UNIVERSIDAD PERUANA CAYETANO HEREDIA

FACULTAD DE CIENCIAS Y FILOSOFIA

DEPARTAMENTO BIOQUIMICA, BIOLOGIA MOLECULAR Y FARMACOLOGIA

SECCION BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

BIOINFORMÁTICA 2006-I

Prof. Mirko Zimic

AULA INTERACTIVA # 2
Alineamiento múltiple, Matrix-plot, BLAST.

Primera parte:

El análisis de las similitudes y diferencias a nivel de bases o aminoácidos individuales busca inferir relaciones estructurales, funcionales y evolutivas entre las secuencias en estudio.  El método comparativo más común es el alineamiento de secuencias. Este puede involucrar dos secuencias (“pairwise alignment”) o más de dos secuencias (“multiple alignment”).  Un objetivo del alineamiento de secuencias es determinar si dos o más secuencias presentan una similitud suficiente que justifique la inferencia de una homología evolutiva entre ellas. La homología indica si dos secuencias son homólogas o no, dependiendo del grado de similitud y la significancia estadística del alineamiento.

Es poco probable que dos proteínas con secuencias similares de aminoácidos hayan evolucionado independientemente. Tales similitudes indican, por lo tanto, que las dos proteínas deben estar relacionadas y que comparten un ancestro común.  Las proteínas relacionadas se dice que son homólogas.

Durante la evolución, los genes sufren mutaciones (por ej.: cambios puntuales, rearreglos, duplicaciones). Como resultado, algunos productos génicos (proteínas) sufren cambios, por ej.: su estructura primaria es alterada, generalmente por un aminoácido a la vez (aunque modificaciones únicas más drásticas pueden también ocurrir).  Además de estas mutaciones puntuales (sustitución de un aminoácido por otro), la secuencia de una proteína puede perder algunos de sus aminoácidos (mutación por deleción) o tener aminoácidos insertados (mutación por inserción).  Estos cambios posibilitan que ciertas proteínas contengan regiones que presentan homología con varias otras proteínas.  Si se examinan las diferencias entre dos proteínas homólogas, se observa una tendencia general de encontrar residuos de aminoácidos químicamente similares en la misma posición (residuos conservados) en ciertas regiones.  La sustitución, por ejemplo, de un residuo acídico (ej.: Glu por Asp) es probable de tener una menor consecuencia para las interacciones con residuos cercanos que la sustitución de Glu por Val, un residuo hidrofóbico.  

Al encontrar un alto grado de similitud de secuencia entre dos proteínas, uno podría inferir que comparten una historia evolutiva común, y a partir de ello podríamos anticipar que tendrán estructuras 3D similares así como funciones biológicas similares.  Todo esto tomando en cuenta que las condiciones del medio ambiente se mantengan las mismas, de manera que la función se haya preservado durante el curso de la evolución.

Matrices de sustitución

Para incrementar la sensibilidad de los alineamientos se utilizan matrices de sustitución. Este método se usa para alinear secuencias homólogas de organismos muy cercanos.  Las matrices de sustitución están basadas en el análisis de la frecuencia con la cual un aminoácido dado es observado de ser reemplazado por otros aminoácidos entre proteínas para las cuales las secuencias pueden ser alineadas. Estos métodos se basan en el hecho de que ciertos residuos de aminoácidos pueden reemplazarse fácilmente unos a otros en proteínas relacionadas, debido a sus propiedades fisicoquímicas similares (por ej.: polaridad, tamaño, carga). Las matrices de sustitución incluyen un sistema de puntajes que otorga distinto peso a las conservaciones o sustituciones de residuos de aminoácidos, evaluadas para cada par de aminoácidos entre dos secuencias.  Los puntajes (“scores”) de los alineamientos involucran típicamente la construcción de una matriz 20 x 20, en la cual los aminoácidos idénticos y aquellos de carácter similar (sustituciones conservadas) reciben un puntaje mayor que aquellos de carácter distinto (cambios no conservados). De esta manera permiten incrementar la sensibilidad de alineamientos débiles de secuencias de proteínas a ser comparadas.

Una vez que se ha calculado un puntaje (“score”) para un alineamiento dado, es importante determinar si este puntaje es lo suficientemente alto para poder inferir una homología entre las secuencias comparadas.  La evaluación de la significancia estadística de un alineamiento se basa en la comparación del “score” observado con aquel de la distribución esperada de acuerdo a una función de probabilidad contínua, lo que permite hallar la probabilidad de que un alineamiento con un “score” determinado sea simplemente por coincidencia al azar o represente una homología real. La significancia de un alineamiento dependerá de ciertos parámetros particulares del sistema de “score” utilizado, así como del tamaño del espacio de búsqueda empleado. 

Alineamiento Múltiple 

El alineamiento múltiple involucra a varias secuencias simultáneamente. Los métodos se basan en los algoritmos de alineamiento progresivo en los que una serie de alineamientos par a par (“pairwise”) son conducidos para alinear grupos mayores de secuencias que se presumen -de inicio- de ser homólogas.

Uno de los programas de alineamiento múltiple más comúnmente usados es el CLUSTALW. Este programa toma un conjunto de secuencias ingresadas y realiza una búsqueda de homología por comparación “par a par” de las secuencias.  Una matriz de distancia es calculada de acuerdo a la divergencia de cada par de secuencias; con esta matriz se elabora un árbol guía filogenético.  Seguidamente, las secuencias son alineadas progresivamente de acuerdo al orden de la ramificación en el árbol guía.  En cada paso, un algoritmo de programación dinámica es utilizado con una matriz de peso por residuo. La inclusión de “gaps” (espacios) es necesaria puesto que permite representar eventos de inserción o deleción al comparar dos o más secuencias, pero es controlada por un puntaje de penalidad.

Existen muchos otros métodos y programas de alineamiento (MultAlin, ProfilsScan, Macaw, etc.), y se puede verificar que cada uno de ellos puede dar diferentes resultados. Esto no implica que un método sea mejor que otro.  El usuario debe optar cuidadosamente por una técnica particular, haciendo los ajustes finales de alineamiento probablemente a mano.

Uso del servidor ClustalW (versión 1.81) del EMBL

(1) El servidor ClustalW del EMBL se encuentra localizado en la siguiente URL: 

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/

(2) Deben ingresar la dirección de correo electrónico para recibir el resultado del 

alineamiento

(3) Deben ingresar las secuencias de aminoácidos que desean alinear, en alguno de los formatos aceptados. Por ejemplo se puede usar el formato FASTA y enviar estas secuencias de mioglobina de rata, ratón, cerdo y toro:

>gi|48976077|ref|NM_021588.2| Rattus norvegicus myoglobin (Mb), mRNA

CTCCTTTTGTCCTCTTTAGAAGCCACCATGGGGCTCAGTGATGGGGAGTGGCAGATGGTGCTGAACATCT

GGGGGAAAGTGGAGGGCGACCTTGCTGGCCATGGACAGGAAGTCCTCATCAGTCTATTTAAGGCTCACCC

CGAGACCCTGGAAAAGTTCGACAAGTTCAAGAACCTGAAATCCGAGGAAGAGATGAAGAGTTCAGAGGAC

CTGAAGAAGCACGGCTGCACCGTGCTCACAGCCCTGGGTACCATCCTGAAGAAGAAGGGACAACATGCTG

CTGAGATCCAGCCTCTGGCCCAGTCCCACGCCACCAAGCACAAGATCCCGGTCAAGTACCTGGAGTTTAT

CTCAGAAGTCATCATCCAAGTCCTGAAGAAGAGATATTCCGGGGACTTTGGAGCAGATGCTCAGGGCGCC

ATGAGCAAGGCCCTGGAGCTGTTCCGGAATGACATTGCTGCCAAGTACAAGGAGCTGGGCTTCCAGGGCT

GAGCCATGGGCTCCCACTGTCCAGCCCAGCAAGCTGGGACCCAATGTTGTGTAGAAGGTAGAGTGTGCTG

TGCCCTAGGTTAGCAGAGAACAGAAGAGGGGAGCATAGTGTGGCATCTACCCACACCCCTGGGGACAGAG

CTCTGGGCAGCATTGTCCTGGAACCCAGAGGTGCAAAGTGGCCTCTGCTTCCTCAGCTCTGCTGGGTCAT

GCTCAGGTCTCCTGTCACCTAAGTCCCAACCCACTTTCCTCCTGGTTTTGGGAAAAATCTCTTTTCCACT

GTCACATTTGACCCCAAATGCAAGTCACCAGCTAGCAGACACTGACCTTTGAAGGAGACAGAGGGTTACT

TAGAGGGAGTGGAGGGTGGAAAGTGGGCAGGTGAGCATCGGAAGTCTCCAGCTGCTTAGCTTCCCCCTGA

CCCACCTGGTTTCAATAAAACATCCTGCAACTCCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

>gi|21359819|ref|NM_013593.2| Mus musculus myoglobin (Mb), mRNA

CGGACGCGTGGGTCGGGAACTGTTTTAGAAACAGAACATCATCTTCAACATCCAGAGGACTGTCATCCTT

GTCCCTGTGGGTGAGGGAAACAAACACTTGGCTTCAATGTCCCAGGAGAAAGACCCAATTGCTCATCCAG

CCCACGTGGCCTCCAGAAGCCACCATGGGGCTCAGTGATGGGGAGTGGCAGCTGGTGCTGAATGTCTGGG

GGAAGGTGGAGGCCGACCTTGCTGGCCATGGACAGGAAGTCCTCATCGGTCTGTTTAAGACTCACCCTGA

GACCCTGGATAAGTTTGACAAGTTCAAGAACTTGAAGTCAGAGGAAGATATGAAGGGCTCAGAGGACCTG

AAGAAGCATGGTTGCACCGTGCTCACAGCCCTGGGTACCATCCTGAAGAAGAAGGGACAACATGCTGCCG

AGATCCAGCCTCTAGCCCAATCACACGCCACCAAGCACAAGATCCCGGTCAAGTACCTGGAGTTTATCTC

AGAAATTATCATTGAAGTCCTGAAGAAGAGACATTCCGGGGACTTTGGAGCAGATGCTCAGGGCGCCATG

AGCAAGGCCCTGGAGCTCTTCCGGAATGACATTGCCGCCAAGTACAAGGAGCTAGGCTTCCAGGGCTGAG

CCATGGGCTCCCACTGTCCAGCCCACCAAGCTGGGACCCAGTGTTGTGTAGCAAGTAGCGTGTGCAGTGT

TCTAGGTTAGCAGAGAACAGAAGAGGGGAGCATAGTGTGGCATCCACCCACACCCCTGGGGACAGGGCTC

TGGGCAGTGTTACCCTGGAGCCCAGAGGTGCAAAGTGGCCTTCGTCAGCTCTGCCGGGTCATGCTCAGGT

CTCCTAAGTCCCAGTCCATTTTCTTCTGGTTTTGGGAAAATCTCTTTTCCACTGTCACATTTGACCCCAA

ATCCAAGTCACTGACTAGCAGACCCTGACCTTTGGGCGAGATGGAGGGTTGCTTAGAGGGAGTGGAGGGT

GAAAACGGGGCGGTGAGCATCAAGTCTCCCACTGCTCAGCTTCCCGTTGACCCACCTTGTCTCAATAAAA

TATCCTGCGAGTCCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

>gi|47523545|ref|NM_214236.1| Sus scrofa myoglobin (MB), mRNA

CAGAGCCAGGACACCCAGTACGCCCGCACTTGCTCTGTTTCTCTTCTGCAGACTGTGCCATGGGGCTCAG

CGACGGGGAATGGCAGCTGGTGCTGAACGTCTGGGGGAAGGTGGAGGCTGATGTCGCAGGCCATGGGCAG

GAGGTCCTCATCAGGCTCTTTAAGGGTCACCCCGAGACCCTGGAGAAATTTGACAAGTTTAAGCACCTGA

AGTCAGAGGATGAGATGAAGGCCTCTGAGGACCTGAAGAAGCACGGCAACACGGTGCTGACTGCCCTGGG

GGGCATCCTTAAGAAGAAGGGGCATCATGAGGCAGAGCTGACGCCCCTGGCCCAATCGCATGCCACCAAG

CACAAGATCCCTGTCAAGTACCTGGAGTTCATCTCAGAAGCCATCATCCAGGTTCTGCAGAGCAAGCATC

CTGGGGACTTTGGTGCTGACGCCCAGGGAGCCATGAGCAAGGCCCTGGAACTCTTCCGGAACGACATGGC

GGCCAAGTACAAGGAGCTGGGCTTCCAGGGCTAAGCCCCCCAGACGCCCCTCACCCACCCATCCACTTGG

GCCAGGGCCCCCCGCGGAGGGTGGGCGCTGAAGCTCCTGTAGCTGTAGGGTTTGCTTCTGAGTGTTGCTT

TGTTCATGAGAGGTGGGTGGGAGAGGTGGAGGGGCTGGTGGTGGTGGTGGGGGGGTGTTCAGGTGGTTTC

ACGTGCGGCGGGGGGCAGGGAGGTTGAGGGGTGGGGGGGACCAGGTTTTCTGCGGAGGGTCATCACCCTG

GGAACCGGGTGAAGCATGGCTTGGCTCACTGTGGCCCCCAGAGTTTAGGTCCAACTTAACCCACCTCTCC

CCGAAATGCCAGCACAGTCCCTGCCAGCCTCCAAACCGACCCGCGCCTTCCTCCCCGCCTTGAATCACCA

ATCAAGCTGTAACCCTAAACTCCAGCCATAACTCTCTGATCATCACTTTGAAGACAGCAGAACGTCCCTT

AGCCCCGGGAAGGAGGCGTGGGCAGGGTGGGACAGTCACACCCAGCTCCTGGGAGGCGTGGTGTCTGGAA

CCTAAGTACCTTGCAGGTGACGGATGACGCACCCGGTTTTAATAAAAGACTCCGCACTGTC

>gi|27806938|ref|NM_173881.1| Bos taurus myoglobin (MB), mRNA

CAGCTGTCGGAGACAGACACCCAGTCAGTCCCGCCCTTGTTCTTTTTCTCTTCTTCAGACTGCGCCATGG

GGCTCAGCGACGGGGAATGGCAGTTGGTGCTGAATGCCTGGGGGAAGGTGGAGGCTGATGTCGCAGGCCA

TGGGCAGGAGGTCCTCATCAGGCTCTTCACAGGTCATCCCGAGACCCTGGAGAAATTTGACAAGTTCAAG

CACCTGAAGACAGAGGCTGAGATGAAGGCCTCCGAGGACCTGAAGAAGCATGGCAACACGGTGCTCACGG

CCCTGGGGGGTATCCTGAAGAAAAAGGGTCACCATGAGGCAGAGGTGAAGCACCTGGCCGAGTCACATGC

CAACAAGCACAAGATCCCTGTCAAGTACCTGGAGTTCATCTCGGACGCCATCATCCATGTTCTACATGCC

AAGCATCCTTCAGACTTCGGTGCTGATGCCCAGGCTGCCATGAGCAAGGCCCTGGAACTGTTCCGGAATG

ACATGGCTGCCCAGTACAAGGTGCTGGGCTTCCATGGCTAAGCCCCACCCCTGTGCCCCTCACCCCACCC

ACCTGGGCAGGGTGGGCGGGGACTGAATCCCAAGTAGTTATAGGGTTTGCTTCTGAGTGTGTGCTTTGTT

TAGGAGAGGTGGGTGGAAGAGGTGGATGGGTTAGGGGTGGAGGGAGCCTTGGGAGAGGCCTGGGGACCAG

GCTTTCAGTGGAGGGTGCATCAACTTGGGAACCATGAGAAGCTTGACTGTGGCTGGCTGAGTCTGGGTCA

AACTCAACTTTCCTTTCACCTCAATGCCAACCCAATTCCTACCAACCTCTAAACTGACCTGCACCTTTAC

CCTCACCTTAAATCCCCAATCCGAGCTGTCAACATAAACTCCAGCCTAATTCTCTGACCCCATCACCCAG

CCCCTTGAAGACAGCAGAGTGTCTTGCTTGCCCTGAGAAGGAAGTGTGGGCCGGGTGGGACGGCCACACC

CAGCCCTAGGGAGGCATGGAGGCATGGTGTCTGCAACATAAATGTCCCTTCTCAGGTAGGGGAGTGACAC

CTGGTTTAATAAAGGATTTCTCACATC

(4) Solo se hace un copy & paste de la secuencia anterior.

(5) Los resultados aparecen tanto en el navegador como en el e-mail, y un ejemplo típico de éstos es el siguiente:

Búsqueda en bases de datos y comparación de secuencias

La búsqueda por similitud con bases de datos permite alinear una secuencia particular de interés (de ADN o proteína) con cada secuencia disponible en una base de datos. Para ello se cuentan con programas de algoritmos tipo FASTA y BLAST.

BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)

Existen diferentes programas dentro de BLAST

	Programa

	Función


	blastp

	Compara una secuencia aminoacídica con una base de datos de secuencias de proteínas.

	blastn

	Compara una secuencia nucleotídica con una base de secuencias nucleotídicas.

	blastx

	Compara una secuencia nucleotídica traducida en todos los marcos de lectura, con una base de datos de secuencias de proteínas.  Permite encontrar productos potenciales de la traducción a partir de una secuencia nucleotídica desconocida

	tblastn

	Compara una secuencia de proteínas con una base de datos de secuencias nucleotídicas traducidas en todos los marcos de lectura.

	tblastx

	Compara los seis marcos de traducción de una secuencia nucleotídica con los seis marcos de traducción de una base de datos de secuencias nucleotídicas.


Preguntas de Discusión:

1. Describa brevemente los aspectos más importantes de los programas de alineamiento FASTA y BLAST.

2. ¿Cómo influyen los “gaps” en la significancia estadística de los alineamientos?

3. ¿Las mioglobinas de que especies se parecen más? Argumente su respuesta.

Segunda parte: Búsqueda de proteínas homólogas

Buscaremos proteínas homólogas utilizando sistemas basados en similitud de secuencia, empleando el programa BLAST (en el E.M.B.L.) on-line: http://dove.embl-heidelberg.de/Blast2/ 

La secuencia problema es:

>prot0 
MASVRKAFPRRLVGLTSLRAVSTSSMGTLPKQVKIVEVGPRDGLQNEKSIVPTPVKIRLI 
DMLSEAGLPVIEATSFVSPNWVPQMADHSDVLKGIQKFPGINYPVLTPNMKGFEEAVAAGAKEVSVFGAVSELFTRKNANCSIEESFQRFAGVMQAAQAASISVRGYVSCALGCPYEGKVSPAKVAEVAKKLYSMGCYEISLGDTIGVGTPGLMKDMLTAVMHEVPVTALGVHCHDTIGQALANTLVALQMGVSVVDSSVAGLGGCPYAKGASGNLATEDLVYMLNGLGIHTGVNLQKLLEAGDFICQALNRKTSSKVAQATCKL 

1. Copia la secuencia anterior en la ventana central. 

2. Elegir el programa "blastp" y la base de datos "nrdb" (las diferentes opciones disponibles se pueden consultar en los enlaces contiguos). 

3. Seleccionar la matriz BLOSUM62 y enviar el trabajo.

4. ¿De qué proteína se trata? 

5. ¿Cuál es la función de las proteínas homólogas a ella? 

6. ¿Qué significa el gráfico de líneas que acompaña a los resultados? 
7. Una vez obtenido el resultado, bájate a tu ordenador las primeras 6 secuencias (selecciónalas de la lista) y guárdalas en formato de texto. 
El programa BLAST tiene las siguientes variantes:


[image: image1.emf]Choose the BLAST program

Program Input Database

1

blastn DNA DNA

1

blastp protein protein

6

blastx DNA protein

6

tblastn protein DNA

36

tblastx DNA DNA


SEGUNDA PARTE

Recuerde:

Para realizar un alineamiento debe asegurarse de 

· Las secuencias que desea alinear deben ser ‘equivalentes’ (cDNA vs. DNA genómico, genes ortólogos vs. genes parálogos,  proteínas maduras vs. proteínas precursoras,  secuencias sin contenido de regiones de baja complejidad vs. secuencias con regiones de baja complejidad, secuencias con repeticiones vs. secuencias sin repeticiones,  etc.)

· Elija una matriz de score apropiada (PAM o BLOSUM), dependiendo de la distancia evolutiva entre las secuencias que se desea alinear.

· Elija un valor apropiado para el ‘gap opening penalty’

· Elija un valor apropiado para el ‘gap extension penalty’

· Elija el software apropiado, dependiendo si es que va a realizar un alineamiento global o un alineamiento local.

· Elija el servidor online apropiado en caso que desee realizar el alineamiento en línea.

· Revise que no existan secuencias repetitivas *

· Revise que no existan regiones de baja complejidad *

Software a utilizar:

-ClustalW  (puede descargarlo de: http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
-Macaw (puede descargarlo de: http://www.bris.ac.uk/pathandmicro/services/CGR/Common%20Files/MACAWinstructions.htm
Servidores en línea:

ClustalW en el EMBL-EBI:   http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
(Un documento de ayuda para el servidor ClustalW del EMBL-EBI se muestra abajo)

DIALIGN:   http://www.gsf.de/biodv/dialign.html
LALIGN:  http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html
>DM905(MrWr)

MRALIIVDVQNDFCEGGSLAVTGGAALARAISDYLAEAADYHHVVATKNFHIDPGDHFSGTPDYSSSWPPHCVSGTPGADFHPSLDTSAIEAVFYKGAYTGAYSGFEGVDENGTPLLNWLRQRGVDEVDVVGIATDHCVRQTAEDAVRNGLATRVLVDLTAGVSADTTVAALEEMRTASVELVC

>DMA1022(MrWr)

MRALIIVDVQNDFCEGGSLAVTGGAALARAISDYLAEAADYHHVVATKNFHIDPGDHFSGTPDYSSSWPPHCVSGTPGADFHPSLDTSAIEAVFYKGAYTGAYSGFEGVDENGTPLLNWLRQRGVDEVDVVGIATDHCVRQTAEDAVRNGLATRVLVDLTAGVSADTTVAALEEMRTASVELVCSYLMAPP

>H37RV(sens)

MRALIIVDVQNDFCEGGSLAVTGGAALARAISDYLAEAADYHHVVATKDFHIDPGDHFSGTPDYSSSWPPHCVSGTPGADFHPSLDTSAIEAVFYKGAYTGAYSGFEGVDENGTPLLNWLRQRGVDEVDVVGIATDHCVRQTAEDAVRNGLATRVLVDLTAGVSAIPPSPRWRRCAPPASSWFAAT

>MA2285(MsWs)

MRALIIVEVQNDFCEGGSLAVTGGAALARAISDYLAEAADYHHVVATKDFHIDPGDHFSGTPDYSSSWPPHCVSGTPGADFHPSLDTSAIEAVFYKGAYTGAYSGFEGVDENGTPLLNWLRQRGVDEVDVVGIATDHCVRQTAEDAVRNGLATRVLVDLTAGVSADTTVAVAGGDAHSPASSWFA

>MA2337(MsWs)

MRALIIVDVQNDFCEGGSLAVTGGAALARAISDYLAEAADYHHVVATKDFHIDPGDHFSGTPDYSSSWPPHCVSGTPGADFHPSLDTSAIEAVFYKGAYTGAYSGFEGVDENGTPLLNWLRQRGVDEVDVVGIATDHCVRQTAEDAVRNGLATRVLVDLTAGVSADTTVAALEEMRTASVELVCSS

>MA2513(MrWr)

MRALIIVDSAERLLRGWLAGGNRWRRAGPRHQRLPGRAADYHHVVATKDFRIDPGDHFSGTPDYSSSWPPHCVSGTPGADFHPSLDTSAIEAVFYKGAYTGAYSGFEGVDENGTPLLNWLRQRGVDEVDVVGIATDHCVRQTAEDAVRNGLATRVLVDLTAGVSAIPPSPRWRRCAPPASELVCSS

>MBOVIS(MrWr)

MRALIIVDVQNDFCEGGSLAVTGGAALARAISDYLAEAADYHHVVATKDFHIDPGDDFSGTPDYSSSWPPHCVSGTPGADFHPSLDTSAIEAVFYKGAYTGAYSGFEGVDENGTPLLNWLRQRGVDEVDVVGIATDHCVRQTAEDAVRNGLATRVLVDLTAGVSADTTVAALEEMRTASVELVCSPDGTA

>MDR2491(MrWr)

MRALIIVDVQNGFCEGGSLAVTGGAALARAISDYLAEAADYHHVVATKDFHIDPGDHFSGTPDYSSSWPPHCVSGTPGADFHPSLDTSAIEAVFYKGAYTGAYSGFEGVDENGTPLLNWLRQRGVDEVDVVGIATDHCVRQTAEDAVRNGLATRVLVDLTAGVSADTTVAALEEMRTASVELVCSS

>VBP33(MrWr)

MRALIIVDVQNDFCEGGSLAVTGGAALARAISDYLAEAADYHHVVATKDFHIDPGDHFSGTPDYSSSWPPHCVSGTPGADFHPSPDTSAIEAVFYKGAYTGAYSGFEGVDENGTPLLNWLRQRGVDEVDVVGIATDHCVRQTAEDAVRNGLATRVLVDLTAGVSADTTVAALEEMRTASVELVCSYLMAPP

>giU59967

MRALIIVDVQNDFCEGGSLAVTGGAALARAISDYLAEAADYHHVVATKDFHIDPGDHFSGTPDYSSSWPPHCVSGTPGADFHPSLDTSAIEAVFYKGAYTGAYSGFEGVDENGTPLLNWLRQRGVDEVDVVGIATDHCVRQTAEDAVRNGLATRVLVDLTAGVSADTTVAALEEMRTASVELVCSS

////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////

>giU59967

ATGCGGGCGTTGATCATCGTCGACGTGCAGAACGACTTCTGCGAGGGTGGCTCGCTGGCGGTAACCGGTGGCGCCGCGCTGGCCCGCGCCATCAGCGACTACCTGGCCGAAGCGGCGGACTACCATCACGTCGTGGCAACCAAGGACTTCCACATCGACCCGGGTGACCACTTCTCCGGCACACCGGACTATTCCTCGTCGTGGCCACCGCATTGCGTCAGCGGTACTCCCGGCGCGGACTTCCATCCCAGTCTGGACACGTCGGCAATCGAGGCGGTGTTCTACAAGGGTGCCTACACCGGAGCGTACAGCGGCTTCGAAGGAGTCGACGAGAACGGCACGCCACTGCTGAATTGGCTGCGGCAACGCGGCGTCGATGAGGTCGATGTGGTCGGTATTGCCACCGATCATTGTGTGCGCCAGACGGCCGAGGACGCGGTACGCAATGGCTTGGCCACCAGGGTGCTGGTGGACCTGACAGCGGGTGTGTCGGCCGATACCACCGTCGCCGCGCTGGAGGAGATGCGCACCGCCAGCGTCGAGTTGGTTTGCAGCTCC

>H37Rv(sens)

ATGCGGGCGTTGATCATCGTCGACGTGCAGAACGACTTCTGCGAGGGTGGCTCGCTGGCGGTA

ACCGGTGGCGCCGCGCTGGCCCGCGCCATCAGCGACTACCTGGCCGAAGCGGCGGACTACCATC

ACGTCGTGGCAACCAAGGACTTCCACATCGACCCGGGTGACCACTTCTCCGGCACACCGGACTA

TTCCTCGTCGTGGCCACCGCATTGCGTCAGCGGTACTCCCGGCGCGGACTTCCATCCCAGTCTG

GACACGTCGGCAATCGAGGCGGTGTTCTACAAGGGTGCCTACACCGGAGCGTACAGCGGCTTCG

AAGGAGTCGACGAGAACGGCACGCCACTGCTGAATTGGCTGCGGCAACGCGGCGTCGATGAGGT

CGATGTGGTCGGTATTGCCACCGATCATTGTGTGCGCCAGACGGCCGAGGACGCGGTACGCAAT

GGCTTGGCCACCAGGGTGCTGGTGGACCTGACAGCGGGTGTGTCGGCGATACCACCGTCGCCGC

GCTGGAGGAGATGCGCACCGCCAGCGTCGAGTTGGTTTGCAGCTACC

>DM905(MrWr)

ATGCGGGCGTTGATCATCGTCGACGTGCAGAACGACTTCTGCGAGGGTGGCTCGCTGGCGGT

AACCGGTGGCGCCGCGCTGGCCCGCGCCATCAGCGACTACCTGGCCGAAGCGGCGGACTACCAT

CACGTCGTGGCAACCAAGAACTTCCACATCGACCCGGGTGACCACTTCTCCGGCACACCGGACT

ATTCCTCGTCGTGGCCACCGCATTGCGTCAGCGGTACTCCCGGCGCGGACTTCCATCCCAGTCT

GGACACGTCGGCAATCGAGGCGGTGTTCTACAAGGGTGCCTACACCGGAGCGTACAGCGGCTTC

GAAGGAGTCGACGAGAACGGCACGCCACTGCTGAATTGGCTGCGGCAACGCGGCGTCGATGAGG

TCGATGTGGTCGGTATTGCCACCGATCATTGTGTGCGCCAGACGGCCGAGGACGCGGTACGCAA

TGGCTTGGCCACCAGGGTGCTGGTGGACCTGACAGCGGGTGTGTCGGCCGATACCACCGTCGCC

GCGCTGGAGGAGATGCGCACCGCCAGCGTCGAGTTGGTTTGCAG

>DM984(MrWs)

ATGCGGGCGTTGATCATCGTCGACGTGCAGAAC

GACTTCTGCGAGGGTGGCTCGCTGGCGGTAACCGGTGGCGCCGCGCTGGCCCGCGCCATCAGCG

ACTACCTGGCCGAAGCGGCGGACTACCATCACGTCGTGGCAACCAAGGACTTCCACATCGACCC

GGGTGACCACTTCTCCGGCACACCGGACTATTCCTCGTCGTGGCCACCGCATTGCGTCAGCGGT

ACTCCCGGCGCGGACTTCCATCCCAGTCTGGACACGTCGGCAATCGAGGCGGTGTTCTACAAGG

GTGCCTACACCGGAGCGTAGAGCGGCTTCGAAGGAGTCGACGAGAACGGCACGCCACTGCTGAA

TTGGCTGCGGCAACGCGGCGTCGATGAGGTCGATGTGGTCGGTATTGCCACCGATCATTGTGTG

CGCCAGACGGCCGAGGACGCGGTACGCAATGGCTTGGCCACCAGGGTGCTGGTGGACCTGACAG

CGGGTGTGTCGGCCGATACCACCGTCGCCGCGCTGGAGGAGATGCGCACCGCCAGCGTCGAGTT

GGTTTGCAGCTCC

>DM1022(MrWr)

ATGCGGGCGTTGATCATCGTCGACGTGCAGAACGACTTCTGCGAGGGTGGC

TCGCTGGCGGTAACCGGTGGCGCCGCGCTGGCCCGCGCCATCAGCGACTACCTGGCCGAAGCGG

CGGACTACCATCACGTCGTGGCAACCAAGAACTTCCACATCGACCCGGGTGACCACTTCTCCGG

CACACCGGACTATTCCTCGTCGTGGCCACCGCATTGCGTCAGCGGTACTCCCGGCGCGGACTTC

CATCCCAGTCTGGACACGTCGGCAATCGAGGCGGTGTTCTACAAGGGTGCCTACACCGGAGCGT

ACAGCGGCTTCGAAGGAGTCGACGAGAACGGCACGCCACTGCTGAATTGGCTGCGGCAACGCGG

CGTCGATGAGGTCGATGTGGTCGGTATTGCCACCGATCATTGTGTGCGCCAGACGGCCGAGGAC

GCGGTACGCAATGGCTTGGCCACCAGGGTGCTGGTGGACCTGACAGCGGGTGTGTCGGCCGATA

CCACCGTCGCCGCGCTGGAGGAGATGCGCACCGCCAGCGTCGAGTTGGTTTGCAGCTACC

>MA2285(MsWs)

ATGCGGGCGTTGATCATCGTCGAAGTGCAGAACGACTTCTGCGAGGGTGGCTCGCTGGCGG

TAACCGGTGGCGCCGCGCTGGCCCGCGCCATCAGCGACTACCTGGCCGAAGCGGCGGACTACCA

TCACGTCGTGGCAACCAAGGACTTCCACATCGACCCGGGTGACCACTTCTCCGGCACACCGGAC

TATTCCTCGTCGTGGCCACCGCATTGCGTCAGCGGTACTCCCGGCGCGGACTTCCATCCCAGTC

TGGACACGTCGGCAATCGAGGCGGTGTTCTACAAGGGTGCCTACACCGGAGCGTACAGCGGCTT

CGAAGGAGTCGACGAGAACGGCACGCCACTGCTGAATTGGCTGCGGCAACGCGGCGTCGATGAG

GTCGATGTGGTCGGTATTGCCACCGATCATTGTGTGCGCCAGACGGCCGAGGACGCGGTACGCA

ATGGCTTGGCCACCAGGGTGCTGGTGGACCTGACAGCGGGTGTTTCGGCTGATACCACCGTCGC

CGTCGCTGGAGGAGATGCGCACTCGCCAGCGTCGAGTTGGTTTGCAG

>MA2337(MsWs)

ATGCGGGCGTTGATCATCGTCGACGTGCAGAACGACTTCTGCGAGGGTGGC

TCGCTGGCGGTAACCGGTGGCGCCGCGCTGGCCCGCGCCATCAGCGACTACCTGGCCGAAGCGG

CGGACTACCATCACGTCGTGGCAACCAAGGACTTCCACATCGACCCGGGTGACCACTTCTCCGG

CACACCGGACTATTCCTCGTCGTGGCCACCGCATTGCGTCAGCGGTACTCCCGGCGCGGACTTC

CATCCCAGTCTGGACACGTCGGCAATCGAGGCGGTGTTCTACAAGGGTGCCTACACCGGAGCGT

ACAGCGGCTTCGAAGGAGTCGACGAGAACGGCACGCCACTGCTGAATTGGCTGCGGCAACGCGG

CGTCGATGAGGTCGATGTGGTCGGTATTGCCACCGATCATTGTGTGCGCCAGACGGCCGAGGAC

GCGGTACGCAATGGCTTGGCCACCAGGGTGCTGGTGGACCTGACAGCGGGTGTGTCGGCCGATA

CCACCGTCGCCGCGCTGGAGGAGATGCGCACCGCCAGCGTCGAGTTGGTTTGCAGCTCC

>MA2513(MrWr)

ATGCGGGCGTTGATCATCGTCGACAGTGCAGAACGACTTCTGCGAGGGTGGCTCGCTGGCGGT

AACCGGTGGCGCCGCGCTGGCCCGCGCCATCAGCGACTACCTGGCCGAGCGGCGGACTACCATC

ACGTCGTGGCAACCAAGGACTTCCGCATCGACCCGGGTGACCACTTCTCCGGCACACCGGACTA

TTCCTCGTCGTGGCCACCGCATTGCGTCAGCGGTACTCCCGGCGCGGACTTCCATCCCAGTCTG

GACACGTCGGCAATCGAGGCGGTGTTCTACAAGGGTGCCTACACCGGAGCGTACAGCGGCTTCG

AAGGAGTCGACGAGAACGGCACGCCACTGCTGAATTGGCTGCGGCAACGCGGCGTCGATGAGGT

CGATGTGGTCGGTATTGCCACCGATCATTGTGTGCGCCAGACGGCCGAGGACGCGGTACGCAAT

GGCTTGGCCACCAGGGTGCTGGTGGACCTGACAGCGGGTGTTTCGGCGATACCACCGTCGCCGC

GCTGGAGGAGATGCGCACCGCCAGCGTCTGAGTTGGTTTGCAGCTCC

>MA2532(MrWr)

ATGCGGGCGTTGATCATCGTCGACAGTGCAGAACGGCTTC

TGCGAGGGTGGCTCGCTGGCGGTAACCGGTGGCGCCGCGCTGGCCCGCGCCATCAGCGACTACC

TGGCCGAAGCGGCGGACTACCATCACGTCGTGGCAACCAAGGACTTCCACATCGACCCGGGTGA

CCACTTCTCCGGCACACCGGACTATTCCTCGTCGTGGCCACCGCATTGCGTCAGCGGTACTCCC

GGCGCGGACTTCCATCCCAGTCTGGACACGTCGGCAATCGAGGCGGTGTTCTACAAGGGTGCCT

ACACCGGAGCGTACAGCGGCTTCGAAGGAGTCGACGAGAACGGCACGCCACTGCTGAATTGGCT

GCGGCAACGCGGCGTCGATGAGGTCGATGTGGTCGGTATTGCCACCGATCATTGTGTGCGCCAG

ACGGCCGAGGACGCGGTACGCAATGGCTTGGCCACCAGGGTGCTGGTGGACCTGACAGCGGGTG

TCGGCCGATACCACCGTCGCCGCGCTGGAGGAGATGCGCACCGCCAGCGTCGAGTTGGTTTGCA

G

>MDR2491(MrWr)

ATGCGGGCGTTGATCATCGTCGACGTGCAGAACGGCTTCTG

CGAGGGTGGCTCGCTGGCGGTAACCGGTGGCGCCGCGCTGGCCCGCGCCATCAGCGACTACCTG

GCCGAAGCGGCGGACTACCATCACGTCGTGGCAACCAAGGACTTCCACATCGACCCGGGTGACC

ACTTCTCCGGCACACCGGACTATTCCTCGTCGTGGCCACCGCATTGCGTCAGCGGTACTCCCGG

CGCGGACTTCCATCCCAGTCTGGACACGTCGGCAATCGAGGCGGTGTTCTACAAGGGTGCCTAC

ACCGGAGCGTACAGCGGCTTCGAAGGAGTCGACGAGAACGGCACGCCACTGCTGAATTGGCTGC

GGCAACGCGGCGTCGATGAGGTCGATGTGGTCGGTATTGCCACCGATCATTGTGTGCGCCAGAC

GGCCGAGGACGCGGTACGCAATGGCTTGGCCACCAGGGTGCTGGTGGACCTGACAGCGGGTGTG

TCGGCCGATACCACCGTCGCCGCGCTGGAGGAGATGCGCACCGCCAGCGTCGAGTTGGTTTGCA

GCTCC

>VBP13(MrWr)

ATGCGGGCGTTGATCATCGTCGACGTGCAGAACGACTTCTGCGAGGGTGGCTCGCTGGCG

GTAACCGGTGGCGCCGCGCTGGCCCGCGCCATCAGCGACTACCTGGCCGAAGCGGCGGACTACC

ATCACGTCGTGGCAACCAAGGACTTCCACATCGACCCGGGTGACCACTTCTCCGGCACACCGGA

CTATTCCTCGTCGTGGCCACCGCATTGCGTCAGCGGTACTCCCGGCGCGGACTTCCATCCCAGT

CTGGACACGTCGGCAATCGAGGCGGTGTTCTACAAGGGTGCGCGTACAGCGGCTTCGAAGGAGT

CGACGAGAACGGCACGCCACTGCTGAATTGGCTGCGGCAACGCGGCGTCGATGAGGTCGATGTG

GTCGGTATTGCCACCGATCATTGTGTGCGCCAGACGGCCGAGGACGCGGTACGCAATGGCTTGG

CCACCAGGGTGCTGGTGGACCTGACAGCGGGTGTGTCGGCCGATACCACCGTCGCCGCGCTGGA

GGAGATGCGCACCGCCAGCGTCGAGTTGGTTTGCAGCTACC

>VBP33(MrWr)

ATGCGGGCGTTGATCATCGTCGACGTGCAGAACGACTTCTGCGAGGGTGGCTC

GCTGGCGGTAACCGGTGGCGCCGCGCTGGCCCGCGCCATCAGCGACTACCTGGCCGAAGCGGCG

GACTACCATCACGTCGTGGCAACCAAGGACTTCCACATCGACCCGGGTGACCACTTCTCCGGCA

CACCGGACTATTCCTCGTCGTGGCCACCGCATTGCGTCAGCGGTACTCCCGGCGCGGACTTCCA

TCCCAGTCCGGACACGTCGGCAATCGAGGCGGTGTTCTACAAGGGTGCCTACACCGGAGCGTAC

AGCGGCTTCGAAGGAGTCGACGAGAACGGCACGCCACTGCTGAATTGGCTGCGGCAACGCGGCG

TCGATGAGGTCGATGTGGTCGGTATTGCCACCGATCATTGTGTGCGCCAGACGGCCGAGGACGC

GGTACGCAATGGCTTGGCCACCAGGGTGCTGGTGGACCTGACAGCGGGTGTGTCGGCCGATACC

ACCGTCGCCGCGCTGGAGGAGATGCGCACCGCCAGCGTCGAGTTGGTTTGCAGCTACC

>MBOVIS(MrWr)

ATGCGGGCGTTGATCATCGTCGACGTGCAGAACGACTTCTGCG

AGGGTGGCTCGCTGGCGGTAACCGGTGGCGCCGCGCTGGCCCGCGCCATCAGCGACTACCTGGC

CGAAGCGGCGGACTACCATCACGTCGTGGCAACCAAGGACTTCCACATCGACCCGGGTGACGAC

TTCTCCGGCACACCGGACTATTCCTCGTCGTGGCCACCGCATTGCGTCAGCGGTACTCCCGGCG

CGGACTTCCATCCCAGTCTGGACACGTCGGCAATCGAGGCGGTGTTCTACAAGGGTGCCTACAC

CGGAGCGTACAGCGGCTTCGAAGGAGTCGACGAGAACGGCACGCCACTGCTGAATTGGCTGCGG

CAACGCGGCGTCGATGAGGTCGATGTGGTCGGTATTGCCACCGATCATTGTGTGCGCCAGACGG

CCGAGGACGCGGTACGCAATGGCTTGGCCACCAGGGTGCTGGTGGACCTGACAGCGGGTGTGTC

GGCCGATACCACCGTCGCCGCGCTGGAGGAGATGCGCACCGCCAGCGTCGAGTTGGTTTGCAGT

CC

III. SEGUNDA PARTE

Recuerde:

Un alineamiento matricial permite: 

· Encontrar regiones repetitivas

· Encontrar secuencias palindrómicas

· Encontrar transversiones

· Encontrar inversiones

· Predecir estructura secundaria (encontrar ‘tallos y loops’)

· Se necesitan definir 2 parámetros: (tramaño de ventana y nivel de restricción)

· El gran inconveniente es que no maneja ‘gaps’

Software a utilizar:

DotPlot
Servidores en línea para realizar Matrix Plot:

Fr33: 

http://www.fr33.net/bio/na_dotplot.php
MatrixPlot: 
http://www.cbs.dtu.dk/services/MatrixPlot/
DNAdot:
http://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit/dnadot/
DotPlot:
http://caliban.mpiz-koeln.mpg.de/~stueber/genexpert/dotplot/dotplot.html
Servidor BLAST:

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

Matrix Plot

1) Examine el funcionamiento y las propiedades del programa DotPlot  (d:\bioinfo\windot\DOTPLOT).

2) Realice un matrix plot de la secuencia de ADN del gen GLURP de plasmodium falciparum consigo misma e identifique si existen secuencias repetidas. El acceso al Genbank para el gen GLUR es: AF247634
3) En la ventana ‘Box’, ejecute el comando ‘Alignement Box’. Mueva el mouse primero horizontalmente (izquierda-derecha), y luego verticalmente (arriba-abajo). Observe los ‘hits’ de identidad que se generan dependiendo de los parámetros W y S escogidos.

4) Analizar la secuencia de aminoácidos de H37RV en un matriz plot consigo misma. Pruebe los parámetros (W,S): (10,6), (10,5), (10,3)

5) Realice un matriz plot entre H37RV y Msmegmatis

6) Realizar un matrix plot entre  las proteínas de 23 y 32KDa.

7) Realizar un matrix plot entre las proteínas 32K y Tsol45

8) Repita los pasos del (4) y (5), pero esta vez analizando las secuencias de ADN.

Secuencias:

>H37RV(sens)

MRALIIVDVQNDFCEGGSLAVTGGAALARAISDYLAEAADYHHVVATKDFHIDPGDHFSGTPDYSSSWPPHCVSGTPGADFHPSLDTSAIEAVFYKGAYTGAYSGFEGVDENGTPLLNWLRQRGVDEVDVVGIATDHCVRQTAEDAVRNGLATRVLVDLTAGVSAIPPSPRWRRCAPPASSWFAAT

>MBOVIS(MrWr)

MRALIIVDVQNDFCEGGSLAVTGGAALARAISDYLAEAADYHHVVATKDFHIDPGDDFSGTPDYSSSWPPHCVSGTPGADFHPSLDTSAIEAVFYKGAYTGAYSGFEGVDENGTPLLNWLRQRGVDEVDVVGIATDHCVRQTAEDAVRNGLATRVLVDLTAGVSADTTVAALEEMRTASVELVCSPDGTA

>smegmatis

MRALIVVDVQNDFCEGGSLAVTGGAAVARGITELLAGDHGYDHVVATMDFHIDPGEHFSDTPDYQVSWPRHCVADTPGAEFHPEFDAGAVEVVFRKGHYSAAYSGFEGTDESGTTLADWLRERDVDAVDVVGIATDYCVAATAADAAGAGFATRVLTRLTAGVAPESTTAAVDQLRSCRSDDQLTRG

>kansasii

MRTLIIVDLQNDFCEGGSVPVAGADRLARAINDYLAGRPGYRHVVATEDFHIDPGDHFSDRPDYCSSWPAHCRAGSRGADIHPDLDTGQLEAVFRKGAYGAAYSGAEGVDEHGTTLVDWLRQRGIDEVDVVGVATDHCVRCTAEDMDRAGFATRVLVDLTAGASADTTDEALTQLRTAGIGLIRTR

>avium

MRALIIVDVQNDFCEGGSVPVAGGAAVAPPSTPTWTTLPGYDYVVVATQDFHIDPGDHFSDRPDYSSSWPAHCLAGSAGADFRPELDTTRVDAVFRKGAYAAGYSGFEGVDDNGTPLLEWLRRRGVDEVDVVGIATDHCVRRTAEDAARAGLTTRVLVHLTAAAAEDSAARALDEMRSAGIELVGAR

>32KDa

MSFQLYLILLVTSVLAEKDKATTEPPIGQYFHWGEVDFQSVSLSWETEKLHSLLDAEITIKAVLTPGPGPERSTIAYLSDGEVTLDGLIPNSSYAVTAAVVRGKTTILELKKNIQTKVVDKSLIEKFFHWGPITAKSISLRWDLEGQDDLLDGVIQMTAVRNSDPTSKTTTSEPFSKGKATLDGLVSNSLYAVTVTGLVEGYKYFDFTENIKTLDTGHGKGGVARTGGFGITSVVVGLLFTCMALVLD

>23KDa

MAEARAIEEQKRRAEEEERTRKKREEEQRKREERERKRAEFAEKSKLTTRRNFVINKKAGSVEQVEEVKHEEVQKSKEQLEAERKAILEQRIQPLQIDGLKGEQLRAKAKELNDIILRLEGDKYDLEQRFSRQSYDMQELAERARQMNKGDKRGTKVQNTPDPLAAKISGLPPKISMYSEYERVKDHRSFSERQGVFSGPLFVERYERIEPKVHVVMTEDGFQVGDAPQHPPPPPEPGVPAEPTEPVAVTAE

>Tsol45_1A

MASQFHLILLLTSILAGNHKATSREVGREQPLHSLFLWGPPFSTKIGLSWDRGAFSEDGDKVLTLKAALTSDPNNTKTTYQILGYGRATLKGLTPNTSYIVTATANLSGNTILVLRKHIHTPLDDTNPMENYFHWGPVTNQSIQVSWDQLDPEDARSMIVTLTAEMASNPSVERSESAIPSVGRITVDGLMPDTLYIATLTVLENGRQFLTSTRDIRTLKTGHGGVTVVTTSGSGIASAILGLLFTCTVLVLA

>Glurp

ATGAGAAACCTTTTCCATATTACCATTTGTTTAGTTACACTTAATTTATTTATATTGGAAATAAATGCAA

AAACCAATACAAGTGAGAATAGAAATAAACGAATCGGGGGTCCTAAATTAAGGGGTAATGTTACAAGTAA

TATAAAGTTCCCATCAGATAACAAAGGTAAAATTATAAGAGGTTCGAATGATCAACTTAATAAAAACTCT

GAAGATGTTTTAGAACAAAGCGAAAAATCGCTTGTTTCAGAAAATGTTCCTAGTGGATTAGATATAGATG

ATATCCCTAAAGAATCTATTTTTATTCAAGAAGATCAAGAAGGTCAAACTCATTCTGAATTAAATCCTGA

AACATCAGAACATAGTAAAGATTTAAATAATAATGATTCAAAAAATGAATCTAGTGATATTATTTCAGAA

AATAATAAATCAAATAAAGTACAAAATCATTTTGAATCATTATCAGATTTAGAATTACTTGAAAATTCCT

CACAAGATAATTTAGACAAAGATACAATTTCAACAGAACCTTTTCCTAATCAAAAACATAAAGACTTACA

ACAAGATTTAAATGATGAACCTTTAGAACCCTTTCCTACACAAATACATAAAGATTATAAAGAAGAAAAT

TTAATAAATGAAGAAGATTCAGAACCATTTCCCAGACAAAAGCATAAAAAGGTAGACAATCATAATGAAG

AAAAAAACGTATTTCATGAAAATGGTTCTGCAAATGGTAATCAACAAAGTTTGAAACTTAAATCATTCGA

TGAACACTTAAAAGATGAAAAAATAGAAAATGAACCACTTGTTCATGAAAATTTATCCATACCAAATGAT

CCAATAGAACAAATATTAAATCAACCTGAACAAGAAACAAATATCCAGGAACAATTGTATAATGAAAAAC

AAAATGTTGAAGAAAAACAAAATTCTCAAATACCTTCGTTAGATTTAAAAGAACCAACAAATGAAGATAT

TTTACCAAATCATAATCCATTAGAAAATATAAAACAAAGTGAATCAGAAATAAATCATGTACAAGATCAT

GCGCTACCAAAAGAGAATATAATAGACAAACTTGATAATCAAAAAGAACACATCGATCAATCACAACATA

ATATAAATGTATTACAAGAAAATAACATAAACAATCACCAATTAGAACCTCAAGAGAAACCTAATATTGA

ATCGTTTGAACCTAAAAATATAGATTCAGAAATTATTCTTCCTGAAAATGTTGAAACAGAAGAAATAATA

GATGATGTGCCTTCCCCTAAACATTCTAACCATGAAACATTTGAAGAAGAAACAAGTGAATCTGAACATG

AAGAAGCCGTATCTGAAAAAAATGCCCACGAAACTGTCGAACATGAAGAAACTGTGTCTCAAGAAAGCAA

TCCTGAAAAAGCTGATAATGATGGAAATGTATCTCAAAACAGCAACAACGAATTAAATGAAAATGAATTC

GTTGAATCGGAAAAAAGCGAGCATGAACCAGCTGAAAATGAAGAAAGTAGTCTTGAAGAAGGCCATCATG

AAGAAATTGTACCTGAACAAAATAATGAAGAATCAGGTGAAAGTAAATTAGTTGATAATGATGAAGGTGG

TTTTGAAGAAGCTCATCATGAAAATTTTTCATCTGAAGTAAGTAACTCTGAATTAAATGAAAATGAATTT

GTTGAATCTGACAAAAGTGTAACTGAACCTGCTGAACATGAAGAAGTTGTATCTGAAGAAAGCAACCCTG

AACCAGCTGAAAATGAAGAAAGTAGTATAGAAGAAGCTCATCAGGAAGAAATTGTACCTGAACAAAATGA

TGAAGAATCAGGTGAAAGTGGATTAGTTGATAATGAAGAAGGTGATTTTGAAGAACCTAATCATGAAGAA

TTTGAACCTGATCAAAATGACTCTGAATTAAGTGAAAATGAATTAGTTGAATCAGAAAAAAGTGTATCTG

AACCAGCTGAACATGTAGAAATTGTATCAGAAAAAAGTGCATCTGAACCAGCTGAACATGTAGAAATTGT

ATCCGAAAAAAGTGTATCTGAACCAGCTGAACATGTAGAAAGTGTATCTGAACAAAGTAATAACGAACCA

TCCGAAAAGAAAGATGGACCAGTTCCTTCAAAACCATTTGAAGAAATTGAAAAAGTGGATGTTCAACCTA

AAATTGTAGACCTTCAAATAATTGAACCTAATTTTGTTGACTCACAACCAAATCCACAAGAACCAGTTGA

ACCATCATTTGTCAAAATTGAAAAAGTTCCTTCTGAAGAAAATAAACATGCAAGTGTTGATCCTGAAGTA

AAAGAAAAAGAAAATGTATCTGAAGTTGTTGAAGAAAAACAAAATTCACAAGAATCAGTTGAAGAAATTC

CAGTAAATGAGGATGAATTTGAAGATGTTCACACTGAACAATTAGATTTAGATCATAAAACAGTTGATCC

AGAAATAGTAGAAGTTGAAGAAATTCCTTCAGAACTACATGAAAATGAAGTGGCTCATCCAGAAATTGTT

GAAATTGAGGAAGTTTTTCCTGAACCAAATCAAAATAACGAATTTCAAGAAATTAATGAAGATGATAAAA

GTGCACATATTCAGCATGAAATAGTAGAAGTAGAAGAAATACTTCCAGAAGATGATAAAAATGAAAAAGT

TGAACATGAAATAGTAGAAGTTGAAGAAATTCTACCAGAAGATAAAAATGAAAAAGTTCAACATGAAATA

GTAGAGGTTGAAGAAATTCTACCAGAAGATAAAAATGAAAAAGTTCAACATGAAATAGTAGAGGTTGAAG

AAATTCTACCAGAAGATGATAAAAATGAAAAAGTTCAACATGAGATAGTAGAGGTTGAAGAAATTCTACC

AGAAGATGATAAAAATGAAAAAGGTCAACATGAAATAGTAGAGGTTGAAGAAATTCTACCAGAAGATAAA

AATGAAAAAGTTCAACATGAAATAGTAGAGGTTGAAGAAATTCTACCAGAAGATAAAAATGAAAAAGGTC

AACATGAAATAGTAGAGGTTGAAGAAATTCTACCAGAAGATGATAAAAATGAAAAAGTTCAACATGAAAT

AGTAGAGGTTGAAGAAATTCTACCAGAAGATGATAAAAATGAAAAAGGTCAACATGAAATAGTAGAGGTT

GAAGAAATTCTTCCAGAAATTGTTGAAATTGAAGAAGTACCATCACAAACAAATAACAATGAAAATATTG

AAACTATAAAACCAGAAGAAAAAAAGAATGAATTTAGTGTTGTTGAAGAAAAAGCAATTCCACAAGAACC

CGTGGTACCTACATTAAATGAAAATGAAAACGTTACTCCCAAACCATCTGAAGGTGAATCCACTAAACCA

GATATAGTTCAAATTAAAATAGTACAAGAAAATAAACCAAATAAAAAGGAAACACCAGTAGTAGATGGTC

CAAAACATGTAGAACAAAATATACAAGAAGATGATAATGATGAAGAGGATGATGATGATATAGATTTTGA

AGGATTATCAAGAAAAGATGATGAAAAGGATTCATCAAATAAAAATAAAAAGAAATCATCTTTTATAACA

TATATATCTACAAAGAAATTTAAAAAAGTATCTCAAACTATTGTAAGTGTTATGATTAATGCACATGATG

GTGTTATTCAAGTTGTAAGTACAATTAAAGGAATAGCAAAGGATATAGTAATATTTTTCCAAAACATTTA

A

>Msmegmatis ACCCGCCGGTTTCGGCAGTGACGGACTGCCGATCGGCCTACAGTTGATGGGCCGGCCGGGGGCGGACGCG

ACGGTGCTCGGCGCGGGCCGGGCCTTCGAGCGGTACGCCGGTTTCGTCGACTTCACCCCCAACCTCTGAG

AGCGAGGAGAACCATGTCCGATTTCATGCCATCGCAGGAACAGATTTCCGCGGCGTTCGAGTTCGCGGGG

CTGCCCGTGCCGCCGAGCGGCTCGCGGAGAACCACACCACGTATGCCGAGACGCTGGCCCTGATCCGCAA

GGCCTCCACACCCGGGCTGGGGGAGACCGTCCCGGCACTGGGCTTCAAGGCGCACTGGGACTGACGGCAC

CCGAATCTGCAGAGCTGAAAGGAACATCCGGATGGAACTCTACGAACTGCCACTGATCGAGGTCGCCGAG

AAGATCCGCACCAAGGAGGTCTCACCGGTCGAGGTGACCGAGTCGTCGCTCGCACGCCTGGAGGAGGTCG

AACCGCTCCTGACCGCGTTCGTCACCACCACGCCCGAACTCGCTCTCGAGCAGGCCAAGGCCGCCGAAAA

AGAGATCGCCGACGGTAAGTACCGCGGTCCGCTGCACGGAATTCCGCTGGGCGTCAAGGACCTCTACGAC

ACCGCCGGCATCAGGACCACCTCGAGCTCGGCGCAGCGCGCCGACTACGTCCCCGACGCCGACTCTGTTT

CGGTGGCCAAGCTGTACGACGCAGGCATGGTGCTGGTCGGCAAGACCCACACACACGAATTCGCCTACGG

CGCCACCACGCCCACCACGGGCAACCCGTGGGCGCCCGACCGCACCCCGGGCGGATCGAGCGGCGGTTCC

GGTGCCGCGGTCGCCGCTGGCGTCGTGCACGTCGCACTCGGCAGCGATACGGGCGGATCCATCCGCATCC

CGGCCGCGCTGTGCGGCACCGTGGGTCTCAAGCCGACGTACGGGCGCGCGTCGCGCGTCGGTGTCGCCTC

GCTGTCGTGGTCCCTGGACCATGTGGGCCCGCTGAGCCGCAACGTGACCGACGCGGCCCTGGTGATGCAG

GCCATGTCGGGATACGACCGTCGCGATCCGGGGACGGCCAACGTGGCGGTGCCCGACATGGTTTCGGGTA

TCGACGCCGGTGTGGCGGGGAAGAAGATCGGCATCCCGGTCAACTACTACATCGACCGGGTCGCCCCCGA

GGCCGCCGAGGCCGCGAAGGTGGCCGCGGCCACGTTCGAGAAACTCGGCGCCCAACTTGTCGAGGTCGAG

ATCCCGATGGCCGAGCACATCGTGCCGACCGAATGGGCGATCATGATGCCCGAGGCGACCGCGTATCACA

TGGACTACCTGCGCAATTCGCCCGAAAAGTTCACCGACGAGGTCCGCACGCTGCTCGAGGTCGGGGCCGC

CGAACCCGCGGTCGACTACGTCAACGCGATGCGTCTGCGCACCCTGATCCAGACCGCGTGGAACGAGATG

TTCACGGGCATCGACGTGCTGCTGGCCCCCACCGTCGTCGCGCCCGCGACCCTGCGCTCCGACCCGTTCG

TGCGATGGGAGGACGGCACCGTCGAGGCCGCGACCGCCGCGTATGTGCGGCTGTCGGCGCCGGCCAACGT

CACGGGACTGCCGTCGCTCTCGGTGCCCGCGGCGTTCACGGCCGATGGCCTGCCCTTGGGCGTGCAGATC

CTGGGCAAGCCGTTCGCCGAGCCGGAGATCCTGACGTTCGGATATGCCTTGGAGCAGAACACCGATACGG

TCGGGCGGATCGCGCCGGTTCTGGAGAAGGTGGGCTGACATGGCGCTCGGCACCGGCCTGCGGATC

>H37Rv
ATGCGGGCGTTGATCATCGTCGACGTGCAGAACGACTTCTGCGAGGGTGGCTCGCTGGCGGTAACCGGTGGCGCCGCGCTGGCCCGCGCCATCAGCGACTACCTGGCCGAAGCGGCGGACTACCATCACGTCGTGGCAACCAAGGACTTCCACATCGACCCGGGTGACCACTTCTCCGGCACACCGGACTATTCCTCGTCGTGGCCACCGCATTGCGTCAGCGGTACTCCCGGCGCGGACTTCCATCCCAGTCTGGACACGTCGGCAATCGAGGCGGTGTTCTACAAGGGTGCCTACACCGGAGCGTACAGCGGCTTCGAAGGAGTCGACGAGAACGGCACGCCACTGCTGAATTGGCTGCGGCAACGCGGCGTCGATGAGGTCGATGTGGTCGGTATTGCCACCGATCATTGTGTGCGCCAGACGGCCGAGGACGCGGTACGCAATGGCTTGGCCACCAGGGTGCTGGTGGACCTGACAGCGGGTGTGTCGGCCGATACCACCGTCGCCGCGCTGGAGGAGATGCGCACCGCCAGCGTCGAGTTGGTTTGCAGCTCCTGATGGCACCGCCGAACCGGGATGA

