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suMaRIo

el análisis bioinformático de las distintas proteínas es una técnica que se usa diaria-
mente en muchos laboratorios de investigación. Recientemente, el número de proteínas
conocidas ha aumentado exponencialmente gracias a los numerosos avances en los campos
de la secuenciación masiva y la genómica funcional. este trabajo se ha centrado en la
“Major urinary protein 1”, una proteína realmente poco conocida y que por tanto presenta
un mayor interés de ser analizada en cuanto a su evolución filogenética entre las distintas
especies.
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suMMaRY

The analysis of bioinformatic proteins is employed daily in most research laboratories.
due to the amount of massive sequencing and breakthroughs in functional genomics, the
number of known proteins is rising at an exponential rate. The major urinary protein 1 was
chosen due to lack of information with regards to its function and phylogenetic relations.
Therefore, this study will explore its origins and chronology.
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1. InTRoduCCIón

el análisis bioinformático realizado tuvo como objetivo elegir una proteína de
interés, la “Mayor urinary protein 1”, e intentar averiguar sus relaciones filogené-
ticas en las distintas especies. Para ello se realizaron los siguientes análisis bioin-
formáticos: en primer lugar, se realizó un BLasT para ver las secuencias pareci-
das a ésta que existen en las distintas especies, para ello se retocaron los distintos
parámetros hasta encontrar una configuración óptima. en segundo lugar, se guar-
daron y anotaron las distintas secuencias pertenecientes a cada especie y se hizo un
alineamiento de múltiples secuencias (Msa) utilizando tres alineadores distintos
para poder contrastar los resultados. una vez realizado el alineamiento de múlti-
ples secuencias, se utilizó el programa Mega7 mediante tres algoritmos diferentes
para la creación de un árbol filogenético que nos mostrara el emparejamiento de
las distintas especies según la evolución de esta proteína y los antecesores predi-
chos por el programa, con su correspondiente significación estadística. Por último,
se estableció un patrón y una secuencia consenso, de manera que, si en el futuro se
quiere introducir otra proteína en la misma familia que la “Mayor urinary protein
1”, se podría comprobar si ésta se ajusta.

en cuanto a la función de la “Mayor urinary protein 1”, solo se sabe que se
une a feromonas que son excretadas en la orina de los machos y que, por tanto,
tiene relación con el comportamiento sexual de las hembras. además, es un recep-
tor que se activa por insulina y éste está relacionado con muchas funciones bioló-
gicas como la respiración y la regulación del metabolismo.

el organismo en el que se ha identificado esta proteína es el Mus musculus
(Ratón), su identificador en uniProt es P11588 y se abrevia como MuP 1.

2. MéTodos

2.1. BLasT

en primer lugar, hice un p-blast para tener una visión previa de las distintas
especies que tenían proteínas con secuencias parecidas a la MuP 1. en los paráme-
tros excluí todas aquellas proteínas provenientes del Mus musculus ya que sabemos
que este es el organismo de procedencia de la proteína y queremos encontrar la
relación entre distintas especies. además, también se filtraron de la búsqueda todas
aquellas secuencias que o bien solo hubieran sido predichas y no se hubiera obte-
nido en el laboratorio o bien se hubieran obtenido mediante metagenómica (uncul-
tured).
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desde el primer momento, el BLasT ya predijo que la secuencia aminoacídi-
ca de la MuP1 contiene un dominio conservado de la superfamilia de las lipocali-
nas, a saber, varios miembros que comparten una estructura común, definida en
general por la unión de ligandos lipofílicos.

una vez realizado el BLasT, vemos que nos devuelve en primer lugar la
misma proteína que no estaba bien anotada en la base de datos con el nombre de la
especie y que por tanto no había sido filtrada al excluir Mus musculus. una vez eli-
minada ésta, nos fijamos en que en el resto de secuencias encontradas, el porcen-
taje de identidad se encuentra entre el 40% y el 60%, a excepción de la pertene-
ciente al organismo Mus Spretus que es otro tipo de ratón y por tanto también
eliminaremos de la búsqueda.

el siguiente paso fue modificar los parámetros por defecto del BLasT ya que
las identidades no son demasiado altas y por tanto podría haber secuencias que
estuviéramos perdiendo por el camino al tener los parámetros demasiado estrictos:
el Word size lo mantenemos en 6 ya que parece que bajarlo solo serviría para que
el BLasT tardara más en realizarse, puesto que estamos encontrando un número
suficiente de secuencias con este nivel de sembrado. el número máximo de secuen-
cias lo subimos a 250 para poder tener mayor variedad de especies distintas y que
nuestro árbol filogenético sea más rico. además, desactivamos el botón de consul-
tas cortas ya que no queremos que el BLasT nos modifique los parámetros. el
expected threshold lo mantenemos en 10 ya que nos aporta un número suficiente
de secuencias sin subirlo y la matriz la bajamos a una BLossuM más baja, en este
caso, tras probar también varias PaM elegimos la BLossuM 45, para poder
encontrar secuencias más divergentes que con la matriz por defecto. Por otro lado,
mantenemos los valores por defecto de penalización de la creación y extensión de
gaps ya que necesitaríamos tener un mayor conocimiento biológico sobre la prote-
ína para poder retocar este parámetro de forma fiable.

Tras haber cambiado estos parámetros, nos encontramos que hay algunas
secuencias nuevas que antes no estaban y además los e-valores de las que ya habían
aparecido en la primera búsqueda son menores y por tanto estadísticamente más
fiables (incluso hasta un valor de e-74).
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Figura 1. El BLAST nos informa de que tenemos un dominio perteneciente
a la superfamilia de las lipocalinas.



se recogen en la siguiente tabla las 36 secuencias elegidas para la realización
del estudio bioinformático; si bien, de algunas especies cogimos más de una
secuencia para posteriormente corroborar que los algoritmos de creación de árbo-
les filogenéticos habían funcionado correctamente, ya que, a priori, las secuencias
pertenecientes al mismo organismo deberían aparecer en ramas adyacentes.

ESPECIE Accession Number

[Mus musculus] P11588
[Rattus norvegicus] nP_671745.1
[Rattus norvegicus] nP_976070.1
[Mesocricetus auratus] agV07608.1
[Myotis davidii] eLK24596.1
[felis catus] nP_001009233.1
[Canis lupus familiaris] nP_001271390.1
[oryctolagus cuniculus] CCC15303.1
[equus caballus] nP_001075966.1
[Bos taurus] daa26480.1
[Bos mutus] eLR50248.1
[Heterocephalus glaber] eHB13722.1

[sus scrofa] nP_998979.1
[Cavia porcellus] CaX62131.1
[fukomys damarensis] Kfo26747.1
[sus scrofa] 1gM6_a
[Capra hircus] aHz46504.1
[Camelus ferus] ePY89972.1
[Cricetulus griseus] eRe70560.1

[Tupaia chinensis] eLW70591.1
[Macaca mulatta] nP_001165312.1
[Heterocephalus glaber] eHB11625.1
[Tachyglossus aculeatus] aBj90458.1
[Cavia porcellus] nP_001192113.1
[Rattus norvegicus] Caa29100.1
[oncorhynchus masou formosanus] aBY21331.1
[fukomys damarensis] Kfo22774.1
[oreochromis niloticus] CCf55069.1
[oncorhynchus mykiss] CdQ80766.1
[anoplopoma fimbria] aCQ59033.1
[salmo salar] aCI69895.1
[oreochromis niloticus] CCf55070.1
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[Pteropus alecto] eLK07359.1
[Xenopus laevis] nP_001081513.1
[danio rerio] nP_998799.1
[Cavia porcellus] nP_001192113.1

Figura 2. Tabla con las secuencias escogidas.

estos resultados se obtuvieron con los parámetros ya comentados anterior-
mente:

También probé a hacer un PsI-BLasT con 5 interacciones, pero la mayoría de
las secuencias nuevas respecto al p-BLasT eran sólo hipotéticas y, como ya tenía
suficientes secuencias y especies distintas, decidí no incluir ninguna de ellas.
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Figura 3. Parámetros del Blast.



2.2. aLIneaMIenTo de MúLTIPLes seCuenCIas (Msa)

el alineamiento de múltiples secuencias es la técnica bioinformática que nos
permite aplicar un algoritmo y conseguir alinear secuencias aminoacídicas de pro-
teínas que tienen una cierta homología. de esta manera podemos encontrar qué
zonas están más conservadas en la evolución, lo cual indica que son regiones muy
importantes para la función de la proteína, ya que las zonas menos importantes tie-
nen mayor número de variaciones en la secuencia aminoacídica entre las distintas
especies. además, el alineamiento de múltiples secuencias sirve como paso previo
para encontrar posibles sitios catalíticos de las enzimas que sean susceptibles de
sufrir mutaciones dirigidas para aumentar su efectividad.

Para el alineamiento de múltiples secuencias usé tres herramientas bioinfor-
máticas, de las cuales dos de ellas fueron online (Clustal omega y T-coffee) y la
otra fue el software informático jalview.

en primer lugar, utili-
cé Clustal omega en la
página web del eBI (Insti-
tuto europeo de Bioinfor-
mática). esta herramienta
no nos da demasiadas
opciones en cuanto a cam-
bio de parámetros se refie-
re, probé a aumentar el
número de interacciones
del HMM y el número de
interacciones del árbol
guía para así conseguir
resultados más fiables.
aunque las zonas conser-
vadas finales se presenta-
rán con jalview, aquí
expongo una de las zonas
conservadas obtenida con
Clustal omega (nuestra
proteína de partida está
identificada como
“MuP1-Musmusculus”
para así poder diferenciar-
la del resto y ver su homo-
logía):
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Figura 4. Alineamiento con clustal omega.



el siguiente método elegido fue la herramienta T-coffee. a pesar de que este
programa online tampoco nos permite cambiar parámetros interesantes, sí que nos
decidimos a usar su versión PsI-Coffee. La elección de esta versión del programa
se debe a que las 36 secuencias que hemos elegido para nuestro estudio son de
especies muy diversas y, además, sus porcentajes de identidad ronda en algunos
casos el 30%. Por tanto, es mejor utilizar esta versión que, a pesar de ser más lenta
(tardó en su ejecución 4 horas y 59 minutos mientras que el T-Coffe normal se eje-
cutó en 10 segundos), es mucho más precisa a la hora de encontrar homologías en
proteínas que a priori están distanciadas. aquí ejemplifico una de las zonas conser-
vadas encontradas:

en último lugar,
utilicé el programa jal-
view para visualizar el
alineamiento. jalview
es un software que te
permite utilizar distin-
tos algoritmos alojados
en servicios web, tales
como Clustal omega,
T-coffee, etc. en este
caso, como ya había-
mos utilizado los dos
anteriores en sus versio-
nes online, utilicé el
algoritmo Muscle.
Como en el BLasT,
decidí cambiar la matriz
a una BLossuM45 ya
que estas secuencias tie-
nen relativamente poca
identidad y por tanto se
obtienen mejores resul-

tados si se es más permisivo con las sustituciones de aminoácidos. además le indi-
qué que se trataban de secuencias proteicas. sin embargo, el programa me devolvió
errores de ejecución y por tanto probé con las matrices BLossuM40, PaM170 y
PaM140 (matrices destinadas a secuencias lejanas) pero todas daban error. Parece
que la última versión del jalview debe tener algún tipo de error con el Muscle ya
que solo me devuelve resultados si ejecuto el algoritmo por defecto, lo cual es una
pena porque el alineamiento podría ser más preciso con una matriz más permisiva.
Por tanto, ejecuté el Muscle por defecto y obtuve las siguientes zonas conservadas:
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Figura 5. Alineamiento con Psi-coffee.



Figura 6. Zona conservada número 1.

Figura 7. Zona conservada número 2.
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Figura 8. Zona conservada número 3.

Figura 9. Zona conservada número 4.
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He de comentar que los resultados obtenidos con los distintos algoritmos no
variaron demasiado, las zonas conservadas quedaron prácticamente iguales y solo
hubo cambios en las zonas de gaps. esto se debe a que los porcentajes de identidad,
aunque eran bajos (entre el 30 y el 40%), sí que se obtiene un mejor alineamiento
que si se hubieran cogido secuencias con porcentajes de identidad cercanos al 20%
que hubieran estado en el umbral de incertidumbre de si esas secuencias hubieran
tenido ancestros comunes o no, y por tanto, los algoritmos informáticos no hubie-
ran tenido un resultado claro y hubieran variado más.

en último lugar, se utilizó la herramienta WebLogo para ver las secuencias
consenso en cada una de las cuatro zonas conservadas obtenidas anteriormente:
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Figura 10. Logo zona conservada número 1.

Figura 11. Logo zona conservada número 2.

Figura 12. Logo zona conservada número 3.



La creación de estos Logos se basa en las proporciones relativas de cada ami-
noácido en cada columna del alineamiento de las regiones conservadas. de esta
manera, las letras más grandes nos indican que hay una mayor proporción de ese
aminoácido en esa columna del alineamiento de múltiples secuencias.

2.3. áRBoLes fILogenéTICos

en este paso reside la mayor parte del interés del trabajo, ya que es donde por
fin vemos las relaciones filogenéticas que existen entre las distintas especies
teniendo en cuenta cómo han evolucionado estas secuencias de proteínas que tie-
nen una cierta identidad entre sí.

se han utilizado tres algoritmos distintos para la creación del árbol: nj,
uPgMa y máxima parsimonia. Todos ellos disponibles en el programa gratuito
Mega 7.

además, le he aplicado a los tres el bootstrapping, un análisis estadístico que
nos dice cómo de fiable es cada una de las uniones entre ramas del árbol.

Para realizar los árboles utilicé la zona conservada número 1 ya que es la más
larga y, por tanto, la más significativa estadísticamente.

al intentar hacer los árboles por primera vez se encontró un error en 2 de los
3 algoritmos (nj y uPgMa) ya que sólo nos permite hacer árboles si todas las
secuencias tienen aproximadamente la misma longitud, por tanto, tuve que desac-
tivar la secuencia de Pteropus alecto para que me permitiera calcular correctamen-
te las distancias. el problema de esta secuencia era que en esta zona conservada
entre proteínas tenía 9 gaps seguidos al principio.

También conviene recordar que para leer las distancias existentes entre espe-
cies mediante el árbol filogenético, no se considera la distancia en vertical, sino en
horizontal, ya que dos ramas pueden rotar sobre el nodo sin que cambie el signifi-
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Figura 13. Logo zona conservada número 4.



cado del árbol. La distancia se calcula sumando toda la distancia horizontal hasta
el nodo común a la distancia existente hasta el otro miembro con el que queremos
ver la distancia filogenética.

en primer lugar, utilicé el método nj (neighbor-joining). Marqué la casilla
del Boostrap method, le informé de que se trataba de una secuencia de aminoácidos
y fijé el número de interacciones del bootstrap en 500: (Ver aneXo 1)

en este árbol podemos comprobar que el algoritmo se ha realizado correcta-
mente ya que las secuencias pertenecientes a la especie sus Crofa quedan muy pró-
ximas entre ellas, así como las de Rattus novergicus y las de oreochromis niloti-
cus. esto se debe a que, al pertenecer a la misma especie, han tenido menos tiempo
evolutivo y por eso las secuencias son más parecidas. en el caso de Rattus norve-
gicus, a pesar de llamarse igual vemos que las secuencias son diferentes y por ello
pensamos que han sido secuenciadas a partir de dos animales distintos pertenecien-
tes a la misma especie. Por otro lado, vemos cómo las conservaciones a nivel de
género también se mantienen a nivel de secuencia en los casos de oncorhynchus y
Bos. También es razonable que nuestra secuencia de partida de Mus musculus (es
decir, ratón) se encuentre cercana a Rattus novergicus ya que los ratones y las ratas
son muy parecidas.

sin embargo, lo que más nos llama la atención son los casos de Canis lupus
familiaris y de Cavia porcellus en los que a pesar de ser proteínas pertenecientes a
la misma especie, están muy alejadas filogenéticamente. esto se puede explicar
porque se trata de alérgenos los cuáles varían bastante.

en siguiente lugar se realizó el método uPgMa también utilizando 500 inter-
acciones de Bootstrapping y esta vez cambiamos el formato del árbol a straight:
(VeR aneXo 2)

en este árbol vemos cómo se cumplen las mismas cosas que comentamos en
el anterior. esto confirma que los algoritmos se han llevado a cabo correctamente
y aunque las significaciones estadísticas varíen, la predicción filogenética es
buena.

ahora en último lugar usamos el método de máxima parasimonia. Para la rea-
lización de este método sí que nos permite utilizar todas las secuencias y por tanto
activamos otra vez la de Pteropus alecto y, además, como éste es el único en el que
tenemos todas las secuencias, aumentamos el bootstrapping a 1000 para tener una
mayor significación estadística: (VeR aneXo 3)

en este método lo que más se destaca es que Mus musculus aparece más ale-
jado filogenéticamente de Rattus novergicus que en los casos anteriores y sobre
todo el caso de las proteínas relativas a oncorhynchus que aparecen muy alejadas
entre ellas. sin embargo, como este método tuvo un boostrapping más grande que
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los anteriores y tardó en realizarse casi 5 horas el árbol, entendemos que debería
ser a priori más correcto que los dos anteriores. aun así, sabemos que todo este tipo
de predicciones filogenéticas no son dogmas, sino que se basan en predicciones
estadísticas y por tanto los resultados varían entre métodos y además no asegura
que la evolución ocurriera así realmente.

2.4. BúsQueda de PaTRones Y PHMMs

en este caso nos centramos en buscar un patrón para cada una de las zonas
conservadas encontradas durante el alineamiento de múltiples secuencias para que
así, en un futuro, si queremos ver si una nueva proteína se ajusta a esta familia de
proteínas y por tanto tiene identidad con las proteínas de este grupo, solo tendre-
mos que ver si se ajusta al patrón. además, este patrón al introducirse en PRosITe
nos deja ver qué proteínas relacionadas lo cumplen.

en cuanto a la primera secuencia conservada, como no todas las secuencias
varían en las mismas posiciones y tienen porcentajes relativamente bajos de iden-
tidad entre ellas, fue difícil encontrar un patrón válido. en primer lugar, subí la max
flexibility y el máx num flex spaces a 5 cada uno para que hubiera más flexibilidad
a la hora de hacer el patrón. además, bajé el porcentaje mínimo de coincidencia
con el patrón al 70%. el patrón resultante de estos cambios era demasiado corto y
por tanto volví a bajar el porcentaje mínimo a 60% y nos dio lo siguiente:

de los tres patrones con mayor significancia estadística cogí el primero y lo
introduje en PRosITe para buscar proteínas que cumplieran este patrón. nos
salieron 16 secuencias encontradas, además, sabemos que el patrón funcionó por-
que alguna de estas secuencias encontradas en PRosITe estaban ya incluidas en
nuestro análisis de múltiples secuencias como Major allergen equ_c 1.Equus caba-
llus (Horse). además, también podemos confirmar que nos encontró proteínas
relacionadas ya que nos salían en la búsqueda otras Mayor urinatory Proteíns del
Mus musculus como la 11, la 6 y la 5.
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Figura 14. Patrones zona conservada número 1.



en cuanto a la secuencia número 2, primero probé con un porcentaje mínimo
del 80% pero me dio un patrón muy corto. después probé con el 60% y me dio este
resultado:

el problema de esta y de las dos secuencias conservadas que nos quedan por
mostrar es que son más cortas que la primera y por tanto son menos específicas de
esta familia de proteínas y el PRosITe no es capaz de encontrar específicamente
este tipo de proteínas al tener patrones cortos y con poca puntuación.

de todas formas, mostraremos cuáles fueron los patrones de las secuencias
conservadas número 3 y 4:

2.5. BúsQueda en PfaM de La seCuenCIa Consenso

Por último, descargamos la secuencia consenso del alineamiento con jaL-
VIeW obtenida mediante el algoritmo MusCLe y eliminamos toda la parte inter-
media que solo existía en una proteína y por tanto no era representativa de la fami-
lia. además, quitamos los signos “+” que no los reconoce como secuencia proteica
el PfaM. La secuencia es la siguiente:
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Figura 15. Patrones zona conservada número 2.

Figura 16. Patrones zona conservada número 3.

Figura 17. Patrones zona conservada número 4.



MMKLLLLLLCLgLLTLVCaHaeeaedVVRsnfdLeKIsgeWYsILLasdKK
eKIeengsMRVfVesIVLens+sLsfKfaHTKVngeCTeVsLVCdKTeKdgV
YTVeYQRWfdgenKfRIVeTdYddYIIfHLInfKngeTfQLLeLYgRPdLsP
esLKeKfVQfCQKYgIVKenIIdLTKVdLRCLQaRgsgVaQassaeTsd

al introducirlo en PfaM, efectivamente nos dice (como ya nos había adelan-
tado el BLasT al principio del trabajo) que nuestra secuencia consenso pertenece
a la familia de las lipocalinas: “Lipocalin / cytosolic fatty-acid binding protein
family”.

3. ConCLusIones

nuestra investigación sobre la MuP1 (Major urinatory Protein 1) de Mus
musculus se ha llevado a cabo correctamente. se han variado los parámetros de los
distintos algoritmos y procedimientos de forma óptima para obtener resultados
interesantes sobre nuestra proteína que pertenece a la familia de las lipocalinas.

se ha obtenido un árbol bastante rico con 35/36 secuencias (dependiendo del
algoritmo usado) pertenecientes a 30 especies distintas en las que se refleja la evo-
lución filogenética de proteínas parecidas a la nuestra de interés.

además, se ha conseguido satisfactoriamente un patrón que encuentra otras
proteínas parecidas en PRosITe y una secuencia consenso que se puede utilizar
en el buscador de PfaM.
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5. aneXos

5.1. aneXo 1: neIgHBoR-joInIng
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Figura 18. árbol neighbor-Joining.



5.2. aneXo 2: uPgMa
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Figura 19. árbol UPGMA.



5.3. aneXo3: MáXIMa PaRasIMonIa
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Figura 20. árbol máxima parasimonia.




