Manual para anélisis filogenéticos moleculares Tema 3.1

TEMA 3.1. Obtencion de secuencias

Contacto: Virginia Valcarcel (virginia.valcarcel@uam.es)
INTRODUCCION

El producto de la secuenciacion se traduce en una cadena de nucledtidos que
representa la secuencia de ADN amplificada con un cromatograma asociado (Fig. 1).

Faltan parametros necesarios o son incorrectos. Figura 1. Cromatograma
Si tienes tus propias secuencias, entonces € con artefactos posiblemente ;
cromatogramas. En la lectura de un cromatograma p debidos a la PCR. En la s
casos, dichos fallos son detectados e identificados me posicién 299 se observa una .
1, posicidn 299), mientras que en otros casos no son d posible aditividad detectada, .
Los fallos pueden deberse a la saturacién de ur mientras en la posicion 304 ;
aditividades reales o artefactos de la PCR (Figs. 1y 2). se observa un posible
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Figura 2. Cromatograma con una aditividad (posicidon 420) posiblemente debida a la
presencia de dos copias diferentes de la regién secuenciada (una con una A en
posicién 420 y otra con una G en esa misma posicion).

Por todo ello, tras la secuenciacion hay que revisar los cromatogramas y
sustituir las N’s por el o los nucleétidos correspondientes, corregir fallos no detectados
en la lectura e identificar las secuencias de inicio y final de la regién secuenciada.

Este curso esta enfocado a trabajar con secuencias obtenidas por otros
autores, por lo que no explicaremos cdmo realizar la revision de los cromatogramas.
Sin embargo os recomendamos utilizar el programa PhyDE (Phylogenetic Data Editor)
que es gratuito y de facil manejo (véase tema 3.2). Este programa puede descargarse
gratuitamente en el siguiente enlace web: http://www.phyde.de/.
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También puedes hacer filogenias moleculares sin haber obtenido tus propias
secuencias. Esto es posible gracias a una base de datos online llamada GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). En esta base de datos se almacenan todas las
secuencias que se incluyen en todos los articulos publicados en revistas cientificas
indexadas. Cada secuencia queda registrada con un numero de GenBank, conocido
como “GenBank accession number’ que ha de incluirse en los articulos para la
identificacion de las secuencias.

METODOLOGIA Y PRACTICA

|. Busqueda y descarga de secuencias en GenBank

Paso 1. Ve a la pagina web del GenBank:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
Paso 2. Selecciona “Nucleotide” en el desplegable “Search”. De esta manera,
estas restringiendo la busqueda a los registros de la base de datos del
GenBank que corresponden a secuencias de nucleotidos.
Paso 3. Especifica los criterios de la busqueda de secuencias en la ventana “for”.
Opciones de busqueda:
a.Si conoces el numero de GenBank puedes incluirlo directamente (ej.
DQ987166).

b.Si no conoces el numero de GenBank o si lo que quieres es saber si
hay algo publicado de un taxon concreto o de una region del ADN
concreta, entonces has de hacer una busqueda mas genérica. Puedes
buscar por el nombre del taxon (si es binomial ha de ir entre comillas;
Ej. “Reseda alba” y te apareceran todas las secuencias de todas las
regiones del ADN de R. alba que hayan sido obtenidas y publicadas).
También puedes buscar por el nombre de la region del ADN que te
interese (Ej. “Internal Transcribed Spacer’ y te apareceran todas las
secuencias de esta region del nrADN que se hayan obtenido vy
publicado para todos los organismos vivos). Para busquedas
combinadas los términos de la busqueda deben ir anidados mediante
un la palabra AND.
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J = GenBank Overview L+ L

> £ http:/ /www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/

*3 Google [“] Gmail [JUPO ~ [[]UAM ~ [ ]PHYLOGENY v [ ]SYSTEMATICS v [ ] DICCIONARIOS v [ ]STATISTICS v []

( -
(S NCBI GenBank Overview

PubMed Entrez BLAST OMIM
Search Nucleotide 4 lfor "Reseda suffruticosa” AND trnL-F { Go

NCBI Home

» What is GenBank?

NCBI Site Ma .
P GenBank® is the NIH genetic sequence database, an annotated collection of all publicly available
GenBank Submissions DNA sequences (Nucleic Acids Research, 2011 Jan:39(Database issue):D32-7). There are

[F— approximately 126,551,501,141 bases in 135,440,924 sequence records in the traditional
GenBank divisions and 191,401,393,188 bases in 62,715,288 sequence records in the WGS
Submit to GenBank division as of April 2011.
Submit an update The complete release notes for the current version of GenBank are available on the NCBI ftp site.
Search GenBank A new release is made every two months. GenBank is part of the International Nucleotide

Sequence Database Collaboration, which comprises the DNA DataBank of Japan (DDBJ), the
GenBank and RefSeq: a European Molecular Biology Laboratory (EMBL), and GenBank at NCBI. These three
organizations exchange data on a daily basis.

An example of a GenBank record may be viewed for a Saccharomyces cerevisiae gene.

Faltan parametros necesarios o son incorrectos.
Paso 4. Segun vayas realizando las busquedas, puedes ir guardando las
secuencias que te interesen para después descargartelas todas juntas.
Para ello, debes seleccionar las secuencias deseadas, ir a “Send to” y
senalar “Clipboard”. Esta opcién almacena durante unas horas las
secuencias que hayas seleccionado en una carpeta denominada

[ H )
Clipboard’.
"Reseda suffruticosa” AND trnL-F - Nucleotide - NCBI
) = "Reseda suffruticosa” AND trnL... L + L b
R | S | http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/sites /entrez?db=nuccore&cmd=DetailsSearch&term="Reseda+suffrutic v | (2§~ Google Q) A
*§ Google ™ Gmail [JUPO~ []UAM ~ []PHYLOGENY v (1] SYSTEMATICS ~ (1] DICCIONARIOS v (1] STATISTICS v (1] REVISTAS v » [EJ Marcadores ~
S NCBI  Resources (¥} HowTo (&) My NCBI Signin (@
Nucleotide | Nucleotide  + | "Reseda suffruticosa” AND trnL-F m
Save search Limits Advanced Help
Display Settings: ) Summary, Sorted by Default order Sendto: (V)  Filter your results:
Choose Destination
Results: 2 Selected: 1 O File @ Clipboard
. . () Collections () Analysis Tool
¥ Reseda suffruticosa voucher S. Martin-Bravo 42SMB04 (UPOS) tRNA-Leu (trr ~ 1Bank) (2)
1. sequence; trnL-trnF intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-Phe (trnF’ Add 1 tems
chloroplast P —
775 bp linear DNA Add to Clipboard )
Accession: DQ987062.1 Gl: 119699009 Manage Filters
GenBank FASTA Graphics PopSet Related Sequences
[0 Reseda suffruticosa voucher S. Martin-Bravo 42SMB04 (UPOS) internal transcribed spacer 1, partial Analyze these sequences &
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial Run BLAST
seguence
639 bp linear DNA
Accession: DQ987210.1 Gl: 119698364 Find related data -
GenBank FASTA Graphics PopSet Related Sequences —
Database: | Select v

Find items

Paso 5. Accede a la carpeta “Clipboard’” que aparecera en la parte superior
derecha de la pagina junto a “Send to” y
a. Selecciona todas las secuencias que quieras descargar (en nuestro
caso todas las guardadas).
b. Ve a “Send to” y selecciona la opcion “File”. Inmediatamente se
abrird un desplegable que te pedira el formato en el que quieres
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descargar las secuencias. Senala “FASTA”. Cambia el nombre del
fichero por “Secuencias_genbank_ITS”

Clipboard — Nucleotide — NCBI
| &= Clipboard - Nucicotide — NCBI + -
- £ http:/ /www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/clipboard ~ ] (2B~ Google ) (=

=3 Google M G

(0 UPO ~ [ UAM ~ [ PHYLOGENY ~ (1] SYSTEMATICS ~ (1] DICCIONARIOS ~ (0] STATISTICS ~ (03] REVISTAS ~ > B3 Marcadores ~

Nucleotide [_Nucleotide £ ==
Limits  Acvanced Help.
Display Settings: (%) Summary, 20 per page, Sorted by Default order Sendte: =) (i) Clipboard: 6 items
Choose Destination
Clipboard: 6 Selected: 6 Remove selected items  Fiie © Cliiptonrd its:
O Collections O Analysis Tool
~ R OS) tRNA-Leu (trrnL. < ~ ¥
LN trnL-trnF intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-Phe (trnF) gene, part & itoms.
775 bp linear DNA \Bank) (&)
Accession: DQ987062.1 GI: 119699009 —
GenBank EASTA Graphics FPopSet Related Sequences Remove from clipb

=

c

Reseda suffruti voucher S. Martin-Bravo 42SMB04 (UPOS) internal transcri
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene. complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence

Manage Filters.

639 bp linear DNA W Top Organisms [Tree]
Accession: DQ987210.1 GlI: 119698364 Reseda alba subsp. alba (2)
GenBan k FEASTA Graphics PopSet Related Sequences Remove from clipboard

Reseda alba subsp. decursiva (2)
Reseda suffruticosa (2

& Reseda alba subsp. decursiva voucher I. Ullmann s.n. (M) tRNA-Leu (trnL) gene, partial sequence; @
3. trl-trnF intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-Phe (trnF) gene, partial sequence; chioroplast

Analyze these sequences =

DQoO87054.1 GI: 119699001
Sraphic Run BLAST

EASTA  Graphics PopSet Related Sequences ~ Remove from clipboard

& Reseda alba subsp. decursiva voucher Bjorkquist 256 (LD) tRNA-Leu (trnL) gene, partial sequence;

- trnL-trnF _intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-Phe (trnF) gene, partial sequence; chloroplast Find related data
698 bp linear DNA =} Select S
Accession: DQ987053.1 GI: 119699000
GenBank FEASTA Graphics PopSet Related Sequences Remove from clipboard E———

& Reseda alba subsp. alba voucher M. Nydegger 33737 (M) tRNA-Leu (trnL) gene, partial sequence;

s trnl-trnF intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-Phe (trnF) gene, partial sequence; chloroplast Recent activity =
698 bp linear DNA Tum o
Accession: DQ987052.1 Gi: 119698999 Q_ "Reseda alba” AND trnL-F (14)

GenBank EASTA Graphics PopSet Related Sequences Remove from clipboard
[EJ Reseda suffruticosa voucher S. Martin-|

& Reseda alba subsp. alba voucher S. Martin-Bravo 345SMB0S (UPOS) tRNA-Leu (trn arti 42SMB04 (UPOS) tRNA-Leu (rnlL) ger

s seguence; trnL-trnF intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-Phe (rnF) gene, partial sequence; Q_ "Reseda glaucoreseda~ AND trL_F (0)
chiloroplast -
698 bp linear DNA Q_ "Reseda sect. glaucoreseda” AND trnL-F (0)
Accession: DQ987051.1 GI: 119698998 Nucleotice
GenBank FEASTA Graphics PopSet Related Sequences Remove from clipboard Q_ "Reseda suffruticosa” AND trnL-F (2)

Display Settings: (¥) Summary. 20 per page. Sorted by Default order send to: (%)

See more...

Faltan parametros necesarios o son incorrectos.

Paso 6. Al descargarte las secuencias obtendras un archivo de texto que incluye
todas las secuencias seleccionadas en formato fasta (véase tema 3.2).
Abrelo con un editor de texto (WordPad para PC, o TextWrangler para
MAC; OJO es muy importante que no lo abrais con Word). En la linea
superior a la cadena de nucleétidos de cada secuencia aparece lo que
identifica como el nombre de las secuencias (véase tema 3.2). Como
veréis mas adelante, la mayoria de los programas de filogenia no admiten
nombres largos, por lo que os recomiendo que después del simbolo >
dejéis sblo alguna cadena de caracteres que identifique al taxon EJ.:
>R_alb_DQ987192. Esto indicaria que ahi comienza el nombre de una
secuencia de Reseda alba cuyo numero de GenBank es DQ987192. Es
importante conservar este niumero, pues es la Unica manera de saber
cual de todas las secuencias que hay en internet corresponde a la que te
descargaste.

Ejercicio 3.1.1. Descargate las siguientes secuencias de ITS (DQ987192, DQ987187,
DQ987166, FJ212178, GQ891137, GQ891139, GQ891140, DQY87181, GQ891132,
DQ987183, DQY87172, GQ891136, GQ891150, GQ891151, GQ891162, DQY87176,
GQ891169). Abre el archivo con un editor de texto, renombra las secuencias y guarda
el archivo (.fasta) bajo el nombre “Secuencias_ITS”.

Ejercicio 3.1.2. El objetivo final de las practicas de este curso consiste en presentar
una reconstruccion filogenética de Reseda sect. Glaucoreseda. Para ello utilizaremos
dos regiones de ADN, una del genoma nuclear (ITS) y otra del genoma plastidial
(trnLF). Teniendo en cuenta que es posible que combinemos ambas regiones y que ya
has descargado las secuencias del ejercicio 3.1.1., ;qué accessions del GenBank del
espaciador plastidial trnL-F de todas las disponibles en el GenBank utilizarias para
hacer la matriz plastidial?

Ejercicio 3.1.3. Comprueba que has hecho bien el Ejercicio 3.1.2. y descargate dichas
secuencias, rendmbralas y guardalas bajo el nombre “Secuencias_LF”.
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Il. Otras opciones del GenBank: BLAST

La herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) es un motor de busqueda
que mediante un algoritmo heuristico (Smith-Waterman) realiza alineamiento de
secuencias (véase tema 3.2). Esta herramienta estd disponible en el GenBank y
permite, entre otras opciones, comparar una secuencia modelo (query) con todas las
secuencias almacenadas en la base de datos. El programa busca dentro de la base de
datos aquellas secuencias que presenten mayor similitud con la secuencia modelo. La
busqueda se inicia mediante la identificacion de una cadena de nucledtidos (en
nuestro caso) de un tamano determinado igual entre la secuencia de estudio y las
disponibles en el GenBank. El tamafio de la secuencia a buscar define la especificidad
inicial de la busqueda. Posteriormente se aplica un sistema de penalizacién, para las
diferencias, y ganancias, para las similitudes, cuya proporcién relativa puede ajustarse
en funcion de lo conservadas que sean las secuencias.

Esta herramienta es especialmente util para la busqueda de posibles grupos
hermanos e incluso para la identificacion de posibles contaminaciones y errores.

Paso 1. Ve a la pagina web del GenBank:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

Paso 2. Pincha en el link “BLAST” que aparece en la barra izquierda de la
pantalla.

Paso 3. Se abrira una nueva ventana en la que se solicita el tipo de busqueda a
realizar. Si bien en este curso vamos a realizar una busqueda basica, la
herramienta BLAST del GenBankenbank presenta multiples opciones
(alineamiento multiple o disefio de primers, entre otras). Pincha en el link
“nucleotide blast” dentro de Basic BLAST. Con ello estas restringiendo la
busqueda a secuencias de nucledtidos.

Universidad Auténoma de Madrid
— Cursos de formacioén continua —
Pag. 5 de 10



Manual para anélisis filogenéticos moleculares Tema 3.1

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

| 2 BLAST: Basic Local Alignment Se... * | & Web BLAST page options. x|+
R | £ www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
*3 Google [V Gmail [JUPO ~ (] UAM v [1]PHYLOGENY v [] SYSTEMATICS v (1] DICCIONARIOS v (1] STATISTICS » (L] REVISTAS v (7] CONSERVACION ~ *§ Google Acadé
< BLAST®

' Home  RecantResuls  Saved Srategies  Holp

» NCBI/ BLAST Home

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more...

| m Aligning Multiple Protein Sequences? Try the COBALT Multiple Alignment Tool. Go.

BLAST Assembled RefSeq Genomes

Choose a species genome to search, or list all genomic BLAST databases.

o Human O Oryza sativa o Gallus gallus

o Mouse O Bos taurus O Pan troglodytes
o Rat o Danio rerio o Microbes

o Arabidopsis thaliana o Drosophila melanogaster o Apis mellifera
Basic BLAST

Choose a BLAST program to run.

Search a leoti using a ide query
Algorithms: blastn, megablast, discontiguous megablast

nucleotide blast

Search protein database using a protein query

protein blast b A
Algorithms: blastp, psi-blast, phi-blast

blastx | Search protein using a tr ide query
tblastn | Search tr id using a protein query
tblastx | Search tr id using a tr ide query
Specialized BLAST

Choose a type of specialized search (or database name in parentheses.)

Paso 4. Se abrira una ventana en la que se solicita la secuencia modelo (query),
esta puede cargarse a partir de un archivo o bien se puede pegar
directamente en la ventana “Enter accession number(s), gi(s), or FASTA
sequence(s)”. Abre el archivo “Glaucoreseda_|TS.fasta” con un editor de
texto (WordPad para PC, o TextWrangler para MAC; OJO es muy
importante que no lo abrais con Word) copia la secuencia
‘R_bat1_GQ891132” y pégala en la pagina web. OJO: sélo se ha de
pegar la cadena de nucledtidos.
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Nucleotide BLAST: Search nucleotide datal

J P_, Nucleotide BLAST: Search nucle... u% Web BLAST page options x 1 + L
| % www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch& HOW_DEFAULTS=0on&LINK_LOC=blast

23 Google [V] Gmail [JUPO ~ (1]UAM v [1]PHYLOGENY v (1] SYSTEMATICS v (] DICCIONARIOS v (] STATISTICS » (1] REVISTAS v (] CONSERVACIO}
-

= BLAST®
| Recent Results || Saved Strategles || Help |

» NCBI/ BLAST/ blastn suite

blastn | blastp blastx tblastn tblastx

BLASTN programs search nucleotide database
Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
ACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCH \GAAC GCGAA. TACTTGG r 1
TGTGAATTGCAGAATCCCETGAACCATCEAGTCTTTGAACGCARGTTGCGCCCC c From

AAGGGCACGTCTGCCTGCETGTCACGCATCGTCGCCCCARTCAACTCCTCTCCAA s
TTGGCCAGGEETCEEETCEGACATTGECCTCCCGTCTECCTACTGTATGCGECTGETCARAATCTCG
CGACCGGTCGTTAAGTTTCCGAC CCTCATGCTCGTGTCGARTTCTIGECETCC T To
AAGTGTCCCTCTGECTCTTTCGAGCGCACCTCGETGACCTCTCTAAACGA

Or, upload file (Examinar... ) @
ExHT AR

Job Title
Enter a descriptive title for your BLAST search &

() Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database (OHuman genomic + transcript (OMouse genomic + transcript ()Others (nr etc.):
Nucleotide collection (nr/nt) e
Organism
A +
Optional (J Exclude

Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &
Exclude () Models (XM/XP) J Uncultured/environmental sample sequences
Optional

Entrez Query
Optional

Enter an Entrez query to limit search &

Program Selection
Optimize for @ Highly similar sequences (megablast)
O More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
O Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm &

BLAST Search database Nucleotide collection (nr/nt) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)

("] Show results in a new window

(¥)Algorithm parameters Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow and marked with ¢ sign

Paso 5. En “Choose Search Sef’, selecciona la base de datos donde quieres
que se realice la busqueda. Por defecto viene senalada la base de datos del
genoma humano, debes sefalar “Others (nr etc.)”. En “Program Selection” se
puede elegir el criterio para la busqueda. Deja la opcidn que aparece sefalada
por defecto “Highly similar sequences (megablast)”. Aunque en este curso
dejaremos el resto de los parametros que definen la busqueda con los valores
que aparecen por defecto, es interesante ver qué otros parametro intervienen
en la busqueda y como modificarlos. Si abres el link “Algorithm parameters”
apareceran los siguientes parametros
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(=)Algorithm parameters Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow and marked with ¢ sign
General Parameters
Max target 100
sequences Select the maximum number of aligned sequences to display ©
Short queries ¥ Automatically adjust parameters for short input sequences €
Expect threshold 10

Word size

28

Max matches in a 0
query range

Scoring Parameters

Match/Mismatch 1,-2

Scores

Gap Costs Linear

Filters and Masking

Filter

Mask

¥ Low complexity regions &
(] Species-specific repeats for:| Anopheles gambiae (African malaria mosquito)

# Mask for lookup table only @
(] Mask lower case letters

‘Max target sequences”. numero de secuencias que quieres que
aparezcan como output.

“Expect threshold”: es el numero de asociaciones que se pueden
producir por azar. Por defecto aparece 10 lo que significa que aquellas
asociaciones cuya significacion sea superior al umbral (10) seran
descartadas por considerarse espurias.

“Word size”: numero de nucledtidos incluidos en la secuencia inicial de
busqueda. Cuanto mayor sea este numero, mas restrictiva sera la
busqueda.

“Match/Mismatch scores”. permite regular la relaciéon penalizacion —
ganancia. El valor que aparece por defecto “1,-2” permitira la asociacion
de aquellas secuencias cuya similitud sea al menos del 95%. Este valor
puede interesar modificarlo si, por ejemplo, no encontrasemos ninguna
asociacion en una primera busqueda.

Paso 6. Una vez finalizada la definicién de la busqueda dale a la opcion “BLAST”.
Cuando termine la busqueda se abrira una ventana con los resultados.
En la parte superior aparece un resumen grafico en el que se muestran
las 100 mejores secuencias encontradas en el GenBank; es decir, las 100
secuencias que mas se parecen a la secuencia modelo. La barra
horizontal superior representa la secuencia modelo indicando la longitud
final. El resto de las barras horizontales indican con distintos colores la
puntuacién obtenida al alinear nuestra secuencia modelo con cada una
de las 100 mejores secuencias. Colocando el cursor encima de cada
barra podemos ver a qué secuencia pertenece.
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Asi, en esta figura se puede apreciar cdmo las mejores secuencias
encontradas en el GenBank presentan una puntuacion superior a 200
(rojo) al compararse y alinearse con nuestra secuencia modelo
(R_bat1_GQ891132). No obstante, mientras la mejor secuencia (primera
barra) cuenta con un numero de nucledtidos similar al de la secuencia
modelo, la segunda mejor es una secuencia con cerca de 300
nucledtidos, que se alinean con una buena puntuacion a las primeras 300
posiciones de nuestra secuencia modelo.

NCBI Blast:Nucleotide Sequence (637 letters)

J % NCBI Blast:Nucleotide Sequence ... * | % Web BLAST page options x | + L =
<4 S www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise 77 v |C'| (3§~ Google Q) A
*3 Google [V] Gmail [JUPO ~ []JUAM~ []PHYLOGENY v [ ]SYSTEMATICS v (] DICCIONARIOS v (1] STATISTICS v (1] REVISTAS v » [[J Marcadores v

- e S RS R Sk bt

Edit and Resubmit Save Search Strategies > Formatting options > Download

Nucleotide Sequence (637 letters)
Query ID Icl|55831 Database Name nr
Description None Description All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but
Molecule type nucleic acid GSS, environmental samples or phase 0, 1 or 2
Query Length 637 sequences)

Program BLASTN 2.2.26+ P Citation

Other reports: >Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results]

¥ Graphic Summary

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &

Mouse over to see the defline, click to show alignments

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200
Query I
] I I I 1 | I
1 100 200 300 400 500 600

Paso 7. Debajo de “Graphic Summary” en “Descriptions” aparece una lista con
la informacion de los alineamientos generados. Asi, para cada una de las 100
mejores secuencias se indica el numero del GenBank, la procedencia de la
muestra, la puntuacion del alineamiento, el porcentaje de la longitud total de la
secuencia modelo que ha podido ser alineado con la secuencia encontrada, los
valores esperados si el alineamiento se debiese al azar
(http://www.youtube.com/watch?v=nO0wJgZRZJs&feature=youtu.be;
http://www.youtube.com/watch?v=Z7ek7UoP7Bg&feature=youtu.be) vy por
ultimo el porcentaje de similitud entre ambas secuencias.
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¥ Descriptions
Legend for links to other resources: U] UniGene E GEO E Gene S| Structure E'Zl Map Viewer B PubChem BioAssay
pr
Accession Description
FJ212175.1  Reseda battandieri voucher S. Martin-Bravo 35SMB06 (UPOS) internal 1177 1177 100% 0.0 100%
DO987184.1 Reseda battandieri voucher D. Podlech 41249 (M) internal transcribed =~ 529 529 44% le-146 100%
DO987183.1 Reseda battandieri voucher S. Martin-Bravo 98SMB06 (UPOS) internal 1173 1173 100% 0.0 99%
G0891135.1 Reseda battandieri voucher S. Martin-Bravo 41SMB06 (UPOS) clone D 1171 1171 100% 0.0 99%
G0891133.1 Reseda battandieri voucher S. Martin-Bravo 41SMB06 (UPOS) clone B 1171 1171 100% 0.0 99%
G0891134.1  Reseda battandieri voucher S. Martin-Bravo 41SMB06 (UPOS) clone C 1166 1166 100% 0.0 99%
DO987178.1 Reseda virgata voucher S. Rivas-Martinez 8351 (M) internal transcribe 527 527 45% 4e-146 99%
GO891167.1 Reseda virgata voucher P. Vargas 401PV00 (UPOS) clone C internal tr 1160 1160 100% 0.0 99%
G0891162.1 Reseda virgata voucher S. Martin-Bravo 227SMB06 (UPOS) internal tr 1160 1160 100% 0.0 99%
GO891161.1 Reseda virgata voucher G. Nieto 1070(MA) internal transcribed spacer 1160 1160 100% 0.0 99%
GO891158.1 Reseda gredensis voucher B. Garcia Munoz 05073 (UPOS) clone B int¢ 1160 1160 100% 0.0 99%
G0891153.1 Reseda gredensis voucher S. Martin-Bravo 47SMB04 (UPOS) clone Bi 1160 1160 100% 0.0 99%
G0891136.1 Reseda complicata voucher P. Jimenez-Mejias 152PJM06 (UPOS) inter 1160 1160 100% 0.0 99%
DO987172.1  Reseda complicata voucher S. Martin-Bravo 62SMB04 (UPOS) internal 1160 1160 100% 0.0 99%
DQ987171.1 Reseda complicata voucher S. Martin-Bravo 57SMB04 (UPOS) internal 1160 1160 100% 0.0 99%
G0891131.1 Reseda battandieri voucher S. Martin-Bravo 41SMB06 (UPOS) internal 1166 1166 100% 0.0 99%
G0891170.1 Reseda virgata voucher A. Segura Zubizarreta 5835 (MA) internal trar 1157 1157 100% 0.0 99%
GO891168.1 Reseda virgata voucher T. Romero s.n. (MA) internal transcribed spac 1157 1157 100% 0.0 99%
G0891164.1 Reseda virgata voucher F. Amich s.n (MA) internal transcribed spacer 1157 1157 100% 0.0 99%
GO891169.1 Reseda virgata voucher S. Martin-Bravo 235SMB06 (UPOS) internal tr 1155 1155 100% 0.0 99%
G0891166.1 Reseda virgata voucher P. Vargas 401PV00 (UPOS) clone B internal tr 1155 1155 100% 0.0 99%
GO891155.1 Reseda gredensis voucher S. Martin-Bravo 47SMB04 (UPOS) clone D i 1155 1155 100% 0.0 99%
G0891154.1 Reseda gredensis voucher S. Martin-Bravo 47SMB04 (UPOS) clone Ci 1155 1155 100% 0.0 99%
G0891139.1 Reseda glauca voucher S. Martin-Bravo 243SMB06 (UPOS) internal tre 1155 1155 100% 0.0 99%
GO891138.1 Reseda glauca voucher J.M. Marin 14604MM(UPOS) internal transcribe 1155 1155 100% 0.0 99%
G0891137.1 Reseda glauca voucher S. Martin-Bravo 64SMB04 (UPOS) internal trar 1155 1155 100% 0.0 99%
DO987177.1 Reseda virgata voucher S. Martin-Bravo 408SMBO5 (UPOS) internal tr 1155 1155 100% 0.0 99%
GO891151.1  Reseda gredensis voucher S. Martin-Bravo 47SMB04 (UPOS) internal { 1153 1153 100% 0.0 99%
DQ987174.1  Reseda gredensis voucher S. Martin-Bravo S50SMB04 (UPOS) internal ¢ 1153 1153 100% 0.0 99%
DO987173.1 Reseda gredensis voucher S. Martin-Bravo 47SMB04 (UPOS) internal { 1151 1151 100% 0.0 99%
G0891165.1  Reseda virgata voucher P. Vargas 401PV00 (UPOS) clone A internal tr 1149 1149 100% 0.0 99%
G0891159.1  Reseda gredensis voucher B. Garcia Munoz 05073 (UPOS) clone C inte 1149 1149 100% 0.0 99%
GO891152.1 Reseda gredensis voucher S. Martin-Bravo 47SMB04 (UPOS) clone A 1149 1149 100% 0.0 99%
G0891150.1 Reseda gredensis voucher B. Garcia Munoz 05080 (UPOS) internal tra 1149 1149 100% 0.0 99%
G0O891156.1 Reseda gredensis voucher B. Garcia Munoz 05073 (UPOS) internal tra 1147 1147 99% 0.0 99%
G0891157.1 Reseda gredensis voucher B. Garcia Munoz 05073 (UPOS) clone A inte 1144 1144 99% 0.0 99%
G0891163.1 Reseda virgata voucher J. Sanchez 126 (MA) internal transcribed spac 1149 1149 100% 0.0 99%

Paso 8. Finalmente, bajo el epigrafe de “Alignments” aparecen cada uno de los
100 alineamientos.

¥ Alignments
O 'Select Al Get selected sequences Distance tree of results

>(Jgb|FJ212175.1| Reseda battandieri voucher S. Martin-Bravo 35SMB06 (UPOS) internal
transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal
RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer
2, partial sequence
b|G0891132.1 Reseda battandieri voucher S. Martin-Bravo 41SMB06 (UPOS) clone
A internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal
RNA gene, complete sequence; and internal transcribed
spacer 2, partial sequence
Length=637

Score = 1177 bits (637), Expect = 0.0
Identities = §37/637 (100%), Gaps = 0/637 (0%)

Strand=plus/Plus
Query 1  TCGAAACCTGAC 60
. DECCCCCEETCCEECET LT TLLEETCECEEL T TLLCEET LTI T
sbjet 1 60
Query 61 120
LLLELLECETCLCELCETTECEE LT CETLLCELLCLEETTLLLETLT T
sbjct 61 120
Query 121 180
. LLLELLLLLLLLEL LT ELLL L L]
sbjct 121 180
Query 181 240
. LLCLCLLEECELEECEELE L LT L TEC L TEL T
sbjct 181 240
Query 241 300
. LCCECCLETCLEECETTECEETLC T LELECETLECTTELETETLL T T
sbict 241 300
Query 301 360
. LLLLUE L UL T LT LT LT
sbjct 301 360
Query 361 GAGTCT 420
. CECLCTLLLEELEECT UL L TECEE L EET T T LTI
sbjct 361 GAGTCT 420
Query 421 480
DECELCCETLCCEECEELCETECEETLE L CETLEC L LTI
sbjct 421 ATC] 480
Query 481 540
. LU LLLL LT LT
sbjct 481 540
Query 541 600
. LULLLLETLLLELLET L LETLL EETE LTI LT TLL LT T T
sbjct 541 600
Query 601
. LULLLLLLETLLEEDEL LT TELT T T
sbjct 601 TCT
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