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UNIVERSIDAD DEL NORTE

RESUMEN

EXTENSION DEL ALGORITMO PARA ANALISIS FILOGENETICO UPGMA
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages)
APLICADO A BASES DE DATOS

Por José Gabriel Ramirez Suéarez

Director de tesis: Ing. Eduardo Zurek Varela, Ph.D.
Departamento de Ingenieria de Sistemas

Tesis presentada sobre el disefio y la implementacién de una interfaz de software
gue permita el andlisis filogenético de un gran nimero de secuencias genéticas que
se encuentran almacenadas en una bases de datos, implementando para ello el
algoritmo para analisis filogenético UPGMA (Unweighted Pair Group Method using
Arithmetic averages).

Como resultado de este proyecto de grado, se generara una interfaz de software
gue no solo permite llevar a cabo el analisis filogenético de un gran nimero de
secuencias geneéticas, las cuales se encuentran almacenadas en una base datos,
utilizando para ello el método para analisis filogenético UPGMA, sino que ademas
incluye una funcion extra que permite a los investigadores obtener una prediccion
de asociacion a partir de una secuencia de ADN entrante, utilizando para ello un

método conocido como GraphDatabases.

Esta investigacion hace parte de un proyecto de mayor envergadura que esta

siendo desarrollado de manera interdisciplinaria por los profesores investigadores



Dr. Eduardo Zurek, Dr. Guillermo Cervantes y Dr. Homero San Juan, y la Joven
Investigadora de COLCIENCIAS Ingeniera Sandra Acero; dicho proyecto, busca
disefiar un herramienta que permita a los investigadores llevar a cabo el analisis e
interpretacion de mutaciones del VIH para determinar susceptibilidad o resistencia a

drogas.
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INTRODUCCION

A lo largo de la historia de la humanidad se ha visto como esta ha sido afectada por
un sin fin de enfermedades que han cobrado la vida de un gran numero de
personas. En los ultimos 30 afios el mundo se ha tenido que enfrentar al
surgimiento de nuevas enfermedades cada vez mas peligrosas como por ejemplo el
ébola y la neumonia asiética, pero ninguna habia sido tan mortal y habia causado
tanto impacto como lo ha hecho la aparicién del Sindrome de la Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA), enfermedad que es producida por el Virus de inmunodeficiencia
humana (VIH). La causa de esto es basicamente que una vez el virus se instala en
el huésped no puede ser eliminado y a que aun no existe una vacuna eficaz debido

a la gran variabilidad viral.

Desde la aparicion del VIH, alrededor de los afios 80, se ha tratado
desesperadamente encontrar una cura eficaz para este gran mal, a través de
diversas investigaciones realizadas por la comunidad cientifica, pero los resultados
no han sido del todo satisfactorios, debido a la alta variabilidad genética que

presenta el virus.

A través de los estudios e investigaciones epidemioldgicas que se han llevado a
cabo en multiples laboratorios de alto reconocimiento, se ha logrado determinar que
existen diversos subtipos del virus, dependiendo del area geografica donde éste se
encuentre, lo que ha sido unos de los principales obstaculos para combatir esta
enfermedad, debido a que seria necesario crear una vacuna para cada subtipo,
dependiendo del area donde éste se esté desarrollando. Por esto es de vital
importancia establecer de forma precisa el subtipo predominante en cada region del
mundo, lamentablemente esto no ha sido posible en muchos paises como por

ejemplo Colombia, lo que es un tema de preocupacion para la sociedad.
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Este hecho ha despertado el interés de diversos grupos de investigacion, como lo
son el Grupo de Investigacion en Biotecnologias y el Grupo de Virologia y
Patologias de la Universidad del Norte, que estan llevando a cabo estudios para
determinar el subtipo predominante es nuestro pais. Para esto se esta
implementando una técnica denominada analisis filogenético, que les permita a los
investigadores obtener patrones para realizar la clasificacion de las muestras que

obtengan.

El presente proyecto pretende colaborar con esa investigacion llevando a cabo una
extension del algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic
Averages) utilizado para realizar la categorizacion, implementando una base de
datos que permita llevar a cabo el analisis filogenético de un gran ndmero de

secuencias genéticas.

13



CAPITULO 1: ESPECIFIACIONES DEL PROYECTO

11 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

La aparicion del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) ha significado un gran
reto para la comunidad tanto cientifica como médica, debido a que este virus posee
la capacidad de mutar, lo que lo hace dificil de combatir, debido a que de él se
desprenden diversos subtipos que varian dependiendo de la regidon donde esta se

encuentre.

En Colombia se pretende determinar de manera precisa el subtipo de VIH
predominante. Una manera de llevar a cabo esto es implementando el algoritmo
UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages) para construir
arboles filogenéticos. Unos de los principales logros que pretende desarrollar este
proyecto es el de mejorar significativamente los tiempos de respuesta del sistema
cuando se requiere aplicar el algoritmo a un gran numero de secuencias genéticas,
ayudandose de una base de datos para la reutilizacion de los arboles filogenéticos

gue ya hayan sido generados.

1.2 OBJETIVOS

Este proyecto pretende servir de apoyo al proceso de clasificacion de los distintos
subtipos de VIH existentes en nuestro pais. Dicha clasificacion forma parte de un
estudio realizado en el marco de un macro-proyecto que esta siendo desarrollado

por el grupo de Virologia y Patologias Asociadas de la Universidad del Norte.
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1.2.1 Objetivo general

Implementar el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
averages) para el andlisis filogenético de un gran nimero de secuencias genéticas

almacenadas en una base de datos.

1.2.2 Objetivos especificos

» Reuvisar el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
averages) implementado para el analisis de un pequefio nUmero de secuencias
genéticas, para asi disefiar las estrategias computacionales y algoritmicas que

se llevaran a cabo a la hora de desarrollar la nueva aplicacion.

» Buscar la estructura de bases de datos mas adecuada para el almacenamiento y

recuperacion de secuencias genéticas.

» Implementar una base de datos para el almacenamiento de secuencias
genéticas que permita la reutilizacion de los arboles filogenéticos obtenidos, para
asi mejorar los tiempos de respuesta cuando se requiera analizar un gran
namero de cadenas genéticas.

» Disefiar un software basado en UPGMA (Unweighted Pair Group Method using
Arithmetic averages) para que interactie con la base de datos que contiene las

secuencias genéticas.

» Validar la base de datos generada e implementar en el software disefiado

después de cumplir el objetivo anterior.

15



13 ANTECEDENTES

Este desarrollo se fundamenta en proyectos de grado realizados dentro del
Programa de Ingenieria de Sistemas de la Universidad del Norte. Los antecedentes
mas importantes son: la extension de otro proyecto ya existente que hace parte de
un macro-proyecto que lleva a cabo el grupo de Virologia y Patologias Asociadas de
la Universidad del Norte, que pretende llevar a cabo la clasificacién de los distintos
subtipos de VIH existentes en nuestro pais, ayudandose para ello de un Software
que implementa el algoritmo para analisis filogenético UPGMA (Unweighted Pair

Group Method using Arithmetic averages) para la realizacion de dicha clasificacion.

Proyectos de grados anteriores relacionados con esta investigacion:

> ALGORITMO PARA ANALISIS FILOGENETICO: UPGMA (Unweighted Pair
Group Method using Arithmetic averages). Autor: Sandra Milena Acero
Barraza.

> ANALISIS FILOGENETICO DEL VIH BASADO EN EL METODO NEIGHBOR
— JOINING. Autor: Alejandro Fidel Pedrozo.

> ANALISIS FILOGENETICO UTILIZANDO EL METODO “PARSIMONY”.
Autor: Mat Max Montalvo.

» Andlisis Filogenético del Virus de la Inmunodeficiencia Humana VIH a partir

de virus aislados en una poblacion del Caribe. Autor: Guillermo Cervantes

Publicaciones relacionadas con los proyectos anteriores:

» PEDROZO, Alejandro y ZUREK, Eduardo. Articulo: “Analisis Filogenético del
VIH basado en el Método Neighbor-Joining”. Memorias del “V Encuentro
Regional de Electronica y Sistemas: ERES 2007”. Este articulo recibi6 el
“PREMIO AL MEJOR TRABAJO EN EL AREA DE COMPUTACION’
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presentado en el evento. Universidad del Norte, Barranquilla, Colombia.
Agosto 16, 17 y 18 de 2007.

PEDROZO, Alejandro y ZUREK, Eduardo. Ponencia: “Analisis Filogenético
del VIH basado en el Método Neighbor-Joining”. Presentada durante el “V
Encuentro Regional de Electronica y Sistemas: ERES 2007”. Universidad
del Norte, Barranquilla, Colombia. Agosto 16, 17 y 18 de 2007.

ZUREK, Eduardo, ACERO, Sandra y MONTALVO, Mat. Conferencia:
“Secuencias Genéticas y Algoritmos”. Presentada durante el “V Encuentro
Regional de Electronica y Sistemas: ERES 2007”. Universidad del Norte,
Barranquilla, Colombia. Agosto 16, 17 y 18 de 2007.

Proyectos paralelos:

14

>

vV V V V VY

Desarrollo e Implementacion de un Software que permita el Andlisis e
Interpretacion de Mutaciones del VIH para Determinar Susceptibilidad o
Resistencia a Drogas. Autor: Sandra Acero.

"Desarrollo de una Aplicacion de Unificacion de Implementaciones de
Algoritmos Filogenéticos". Tesis de pregrado, Departamento de Ingenieria de
Sistemas, Universidad del Norte. Autores: Melvin David Faillace Teuta y

Jonathan Rudolf Montalvo Alcazar. Director: Dr. Eduardo Zurek.

ENTIDADES INTERESADAS

Departamento de Ciencias Basicas Médicas de la Universidad del Norte
Departamento de Ingenieria de Sistemas de la Universidad del Norte
Colciencias

Grupo de investigacion en biotecnologias

Grupo de Virologia y patologias asociadas
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15 HIPOTESIS DE TRABAJO

La hipotesis central de este proyecto afirma que es posible implementar una base de
datos que interactuando con una aplicacion del algoritmo de andlisis filogenético
UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages), permita la
utilizacion de &rboles filogenéticos ya generados para optimizar el andlisis de

grandes cantidades de secuencias genéticas.

Como resultado de los desarrollos enfocados a la demostracion de esta hipotesis, se
generara una herramienta de soporte para la clasificacion de los distintos subtipos
de VIH existentes en la Region Caribe Colombiana. Esta herramienta permitira
mejorar significativamente los tiempos de respuestas del sistema, cuando este
requiera analizar grandes secuencias de ADN. Permitiendo asi a los investigadores
del Grupo de Virologia y patologias asociadas de La Universidad del Norte y otras
entidades interesadas, obtener informacion importante de la clasificacion hecha a un
gran numero de secuencias. El posterior analisis e investigacion de los datos
obtenidos permitir4 llevar a cabo avances significativos que ayuden a determinar el
subtipo de VIH predominante en nuestra region.

1.6 JUSTIFICACION

El uso del analisis filogenético como herramienta de investigacion en la Biologia ha
sido de vital importancia, ya que a través de ella se han conseguido importantes
logros cientificos, entre los que tenemos el haber logrado identificar un gran namero
de subtipos del VIH. A través de este proyecto de grado se pretende colaborar en
dichas investigaciones, llevando a cabo el disefio y desarrollo de un software que
implemente el algoritmo para analisis filogenético UPGMA (Unweighted Pair Group

Method using Arithmetic averages) que permita a los investigadores analizar

18



grandes cadenas de ADN vy reutilizar arboles filogenéticos aplicando técnicas de
bases de datos, que les permita la clasificacién y estudio de estas distintas variantes
del VIH.

1.7 PLAN DE TRABAJO

1. Establecimiento del marco tedrico sobre los estudios e investigaciones
referentes a la evolucion del VIH y al método para andlisis filogenético UPGMA
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages).

2. Estudio del lenguaje de programacion Python, en el cual se desarrollara la

aplicacion.

3. Estudio del lenguaje de consulta estructurado SQL.

4. Estudio de la interaccion entre Python y SQL.
BlUsqueda y escogencia de la estructura de bases de datos que mejor se adapte
al sistema y que va a ser utilizada para el almacenamiento y recuperacion de los

arboles filogenéticos.

6. Disefio del algoritmo basado en el método para analisis filogenético UPGMA
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages) que permita trabajar

con un gran numero de secuencias genéticas.
7. Desarrollo de la implementacion basada en el método para analisis filogenético

UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages) que

interactte con el modelo de bases de datos escogido.
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8. Llevar a cabo pruebas en la implementacion, utilizando grandes secuencias de

genéticas.

9. En paralelo con las actividades anteriores, se elaborara la monografia del

proyecto de grado.

1.8 METODOLOGIA

1.8.1 Tipo de estudio

Debido a que en Colombia son escasas las investigaciones que conlleven a
determinar el subtipo de VIH predominante, el presente proyecto tiene como fin
desarrollar una herramienta que le permita a los investigadores y demas interesados
en el tema, llevar a cabo dicha clasificacion cuando se cuente con un gran namero
de cadenas genéticas.

Por lo anterior se adopta un tipo de estudio exploratorio, el cual permitira el
desarrollo de un proyecto que se convierte en un aporte al campo de las

investigaciones referentes al VIH.

1.8.2 Método de investigacion

El método de investigacion a utilizar es del tipo sintesis, debido a que después de
haber recopilado la informacién necesaria, y haber desarrollado el marco teérico, se
procedera a interrelacionar todos los datos obtenidos tanto en el area de la Biologia
y de la Virologia, como en el area de la computacion, para asi disefiar e implementar

el sistema de informacién que se necesita.

20



1.8.3 Técnicas de recoleccion de informacion

La informacidon que sera utlizada para el desarrollo de este proyecto, sera
suministrada primeramente por el grupo de Grupo de Virologia y patologias

asociadas de la Universidad del Norte y el grupo de investigacion en biotecnologias.

Por otra parte también se obtendra informacion de articulos y/o boletines publicados
por entidades y universidades reconocidas que estén adelantando investigaciones

referentes al tema.

1.8.4 Pasos metodologicos

1. Se hara un compendio de informacion pertinente al tema. La informacion se
obtendra de: las entidades interesadas, las bibliografias de consulta, fuente y

soporte, y la interaccion con el director y los asesores de la tesis.

2. Se procederd a realizar un estudio y andlisis de toda la informacion obtenida,
para asi explotar de manera eficaz la mas importante y relevante para el

desarrollo del proyecto.

3. Se estudiara el algoritmo para analisis filogenético UPGMA (Unweighted Pair
Group Method using Arithmetic averages), para asi determinar que estrategias
algoritmicas y computacionales se llevaran a cabo con él, para el disefio de la

implementacion.

4. Se implementara el algoritmo en la plataforma Python para que este interactle

con una base de datos que permitira la reutilizacion de los arboles filogenéticos.

21



Se realizaran pruebas para comprobar el correcto funcionamiento de la

implementacion.

Se elaborara el manual necesario para guie al usuario final en la forma en como

este debe interactuar con el sistema para obtener los resultados que busca.

Por ultimo se llevara a cabo la elaboracion de la monografia, para mostrar tanto

la investigacion realizada como los resultados obtenidos.
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CAPITULO 2: BIOINFORMATICA

Esta disciplina se interesa principalmente del andlisis, interpretacion vy
procesamiento de datos mediante el uso de herramientas computacionales de
informacion obtenida de procesos biolégicos. Segun la definicion del Centro
Nacional para la Informacion Biotecnoldgica "National Center for Biotechnology
Information” (NCBI por sus siglas en Inglés, 2001): "Bioinformatica es un campo de
la ciencia en el cual confluyen varias disciplinas tales como: biologia, computacion y
tecnologia de la informacion. El fin dltimo de este campo es facilitar el
descubrimiento de nuevas ideas biolégicas asi como crear perspectivas globales a

partir de las cuales se puedan discernir principios unificadores en biologia”.*

La bioinforméatica se ha consolidado como una nueva disciplina dentro del area de la
Biologia y esto ha permitido que esta amplie su rango de estudio, debido a que su
utilizacion ha ido mucho mas alla del manejo y analisis de bases de datos bioldgicas,
y se ha centrado en fusionar paralelamente técnicas computacionales con los
diversos procesos de andlisis e investigacion que existen dentro de la Biologia.
Surge debido a los mdltiples interrogantes que se generaron a raiz del estudio del
genoma humano y de como la puesta en marcha de la investigaciébn gendmica
puede ayudar draméaticamente a mejorar la condicién y calidad de vida humana.?
Hoy en dia es considerada una de las principales herramientas utilizadas por

médicos e investigadores, para lograr importantes avances en el campo médico.

I NCBL. http:/ /www.ncbi.nlm.nih.p-ov/AbouUprimer/bioinformatics.html. Fecha de consulta: 11 de marzo de 2007.

2 http:/ /www.solociencia.com/biologia/bioinformatica-concepto.htm. Fecha de consulta: 12 de marzo de 2007.
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Esta disciplina comprende mdltiples areas de investigacion, entre las principales

tenemos:

Prediccion de estructuras proteicas: Esta area se encarga de la prediccion de
la estructura tridimensional de las proteinas, que es conocida como estructura

terciaria, lo cual se hace a partir de la secuencia de aminos acidos®.

Andlisis de Secuencias Genéticas (Genomics): Esta area se encarga del
analisis de grandes secuencias genéticas que han sido decodificadas y
almacenadas en poderosas bases de datos, para su posterior estudio que
permita establecer posibles similitudes entre ellas®.

Medicién de la biodiversidad: La biodiversidad es definida como la totalidad
de los genes, las especies y los distintos ecosistemas de una regién°. Por lo
tanto esta area se encarga del estudio y disefio de grandes bases de datos,
las cuales son capaces de brindar importante informacion acerca de
determinada especie o poblacion, o de disefiar modelos de alta precisién que

permitan determinar la dindmica poblacional de una especie®.

Biologia Sistémica (System Biology): Esta area se encarga del estudio de

subsistemas celulares, mediante la simulacién de estos para poder llevar a

8 http:/ /es.wikipedia.org/wiki/Predicci%C3%B3n_de_estructura_de_prote%C3%ADnas. Fecha de consulta:

21 de marzo de 2008. 12:09 a.m.

N http:/ /www.metriam-webster.com/dictionary/genomics. Fecha de Consulta: 20 de marzo de 2008. 1:35 p.m.

® Gonzalo Halffter y Exequiel Ezcurra. Que és biodiveridad?. Disponible en:

http:/ /web.minambiente.gov.co/biogeo/menu/biodiversidad /bioespa.htm. Fecha de consulta: 21 de matzo de 2008. 10:30

p-m.

® CLAUDIA E. MORENO. Métodos para medir la biodiversidad. M&T — Manuales y Tesis SEA, vol. 1. Primera Edicién:
2001. Zaragoza, 84 pp.
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cabo un profundo andlisis de las complejas conexiones que existen entre

ellos’.

La bioinformética hace uso de otras disciplinas para abarcar diversos campos como
son la Medicina molecular y la Biotecnologia, las cuales buscan principalmente

ampliar la investigacion genoémica.

e MEDICINA MOLECULAR

La medicina molecular es una ciencia que lleva a cabo la utilizaciébn de unas
técnicas denominadas técnicas de ADN recombinante, las cuales han permitido a
los bidlogos moleculares la manipulacién de los acidos-nucleicos. Su investigacion
estd centrada mas que todo en la identificacion y clasificacion de genes y
mutaciones responsables de diversas enfermedades y en la comprension de los

mecanismos patofisioldgicos moleculares®.

Gracias a los diversos avances que ha proporcionado la Medicina molecular en
conjunto con la investigacion biomédica, hoy en dia contamos con diversas pruebas,
las cuales a partir de muestras de ADN y ARN, permiten identificar mutaciones
patogénicas y ofrecer un diagnéstico mucho mas preciso en cuanto al curso clinico
de diversas patologias. Por otra parte los conocimientos que se han obtenido a partir
de investigaciones en esta area, han impulsado el planteamiento de diversas

hipétesis entre las que se encuentra la hipétesis del origen genético del cancer®.

" HIROAKI KITANO. Systems Biology: A Brief Overview. 1 de Marzo de 2002. 3 pp.

8 SIMON KAWA KARASIK. Medicina Molecular. [online]. Disponible en:

http:/ /www.medigraphic.com/espanol/e-htms/e-h-gea/e-gg2000/ e-gg00-2/em-gg002¢.htm. Fecha de consulta: 20 de Marzo
de 2008. 12:49 a.m. 2 Paginas.

¥ SIMON KAWA KARASIK. Medicina Molecular. [online]. Disponible en:
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e BIOTECNOLOGIA

La biotecnologia es una ciencia que se encarga del uso y la manipulacién de
organismos vivos y de sus componentes para la fabricacibn de productos
encaminados al beneficio del ser humano. Entre sus principales logros se tiene la
produccion de la penicilina y de la insulina humana, medicinas de vital importancia

para el mejoramiento de la calidad de vida de muchas personas.

Esta ciencia ha contribuido de manera importante a la prevencion de enfermedades
infecciosas, gracias por ejemplo a la manipulacion genética efectuada de algunas
bacterias y levaduras que permiten su posterior transformacion con los genes que
codifican para proteinas de interés farmacolégico. Es asi como la Biotecnologia ha
desarrollado poderosas vacunas, que permiten a los individuos desarrollar los
anticuerpos necesarios para prevenir una posible infeccion. Dos ejemplos

destacados de esto es la obtencién de la vacuna para la hepatitis B y la rabia™.

2.1 PROYECTO DEL GENOMA HUMANO Y LAS BASES DE DATOS
GENETICAS

El proyecto del genoma humano es un programa a nivel internacional que busca
obtener un conocimiento completo de toda la informacién genética humana que se

encuentra en las células del cuerpo y codificada en nuestro ADN**.

Los principales objetivos del proyecto son los de lograr identificar los genes que

hacen parte del nucleo de la célula humana, ademas poder determinar su

http:/ /www.medigraphic.com/espanol/e-htms/e-h-gea/e-gg2000/ e-gg00-2/em-gg002¢.htm. Fecha de consulta: 20 de Marzo
de 2008. 12:49 a.m. 2 Paginas.
10 Enciclopedia Encarta 2006. Biotecnologfa. Fecha de consulta: 21 de Marzo de 2008. 11:49 p.m.

1 DI MARIO GABRIEL.2005. Proyecto del genoma humano.Ilustrados.com. Fecha de Consulta: 21 de Agosto de 2007.
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localizacion a nivel de  los cromosomas Yy lograr determinar mediante unos
procesos conocidos como secuenciacion y cartografia, la informacion genética
codificada por el orden de las subunidades quimicas de nuestro ADN. El resultado
es un mapa que contiene toda la organizacion tanto de los genes como de los
cromosomas, que podria lograr prevenir o tratar diversas enfermedades y conocer

cuéles son los factores bioquimicos que las desarrollan®?.

Figura 1. Mapa genoma humano 13

Este proyecto en sus multiples faces, ha logrado exitosamente identificar 25.000
genes que se encuentran en el nucleo de la célula humana y ha logrado determinar
la localizacién de ellos en los 23 pares de cromosomas que hay en el nucleo. Por lo
general las muestras de sangre o tejido utilizados en la investigacion, provienen de
personas andnimas, sin que esto afecte los datos, debido a que la diferencia entre
muestras de dos individuos es de entre 0.05% y 0.1%"*.

Debido a la gran variedad de proyectos y estudios que se estan llevando a cabo
sobre el genoma humano, dia a dia se obtiene mas informacion acerca de ellos, lo
gue ha generado grandes volimenes de datos y que ha conllevado a crear lo que
hoy es conocido como bases de datos genéticas, las cuales tienen como funcién

almacenar toda esa informacion no solo para su conservacion, sino también para

2 DI MARIO GABRIEL.2005. Proyecto del genoma humano.Ilustrados.com. Fecha de Consulta: 21 de Agosto de 2007.
13 http:/ /www.latercera.cl/medio/articulo/0,0,38035857__147605214__1,00.html. Imagen tomada el 22 de Matzo de 2008.
1% ALCALA O. MARIA A. MARVELIS RONDON. 2005. Genoma Humano. Ilustrados.com. Fecha de consulta: 23 de
Agosto de 2007.
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facilitar su gestion y analisis, que entre otras cosas es una de los objetivos
principales de la bioinformética.

Existen diversas bases de datos genéticas, cada una con distintos tipos de
informacién. Algunas son utilizadas para el almacenamiento de secuencias de ADN,
mientras que otras almacenan datos de mutaciones genéticas y demas. Todo esto
con el fin de que los investigadores cuenten con una poderosa herramienta que les
permita relacionar todo este tipo de informacion, para asi tener una perspectiva clara

ay concisa sobre alguna enfermedad genética o de un gen en particular.

Una desventaja que poseen estas herramientas de almacenamiento genético,
consiste en que es necesario que el investigador o persona que necesite algun tipo
de informacién de ellas, conozca muy bien su estructura funcional, que tipo de datos
contiene y que clases de palabras claves puede utilizar para lograr acceder a los
datos que le sean relevantes. Entre las principales bases de datos genéticas
tenemos, DNA Database of Japan (DDBJ), dbSTS, GOLD (Genomes Online

Databases) y Unigene™.

> \www.ddbj.nig.ac.jp/. Fecha de consulta: 3 e Diciembre de 2007.
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CAPITULO 3: METODO PARA EL ANALISIS FILOGENETICO UPGMA

A continuacién se hara una descripcién del funcionamiento del método para el
analisis filogenético UPGMA (Unweighted Pair Group Method using arithmetic
Averages).

Primero se procedera a explicar de manera detallada cada uno de los aspectos
principales del algoritmo, luego se plantea la estructura del mismo, y por ultimo se
procede a mostrar un ejemplo que ilustrara cada uno de los pasos que se deben

llevar cabo a la hora de ser implementado.

3.1 DESCRIPCION DEL ALGORITMO

El método para el andlisis filogenético UPGMA (Unweighted Pair Group Method
using arithmetic Averages), es un algoritmo heuristico que fue definido por los
Doctores Peter H. A. Sneath y Robert R. Sokal en el afio de 1973"°.

Dicho método consiste principalmente en el célculo de una matriz de distancia, en la
cual se lleva a cabo la busqueda de la distancia mas pequefia que se haya
generado para asi relacionar los dos grupos de especies mas cercanos. Una vez
realizada esta operacion, se procede a re calcular la ya mencionada matriz de
distancias y todo el proceso es repetido hasta que todas las especies se encuentren

relacionadas a un tnico grupo®’.

' SANDRA ACERO. ALGORITMO PARA ANALISIS FILOGENETICO: UPGMA (Unweighted Pair Group Method using

Arithmetic averages). Tesis de grado. 2007.

e DAN E. KRANE, MICHAEL L. RAYMER. Fundamental Concepts of Bioinformatics. Pearson Education. 2003
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El UPGMA basa todos sus calculos en la matriz de distancia que genera a partir de
las secuencias genéticas que recibe, dicha matriz, es una matriz cuadrada cuyo
tamano en n, donde n representa el nimero de secuencias a clasificar y la matriz[i][j]
es la distancia genética que hay entra la especie i y la especie j. Cuando este
método lleva a cabo el re calcular la matriz de distancias, emplea para ello la
ejecucion de una férmula denominada la Férmula de Tajima, la cual sera explicada
posteriormente a profundidad y la cual fue objeto de estudio y de modificacion para
asi lograr que el UPGMA fuese capaz de trabajar con un gran numero de

secuencias genéticas de gran longitud.

La matriz de distancia obtenida y en la cual se basan todos los calculos que se

realizan, debe cumplir tres requisitos para ser valida:

» La matriz de distancias debe ser métrica. Una matriz es métrica si satisface la
siguiente condicion:

e Simetria: matriz; = matriz;; y matriz; =018

e Desigualdad triangular: matriz; + matriz, >matriz,

» La matriz de distancias debe ser métrica aditiva. Una matriz es métrica aditiva
si satisface la condicidén de que existe un arbol donde:

e Cada una de las ramas tiene un peso positivo y cada hoja corresponde

a una especie distinta.
o Vi, jl<i<n,i<j<n, matriz, es la suma de los pesos de las ramas

desde la hoja i hasta la hoja j.

1B NING K., SHAN T., XIANG S. L., SHEN W. Phylogenetic Tree Reconstruction: Distance Based. . [online]. Octubre 10 de
2003. Disponible en: <http://www.comp.nus.edu.sg/~bioinfo/phylogenetic%20tree’o20reconstruction_2_8.pdf> . Fecha de
consulta: 22 de Junio de 2007. 20 paginas.

30



» La matriz de distancias debe ser ultramétrica. Una matriz es ultrametrica si se

cumple la siguiente condicién:

e La raiz del arbol que se forma a partir de la matriz de distancia, y de
todos los sub arboles que contiene, es tal que la suma de todos los

pesos de las ramas salientes de esta es la misma.

3.2 ALGORITMO UPGMA

Entrada:

n secuencias de ADN o proteina las cuales son denominadas OTUs.

Salida:

El fenograma que representa la relacion evolutiva existente entre las n OTUSs.

Algoritmo:

Sea oTus=4#t23..tn el conjunto de las n secuencias, donde cada t
representa una especie.
Sea MatDistancia una matriz cuadrada de tamafio n.
Repetir para i=i..n
Repetir para j=i..n
Calcular dist@t_
MatDis tancia [ ] ¥ dist Gt
MatDis tancia | T dist G, tj
MatDis tancia I]} 0
Fin repetir
Fin repetir
Repetir n-1 veces
Buscar ti, tj tal que distGtf_ en MatDistancia Sea minima.
Hacer f=ic=j.
Definir un nuevo t=tiut .En OTUS
Reemplazar ®tf por #
Recalcular la matriz de distancia.
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Hacer n=n-1, tamafio de matDistancia igual a n
Repetir para i=..n
Repetir para j=i.n
Si izfaizcajzfnaj=c:
matDistancia [ | ¥ dist G, 4
Fin Si
Si j=f:

. < . -
matDistancia [] + st G f J; distG.tc

Fin si
Si i=f:
. ~ -
matDistancia [ | + Q'St(c'q);d'Stc:UA

Fin si
matDistancia l]} matDistancia [l:
matDistancia [I} 0
Fin repetir
Fin repetir
dist € ,tc
2
Crear Subéadrbol uniendo rama tf con rama t, con una distancia
de dist [1]
Fin repetir

Hacer distanciad =

3.3 GENERACION DEL ARBOL FILOGENETICO

El arbol producto del andlisis filogenético se conoce con el nombre de fenograma,
dicho arbol para ser valido debe cumplir la condicion de ser ultramétrico. Su funcion
consiste en representar la relacion de evolucion existente entre un grupo de OTUs
basandose en la similitud entre ancestros comunes hasta llegar a uno que sea

comun para todos.
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En cada una de las hojas que conforman el &rbol filogenético, se encuentran las
partes de las secuencias que diferencian cada OTU de las demas, y habran tantas
hojas como secuencias estemos analizando. Las hojas pueden estar asociadas a
otras hojas o a otros subarboles y estos a la vez a otros subarboles, hasta completar
el fenograma, donde cada uno estara etiquetado con los ancestros que tengan en
comun y que han sido determinados a medida que se va ejecutando el método.

Figura 2. Arbol Filogenético
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3.4 EJEMPLO

A continuacién se desarrollara un ejemplo para describir paso a paso, la ejecucion
del método y los distintos calculos que este ejecuta. Para este ejemplo se trabajara
solo con 4 secuencias de longitud 108, ya que este solo es un ejemplo de caracter

ilustrativo.

A las distintas matrices de distancias que vayan surgiendo se les aplicara la formula
de Tajima, la cual fue mencionada anteriormente, pero por cuestiones de
simplicidad, ese paso no sera mostrado aqui, pero mas adelante sera ilustrado, ya
gue aqui radica la clave, para que el UPGMA sea capaz de trabajar con grandes

secuencias genéticas.

Sean las siguientes secuencias:

1. GGTGGTACTTAAAATAAAGTTAACAATTACATTTTTTTTTTTTCGTTTTCCAAACGTCTTTAATAAGTAAATAAAGGA
GCAATGTAAAATGTTGCAGTTTGCTTGGT

2. CATGGGATGAATTTTAAGATTCAGAAATATCCTTTACTTACATTGTTTTGTTTTTTAAAACTCTCTTCTAGGTCTAC
TTGAAGATTTTTTTCTTCGTTAAGGTTCAA

3. AACTATTAAATTTTAATCTTGACAGTTTTTACATATCCATGAGTGTTTTTATTTAATCAAAGTATCCTTTTCCGACAT
CTTAAAATTATTTTTATGAGTTTATGATC

4. TATCATTTCAGAAAACTGTTGCATCAAATAATATACAACCAGGTATCAGTATGAAAAAGGATCTTTGTTCATCACT
ATTTCTTACAAATAAAATAACAAATAAATGA

> Primer paso: Crear la matriz de distancia
Se compara la primera secuencia con todas las demas, para determinar que partes

de ella no tienen en comun y asi determinar la primera distancia de la matriz, y asi

sucesivamente hasta llegar a la Gltima secuencia.
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1. GGTGGTACTTAAAATAAAGTTAACAATTACATTTTTTTTTTTTCGTTTTCCAAACGTCTTTAATAAGTAAATAAAG
GAGCAATGTAAAATGTTGCAGTTTGCTTGGT

2. CATGGGATGAATTTTAAGATTCAGAAATATCCTTTACTTACATTGTTTTGTTTTTTAAAACTCTCTTCTAGGTCTA
CTTGAAGATTTTTTTCTTCGTTAAGGTTCAA

. 70
dist(L,2) = —— = 0.65
107
1. GGTGGTACTTAAAATAAAGTTAACAATTACATTTTITTITTTITCGTTTTCCAAACGTCTTTAATAAGTAAATAAAG

GAGCAATGTAAAATGTTGCAGTTTGCTTGGT

3. AACTATTAAATTTTAATCTTGACAGTTTTTACATATCCATGAGTGTTTTTATTTAATCAAAGTATCCTTTTCCGAC
ATCTTAAAATTATTTTTATGAGTTTATGATC

dist(13) = - =0.75
107

Tabla 1. Matriz de distancia por factor de correccion Tajima

OoTU 1 2 3 4

141314284055 [ 0 | 1.5385217862 221950312243
|

4 3.03328942723 2.21950312243 1.5385217862 0

> Segundo paso: Hallar la menor distancia en la matriz

e Menor distancia: 1.41314284055
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> Tercer paso: Unir las OTUs de menor distancia, en este caso la 1y 2.

dist(L,2) 1.41314280D55

Distancia = =0.7065714025
Figura 3. Subarbol resultante de unir OTUS 1y 2
> Cuarto paso: Re calcular la matriz de distancias del primer paso, una vez

unidas las dos primaras OTUs.

Tabla 2. Matriz de distancia por factor de correccién Tajima- Cuarto paso

oTuU 12 3 4

2.04673745287 | 0 | 15385217862
|

> Quinto paso: Repetir el paso 2, hasta que todas las OTUs estén relacionadas
con el ancestro en comun.

e Menor distancia: 1.5385217862
e OTUSaunir:3y4
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Figura 4. Subérbol resultante de unir OTUS 1y 2

> Nuevamente se re calcula la matriz de distancias:

Tabla 3. Matriz de distancia por factor de correccion Tajima

OTUs 12 34

34 2.33656686385 0

e Menor distancia: 2.33656686385
e OTUsaunir: 12y 34

Figura 5. Subarbol final
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CAPITULO 4: IMPLEMENTACION DEL ALGORITMO

En el capitulo anterior se dio una descripcion del funcionamiento basico del
algoritmo UPGMA, asi como un ejemplo ilustrativo del mismo, para brindar mayor
claridad y entendimiento sobre la manera como este opera. A continuacién se
presentan las distintas estrategias tanto algoritmicas como computacionales que se
llevaron a cabo para lograr que la aplicacion fuese capaz de procesar un gran

namero de secuencias genéticas.

4.1 ETAPAS DE DESARROLLO

El desarrollo del algoritmo se llevo a cabo en 6 etapas hasta obtener el resultado

deseado:

e Primera etapa: Creacion y montaje de la bases de datos que contiene las
secuencias genéticas que seran analizadas.

e Segunda etapa: Creacion del médulo de conexion, que permitird la
interaccidn entre la aplicacion y la base de datos.

e Tercera etapa: Disefio e implementacion de una férmula que fuese la
equivalente a la planteada por Tajima, para lograr que el algoritmo soporte el
analisis de un gran niumero de secuencias genéticas.

e Cuarta etapa: Creacion del médulo para la formacién del GraphDatabases, el
cual sera explicado con detalle en el capitulo 6.

¢ Quinta etapa: Creacion de un area de dibujo 6ptimo para el despliegue del
arbol filogenético generado.

e Sexta etapa: Disefio de la nueva interfaz grafica con todos sus elementos.
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41.1 Creacion de la bases de datos

Debido a que es necesario el manejo de un gran volumen de informacion, y mejorar
la disponibilidad de los datos, fue necesaria la creacion de una base de datos que
permite el almacenamiento sistematico de las secuencias genéticas para su

posterior utilizacion.

Dicha base de datos fue disefiada en MySQL, que es un sistema de gestion de base
de datos relacional, multihilo y multiusuario con méas de seis millones de
instalaciones’®, que opera bajo licencia dual GNU y GPL y que es de facil
comprensién y manejo para usuarios inexpertos. La principal razon por la que se
decidio trabajar con este sistema de gestion de datos, fue porgue este es capaz de
interactuar con el lenguaje de programacion Python, plataforma sobre la cual fue

disefiada la aplicacion.

La base de datos se encuentra estructurada en dos campos:

e Campo de descripcion: El cual contiene el nombre de la secuencia genética.

e Campo de la secuencia: El cual contiene la secuencia en si.

Ejemplo:

Tabla 4. Tabla en MySQL con su respectiva secuencia genética

Descripcion Secuencia

19 <http://dev.mysql.com/tech-resources/articles/dispelling-the-myths.html>. Fecha de consulta: 11 de marzo de 2008.
p ysq p g y
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4.1.2 Creacion del médulo de conexidn

Una vez creada la base de datos se procedié a desarrollar el médulo de conexion,
que permitiria la captura de los datos que serian procesados en el algoritmo
UPGMA.

Para llevar a cabo este paso fue necesaria la implementacion de una libreria
conocida como MySQL-python-1.2.2.win32-py2.5%°, de uso gratuito distribuida por
SourceForge.net, y que tiene la responsabilidad de permitir la interaccion entre el

mddulo de conexion creado en Python y la bases de datos de MySQL.

A continuacién se muestra la implementacion de la conexion con la bases de datos
en Python.

def conectar(self):

""Funcion para conectarse a la bases de datos™"
#Crea la lista lineas que contiene los registros leidos de la bases de datos
self.registro=[]
self. OTUS=[]
db=MySQLdb.connect(host="localhost',user="root',passwd=",db="upgma’)
cursor=db.cursor()
sgl="SELECT secuencia FROM informacionsecuencias"
cursor.execute(sql)

resultado=cursor.fetchall()

cursor.close ()
db.close()

for self.registro in resultado:
self. OTUS.append(self.registro[0])

return self. OTUS

20 http:/ /alexandria.wiki.sourceforge.net/ What+is+SourceForge.net%3F
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4.1.3 Disefio e implementacion de una aproximacion numérica a la férmula a la

de Tajima

Como se menciond en el capitulo anterior, para que se lleve a cabo la ejecucion del
método UPGMA, es necesario que este reciba un conjunto de secuencias genéticas
conocidas como OTUs (Unidad TaxonOomica Operativa). Cada una de estas
secuencias esta conformada por una serie de caracteres llamados nucleétidos, los
cuales estan representados cada uno por una letra distinta, A (Adeline), C
(Cytosine), G (Guanine) y T (Thymine).

Una vez se cargan las secuencias genéticas, en este caso de la base de datos, se
procede a calcular la matriz de distancias que es el célculo de la distancia genética
que existe entra cada una de las OTUs que se estén analizando. ComUnmente para
llevar a cabo el célculo de esta matriz de distancia, es necesario emplear una
técnica conocida como método de Hamming, que consiste basicamente en contar el
namero de cambios que es necesario realizar para que una secuencia sea igual a
otra y dividir entre el total de nucle6tidos. A continuacion se muestra un ejemplo del
método de Hamming

Ejemplo:

1. GGTGGTACTTAAAATAAAGTTAACAATTACATTTTTTTTTTTTCGTTTTCCAAACGTCTTTAATAAGTAAATAAAG
GAGCAATGTAAAATGTTGCAGTTTGCTTGGT

2. CATGGGATGAATTTTAAGATTCAGAAATATCCTTTACTTACATTGTTTTGTTTTTTAAAACTCTCTTCTAGGTCTA
CTTGAAGATTTTTTTCTTCGTTAAGGTTCAA

70

dist(1,2) = —
&.2) 107

=0.654205607466355

Como se puede apreciar, para que la secuencia 1 sea igual a la secuencia 2, es

necesario que en esta se lleve a cabo el cambio de 70 nucledtidos y luego dividirlo
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entre el total de estos, en este caso 107, asi que la distancia de Hamming entre la
secuencia ly 2 es de 0.6542056074766355.

Pero existe un inconveniente, y es que este método en algunos casos falla, ya que
cuando se esta llevando a cabo el analisis de las secuencias se puede presentar el
hecho de que la adquisicion de un mismo caracter en dos nucleétidos no es causa
de una descendencia comun y esto conlleva a que se den mutaciones mdltiples en
el nucledtido o conjunto de nucledtidos. A este fendmeno se le conoce con el

nombre de Homoplasia®.

Para superar este inconveniente se implement6é una formula resuelta por Jukes y

Cantor??, la cual era un factor de correccion:

k(A B) = —%Iog 6[1—% Glist (A, B)j

Donde k(A B) es la distancia corregida y €ist(A B) es la distancia de Hamming.

Esta formula es valida para €ist(A,B) <0.75 , ya que de no ser asi no se puede llevar

a cabo el célculo del logaritmo. Para superar este impase Tajima y Nei plantearon
una nueva formula:

k k®

DAB)=D i —
=1 i(ij m®

23

Donde:

2thttp:/ /attila.inbio.ac.ct:7777/pls/portal30/INBIO_BIODICTIONARY.DYN_WORD_DETAIL.show?p_arg_names=_sh
ow_header&p_arg_values=YES&p_arg names=pTermino&p_arg_values=Homoplasia. Fecha de consulta: 12 de marzo de
2008.

2 JUKES, T.H., y C.R. CANTOR. 1969. Evolution of Proteins Molecules. Pp 21-132 en H:N: MUNRO, ed. Mammalian
protein metabolism. Academis Press, New York.

23 TAJIMA, Fumio. MSATOCHI, Nei. Unbiased Estimation of Evolutionary Distance between Nucleotide Sequences.
Department of population Genetics, Nacional Institute of genetics. University of Chicago. Mol. Biol. Evol. 10(3). Pp. 677-688.
Octubre 6 de 1993.
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http://attila.inbio.ac.cr:7777/pls/portal30/INBIO_BIODICTIONARY.DYN_WORD_DETAIL.show?p_arg_names=_show_header&p_arg_values=YES&p_arg_names=pTermino&p_arg_values=Homoplasia

e k es el nimero total de pares bases que son diferentes en las dos
secuencias y
e mes el total de pares de las secuencias

(k —i)! y ~(n-i)!

e k=m-dist(a,b), por lo tanto: k® =

A continuacién se muestra una implementacién en Python de dicha férmula®*:

self.s = 0.0

self.d = (int)(self.dist/m)

for | in range(1,self.d+1,1):
self.num = (float)(self.factorial(k))/(self.factorial(k-1))
self.den = (float)(I*((3.0/4.0)**(I-1.0)))*((self.factorial(m))/(self.factorial(m-I)))
self.s += (self.num/self.den)

if self.d == 1.0:
self.num = (float)(self.factorial(k))/(self.factorial(k-1))
self.den = (float)(1*((3.0/4.0)**(0)))*((self .factorial(m))/(self.factorial(m-1)))
self.s = (self.num/self.den)

self.dist = self.s

Pero con esta formula de Tajima y Neil, surge un nuevo inconveniente, y es que

cuando se requiere analizar un gran nimero de secuencias genéticas la formula

falla, ya que esta necesita del multiple calculo de un factorial, como se puede

apreciar en la formula implementada en Pyhon, y cuando el nimero que llega a este

factorial es muy grande la aplicacién arroja un error. Para superar esta limitante fue

necesario replantear esta formula y disefiar una equivalente, que fuese capaz de

particionar los datos que se van generando a medida que se hace la comparacion

nucleotido a nucledtido de las dos secuencias, para que asi los numeros que lleguen

al factorial no sean muy grandes y permitan la ejecucion normal del programa.

?* SANDRA ACERO. ALGORITMO PARA ANALISIS FILOGENETICO: UPGMA (Unweighted Pair Group Method

using Arithmetic averages). Tesis de grado. 2007.
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A continuacion se plantea la nueva implementacion en Pyhton de la férmula de

Tajima y Neil:
self.matDistancia = matrices.create((n),(n))

foriin range(0,n-1,1):
for j in range(i+1,n,1):
self.dist = 0.0
self.otul = OTUS]i]
self.otu2 = OTUSJ[j]

for k1 in range(0,m,1):
if self.otul[k1] != self.otu2[k1]:
self.dist = self.dist + 1

# EQUIVALENCIA DE LA FORMULA DE TAJIMA

self.s =0.0
self.k = (int)(self.dist)

for self.il in range(1,self.k+1,1):

self.num = self.factorial(self.k)/self.factorial(self.k-self.i1)
self.den = self.i1*((3.0/4.0)**(self.i1-1.0))*(self.factorial(m))/(self.factorial(m-self.i1))
self.s += (self.num/self.den)

self.dist = self.s

self.d_ab=0

self.d_ab2=0

self.il =1.0

self.sw=0

while self.il <= self.k and self.sw == 0:
self.tl =1.0
self.t2 = (fact(self k)/fact(self.k-self.i1))/(fact(m)/fact(m-self.il)*pow(0.75,self.il-1)*self.i1)
selfjl=1

while ((self.j1 <= m) and (self.t1 > 1e-20)):
self.ml=m-selfjl1+ 1.0
self.kl = self.k - self,j1 + 1.0
if self.k1l < 1:
self.kl=1.0
self.kil = self.k1 - self.il
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if self.kil < 1:
self.kil = 1.0
self.mil = self.m1 - self.il
if self.mil < 1:
self.mil =1.0
self.tl = self.t1 * self.k1*self.mil/self kil/self.m1
if self.j1 > 1 and selfj1 < self.il+1:
self.tl = self.tl * 4/3
if self.tl < 1e-20:
self.sw=1
self.j1 = self.j1+1
self.tl = self.tl / self.il
self.d_ab = self.d_ab + self.t1
self.d_ab2 = self.d_ab2 + self.t2
self.il = self.il + 1.0

self. matDistancial[j][i] = self.d_ab

self.matDistanciali][j] = self.d_ab

return self. matDistancia

4.1.4 Creacion del modulo para la formacion del GraphDatabases

Los GraphDatabases son representaciones graficas que se pueden hacer con
cualquier tipo de dato, en este caso, con las secuencias genéticas, para obtener
informacion de ellas. Esta definicion y otros pasos posteriores seran desarrollados

en el capitulo 6.

Para el desarrollo de esta etapa fue necesario el disefio de un modulo para la
formacién de GraphDatabases que permitiera poder almacenarlos en una lista para
posteriormente trabajar con ellos. Este modulo lo que hace es que a partir del arbol
filogenético que se generd cuando se ejecutd el método UPGMA, crea una lista que

contiene las cadenas comunes del grupo de OTUs que se analizO para
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posteriormente ser comparados con una nueva OTU para establecer probabilidades

de asociacion.

4.1.5 Creacion de un éarea de dibujo Optimo para el despliegue del é&rbol

filogenético generado

Como se mostrard mas adelante, el software cuenta con tres areas de despliegue
de la informacion. La primera donde muestra las OTUs cargadas de la base de
datos, la segunda donde muestra la matriz de distancia calculada y la tercera donde
despliega el arbol filogenético que fue generado. Un inconveniente que surgio en el
despliegue del arbol por pantalla, fue que cuando se analiza un gran nimero de
secuencias genéticas el arbol que se dibuja es demasiado grande, ya que el tamafio
promedio del &rea que se necesita para que este sea dibujado es de 31257*31257,
lo que equivaldria a 31 monitores de 900*900. El cual es un area demasiado grande
gue no solo era imposible de mostrar por pantalla, sino que ademas provocaba una
demora significativa en el tiempo de ejecucion de la aplicacién y en muchos casos el
desplome del programa por la cantidad de memoria que consumia en el proceso.
Para solucionar este impase fue necesario hacer un gran nimero de prueba y error,
hasta encontrar un area con el tamafio indicado, para el despliegue del arbol sin
importar su tamafio y hacer uso de dos funciones que son zoomin y zoomout, que
son explicadas en el manual del usuario, y que permiten ampliar o disminuir la vista
del arbol. El tamafio ideal del area es de 700*300, lo que despliega un arbol de
tamafo pequeino, pero que haciendo uso de estas dos funciones permite verlo en

sus dimensiones reales.
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4.1.6 Disefio de la nueva interfaz grafica con todos sus elementos

La interfaz grafica que fue disefiada para la aplicacion es una interfaz amigable con
el usuario con distintos elementos que son facilmente reconocidos y manejables.
Una version preliminar de esta interfaz se puede encontrar en los trabajos de Sandra
Acero®, Alejandro Pedrozo®® y Mat Montalvo®’. Para el disefio de esta fue necesario
el uso de un conjunto de médulos incorporados en Python para el disefio de este
tipo de interfaces gréaficas, conocido como Tkinter, que son de facil utilizacion.
Ademés también fue necesaria la utilizacion de un mddulo llamado Pmw para el

disefio de elementos graficos un poco mas complejos y especializados?®.
La interfaz cuenta con diversas areas que son explicadas a continuacion:

1. Area de la barra de menu: Esta se encuentra en la parte superior de la
ventana. Esta conformada por: Bases de datos, Analizar,
GraphDatabases, Ver y Ayuda. Donde cada una esta despliega un

submenu con funciones especificas.

2. Area de la barra de herramientas: Esta se encuentra debajo de la barra
de menu, son una serie de iconos que permiten al usuario acceder de
manera directa a las distintas aplicaciones del programa, sin necesidad
de recurrir a la barra de menu. Los iconos empleados se encuentran

disponibles de manera libre para su utlizacion en el sitio:

25 SANDRA ACERO. ALGORITMO PARA ANALISIS FILOGENETICO: UPGMA (Unweighted Pair Group Method
using Arithmetic averages). Tesis de grado. 2007.

%6 ALEJANDRO PEDROZO. ANALISIS FILOGENETICO DEL VIH BASADO EN EL METODO NEIGHBOR -
JOINING. Tesis de grado. 2007.

7T MAT MONTALVO. ANALISIS FILOGENETICO UTILIZANDO EL METODO “PARSIMONY”. Tesis de grado. 2007.

28 Paquete: Pmw . Release: 1.2 . Date: agosto 4 2003. URL: http://sourceforge.net/projects/pmw/. Fecha de descarga:
Marzo 7 de 2007 9:46 a.m. Administrador del proyecto: Greg McFarlane. Sistema Operativo: OS Independen. Licencia: MIT
License.
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http://www.neatui.com/. Esta pagina por razones de mantenimiento se

encuentra deshabilitada desde el 29 de febrero de 2008 hasta la fecha.

3. Area de visualizacion de las secuencias: Es el area donde son mostradas
las secuencias genéticas que fueron obtenidas de la bases de datos de
MySQL.

4. Area de visualizacion de la matriz de distancia: Es el area donde se
despliega la matriz de distancia que fue obtenida luego de realizar los

respectivos calculos en las OTUs.

5. Area de visualizacion del arbol: Es el area donde es desplegado el arbol
filogenético obtenido a partir de la matriz de distancia. Como se explico
anteriormente este es mostrado en un tamafio reducido pero tiene la
opcién de ser mostrado en tamario real, y puede ser guardado en formato
jpg gracias a la utilizacién de una libreria llamada Python Imaging Library
(PIL), la cual le brinda la posibilidad a Python de procesar imagenes gif y
las ya mencionadas jpg?°.

% Version: PIL 1.1.6. Disponible en: http://www.pythonware.com/products/pil/index.htm. Author: Secret Labs AB
(PythonWare). Desctiption: Python Imaging Library. Name: PIL. Utl: http://www.pythonware.com/products/pil.
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Figura 6. Interfaz gréfica de la aplicacion.

0TUS

ACTTAAAATAAACTTAACAATTACA CG CC. CGTC AATAAGTAAATAAACCAGCAATGTAAAATETTE =
ATCAA AACATTCACAAATATCC ACTTACATTE G AAAACTCTCTTCTACCTCTACTTCAACA o9 |
AACTATTAAA AATCTTCACAC ACATATCCATCACTS A AATCAAACTATCC CCCACATCTTAAAATTA A

AT A AT T A S A A A AT AT SR AT A AATARATATACA AR S ST AT A ST AT A A AR A~ AT T

v
T A AT A ST AT AT A~ A AATAAA AT

MATRIZ DE DISTANCIAS

< Paso Anterior Paso Siguiente =

4

0 1 2 3 4 5 8 7

0 1.41314284055 | 2.55495311954 | 3.02328942723 | 1.60907290958 | 2.08567674372 | 2.55495311954 | 1.77050560375

1.41314284085 1] 1.6385217862 | 2.21950312243 | 1.60907290958 | 3.03328942723 | 1.86395780658 | 2.373968151861

255495311954 1.5386217862 o 1.5385217862 | 1.41314284055 | 2.55495311954 | 3.38034265622 | 1.35696979401

ARBOL FILOGENETICO
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CAPITULO 5: GRAPHDATABASES

En capitulos anteriores se menciona el término GraphDatabases, a continuacion se
dara la definicion formal del término y se explicara en detalle la forma como estas

Bases de Datos fueron integradas con el método UPGMA.

5.1 DEFINICION

Los GraphDatabases son representaciones graficas que se pueden llevar a cabo
con cualquier tipo de dato para facilitar el acceso a la informaciobn que estos
contienen y su posterior extraccion. Con su implementacion lo que se pretende es
mostrar la relacion existente entre los datos, para facilitar la reestructuracion de los
mismo y que se puedan llevar a cabo actualizaciones en la informacion contenida en
ellos. Debido a esto son muy utilizados para el almacenamiento de informacién

genética®.

Cuando se trabaja con este tipo de estructura de datos se cuenta con plena libertad
para decidir qué datos se encuentran conectados entres si para posteriormente
construir un arbol que contenga las distintas relaciones. Una vez completado este
paso para poder llevar a cabo la extraccion de la informacion se puede proceder de
diversas maneras, una de las mas utilizadas es a través de sentencias SQL que son
recibidas por medio de un intérprete disefiado para ese proposito. La principal
desventaja que existe al utilizar sentencias SQL, es que en muchos casos estas
pueden llegar a ser muy complejas y esto conlleva a que a usuarios inexpertos se

les dificulte obtener la informacién que necesitan.

% ADRIAN SILVESCU, DOINA CARAGEA, ANNA ATRAMENTOV. 2002. GraphDatabases. Iowa State University. Pp,
1-14. Fecha de consulta: 5 de Junio de 2007.
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5.2 IMPLEMENTACION DE LOS GRAPHDATABASES CON EL METODO
UPGMA

Como se menciond anteriormente cuando se disefia un GraphDatabases por lo
general se utilizan sentencias SQL para obtener la informacién, pero esto en
algunos casos resulta inconveniente ya que se requiere que la persona que esté
haciendo uso de ellos tenga conocimientos en dicho lenguaje. Por tal motivo, para
su aplicacion en el método UPGMA fue necesario darles otra perspectiva que

facilitara la extraccion de la informacion.

Primeramente se creé un méddulo en Python llamado graDibujarArbolNew, este
modulo fue disefiado para que a partir del arbol filogenético que fue generado, se
cree una lista que contenga las cadenas comunes del grupo de OTUs que se
analiz6. Dichas cadenas, son subgrupos de nucleétidos que las distintas OTUs
tienen en comun y que fueron formados durante el proceso de ejecucion del método
UPGMA. Una vez hecho esto se procede a cargar un archivo en formato FASTA que
contiene una nueva secuencia genética, dicha secuencia es comparada nucleétido a
nucledtido con cada uno de los elementos del GraphDatabases para establecer
probabilidades de asociacion. Estas probabilidades van a permitirle a los
investigadores determinar que tan relacionada esta una secuencia genética recibida

con los distintos grupos genéticos que conforman un arbol filogenético dado
Una vez hecho todo el proceso se despliega por pantalla la informacién y

automaticamente la aplicacién genera un archivo en el disco C:/ donde se encuentra

todo el proceso.
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5.2.1 Captura de la secuencia a comparar

La secuencia genética que va a ser recibida en un archivo se encuentra en formato
FASTA, el cual es muy usado para representar secuencias de ADN. Dicho formato
esta conformado por un area para el encabezado y un &rea para las secuencias. El
encabezado comienza con el simbolo > seguido de un cddigo que identifique a la
secuencia, de una breve descripcion, y por ultimo la longitud de la misma, la cual
esta precedida del simbolo | y la palabra len seguida de =. Y el area de la secuencia
que contiene a la secuencia en si, en la cual luego de escribir la secuencia se debe

dar <Enter>, para que el formato quede completo.

El formato es el siguiente:

>Caodigoldentificador Descripcién |len=(entero)longitud[Enter]
Secuencia[Enter]

A continuacion se muestra un ejemplo con el procedimiento completo para formar el

GraphDatabases y el calculo de las probabilidades para dar mayor claridad.

EJEMPLO:

Sea el GraphDatabases formado al ejecutar el método UPGMA, que esta
conformado por cada uno de los grupos de OTUs que se encuentran en el arbol

filogenético.

[AGTAG---, 'AGTAGT--, 'AGTAGTT-', 'AGTAGGG-1
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Y sea la secuencia AGTAGTTC, que es reciba en un archivo en formato FASTA.

Lo que se procede hacer en comparar nucleétido a nucleétido para ver qué tanta

similitud guardan entre si, para finalmente establecer probabilidades de asociacion.

1. AGTAGTTC
2. AGTAG---

proAsoc(1,2) = g =0.625
proAsoc(1,2) =0.625*100= 62.5%

5.2.2 Interfaz gréafica del GraphDatabases

Una vez el usuario ejecuta el GraphDatabases y carga el respectivo archivo con la
secuencia a comparar se desplegara la ventana de la figura 7, en la cual se
encuentra la OTU de entrada, seguida de las distintas OTUs con las que se armg el
GraphDatabases, las cuales estdn acompafiadas con sus respectivas

probabilidades.
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Figura 7. Interfaz gréafica del GraphDatabases.

& PROBABILIDAD DEL GRAPHDATABASES lﬁ

PROBABILIDADES
OTU DE ENTRADA : AGTAGTTC =

PROBABILIDAD DE ASOCIACION :

oTU 1: 0.0%
oTuU 2 0.0%
oTuU 3: 0.0%
oTU 4 0.0%
oTU & 0.0%
oTU 6 12.5%
oTuU T: 0.0%
oTU 8: 25.0%
oTU 9 0.0%

oTu 10: 0.0%
oTu 11: 0.0%
OTU 12:  0.0%
OTU 13: 12.5% |

TE == —~ - i

Las OTUs que conforman el GraphDatabases van enumeradas, esto para que el
usuario pueda identificar mas facilmente a cual parte del arbol filogenético quedaria

asociada la OTU de entrada, si esta fuese incluida en la bases de datos.
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Figura 8. Numeracion para ser usada en el GraphDatabases.
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CAPITULO 6: PRUEBAS Y RESULTADOS OBTENIDOS

En capitulos anteriores se hizo una descripcion completa sobre los distintos
procedimientos que se llevaron a cabo para que la aplicacion no solo fuese capaz
de interactuar con una base de datos previamente disefiada, sino que ademas
fuese capaz de analizar un gran nimero de secuencias genéticas. En este capitulo
se mostraran los resultados obtenidos al analizar un gran nimero de secuencias de

longitud variable.

6.1 PRUEBAS CON UN GRAN NUMERO DE SECUENCIAS GENETICAS

En la aplicacién fue necesario llevar a cabo pruebas con un gran namero de
secuencias genéticas para comprobar que la aplicacion era capaz de soportar los
distintos calculos que son llevados a cabo. Aunque no es uno de los objetivos
explicitos del programa, también se llevaron a cabo pruebas con secuencias de
gran longitud para asi verificar la eficacia de la implementacion con métodos
numeéricos de la férmula Tajima, la cual es el pilar de la aplicacion, ya que es la que
permite llevar a cabo el andlisis filogenético de un gran nimero de secuencias
genéticas de cualquier longitud. En los resultados que se muestran a continuacion

se incluye también el tiempo de ejecucién de la aplicacion.

Las pruebas que se llevaron a cabo se hicieron en un equipo que presenta las

siguientes caracteristicas:

» Equipo: HP Pavilion Slimline Pc s3041la
o Sistema operativo: Microsoft Windows Vista Home Premium
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o Caracteristicas: Procesador AMD Athlon 64 X2 Dual Core. 2.0 GB de
RAM. 400 GB de disco duro.

Las secuencias que fueron cargadas en la bases de datos de MySQL, son
secuencias reales obtenidas de la siguiente pagina: ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/db,

las cuales son de uso libre.

e Pruebas con secuencias de longitud constante

Tabla 5. Tabla de tiempo de ejecucion con
cantidad de secuencias constante.

[ Namero de Longitud de las | Tiempo de ejecucion '

secuencias secuencias (Milisegundos)

90 8 38283
100 8 41893
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Pruebas con secuencias de longitud variable

Tabla 6. Tabla de tiempo de ejecucidn con cantidad de secuencias
constante.

Numero de | Longitud de las | Tiempo de ejecucién
secuencias secuencias (Milisegundos)

95 212 1068023

Figura 9. Grafico longitud de las secuencias VS tiempo de ejecucion

Secuencias Longitud Constante

50000
45000

40000
35000

30000
25000

20000
15000
10000

5000

Tiempo en Milisegundos

0

W Tiempo de ejecucion

L 8481 8373 11330 | 20722 | 38283 | 41893
(Milisegundos)

43522

B Longitud de las secuencias 8 8 8 8 8 8

B NUumerode secuencias 50 60 70 80 90 100

105
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Figura 10. Gréfico longitud de las secuencias VS tiempo de ejecucion

Secuencias Longitud Variable
c 1200000
Q e
5 .g. 1000000 /
g€ 800000
@3 600000 /
[} gf /
o 2 400000 7
S =
EZ 200000 /—"“"
= 0
secuencias secuencias (Milisegundos)
Numerode Longitud de las T|¢mpq}je
ejecucion
w—Seriesl 95 176 303747
—Seriesl g5 212 1068023

6.2 ANALISIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

La figura 9 se obtuvo a partir de los datos de la tabla 5. Estos datos fueron
incorporados de manera independiente en la bases de datos, la primera tanda de
datos consistio de 43 secuencias de ADN, la segunda tanda fue 90, la tercera de
100 y la quinta de 105, cada una de una longitud de 8 nucledétidos. Anteriormente el
algoritmo estaba limitado a procesara un numero de 10 secuencias

Las pruebas realizadas demuestran que el software es capaz de procesar un gran
namero de secuencias genéticas y ademas también muestran que el tiempo de

ejecucion depende de la cantidad de secuencias que se estan analizando y de la
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manera como Python/Windows (Lenguaje/Sistema Operativo) manejan la memoria
y hacen los procesos de paginacion, ya que se puede ver claramente que el tiempo
crece sigmoidalmente dependiendo del nimero de secuencias.

La figura 10 se obtuvo a partir de los datos de la tabla 6. Estos datos revelan que el
software es capaz no solo de procesar un gran numero de secuencias genéticas,
sino que ademas estas pueden ser de gran longitud, ya que anteriormente el
algoritmo solo podia procesar secuencias cuya longitud no fuese mayor a 170
nucledtidos. Para este caso las secuencias usadas eran 95 y sus longitudes eran
176 y 212 respectivamente. Para observar el desempefio del sistema se realizaron
pruebas con 4 secuencias y el nimero maximo de nucleétidos que se pudo
procesar fue 497. Los resultados obtenidos también demuestran que el tiempo de
ejecucion también depende de la longitud de las secuencias, debido a que este

crecio exponencialmente a medida que estas aumentaron su longitud.

6.3 LIMITANTES DE LA APLICACION

Gracias a los resultados obtenidos se pudo ver claramente que la aplicacién cumple
con el objetivo de que esta fuese capaz de procesar un gran nimero de secuencias
genéticas y afiadi6 el ingrediente de que estas pudiesen ser de gran longitud. Pero
el software tiene una limitante que ya no corresponde al &rea de programacion, y es
que a pesar de que esta procesa grandes numeros de secuencias genéticas,
cuando estas son mayores a 105, este lleva a cabo todo el proceso pero no es
capaz de desplegar la informacion por pantalla, ya que por la cantidad de célculos
que debe desarrollar durante la ejecucion del UPGMA y a que debe mostrarlos
graficamente, muchas veces la memoria del computador es insuficiente para llevar
todo esto a cabo.

Otra solucién que se implement6é para superar este impase, es que el software

cuenta con la opcion de generar un archivo en formato .txt, que contiene todos los
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calculos que fueron generados y ademas es capaz de guardar una imagen que
contiene el &rbol filogenético.
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CAPITULO 7: CONCLUSIONES

En el capitulo anterior se llevo a cabo la descripcion de las distintas pruebas a las
gue fue sometida la aplicacion para corroborar su eficacia. Se llevaron a cabo
pruebas con un gran numero de secuencias genéticas de gran y corta longitud para
analizar el comportamiento del software y de cdmo se ve afectado tanto el tiempo
de ejecucibn como la aplicacion en si, cuando se aumentan el numero de
secuencias en la bases de datos. En este capitulo se mostraran las distintas

conclusiones a las que se llegaron una vez se concluyé el proyecto.

Los objetivos establecidos para el desarrollo y ejecucién del proyecto fueron
cumplidos a cabalidad. El principal de los objetivos que era disefiar una aplicacion
que fuese capaz de procesar un gran numero de secuencias genéticas
almacenadas en una bases de datos aplicando para ello el método para analisis
filogenético UPGMA, fue cumplido con éxito, ya que al concluir este proyecto, se
cuenta con una poderosa herramienta que es capaz de procesar grandes numeros
de secuencias genéticas de gran longitud, superando asi la limitante con la que se
contaba al principio que solo permitia el analisis de maximo 10 secuencias (OTUS)
de una longitud no mayor a 170 nucle6tidos. Ademas se incluyé en la aplicacion una
nueva funcionalidad conocida como GraphDatabases, que permite la prediccion de
asociacioén con una nueva cadena de ADN entrante, la cual podria servir como base
para un futuro proyecto, a través del cual se implemente algin método para analisis
filogenético sin tener que re-calcular la matriz de distancia para incluir una nueva

secuencia dentro del arbol filogenético que ya ha sido generado.
Para poder llevar a cabo la ejecucion del proyecto, fue necesario estudiar y analizar
aspectos correspondientes tanto al area de la genética como al area de la biologia

para asi contar con los conocimientos suficientes y necesarios que permitieran
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avances significativos en la ejecucion del proyecto. Ademas fue necesario llevar a
cabo un estudio profundo del método UPGMA que ya habia sido implementado,
para asi determinar que partes del algoritmo eran necesarios analizar y mejorar
para que se cumplieran los objetivos propuestos y superar las limitantes con las que
este contaba.
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Ejemplo del archivo que es cargado en la bases de datos de MySQL

humanepididymidis01
humanepididymidis02
humanepididymidis03
humanepididymidis04
humanepididymidis05
humanepididymidisO6
humanepididymidis07
humanepididymidis08
humanepididymidis09
humanepididymidis010
humanepididymidis011
humanepididymidis012
humanepididymidis013
humanepididymidis014
humanepididymidis015
humanepididymidis016
humanepididymidis017
humanepididymidis018
humanepididymidis019
humanepididymidis020
humanepididymidis021
humanepididymidis022
humanepididymidis023
humanepididymidis024

ANEXO 1

GGCTCACT
GCAACCAC
CGCCTCTC
GGTTTAGT
GGGCCTCC
CTGGGTCG
CCAGCTTC
CAGACCGT
GGGGGCTG
TTTTATGC
GTCATCAT
CCCGCGTA
CGCTCTTC
GGCACCTT
TTCCTGTC
TCAGGAAA
AAAAGGAA
GAAGAGTC
CACCTTGC
GACCGCAG
GGGGGCGG
AGCCCTGC
TCTCGCAA
CTCAATCC
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ANEXO 2
Ejemplo del archivo que es generado por la aplicacion

Pasos Intermedios

Ejecutando UPGMA

FECHA: 2008-3-22

HORA: 22:1:59

Archivo creado con UPGMA v1.0

SECUENCIAS
AGTAGTTC
AGTAGTTA
AGTAGTAA
AGTAGGGG
AGTAGGGC

MATRIZ DE DISTANCIAS

0 0.125 0.27380952381 0.457010582011
0.27380952381
0.125 0 0.125 0.457010582011 0.457010582011
0.27380952381 0.125 0 0.457010582011
0.457010582011
0.457010582011 0.457010582011 0.457010582011 0
0.125
0.27380952381 0.457010582011 0.457010582011 0.125
0
Inicio
PASO1

Menor distancia 0.125

NUEVA MATRIZ
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0 0.199404761905 0.457010582011 0.36541005291

0.199404761905 0 0.457010582011 0.457010582011
0.457010582011 0.457010582011 0 0.125
0.36541005291 0.457010582011 0.125 0

ARBOL[[0, 1, 0.0625, 'AGTAGTT-', 0.0625, 0.0625], 2, 3, 4]

PASO2

Menor distancia 0.125

NUEVA MATRIZ

0 0.199404761905 0.41121031746
0.199404761905 0 0.457010582011
0.41121031746 0.457010582011 0

ARBOLJ[O, 1, 0.0625, 'AGTAGTT-', 0.0625, 0.0625], 2, [3, 4, 0.0625, 'AGTAGGG-', 0.0625, 0.0625]]

PASO3
Menor distancia 0.199404761905

NUEVA MATRIZ
0 0.434110449735

0.434110449735 0

ARBOL[[[O, 1, 0.0625, 'AGTAGTT-', 0.0625, 0.0625], 2, 0.099702380952380959, 'AGTAGT--',
0.037202380952380959, 0.099702380952380959], [3, 4, 0.0625, 'AGTAGGG-', 0.0625, 0.0625]]

PASO4
Menor distancia 0.434110449735

NUEVA MATRIZ
0
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ARBOLJ[[O, 1, 0.0625, 'AGTAGTT-', 0.0625, 0.0625], 2, 0.099702380952380959, 'AGTAGT--,
0.037202380952380959, 0.099702380952380959], [3, 4, 0.0625, 'AGTAGGG-', 0.0625, 0.0625],
0.21705522486772486, 'AGTAG---', 0.1173528439153439, 0.15455522486772486]
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ANEXO 3
Ejemplo del archivo .jpg que es generado por la aplicacion con el arbol filogenético
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ANEXO 4
Ejemplo del archivo de entrada para el GraphDatabases

>001 secuencia de prueba no real|len=8
AGTAGTTC
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ANEXO 5
Ejemplo del archivo de salida del GraphDatabases

GRAPH DATABASES

FECHA: 2008-3-22

HORA: 22:4:22

Archivo creado con UPGMA v2.0

GRAPH DATABASE

[ ' 'G--T-", 'GG-T-A-T', 'GCTT--C-', '=-nenn ' 'eee-C', -C-ACC-C', 'GGGC---C,,
'GGGC--CC, 'G-----', 'G-e=-", 'GG--GC--', 'GGGGGC-G', 'GGATGCTA, 'G-A--G--, 'GAA-GT-' ‘G-
CCG--G', 'wmememv — ' 'C-G-G-C-, -——A--", TT-G-A-", 'TT-GGAG-, '-GT-ACA, 'C--G-—-', 'C--GC-
T-', 'CC-GC-T-', '"CCAGT-C-, '--en-m- — ' '2-Coener!, 'o-Coennr!, --Co=-C', 'CGC-—-TC', '--CC-TGC, '--
CC---', '--CC-A~, '--CCCA-G', 'AGCCCATG', '-GC----', “GCA----", “GCAC-TT, "-T-e=-', "“T-=-T--", -
TTT-T--, “TTT-TTT, TTTTTTTT, “T-AAT-C', “TC-T--', 'GTCAT-A-, TTCCT--C', '-------- — pa—
- 'CA----', 'CAGA--G-', 'CA--CCT', 'A-GA-C--', 'AGGA-CCA, -----T', '-~-G-A-T', -CTG-A-T',
ATTA--T, ' e A e A e GeoAY -A-G-AA!, -CA-GAAA', -A--A-A', -A-CA-AA!,
“AACA-AA, ‘T-T---A", T-TT-A-A', '-nemenv ' teeee-A, --ACAG', '---TACAG', 'T--TACAG', “ACT-AA-
AAT-T-T-, '“-Ac', '-A=-T-T', “AA--TGT', -CA-T-G-, -CA-TTGC]]

OTU DE ENTRADA:

AGTAGTTC

PROBABILIDADES

OTUl 0.0%
oTu2 0.0%
OTuU3 0.0%
OoTuU4 0.0%
OTUS 12.5%
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OTUG6

oTu7

OTU8

OTuU9

OTU10
OTU11
OoTuU12
OoTuU13
oTu14
OTU15
OTU16
OTuU17
OTU18
OTU19
OoTuU20
oTu21
oTu22
oTu23
oTu24
OTU25
OTU26
oTu27
oTu28
oTu29
OTU30
OTuU31
OTU32
OTU33
OoTuU34
OTU35
OTU36
OoTu37
OoTuU38
OTU39

12.5%
0.0%
12.5%
25.0%
25.0%
25.0%
0.0%
0.0%
25.0%
25.0%
37.5%
0.0%
12.5%
12.5%
0.0%
0.0%
12.5%
0.0%
0.0%
12.5%
0.0%
0.0%
12.5%
12.5%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
12.5%
37.5%
25.0%
0.0%
0.0%
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