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Presentacion de la unidad

En la actualidad existe un gran cumulo de informacién genética producto de la
secuenciacion de genes particulares de un organismo o de genomas completos. Pero,
¢,como se puede interpretar toda esta informacién para que tenga alguna utilidad practica
en nuestros proyectos de investigacion? La bioinformatica representa una herramienta
muy util para el analisis de toda la informacion generada hasta el momento, es por ello
gue uno de los objetivos de esta unidad es introducirte en el uso de las principales bases
de datos disponibles en la actualidad para que seas capaz de buscar, obtener y analizar
datos de secuencias de acidos nucleicos que te permitan responder preguntas especificas
que pudieran presentarse en tu actividad profesional.

Asi, durante esta unidad se abordaran aspectos tedricos sobre la busqueda y andlisis de
secuencias de &cidos nucleicos, particularmente del alineamiento de secuencias como
una herramienta para buscar similitudes entre las secuencias y con ello, poder inferir su
funcidén. Posteriormente, nos centraremos en la utilizacion de distintas bases de datos y
software para obtener informacién diversa de secuencias de acidos nucleicos y sus
aplicaciones practicas. Se indicara el uso de estos programas paso por paso, esperando
que refuerces y practiques estos conocimientos al realizar las actividades planteadas. En
esta unidad, se espera un compromiso mayor de tu parte por practicar el uso del software
y en el analisis de los datos obtenidos.

Propdsitos de la unidad

e Identificar las bases teoricas del alineamiento de secuencias.

e Interpretar correctamente los resultados de un alineamiento.

o Determinar caracteristicas intrinsecas de una secuencia en particular por medio
del empleo de software.

e Distinguir herramientas bioinformaticas para el disefio de cebadores y construccion
de plasmidos que son Utiles en la ingenieria genética.

Universidad Abierta y a Distancia de México



U2

Bioinformatica
Analisis computacional de secuencias de ADN

Competencia especifica

SABER >

Interpretar el contenido de secuencias de nucleétidos para su utilizacién
en procesos moleculares especificos mediante el uso de software
especializado en el disefio de herramientas moleculares.

2.1. Busqueda de secuencias de ADN

En la unidad pasada buscamos una secuencia de ADN en la base de datos del NCBI, sin
embargo, existen otras bases de datos en las que podemos hacer una busqueda y
dependiendo de la base datos que utilicemos, nuestra secuencia, asi como los resultados
mostrados, puede presentar diversos formatos.

2.1.1. Formatos de secuencias

Un formato de secuencia define el disefio y contenido de un texto, que incluye la
secuencia, en un archivo. Contiene palabras de texto que definen los campos utilizados
en las bases de datos. Los campos incluyen la secuencia, el nombre del identificador de
secuencia y nimero de acceso, entre otros. La mayoria de los formatos pueden verse en
la pantalla y son imprimibles. Aunque en esta seccién utilizaremos el formato FASTA, es
importante que sepas que existen otros formatos de secuencias como son: ASN.1, EMBL
UniProt, GenBank/GenPept, NEXUS, PHYLIP y NBRF-PIR. Dichos formatos
representan distintas formas de obtener y observar la informacion.

FASTA: es el formato mas usado, consiste en una descripcién en la linea de cabecera
comenzando con un simbolo “mayor que” (>) seguido por un cédigo de identificacion de la

secuencia y frecuentemente algunas palabras que describen la secuencia, como el
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organismo al que pertenece, la proteina que codifica, entre otros. La linea de cabecera es
seguida por una 0 mas lineas conteniendo la secuencia, ya sea de nucleétidos o de
aminoacidos. Ejemplo de secuencia de ADN en este formato:

Formato FASTA

>gi|71660716|ref| XM_816981.1| Trypanosoma cruzi strain CL Brener heat shock protein 20 partial mRNA

ATGTGGGATCCGTTTCGCGATGTGGAGCGCCTTCTCAATCGCATGCAGTCCGTCACCGGCACGAGTTTTCTCTCCACATCCGCT
CGTGGATCATGGGTGCCGGCGATGGACATTGTCGAGAGGGAGGACAGCTACAAGATTCTTGCTGACTTGCCCGGCATGAGCC
GCAACGACGTCTCTGTGGAGATTGAGGGCAGCCAACTGTGCATTGGAGGCAACCGCAAGTCCATGCTGAGTGAAGAGGAACAC
AAAAACGTTGTGATGGCAGAGCGCGGTTCCGGGAGATTTGAGCGCTGCGTGCGACTTCCCTCACCCCTTGAAGAGGGCAGCGT
GAAGGCCAGCCTGCGTGATTCGGTGCTGCTCGTGGAGGTGAAGAAAGT GACGGACGCCGTGCGGAAGCGCTCGGGGATCTCC
GTGAAGATCAATTAG

El formato FASTA es usado por las principales bases de datos:
EMBL http://www.embl.de/

GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

SwissProt http://www.expasy.org/

PIR http://pir.georgetown.edu/

2.1.2. El caso especifico de algunas bases de datos

Base de datos EMBL-EBI

Para la busqueda de secuencias de nucleétidos, una de las bases de datos mas utilizada
es EMBL-EBI. Esta base de datos utiliza el Archivo Europeo de Nucledtidos o ENA, por
sus siglas en inglés (European Nucleotide Archive). ENA captura y presenta la
informacioén relacionada a trabajos experimentales que se basan en secuencias de
nucledtidos. Un flujo de trabajo tipico incluye el aislamiento y la preparacion del material
para secuenciacion, un corrimiento en una maquina secuenciadora en la cual los datos de
la secuencia son producidos y finalmente la realizacion de un analisis bioinformatico. ENA
registra esta informacion en un modelo de datos que expone la informacion de entrada
(muestra, disefio experimental, configuracion de la maquina), datos de la maquina de
salida (trazo de la secuencia, lecturas y puntuaciones de calidad) y posteriormente la
interpretacion de la informaciéon (montaje, mapeo, anotaciones funcionales). En el
siguiente enlace podras entrar directamente a la pagina de ENA, realizar busquedas y
obtener méas informacion: http://www.ebi.ac.uk/ena/about/about.

Los datos que llegan a ENA provienen de diversas fuentes. Estos datos incluyen envio de
datos en bruto, secuencias ensambladas y notaciones a pequefia escala de secuencias.

Universidad Abierta y a Distancia de México


http://www.embl.de/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://www.expasy.org/
http://pir.georgetown.edu/
http://www.ebi.ac.uk/ena/about/about

U2

Bioinformatica
Analisis computacional de secuencias de ADN

Los datos alimentan a los principales centros europeos de secuenciacion y permiten un
intercambio global rutinario y comprensivo con los socios en la Colaboracién Internacional
de Bases de Datos de Secuencias de Nucleétidos o INSDC, por sus siglas en inglés
(International Nucleotide Sequence Database Colaboration). ElI suministro de los datos de
secuencias de nucledtidos a ENA o sus socios INSDC se ha convertido en un paso
central y obligatorio en la difusion de los resultados de la investigacion a la comunidad
cientifica. ENA trabaja con los editores de la literatura cientifica y los organismos de
financiamiento para asegurar el cumplimiento de estos principios y para proporcionar
sistemas de envio 6ptimos y herramientas de acceso a datos que funcionen a la
perfeccion con la literatura publicada.

ENA se compone de un numero de distintas clases de datos organizados en tres niveles.
Cada clase tiene sus propios formatos y estandares. Aungque ENA tiene al menos 30 afios
de historia, los datos y servicios estan en constante cambio con el fin de reflejar el
crecimiento en volimenes de datos. Asimismo, la tecnologia de secuenciacion que usan
cada vez es mejor, ya que como parte del esfuerzo global para mejorar el acceso y uso de
los datos de secuenciacion de nucledétidos, colaboran ampliamente en el desarrollo de los
servicios y tecnologias y también en las actividades de normalizar los datos .

A pesar de que en este curso no utilizaremos esta base de datos, es importante que al
menos sepas reconocer sus caracteristicas principales. Para acceder a ella, da click en la
siguiente direccién de internet: http://www.ebi.ac.uk/ena/

Una ventana como la siguiente es la que aparecera:

A EN A coopen i e

ENA Home - Search & Browse | Submi & Update | About ENA | Contact | FAQ

European Nucleotide Archive

The European Nudleotide Archive (ENA) provides s comprehensive record of the world's . covering raw data. assembly
and functional annotation ... more

NEWS AND
ANNOUNCEMENTS Access to ENA data is provided though the browser. through search tools, large scale file download and through the AP

ENA release 119
17 Mar 2014 Text search

Release 118 of ENA's Search |
assembled/annotated
seqences now avaiable.

NGS data CRAMming.
Archiving & Exploring
course on April 2nd

Sequence Search Advanced Search

13 Feb 2014 Enter or paste a nucleotide sequence or accession mumber

This course will provide

an overview of data

resources, tools, API,

standards. data models.

compression technology

and large-scale data Search
management n ENA S —

Event date: 2nd of April
2014,
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Los datos ENA pueden ser buscados y recuperados interactivamente y mediante
programacion, utilizando el navegador de ENA.

Clases de datos de ENA y los formatos

Texto libre: blusqueda de texto libre. Se proporciona desde la pagina principal de ENA a
través de la busqueda disponible en la parte superior de todas las paginas web EMBL-
EBI. Las opciones de blusqueda avanzada estan disponibles en la pagina de ENA
(busqueda avanzada).

Busqueda de similitud de secuencias: se proporciona en la pagina principal ENA.
Opciones de busqueda avanzada estan disponibles en la pagina de basqueda de
secuencias. La interfaz principal de programacién para acceder a los datos es a través del
navegador ENA. El navegador ENA esta disefiado para acceder a través de URLs REST
de acceso para recuperacion de datos mediante programacion y una variedad de
formatos.

Una vez que introdujiste la secuencia de busqueda, los resultados pueden verse como se
muestra en el siguiente ejemplo:

Universidad Abierta y a Distancia de México
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Query Sequence Details

Select columns

EMBL-Bank - 7 Results

. —— Alignment Target
Accession Description ((Fiter | Organism Identity(%) E-Value
ption | [ Fiter | 9 Length  Length (%)
AAHKO1000783 w Trypsnosoms oruzi strain CL Brener toruzi 1047053510323 whole genome shotgun sequence Trypancsoma ouzi 429 429 100 2E-232
Query Range 1->429
Target Range 87378209
BLAST Raw Score 429
BLAST Bit Score 818
BLAST E-Value 3E-232
Identity(%) 100
Query 1 GGA T T GTCCGTCACCGES 60
LR R R R R R R RN RN RN R RN RN RN RN RRRR R
Sbjct 8737 TTCH CCGGC 2678
Query €1 ACGAGTTTTCTCTCCACATCCGCTCGTGGATCATGGGTGCCGGCGATGGACATTGTCGA! G 120
LR R R R R R R RN R RN R AR RN R RN RN RN RN
Sbjct 8677 ACGAGTTT se18
Query 121 }CTACAA TCTTGCTIGACT CICT 180
FERRRRR Rt
Sbjct 8617 AGCTACAA ACCGCAACGACGTCICT 8558
Query 181 GIGGAGAT ACTGTGCATTIGGAGGCAACCGCAAGT GTGAA 240
LR R R R RN R NN R RN RN AR
Sbice 8557 A ACCGCAN GTGAA 8498
Query 241 GAGGAACACAARAN TTTGA 200
FERRERRR R Rty
Sbjct 2497 AAAR TTTGAGCGCTGCGTG 2432
Query 301 CGACTTCCCTCACCC! TTCGGTGCTG 360
PERRRRRRR Rt et ennnnnnennnnnnnnnl
Sbict 8437 CGACTTCCCTCACCCCT GAN GCCTGEG CGGTGCTG 8378
Query 361 crcer GACGGACGCCGTGCGGAAGCGCTCGGGGATCTCCGTGAAG 420
FERRRRR R e
Sbice 8377 CGGA AG 8318
Query 421 ATCAATTAG 429
LLARNARE)
Sbjet 8317 ATCAATTAG 2309
CF888036 P smasto723 ToAM Trypsnosoms oruzi cONA done 3F4 5' mRNA sequence Trypancsoma cuzi 429 429 99 28230
Al083130 » TENU3807 T. oruzi epimastigote normalized cONA Library Trypanosoms oruzi cDNA clone 42820 5", mRNA sequence Trypanosoma cruzi 415 415 9 9E-221
CF337958 P tcam-45 ToAM Trypsnosoms ruzi cONA clone 0196 3', mRNA sequence Trypanosoma cruzi 333 333 99 9E-174
Al057948 » JENU2038 T ouzi epimastigote normslized cONA Libeary Trypsnosoms ozi cDNA clone 23p17 &' similar to hest shock protein  Trypancsoma aruzi 251 251 98 1E121
[Schizossccharomyces pombe] gnl|PIDje mRNA sequence
Cr839803 P TcTR-806 TCTR Trypsnosoms oruzi cONA clone 031 5", mRNA sequence Trypanosoma ouzi 243 243 98 26120
CF890850 P TcTR.1454 TcTR Trypsnosoms cruzi cONA clone 12621 5, mRNA sequence Trypanosoma cruzi 201 201 % 2E-89
Showing results 1-7 of 7 Show all alignments
Back to search page

Descarga de datos ENA: La principal herramienta para descargar datos ENA es su
navegador. Este puede ser utilizado interactivamente y mediante programacién a través
de URLs REST. Todos los datos ENA incluyen un ensamblaje y anotacion de secuencias
que estan disponibles para descargarlos a través de este navegador.

Envio de listas: Todos los usuarios son alentados a suscribirse a “ena-announce”, para
recibir los datos via mail.

Base de datos NCBI

En la base de datos NCBI (con la cual ya te familiarizaste en la unidad pasada), se
pueden hacer diversos alineamientos mediante el programa BLAST, este compara
nuestra secuencia de consulta con todas las secuencias de la base de datos para
encontrar regiones de similitud. En la seccion siguiente nos adentraremos al uso de esta
herramienta bioinformatica.
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2.1.3. Parametros de busqueda

Los parametros son tipos de variables usadas para personalizar el andlisis de secuencias,
estas variables influyen en el andlisis y de esta manera intervienen indirectamente en el
resultado. En los alineamientos, la seleccion de parametros ajusta los posibles resultados
de la busqueda, a lo que el investigador le interesa. Los parametros por disefio que utiliza
BLAST son 6ptimos, sin embargo en ocasiones se deben cambiar para obtener resultados
mas especificos o cuando se sospecha de homologia entre especies muy divergentes, se
deben “agrandar” o “achicar” los filtros para poder detectar adecuadamente.

En el caso de BLAST, los principales parametros son: descripcion, formato de
secuencia, expectativa, secuencias blanco maximas, alineacién, nombre del
organismo, clasificacion taxondémicay filtro de baja complejidad, NCBI-gi, consulta
de cddigo genético y descripcion grafica, entre otros
(http://kinase.com/blast/docs/newoptions.html,
http://viroblast.dbi.udel.edu/CHO/parameters.php).

Ejemplos de cdmo se despliegan las ventanas donde uno puede cambiar los parametros
de este programa son mostrados en las imagenes siguientes, localiza cada uno de los
parametros. Cabe mencionar que si ademas colocas el cursor en el icono del signo de
interrogacion, obtendras una breve descripcion de ese pardmetro.

Enter a descriptive title for your BLAST search &

["] Align two or more sequences ©

Choose Search Set

Database Human genomic + transcript ) Mouse genomic + transcript @ Others (nr etc.):
Nucleotide collection (nr/nt) v @
Organism —
Optional ("] Exclude .+
[C] Exclude

Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown &

Exclude [C] Models (XM/XP) [C] Uncultured/environmental sample sequences
Optional

Entrez Query

Optional
Enter an Entrez query to limit search &

Program Selection

Optimize for ® Highly similar sequences (megablast)
More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
_ Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm &

Descripcion: Restringe el nimero de descripciones cortas reportadas que coinciden, el

Universidad Abierta y a Distancia de México
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limite por defecto es de 100.

Formato de secuencia: Un formato de secuencia comun para la mayoria de secuencias
y de alineacion y editores.

Expectativa: El umbral de significancia estadistica coincide con la secuencia de la base
de datos, el valor por defecto es 10, asi que espera encontrar 10 coincidencias por
casualidad.

Secuencias blanco maximas: Mantiene un nimero maximo de descripciones y
alineaciones. El valor por defecto es 50.

Alineacidn: Restringe las secuencias de la base de datos con el nimero especificado
para obtener pares de segmentos con la mayor puntuacion, el limite por defecto es 100.

Nombre del organismo: Se introduce el nhombre de la especie, por ejemplo: Homo
sapiens. En el menu despegable se muestran las especies mas comunes.

Enter a descriptive title for your BLAST search &

[”] Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database Human genomic + transcript ' Mouse genomic + transcript @ Others (nr etc.):
| Nucleotide collection (nr/nt) v ©
Organism Genomic plus Transcript .
Optional Human genomic plus transcript (Human G+T) ") Exclude . *
Mouse genomic plus transcript (Mouse G+T) [ Exclude
Other Databases “*
| Nucleotide collection (n/n) — —  [Reiil
Exclude Reference RNA sequences (refseq_rna) s
Optional Reference genomic sequences (refseq_genomic)

NCBI Genomes (chromosome)

Entrez Query Expressed sequence tags (est)

Options Genomic survey sequences (gss)
High throughput genomic sequences (HTGS)
: Patent sequences(pat)
Program Selectio Protein Data Bank (pdb)
Optimize for Human ALU repeat elements (alu_repeats)

Sequence tagged sites (dbsts)

Whole-genome shotgun contigs (wgs)

Transcriptome Shotgun Assembly (TSA)

16S ribosomal RNA sequences (Bacteria and Archaea)

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

Clasificaciéon taxondmica: Se introduce cualquiera de los nombres taxonémicos utilizado
por NCBI:

Archaea
Bacteria

Universidad Abierta y a Distancia de México



U2

Bioinformatica
Analisis computacional de secuencias de ADN

Eucarionte
Embryophyta
Hongos
Metazoos
Vertebrata
Mammalia
Rodentia
Primates

Filtro de baja complejidad: La filtracion puede eliminar la significancia estadistica, sin
embargo no elimina informes biolégicos, lo que permite tener regiones biol6gicas mas
interesantes en la secuencia de consulta para que esta coincida especificamente contra la
base de datos.

NCBI-gi: Causa identificadores gi NCBI para mostrarse en la salida, ademés del nimero
de acceso y nombre del locus.

Consulta de cédigo genético: Utiliza el codigo genético en la traduccion BLASTX de
consulta.

Descripcion grafica: Se muestran las secuencias de la base de datos alineadas con la
secuencia de consulta. La puntuacion de cada alineacién se representa con cada uno de
los 5 colores diferentes usados y cada alineamiento se conecta por una linea, al hacer
click en una secuencia lleva al usuario a las alineaciones asociadas.

(©)Algorithm parameters
General Parameters

Max target 00 o
sequences =

Short queries 7

Expect 0
threshold

Word size 28

ent. more.

Max matches in 0
a query range

Scoring Parameters

Match/Mismatch 1.2 . 4
Scores

Gap Costs Linear v W

Filters and Masking

Filter V] Low complexty regions 4

Universidad Abierta y a Distancia de México 10
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2.2. Alineamiento de secuencias

Una forma de representar la comparacion entre dos 0 mas secuencias, ya sea

de ADN, ARN, o aminoacidos es el alineamiento de secuencias. En esta unidad
revisaremos los fundamentos en los que se basan los programas computacionales para
realizar estos analisis. Posteriormente nos enfocaremos en los alineamientos de
secuencias de nucleotidos y en la préxima unidad retomaremos estos conceptos para el
caso de secuencias de aminoécidos.

2.2.1. Concepto de alineamiento de secuencias

El alineamiento de secuencias se refiere al procedimiento de comparar dos o mas
secuencias, buscando caracteres individuales que se encuentren en el mismo orden en
las secuencias comparadas. Los caracteres pueden ser acidos nucleicos o aminoacidos.
Asi, un alineamiento involucra establecer correspondencias entre nucleétidos o codones
de ADN o ARN o entre amino&cidos que forman una secuencia lineal, encontrando
aquéllos que son idénticos (Baxevanis & Ouellette, 2001). Un ejemplo es mostrado en la
Figura 1, donde se sefialan, con una linea vertical, aquéllos nucleétidos que son idénticos
en las dos secuencias.

AGTTTGCAGC

GGTTTCGTGC

Figura 1. Alineamiento de dos secuencias. El principio teérico del alineamiento de dos secuencias
se basa en encontrar coincidencias entre éstas. En este caso, las coincidencias son sefialadas por
una linea vertical que comunica aquéllos nucleétidos idénticos entre una y otra secuencia en el
orden en el que se encuentran dispuestos. Debido a que de 10 nucleétidos que conforman a la
secuencia, 6 son idénticos, el porcentaje de similitud entre ellas es del 60%.

Una categorizacion de los andlisis y busqueda de secuencias, se realiza por el porcentaje
de elementos de la que toman para el analisis, de acuerdo a esto, existen 2 tipos de
alineamiento: global y local. El alineamiento global busca en toda la secuencia e
introduce espacios o “gaps” donde no puede encontrar una coincidencia o apareamiento
adecuado entre las secuencias (Figura 2A). En cambio, el alineamiento local busca s6lo
en regiones donde hay un apareamiento significativo (Figura 2B), éste se recomienda
cuando se alinean secuencias con poca similitud, pues de esta forma solo buscara en las
regiones donde es mas probable encuentre una identidad (Mount, 2001).

Universidad Abierta y a Distancia de México 11
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A)
AG CTG'Il'IIRCTGAGCTT(:I'- TTACG
| |

T C(IZAATACTCC A---GCCATC
B)

------ AGC------

|1
------ AGC------

Figura 2. Tipos de alineamiento entre dos secuencias. De acuerdo a la region de comparacion que
abarque el alineamiento, éste puede ser clasificado en alineamiento global (A), donde se incluye
toda la secuencia en su totalidad, o local (B), donde s6lo se compara una parte de la secuencia.

2.2.2. Fundamentos tedéricos del alineamiento de secuencias

La l6gica que se sigue para llevar a cabo los andlisis por alineamientos es comparar las
diferencias entre dos 0 mas secuencias, con el propdésito de encontrar similitudes que
representen relevancia a nivel bioldgico. Con la secuenciacion de genes, proteinas y
genomas completos, las bases de datos contienen una gran cantidad de informacién, con
lo cual, hoy en dia se puede contrastar una secuencia contra miles de secuencias
conocidas ya descritas. El procedimiento esta basado en distintos algoritmos con los
cuales se buscan las posibles coincidencias entre éstas.

El analisis de secuencias se basa en fundamentos de estadistica, que como veremos mas
adelante tiene ciertas particularidades, pero para entender las aproximaciones
estadisticas es necesario comprender su fundamento cientifico, en este caso la
probabilidad. La probabilidad en su definicidn intuitiva, acerca su significado al de
frecuencia p(A) = #A/T donde p(A) es la probabilidad de A, #A es el nimero de eventos
del tipo Ay T son los eventos totales, asi lo que se mide es la frecuencia de los eventos
de tipo A. La ciencia de la probabilidad sirve para hacer inferencias a partir de la
informacion que se tiene y aunque dar los detalles mas técnicos sobre la probabilidad esta
fuera de los alcances de esta unidad, es necesario saber que las probabilidades ocurren
en el rango de 0 a 1, por lo cual son siempre positivas. La probabilidad de un evento entre
mas cercano a 0 sea el evento es menos probable. Como mencionamos anteriormente,
existe la probabilidad de que las similitudes entre secuencias se deban al azar y que
necesitabamos elementos metodolégicos y tedricos para determinar con argumentos
cientificos la existencia de homologia entre secuencias.

En concreto las aproximaciones estadisticas para el analisis de secuencias se basan en
crear un puntaje, calculado a partir de la distribucion de puntajes generados al contrastar
muchas secuencias no relacionadas, de esta forma entre mayor es la cantidad de
secuencias con las que se construyen los puntajes, mas confiable es el analisis.
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Uno de los métodos usados actualmente, requiere del ajuste matematico de la cola de
distribucion de puntajes (es decir el area de la distribucién donde se encuentran los
valores extremos), realizados al contrastar secuencias no relacionadas elegidas al azar.
Bajo la misma logica de encontrar el valor maximo de un atributo, en el analisis de
comparacion de secuencias se busca el valor maximo de alineamiento. Ahora que ya
hemos visto como se construyen los puntajes que dan el sustrato metodoldgico para las
comparaciones estadisticas de secuencias, veamos el elemento teérico detras de estas
comparaciones, es decir la prueba de hipétesis.

Para poder tomar la decisién de homologia se recurre a la estadistica y el objetivo es
probar una de dos hipoétesis. La hipétesis nula, las similitudes entre 2 0 mas secuencias
se deben al azar y la hip6tesis alternativa, las similitudes entre 2 0 mas secuencias no se
deben al azar. Para ello se determina la significancia estadistica que se refiere a la
probabilidad de que el resultado no sea debido al azar y por lo tanto depende de la
probabilidad de distribucién y de sus parametros, que como mas adelante veremos
afectan la probabilidad de que el resultado sea un falso positivo o artefacto (Schuler,
2001). Los algoritmos que se han desarrollado para estos fines integran los analisis
estadisticos y es necesario poner atencion a los resultados para poder dar un juicio de
evaluacion de la similitud obtenida a partir de los alineamientos de secuencias (Schuler,
2001; Madden, 2003).

Usando el teorema central del limite que dice que la media de muchas muestras
independientes tiende a la media poblacional, se puede establecer un criterio de
significancia con fundamentos tedrico-empiricos. Es recomendable contrastar el
porcentaje de similitud contra muchas secuencias, lo cual realza la importancia de tener
disponibles gran cantidad de secuencias para hacer comparaciones, si se obtiene un valor
p< 0.01 y se hicieron 100 comparaciones, se puede afirmar que la probabilidad de que las
similitudes se deban al azar son de 1 en 100 (Madden, 2003).

Dependiendo del software que se use para los analisis es como se presentaran los

resultados, es por esto que es mejor saber identificar qué parAmetros son importantes
para la comparacion de secuencias y la logica detras de cada forma de analisis.

2.2.3. Similitud, identidad y homologia

Para entender los andlisis de secuencias, se debe comprender los conceptos de
similitud, identidad y homologia.

Al encontrar coincidencias entre los caracteres de dos secuencias alineadas, se dice que

las secuencias son similares. ¢ Pero qué tan similares son las secuencias analizadas? El
concepto de similitud se refiere a la cantidad medible de semejanzas entre una
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secuencia y otra, que puede ser expresada bajo cualquier unidad cuantitativa,
normalmente se expresa como porcentaje de identidad.

El porcentaje de identidad es la cantidad de nucledtidos o amino&cidos que son iguales
entre las secuencias. Para determinarlo, simplemente se calcula el porcentaje que
constituyen los caracteres idénticos con respecto a la longitud de la secuencia completa
de acuerdo a la siguiente formula (Claverie & Notredame, 2007):

Numero de nucledtidos o aminoacidos identicos 100

Numero de nuclebétidos o aminoacidos totales que componen la secuencia

En el ejemplo de la Figura 1, la secuencia superior tiene 10 nucleoétidos, de los cuales 6
son idénticos con la secuencia inferior, asi, calculando el porcentaje de identidad de la
secuencia superior con respecto a la inferior, tenemos que esos 6 nucleétidos representan
un 60% de identidad, es decir, 60% de los nucledtidos son iguales.

En el caso de que quisiéramos conocer cuantos nucleotidos de la secuencia inferior son
iguales con respecto a la secuencia superior, seria el mismo resultado, ya que también
esta constituida por 10 nucleétidos y 6 son iguales en comparacion con la secuencias
superior.

En un caso hipotético que la secuencia superior se conformara de 16 nucledtidos y la
inferior de 10 y de los 16 nucle6tidos de la superior, 8 coincidieran con la inferior, el
porcentaje de identidad de la secuencia superior con la inferior seria del 50 %, en cambio,
el porcentaje de identidad de la secuencia inferior con la superior seria del 80 %.

El objetivo principal del alineamiento de secuencias es determinar si el grado de similitud
es tal, que pueda inferirse que dichas secuencias sean homologas y con ello, encontrar
informacién sobre la probable funcién de dicha secuencia. Dos secuencias son
homologas cuando provienen de un ancestro comun, es decir, en términos evolutivos, se
originaron de la misma secuencia ancestral.

La homologia es un atributo discreto, es decir, dos secuencias son o no son homélogas,
en consecuencia resulta errébneo expresar un porcentaje o nivel de homologia entre las
secuencias evaluadas (Baxevanis & Ouellette, 2001). Ahora bien, ¢,qué tan similares
deben ser dos secuencias para ser consideradas homologas?

En términos generales, se acepta que, respecto a las secuencias de nucleétidos, un
porcentaje de identidad del 70 % o mayor indica que los genes son homélogos (Claverie &
Notredame, 2007). Para el caso de secuencias de aminoacidos, dos proteinas son
homdélogas si tienen un 25 % o mas de identidad, lo cual puede considerarse una
evidencia de que esas secuencias tienen un ancestro comun (Brown, 2000).
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2.2.4. Alineamiento de un par de secuencias

El alineamiento entre un par de secuencias, se refiere, como su nombre lo indica, al
andlisis por alineamiento entre solo dos secuencias de acidos nucleicos o de aminoacidos
(Baxevanis & Ouellette, 2001).

En la Figura 3, se muestra un alineamiento de dos secuencias. En este alineamiento
global puedes observar, entre otros datos, el porcentaje de identidad y el nimero de gaps
generados, encerrados en un circulo rojo. La secuencia de busqueda o consulta es
aquélla de la cual nosotros queremos obtener informacion y se denomina “Query”, la
“Shjct” es la secuencia contra la cual se compard. De aqui en adelante llamaremos
secuencia de consulta a la secuencia Query. Asi, en este alineamiento, la secuencia de
consulta contenia 380 nucledtidos, de los cuales 372 coincidieron con la otra secuencia,
produciendo un porcentaje de identidad del 98%. Por otro lado, en este alineamiento no
fue necesario incluir gaps para que las secuencias quedaran alineadas (Figura 3).
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Score Expect Identities Ga Skrand.

ps
669 bits(362) 0.0 372/380(98%) 0/380(0% Plus/Pligus

Query 619 GATOGTCATGATAACCTGAGACCCCCCTGAAARGCTGATAGTTACCGATTTIGATIGTAGT 6768
TERRRLE 1 PEReer teneneeer reeeer reeeenennenen e reeeeenni
Shiss 426 GATCGTCRIRATAACCGGAGACCCCCTTGAAAGSTGATAGTTACCGATTTWGATIGTAGT 277

Quexy 679 GGTTTTCTTAATAATGIGIGATTTGGCTATTTTT TGAAAGTGCCTTACCAGATTIATIGT 7238
TERRRLEREE e e e e e e e e e e e e enni
Sbiss 276 GGITTTCTTAATAATGIGIGATTIGGC TATTTTT TGARAGTGOCTTACCAGATITATIGT 217

Query 728 TATTATCAGGAGAATTTITTAATAAAAAGTGATGGIITATIGACTACRATAGTGGGTAGS T7SB

R N R R NN R RN RN RN RN Ry
Shist 316 TATTATCAGGAGAATTTITITAATAAAAAGTGATGGTTTATTGACTACAATAGTGGGTAGS 257

Quary 798 TIAAGTATTITATAAMATTATTAGCATGCTITATTIGCICTTCTACAAGGUTGLTAAGAAR EB5E
TERRRLERE e e e e e e e e e enn
Shist 256 TTAAGTATTITATAAAATTATIAGCATGCTITATTTGCTCTTICTACRAGGCTGCTARGAR 187

Quexry 658 GIGITGAMATATCAGCCTGATAAAGAATACGTCAGCGAAAGTGAATGCTATATTAGTCAT S1E
TERRRLER e et e e e e e enni
Shigs 196 GIGTTGAAATATCAGCCIGATAAAGAATACGTCAGCGARAGTGAAIGCTATATTAGTCAT 137

Query 519 ARAARRTTCAGGAGACATATGCTCAAACCIATCTGCCATAGTGGAAGTATAAAGGITCCGE 978

FERRRLEREE e e e e e e e e e e e enni
Shist 126 AAAAATTCAGGAGACATATGCTCAAACCTATCIGCCATAGTGGAMGTAT ARAGETT COGE

=]
=1

Query S79 AATATCTGGAAACAGATAMG 9S8
T LRELEERLnnn
Shist 76  AMTWIYTGGAAMCAGATAMG 57

Figura 3. Alineamiento entre dos secuencias de nucleétidos. Cada coincidencia entre los
nucledtidos se sefiala con una linea vertical. Se destaca el porcentaje de identidad y el nUmero de
gaps encontrados.

Los datos de secuencias genéticas de los que disponemos hoy en dia son tan vastos, que
la comparacion de nuestra secuencia de consulta con las secuencias disponibles en las
bases de datos involucra la comparacién con miles de secuencias. Ademas, gracias al
perfeccionamiento de los métodos de secuenciacion, podemos tener secuencias con una
longitud de varios miles de pares de bases. Por lo anterior, resultaria muy complicado
alinear estas secuencias a mano, por lo gue en la actualidad existe software
especializado, del cual podemos hacer uso de manera gratuita en la red para poder
realizar estos alineamientos de manera mas rapida y eficiente.
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Existen diversos programas disponibles para realizar alineamientos de secuencias, tanto
de acidos nucleicos como de aminoacidos. En esta seccién aprenderas a realizar
alineamientos de un par de secuencias de nucledtidos utilizando BLAST.

BLAST (por sus siglas en inglés, Basic Local Alignment Search Tool) es una herramienta
basica de blsqueda para alineamientos locales, mantenida por el NCBI, es la mas usada
para comparar regiones de similitud entre secuencias. Su programa compara secuencias
de &cidos nucleicos o de aminoacidos de consulta con secuencias de las bases de datos
y calcula la significancia estadistica de los nucledtidos o amino&cidos que coinciden.
Debido a los resultados que arroja, BLAST puede utilizarse para inferir las relaciones
funcionales y evolutivas entre secuencias, asi como ayudar a identificar a los miembros
de las familias de genes (Baxevanis & Ouellette, 2001). La importancia de herramientas
como BLAST se incrementa en la medida en que se secuencian mas genomas o se
describe la secuencia de més proteinas.

Existen cinco programas de la herramienta BLAST con los que pueden realizarse
blasquedas o alineamientos, cuyas caracteristicas principales son descritas en la Tabla 1.
La diferencia entre estos radica en dos factores: el tipo de la secuencia que se quiere
contrastar y el tipo de secuencias de la base de datos contra la que se contrastara nuestra
secuencia de interés (Orengo, Jones, Thornton, 2003).

Tabla 1. PROGRAMAS DE BLAST PARA COMPARAR O ALINEAR SECUENCIAS

Programa Secuenciade | Basede Uso
consulta datos de
busqueda
blastn Nucleétidos Nucleétidos Compara secuencias de

consulta de nucleétidos con
secuencias de nucledétidos de
la base de datos

blastp Proteinas Proteinas Busca proteinas de la base
de datos utilizando una
secuencia de consulta de

aminoacidos
blastx Nucleétidos Proteinas Busca proteinas en la base
traducidos de datos utilizando una

secuencia de consulta de
nucleétidos traducida

tblastn Proteina Nucleétidos Busca nucleétidos traducidos
traducidos de la base de datos usando
una secuencia de consulta de
aminoacidos
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tblastx Nucleoétidos Nucleoétidos Busca una secuencia
traducidos traducidos traducida de nucleétidos
usando un secuencia de
consulta de nucleoétidos

Para utilizar el programa BLAST, lo primero que debemos tener es una secuencia de
consulta de la cual queremos obtener informacién. Una vez que le proporcionemos
nuestra secuencia de consulta, el programa buscara las coincidencias que existan entre
nuestra secuencia de consulta y las miles de secuencias depositas en esa base de datos.
Es de suma importancia definir la naturaleza de nuestra secuencia, es decir, si se trata de
nucleétidos o de aminoéacidos, pues de lo contario, los resultados arrojados no seran
correctos o simplemente el programa no correra. De esta manera, si tenemos una
secuencia de consulta conformada por nucleoétidos, podemos pedirle al programa que la
compare con una base de datos conformada por secuencias de nucleétidos, en cuyo
caso, los resultados arrojados nos proporcionaran informacion sobre el gen al que
pertenece nuestra secuencia y en qué otros organismos se encuentra. Cabe mencionar
que en este caso, existe la posibilidad de que nuestra secuencia de consulta no codifique
para ninguna proteina, por esta razon, la comparacion con la base de datos de
secuencias de nucleotidos es importante. Por otro lado, en el caso de que queramos
conocer si nuestra secuencia de consulta contiene informacién genética expresada,
podemos pedirle al programa que la secuencia de consulta conformada por nucleétidos la
traduzca primero a aminoacidos, para posteriormente compararla con bases de datos de
secuencias de aminoacidos o de nucleétidos traducidos. En este caso, podremos saber si
nuestra secuencia de consulta, codifica alguna proteina. Las otras opciones son utilizadas
cuando tenemos una secuencia de consulta conformada por aminoacidos, cuyas
caracteristicas se detallaran en la siguiente Unidad.

Ahora es el momento de empezar a utilizar la herramienta BLAST para realizar
alineamientos de secuencias. Para ejecutar un alineamiento de un par de secuencias en
BLAST, lo primero que tienes que hacer es acceder a la pagina principal del NCBI, como
lo hiciste en la unidad pasada, en la siguiente direccién electronica:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Una vez que accediste a la pagina del NCBI, del lado derecho de la pantalla selecciona la
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Ahora puedes ver en tu pantalla los diferentes programas de BLAST, cuyas
caracteristicas explicamos anteriormente y que se basan en el tipo de secuencia que
introduciras y los resultados que esperas. Debido a que por el momento nuestro objetivo
es introducir una secuencia de nucleotidos y alinearla contra una base de datos de
nucleotidos, selecciona la herramienta “nucleotide blast”, que es lo mismo que blastn.
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MNCEU BLAST Home
BLAST finds regions of sim

Your Recent Result's New

5) All Recent results

@@ DELTA-BLAST, a more sensitive protein-protein search geJ |

BLASTAssembled RefSeq Genomes News

Choose a species genome to search, or list all genomic BLAST databases BLAST 22 29+ released

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 Tip of the Day
More tips..

cleotide query

nucleotide blast | S€arch a nucieotide database using
e Algorit guous megablast

rithms: blastn, megablast, disc

Search protein database using a protein query

protein blast :
si-blast, phi-blast, deta-blast

blastx | Search protein database using a translated nucleotide query
tblastn | Search translated nucleotide database using a protein query

tblastx | Search translated nucleotide database using a translated nucleotide query

Acto seguido, se desplegara una ventana con el nombre “Enter Query Sequence”,
donde puedes introducir tu secuencia o secuencias de nucleétidos, en caso de tener mas
de una, de las que quieres obtener informacién. Existen varias alternativas para introducir
una secuencia en esta ventana. Si tu secuencia ya esta depositada en una base de datos
y conoces su nimero de acceso (accession number) o su gl (estos términos se
definieron en la unidad pasada), puedes anotar directamente esos nimeros para tener
acceso a la secuencia deseada. Si no es el caso, y tu secuencia no esta depositada en
ninguna base de datos y la acabas de obtener, por ejemplo, como resultado de una
clonacion, o si no conoces ni el nimero de acceso ni el gl, entonces introduciras tu
secuencia en formato FASTA, que ya se explicé anteriormente por qué se caracteriza.
Puedes introducir tu secuencia pegandola directamente en la ventana o seleccionandola
de un archivo en tu computadora. Debajo de la ventana donde pegaste tu secuencia
podras encontrar un apartado donde puedes poner el titulo a tu trabajo (Job Tittle). En la
ventana “Choose Search Set”, en el apartado “Database”, escoge la opcion
“Nucleotide collection”, ya que queremos comparar nuestra secuencia contra una base
de datos de nucleétidos. Finalmente, elige la opcién “BLAST” para que empiece la
busqueda.

Universidad Abierta y a Distancia de México 20



Bioinformatica
Analisis computacional de secuencias de ADN

— BLAST®
~ | Home || RecentResults | saved strategies || Help LStan ) (Registen)
» NCBI/ BLAST/ blastn suite Standard Nucleotide BLAST
4 num'_ blastp | blastx | tblastn & thlastx |
/. More... Reselpage Bookmark
Enter Query Sequence BLASTN search using a query. morn
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &/

>S5 -
= From
o To
Or, upload file Browse.. | No file selected )
Job Title Seqt
Enter a descriptive title for your BLAST search &
Align two or more sequences &
Choose Search Set
Database Human genomic + transcript © Mouse genomic + transcript @ Others (nr etc.)
| Nucleotide collection (nr/nt) = @
Organism
Optional Exclude *
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown &
Exclude Models (XM/XP) ] Uncultured/environmental sample sequences
Optional
Entrez Query
Optional

Enter an Entrez query to limit search &

Program Selection
Optimize for ® Highly similar sequences (megablast)
More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
Somewnhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm &

% Search N (nr/nt) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)

Show results in a new window

(#)Algorithm parameters

Una vez que inicio la blusqueda, aparecera una nueva ventana donde se indica que tu
trabajo esta siendo procesado, indicando el status, la fecha de busqueda, asi como el
tiempo que ha transcurrido desde que solicitaste la busqueda.

My NCBI 12}

< BLAST®
~ | Home | RecentResults | Saved Strategies || Help ISign In] [Reaister]

» NCBI/ BLAST/ blastn suite/ Formatting Results - HHR161GZ015  [Formatting options]

Job Title: Seq1
Request ID HHR161GZ015
Status Searching
Submitted at Thu Mar 6 15:35:50 2014
Current time Thu Mar 6 15:35:53 2014
Time since submission 00:00:02

This page will be automatically updated in 2 seconds
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Una vez que termina la busqueda, aparecera una nueva ventana con los resultados
obtenidos. En esta ventana se mostraran datos como el nombre del trabajo solicitado, el
tipo de molécula de que se trata, en este caso, acidos nucleicos, la longitud de la
secuencia, entre otros. Con respecto a los resultados, aparecera un recuadro de colores
donde se indica la longitud de tu secuencia de consulta (Query). Enseguida se muestra
con lineas rojas, la longitud de coincidencia que abarcaron aquéllas secuencias que
mostraron una identidad con tu secuencia de consulta y en orden descendente, es decir,
aquéllas que mostraron la mayor identidad se colocan en la parte superior y van
descendiendo conforme mostraron menor identidad.

» NCBU BLAST/ blastn suite/ Formatting Results - HHR161GZ015
Edit and Resubmit Save Search Strategies  » Formatting options  » Download YoullT3How to read this page  Blast report description

Seqt

RID HHR161GZ01S (Expires on 03-08 03:35 am)
Query ID Icl[39615 Database Name nr
Description Seql Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.29+ » Citation
Query Length 534

Other reports: » Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of resylts]

©Graphic Summary

Distribution of 10 Blast Hits on the Query Sequence &
Mouse over to see the defline, click to show alignments

Color key for alignment scores
<40 40-50 0 80-200 >=200

| 1
1 100 200 300 400 500

Si te desplazas hacia abajo de la ventana, podras encontrar un cimulo de informacion
referente a las secuencias con las que tu secuencia de consulta mostré una identidad.
Asi, en la primera columna se encuentra el nombre del organismo y el nombre del gen
con el que alined tu secuencia de busqueda, ademas, posee un vinculo para acceder a
dicha secuencia, donde podras encontrar mayor cantidad de informacién sobre ésta. En
las siguientes dos columnas se muestran los valores del “Score” (Max score y Total
score, cuyos valores son iguales), el cual es una medida de la significancia estadistica del
alineamiento. Mientras mas alto sea dicho valor, significa que mas parecidas son las dos
secuencias entre ellas. En general, un valor de score menor a 50 no es confiable. En la
siguiente columna (Query cover) se encuentra el porcentaje de nucleétidos de tu
secuencia de consulta que pudo ser alineada con la secuencia indicada, es decir, cuantos
de los nucleétidos que conforman tu secuencia pudieron cotejarse con la secuencia
comparada. Este valor depende de qué tan similes sean las secuencias comparadas,
pues podria darse el caso de que tuvieran tan poca similitud, que sélo fuera posible
alinearlas con un alineamiento local, en cuyo caso no abarcaria toda la secuencia, sino
sélo un fragmento.
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Después se muestra el valor E (E-value), el cual proporciona la medida mas importante
de significancia estadistica. Representa la probabilidad de que el alineamiento observado
sea producto del azar. Entre menor es el valor de E-value, (valor cercano a 0) significa
gue mas similares son tus secuencias y existe mas confianza de que el alineamiento
observado no es producto del azar y realmente representan secuencias homologas. En la
siguiente columna se anota el porcentaje de identidad que resulté de la comparacion entre
las secuencias (ldent). Finalmente, se muestra el nUmero de acceso de la secuencia con
la que se compard tu secuencia de consulta, con un enlace para acceder a ella.

Observa detenidamente los resultados, ¢ qué puedes concluir? Podemos observar que los
primeros cinco resultados tienen valores de Score, Query cover, E-value e Ident idénticos,
lo que nos lleva a sefialar que esas cinco secuencias son las mismas, aunque tienen
nameros de acceso y nombres de gen distintos. Sin embargo, todas coinciden en que
pertenecen a Saccharomyces cerevisiae, por lo que concluimos que la secuencia
pertenece a dicha levadura. Ahora bien, ya sabemos al organismo al que pertenece, pero
¢de qué gen se trata? Si te fijas en la cuarta secuencia, se lee que el gen es una HSP10,
una proteina de choque térmico de 10 kDa. Las demas secuencias so6lo indican en qué
cromosoma se encuentra, pero no indican el nombre del gen, pero como ya concluimos
que las primeras cinco corresponden a la misma secuencia, entonces podemos decir que
nuestro gen pertenece a S. cerevisiae y codifica para una HSP10.

(©Descriptions

Sequences producing significant alignments:
Select All None Selected:0
T Alignments b

Max Total Query E
Description Ident Accession
score score cover value

quence 987 987 100% 00 100% Ex0069482

987 987 100% 00 100%

987 987 100% 00 100% xs
987 987 100% 00 100%
987 987 100% 00 100% x7
g scatfold, whole genome sholgun sequence 981 981 100% 00 99%
593 593 60% 4e-166 100% 1o
0C gens. complete ods 588 588 60% 2e-164 99% A
233 223 23% 1e-57 100% it
161 161 16% 5e-36 100% z7a

En resumen, la interfaz que se observa en la imagen anterior corresponde a los
resultados arrojados por BLAST, contiene la siguiente informacién para cada secuencia
comparada.

1. Description: Descripcién de la secuencia
2. Max score (Maximo puntaje): Puntaje del mejor alineamiento local
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3. Total score (Puntaje total): La suma de puntajes de todos los alineamientos
4. Query cover: Porcentaje de alineamiento entre secuencias

5. E value (Valor E): Significancia estadistica de la comparacion

6. Ident: El porcentaje de identidad entre las secuencias

7. Accession: El identificador de secuencia

Si ahora sigues el acceso de alguna secuencia en particular, aparecera el alineamiento
completo, mostrando las secuencias y algunos de los valores que se incluyeron
anteriormente como el score y el porcentaje de identidad. Otro dato calculado es el
namero de gaps. Ahora puedes guardar este alineamiento en tu computadora para tener
evidencia de tus resultados, copiandolo y pegandolo en un procesador de textos.

=) Alignments

MmDownload v GenBank Graphics ¥ Next & Descriptions
TPA_inf: Saccharomyces cerevisiae $288c chromosome XV, complete sequence

Related Information

jFelicidades!, acabas de realizar tu primer alineamiento entre dos secuencias.

¢, Qué crees que pase si usando la misma secuencia de consulta ahora utilizas las
opciones blastx o tblastx?, ¢ encontrarias los mismos resultados?, jinténtalo! No olvides
poner tu secuencia en formato FASTA.

Secuencia de consulta:
GCGGATAGTTTGTACACATAGTGTCCCTAAAATTCCTATTGATGAATAGATCAATTTTA
TTAGCAGACAATTGGGGGCAGCAACTGAATAGCAGAAGAAATTTGAGTTCAATTATTT
TTTTTTCCTGTCATACATAATGGCCTATTTACAGGTACATACATATAGAGTATGTATATA
AAATCTCTGTTGAAGAAGACATCATTCTTAGTCCTTGGCAATCTTAGCCAGGATTTCAG
CGTCCCTGAAAAGAATAACTTCATCGTCGTTACCCAATTTAATGGTAGAACCACCAAA
CTGTGGAATCAAAACTTGGTCACCAACTTTAACTTGAGGAACAACCTTATTACCATTAG
CATCAGTAAAGCCCGGGCCTACGGCAACAACTTCAGCTTGGTTTAACTTCTCCACGTT
CTTTTCAGGTAAATACAACCCGGATGCTGTCTTTGCTTGTGCCTTGATTCTTTGGACAA
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GGACACGGTCCATCAATGGAACGATAGATTTAGCAGACTTCAAAAGGGTGGACATTC
TTTTTTTTCTGTAGATTCAATATATTTTCGATCAATGGCTTCTATCAGAAATTATTTTAAA
CCTAGCACATAATAAGTTTGTACTGTATAAGCGTTTTGACTAATTTTATACATAATCAAG
CTTCTTTTTCCCATTCCTTCAAGATTCTAGAAATTTCTATCATTGATGACGGGCATTAC
CCCGTTAATGACCTTCACACGAATGAGAATTGGGCGGCTAATGAGAGAACTTCGAGA
GGTGCAATAAGTGAGAAATAACAACTTTAGAACTCATTATGATTGCTTCCAATACCTAA
TCCTACGTATGTACTAAATTAAAAAGACAGACATGCATTATTGAATATTGACATTTTGA
GAGTAACTTTTTATTATGAGTGGCATAATAAGATAATCGACGCAAGCCACAATTTATAC
AATAAAAAATGCTACCATCGCTGCTACATATGAACGAAAATAATACAACTATCGTTACG
GCCTTTGCTGAACCGTAATAAAATAAAATTCCTTGTTACATTTTTTTAGCCAGCTGCCT
CAGAAAGAGGCGTTTACTATTTAATGGAGAAAGAAAGCAAAGAAAAATAAAAGGTATT
TTCTTTACGGAAAGCCTTCGAGCAATCCAGGAGAAAGTGGACCTTTTTTTCCCAATGA
AGAGATCATAGGAGTATGGATTGAAAATATAATAGAACTTCGGGTAACGAGGTGTAAT
TTCACAGTCCATAATACAGAGCTAACGGTTTAAGGGTAAATAGTTATCTAAGTCAAGTT
TTGAAGGAACAAGTAAGAAAGGTCGCTACTGTTTCTAAACATAAGATATACAAAAATAA
ATATAGCTATCTCAATGGGTGCTGCATACAAAGTATTTGGGAAGACGGTTCAACCTCA
CGTATTGGCTATATCTACGTTTATCGCTACTGCTGCAGTGGCATCTTACTTTACCACG
AAACCAAAAACCAAAAATGAAGGCAAGAATAGTTCTGCCTTGAGCCAACAAAAAAGCG
GTGAAAGTTCAAACTCAGATGCTATGGGAAAGGACGATGATGTCGTAAAGAGTATTGA
AGGATTTTTAAATGATTTAGAGAAAGATACGAGGCAGGATACGAAAGCCAACTGATTA
TGTATAAAAATTTCTGAAATGGTGGTGTTCTTCATCGTTCAGTGAAGGGATGCACTGA
TTTCTATAAACTTGAAGCACTTTTTGAAACTACTGTTCTATAACGAAAATTAGCGTCCTT
CTTTCTATTAAGTATGCATTATACATATAATTCAATATATTCTGAATAGCAAAACGGCAA
TGAAAAAAAAAAAACACTGAAAATACTTGCCTTAGGCCATTGTGCATGATACGAATATG
CACAAAACTTGCCTCTTTTTACTTTACGGATCAATGACAACACTCAGGTGTAAGTGATA
GTTGATGGCCTTTCAATATTTGAAAGGCTGGAAGATAATTATAAAAAATCGAACTAATT
GCCTATGATTGTTTCATTACTGAGACTATTTTTTCACCTCAAGGGGGTCGTCTGAATTA
GCAAAGCCATGGCAACTAGTGCAGTGCTTGAAGTCACCAGCTCGTTTGGTTTTAGAT
GCAAGTAATGTAAAGAAATTAATTTAAATAAAATAATAAAAGTTTCTACTTTTTTTTTCAA
TTAAAAAGCATAATACAACCAATCAATTTTATCCTATTTGGCCTGACAATGATGATATC
ATAAAAGTAAACGGTTCCTTGTTTTTATTTTTCTTGCATGCACTTTTCAGAAGTCTTGGT
AGCGCTACTAACGCAAAATACGAAATATTCATTGGCTAATAAACTTGATTTTTTCATTG
AATGTCGTTTTTGAACTATATACAATATAATTAATGCTACGACCCTAAACTTTTCAACTA
ACTCTTTGACAAGGAAGCATCATCACTTATTACAACCATAGAATGTTACTTAAAGGACT
GTTCTCAT

Un aspecto importante a considerar es que en las bases de datos podemos encontrar
secuencias idénticas depositadas mas de una vez por distintos investigadores, a las
cuales se les asign6 un nombre distinto, por lo que es estos casos, habra que recurrir a la
secuencia que tiene un nombre asignado. En nuestro ejemplo anterior, la secuencia de
consulta codifica para alguna proteina, que es la HSP10, basandonos en los valores de
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Score, Query cover, E-value e Ident el alineamiento generado es confiable. Sin embargo,
puede haber casos en los que las secuencias de consulta no codifiquen para ninguna
proteina y se trate por ejemplo, de una secuencia intergénica (por tanto, no codificante).
Los resultados entonces no arrojaran alineamientos confiables y serdn mas bien
alineamientos locales. Ya que en las bases de datos se depositan sélo secuencias
codificadoras de genes, si nuestra secuencia de consulta no codifica para ninguna
proteina, el programa no encontrard coincidencias entre las secuencias, pues nuestra
secuencia, aunque sea real, no estara depositada en las bases de datos, por ser no
codificante. Sin embargo, por probabilidad, encontrara alguna coincidencia con alguna
secuencia depositada, pero si observamos los valores de Score, Query cover, E-value e
Ident, estos nos diran que dicho alineamiento no es confiable. Enseguida se muestra el
ejemplo de resultados obtenidos al introducir como secuencia de consulta una secuencia
intergénica que pertenece al protozoario Trypanosoma cruzi. En el primer caso, el
alineamiento se realizé con blastn. Como puedes observar, los alineamientos generados
son solo locales, por las razones que ya se explicaron anteriormente.

PHCBI BLAST blastn suite/ Formatting Results - JAMWDUFCO14

Edt and Resubmit  Save Search Strategies > Formatting options > Download YoulfT How to read this page  Blast report description

NeoS (432 letters)

RID JAMWDUFCO14 (Expires on 03-17 15:32 pm)

QueryID Idl|31625 Database Name nr
Description Nuclectide collection (nt)
Program BLASTN 2.2.29+ & Citation

Other reports: bSasrch Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results]

© Graphic Summary

Destribution of 25 Blast Hits on the Query Sequence w
Wouse over 1o see the define, Cick to show algnments

Color key for alignment scores
40560 0 80-200 >5200

|
240 320 400

£
&

Queny

==
<

L1
g

in linkage group 18, complete sequence
of tastenas: 1

¥ Naxt & Pravicus & Dascrotons

Usando ahora el programa tblastx, se encontraron los mismos resultados, sélo
alineamientos locales, que fueron generados por azar, pues la secuencia de consulta o
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secuencias similares no se encuentran depositadas en la base de datos de nucleétidos ni
de nucledtidos traducidos a aminoacidos. Observa los valores del Score, Query cover, E-
value e Identy y analizalos respecto a lo que ya sabes respecto a sus valores esperados.

© Alignments

¥ Next A Prevces A Descrptons

¢, Qué pasaria si tuvieras mas de una secuencia de consulta? En este caso puedes
introducir cada una de tus secuencias de manera individual como lo hicimos en el ejemplo
anterior o puedes ser mas practico y en la misma ventana introducir las varias secuencias
de consulta que quieras analizar. Lo anterior siempre y cuando el programa de andlisis a
utilizar sea el mismo (blastn, tblastx, etc.), asi como la naturaleza de tus secuencias, es
decir, todas deben ser nucleétidos o todas secuencias de aminoacidos. En el ejemplo de
abajo se muestra que en la misma ventana se copiaron dos secuencias de nucleétidos,
cada una en formato FASTA.
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» NCBU BLAST/ blastn suite Standard Nucleotide BLAST
blasth | blastp | blastx | tblastn | tlastx |
Enter Query Sequence BLASTN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. more Besetpage EBookmad
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange 4
= From
..... - o
>seq2
Orcplosd the [ Browse_ | Nofile selected ™
Job Title 2 sequences (Seqt)
Enter a descriptive title for your BLAST search &)
Align two or more sequences 4
Choose Search Set
Database Human genomic + transcript Mouse genomic + transcript @Others (nr etc.)
Nucleotide collection (nrint) v
Organism
Exclude (*
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown &
Exclude Models OaunP) L sample
Optional

Una vez que se ejecutd el BLAST, los resultados aparecieron de la siguiente forma. En
esta ventana se muestra el alineamiento de una de las secuencias (Seql), que
corresponden a una proteina de choque térmico de 10 kDa del parasito T. cruzi.

PNCBU BLAST/ blastn suite/ Formatting Results - J9YTDUZ7014

Edtond Resubmd  Save Search Strategies  » Formaiting options > Download Yoo How to read this page  Blast report description
2sequences (Seq1)
Results for:  1/01%2625e21(838%0) , W

RID )SYTDUZ7014 (Expires on 03-17 09:15 am)

Query ID Icl|56062 Database Name nr
iption Seql Description Nuclaotide collaction (nt)
type nucleic acid Program BLASTN 2.2.29+ bCitation

Query Length 538
Other reports: »Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results]

©Graphic Summary

Distribution of 10 Blast Hits on the Query Sequence
Mouse over o see the define, cick 1o show algnments

Select All None Selected:0

ii Alignments o
Max  Total Query E
score score cover value

664 664 75% 0.0

Ident Accession

Description

549 549 56% 1e-152

544 544 56% Se-151

538 538 56% 2e-149

527 527 56% Se-146

527 527 56% Se-146
257 511 56% 7e-65
255 255 49% 2e-64

250 250 49% 1e-62

Ahora coloca el cursor en la pestafia de “Results for” y selecciona la Seqg2, de 429
nucleétidos.
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» NCBY BLAST/ blastn suite/ Formatting Results - JSYTDUZ7014

Editand Resubmit Save Search Strategies  » Formatting options  » Download YoulfEHow to read this page  Blast report description
2 sequences (Seq1)

Results for: 11ci56062 Seq1(538bp) [w] &

11856062 Seq1(S38bp
210k56063 Sea2(429bp) 03-17 09:15 am)

Query ID Icl|56062 Database Name nr
Description Seql Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.29+ » Citation

Query Length 538

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

| ©graphic Summary

Distribution of 10 Blast Hits on the Query Sequence &

Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments

Color key for alignment scores
<40 4050 5080 80-200 >=200
Query

_‘_
=3
o
N
-3
°
W
=3
-3
a
=3
o
o,
=3
°

La nueva ventana entonces te mostrara los resultados para la otra secuencia de consulta,
en este caso, el alineamiento muestra que codifica para una proteina de la familia alpha-
crystallin small heat shock protein, también de T. cruzi. De esta forma, en un mismo paso
de ejecucion puedes hacer el alineamiento de varias secuencias, accediendo a ellas
después, en la misma ventana de resultados.

2.2.5. Alineamiento multiple de secuencias

El alineamiento multiple implica alinear mas de dos secuencias. Para alinear méas de dos
secuencias utilizaremos el programa especializado Clustal Omega, disponible en la red de
manera gratuita.

Asi, accede al sitio de internet de este software: https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/.
Una ventana como la siguiente es mostrada.

Clustal Omega

Input form = Web services | Help & Documentation <% Share | ™ Feedback

Tools > Multiple Sequence Alignment > Clustal Omega

Multiple Sequence Alignment

Clustal Omega is a new multiple sequence alignment program that uses seeded guide trees and HMM profile-profile techniques to generate alignments.

STEP 1 - Enter your input sequences

Enter or paste a set of PROTEIN « sequences in any supported format

Or, upload afile: | Browse. | Mo file selected

STFP 2 . Sat unir naramatare
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Ahora pega tus secuencias a alinear. Este software admite distintos formatos de
secuencia, entre ellos FASTA. Introduce tus secuencias en este formato. Selecciona en la
pestafia donde se lee “Enter or paste a set of....” la opcidén que corresponda de acuerdo
a la naturaleza de tus secuencias, es decir, si se trata de una secuencia de aminoacidos
(PROTEIN), de ADN (DNA) o de ARN (RNA). Finalmente, ejecuta el comando “Submit”.

Clustal Omega

Input form | Web services | Help & Documentation < Share | ® Feedback

Tools > Multiple Sequence Alignment > Clustal Omega

Multiple Sequence Alignment

Clustal Omega is a new multiple sequence alignment program that uses seeded guide trees and HMM profile-profile techniques to generate alignments.

STEP 1 - Enter your input sequences

Enter or paste a set of PROTEIN [,y ] sequences in any supported format

CCCGAGGCACCACGCA ACAGAGGAGGAGCGCACAAAGAA
Or, upload a file: No file selected

STEP 2 - Set your parameters
OUTPUT FORMAT Clustal w/o numbers
The default settings will fulfill the needs of most users and, for that reason, are not visible.

More options... | (Click here, if you want to view or change the default settings.)

STEP 3 - Submit your job
[ ] Be notified by emai (Tick this box if you want to be notified by emai when the results are available)

Enseguida se muestran los resultados del alineamiento.
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CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment

T —— -GTAGGTCGAGATAATGC-COARGEAAAAAACGE
60s-epis = =--=ee- -GTTICTGTRCTATATTGGAGTAGGTCGAGATANTGCCGAMGGGAAAAAATGS
€0s-amastis GTGATACAGTTTCTGTACTATATTGGAGTAGGTCGAGATAATGOCGAAGGGAAAAALCGE
60s-amastisB GTGATACAGTTTCTGTACTATATTGGAGTAGGTCGAGATAATGOCGAMGGGAAAAANCGE
€0=-amazzisC GTGATACAGTTTCTGTACTATATTGGAGTAGETCGAGATAATGOCGAAGGGAAAAAACGE
AAAAAARNNDDNDDD o, n A AAAAAAAA AN

60z-epizB GATCCCCCACGTGCACCAGAGGAAGCACTGGAACCOGTGCTCTTCCCAGAAGGGTAATGT
E0=-epis= GATOCCCCACGTGCACCAGAGGAAGCACTGGARCCCGTGCTCTTCCCAGAAGGGTAATGT
€0=-amastis GATCOCCCACETGCACCAGAGGAAGCACTGEAACCOGTGCTCTTOCCAGAAGGGTAATGT
€0s-amaztiz=B GATCOCCCACETGCACCAGAGGAAGCACTGEAACCOGTGCTCTTOCCAGAAGGGTAATGT
€02-amastisC GATCCCCCACGTGCACCAGAGGAAGCACTGEAACCCGTGCTCTTCCCAGAAGGGTAATGT
B

60z-epizB GAAGGTTTTCCTCAACCAGOOCGCACAGAAGCTEOGC0GTCGO0GCCTACGTCTTTTGAA
€0s-epis GAAGGTTTTCCTCAMCCAGOOCGCACAGANGCTEOGO0GTCEO0GCCTACGOCTTTTGAA
60=-amaztis= GAAGGTTTTCCTCAACCAGOCCGCACAGAAGCTGOGCCGTOGOCGCCTACGTCTTTTGAA
E0s-amaztizB GAAGGTTTTCCTCAACCAGOOCGCACAGAAGCTGOGO0GTCGO0GCCTACGTCTTTTGAA
£0z-amazzisC GAAGGTTTTCCTCAMCCAGOOCGCACAGAAGCTEOGOCGTCEO0GCCTACGTCTTTTGAA
B

£0z-episB GGOGAAGAAGACGTTCOCACGCCCACTCAAGGOGCTECGO00GCAGETGAATTGOOCCAC
€0s-epis= GGOGAAGAAGACGTTCOCACGCCCACTCAAGEOGCTECEOC0GCAGETGAATTEOOCCAC
60z-amaztiz GGOGAAGAAGACGTTCCCACGOCCACTAAAGGCGCTGOGCCCGCAGETGAATTGOCCCAC
€0s-amastizB GEOGAAGAAGACGTTCOCACGCCCACTAAAGGOGCTGCEC00GCAGETCAATTEOOCCAC
E0s-amaztis=C GGOGAAGAAGACGTTCCCACGOCCACTAAAGECGCTEOGCC0GCAGETGAATTGOCCCAC
B

£0=-epizB GGTGOGTCACAACATGAAGAAGOGCCTGEGCCGTGECTTTACCGTTGAGGAGCTGANGGS
E0z-epis= GGTGOGTCACAACATGAAGAAGCGCCTGEECCETGGCTTTACCGTTGAGGAACTGAAGGS
60=-amastis GETGOGTCACAACATGAAGAAGOGCCTGEECCETCECTTTACCGTTGAGGAGCTGANGGS
€0=-amaztisB GETGOGTCACAACATGAAGAAGOGCCTGEECCETCECTTTACCGTTGAGGAGCTGANGGS
€0=-amaztisC GETGOGTCACAACATGAAGAAGCEOCTGEGC0GTGECTTTACCGTTGAGGAGCTGANGGS
B I

E0=-episB TGO0GECATCAACCCTOGTTTTGAC0C0GACEATTGECATCOCTGTGEATCGTCGC0GCAA
E0=-epis= TGO0GGCATCAACCCTOGTTTTGACC0GACGATTGECATCOGTGTGGATOGTCGC0GCAA
60=-amastis TGO0GGCATCAACCCTOGTTTTGACC0GACGATTGGCATCOCGTGTGGATOGTCGCOGCAA
60z-amaztiz=B TGO0GGCATCAACCCTOGTTTTGAC0CGACEATTGGCATCCGTGTGGATCGTCGOOGCAA
60=-amaztisC TGO0GECATCAACCCTOGTTTTGC000GACEATTGECATCOOGTGTGEATOGTCGO0GCAA

Y

Para conocer el porcentaje de identidad que existe entre cada par de secuencias,
selecciona la opcién “Result Summary” y enseguida “Percent Identity Matrix”. En este
punto, cabe mencionar que en los alineamientos multiples, los porcentajes de identidad
tienen que ser calculados necesariamente asumiendo alineamientos entre un par de
secuencias.
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Alignments  [EEENIESERS  Phylogenetic Tree | Submission Details

Input Sequences Jalview

clustalo-120140311-232003-0252-91751503-pg.input

Tool Output
clustalo-120140311-232003-0252-91751503-pg.output
Alignment in CLUSTAL format

clustalo-120140311-232003-0252-91751503-pg.clusta

Phylogenetic Tree
clustalo-120140311-232003-0252-91751503-pg.ph
Percent Identity Matrix

clustalo-120140311-232003-0252-91751503-pqg.pim

Ahora se muestra una matriz con el porcentaje de identidad de la secuencia 1 con la
secuencia 1, de la secuencia 1 con la secuencia 2 y asi sucesivamente, obteniendo todas
las combinaciones de comparacion entre las 5 secuencias.

=

¥

# Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

£

¥
60s-episB 100.00 96.35 96.73 96.92 96.92
60s-epis 96.35 100.00 91.42 91.72 98.40
60s-amastis 96.73 91.42 100.00 99.47 99.83

60s-amastisB 96.92 91.72 99.47 100.00 100.00
60s-amastisC 96.92 98.40 99.83 100.00 100.00

" WwN e

A pesar de que los alineamientos multiples tienen mayor significancia en secuencias de
aminoacidos, para el caso de acidos nucleicos estos pueden servir, por ejemplo, para
comparar la secuencia de un gen antes de ser mutado in vitro contra las versiones del gen
después de diferentes mutaciones generadas. En este caso no podemos establecer
relaciones de homologia, si no sélo de comparacion entre secuencias para identificar
cambios en las secuencias. Por otro lado, cabe mencionar que en este programa también
se pueden realizar alineamientos de una par de secuencias.
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2.3. Aplicaciones practicas del analisis de las secuencias de ADN

Continuaremos con los alineamientos de secuencias para el estudio de proteinas en la
siguiente Unidad. Mientras tanto, en esta seccion abordaremos algunas herramientas
bioinforméticas que se pueden aplicar para identificar caracteristicas intrinsecas de las
secuencias de nucleotidos y también analizaremos algunas herramientas con aplicaciones
en las técnicas de ingenieria genética.

2.3.1. Contenido GC

Los genomas, genes o segmentos de ADN o ARN de los organismos, tienen
caracteristicas intrinsecas que los identifican. Una de estas caracteristicas es el contenido
GC, también conocido como porcentaje GC, el cual representa la cantidad de las bases
nitrogenadas Guanina (G) y Citocina (C) que estan presentes en el genoma o un
segmento de ADN y es expresado en porcentaje. La fraccidn restante de la molécula de
ADN contendré las bases Adenina (A) y Timina (T), de tal forma que a partir del contenido
GC, podemos saber el contenido AT. Asi por ejemplo, un contenido GC de 51%, tendra
un contenido AT de 49%. Si se conoce la secuencia de un genoma, gen o fragmento de
ADN del que quieres determinar el contenido GC, éste se calcula como sigue (Krebs,
2010):

Numero de bases G + C
Numero de bases A+ T+ G+ C

x 100

El contenido GC también puede ser determinado experimentalmente, en caso de que no
se conozca la secuencia. Importantemente, el contenido GC tiene un significado biologico.
Las bases nitrogenadas G y C se encuentran unidas por tres enlaces de hidrégeno, a
diferencia de Ay T, que sélo estan unidas por dos enlaces. Como resultado de esta
interaccion, se produce una unién mas fuerte entre G y C, lo que hace mas resistentes a
estos enlaces a sufrir una desnaturalizacion como producto de altas temperaturas. Por
esta razén, un contenido GC alto es caracteristico de organismos que viven en ambientes
con altas temperaturas o termofilos (Krebs, 2010).

Otro fendbmeno biolégico asociado al contenido GC es la transferencia horizontal de
genes. Entre los organismos, un evento comun es que los genes sean transferidos de una
especie a otra, representando este hecho, por tanto, una transferencia horizontal y no
vertical como seria de padres a hijos entre la misma especie o entre ancestros evolutivos.
Los genes adquiridos de esta forma, que no se encontraban en la especie ancestral,
pueden conferir ventajas a los organismos que los adquirieron, en cuyo caso los
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conservan como parte de su genoma. Los genes adquiridos de esta forma son
diferenciables de los genes que conformaban al organismo ancestral debido al contenido
GC. Ya que el contenido GC es caracteristico de cada organismo, en general, los genes
que se adquirieron de otros organismos, tienen un contenido distinto al del organismo que
los recibe. Ejemplos de genes que han sido adquiridos de esta manera en bacterias con
los que confieren resistencia a antibidticos. Otro ejemplo son los genes que estan
involucrados en producir virulencia, es decir, aquéllos genes que en bacterias les permiten
infectar a un organismo. Por ejemplo, en la bacteria Salmonella enterica, cuyo contenido
GC es de aproximadamente 52%, ciertos genes asociados a virulencia presentan un
contenido GC menor, entre 37-44% (Main-Hester et al., 2008). En la bacteria
emparentada Escherichia coli, el contenido GC es del 51%.

Existen distintas bases de datos donde entre otros datos, se indica el contenido GC del
genoma de los organismos. Generalmente dichas bases de datos se encuentran
disponibles para aquéllos organismos cuyos genomas han sido completamente
secuenciados. En esta seccion utilizaremos la base de datos XBase, que contiene
informacion relacionada a distintas especies de bacterias.

Puedes acceder a la pagina de la base de datos XBase, cuya direccién web es la
siguiente: http://www.xbase.ac.uk/colibase/.

Lo primero es escoger, de entre las distintas especies de bacterias, de la que queramos
obtener informacién. En nuestro ejemplo, seleccionaremos la especie Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Typhimurium SL1344 NCTC 13347. Accede a dicha especie

XBASE
xSites | Search
* COIBASE Example seaches: dnaA, dnaA K-12, chromosomal replication initiator
* campyDB
¢ MycoDB
L ’
* RhizoDB What's popular? What's new?
» FIBASE
« ClostriDB 1. Escherichia coli str. K-12 substr MG1655 1 coli H10407
2. Campyiobacter jejuni subsp_jejuni NCTC 11168 2 0 nteri nteri rovar
3. Saimonella enterica subsp. enterica serovar Typhimyriym DT104 NCTC 13348
QuickLinks Tyohimurium str. LT2 3. Salmonella enterica subsp_enterica serovar
enterica subsp_enterica serovar SL1344 NCTC 13347
o BLAST Typhimurium SL1344 NCTC 13347 4. Acinets r calcoacet PHEA..
5. Escherichia coli CFT073 5. Clostridium thermocelium DSM 1313
6. Campviobacter jejuni subsp. jejuni 81-176 6. Variovorax paradoxus EPS
7. Escherichia coli O157:H7 str. Sakai 7. Thermaerobacter marianensis DSM 12835
8. Clostridium difficie 630 8. Intrasporangium calvum DSM 43043
9. Mycobacterium tuberculosis H37Rv 9. Mycobacterium sp_Spvri
10. Saimonelia enterica subsp_enterica serovar 10. Vibrio furnissi NCTC 11218

Typhimurium DT104 NCTC 13348

There are 3048 genomes in the database, 1390 complete and 1658 incomplete

About | Blog | Contact | Old XBASE versions: 23

Una ventana como la siguiente es desplegada.
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Xpase

. Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium SL1344 NCTC 13347
Sanger Institute

Taxonomy
celular organisms
> Bacteria

Genome Size: 5.06 megabases, #18599

 Completed genome

>
> Saimonella enterica Search Genome

Subsp. enterica « Annotation search: search for genes and features in this genome

subso_enterics serovar
Typhimorum » BLAST search: search for nucleotide or protein sequences in this genome
External Links » Pattern search: search for specific short patterns in this genome

* Entrez genome project
Entrez taxonomy

o Ents Sequences

complete genome
XB000024
47MB
4527 CDS

Table view
Circular View,
Artemis Viewer

PubMed Search for Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium SL1344 NCTC 13347

o

Related Genomes

e Salmonells enterica subsp. arizonae serovar 62:24,223:— str. RSK2980

e Ssimonells enterica subsp. enterica serovar Agona str. SL483

o Salmonells enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis str. SC-B67

e Salmonells enterica subsp. enterica serovar Dublin str. CT 02021853
e Salmonells enterica subsp. enterica serovar Enteritidis str. P125109

e Salmonella enterica subso. enterica serovar Gallinarum str. 287/91

Se muestran de arriba a abajo, los siguientes datos: el organismo que seleccionaste para
obtener informacién (Salmonella enterica), la institucion que alimenta la base datos
(Instituto Sanger), el tamafio del genoma (5.06 megabases), el estado del proyecto de
secuenciacion (completado). Posteriormente, se muestra una ventana (Annotation search)
donde se introduce el nombre del gen de consulta. Después hay una opcion de BLAST
(BLAST search) para realizar una busqueda utilizando Unicamente la informacion
correspondiente al genoma de esta bacteria. Mas abajo hay diversos enlaces para
acceder al genoma completo y a genomas de bacterias emparentadas.

Ahora coloca el nombre del gen sIrP en la ventana “Annotation search” y oprime search.
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- . . .
Ty Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium SL1344 NCTC 13347
cellular organisms Sanger Institute
» Bacters
» Protecbacteria Genome Size: 5.06 megabases, #18599
> Gammaproteobacteria
> Enterobacterisles ¥ Completed genome
> Enterobacteriacese
S ekl seiabs Search Genome
> Saimonelia enterica
f.lsun_ﬂlsm!l vﬁnnoution search: search for genes and Iea(u%m
subsp_enterica serovar P
Iyphimerium » BLAST search: search for nucleotide or protein sequences in this genome
External Links » Pattern search: search for specific short patterns in this genome
Entrez genome project
: EZ_LE_%M! ‘  Sequences

complete genome
XB000024
47MB
4527 CDS

Table view
Circular View
Artemis Viewer

PubMed Search for Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium SL1344 NCTC 13347

a

Related Genomes

o Saimonelia enterica subsp. arizonae serovar 62:24,223:- str. RSK2980
o Salmonells enterica subsp. enterica serovar Agona str. SL483

o Salmonells enterica subsp. enter rovar Choleraesuis str. SC-B67
e Salmonells enterica subsp. enterica serovar Dublin str. CT 020218

o Salmonells enterica subsp. enter rovar Enteriti tr. P125109

e Saimonella enterica subso. enterica serovar Gallinarum str. 287/91

Acto seguido, aparecera una ventana como la siguiente. Debajo del nombre del
organismo, aparece el nombre del gen y mas abajo su contexto genémico. El contexto
genomico se refiere al contenido genético de esa zona particular del genoma, es decir,
cuales genes se encuentran alrededor de nuestro gen de busqueda. Como puedes
observar, los distintos genes estan coloreados de manera diferencial. El color depende del
contenido GC, en la escala encontrada debajo del diagrama genético, se indica el
porcentaje GC. Asi por ejemplo, un porcentaje GC de aproximadamente 45% corresponde
al color verde. De esta manera, se vuelve facil y rapido de visualizar el contenido GC de
tus genes de consulta. Con las opciones Zoom Out y Zoom In puedes abarcar una region
mayor del contexto genético o una region menor, respectivamente.
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+ Sunmar pace Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium str. 14028S

Orthologues

+ Specks (13 slrP - leucine-rich repeat-containing protein

« Genus @

« Famiy (105) Position: 867285..869582 Length: 2298 bp. (765 amino acids)

« Order (0

« Class (0) . .

+ Phvum (s Genomic context (fragment size: 20000 bp.)

 Superkingdom (0

s Shown is a diagrammatic representation of the genes in the region surrounding sirP (positions 858434-878433). The genes are coloured by GC. Mouseover the image to
CATREICES view annotation of genes

+ complete genome

= DB sre DI DD

—_——————— T T
| Taxonomy 860000 865000 870000 875000
| colarorganisms L. ‘ . o
| »Dacteria 0.4 045 05 055 06
i GG
| » Proteobacteria
| » Gammaproteobacteria Zoom Out Zoom In
| » Enterobacleriales
| » Enterobacteraceae Colour by:
| » Saimonella GC - Percentage G+C content ~ | Redrawlimage
! » Salmonelia enterica
| » Saimonelia enterica
> Salmenela entenca .
subsp. enterica Analysis Tools
| » Salmonelia enterica
| subso. enterica serovar y -
e Vlew alignment of region with | Select Genome | nucmer ~
| » Salmonella enterica
o it AT 1 At i et e ©onbo P AL

Para conocer el porcentaje GC exacto de tu gen, coloca el cursor sobre el gen del que
quieras obtener la informacién y el porcentaje GC se mostrard en una pequefia ventana,
ademas del nombre del gen y de dénde a donde abarca la secuencia de dicho gen, es
decir, del nucledtido 23 al 45, por ejemplo. De acuerdo a su porcentaje GC, el gen sIrP
parece haber sido adquirido por transferencia horizontal. Recordemos que S. enterica
tiene un porcentaje GC de aproximadamente 52%, mientras que sIrP tienen un contenido
GC de 46%, mas bajo que el del resto de genoma. Lo anterior sugiere que hoy en dia,
dicho gen esta presente en el genoma de esta bacteria como consecuencia de un evento
de transferencia horizontal entre bacterias que ocurrié durante su evolucion. Cabe
mencionar que la proteina para la que codifica el gen slrP ha sido implicada en la
virulencia de la bacteria.

 Summary pace Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium str. 14028S

Orthologues i . i A
e slrP - leucine-rich repeat-containing protein
* Genus (0)

« Famiy (105) Position: 867285..869582 Length: 2298 bp. (765 amino acids)

* Order (0

« Phvium (5) Genomic context (fragment size: 20000 bp.)

« Superkingdom (0;

Shown is a diagrammatic representation of the genes in the region surrounding sirP (positions 858434-878433). The genes are coloured by GC. Mouseover the image to
view annotation of genes.

) bier P uvrB D= sirP D)) .‘ DDk

Sequences

« complete genome

— ey v
E axoniony; 990000 865000 (oD 1867285.869562]

celular organisms x . : leucine-rich repeat-containing protein
» Bacteria 04 045 05 GC: 0.46

» Proteobacteria GC
» Gammaproteobacteria Zoom Qut Zoom In
» Enterobacterigles

» Enterobacteriaceae Colour by

» Saimonella GC - Percentage G+C content v | RedrawImage

» Saimonela enterica
» Salmonella enterica 2

subsp enterica Analysis Tools
» Salmonella enterica

subsp_ enterica serovar
subsp entenca serciar (60| View alignment of region with [ Select Genome | nucmer ~

il nionion

Miremos ahora dos genes mas alla de sIrP, el gen moaA, que codifica para un cofactor de
molibdeno para biosintesis de proteina A, implicado en el metabolismo bacteriano. El gen
tiene un porcentaje GC de 54%, muy parecido y no menor al del resto de genoma, que es
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de 52%. Lo anterior sugiere que este gen no es resultado de un evento de transferencia
horizontal. Si un gen esta implicado en el metabolismo central de la bacteria, es muy
probable que estuviera presente desde los ancestros de esta bacteria, es decir, no fue
adquirido posteriormente.

. o . .
- Sumnary pace Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium str. 14028S
Orthologues
. ) slrP - leucine-rich repeat-containing protein
« Genus @
* Eamiy (105) Position: 867285..869582 Length: 2298 bp. (765 amino acids)
* Order (0!
* Class (0! . .
« Phyium (5) Genomic context (fragment size: 20000 bp.)
+ Superkindom (0)
s Shown is a diagrammatic representation of the genes in the region surrounding sIrP (positions 858434-878433). The genes are coloured by GC. Mouseover the image to
COUCHLES, view annotation of genes.
« complete genome
« plasmid
AN __=f L L
Taxonomy 860000 865000 8|moaA [870979..871968]
molybdenum cofactor biosynthesis protein A
colir orqanisms E—— ; : oc 0542
» Bacleria 04 045 05 055 06
rogiope [
: Mﬂz’,eu Zoom Out Zoom In
- Elosbeciatocess Colour by:
» Saimonelis GC - Percentage G+C content ~ | RedrawImage
» Salmonelia enterica
» Saimoneli enterica .
subsp_enterica Analysis Tools
» Salmonella enterica
subsp. enterica serovar
R covioa st View alignment of region with [ Select Genome | nucmer ~

En esta seccién exploramos el uso de s6lo algunas funciones de esta base de datos, sin
embargo, te invitamos a que explores por tu cuenta todo el tipo de informacién que
puedes obtener.

Con BioEdit también es posible conocer la composicion de nucledtidos de tu secuencia,
tanto de las bases individuales, como el porcentaje GC. Asi, si quisieras determinar el
contenido GC de alguna secuencia en particular, puedes utilizar esta herramienta. Usando
la misma secuencia con la que hemos venido trabajando, en la pestafia “Sequence”,
selecciona la opcién “Nucleic Acid” y enseguida “Nucleotide Composition”.
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¥ Biokdit Sequence Alignm New Sequence Fahil [ESET==)
¥ Fie edt Edit Sequence _&lx
&0 Edit allselected
Select Positions
B B [CouierNew st e teos o ant
Mode [Setect / Side ~, Eatract Positions
—— Go'to Pubmed references
l‘IDLj_ﬁf Overwrite/Retrieve sequences by gi number i tie by HTTP to GenBank I S————
= | Ovenwrite/Retrieve Genbank data by gi number n fitie by HTTP to GenBank (ignore sequence) 20 30 100 110 120 130
|CECEEN " 1rue postions from slignment positons CAACAACATGATACCGCCCGCAGATTAAAAACAGGGGTGAGTTAGCCACARRGARRARARARA|
Phylogeny / Taxonom y ,
Filter out sequences containing cerain characters »
Rename » Nucleotide Composition
Sort L ition and mass export
PCR Primers / oligos » and mass export with masses
Complement
Painise alignment 3
Reverse Complement Shift-CtrlR
:;w:‘v:'::y Meatrix (for painwise alignments and shading) : A A
RNA->DNA
Sequence groups (or families) S —— R
EditMode »| Findnet ORF
Mask o Create placmid from Sequence
Gap beginning to minimize stop codons in reading frame 1
Toggle Color
Restriction Map.
Gaps ' Sorted Six-Frame Translation
L I ' Unsorted Six-Frame Translation
Nucleic Acid »|  Find ORFs from s ist of positions
Protein s
Transiate or Reverse-Translate (permanent)
Translate in selected frame (permanent)
| 2Ll 0| Toggle Transtation Cui+G =
» ion in selected frame.

Enseguida se mostrara un esquema como el siguiente, donde puedes encontrar los
porcentajes de ocurrencia de las bases en tu secuencia, asi como el contenido GC y el
contenido AT.

$ Biokdit Sequence Alignment Editor [olE [
File Edit Format File AccesoryApplication RNA World WideWeb Options Window Help

& D

¥ C:\Users\Deyuqui UTRs SHSP16.6¢ SsIe="
Q& G =i B s boqaces

Mode [Saect 75 <] pnd e Mok N el

@ 10 IT 6o+ BEMEINIEEE E SwE ? Sy g

ﬂ ¥ Nucleotide Composition: NeoS =10 x| _'__ f—"o 150_ j . 1{? " 20 " 11'*? _:

veos I et BeC conlent 37.27% a|[FoTEae Fasterang Fancgsgrens

s
Molecular weight. 123919.00 D altons, single siranded 25X
Molecular weight: 261713,00 D aktons, double stranded

Nucleotide Composition
Neo5

2.3.2. Disefio de cebadores

Como recordaras, un cebador también llamado primer u oligonucléotido, es una
secuencia de nucleétidos de cadena simple que sirve como punto de anclaje para la
enzima ADN polimerasa y que ésta replique una secuencia determinada de ADN en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Como se muestra en la figura 4, se utilizan
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dos cebadores que se hibridan con la secuencia de ADN complementaria de manera
especifica para poder amplificar una secuencia definida. Debido a la importancia y a las
multiples aplicaciones en la biologia molecular de la amplificacion de secuencias de ADN
por PCR, se han generado herramientas bioinforméticas para facilitar el disefio de los
cebadores.

Cebador

Figura 4. Se muestra la doble cadena de ADN desnaturalizada y la unién de los cebadores para
dar inicio a la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Imagen modificada de Konietzny y
Greiner, 2003).

Entender las caracteristicas de un cebador es importante para su disefio y correcta
implementacion en las técnicas de biologia molecular, por ello a continuacion se
describen brevemente estas caracteristicas.

Al disefar cebadores se busca una asociacion especifica y complementaria de dos
cadenas sencillas de acidos nucleicos, en este caso la especificidad debe ser entre el
cebador y la secuencia que se quiera amplificar. La longitud del cebador influye en la
especificidad, en la temperatura de alineamiento y en el tiempo necesario para la
hibridacion con su secuencia complementaria. El tamafio del oligonucleétido es
proporcional a la especificidad de la hibridacion con la secuencia complementaria, en
cuanto mas largo el cebador mas especifico; sin embargo, con cebadores mas largos es
mas ineficiente el proceso de hibridacion. Por estas razones se recomienda utilizar
cebadores de 18 a 24 bases (Dieffenbach et al., 1995).

Otro factor importante es la composicion del extremo 3’ del cebador, ya que errores de
hibridacion en el extremo 3’ resultan en reduccion significativa en la eficiencia de una PCR
(Yang, et al., 2006). Se recomienda que el cebador tenga, como maximo, dos residuos G
o C en la ultimas cinco bases del extremo 3’, lo cual ayuda a asegurar que las secuencias
hibriden correctamente debido a los enlaces de hidrégeno que se dan entre los residuos
de GC. Sin embargo, se debe evitar que haya secuencias de poliG (4 o0 mas guaninas
seguidas) o poliC (4 o mas citosinas seguidas) para evitar la formacion de dimeros (Yang,
et al., 2006; Brown, 2000). Asi mismo debe evitarse que haya secuencias
complementarias dentro de la secuencias del cebador sentido y anti sentido, mas de 3
pares de bases complementarias pueden causar la formacion de estructuras secundarias
y que los cebadores hibriden entre ellos, resultando en menor cantidad de cebador
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disponible para amplificar, dando como consecuencia menor eficiencia de la PCR (Yang,
et al., 2006). Para una eficiente hibridacién se recomienda que la compaosicién de bases
de los cebadores sea del 45% al 55% en GC y que cebador sentido y anti-sentido hibriden
a la misma temperatura, la cual deberéa estar dentro del rango de los 50 °C a los 65 °C
(Yang, et al., 2006).

Existen disponibles varios programas informaticos para el disefio de cebadores,
CODEHOP, Primer-Blast y Primer3Plus son algunos ejemplos. En estos programas se
introduce la secuencia que se quiere amplificar y el sistema realiza el disefio de los
cebadores de acuerdo a las caracteristicas antes mencionadas.

Si bien existe una variedad de programas que ayudan en el disefio y seleccion de
cebadores se recomienda probarlos experimentalmente para una secuencia y contrastar
su capacidad de amplificacion a la misma temperatura (Brown, 2000).

Asi mismo es muy importante verificar en las bases de datos de ADN que el cebador
disefiado tenga como blanco la secuencia deseada y no vectores, genes, secuencias
repetidas, que podrian interferir en la PCR (Sambrook y Russell, 2001).

A continuacion se muestra el disefio de cebadores a partir de la herramienta Primer3, la
cual es de acceso publico (Untergrasser et al., 2012). Puedes entrar a partir del siguiente
enlace http://bioinfo.ut.ee/primer3/, en donde podras abrir la pagina web similar a la
imagen que se muestra a continuacion.

Este programa permite especificar un gran numero de parametros para el disefio de
cebadores de acuerdo a las necesidades como Tm, porcentaje de GC, maxima auto-
complementariedad. También permite discriminar las regiones de la secuencia que se
quieren amplificar, las que se deben excluir y el tamafio del producto de PCR.
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disclaimer

fa}
o
=9
I

PIi]ILeI'3 Web version 4.0.0 - Pick primers from a DNA sequence.

Select the Task for primer selection | generic

Paste source sequence below (5'-»3", string of ACGTNacgtn -- other letters treated as N -- mumbers and blanks ignored). FASTA format ok. Please N-out undesirable sequence (vector, ALUs, LINEs, etc.) oruse a
Mispriming Library (repeat librarv) NONE
4
# Pick left primer. or use left primer below| Pick hybridization probe (internal oligo). or use oligo below]|| @ Pick right primer. or use right primer below (5 to 3' on opposite strand)
| Pick Primers | | Download Settings | | Reset Form |
Sequence Id A string to identify vour output.
E.g. 50.2 requires primers to surround the 2 bases at positions 50 and 31. Or mark the source sequence with [ and ] e.g. .. ATCT[CCCC]TCAT.. means that primers

Taceets must fank the central CCCC.

rerlap ion Li L
Querlap Junction List must overlap the junction between the C and T.

E.g. 401,7 68.3 forbids selection of primers in the 7 bases starting at 401 and the 3 bases at 68. Or mark the source sequence with < and > e.g.

Exchuded Regions . ATCT=CCCC>TCAT.. forbids primers in the central CCCC.

Pair OK Region List See manual for help.

Utilizaremos la secuencia que corresponde al gen de una quitinasa de Arthrobacter sp.
para ejemplificar el procedimiento de disefio de cebadores.

>0i|50871751|emb|AJ504427.1| Arthrobacter sp. TAD20 chiC gene for chitinase
ATGTTCAGCCGTTACGTGGATGTTACGGCAACCCCGTCATACAGTTTTGAAAAACCGG
TCTCCGAGTCTGCTGATTCCGTTGTTTTGTCCTTTATTGTCTCGTCCAAGGACAAAGC
GTGCGAGCCAAGTTGGGGAACTTTCTACTCCATGGATGCCGCCGGGCAAGAATCGG
ACGTGGATCGGCGTATTGCACGCCTACTCCAGCAAGGCGGTTCCGTATCCGTCTCGT
TTGGCGGCCAAGCTAATGATGAGCTTGCCGTGCGCTGTACGGATGTTGCGGAACTGC
AGGCCGCCTACGCCTCAGTGGTAGAACGCTACGATCTTTCCGCGATTGACCTTGACT
TAGAAGGCCCAGGTCTATCCGATACCGCTGCTCTCAAGCGACGAGCCACAGCAATTG
CTGCGCTGCAGTCGCAACGACTTGCTGCAAAGCATCCGCTGTCAGTGTGGCTGACAC
TCCCAGTTGCTCCCACCGGGCTGACCGCTGAGGGGACCTCGGCAGTTGCTGCCATG
CTGGATGCAAAGGTTGACCTTGCGGGAGTCAACATCATGACTATGGATTACGGTGGC
AGCAGGCGCAGGAAGCACTATGTTAGAAGCTTCTACGGCGGCTGCACGGCGACACA
TGCGCAGCTCGGGGCACTCTATAAGGCCGATGGACAAGATTTTGGCGCCGATTGGTT
GTGGCGGAAAATTGGGCTCACCCCAATCATTGGCCAAAACAGTGTTGCTGGTGAGAT
TTTCACTTTGCAGGATGCCGTAGTCTCCATGATTTCGCTGTGGGAAAGGCGTTGGCC
GCGTCTCCATGTGGTCCTTGAACCGGGATGCCACCTGTGTCCCAACTACCCTGACCT
GACTCGGGTTTCCGACGGGTGCAGCGGCATTGACCAGAAGGGCAAATTGTTCTCAA
CTGTGCTGGGTGAAGGGTTAAGCGTTCTGCCTACGCAATCTGCCACCAGTGCACCGG
CGCAACCCACCGTTCAGTCCACCTTTCCCACGGATAATCCCGCAACGAGTCCTTATC
CGATCTGGAGCGATCTGGCAGTCTATGTAGAAGGAGACAGGATTGTTCTCAACGGCA
ACGTCTACATGGCTAAATGGTGGACTCAGGGAGACGTGCCTGATAACCCAGTGGCAA
CGGACGGGCTGACTCCGTGGCAGCTTATTGGTCCTGTACTTCCCGGGGACAAGCCG
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GCCCCGCAAGTGACTGCGCCGGCAGGAACCTATCCGCTGTGGAGTGCTGCGAAGGT
ATATGACCAAGGGGACCGAGTGATGTTTGATGGCCGTATATTCGAGGCTAAATGGTG
GAATCGCGAAGAAAGCCCGGTAGCTTCCCTGCAGGGATCGCCCTCGGCAGCGTGGA
AGTTGTTCTCCAACGCTCAGGTGGCGCAGATCCTGGCCACCCCGGATGGTAAATAA

Copia y pega esta secuencia en la ventana del programa Primer3, como se muestra en la
siguiente imagen. En la parte inferior de la ventana del programa encontraras diversas

secciones que le permiten controlar una amplia variedad de parametros relacionados con
el disefio de cebadores.

Pl'iﬂlel'3 Web version 4.0.0 - Pick primers from a DNA sequence.

disclaimer

cautions

Select the Task for primer selection | generic

v

Paste source sequence below (5'->3', string of ACGTNacgin -- other letters treated as N -- numbers and blanks ignored). FASTA format ok. Please N-out undesirable sequence (vector, ALUs, LINEs, etc.) or use a

Mispriming Librarv (repeat librarv) | NONE

v

AGARATTTGAGTITCAATTATTITITTTTTCCIGTCATA
AGRRGACATCATTICTITAGTCCTITGGCARTCTTAGCCA
LCCACCARACTETGERAATCARRACTTGGTCACCAACT

GCGGATAGTTTGTACACATAGTGTCCCTARAATTCCTATTGATGAATAGATCAATTTTATTAGCAGACAATTGGGGECAGCARCTGAATAGCAGA

CAACTTCAGCTIGGTTTAACTICTCCACGTTCTTTTCAGGTARATACAACCCGEATGCTGTICTTTGCTIGTGCCTTGATTCTTTGGACARGGACE
CGGTCCATC, I TTAGCAGACTTCARRAGGGTGGACATTCTITITTTTCIGIAGATICAATATATITICGATCAATGGCTTICT

CATRRTGCECCTIATTTACAGGTACRTACATATAGACGTATGIATATARRATCTICTGTTCGR
GGATTTCAGCGTCCCTGARRARAGARTARCTTCATCGTCGTTACCCARATTTAATGGTAGA
TTAACTTGAGGAACAACCTTATTACCATTAGCATCAGTARAGCCCGEGCCTACGGCAR

—

| Pick left primer, or use left primer below)

Pick hybridization probe (internal oligo), or use oligo b{w #| Pick right primer, or use right prima’&low (5" to 3' on opposite strand)

&/

\S— /

| Pick Primers | | Download Settings | | Reset Form |

Sequence Id

Targets

Overlap Junction List

Excluded Regions

Pair OK Region List

A string to identify vour output.

E.g. 50.2 requires primers to surround the 2 bases at positions 30 and 51. Or mark the source sequence with [ and ]: e.g. .. ATCT[CCCC]TCAT.. means that primers

must flank the central CCCC.

E.g 27 requires one primer to overlap the junction between positions 27 and 28. Or mark the source sequence with -- e.g. . ATCTAC-TGTCAT.. means that primers

nmist overlap the junction between the C and T.

E.g. 401.7 68.3 forbids selection of primers in the 7 bases starting at 401 and the 3 bases at 68. Or mark the source sequence with < and > e.g.

_ATCT=CCCC>TCAT.. forbids primers in the central CCCC.
See manual for help.

Como puedes observar en los circulos rojos, Primer3 tiene habilitadas las casillas de las
opciones para seleccionar el cebador corriente arriba y corriente debajo de nuestra
secuencia de interés (Pick left primer, Pick right primer). A continuacién escoge la opcion
“Pick primers” para que el programa te muestre las opciones de cebadores para la

secuencia de consulta.

En la siguiente interfaz aparecen los resultados del disefio de cebadores en donde se

muestra, en un circulo

rojo, las secuencias que corresponden al cebador sentido y

antisentido que fueron generadas por el programa. Asi mismo, aparece indicada la regién

complementaria de los cebadores dentro de la secuencia de consulta y el tamafio del

producto de la amplificacién (en el caso de nuestro ejemplo es de 200). Ademas para
cada secuencia se indican las siguientes caracteristicas:
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Start (Inicio): posicién de la base del extremo 57, con respecto a la secuencia de
consulta.

Len: Longitud del cebador en cantidad de nucleétidos.

Tm: temperatura de alineamiento.

GC %: Contenido de GC en porcentaje.

Any th: Auto-complementariedad local la cual refleja la tendencia de los cebadores a
hibridar entre su misma secuencia y formar estructuras secundarias.

“3’*“: Alineamiento Global Anclado en 3’, que refleja la complementariedad entre los
cebadores sentido y antisentido, y se utiliza para predecir la formacion de dimeros.

€ = C [ primer3.utee/cgi-bin/primer3/primer3web_results.cgi

Primer3 Qutput

Ho mispriming library specified

Using l-based sequence positions

CLIGC start _len tm gc% _anv th _3' th hairpi
LEFT PFRIMER 63 20 59.01 55.00 5.51 0.00 0.0l
RIGHT PRIMER 2az2 20 58.98 50.00 0.00 0.00 0.0
SEQUENCE SIZE: 141%

INCLUDED REGICH SIZE: 141%

=i}
CGAGICTGCIGATTCCGITIG
CRCGGCAAGCTCATCATT,

PRODUCT SIZE: 200, PAIR ANY TH CCOMPL: 4.37, PAIR 3" TH CCOMPL: 0.00

1 ATGITCAGCCGITACGIGGATGITACGGCARCCCCGTICATACAGTTTITGARARRCCGGTIC

61 TCCGAGICIGCIGATTICCGITGITITGICCTITIATIGICTCGTICCARGGACRRAGCGTGC
g g e ge e e e e e e e e e e

121 GAGCCAAGTTGGGGRACTTTCTACTCCATGGATGCCGCCGGGCAAGRATCGGACGTGGAT

181 CGGCGIATIGCACGCCTIACTCCAGCAAGGCGGTITCCGIATCCGTCTICGTTIGGCGGCCRR

241 GCIARTGATGAGCTITGCCGTGCGCTGTACGGRATGTITGCGEARCTGCRAGGCCGCCTACGCC
B S

301 TCAGTGGIAGRACGCTACGATCITTCCGCGATIGACCTITGACTTAGRRGGCCCAGGTICTA

361 TCCGRATACCGCTIGCTICICRAGCGRCGAGCCACRAGCARTTGCTGCGCTGCAGTCGCARCGR

421 CITGCTGCARAGCATCCGCTGICAGTGIGGCTGRCACTCCCAGTTGCTICCCRACCGGGCTE

Ademas de esta opcion de cebadores, el programa te muestra en la parte inferior otras
cuatro opciones de pares de cebadores con sus respectivas caracteristicas.
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€ = C | [) primer3.utee/cgi-bin/primer3/primer3web_results.cgi By =

KEYS (in order of precedence):
>>>>>> left primer
<< right primer

ADDITIONAL OLIGOS

starc _len tm cc: _any_th _3'_th heirpin seq
1 LEFT ERIMER 765 20 58.98 55.00 0.00 0.00  0.00 CTCCATGATTTCGCTGTGGE
RIGHT PRIMER 922 20 58.05  55.00 0.00 0.00  0.00 CACCCAGCACAGTIGAGAAC

PRODUCT SIZE: 158, PAIR ANY TH COMPL: 4.94, PAIR 3'_TH COMPL: 3.00

2 LEFT PRIMER 833 20 58.95 55.00 0.00 0.00 0.00 TGTGTCCCAACTACCCTGAC
RIGHT PRIMER 1050 20 59.03  55.00 .00 Q.00 0.00 ATAGACTGCCAGATCGCICC
PRODUCT SIZE: 218, PAIR ANY_TH CCMPL: 0.00, PAIR 3'_TH COMPL: 0.00

3 LEFT PRIMER 1148 20 58.9% 55,00 0.00 0.00 0.00 GACTCCGTGGCAGCITATTG
RIGHT PRIMER 1374 20 58.13 55.00 0.00 0.00 0.00 GEAGARCAACTTCCACGCIG
PRODUCT SIZE: 226, PAIR ANY_TH COMPL: 1.85, PAIR 3'_TH COMPL: 1.85

4 LEFT PRIMER 984 20 59.08  55.00 0.00 0.00 0.00 GTCCACCTTTCCCACGGATA
RIGHT PRIMER 1184 z0 59.08 55.00 1.48 0.00 0.00 CCGGCGRAGTACAGGRCCART
PRODUCT SIZE: 201, PAIR ANY_TH CCMPL: 6.38, PAIR 3'_TH COMPL: 6.87

Statistics

con  too in in not no m tm high high high high

sid many  tar excl ok  bad GC  too too any_th 3'_th hair- poly end

ersd Ns get reg reg GC% clamp low high compl compl pin X stab ok
Left 7845 0 0 0 o 578 0 1532 3022 0 0 14 13 0 2680
Right 7920 o 0 ] 0 630 0 1446 3167 bl o 11 ] 0 2606

Pair Stats:
considered 501, unacceptable product size 495, primer in pair overlaps a primer in a better pair 102, ok &
libprimer3 release 2.3.6

A partir de estos resultados analiza si las secuencias de los oligonucle6tidos presentan las
caracteristicas ideales para poder ser utilizados en la técnica de PCR.

Como te pudiste dar cuenta, a partir de estas herramientas bioinformaticas es facil y
rapido poder disefiar cebadores, ademas de que tienes la oportunidad de seleccionar en
el programa caracteristicas especificas para generarlos de acuerdo a tus necesidades.

2.3.3. Disefio de plasmidos y patron de restriccion

Como recordaras de las asignaturas de Biologia Molecular 1l y Genética Molecular
Bacteriana los vectores o vehiculos moleculares son herramientas muy importantes en
la ingenieria genética. Un ejemplo de vectores moleculares son los plasmidos, éstos son
moléculas constituidas por una doble cadena de ADN circular extracromosomal y tienen la
capacidad de replicarse de forma autbnoma a la del ADN cromosomico, ya que poseen
una secuencia de origen de replicacion (Figura 5) (Bolivar Zapata, 2007).
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Origen de replicacién

Figura 5. Se representa una cadena de ADN covalentemente cerrada que tiene secuencias
importantes para poder fungir como un vector de clonacion (Origen de replicacion y secuencias de
reconocimiento para enzimas de restriccion). Ademas algunas de las secuencias de ADN del
plasmido codifican para genes cuyos productos confieren resistencia a antibiéticos (ampicilina y
tetraciclina).

En general los vectores moleculares deben cumplir con las siguientes caracteristicas:

a) Tamafio pequefio. Para tener una mayor eficiencia de entrada del ADN
plasmidico a la célula huésped por el proceso de transformacion.

b) Estabilidad dentro de la célula huésped.

c) Unasecuencia de origen de replicacion (ori).

d) Presencia de genes “marcadores de seleccion”. Que sean Utiles para poder
diferenciar entre las células que adquirieron el vector de clonacién de aquellas que
no lo hicieron, por lo general, los marcadores de seleccién mas comunes son los
que confieren resistencia a antibioticos.

e) Presencia de un “sitio multiple de clonacion” MCS, por sus siglas en inglés
(Multiple Cloning Site) o poli-linker, que es la regién donde se encuentran los sitios
de corte Unicos que seran reconocidos por diversas enzimas de restriccion (Krebs,
2010).

El disefio de los plasmidos como vectores es muy importante y esta en funcion de
objetivos que se quieran alcanzar. Por ejemplo, los vectores de clonacién se diferencian
de los vectores de expresién de proteinas, ya que los segundos expresaran al gen
clonado, por lo que tienen en su secuencia un sitio de union a ribosoma o RBS, por sus
siglas en inglés (Ribosome Binding Site) que induzca la traduccion de proteinas, una

Universidad Abierta y a Distancia de México 46



U2

Bioinformatica
Analisis computacional de secuencias de ADN

secuencia de inicio de la traduccion incluyendo el codon de inicio (ATG) y una secuencia
de término de la traduccidn, incluyendo el codén de paro, mientras que el vector de
clonacién no tiene estos elementos.

En la figura 6 se muestra el mapa de un vector de clonacion, llamado pUC118, donde se
sefialan los origenes de replicacion: pMB1 ori y f1 ori, el MCS, asi como el gen que
confiere la resistencia a ampicilina (ampR) ademas de otros sitios de corte (Bgl Iy Pvu I).

Py 11 (56)
! EcoR | (232)
/ /f Sac 1 (242)
/' Kpn 1(248)
Sma | (250)

MBI ori f / / ?
o BamH 1 (253)
J— ,%/’_’_i_ Xba 1(259)

___Sal1(265)

/AN Pt 1275)

~._ Hind Il (283)
QR
\P‘\ru (378)
Puu 1 (408)

Bgl 1(438)

1 ori

Bgl 1(2032)

ampR
Pwu 1(1781)

Figura 6. Vector de clonacion pUC118. Se indican los origenes de replicacion, el MCS, asi como el
gen de resistencia a ampicilina.

En la figura 7 se esquematizan dos vectores de expresion. En el pET-11 (Figura 7A) se
sefialan, ademas del origen de replicacion, el gen de resistencia a ampicilina y el sitio de
clonacion, el RBS, la regién promotora (T7 promoter) y la regién terminadora (T7
terminator), regiones necesarias para la expresion de proteinas. En el vector plX 4.0
(Figura 7B) se muestran los elementos comunes como el MCS, el origen de replicacion y
el gen de resistencia a ampicilina, pero también el codén de inicio de la traduccién (ATG)
y la region terminadora (T7 Term).
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Nde | OR Neo |

R8S\  /gene 10 leader
A) P T7/loc O BomH |
17
cmpicillin
pET-11 vectors
5.7kb !
pBR322 ori

PET-110-11d Cloning Site Regions
sequence shown (74-130]

PET-110 GAMGGAGATATAGAT ATG GCT AGE ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGC GGA TCC
M A S M TG Q QM G R G S
(T ol )
W e

PET-11b GAAGGAGATATACAT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CCG
L ‘MkSMTGGQQ G R D
T ot

o§
of
of
1
2
]
3
8
:
8
t

PET-11c GAAGGAGATATACAT ATG GCT AGC ATG ACT GGT G
R MASM TG
e 17 gone 10 e e

PET-11d GAAGGAGATATACC ATG GGT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG ATC CGG C
: MASMTG G R I R

1)
“a e — G y
Nudleotido Position
Footuro pET-110 PET-11b PET-11c pET-11d
17 promoter with loc operotor 1.43 1-43 1-43 1-43
ribosama binding site (R8S) 74-80 74-80 74-80 74-80
ico | [9ET-11d) clorirg site | 86-91 86-91 86-91 86-51
. 89121 89-121 89-121 88120
125-130 124-129 123-128 122127
199-245 198-244 197243 196-242
657-1514 | 656-1513 | 655-1512 | 654-1511
1665-2332 | 1664-2331 | 1663-2330 | 1662-2329
loct roprossor ORF 4212-5291 | 4211-5290 | 4210-5289 | 4209-5288 |

Figura 7. Vectores de expresion. En ambos vectores, A) pET-11 y B) pIX 4.0, se sefialan las
regiones necesarias para la expresion de genes como por ejemplo el RBS, la region promotora, la
region terminadora o el ATG de inicio de la traduccién.

Debido a que los plasmidos son muy utilizados como vectores de clonacion y de
expresion, se cuenta con bases de datos en donde se localizan las secuencias y
caracteristicas de estas moléculas. En la siguiente direccion de internet encontraras el
sitio llamado Addgene en donde puedes buscar secuencias de plasmidos
http://www.addgene.org/.

A continuacion realizaremos la blisqueda de la secuencia de la secuencia del plasmido
pET-21a (+), que corresponde a un vector de expresion. Entra al sitio de Addgene y
localiza la secuencia ingresando el nombre del plasmido en la seccion de busqueda.
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c https://www.addgene.org/vector-database/2549/

Oaddgene Login | New User ‘

ﬂ'l
b
m

A better way to share plasmids Search for Plasmids: | =X

Home Deposit Plasmids Find Plasmids How to Order Plasmid Reference About Addgene

Overview Analyze Sequence Vector Database Protocols Reference

Search Vector Database | Search Addgene Plasmids
Welcome to Vector Database!

Vector database is a digital collection of vector backbones assembled from publications and commercially available sources. This is a free
resource for the scientific community that is compiled by Addgene.

This page is infermational enly - this vector is NOT available from Addgene - please contact the manufacturer for further details.

Plasmid: pET-21 a (+)

Source/Vendor: EMD Biosciences

Alt Name ¥ =
Plasmid Type: D% BT Cxpression

Expression
eve High

L I
Clone Method: Unknown ’E -

La secuencia del plasmido pET-21 a (+) aparece en una interfaz como la que se muestra
a continuacion. Tienes la opcién de visualizar el mapa lineal y circular del plasmido si

seleccionas la pestafia “Map and Features” (mapa y caracteristicas) o puedes obtener la
secuencia como se muestra si seleccionas la pestafia que dice “Sequence” (Secuencia).

€« c https://www.addgene.org/browse/sequence_vdb/2549/ wl =
O ad dgene Login | New User =
A better way to share plasmids Search for Plasmids: _ I

Deposit Plasmids Find Plasmids How to Order Plasmid Reference

Browse Search Popular Plasmids Special Collections FAQ Alerts

Analyze Sequence: pET-21 a (+)

atccggatat a tt aa tcaa ga 50 -
s1 ggggttaty tagttatty ag 100
101 cteagettee tttegggett tgttageage cggatcteag tggtggtggt 150
151 gag ttgt cgaattegga 200

201 tccgegacee atttgctgte caccagtcat gctagecata tgtatatcte 250

[ Map and Features i Sequence h Blast I Align | Digest | Translate _

Current sequence: 5443 base pairs

FASTA | GenBank | Reverse Complement

To copy sequence: click on sequence, hit ctrl/cmd-A, then ctrl/cmd-C

Un ejemplo de un pldsmido que ya tiene el inserto (gen de la proteina) es el plasmido
pET21aTMO0651 el cual tiene el gen de una enzima fosfatasa del organismo T. maritima
(Shin et al., 2003). En el sitio de Addgene puedes encontrar este plasmido con el nimero
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de registro 11418 que corresponde a la secuencia del vector pET21a mas la secuencia
del gen que codifica para una fosfatasa.

Como puedes observar en la siguiente interfaz se presenta el nombre del plasmido
(PET21aTM0651) y su clasificacién (11418). Asi como el inserto que corresponde al gen
de la fosfatasa y que tiene un tamafo de 804 pb. También te presentan el nimero de
acceso en el GenBank. De acuerdo a la informacion el gen de la fosfatasa se inserto en el
sitio multiple de clonacion haciendo cortes con las enzimas de restriccion Ndel y BamHI.

O a d d gen e Login | New User
A better way to share plasmids Search for Plasmids- _

Home: Deposit Plasmids Find Plasmids How to Order Plasmid Reference About Addgene

Browse Search Popular Plasmids Special Collections FAQ Alerts

Browse > Sung-Hou Kim > Shin et al > pET21a. TMOB51

Add to Cart
Plasmid 11418: pET21a. TM0651 Price: US 565
Genefinsert name”  phosphatase Available to academic
Insert size- 804 and non-profits only
Species  T.maritima
GenBank ID:  AAD35735 NP_228460 TM0651 - ot
Vector backbone:  pET21a -
(Search Vector Database)
Backbone manufacturer:  Novagen Plasmid Links
Vectortype:  Bacterial Expression

Backbone size w/o insert (bp): 5443
Cloning site 5 Ndel
Site destroyed during cloning: No -
Cloning site 3= BamHI Sung-Hou Kim Lab
; Plasmids
Site destroyed during cloning: No =

5'sequencing primer:  TAATACGACTCACTATAGGG List of Sequencing Primers

3'sequencing primer:  GCTAGTTATTGCTCAGCGG
Bacterial resistance(s) Ampicilin requested with

Related Plasmids

From this article

Growth strain(s) DHSalpha 33;8 pGEX4T1 SHP1
Growth temperature ('C): 37
i w 8322: pGEXAT1
High or low copy:  High Copy A
Sequence: View sequences (1) -
Principal Investigator:  Sung-Hou Kim 3\5,.?4' PEEX-2T SHP1

En este caso el mapa del pldsmido se observa con el inserto de color rojo que
corresponde a la secuencia de la fosfatasa que fue clonada en el vector pET-21a.

Ndel

phosphalase

BamHi

pET21a.TM0651

Figura 8. Plasmido pET-21 a con el inserto del gen de la fosfatasa de Thermotoga maritima.
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Ahora que ya conoces como buscar secuencias de vectores utilizaremos programas
informaticos con el propdsito de hacer analisis de plasmidos, en este caso realizaremos la
determinacion de un patron de restriccion y un mapa circular. Un patron de
restriccion se refiere a los sitios de corte que reconocen enzimas de restriccion
particulares en una secuencia, este patron puede ser representado en una secuencia
linear, denominado mapa de restriccién (Krebs, 2010). Determinar el patron de restriccion
resulta crucial al momento de clonar genes en algin vector, debido a que conociendo este
patrén, podremos escoger las enzimas con las que clonaremos nuestro gen de manera
experimental.

En esta seccion aprenderemos a usar el editor de secuencias que no requiere
intercambiar datos de internet, denominado BioEdit (por sus siglas en inglés, Biological
Sequence Alignment Editor). La direccion del sitio de internet donde puedes descargarlo
e instalarlo en tu computadora de manera gratuita es la siguiente:
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html.

Una vez que has instalado el programa en tu computadora, empecemos a trabajar. Para
poder abrir una secuencia de estudio en el editor, es necesario que primero la guardes en
un procesador de textos, como el bloc de notas, en formato FASTA. Una vez que tienes
tus secuencias guardadas en este formato, puedes acceder a ellas en el Bioedit. Abre el
programa y en la pestafia de abrir documentos, selecciona tu archivo.

r % Biokdit Sequence Alignment Editor (o © [
[File] Accesory Application RMA World Wide Web  Options  Window _Help
New Alignment CtleN
Open.. CtrleQ
Open motif descriptor

New RNA motif Descriptor

New from Clipboard

Retrieve sequences from GenBank or GenPept
New Text

Open As Text

Telnet

Batch ABI to SCF Trace File Conversion
Batch Export of Raw Sequence Trace Data

C:\Users\Deyuquis\Documents\Doctorado\Analisis genético\Secuencias UTRs SHSP16.6¢
C:\Users\Deyuquis\Documents\Doctorado\Analisis genético\sHSPs Pardsitos.bt
CA\Users\Deyuquis\Documents\UNaD\Proteina misteriosa.txt
C:\Users\Deyuquis\Documents\Salmonella Posdoc\Secuenciaciones\17311.bio

Exit

Una vez abierto tu archivo, tu secuencia se visualizara de la siguiente forma. El nombre
de tu secuencia aparece del lado izquierdo, en una columna separada.
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$ Biokdit Sequence Alignment Editor PSS
File Edit Sequence Alignment View AccessoryApplication RNA World Wide Web Options Window Help — —
=R k]
e yuqu Aniss genéti i25 UTRs SHSP16.bx [E=8 BB =)
g & [Corertion = m B 1 total sequences
- Selection 0 Sequence Mask: None Start
Mode: [Select / Side 2 frvswriedirrerd o] St I
. g - ¢ 3ey rrae Seroll Ll =]
& I DIT §ool BEEEENINIIEERE ¢ I8 Sl ? ol ow g 4t
BT N R L R L R LR Ry R L B L Ry N R LR R R R R ERR LR R RRRE NN
—~] 10 20 30 40 50 60 70 80 %0 100 110 120 130
_sacgg:atg:eca:::ctg:gga::ta:e:gggggcac:g:gta::::::gg:gt:::at::e:::att::t:aaattet:::tgttgc:g:cagggccaataatc:gagtgggagggcgaga:gacgcgtc:::
L i T =

Para generar el patrén de restriccion de tu secuencia, en la pestafia “Sequence”,
selecciona la opcion “Nucleic Acid” y enseguida “Restriction Map”.

$ Biokdit Sequence Al New Sequence =
File Edit [Sequence) Edit Sequence
>0 Edit all selected
—— | SelectPositions
% C\Users\Deyuquis.  Open at cursor position [E=3 EoR ™~
88 m Extract Positions
Wode[Guect 5k0e = 0to Pubmed references =
= Overwrite/Retrieve sequences by gi number in title by HTTP to GenBank
1 DID Overwrite/Retrieve Genbank data by gi number in title by HTTP to GenBank (ignore sequence) P"J
j True positions from alignment positions ‘;""“"é(‘)"""";é"""'iéé"'""i{é"""';éé"'"";’3(‘)"1»]
freos Phylogeny / Taxonomy * ftttaaattattettgttge aatctgagt gagatgacgcgtctet
Filter out sequences containing certain characters »
Rename x Nucleotide Composition
Sort L2 Base ition and mass export
PCR Primers / oligos » Base composition and mass export with average masses
Pairwise alignment » i
Similarity Matri (for pairwise alignments and shading) > Revers Complement ShifteCEieR
Features » D
RNA->DNA
Sequence groups (or families) » — .
Edit Mode 4 Find next ORF
Mask 3 Create Plasmid from Sequence
Gap beginning to minimize stop codons in reading frame 1
Toggle Color
Restriction Map
Saps | Sorted Si-Frame Translation
s *| Unsorted Six-Frame Translation
Nucleic Acid » Find ORFs from a list of positions
Protein »
Translate or Reverse-Translate (permanent)
o] AL Translate in selected frame (permanent) 5]
Toggle Transl CtrisG

Una vez que diste click, aparecera la siguiente ventana, donde puedes escoger las
enzimas de restriccion con las cuales quieres generar el patrén de restriccion. Por
ejemplo, si sélo te interesa saber si tu secuencia tiene sitios reconocidos por enzimas de
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restriccion que reconocen secuencias de 6 nucleétidos, puedes escoger esta opcion. De
lo contario, puedes escoger la opcién que te muestre todas las enzimas. También puedes
seleccionar que te muestre el nombre de la secuencia, en qué sitio de la secuencia se
encuentra, la lista de aquéllas enzimas que no se encuentran en tu secuencia, etc.

$ Biokdit Sequence Alignment Editor [
File Edit File AccesoryApplication RNA World WideWeb Options Window Help
0
¥ C\Users\Deyuqui Anslisis genéticolS a5 UTRs SHSP16.txt @)=
B a IWE”TE‘ n 1 total sequences
- ~ Selection Sequence Mask: None Start
Mode: | Select / Skde Fosilion Numbering Mask: None e at!
onm : o Yrs o 1
# Create Restriction Map. =00 | S
D ¥ Sites that cu five or fewer times [ large recognition sites (»6] 130
’;‘“"D Mep I Summary table of hequencies I Allsoschizomers fnot recommended) acgcgtetet
© AeeSip s 7 S S
¥ Numeric by postion [ gpage culters Al Enzyme: =1
E :xmdh;:;m /|5 basipaiens View by Marufachuer | Select from st
s eaaerts 2 Enzymes wih degeneole ecogrion
Title: [Neo5 Restiction Map
?m Top Strand BottomStrand | Ceculsr DNA fends joined)
R I” Frame1 [~ Frame 1 _
Coms [t 5 [
K| I Frame 3 I Frame 3 View All Curently Selected Enzymes |
""" toctatta
1| i3 1 | =]

El mapa de restriccién generado se muestra como sigue, indicando el sitio de corte y el
nombre de la enzima que reconoce esa secuencia.

§ BioEdit Sequence Alignment Editor - [Restriction Map: NeoS from C:AL qui slisis genéti ias UTRs 0 [= [ [
9«?-1; Edit Format File Accesory Application RNA World Wide Web Options Window Help n -|®]|x
=D

HE #¥ QR [Cometen s H BprUEESE
4 N 1 L 1 . 1 M A 1 1 P 1 . M

BioEdit version 7.0.4.1 (2/13/05) Restriction Mapping Utility
(c)1998, Tom Hall

YNeoS Restriction Map
13/03/2014 3:14:03
432 base pairs
Translations: none

Restriction Enzyme Map:

1 ARCGGTATGTACACTICTGTGGATITATATG CIGTGTATITICIGGIGTITIATITATIIATIITITARATIAT €0
1 TTGCCATACATGTGAAGACACCTAARTATACCCCCGTGACACATARAAGACCACAARATARATARATARARRATTTAATA 80
BsrGl Alel Bme15801 Dral
Tatl Ms11 Bapl286I BovI
Epyel TspRI
el TITIGCT GCCAATAATCIGAGT CTTICTATIATIATIATTATIATATAT 160
el TATTAGACT TCTACT TAATAATAATAATATATA 160
BsaJl MnlI  HindI Af1II1  Hgal HindI
Mwol HindI Mlul BsmBI HindI
HpyFLOVT Hgal BamAl
BaeMIT
BspcHI
161 TITITCCTGACTTTIACTIATTGIITTTACATGCGGACGGATGCARACT TG TGAGTIAGAGCGOGGTIGGTIGIGEIGEE 240
161 CTGARARTGARTAACAMARATGT! CETTTGANCACTCA 240
Hpyl88IIl SfaNI BstFsl TaqIl FokI
Nepl TapGHI
FokI
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También se muestra la frecuencia de corte de cada enzima a lo largo de la secuencia,
indicando su posicion.

Al final se muestra la lista de aquéllas enzimas que no reconocieron su secuencia de
corte.

$ Biokdit Sequence Alignment Editor - ion Map: Neo$ from C: dolAnili éti ias UTRs SHSP16.6xt] [P

% File Edt Format File AccesoryApplication RNA World WideWeb Options Window Help NG

=0

HE &K G ot [ H BsU EEEE=

+ . N f " . . ' ' f L f " . ' n ' ' ' . " f " . 1 N f . . " " . ! N
B S S
Enzyme Recognition frequency Positions

Af1III A'CryG T 1 127

Alel CAChn'AnGTG 1 17

Bbvl GCAGCnnnnnnnn'nnnn_ 1 7%

BeeAl ACGGCnannnnnnnnnn'nn_ 1 426

Begl CGAnnnnnnTECnnnnnnnnnn_nn* 1 370

Begl GcAﬂnﬂﬂmTCGmﬂmmnm_m' 1 404 |-
BmelS80I G_kGCm'C 2 38, 358

BsaBI  GATan'nmATC 1 420 £
BsaJl C'CnnG_G 2 93, 335

BseMIT  CTCAGnannnnnn_nn' 1 98 L
BeiEl C6_ry'CG 1 414

Beml GARTG_Cn’ 1 248

BsmAI GTCTCn'nnnn_ 1 136

BsmBI CGICICn'nnnn_ 1 136

Bspl286l G_d&Ch'C 2 38, 358

BspCNI CTCAGnnnnnnn_nn' 1 ag

BarGl T'GTAC_R 1 9

BatFSI GGAIG_nn' 2 206, 252

Brgl C'CryG G 1 335

Btsl GCAGTG_nn' 1 247

Dral IIT'AAA 1 74

Eael ¥'GGCC_r 1 411

Eagl C'GGCC_G 1 411

Eeil GGCGGAnnANNANNN_nn' 1 245

Fokl GGAIGnAnAnnnnRn'nonn_ 2 213, 239

Hgal GACGCnnnnn'nnnnn_ 2 118, 135

HindI GAynnnnnvICnnnnnnnn_nnnnn* 2 114, 146

HindI GAbnnnnnrICannannnn_nnnnn' 2 114, 146

Hphl GGIGAnnnnAnn n' 1 252

Epyel GTn'nAC 1 12

Epy188II1 TC'nn_GR 2 167, 391

EpyF10VI GCn_nnnnn'nGC 1 9§ -
.

$ Biokdit Sequence Alignment Editor - ion Map: Neos fram C: do\Ansli éti a5 UTRs SHSP16.4xt] =)
3 File Edt Format File Accesory Application RNA WorldWideWeb Options Window Help &%

= D

HE #XR R [Comene =4
¥ L n 1

g i t t + + t + + t t i + + + + + t 5
261 SfaNI  GCATChnnnn'mnnn_ -
286 MpoIl  GAAGADmnONnR n'

335 BsaJI  C'ConG_G

335 Brgl C'Crys G

335 Neol C'CATG_G

335 Seyl 'O _G

358 Bre1580T G_kGCn'C

358 Bsp12861 G_dGCh'C

370 Begl CGAnnnnnnT oo

391 Hpy188ITT IC'nn_GA

404 Begl GCARNRRNNICERARARNANAD_nn'

411 Eael ¥'6G6CC_z

an Eagl C'GaCC G

414 BsiEl  CG_ry'C6

414 TspGWI  ACGGARmnmnAnnn_nn'

420 BsaBI  GATnn'mnATC

426 BceAl  ACGGCnnnnnnnnnnnn'nn_

Enzymes that do not cut:

Barl, AacIl, Accl, AccéSI, Acll, Afel, Af1II, Agel, Ahdl, AleI, Alol, AlwI, AlWNI
Apal, Apall, Apol, AscI, Asel, AsiSI, Aval, Avrll, Bael, Bael, BamHl, Banl, BanII
Ebel, BbsI, BbvCI, BciVI, Bell, BfrBI, Bgll, Bqlll, Blpl, BmgBI, Bmrl, BmcI, Bpll
BpmI, BpulOI, BpuEl, Bsal, BsaAI, BsaHI, BsaWl, BsaXI, BsaXI, BseRI, BseYI, Bagl
BSiHKAI, BsiWI, BslI, BsmFI, BspEl, BspHl, BspMI, Bsrl, BsrBI, BsrDI, BsrFI
BssHII, BssSI, BstAPI, BstBI, BstEII, BstXI, BstYI, BstZl7I, Bsu36I, Cacfl, Clal
Dralll, Drdl, Earl, EcoS7I, EcoICRI, EcoSTMI, EcoNI, EcoG1081, EcoRI, EcoRV, Fall
Faul, Fsel, Fspl, FspAI, HaeII, HincII, HindIII, Hpal, KasI, KpnI, Mfel, Mlyl
Mmel, Mscl, MspAll, Neel, Narl, Ndel, NgoMIV, Nhel, NlaIV, Netl, Nrul, Nsil, Pacl
Pcil, PEIMI, Plel, Fmel, PmlI, Fpil, Bpil, PpuMI, PshAl, Psil, PspOMI, BsrI, Bsrl
Pstl, Bvul, Pvull, RsrII, Sacl, SacII, Sell, SanDI, Sapl, SbfI, Scal, SexAI, Sfcl
Sfil, Sfol, SgrAl, Smal, SmlI, SnaBI, Spel, SphI, Srfl, SspI, Stul, Swal, TaqIl
TspDTI, Tthlill, Xbel, Xcml, XhoI, Xmal, XmnI, Zral

,

Otro ejemplo util para el andlisis de plasmidos es el software denominado A Plasmid
Editor (ApE) el cual fue creado por Wayne Davis en la Universidad de Utah con el cual se
puede analizar un plasmido a partir de su secuencia.
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Este programa se puede descargar en la siguiente direccion de internet:
http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/

A continuacién se muestran algunos de los analisis que se pueden realizar en el programa
ApE, utilizando la secuencia del plasmido pBR322 (la secuencia de este plasmido la
puedes descargar de la plataforma).

En la primera interfaz se muestra la secuencia del plasmido que se agreg6 a la ventana
del programa.

&

C o

New DNA
File Edit Enzymes ORFs Features Tools Window Help
BB 40O %h %8 DD~ u %= i
Sequence Insert@ Linear &
7967 10> Dam/Dcm
= 10 = 20 = 30 = 40 = 50 = &0 = 70 = &0 = a0 * 100

1|GARTTCCCATCATCARTAATATACCTIAT TTTGEAT IGARGCCARTATGATAATGAGEGGETGEAGTITGTGACETGECGCEGGECETGGGRRCEEGECGE ™
102 |GTGRCGTAGTAGTCICTAGAGTCCTGTAT TAGAGGTCACGTGAGTGT TTTGCGACATTTTGCGACACCATGTGETCACGCTGEETATTTARGCCCGAGTGR
203 |GCACGCAGEGTCTCCATTTITGARGCGGGAGETTTGRRCGCGCAGCCGCCATGCCEEGGTTTTACGAGAT TGTGAT TARGGTCCCCAGCGACCTIGRCGEET
304 IR TCTGCCCEGCATTTCTGACAGCTITGTGARCTGGETGECCEAGRALGGARTGEGAGTIGCCGCCAGATICTGACATGGATCTGARTCTGATTGAGCAGECE
405 |CCCCTEACCGTGECCGAGRRGCTGCAGCGCGACTITCTGACGEART GECGCCETETGAGTARGGCCCCEGRAGECCCTITTICITTGTGCRAATTTGAGARGES
506 |RGAGAGCTACTTCCACATGCACGTGCTCGTGRARACCACCGGEETGAAATCCATGRTTITGGGACGTITCCTGAGTCAGATTCGCGARRRRCTGATTCAGR
807 |GRATTTACCGCEEGATCGRGCCEACTTIGCCARACTGGTTCGCGGT CACRRAGACCAGRAATGGCGCCEGAGECGEGARCAAGETGETEEATGAGTGCTAL
708 RTCCCCARTTACTTGCTCCCCARRACCCAGCCTGAGCTCCAGTGGECETGGACTAATATGGRACAGTATTTARGCGCCTGTITGRATCTCACGGAGCGTAR
809 |RCGETIGETGGCECAGCAT CTGACGCACGTGTCGCAGACGCAGGAGCAGRACAR A GAGAATCAGRATCCCRATTCTGATGCGCCGETGATCAGATCARRRR
910 |CTTCAGCCAGGTACATGGAGCTGGTCGGETGECTCETGEACARGGEGAT TACCTCGGAGAAGCAGTGGATCCAGGAGGACCAGGCCTCATACATCTICCITC
1011 |RATGCGGCCTCCARCTCGCGETCCCARATCARGGCTGCCTIGGACARTGCGEERARAGATTATGAGCCTGACTARRRCCGCCCCCGACTACCTGGTIGEGCCE
1112 |eCAGCCCGTGEAGGACATTTCCAGCAATCGGATTTATAR AR TTTTGGARCTARACGGETACGATCCCCAATATGCEGCTTCCGTCTTICTGGGATIGEGCCE
1213 |CGRRRRRGTTCGGCARGRAGGRRCACCATCTGGCTGTTIGEGCCTGCARCTACCGGGARAGACCARCATCGCGEAGGCCATAGCCCACACTGTGCCCTICTAC
1314 |GG6TECGTARACTGEACCAATGAGRRCTITCCCTICARCGACTGTGTCGACARGATGETGATCTGETGEGAGGAGEGCRAGATGRCCGCCARGETCGTGER
1415 |GTCGECCARAGCCAT TCTCGGAGEARGCARGETGCGCGTGEACCAGRAATGCARGTCCTCGGCCCAGRATAGRCCCEACTCCCGTGATCGTCACCTCCRACE
1516 |CCARCATGTGCGCCETGAT TGACGEGRAACTCARCGACCT TCGRARACACCAGCAGCCGTIGCARGRACCGGATGTTCARATTTGRACTCACCCGCCGTCTGEAT
1617 [CATGACTIT A GGTCACC ARG A GGA G T C AR A GACTITTTCCGET GGG A A G GAT CACGT GG T I GAGGTGEAGCATGAAT TCTACGTCARRAAGES
1718 |TGGRAGCCARGRARRAGACCCGCCCCCAGTGACGCAGATATARGTGAGCCCARRCEEGTECGCGAGTCAGT TGCGCAGCCATCGACGTCAGRCGLGERAGCTT
1819 |CeATCARCTACGCAGACAGGTACCARRACAR A TGTTCTCGTCACGT GEGCATGRARTCTGATGCTGTTTCCCTGCAGACRATGCGRGAGRATGARTCAGRAT
1920 |TCARRTATCTGCT TCACTCACGGACAGRRRGACTGT TTAGAGTGCT TTCCCETGTCAGRATCTCARCCCGTTTCISGTCGTCARARRGECGTATCAGARACT
2021 |GTGCTACRT TCATCATATCATGEGARAGETGCCRAGACGCTIGCACT GCCTGCGATCTGETCAATGTGGATITGGATGACTGCATCTTTGAACRRTARRTGRE
2122 |TTTRARATCAGETATGGCIGCCGATGETIATCTTCCAGRAT TGECTCERAGEACACTCTCICTGRAAGGRAATA AGACAGTGETGGARGCTCARRCCTGECCCRACT
2223 |ACCRCCARRGCCCGCAGRGCGECATARGEACGACAGCAGGEETCITGIGCTICCIGGETACRAGTACCTCGEACCCTICARCGGRACTCGACRRGEEAGAGT
2324 |CGETCRRCGRGGCAGACGCCGCGECCCTCGRGCACGTACARRGCCTACGACCEECAGCTCGACAGCGEAGACARCCCGTACCTCRAGTACRRCCACGCCGR
2425 |CGCGEAGTTTCAGGAGCGCCTTARAGRAGATACGTCTITIGEGGGECARCCTCGGACGAGCAGTCTTCCAGECGRARRARGRAGEGTTCTTGARCCTCTGEECC | w

= 10 = 20 = 30 = 40 = 50 = &0 = 70 = &0 = a0 * 100

Si seleccionas la pestana de “Enzymes” >> “Enzyme Selector” se abre la ventana que
muestra una lista con el nombre de diversas enzimas de restriccibn acomparnado de un
namero que denota el numero de sitios de reconocimiento que esa enzima en la
secuencia del plasmido que se esté analizando, si seleccionamos por ejemplo, ECORV y
BamHI y posteriormente la opcion de digerir “Digest”, podemos observar el patrén de
corrimiento electroforético en un gel de acuerdo a los tamafios de los fragmentos
generados a partir de la digestion con las enzimas. De acuerdo al ejemplo, la seleccion en
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rojo corresponde al fragmento de 3720 pb que se genera del corte entre los sitios de
EcoRV (Posicion 4696) y BamHI (Posicion 976).

i Enzyme Selection... “
File Enzymes List

|Window Mew DNA —i|[] Selection: 1 - 7967 Dam/Dcm
Aatll (3) BamHI (2) BspHI (6) Drdl (5) Hpy9dl (13 NgoMIV (3)  Pvull (1) Sph (1)

AcchSl (2) Banll (8) BspLU111(2)  Eagl (1) HpyCHAIIl (30) Nhel (1) Rsal (23) Srfl (0)

AccB1I (16)  Bbel (6) BsrGl (0) Eam11051 (2) HpyCH4V (29) Nialll (36) Rsrll (0) Sspl (1)

Acel (3) BeeAl (8) BssHII (0) EcodTIl (3)  Kasl (6) NlalV (40) Sacl (1) Stul (0)

Acell (30) Bell (0) BstAPI (6) EcoNI (2) Kpnl (2) Not! (0) Sacll (2) Styl ()

Acelll (1) Bfrml () BstBI (1) EcoRl (3) Mael (8) Nrul (2) Sall (2) Swal (1)

Acll (3) Bgll (4) BstEll (1) EcoRV (1)] Maell (25) Nsil (1) SanDI (0) Taql (16)

Acyl (11) Bglll (0) BstXl (7) Fsel (0) Mbaol (0) Nspl (5) Sbfl (0) Tatl (6)

Al (0) Blpl (0) BstZ171(1)  FspAl (1) Mfel (0) olil (2) Scal (3) TspEl (21)

AfIll (3) BsaAl (8) Bsu36l (0) Fspl (3) Miul (0) Pacl (0) Sdul (17) TspGWI (11)

Agel (0) BsaBl (3) Btrl (2) Haell (13) Mscl (0) PFIMI (2) Sexal (0) Tth1111 (4)

Alul (30) BsaWl (9) Cac8l (35) Haelll (40) Msel (23) Pfol (4) Sfil (1) Vspl (1)

AlwNI (8) BseRl (4) Cfr101 (10) Hhal (42) Msll (10) Pmel (0 sfol (6) Xbal (2)

Apal (1) BseSl (6) Cfrl (9) Hincll (5) MspAll (8 Pmll (6) Sgfl (0) Keml (1)

Apall (3) BsiEl (8) Clal (1) Hindlll (2) Mwol (39) PpuMI (1) Sgral (2) Xhol (3)

Apol (9) BsiHKAI (11)  Dpnl (32) Hpal (0) Nael (3) PshAl (1) smal (0) Xholl (9)

Ascl (0) Bsiwl (1) Dral (4) Hpall (40) Narl () Psil (1) Smll (11) Kmal (0)

Aval (3) Bsil (36) Drall (7) Hpy1881ll (29) Neol (2) Pstl (4) SnaBl (D) Kmnl (2)

Auwrll (0) Bsp1201 (1) Dralll (3) Hpy8l (22) Ndel (1) Pyl (1) Spel (0) Zral (3)

Select Enzymes  unique (1) — All — Select De-select AND clear all Sel to Mem
Perform Action | Graphic Map Graphic Map +U Digest Highlight Text Close
] Keep Selector Dialog Open

& New DNA Digest BamHI+EcoRV - B
Mew DNA (@]
Size site1 site2 Mass % 1 Start
3720 BamHI 976 EcoRY 1606 47 2 —
3082 BamHI 4886  End 7965 39 L976BamH —m
975 Start 1 BamH 976 12 —_— 3720
190 EcoRV 4596 BamHl 4886 2 —_—
— 4686 BopflY) ——
L7968 Enyl e

Estas herramientas son muy Utiles para poder predecir los tamafios de los fragmentos
esperados después de hacer la digestion con enzimas de restriccion y para poder analizar
plasmidos que ya tengan un inserto de algun gen.

Otra forma de visualizar un mapa de restriccion es convirtiéndolo a un mapa circular. Por
ejemplo, si queremos clonar algun gen en un vector de clonacién, podemos generar
nuestro propio plasmido utilizando al secuencia del vector mas nuestra secuencia de
clonacion, con el objeto de tener un mapa mas facil de visualizar.
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Asi, regresando al programa BioEdit, crearemos un mapa circular con la misma secuencia
anterior. Nuevamente abre la secuencia de interés con la opcidén abrir documento. En la
pestafia “Sequence”, selecciona la opcion “Create Plasmid from Sequence”.

[$ ickdit Sequence AH; New Sequence PSRN
File Edit Edit Sequence
=) Edit all selected
Select Positions
're\u:m\nququ'q Open at cursor position =3 Ec8 =~
B & [Couernied Extract Positions
Mode: [Select 7 Side = Go to Pubmed references -
= Ovenwrite/Retrieve sequences by gi number in title by HTTP to GenBank
I DIT Ovenwrite/Retrieve Genbank data by gi number in title by HTTP to GenBank (ignore sequence) H—"
S e ———— TP ET RFRPI PRI PCNI
fieos Phylogeny / Taxcnomy * ltttaasattatteeegregetgeea taatctgagt ggg tgacgcgtetet
Filter out sequences containing certain characters »
Rename > Nucleotide Composition
Sort L4 Base and rt (1 pic)
PCR Primers / oligos » Base compaosition and mass export with average masses
oo X Complement
airwise alignment "| Reverse Complement ShiftCtileR
Similarity Matrix (for pairwise alignments and shading) » v
Features » RNA->DNA
Sequence groups (or families) » S )
Edit Made » Find next ORF
Mask N Create Plasmid from Sequence
Gap beginning to minimize stop codons in reading frame 1
Toggle Color
Restriction Map
= % Sorted Six-Frame Translation
Vel ' Unsorted Six-Frame Translation
Nucleic Acid 3 Find ORFs from a list of positions
Protein »
Translate or Reverse-Translate (permanent)
. .0 Translate in sderded frame (permanent) 5
: Toggle Transl Ctl+G
| Toaale translation in selected frame -
Enseguida se mostrara el mapa circular generado, abarcando toda tu secuencia. Se
muestra el nombre de tu secuencia y la longitud de ésta. Intenta cambiar los colores del
mapa circular y el tipo de letra, entre otras acciones que puedes realizar con la
H [13 9 = H 1
herramienta “Tools” que se encuentra en una pestafa de lado izquierdo.
[$ BioEdit Sequence Alignment Editor =S
File Edit View Tet Vector Amange File Accesory Applicstion RNA World WideWeb Options Window Help
ED
¥ C\Users\D AD: lisis genético! UTRs SHSP16.bxt o=@ =)
B S [Coueten Jm =B 1 total sequences
Tool: 8|
= e -
"~ |1 % Biokdit Vector Map: Untitled E....‘,..J
"
= 130
b I j acgegtetet
. 3
Cuntent: (877,0) -
i i 1| |
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iMuy bien!, acabas de crear un mapa circular con una secuencia genética. Dicho mapa
podria representar tu vector de clonacién con el que haras diversos experimentos, al cual
le puedes introducir distinto tipo de informacién y agregar a tu bitacora de trabajo. Piensa
acerca de qué otros usos podrias darle a la creacién de mapas circulares.

2.4. Transcriptomica

Para finalizar con esta unidad en donde hemos analizado con diferentes herramientas
secuencias de ADN, ahora revisaremos el tema de transcriptdmica que involucra, como lo
viste en la unidad 1, el estudio de la molécula de RNAm.

Antes de la secuenciacion de los genomas de varios organismos incluidos los del
nematodo C. elegans y del humano, se consideraba que el nimero de genes era uno de
los factores que se relacionaba con mayor complejidad del organismo. En este caso
comparando el genoma de C. elegans, un gusano microscépico, con el genoma del
humano la prediccién era que el humano tendria mayor nimero de genes. Sin embargo,
después de la secuenciacién del genoma del nematodo y el primer bosquejo del genoma
humano, se descubrid que la prediccion era incorrecta y que la mayor parte del genoma
no codificaba para proteinas. El hecho de que el genoma humano esté compuesto de una
proporcion de entre el 66-69% de elementos repetitivos, es decir secuencias de kilo bases
de nucleétidos que se repiten a través del genoma (Koning et al., 2011), la comunidad
cientifica vio que su prediccion habia fallado e incluso se llegé a llamar “ADN basura” a
los nucledtidos no codificantes.

Se sabe que todas las células de un organismo tienen el mismo ADN, sin embargo un
hepatocito es diferente morfologica y fisiolégicamente a una neurona, ¢ Si tienen el mismo
ADN, por qué son diferentes? La respuesta es porque no expresan los mismos genes, ni
al mismo tiempo. Para que un gen se exprese, necesita de secuencias accesorias
(promotores, represores, sitios de unién de remodeladores de la cromatina, etc.) que
recluten a la maquinaria de transcripcion cuando se requiere. Del esfuerzo de comprender
como se regula la transcripcion de los genes, nacieron aproximaciones que se apoyaron
en la nueva tecnologia de secuenciacion masiva. Uno de estos esfuerzos es la
protedmica, que tiene como objetivo analizar las proteinas de un tipo de célula, tejido u
organismo (Orengo, Jones y Thornton, 2003). Esta aproximacion puede dar informacion
parcial sobre la expresion génica, ya que el ARNm es necesario para la sintesis de
proteinas, sin embargo como ya se habia mencionado, las proteinas pueden sufrir
modificaciones post-traduccionales, las cuales no estan contempladas en la informacién
del ARNm.

Una aproximaciéon para conocer los genes que codifican proteinas presentes en el
genoma es el transcriptoma. El transcriptoma tiene como meta analizar la totalidad de
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los ARNmM que se expresan en una célula o tejido en una etapa especifica del desarrollo
(Vallin, 2007). Al tomar en cuenta la totalidad de los ARNm, se puede inferir en que
momento del desarrollo y en qué tejido se activa la transcripcién de un gen. Esto es de
utilidad en el diagndstico y estudio de padecimientos ya que los cambios en la
transcripcién de genes pueden estar asociados a enfermedades como el cancer o
infecciones virales.

Los ARNm se pueden diferenciar del resto de ARN, debido a que tienen afiadida una
cadena de adeninas, la cual se puede usar como sitio para disefar los cebadores. Lo
anterior resulta bastante conveniente ya que una vez que se puede diferenciar los ARNm
del resto de los ARN y ADN, se puede amplificar con la ayuda de la enzima viral llamada
transcriptasa reversa, que sintetiza ADNc a partir de ARN. El ADNc puede ser amplificado
por PCR e identificado y de esta manera se pueden comparar las secuencias codificantes
entre tejidos u organismos e investigar homologia, filogenia, equivalencia entre animales
modelo y el humano, etc.

El transcriptoma a diferencia del genoma se modifica continuamente en respuesta a
cambios en las condiciones microambientales celulares o de los tejidos, por lo tanto, la
interpretacion del transcriptoma require hacer comparacion de una muestra control con el
objetivo de estudiar para saber qué diferencias existen entre las diferentes condiciones
(Vallin, 2007). El estudio mediante microarreglos permite esta comparacion, esta
tecnologia esta basada en la hibridacién de secuencias. En primer lugar se debe aislar el
ARNmM de ambos tejidos que se quieran comparar y, a partir de cada uno de ellos, obtener
sus correspondientes ADNc. Estas moléculas de ADNc deben marcarse con un
compuesto fluorescente, que sera diferente en los tejidos objeto de estudio y el control. Se
incuban los ADNCc con secuencias de ADN y cuanto mayor sea la hibridacién de una
especie determinada de ADNc marcado con el ADN del microarreglo, mayor sera la
expresion del ARNm gue proviene de la muestra de estudio (Vallin, 2007).

Uno de los estudios mas extensivos para conocer el transcriptoma fue hecho por el
consorcio FANTOM del instituto RIKEN en Japén, que describid el transcriptoma de una
cepa de raton, haciendo uso de sus bibliotecas de ADN clonado. Para el andlisis de la
gran cantidad de informacién derivada de ya sea la secuenciacidon masiva o los micro
arreglos es necesario utilizar herramientas bioinformaticas para la identificacion de los
genes y su clasificacion (Okazaki, et al., 2002).

En la figura 9 se ilustra un estudio del transcriptoma en el que comparan el impacto en la
regulacion de genes en muestras de fibroblastos por la proteina XPD. Con este tipo de
analisis se puede determinar las causas detras de cambios en el transcriptoma de una
célula, tejido, organismo, etc. (Maslehi, et al., 2013).
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Figura 9. Ejemplo de un estudio de transcriptoma. A) Mapa de calor en el que se muestra la que
hay una menor expresion de 34 genes en fibroblastos con una version mutada de XPD. B) Analisis
de ontologia de genes derivado de los genes regulados a la baja descritos en el mapa de calor. C)
Andlisis de factores de la transcripcion derivado de la informacion obtenida con el analisis de
ontologia de genes. (Modificada de Maslehi, et al., 2013).

Con este tema terminamos la Unidad 2, pero no olvides practicar y explorar los programas

por tu cuenta, veras que es muy interesante descubrir toda la informacién que estas
herramientas te pueden dar.
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Actividades

La elaboracion de las actividades estara guiada por tu figura académica, mismo
gue te indicara, a través de la Planificacion de actividades, la dinamica que tu y
tus compafieros (as) llevaran a cabo, asi como los envios que tendran que
realizar.

Para el envio de tus trabajos usaras la siguiente nomenclatura:
BIIN_U2 Al XXYZ, donde BIIN corresponde a las siglas de la asignatura, U2
es la etapa de conocimiento, Al es el nUmero de actividad, el cual debes
sustituir considerando la actividad que se realices, XX son las primeras letras
de tu nombre, Y la primera letra de tu apellido paterno y Z la primera letra de tu
apellido materno.

Autorreflexiones

Para la parte de autorreflexiones debes responder las Preguntas de
Autorreflexion indicadas por tu figura académica y enviar tu archivo. Cabe
recordar que esta actividad tiene una ponderacion del 10% de tu evaluacion.
Para el envio de tu autorreflexion utiliza la siguiente nomenclatura:

BIIN_U2_ ATR _XXYZ, donde BIIN corresponde a las siglas de la asignatura,
U2 es la unidad de conocimiento, XX son las primeras letras de tu nombre, y la
primera letra de tu apellido paterno y Z la primera letra de tu apellido materno

Cierre de la unidad

A lo largo de esta unidad, el alumno se percaté de la utilidad de las bases de datos y
software para el analisis de secuencias de ADN. Aprendié a acceder a secuencias de
nucleotidos y analizarlas, interpretando los resultados obtenidos. Entre las herramientas
bioinforméticas utilizadas se encuentran el alineamiento de secuencias, la determinacion
del porcentaje de identidad, la generacién del patrén de restriccién de una secuencia,
disefio de cebadores, construccion de un mapa circular a partir de una secuencia,
busqueda y determinacién del contenido GC. Los datos proveidos por estas herramientas
permiten tener un mayor nimero de datos biolégicos de esa secuencia particular, aln sin
habernos trasladado a un laboratorio de investigacion. Sin embargo, no debes olvidar que
si bien las herramientas bioinformaticas son muy valiosas a ese respecto, la mayoria de
las veces tendremos que comprobar nuestras hipotesis en el laboratorio. Por el momento
nos enfocamos en secuencias de ADN. En la siguiente unidad, nos adentraremos en el
analisis de secuencias de aminoacidos, un mundo también fascinante de la biologia.
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