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Alineamiento Múltiple 
 
El Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) es causado por 2 virus divergentes, Virus de 
Inmunodeficiencia Humana 1 (VIH-1) y Virus de Inmunodeficiencia Humana 2 (VIH-2). El VIH-1 es el 
responsable de la pandemia global mientras que el VIH-2 ha estado mayoritariamente restringido a 
África occidental y parece ser menos virulento en sus efectos. Se han aislado varios virus relacionados al 
VIH en otros primates no-humanos, a estos se los ha bautizado como Virus de Inmunodeficiencia Simia 
(VIS). 
 
Las partículas virales de VIH están compuestas por 2 copias de su genoma ARN simple hebra, 
empaquetadas dentro de una cápside proteica. Una envoltura lipídica, que se genera de la célula 
huésped, rodea la cápside. Insertas en esta envoltura se encuentran las proteínas de superficie del HIV: 
gp120 y gp41. La proteína gp120 es crucial para la unión entre el virus y sus células blanco. Es la 
afinidad específica de la gp120 por la proteína CD4 que dirige al VIH a aquellas células del sistema 
inmune que expresan CD4 en su superficie  (e.g. células T-colaboradoras, monocitos y macrófagos) 
 
En esta parte del práctico vamos a estudiar la similaridad de las secuencias de 27 aislados de la proteína 
gp120 de VIH-1, VIH-2 y SIV. 
 
Alineamiento utilizando el clustalw 
 
Las secuencias de gp120 se encuentran en el archivo gp120.prt ubicado en el directorio 
/home/curso2003/comun/
. La primera fase consiste 
en alinear estas 
secuencias utilizando el 
programa clustalw que 
esta disponible en versión 
para windows, o puede 
ser corrido directamente 
en el servidor. Si 
escribimos clustalw 
comienza el programa 
con un menú interactivo 
donde debemos cargar la 
secuencia. Luego de 
cargar la secuencia la 
opción 2 nos permite 
ingresar en el sub-menu 
de los alineamientos 
múltiples. Aquí se 
despliegan varias 
opciones de modificación 
de parámetros que van a 
modificar la salida del 
alineamiento, investiguen cada una de estas opciones. Luego corran el alineamiento utilizando la opción 
2. 
El resultado se observa en formato clustal y el archivo de salida es el gp120.aln.   
 
Alineamiento utilizando el paquete 'poa' 
 
Otro programa de alineamiento es el poa. Este programa utiliza una estrategia algo diferente del clustal 
y permite realizar alineamientos en forma extremadamente rápida. 
 
Este programa corre únicamente en ambiente linux/unix pero en caso de no disponer de una maquina 
con este sistema operativo existe un servidor web que brinda este servicio 
(http://www.bioinformatics.ucla.edu/poa/). En el caso que corramos el programa en forma local la l ínea 
de comando por defecto es: 
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poa –read_fasta nombredelarchivo –clustal nombredelarchivodesalida archivoconmatriz 
En donde la opción –read_fasta indica que el archivo de entrada se encuentra en formato fasta, -
clustal: archivo de salida en formato clustal; el último parámetro es la matriz de puntajes (e.g.: 
BLOSUM80, PAM120, etc.), ésta debe estar en un archivo que se debe especificar. Para ubicar estas 
matrices se puede correr el comando locate –i blosum, es importante recordar que todo el 'path' debe 
ser indicado en el nombre del archivo, así nuestro ejemplo quedaría: 
 
oeg@volta:~$ poa -read_fasta gp120.prt -clustal gp120_poa.aln 
/root/programas/poa_pkg/blosum80.mat 
 
El resultado del alineamiento queda grabado en el gp120_poa.aln 
 
Alineamiento utilizando el programa T-coffee 
 
Este programa corre bajo windows y linux/unix, también existen servidores web que corren esta 
aplicación, un ejemplo es el expasy que permite correr un alineamiento T-coffee (o clustalw) con el 
resultado de una búsqueda en el s wissprot-trembl. Para correrlo basta escribir en una carpeta con los 
archivos extraídos del paquete t_coffee: t_coffee.exe nombredelarchivo en una ventana de MS-DOS 
(w98 y anteriores) o s ímbolo de sistema (w2k y wXP). El resultado es desplegado en un archivo .aln en 
formato clustal. 
 
Este programa permite una gran variación de los parámetros que utiliza en el proceso de alineamiento, 
para ello referirse al manual de usuario del t_coffee. 
 
Alineamiento utilizando el programa dialign 
 
Este programa corre en ambiente linux/unix y permite también realizar alineamientos múltiples es el 
más costos computacionalmente (casi igual que el T-coffee). Es preferible utilizar el programa cuando 
tenemos que alinear proteínas de largos bastante diferentes (diferencia en mas del 70%) o con uno o 
más dominios conservados, en medio de zonas con poca homología. 
 
Para correrlo debe estar correctamente seteada la variable de ambiente 'DIALIGN2_DIR', si esto no es 
así el programa no puede correr. Una manera para hacerlo:  
export DIALIGN2_DIR=/usr/local/dialign2_dir/ 
luego estamos prontos para correr el programa. Se recomienda estudiar la guía de usuario (less 
/usr/local/dialign2_dir/USER_GUIDE) para conocer los parámetros posibles de cambiar. Como 
ejemplo de línea de comando: 
 
oeg@volta:~$ dialign2-2 -cw gp120.prt 
 
en donde el –cw escribe un archivo de salida en formato clustal. 
 
Consideraciones generales 
 
El programa clustalw utiliza métodos de alineamiento global en su proceder, por tanto, no es 
aconsejable utilizarlo en secuencias de largos dis ímiles. Los otros tres métodos que utilizan estrategias 
locales funcionan mejor en estos casos. Por otra parte el clustalw ha mostrado no funcionar muy bien en 
secuencias de baja homología o en secuencias dominios conservados en medio de zonas de baja 
homología (Lassmann & Sonnhammer, 2002; FEBS 529, 126-30). 
 
Visualización utilizando el programa GeneDoc 
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Un programa de visualización y edición de 
alineamientos bastante versátil y sencillo de 
manejar es el GeneDoc. Con el es posible editar 
los alineamientos, estudiar zonas conservadas 
aplicando diferentes criterios, definir grupos de 
secuencias y estudiar sus características, y varias 
cosas más (ver manual). Es posible exportar los 
diferentes alineamientos generados por los 
programas con la opción import (hay que crear 
un documento en blanco primero, cuando este no 
esta creado).  
Abrir los archivos y comparar los alineamientos, a 
ojo nomás, para ver si existen diferencias entre 
ellos. Luego en uno de ellos intente reconocer 
zonas conservadas en general, zonas 
conservadas dentro del grupo HIV1 primero y 
HIV2 luego. Ubicar las zonas más variables. ¿A 
qué regiones de la proteína pertenecen estas 

zonas conservadas y variables? 
 


