteínas resultante de aplicar el método
desarrollado en este módulo que simula el proceso de traducción a
proteínas que ocurre en las células.
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APÉNDICE D. MANUAL DE USUARIO: CONJUNTO DE
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D.3 Manual de usuario: Herramienta de combinación
de informes

El programa de combinación de informes dispone de los siguientes pará-
metros de entrada:

ruta_nucleotidos [obligatorio]: ruta de acceso al fichero que contiene
el informe del IC de las secuencias de nucleótidos.

ruta_aminoacidos [obligatorio]: ruta de acceso al fichero que contiene
el informe del IC de las secuencias de aminoácidos.

Ambos informes deben pertenecer al mismo conjunto de secuencias de
ADNmt.

Dicho programa genera la siguiente salida:

Fichero de texto que contiene el informe combinado en el que se mues-
tra la información recopilada de los informes indicados en los paráme-
tros de entrada.

D.4 Consejos de uso
Puesto que el número de ficheros que componen el sistema puede crecer

de forma exponencial, tanto al añadir nuevos métodos de alineamiento co-
mo al ampliar el número de conjuntos de secuencias que se manejan (por
ejemplo, porque se decide ampliar el estudio a otras especies), se propone
establecer una estructura lo más sencilla posible en el sistema de ficheros. De
este modo, se recomienda al usuario mantener en directorios separados los
scripts que componen el núcleo del sistema, los ficheros que almacenan los
distintos conjuntos de secuencias, y los informes que dichos scripts generan.
Se muestra una propuesta de la estructura de ficheros en la Figura D.1.

Otro de los detalles que se han tenido en cuenta es el de generar ficheros
cuyos nombres sean lo más autoexplicativos posible, no solo en el caso de
los scripts desarrollados, sino también en aquellos que almacenan los alinea-
mientos y los informes generados. Para facilitar la comprensión del lector a
este respecto, se incluyen a continuación tres ejemplos:

hmtDNA.fasta: Conjunto de secuencias de ADNmt humano.

hmtDNA_rCRS_aligned_mafft_auto_ATP6_peptide_[all]_0.5.txt: In-
forme básico del cálculo del IC con un umbral superior a 0.5, corres-
pondiente al conjunto de secuencias de aminoácidos asociadas al gen
ATP6 de ADNmt humano alineadas con Mafft - auto y la secuencia
de referencia rCRS.
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Figura D.1: Propuesta de la estructura del sistema de ficheros.

pmtDNA_aligned_mafft_auto_[all]_0.99_details.txt: Informe de-
tallado del cálculo del IC con un umbral superior a 0.99, correspondien-
te al conjunto de secuencias de ADNmt primate alineadas con Mafft -
auto.
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Gráficas de resultados

Figura E.1: Figura 3.15 ampliada.



Figura E.2: Figura 3.16 ampliada.
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