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PROLOGO

Tanto la Biologia de Sistemas como la Informdtica se encuentran en una fase de
desarrollo sin precedentes cuyas expectativas a futuro son tan prometedoras
como impredecibles. En la interseccion de ambos campos de conocimiento se
encuentra la Biologia Computacional, drea multidisciplinar que se apoya en
la Informatica para dar respuesta a complejos problemas biolégicos. Desde
esta perspectiva, la Biologia Computacional se convierte en una especialidad
idénea para la aplicacion de la Ingenieria de Sistemas. En este libro se abordan
los fundamentos bioldgicos necesarios para que el ingeniero de sistemas
pueda tanto comprender apasionantes preguntas bioldgicas como enfrentar
problemas bioinformaticos bdsicos, entendiendo la Bioinformatica como el
conjunto de tecnologias que se ocupan del procesamiento y analisis de datos
bioldgicos. Por simplicidad, la estructura de este texto de iniciacién se ha
cefiido a la Gendmica Computacional, aunque las estrategias expuestas son
ampliamente extrapolables al uso de otras herramientas “dmicas’, en especial a
la Transcriptdmica y la Protedmica. Asi, el planteamiento se basa en una breve y
necesaria introduccion a la Biologia Molecular, que se desarrolla a medida que se
van describiendo los distintos aspectos bioinformaticos y problemas bioldgicos
relacionados. Tanto el lector autodidacta como el estudiante que desee utilizar
este libro como texto de partida, apoyados en una plataforma bioinformatica
minima, habran adquirido finalmente una esencial capacitacion para, a un nivel
inicial, responder a preguntas bioinformdticas y crear algoritmos afines, asi
como para lanzarse por si mismos a un aprendizaje auténomo sobre aspectos
biocomputacionales mas complejos.
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1. INTRODUCCION A LA BIOLOGIA MOLECULAR

1.1. LOS FLUJOS DE LA INFORMACION CONTENIDA EN EL GENOMA

Los seres vivos (organismos) funcionan fundamentalmente siguiendo
instrucciones contenidas en su genoma. Este consiste en un conjunto de
moléculas con unas caracteristicas quimicas definidas. La mdas importante de
las cuales es la capacidad de almacenamiento de informacion. El genoma, en la
mayoria de los organismos, esta contenido en las unidades basicas estructurales
y funcionales de estos, es decir, en las denominadas células. El genoma es
practicamente idéntico en casi todas las células de un organismo individual. Y,
cuanto mas se parezcan los organismos entre si, mds parecido serd su genomayy,
por tanto, la informacién contenida en él.

Haciendo un pequefio esfuerzo de abstraccion, podriamos considerar que las
células son unas pequefas computadoras que reciben sefiales de su entorno
(inputs), y que regulan sus funciones (respuestas) a partir de la informacion
contenida en su genoma. Este vendria a ser el disco duro en el que se
encuentran todos los programas de la microcomputadora denominada célula.
Al igual que en las computadoras, en distintas células, en distintos tiempos, se
esta procesando un conjunto de programas diferentes. Las instrucciones de
los programas contenidos en el genoma se ejecutan mediante copiado de la
informacion de esas instrucciones gendmicas a otras moléculas que se llaman
transcritos. El conjunto de transcritos en un momento dado en una célula
equivaldria por tanto a las instrucciones cargadas en la denominada “memoria
RAM” de la célula. Ademas, la intensidad de lectura de cada instruccion del
genoma influird en el nimero de transcritos (copias) de esa instruccién. Por
ultimo, la informacién finalmente contenida en los transcritos puede traducirse
para generar lo que denominaremos el output de todo este proceso, es decir,
polipéptidos. Cada transcrito finalmente obtenido porta la informacién para
construir un polipéptido. Los polipéptidos son un tipo simple de proteinas. Las
proteinas son un grupo de moléculas con amplia variedad de funciones en la
célula, y determinan el comportamiento biolégico de la misma. Dentro de la
célula, las proteinas mas importantes tienen funcién estructural (construyendo
la célula) o enzimatica (permitiendo que las reacciones bioquimicas ocurran a la
velocidad adecuada para la vida).

Este panorama simplificado es mas complejo en la realidad. Asi, existen

mecanismos moleculares para que se lean, en un momento dado del desarrollo
del organismo, en una zona del mismo, unas instrucciones especificas y no
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otras, y con la intensidad adecuada para que las proteinas resultantes finales se
encuentren en la cantidad precisa. Por otra parte, hay instrucciones o partes del
genoma cuyo fin no es la generaciéon de una proteina, sino la regulacién de la
lectura de otras instrucciones, o la interferencia con transcritos que contienen
copia de otras instrucciones. A su vez, los polipéptidos formados pueden sufrir
modificaciones posteriores (post-traduccionales) en funcion de otros programas
del genoma que se estén ejecutando, generando asi proteinas de caracteristicas
y funciones muy concretas.

Otra peculiaridad de la microcomputadora célula es que en su disco duro
(genoma) lleva las instrucciones para autorreplicarse, mediante la gestion de la
materia y la energia del entorno. Gracias a esta autorreplicacién, que incluye al
genoma (que heredaria por tanto cada célula hija), un organismo se desarrolla y
se mantiene. Ademas, el organismo entero se puede reproducir, o bien a partir
de un conjunto de células que generan un organismo nuevo y gendmicamente
idéntico al original (reproduccién asexual), o bien a partir de una célula
(gameto) a la que se transmite sélo la mitad de la informacion contenida en el
genoma, para que combine dicha informacion con el gameto de otro individuo
(reproduccion sexual). De esta manera, la informacidon gendmica se hereda
entre generaciones de individuos.

O
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Adaptado de shutterstock.com 1

Figura 1. Reproduccion asexual de una célula
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Adaptado de shutterstock.com?

Figura 2. Formacion de cuatro gametos a partir de una
célula germinal
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1.2. ACIDOS NUCLEICOS Y PROTEINAS

Quimicamente, el genoma consiste en varias moléculas de 4acido
desoxirribonucleico (ADN). Cada molécula de ADN esta formada por dos hebras
moleculares que se enrollan helicoidalmente entre si. Las hebras, y por lo tanto |a
molécula de ADN, pueden alcanzar longitudes enormes a escala molecular. Cada
hebra posee un esqueleto molecular de fosfatos y de azucares (desoxirribosas),
dispuestos alternadamente, con dos extremos, denominados 5 (donde se
sitla “el primer” fosfato) y 3" (donde se sitta “el ultimo” azucar). Las hebras de
una misma molécula de ADN se disponen antiparalelamente, es decir, en el
extremo de la molécula en que esta el extremo 5°de una hebra, estd el 3" de la
otra, y viceversa.

Fuente: shutterstock.com?

Figura 3. Modelo de doble hélice de la molécula de ADN
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A lo largo del esqueleto molecular de cada hebra del ADN, que constituiria
el soporte fisico de la informacion que lleva el genoma, estan enlazadas las
moléculas “informativas”, es decir, las bases nitrogenadas, que son cuatro
moléculas distintas y pueden disponerse linealmente en cualquier orden a lo
largo de la longitud de la secuencia azucar-fosfato. Las bases nitrogenadas se
unen al esqueleto molecular de cada hebra a través de un enlace con el azucar
(formando un nucleésido).
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El conjunto base nitrogenada-azlcar-fosfato, es decir, base nitrogenada-
nucledsido, se denomina nucleétido, y por ende cada hebra es una yuxtaposicion
de nucledtidos. Por tanto, si hay cuatro bases nitrogenadas en el ADN, hay cuatro
tipos de nucledsidos y cuatro tipos de nucledtidos.

Base nitrogenada A

> Timina
Enlace éster ( )

Pentosa
(Ribosa)

\

Acido fosférico

Enlace N-glicosidico

Fuente: bionova.org.es?

Figura 4. Estructura quimica de un nucledtido

La disposicion longitudinal de las cuatro bases en las hebras de ADN confiere
al genoma un cddigo de cuatro elementos que, para su expresion final en
proteinas, se leen de tres en tres. Es decir, cada triplete de nucledtidos es una
unidad de informacion. Puesto que hay cuatro bases distintas (y por tanto cuatro
nucledtidos distintos), el nimero de tripletes diferentes es 64, de acuerdo a la
féormula de variaciones con repeticién de cuatro elementos tomados de tres en
tres. A su vez, distintas posibles variaciones con repeticidon de estos 64 tripletes
constituyen instrucciones para biosintetizar diferentes polipéptidos. Cuando
una secuencia de estos tripletes de una hebra de ADN determina un polipéptido
por intermedio de su copiado a transcrito, esos tripletes se llaman codones,
tanto en el ADN como en el trascrito resultante.
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Las cuatro bases nitrogenadas que intervienen en la codificacion y estructura del
ADN se denominan adenina, timina, guanina y citosina, denotadas tipicamente
como A, T, Gy C, respectivamente. Las dos hebras de la molécula de ADN se
aparean a través de estas bases, de manera que siempre la A de una hebra
se aparea con una T de la otra, y de igual manera G con C, de modo que la
secuencia de bases (o de nucledtidos) de una hebra determina la secuencia
de la otra de manera complementaria. Es decir, las dos hebras antiparalelas
son complementarias entre si, aunque esta complementariedad, cuando se
ordenan artificialmente (por ejemplo, in silico) en ambas hebras los nucledtidos
en sentido 5’a 3’, es de naturaleza reversa. Asi, dos hebras antiparalelas son
complementarias, pero al ordenar ambas en un sentido quimico 5°-3°, son
complementarias reversas (o reversas complementarias) entre si. (Ver Seccién
3.3.1. Secuencias reversa, complementaria y reversa complementaria).
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Fuente: wikimedia.org®

Figura 5. Representacion bidimensional de la disposicion de las hebras de

ADN, en la que se observan las estructuras moleculares explicadas en el

texto, asi como la complementariedad de los nucledtidos en funcion de
sus bases nitrogenadas

De esta manera, en un fragmento de la molécula de ADN, una hebra serd la
denominada codificante. La hebra antiparalela a esta, que simplemente es su
“espejo”, su complementaria, se denomina para esta region hebra molde (que
porta anticodones, tripletes complementarios a los codones), pues es sobre
la que se construye el transcrito mediante la yuxtaposicion consecutiva de
nucledtidos con bases nitrogenadas complementarias a esa hebra molde. El
transcrito se va asi desarrollando en sentido 3°-5" para la hebra molde, pero
antiparalelamente, es decir, en sentido 5°-3'tanto para el transcrito como para
la hebra codificante. Con todo ello, el transcrito queda en forma de copia del
fragmento de la hebra codificante. Pueden copiarse fragmentos de ambas
hebras siempre que se guarde la direccionalidad indicada. Asi, en la naturaleza,
se encuentran moléculas de ADN con hebras que poseen tanto regiones
codificantes como regiones molde.
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Adaptado de genome.govs

Figura 6. Hebras codificante, molde y transcrito (ARN). Este ultimo posee

una secuencia que es prdacticamente una copia de la informacién de la

hebra molde, salvo que en el transcrito siempre hay una base U (uracilo,
ver mds bajo) donde en la hebra molde habia una T
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Aunque a efectos de informacion nucleotidica puede considerarse al transcrito
como una copia exacta de un fragmento de la hebra codificante, a nivel molecular
existen diferencias:

1. El azlcar consta de un oxigeno mas (denominandose por tanto ribosa
en lugar de desoxirribosa)

2. La base nitrogenada que se coloca complementariamente sobre la C
de la hebra molde no es T, sino uracilo (U).

3.Estas caracteristicas hacen que en general no se establezca
posteriormente una hebra antiparalela, por lo que el transcrito suele
tener sélo una hebra. (No obstante, muchas veces ocurre que parte de
una hebra de ARN es reversa complementaria de otra parte, y ambas
partes se unen complementariamente, configurando estructuras
moleculares con distintas funciones biolégicas).

Asi, los transcritos no son moléculas de ADN, sino de acido ribonucleico (ARN).

Ph: Fosfato
R: Ribosa

Adaptado de shuterstock.com?’

Figura 7. Estructura del ARN
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Los principales tipos de transcritos son:

1. ARNs reguladores, que controlan el proceso de expresion génica
(transcripcion de ADN a ARN y traduccion de ARN a polipéptidos)

2. ARN ribosomal (ARNr), que llega a formar parte de los ribosomas,
unidades funcionales de la maquinaria molecular que biosintetiza
polipéptidos.

3. ARN mensajero (ARNm), el que con mas puridad podria asimilarse
a las instrucciones que se estdn ejecutando en la RAM de la
microcomputadora célula, que lleva la informacién copiada del ADN
(disco duro) a la maquinaria que comienza la construccidn de proteinas,
para especificar como es el polipéptido inicial que se forma (output). En
el ARNm, los tripletes de nucledtidos o unidades bdsicas de informacion
se denominan, codones de ARN, que, a efectos de transmisién de
informacién, cada coddn del ARN es copia de cada uno de los 64 tripletes
del ADN, los codones del ARNm son también 64.
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Fuente: flickr.com®

Figura 8. Aminodcidos (indicados con su abreviatura mds comun, de tres
letras) especificados por cada coddn
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4. ARN de transferencia (ARNt), que transfiere las pequefias moléculas
(aminoacidos) que van a formar parte de los polipéptidos. A efectos de
trasferencia de la informaciéon molecular, existen casi tantos tipos de
ARNt como codones, pues cada ARNt posee en su secuencia nucleotidica
un triplete de nucledtidos (anticodén) complementario de un codon
concreto. Los ARNt que llevan un anticodén concreto portan para su
transferencia un aminoacido concreto. Es decir, un coddon (del ARNm)
determinard un anticodén que estard en un ARNt concreto con un
aminodcido especifico, determinando asi un anticodén un aminoacido.
Es decir, un codén determina un anticoddn, y éste un aminoacido. O
sea, un coddn también determina un aminodcido. La Unica excepcion
a esta generalidad son los denominados codones de terminacion, que
sélo indican el fin de la cadena de polipéptidos, y no estdn asociados a
ningun ARNt y, por tanto, a ningln aminoacido.

Extremo 3’

Extremo 5’

Anticodén

Adaptado de: bdigital.unal.edu.c09

Figura 9. Esquema de ARN mensajero
portando un aminodcido
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El polipéptido saliente de los ribosomas consiste en la yuxtaposicién de los
aminodcidos mediante un tipo de uniones quimicas denominadas enlaces
peptidicos. En la mayoria de cada uno de los organismos vivos existen sélo 20
aminoacidos, que son transferidos por los casi 64 tipos (segun el anticodén
que lleven) de ARNt para formar el polipéptido. Puesto que hay casi 64 tipos
de ARNt (anticodones) y 20 aminoacidos, algunos anticodones —y, por ende,
sus correspondientes codones de ARNm y del ADN- pueden considerarse
sindnimos. Es decir, varios tipos de ARNt pueden transferir el mismo aminoacido
para el polipéptido naciente. De hecho, un aminodacido puede estar codificado
por entre 1 y 4 codones. En general, existen tres codones “de terminacién”,
es decir, de sefial de finalizacidn del polipéptido, y que no poseen anticoddn
complementario, por lo que en realidad sélo existen 61 tipos de ARNt en la
mayoria de los organismos.

A
@\\f@
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proteina sintetizandose
aminoacidos

subunidad grande

subunidad pequeia

Fuente: wikimedia.orgm

Figura 10. Sintesis de proteinas

Al igual que la secuencia nucleotidica codificante y la secuencia nucleotidica
de ARNm. La secuencia de aminodcidos del polipéptido naciente posee una
direccionalidad: se origina en el extremo del polipéptido denominado N (amino)
y finaliza en el extremo C (carboxilo). Es decir, el extremo 5° de la secuencia de
ADN codificante, y por lo tanto el extremo 5" del ARNm se corresponden con
el extremo N de la proteina, y consecuentemente los extremos 3" de aquellas
secuencias nucleotidicas (de acidos nucleicos) se corresponden con el extremo
C de las secuencias aminoacidicas (peptidicas, proteicas).
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Los virus son considerados organismos no celulares que precisan infectar
una célula para que el genoma de los mismos (de ADN o ARN) entre en
funcionamiento. El genoma de una célula (siempre ADN) se encuentra:

1. En el caso de procariotas (bacterias), en el cromosoma bacteriano
(nucleoide), que consiste fundamentalmente en una cadena circular
de ADN que se encuentra suspendida en el interior (citoplasma) de
la célula bacteriana. Las bacterias pueden tener pequefios genomas
extracromosdmicos denominados plasmidos.

2. En el caso de eucariotas (resto de organismos celulares que no son
bacterias), en determinados compartimentos celulares, que no poseen
las bacterias, rodeados con doble membrana:

2.1. Nucleo celular, donde se encuentra casi todo el genoma
de la célula, generalmente compartimentalizado dentro de
unas estructuras subnucleares denominadas cromosomas.

2.2. Mitocondrias.

2.3. Cloroplastos, que se encuentran soélo en vegetales.

Eucariota Procariota
Mitocondria Nucleoide

Flagelo
) Pared celular
Ribosomas Membrana plasmética

Fuente: wikimedia.org"

Figura 11. Estructura de células eucariota y procariota
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1.3. GENES

El cédigo genético es casi universal, con ligeras variaciones en algunos

° organismos y entre mitocondrias pertenecientes a distintos grupos taxondmicos
de organismos. Asimismo, como se ha mencionado anteriormente, los
aminodcidos son los mismos para casi todos los organismos, con una diferencia .
fundamental entre procariotas y eucariotas, poseyendo los primer.os el .
aminodcido N-formilmetionina en lugar de metionina. C
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Pude definirse un gen como una unidad del genoma funcional a escala celular a
través de una secuencia de transcrito. Es decir, un gen equivaldria a la unién de
secuencias gendmicas continuas que contienen informaciones necesarias para
biosintetizar al menos una macromolécula (RNA, proteinas) con funciéon celular
especifica.

La mayor parte del genoma no estd formada por genes, lo que no quiere decir
qgue no posea funciones estructurales o reguladoras. El resto del genoma son
secuencias nucleotidicas requeridas para que se forme un transcrito funcional
a nivel celular, es decir, consiste en grupos de genes contiguos (operones). En
general, este nimero de genes se reduce a uno en eucariotas. En el caso de
transcritos como los ARN reguladores, el gen no lleva secuencias codificantes
de proteinas, ya que el propio transcrito tiene la funcién celular en si mismo sin
necesidad de traducirse a polipéptido.

Un gen codificante de polipéptidos consiste generalmente en una secuencia de
nucledtidos que basicamente se divide en:

1. Secuencias reguladoras que no se transcriben, a ambos lados de la
secuencia que se transcribe, controlando el proceso de la transcripcion
en dependencia del entorno molecular.

2. Cuerpo del gen, que es la secuencia que se transcribe dando lugar:
a) en procariotas, generalmente al ARNm policistronico (que porta de
manera yuxtapuesta la informacién necesaria para la sintesis de varias
proteinas en sendos cistrones); o b) en eucariotas, al ARN heterogéneo
nuclear (ARNhn o pre-ARNm, generalmente monocistrénico, precursor
del ARNm maduro). El cuerpo del gen se divide en los siguientes tipos
de secuencias:

(@)

Ot OO
W H

~n=0

W H
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2.1. Intrones: regiones del genoma nuclear de los eucariotas que se
transcriben pero que inmediatamente se eliminan del ARNhn, un
fenédmeno denominado splicing (corte y empalme) génico, dando lugar
al ARNm maduro y a las regiones cortadas, que constituiran a su vez
un tipo de ARN reguladores. El sitio de corte de intrones puede variar
en algunos genes, dando lugar asi al fendémeno de splicing alternativo,
originando de esta forma distintos transcritos (y distintos polipéptidos)
a partir de un gen.

2.2. Exones: regiones del genoma cuya transcripcion da lugar a
la secuencia de ARNm y que por tanto portan la informaciéon que
finalmente ird a los ribosomas para la biosintesis de polipéptidos. Un
gen procariota sélo posee un exdn, y el de un eucariota puede tener un
numero indefinido de exones. El conjunto de exones posee a su vez dos
tipos de regiones:

2.2.1. Regiones que se transcriben pero que no se traducen,
es decir, regiones trasncribibles no codificantes de proteina.
El primer y ultimo exdn de una secuencia transcribible
ininterrumpida siempre portan en sus extremos inicial y final,
respectivamente, regiones que no se traduciran (untraslated
regions, UTRs). Asi, la secuencia policistrénica o el gen tienen
siempre una 5’-UTR y una 3'-UTR. El origen y el final de las
UTRs también puede variar en algunos genes, dando esto
lugar a distintos ARNm, y hasta a distintos polipéptidos.
En procariotas, entre dos genes del mismo operén, se
encuentran también UTRs que portan regiones de unién al
ribosoma.

2.2.2. Las regiones del gen que finalmente codifican el
polipéptido, incluyendo la sefial de terminacion, y que son las

que portan por tanto los codones, se denominan en conjunto
secuencia codificante (codifying sequence, CDS) del gen.
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lac operon

DI\

Adaptado de: wikimedia.org 2

Figura 12. Esquema de un operdn en procariotas12. Se indican regiones reguladoras (a la
izquierda) y el cuerpo de los genes policistronicos (genes estructurales) a la derecha.
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Region flanqueante 5° Unidad transcripcional Region flanqueante 3°
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/silenciador Proximal Nucleo / silenciador

CajaTATA Inicio Terminacién
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Adaptado de wikipedia.org13

Figura 13. Estructura y transcripcion de gen eucariota
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1.4. EPIGENETICA: UN RECIENTE PARADIGMA EN BIOLOGIA

Es bien conocido el papel que desempeiia el genoma en la herencia biolégica.
Aunque dicho rol no es tan importante como cabria suponer, y de hecho se
suponia, en un principio. Esto es asi porque las secuencias gendmicas, que
pasan de una generacion de células u organismos a otra, no siempre indican
una predeterminacién del organismo para adquirir un cierto rasgo, ya que en la
mayoria de los casos indican simplemente una predisposicion.

Asi pues, éiqué es lo que hace que una determinada secuencia de material
hereditario confiera un rasgo en un individuo y en otro no?

Un ejemplo tipico para ilustrar la respuesta es un caso extremo: el de los
gemelos univitelinos. Estos son idénticos al nacer, pero a lo largo del tiempo se
van tornando cada vez mas distintos. Esto no sucede porque su genoma vaya
acumulando mutaciones; la causa fundamental son las marcas epigenéticas que
cada gemelo va adquiriendo diferencialmente a medida que se van exponiendo
cadauno asituaciones distintas en su vida. Esas marcas no son mas que diferentes
tipos de alteraciones quimicas, que se disponen alrededor de las secuencias
gendmicas inalteradas de manera distinta para cada gemelo, modificando de
forma diferente la lectura que efectta la célula de las instrucciones que dichas
secuencias encriptan, y rindiendo finalmente diferentes rasgos para cada uno
de los hermanos.

Tanto la copia del DNA a una molécula igual para la division celular (replicacion)
como la copia de su informacién a transcritos (transcripcion) requiere que
las hebras de DNA se separen. La separaciéon de hebras de DNA para que
ocurra la transcripcién (en cuanto a iniciacion e intensidad) esta basicamente
regulada por las marcas epigenéticas, es decir, alteraciones quimicas del
DNA (fundamentalmente metilacion de citosinas) o de las proteinas que lo
empagquetan (histonas, en eucariotas) en forma de cromosomas, y que pueden
heredar las células descendientes.
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EPIGENETIC MECHANISMS

cromatina

histona

acetilacion de histona
metilo~,_  metilacion
) “de histona

metilacion del
ADN en citosina

73‘\% ‘

9, i

Adaptado de shutterstock.com 4

Figura 14. Modificaciones epigenéticas. Se representa la
metilacion de la citosina en las hebras del ADN, y algunas
modificaciones quimicas de las histonas

Estrictamente hablando, las marcas epigenéticas se mantienen entre
generaciones celulares. Sin embargo, a lo largo del ciclo de vida de un
individuo van cambiando de naturaleza y posicidn, a veces de manera regulada
independientemente por el propio organismo, y otras veces por efecto del
ambiente, como en el caso expuesto de los gemelos. Ha de decirse que la mayoria
de las marcas epigenéticas adquiridas por los tejidos que originan las células
reproductoras se borran, hasta adquirir un estatus epigenético primigenio
idéneo para el desarrollo de un futuro descendiente. Quizd ésta es una de
las razones por las cuales la clonacion de mamiferos ha sido hasta hoy sdlo
parcialmente exitosa. Asi, se ha llegado a decir que la oveja Dolly murid joven
porgue no hubo una reprogramacion hasta ese estado epigenético de partida
por parte de las células adultas empleadas en el proceso de clonacién.
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Por otra parte, si bien es cierto que a lo largo de la vida de un ser vivo pueden
manifestarse algunas enfermedades que estdn determinadas por secuencias
genéticas, muchas otras dolencias son adquiridas, por ejemplo, mediante
cambios epigenéticos, ya sea por un proceso de desarrollo, envejecimiento, o
exposicidon a ambientes (naturales e incluso sociales) adversos.

Por ultimo, las implicaciones de los descubrimientos sobre epigenética en bilogia
poblacional y evolutiva son incluso sorprendentes. Las marcas epigenéticas
pueden conferir ventajas de adaptacion al ambiente, e incluso pueden
direccionar ciertos tipos de alteraciones, esta vez si, genéticas. Esto ilustra otro
dogma que se ha derrumbado: hoy en dia se sabe que las mutaciones en el
genoma podrian ser hasta cierto punto dirigidas por el ambiente, resucitdndose
asi desechadas ideas antiguas sobre la evolucion bioldgica.

Los ejemplos expuestos muestran cémo la epigenética ofrece una nueva
perspectiva en el modo de entender el funcionamiento de la vida y, por tanto,
de cémo controlarla sustentablemente para el beneficio de la sociedad.
Las implicaciones del desarrollo de esta nueva disciplina en la ciencia y en la
biotecnologia van desde una revolucion en la biologia de sistemas hasta el
desarrollo de nuevas aplicaciones en, por ejemplo, biomedicina. En cuanto
a la agrobiotecnologia, se espera que el amplio conocimiento que se estd
obteniendo sobre la epigenética vegetal se aplique a medio plazo al control de
enfermedades, pestes y productividad en plantas de interés.

Asi pues, cualquier proyecto de investigacion en biologia molecular deberia
tener en cuenta los factores de tipo epigenético. Por esta razdn son esenciales
los estudios bioinformaticos epigenémicos que rentabilicen resultados y datos
dispersos en bases accesibles. Es cierto que, por las caracteristicas y estado
actual de conocimiento del tema aqui brevemente esbozado, en general las
investigaciones relacionadas seran mas bien fundamentales y sus conclusiones
no tendran una aplicacién inmediata, pero cabe reflexionar que la investigacién
basica es el mejor trampolin para realizar saltos cualitativos en el conocimiento
cientifico y por ende en el desarrollo tecnoldgico.
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El estudio bioinformatico de la metilacion gendmica (metiloma) se reduce,
como en el caso de los fragmentos de acidos nucleicos y polipéptidos, al estudio
de secuencias, pero con un mayor nimero de elementos que las secuencias
gendmicas, es decir, afladiendo alos nucledtidos normales nucleédtidos metilados.

El cambio metildmico mas generalizado es la interconversion de la base
nitrogenada citosina en 5-metilcitosina. Si bien existen técnicas modernas para
detectar citosinas metiladas directamente en una secuencia de ADN, los métodos
de andlisis de metilacién de citosinas generalmente implican la transformacion
de las citosinas no metiladas en timina, lo cual se consigue tras un tratamiento
del ADN con bisulfito. Después, por comparacion con la secuencia genémica, se
pude deducir cuales son las citosinas metiladas.

El analisis cuantitativo de sitios metilados se complejiza al considerar el grado
de metilacidon de un nucledtido en un tejido, ya que los sitios de metilacion
pueden cambiar entre células contiguas, variacion que no suele ocurrir cuando
se analizan secuencias gendmicas. Asi, se pueden detectar distintos sitios de
metilacién en el mismo fragmento del genoma para una muestra que contenga
el ADN nuclear de un grupo de células del mismo tejido.

00 0000 00000000000 0000000000000000000000000000000000000000 o

[Para una profundizacién actual sobre epigendmica se puede consultar la
revision de Stricker et al (2016).]

[Para adquirir mas conocimientos de Bioquimica y Biologia Molecular puede
consultare el libro de texto de Papachristodoulou et al (2014).]

\ VAV

42 HEMENTOS DE BIOINFORMATICA Y GENOMICA COMPUTACIONAL PARA INGENIEROS DE SISTEMAS

ﬁ:l‘



(NI =iE===ms ETR= BRI N

[ ] ‘ l

ELEMENTIOS DE [BIOINEORMATICA Y| GENOMICA-EOMPUTACIONA
< PARA INCEN| PRO‘Sﬁ_ SIiTEM S D —#
o ° ‘
[ ] d .-T
([ )
® (]

CAPITULO 2:

BASES DE DATOS BIOINFORMATICAS PUBLICAS

Lic. Jesennia Cardenas-Cobo, MBA.
Ing. Mirella Correa-Peralta, MBA.
Lic. Carlos Noceda-Alonso, PhD.

o !

) [ ]
ELEMENTOS [DE [BIOINFORMATICA |y G [ClhayCOMPUIAGIONAL P ING

NIEROS DE|SISIEVMAT

43

[ Te L




ELEMENTOS DE BIOINFORMATICA Y GENOMICA COMPUTACIONAL
PARA INGENIEROS DE SISTEMAS

(
H H

2. BASES DE DATOS PUBLICAS.

Las bases de datos importantes en biologia incluyen genes, nucledtidos,
proteinas, estructura de proteinas, genomas, bibliografia, taxonomia,
metabolismo, herramientas de andlisis de datos y herramientas para manejar y
recuperar informacion.

Las principales bases de datos bioinformaticas se encuentran en los
siguientes centros:

® NCBI (National Center for Biotechnology Information, Estados Unidos).
® EMBL (European Laboratory of Molecular Biology, Europa).

Existen bases de datos especializadas, por ejemplo, para:

1. Bibliografia:
® PubMed (Acceso a bases de datos bibliograficas del NLM
(National Library of Medicine), como MEDLINE y PreMEDLINE.

2. Especies concretas:
® TAIR (planta Arabidopsis)
® SGD (levadura Saccharomyces)
® Flybase (mosca Drosophila)
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3. Secuencias de nucledtidos:

® GenBank (Base de datos de secuencias genéticas de los NIH
(National Institutes of Health, Estados Unidos)
® DDBJ (DNA Data Bank of Japan)

4. Proteinas:
@ Uniprot (Universal Protein Resource)
® PDB (Pakistan Data Base)

La informacion se encuentra almacenada en formatos estructurados, pudiendo
realizarse la consulta a través de internet, pues los sitios web cuentan con
herramientas propias para obtener, mostrar e incluso manipular la informacion.

o
|
C
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2.1. NCBI

El Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica (National Center for
Biotechnology Information, NCBI) forma parte de la Biblioteca Nacional de
Medicina de los Estados Unidos (National Library of Medicine), perteneciente a
los Institutos Nacionales de Salud (National Institutes of Health, NIH)

Ademas de proveer el acceso a datos bioldgicos de relevancia en diversas bases
de datos que estan disponibles de manera gratuita, el NCBI ofrece algunas
herramientas bioinformaticas, siendo BLAST (Ver Seccién 3.4. Busqueda de
secuencias: BLAST) la mas usada. Asi, el NCBI almacena informacion de las
secuencias gendmicas en Genbak (base de datos de secuencias genéticas del
NIH), y publicaciones referentes a biomedicina, biotecnologia, bioquimica,
genética y gendmica en PubMed.
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La International Nucleotide Sequence Database Collaboration intercambia datos
a partir de la integracion de la base de datos de ADN de Japdn (DNA DataBank
of Japan, DDBJ), la del Laboratorio Europeo de Biologia Molecular (European
Molecular Biology Laboratory, EMBL) y del GenBank del National Center for
Biotechnology Information. Asi, el GenBank del NCBI recepta y recibe secuencias
genéticas de los laboratorios de todo el mundo.
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En el NCBI, al ingresar a todos los recursos (All Resources) y escoger databases se
presentan varias bases de datos. Por ejemplo, pueden explorarse:

Gene: Es |la base de datos para genes del NCBI. Incluye los
genes que han sido completamente secuenciados.

Genome: Informacion de genomas sobre la que se pueden
hacer busquedas a partir de secuencias de nucleétidos

Nucleotide: Relne informacién de otras tres bases de datos:
GenBank, EMBI y DDBJ.

Popset: Contiene conjuntos de secuencias alineadas que
son el resultado de estudios de mutaciones, poblacionales o
filogenéticos (evolutivos).

Proteins: Contiene secuencias de aminoacidos y traducciones
de secuencias nucleotidicas de EMBL y DDBJ.

PubMed: Servicio de la NLM, de Estados Unidos, que incluye
mas de 16 millones de citas de revistas cientificas sobre
ciencias de la vida, como las incluidas en MEDLINE.

SNP: Contiene datos sobre variaciones de nucledtidos
individuales en el genoma humano. En colaboracién con el
Instituto Nacional de Investigacion del Genoma Humano,
el Instituto Nacional de Informaciéon sobre Biotecnologia
(National Human Genome Research Institute) ha establecido
la base de datos dbSNP como repositorio central.

Structure: La Base de Datos de Modelado Molecular
© o o (MMDB)contiene datosy herramientas para determinacién

° de estructuras y dimensiones de biomoléculas a partir de
< @ informacidn del Protein Data Bank
[ ) N\
® Taxonomy: Contiene los nombres de todos los organismos
gue estan representados, al menos por una secuencia de
= acido nucleico o proteina, en las bases de datos de secuencias
“ N ° del NCBI.
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2.1.1. Como registrar una cuenta de usuario en NCBI

1. Ingresar a Sign into NCBI.

NCBI Home

All Databases v

to NCBI
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Al Resources
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Data & Software

DNA & RNA
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Genes & Expression
Genetics & Medicine
Genomes & Maps
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Proteins

Sequence Analysis
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Training & Tutorials
Vanation
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Figura 16. Crear una cuenta de usuario en NCBI.
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3. Al introducir los datos personales se obtendra su registro en su correo
electrdnico.

4. Ingresar a su cuenta de correo electrénico y activar su cuenta.

2.1.2. Mi cuenta en NCBI

Una vez creada su cuenta en NCBI, habra de ingresarse en ella:

You Gonthave any saved searches yet
saved searches our other datadases.

Collections

Collection Name

‘ Recent Activity

Filters
Time Dstabase
24-0ct-2016  Assembly Filters for. PubMed v
24002016 Genome ! You do net have any sctie fiters for ts database.
240042016, Genome duiients "
24002016 Nucleotide

o o)
I\ J I
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2.1.3. Agregando citas de PubMed a la cuenta de Mi Bibliografia (My Bibliography)
1. Ingresar a PubMed desde la pagina principal de NCBI.
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: Homolog Protein &
y &
Q PubChem PeS
Literature
X %
Q  Proteins Q
L %
Sequence Analysis NCBI Announcements
: s L Develop Analyze Research Q
& Taxonomy November 17th webinar: NCBI Resources <0
ST 2 Tutorial Use NCBI APIs and code Identify an NCBI tool for your Explore NCBI research@nd for Agricultural Research &
3 g & 1uonas libraries to build applications data analysis task collaborative projects 2 Q
: Variation O ber 17th, NCB wil resent a :
&
& RefSeq release 79 now available &
Q o &
& RefSeq release - bl &
Q ne. via FTP and { &
: rrammina tilitie Q
Q
X %
$ . , g
& Figura 19. Acceder a PubMed a través de NCBI. <
% <

OO OO OO SO OO OO OO OO OO OO OO

2.En PubMed, realizar una busqueda, por ejemplo “DNA fragmentation”

S NCBI  Resources @ How To @ mcoreap My NCBI Sign Out

Publed | PubMed
sl =

US National Lixary of Madick —
Natonal Instites of Heath aval

€ journals, 2

Using PubMed PubMed Tools More Resources
PubMed Quick Start Guide PubMed Mobile MeSH Database

EullText Aricles Single Citation Matcher Joumnals in NCBI Databases
PubMed FAQs itation Match Clinical Trigls

PubMed Tutorial Clinical Queries Utilities (AP

New and Notew Specifi LinkOut

Latest Literature Trending Articles PubMed Commons
New articles from highly accessed joumals PubMed records with recent increases in actvity Featured comments
Biomaterials (3) Pre-sleep protein ingestion does not compromise the muscle Integrating project elements: Author @|anDworkin adds links to

protein synthetic response to protein ingested the following dataset & scripts on fly phenotypic covariation. bit ly/2eRVOzy
Diabetes Res Clin Pract (1) morning. Nov 8

Figura 20. Busqueda de Informacion en PubMed.
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3. A partir de los resultados de busqueda obtenidos, marcar y enviar a
“Su bibliografia” (My bibliography)

NCBI  Resources @ How To &

PublfQed oov

Netors watoser o oy Create RS Create alert  Advanced

mcorreap My NCBI  Sign Out|

Article types Format Summary ~ Sort by: Most Recent ~ Sendto~ Filters: Manage Filters
Clinical Trial
Review Choose Destination

Customize Search results OFile OClipboard

OCollecti
Text availability Items: 1 to 20 of 28713 OCallections

Abstract

OCitation manager
Free full text
Fulltext 4-Terpineol exhibits potent in vitro and in vivo anticancer effects in He

cells by suppressing cell migration and inducing apoptosis and sub-G | Add to My Bibliography
Liu S, Zhao Y, Cui HF, Cao CY, Zhang YB.
J BUON. 2016 Sept-Oct.21(5):1195-1202.

PMID: 27837623

Similar articles

PubMed Commons
Reader comments
Trending articles

Publication dates
Syears

10years Role of HxkC. a like protein, in fungal cell death.

Custom range. Katz ME, Braunberger KS, Kelly JM.

Fungal Genet Biol. 2016 Nov 8. pii: $1087-1845(16)30127-X. doi: 10.1016/1fgb.2016.11.002. [Epub ahead of print]
PMID: 27836782

Similar articles

Species
Humans
Other Animals

AntiCancer Effects of Ixeris dentata (Thunb. ex Thunb.) Nakai Extract on Human Melanoma Cells

A375P and A375SM.

Show additional filters Lee HN, Shin SA, Choo GS, Kim HJ, Park YS, Park BK, Kim BS, Kim SK, Cho SD, Nam JS, Choi CS,
Jung JY.
J Ethnopharmacol. 2016 Nov 8. pil: S0378-8741(16)31708-1. doi: 10.1016/}jep.2016.11.010. [Epub ahead of print]
PMID: 27836777

Clear all

Figura 21. Agregar citas de PubMed a la cuenta de Mi Bibliografia.

4. Confirmar que se guardara en su bibliografia

5. Ingresara My NCBIy la bibliografia estara actualizada. Verificar su historial

sarun oL uaavases vaveu vearvics
Search :| PubMed You dont have any saved searches yet.

Go and create some saved searches in PubMed or our other databases.

Hint: clicking the “Search” butfon without any terms listédin the search box will trafisportyou
to that database’s homepage.

Collections

Collection Name Rtems Settings/Sharing Type
Eavorites edit 0 O pivate  Standard
Your bibliography contains 500 items. My Bibliography edit 500 & private Standard

Your bibliography is private. (seftings) r Citation: edit 0 £ Private Standard
Most recent citations:

My Bibliography'

Manage Collections »
Feng H, Wang HY, Zhao HY. Novel Randor for
Methods Mol Biol. 2017,1498:483-490. PubMed PMID: 27709596.

Sonntag T. A Cassette Approach for the Identification of Intein Insertion Sites. Methods Filters

Mol Biol. 2017,1495:239-258. PubMed PMID: 27714621
Filters for: PubMed b4

Jia Y, Wang X, Liu Q, Leung AW, Wang P, Xu C. Sonodynamic action of hypocrellin B
1l isi lls it Ultrasonics.

7o 3 3 You do not have any active fiters for this database.
2017 Jan;73:154-161. doi: 10.1016/.ultras.2016.09.013. PubMed PMID: 27657480. Py . SN —

Recent Activity SciENcv

Time Database Type
944PM  PubMed record  4-Terpineol exhibits potentin vitr

lick here to create a new CV.
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2.1.4. Revision de estructuras moleculares

1. Escribir el objeto de busqueda (por ejemplo, “Homo sapiens”) en la

base Structure, y revisar las imagenes.

3 NCBI  Resources @ HowTo ™

Structure Structure v ||homo sapiens |
Create alert Advz‘@l

Summary~ 20 per page ~ Sort by Default order v Sendto: v

Search results

Items: 1 to 20 of 34036 Page [1 | of 1702 Next

Structure Of The Human 40s Ribosomal Proteins[Ribosome]
Taxonomy: Homo sapiens
Proteins: 84 Nucleic acids: 5 (RNA) modified: 2013-05-23

X D, 3.

Structure Of The Spliceosomal U4 Snrnp Core Domain[SplicingRNA]
Taxonomy: Homo sapiens
Proteins: 84 Nucleic acids: 12 (RNA) modified: 2012-07-24

The 8s Snmp Assembly

Taxonomy: Homo sapiens, Drosophila melanogaster

Proteins: 160 Chemicals: 10 modified: 2013-03-15
MDB ID: 1 PDB ID: VU2, 1VU3

Crystal Structure Of Human Ferritin Phe1675er{sx26 Storage]
Taxonomy: Homo sapiens

mcoreap MyNCBI Sign Out

,

Filter your results:
Al (34036)
NMR (3906
Xray (29862

Manage Filters

Refine your results « whats wis>
Protein Domain Families
Families (30,639)
Superfamilies (32.674)
Complexes
Protein-Protein (16,752)
Protein-DNA (1,214)
Protein-RNA (327)
Protein-Chemical (25,176
Literature

PubMed (28,814)

PHC (13012)

‘Taxonomy (33,487

Find related data
Database: Select

Molecular Graphic

O Protein

O Nucleotide <> Chemical

load Stucture Data ?

Format

Data Set

ASN.1 (Cn3D) v
Single 3D structure v

Download Cn3D

Figura 24. Una de las estructuras moleculares, con informacion
complementaria, obtenida a partir de la base Structure del NCBI.
>
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2.1.5. Secuencias de ADN en distintos formatos y manejo de las mismas
1. Ingresar a https://www.ncbi.nlm.nih.gov/.
2. Escoger nucledtidos (nucleotide).
3. Efectuar una busqueda en Homo sapiens.
4. Seleccionar una secuencia.

5. Aparece por defecto la informacién en formato de la base de datos
GenBank (Ver Seccién 3.2.2. Formato GenBank).

6. A partir de aqui se pueden seleccionar varias opciones, como
escoger el formato FASTA (Ver Seccidn 3.2.1. Formato FASTA).

7. Copiar la secuencia para utilizarla en otros programas.

2.1.6. Obtener secuencias de cromosomas completos
1. Visitar en el sitio web https://www.ncbi.nlm.nih.gov.

2. Escoger Genome y consultar el organismo Homo sapiens. Se presentara
una tabla con enlaces a secuencias de referencia de los 23 cromosomas
del ser humano, entre otros datos.

OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO

<

S NCBI  Resources @ HowTo ©

Figura 25. Genoma del Homo Sapiens en NCBI.

KOO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OOOH

Q
Q Q
Q Q
Q Q
Q Q
% Genome Genome  v||homo sapiens{orgn] Search Q
b sapiensiorgr] N =) g
&S Creatg/alert Limits Advanced Help S
Q O Sy oA Q
Q Q
: Homo sapiens (human) NCBI Resources = :

p9)
: Download sequences in FASTA format for genome, transcript. protein Genome Data Viewer :
3 Download genome annotation in GFF, GenBank or tabular format FTP Human annotation (GFF) %
X BLAST against Homo sapiens genome, transcript, protein 8
3 All 46 genomes for species: FTP Human chromosomes g
X Browse the list oo Viewer g
S and or GenBank S
Q Q
& Display Settings: + Overview SONIL0'+  — 3
1% Tools & Q
: Organism Overview ; Genome Assembly and Annotation report [46] ; Organelle Annotation Report [19] ID:51 gy AST Genome :
Q Homo sapiens (human) &
Q Human genome projects have generated an unprecedented amount of knowledge about human genetics and health Q
QL Related information = Q
: Lineage: Eukaryota[2064]; Metazoa[714]; Chordata[307); Craniata[299); Assembly :
i sapiensif]
Q Study of the human condition such as genetic and infectious disease, the intersection between genetics and the emvironment, and population BioProject Q
1% variation is supported by a wealth of genome-scale data. These data sets include: a) numerous sequenced genomes including several which have Q
: been assembled: b) studies that examine transcript and protein existence, More Gene :
& Components &
<  summary o <
& Sequence data: genome assemblies: 46; sequence reads: 347 (see Genome Assembly and Annotation repor) PubMed %
S Statistics: median total length (Mb): 2992.79 e &
median protein count 79074

: median GC%: 41 Taxonomy :
3 NCBI Annotation Release: 108 P
Q . Q
& Search details & &S
Q Q
Q Q
1% Q
Q Q
Q Q
Q Q
0. &
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3. Ingresar al cromosoma con la referencia NC_000001.11

Search See more...

| Representative (genome information for reference and representative genomes) Recentactivity -
Reference genome: (see sil organisms) TumOff Clear
© B Homo sapiens GRCh38.p9 Homo sapiens
Submitter: Genome Reference Consortum
Name  RefSeq WSOC  Size (Mb) Gene  Pseudogene homo sapiensforgn] (1)
NC_000001.11 | CMO0OSE32 24896 5078 1372
NC_00000212 | CMO00SG42 24219 - 3862 1.168 homo sapiens AND (alive[prop]) (410951)
NC_00000312 | CMOoOSes2 | 1883 - 2071 Gene
NC_000004.12 | CMOOOSCS2 | 19022 - 2441 homosapiens (0)
NC_000008.10 | CMO0OGe72 | 18154 - 278 1
NC_000006.12 | CMO0OSES2 17081 - 3,000 Staphyloéoccus capits strain CRO7 isolate
NC_000007.14 | CMO0OSE92 15935 - 27| ST U o'e 9enome shat uceotice
NC_000008.11 | CMO0OSTOZ2 14514 - 2152 | See more.
NC_000008.12 | CMO0OST12 | 138.4 8 2202
NC_000010.11  CMOoOST22 1338 - 2174
NC_000011.10 | CMO0OST32 | 13509 - 2920
NC_00001212 | CMO0OST42 13328 - 2em
NC_OD0013.11 | CMO0OSTSZ 11436 !
NC_0000149 | CMOOOSTE2 10708
NC_000016.10  CMO0OST72 10199
NC_000016.10 | CMO0OSTSE2 9034
NC_000017.11 | CMO0OSTSZ 8328
NC_000018.10 | CMO00ES02 80.37
NC_000019.10  CMO0OSS12 see2
NC_000020.11 | CMO0OSS22 | 6444

NC_000021.9 = CM0008832 4671

Figura 26. Consulta del cromosoma de Homo Sapiens
(RefSeq NC_000001.11) del NCBI.

£ NCBI  Resources @ HowTo & mcorreap M

Nucleotide Nucleotide v |
Advanced

GenBank ~
Change region shown

A\ Due to the size of this record, annotated featires are not shown by defatlt. Display features.

Homo sapiens chromosome 1, GRCh38.p7 Primary Assembly (custonize,View

NCBI Reference Sequence: NC_000001.11

FASTA  Graphics Analyze this sequence
Run BLAST

Goto: @ Pick Primers

Locus NC_000001 248956422 bp  DNA linear CON 06-JUN-2016 Highlight Sequence Features
DEFINITION Homo sapiens chromoseme 1, GRCh38.p7 Primary Assembly.
ACCESSION  NC_000001 GBC_000001293
TERSXENT e pupnoa Related information
DBLINK PRINA168
* GCF 000001405.33 Assembly
KEYWORDS BioAssay by RNA target
SOURCE Homo sapiens (human)
ORGANISM Homo sapiens
Metazoa; : : : Components (Core)
VI Sucherie: : : Full text in PMC
Catarzhini; Hominidae; Homo.
1 (bases 1 to 248956422)
Gregory,S.G., Barlow,K.F., Mclay,K.E., Kaul,R., Swarbreck,D., Genome
Dunham,A., Scott,C.E., Howe,K.L., Woodfine,K., Spencer,C.C.,
Jones,M.C., Gillsen,C., Searle,S., Zhou,¥., Kokocinski,F.,
McDonald, L., Evans,R., Phillips,K., Atkinson,A., Cooper,R., Identical GenBank Sequence
Jones,C., Hall,R.E., Andrews,T.D., Lloyd,C., Ainscough,R., m——
Almeida,J.P., Ambrose,X.D., Anderson,F., Andrew,R.W., Ashwell,R.I.,
Aubin, K., Babbage,A.K., Bagguley,C.L., Bailey,J., Beasley,H., Probe
8 v s -

Rarhal = RivA ~ D Allam @ Beawm T A PN

BioProject

Gene

HomoloGene
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5. Hacer clic en graphics. Apareceran muchos datos gendmicos del
cromosoma seleccionado, y diversos recursos.

Graphics +

Analjze this sequence
Homo sapiens chromosome 1, GRCh38.p7 Primary Assembly —

Pick Primers.
NCBI Reference Sequence: NC_000001.11

Gakiif (FASTA Highlight Sequence Featurés

Link To This Page | Essibec:

2201 aeseeall Related information
T N Assembly
BioAssay by RNA target
BioProject
" Components (Core)
g Fulltext in PMC

) NC_000001.11: 1.249M (249Mbp) * | Find:
2on 4o gon

Gene
Genome
' HomoloGené'

Identical GenBank Sequence

Map Viewer
Probe
Protein
PubMed

I | I ' I | PubMed (Weighted)
[ I
I
]

G Alignments
16 igments (742 olgns, 1732 ids)

| SRL TR TR TR T R TR TR T T [T T e PR PR T

Refseq Alignments x
|

I

| RNA

! Taxonomy
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2.1.7 Busqueda avanzada en NCBI

1. Ingresar a la base PMC (PubMed Central) y consultar informacion
avanzada acerca del hombre publicada en el 2016.

How To &
PMC Home | Help

PMC Advanced Search Builder

(homosaplensa) AND ("2016[Publication Date] : "3000"[Publication Date])

Edit

Builder
All Fields v | homosapiensa e Show index list

AND v || Publication Date v| 2016 ©  Showindexlist

AND v/ All Fields v © © show index st

or Add to history

History

There is no recent history

You are here: NCBI > Lterature > Publded Central (PHC) Support Center

GETTING STARTED RESOURCES POPULAR FEATURED NCBI INFORMATION
NCBI Education Chemicals & Bioassays Publded Genetic Testing Registry About NCBI
NCAIHeio Manual Data s Sam Bonkshelt Reseacch atNCRI

Figura 29. Consulta avanzada en la base de datos PMC del NCBI.

2. Al obtener los resultados relacionados con la consulta, hacer clic en
una de las informaciones.

v | (homosapiens) AND ("2016"[Publication Date] : “3000"[Publication Date])

US Natonal Lirary of Vadine ; =
Natonal Insttutes of Health Save search  Journal List / Advanced
Article attributes Display. Settings’ ~ Summary, 20 per/page, Sorted by Default order Sendto:~  Filter your results:
Author manuscripts i
Digitized back isSlies 14
Open access' Search results NI grants (2)
Retracted

Items: 14 Embargoed (0)

Text availability Manage Filters

Include embargoed articles & Did.you mean: (homo sapiens) AND (2016°[PubDate] - “30007P: (67193 items)

"":Z'a'fa“"" L I‘] C In silico Study of Sex-D Region Y (SRY) Protein Sequences Involved in Find related data
e Sex-Determining Database: | Select
10 years Masoume Vakili Alghandlv Mohammadreza Nasiri, Ali Shamsa, Mohsen Jalali, Mohammad Mahdi
Shariati
Custom range.
Rep Biochem Mol Biol. 2016 Apr 4(2): 76-81
Research Funder PMCID: PMC4986265
NIH Atticle PubReader PDF-433K (Citation
AHRQ Search details
CDC Identification, Molecular Cloning of IL-18 and Its Expression Profile during Nocardia seriolae Infection  [nomosapiens (A1l Fields) AND
[ in Largemouth Bass, Micropterus saimoides ("2016" [PubDace] : "3000"
N"I:‘r Ping-Yueh Ho, Omkar Byadgi, Pei-Chyi Wang, Ming-An Tsai, Li-Ling Liaw, Shih-Chu Chen fPubiace])
VA IntJ Mol Sci. 2016 Oct; 17(10): 1670. Published online 2016 Oct 1. doi: 10.3390/ijms 17101670
Customi PMCID: PMC5085703
= Afide PubReader PDF-29M Citation

Search See more

Clearall o

To Unveil the Molecular Mechanisms of Qi and Blood through Systems Biology-Based Investigation
Show additionalfillers 3. into Si-Jun-Zi-Tang and Si-Wu-Tang formulae

Jing Sun, Li Zhang, Yujun He, Kun Zhang, Liping Wu, Yongsheng Fan, Zhijun Xie Recent activity -
Sci Rep. 2016; 6: 34328, Published online 2016 Sep 28. doi: 10.1038/srep34328 Tumott Giear
PHCID: PMC5039637

& O (hamncanisnc) AND (201K Puhlication

ELEMENTOS DE BIOINFORMATICA Y GENOMICA COMPUTACIONAL PARA INGENIEROS DE SISTEMAS 57



ELEMENTOS DE BIOINFORMATICA Y GENOMICA COMPUTACIONAL
PARA INGENIEROS DE SISTEMAS

3. También se pueden efectuar consultas avanzadas con la ayuda de
operadores Booleanos en mayuscula (AND, OR, NOT). Ademas se puede
reducir la busqueda con Limits->Limits to (indicando rangos de busqueda).

© Gl numbers no longer appear by default on sequence records. Read more.

Nucleotide Home | Help

Nucleotide Advanced Search Builder

Use the builder below to create your search

Edit

Builder

All Fields v
| Accession ~
AND v
| Assembly
Author
BioProject

©  Showindexlist
© © sShowindex list

Breed

Component Accession

Cultvar

History | Division Download history Clear history
EC/RN Number

Feature key Items found Time

Fiter

Gene Name [us scrofa domesticus 8360 06:1343

otate " 2382 06:06:38

Issue

Joumal

Keyword

Mnrifinnbinn Paba

Figura 31. Consulta avanzada en NCBI.
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2.2.TAIR

El Recurso de Informacidn sobre Arabidopsis (TAIR) presenta una base de datos
de la genética e informacién de biologia molecular sobre Arabidopsis thaliana.
Los datos disponibles de TAIR incluyen la secuencia completa del genoma de esta
especie con su estructura génica, expresién génica, ADN de diversos ecotipos,
reservas de semillas, mapas del genoma, marcadores genéticos, publicaciones
e informacion sobre la comunidad de investigacion de Arabidopsis. Integrada
en TAIR se encuantra la informacién del Centro de Recursos sobre la Biologia de
Arabidopsis en la Universidad Estatal de Ohio, que recoge, reproduce, conserva
y distribuye recursos de ADN de Arabidopsis thaliana y especies relacionadas. El

acceso completo a TAIR requiere una suscripcion.

D @  https//www.arabidopsis.org
— B AW /RNy y

°
v tair Home Help Contact AboutUs Subscribe Login Register

Search Browse Tools Portals Download Submit

ABRC Stocks

The Arabidopsis Information Resource

The Arabidopsis Information Resource (TAIR) maintains a database of genetic and molecular
biology datafor the model higher plant Arabidopsis thaliana . Data available from TAIR includes
the complete genome sequence along with gene structure, gene product information, gene
expression, DNA and seed stocks, genome maps, genetic and physical markers, publications,
and aboutthe research Gene product function data is
updated every weekfrom the latest published research literature and community data
submissions. TAIR also provides extensive linkouts from our data pages to other Arabidopsis
résouices.

The Arabidopsis Biological Resource Center at The Ohio State University collects, reproduces,
preserves and distriblites seed and DNA resources of Arabidopsis thaliana and related
species. Stock information and ordering for the ABRC are fully integrated into TAIR

PhO(?nl/\ TAIRis located at Phoenix Bioinformatics and funded by subscriptions.

Full access to TAIR requires a subscription. ABRC catalog, stock and ordering pages hosted at
TAIR will remain freely accessible. Please see our subscription page for further details.

New and Noteworthy:DAO1 and auxin homeostasis

Breaking News

New and Noteworthy
[October 5, 2016]

Back to back publications in
PNAS uncover the role of IAA
oxidase DAO1 (and to a lesser
extent DAO2) in auxin
homeostasis.

Eighth public release of
TAIR@Phoenix data
[October 3, 2016]

Eighth public release of data
curated under TAIR's
subscription-based funding
model. Files contain new
publications, annotations,
gene symbols and other data
through September 30, 2015.

New Featured Paper
[Sept 09, 2016]

Waese, J., etal.(2016) Gene
Slider: sequence logo
interactive data-visualization for
education and research

Complimentary teaching
access to TAIR

[August 10, 2016]

Ifyou plan to use TAIR for
teaching this academic year
please contact us to arrange
access for the duration of your

Figura 32. Portal del sitio web de TAIR.
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2.2.1. Registro de cuenta en TAIR
1. Acceder a https://www.arabidopsis.org/ y escoger registro

2. Ingresar sus datos para crear su cuenta de registro

Username:
Password:
Re-Enter Password:
Email:

Institution Name:
First Name:
Last Name: . N _
[JEnable stock ordering and gene symbol submission @ Help

Sy printer-friendly version

questions: org
Seed/or DNA stock questions (donations, avaiabilty, orders, etc): abre@osu.edu

Figura 33. Registro de usuario en TAIR.

3. Ingresar a su cuenta de usuario y activar con el pago de la suscripcion

60 HEMENTOS DE BIOINFORMATICA Y GENOMICA COMPUTACIONAL PARA INGENIEROS DE SISTEMAS



ELEMENTOS DE BIOINFORMATICA Y GENOMICA COMPUTACIONAL
PARA INGENIEROS DE SISTEMAS

2.3. VECTORBASE

Esta base de datos pertenece al Centro de Recursos de Bioinformatica (BRC)
del Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas (NIAID), que
proporciona a la comunidad cientifica datos gendmicos, fenotipicos y centrados
en la poblacién de vectores invertebrados de patégenos humanos. (https://
www.vectorbase.org)

VeCtOI’Base N Advanced Search 0

Bioinformatics Resource for Invertebrate Vectors of Human Pathogens
LOGIN

[ za || sour | oncawsws | oowsoaos | roots || oam || Wew | commuwty | conmcrus |

‘ Welcome to VectorBase! Want to see your BLAST,

ClustalW and HMMer jobs?
VectorBase is a National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) Bioinformatics Resource Center (BRC) providing

genomic, phenotypic and population-centric data to the scientific community for invertebrate vectors of human pathogens. Log in or Register here.

POPULAR ORGANISMS

& MRNA % e “
GAC Nt g; TGAC 7 : i
< omn > f & BE

rRNA o Aedes  Anopheles Culex
Genomes Transcripts & Proteins & Mitochondrial Poj pula!mn aegypti gambise  quinquefasciatus

T rote Biology

RECENT ADDITIONS

TOOLS & RESOURCES v 104
_Pause L b
= o ‘2} = - % . SY

Updated gene sets for Anophelines Cimex Aedes Sarcoptes
COMMUNITY GENE ANNOTATIONS BY ORGANISM P g P s Sbopiciis scab:e’l}w
(OCTOBER 2016) In this release there have been updates to genes sets for T
Aecpheles ganbise ik muitiple Anopheline species. The latest gene set updates
m —_— have beeniderived from community supplied gene
-~ LATEST NEWS
heles funestus, gambiae,
melas, merus and

Quadriannulatus. Data can be accessed either via the

genome browser for each species, or via BioMart.

All organisms

Zika funding opportunity
October 25, 2016
Release VB-2016-10

Artahar 90 901

Figura 34. Portal del sitio web de VectorBase.

VectorBase es uno de los cuatro Centros de Recursos de Bioinformatica que
proporcionan recursos basados en la web a la comunidad cientifica, y apoya
la investigacion sobre organismos causantes de enfermedades emergentes
o re-emergentes. Todos los recursos VectorBase estan a libre disposicion de
la comunidad de investigacién bajo la Licencia Publica General del sistema
operativo libre GNU.

Este proyecto recibe fondos federales del propio Instituto Nacional de Alergia
y Enfermedades Infecciosas (NIAID), asi como de otros Institutos Nacionales
de Salud (NIH) y del Departamento de Salud y Servicios Humanos (HHS), todas
instituciones estadounidenses.
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La base VectorBase incorpora datos de bases de datos publicas de secuencias de
nucleétidos (ENA -Archivo de Nucledtidos Europeo, que proporciona informacién
de secuencias de nucledtidos del mundo, GenBank y DDBJ) o de otro tipo de
informaciones (dbSNP, KEGG via, UniProt, InterPro, RefSeq o ArrayExpress). Otros
datos se calculan derivados de datos primarios. Especificamente, VectorBase
contiene datos como secuencias de genomas de referencia, anotaciones
estructurales (por ejemplo, modelos de genes codificantes de proteinas o de
dominios funcionales) o datos fenotipicos. VectorBase proporciona informacion
sobre especies de vectores, acceso a datos de recursos para esos organismos, y
ademads posee herramientas para analizar estos conjuntos de datos.

Para acceder a los genomas alojados en VectorBase, ingresar a https://www.
vectorbase.org/genomes

VectorBase

Bioinformatics Resource for Invertebrate Vectors of Human Pathogens,

Home » Data » Genomes

Genomes

VectorBase is committed to @ new release every two months with all datafreely available for public use based on NIH/NIAID policy. A list of these changes and the
state of current versions on this date (e.g., currefit@ene sets) can be found on the Releases section of VectorBase.

For your species of interest, click on Organism, Strain, Assembly, or Gene set to find the Genome Browser link (which looks like this: Icemeas] )

Click this blue linktovisitthe “Upcoming Genomes™ page.

with gene pr

Organism & Strain Assembly Gene set Gene Count GenBank WGS Project GenBank Assembly ID  Genome Size (bp)
Aedes aegypli Liverpool Aaeg? Aaegl33 17478 AAGE02 GCA_000004015.1 1311011677
Aedes albopictus Foshan AaloF1 AaloF1.1 17592 JXUMO1 GCA_001444175.1 1923 476 627
Anopheles albimanus STECLA AalbS1 AalbS14 12534 APCKO01 GCA_000349125.1 170508 315
Anopheles arabiensis Dongola AaraD1 AaraD14 13908 APCNO1 GCA_000349185.1 246 567 867
Anopheles atroparvus EBRO AatrE1 AatrE1.3 14244 AXCPO1 GCA_000473505.1 224290 125
‘Anopheles christyi ACHKN1017  AchrA1 AchrA13 11162 APCMO1 GCA_000349165.1 172 658 580
Anophelescoluzzii Mali-NIH AcolM1 AcolM1.3 14 560 ABKP02 GCA_000150765.1 224 455 335
Anopheles culicifacies A A-37 AculA1 AculA13 14889 AXCMO1 GCA_000473375.1 202 998 806

I Anopheles darlingi AdarC3 AdarC3.3 10961 ADMH02 GCA_000211455.3 136 935538

Figura 35. Lista de genomas alojados en Vectorbase.
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2.3.1. Registro de cuenta de usuario
1. Ingresar a Login.

2. Crear nueva cuenta.

€ ’ Bioinformatics Resource for Invertebrate Vectors of Human Pathogens

| Home » User account

CREATE NEW ACCOUNT LOGIN REQUEST NEW PASSWORD

User account

User Account Information

As a registered user, your past BLAST, ClustalW, and HMMER jobs will be saved and viewable on yolir user page if you are loggedin; the preferred opfions for these tools
can be saved too. The same user and password credentials can be used to login to Galaxy, a wéb-based platform for data intensive research. A second (independent)
registration is needed to login to Web Apollo, a manual gene annotation editor.

Username *

Spaces are allowed; punctuation s not allowed except for periods, hyphens, apostrophes, and underscores.
E-mail address *

A valid e-mail address. All e-mails from the system will be sent to this address. Thé e=mail address is not made public and will only be used if you wish to receive a new password or wish to
receive certain news or notifications by e-mail

Full name *

Please provide your name

Figura 36. Crear usuario en VectorBase.

3. Activar su cuenta confirmando desde su correo electrénico registrado

2.3.2. Ejemplos de consultas y analisis en VectorBase

® Busqueda de genes.

® Busqueda, analisis y visualizacion de genomas y de otros tipos
de datos con la herramienta Genome Browser.

® Descarga de conjuntos de datos complejos, incluyendo
secuencias de nucledtidos y proteinas con la herramienta
BioMart.

® Consulta con BioMart para cargar secuencias de proteinas
de una familia de genes bien anotada en los genomas
correspondientes.

® Utilizaciéon de datos de ARN secuenciado y/o publicados
previamente para estudiar los patrones de transcripcion
diferencial en un organismo en diferentes condiciones
experimentales.
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® Utilizar BLAST (Ver seccién 3.4. Busqueda de secuencias:
BLAST) para localizar una secuencia.

e Utilizar la plataforma bioinformatica Galaxy con datos de

secuenciacién para estudiar polimorfismos (diferencias en
nucledtidos en secuencias similares).

2.3.3. Ejemplo: Consultar en VectorBase sobre el virus del Zika

1. Ingresar a https://www.vectorbase.org.

2. Acceder a Zika y consultar la historia del virus.

Advanced Search

VectorBase

Bioinformatics Resource for Invertebrate Vectors of Human Pathogens

| Home » Zika Resource Page RECENT PUBLICATIONS
Clinical Disease and Treatment
Zika Resource page Vectors & Transmission

Prevention & Control
The Zika virus is spread to people through the bites of infected Aedes species mosquitoes. Most Zika infections are subpatent or

produce only mild symptoms, but because of the association of Zika infectionsin the fifst trimester of pregnancy with birth LATEST NEWS
defects (most notably microcephaly), this vector-borne pathgen has raised major publichealth concerns. Zika funding opportunity
October 25, 2016
Genomic Resources ZIKA INFORMATION Emergency funds to fight Zika
0 October 14, 2016
Virus Recently announced federal funding
opportunities

October 14, 2016
Transmission and

Epidemiology

More news

OFFICIAL PUBLIC HEALTH

UPDATES
?revemmn of CDC Zika Newsroom
SEEROGSI0N WHO Zika Mediacentre
= . ) PAHO Zika News
VectorBase Tutorials Involving Zika Vectors Vector Images

Tour Zlka News

Searching forspecific genes Other Public Health Tweets by @VectorBase
Comparative Genomics AR @ VectorBase al

Figura 37. Pdgina web de informacion sobre zika.
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2.4. ECOCYC

Es una base de datos (Karp et al 2014) de la bacteria Escherichia coli que recolecta
genomas de la misma, asi como datos de control transcripcional y metabdlico.
Describe el catdlogo molecular completo de la célula de E. coli, asi como las
funciones de cada una de sus partes. Muchas referencias bibliograficas dentro
de EcoCyc se obtuvieron de PubMed, mientras que la importacion de proteinas
en EcoCyc se realiza a través de las funciones de UniProt.

EcoCyc es una fuente de referencia electrénica para bidlogos especialistas en E.
coli o que trabajan con microorganismos relacionados.

LOGIN | Why Login? | Create New Account

@g_‘c_gg“g_ . T

g hia coli K-12 substr. MG1655 (EcoCyc) _change organism database

2 s s3] ez s o feeroias) [

EcoCyc E. coli Database

EcoCyc is a scientific database for the bacterium Escherichia coli K-12
MG1655. The EcoCyc project performs literature-based curation of the entire
genome, and of transcriptional regulation, transporters, and metabolic
pathways.

New to EcoCyc? Take the guided tour of the EcoCyc.org Web site, watch our
free online instructional videos, of read our 2013 article: "EcoCyc: fusing
model organism databases with systems biology"

EcoCyc User Guide >>
= Cascade to the Rescue!

From protecting E. coli against phage infection to the promise of gene
therapy: How does Cascade do it? Recent crystal structures of the enzyme
are improving our understanding of this enzyme.

Learn More

paused [l 21[3][4]s][6 ] 7][8

Figura 38. Portal del sitio web de EcoCyc.

2.4.1. Ejemplos de entrada en sitios relacionados con EcoCyc
1. Ingresar a https://ecocyc.org/

2. Ingresar a otros sitios relacionados:
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BEcoCYC

==+ Amerber of the Bocyc database collecton

pf transcriptional regulation, transporters, and metabolic

pathways

New to EcoCyc? Take the guided tour of the EcoCyc.org Web site, watch our
free online instructional videos, or read our 2013 article: "EcoCyc: fusing
model organism databases with systems biology"

EcoCyc User Guide >> Metabolomics Data’A
Multiple tools are available in this website

Figura 39. Sitios web desde Ecocyc.

® BioCyc: Proporciona genomas de referencia y rutas metabdlicas
(relacionadas con sintesis y degradacion de moléculas) de organismos .

® Metacyc: Contiene informacién sobre estructura de enzimas (moléculas
proteicas queintervienen en el metabolismo) y sus datos pueden usarse
como referencia para la prediccion computacional de rutas metabdlicas
de organismos a partir de sus genomas.

® Humancyc: Proporciona referencias sobre las vias metabdlicas humanas
y facilita diagramas del mapa metabdlico humano para generar modelos

cuantitativos en estado estacionario del metabolismo humano.

@ BsubCyc: Es una base de datos de la bacteria modelo (desde el punto de
vista del estudio cientifico) Bacillus subtilis.

2.4.2. Ejemplo de aplicacion: Acceso a datos del NCBI a través de BioCyc
1. Ingresar a https://biocyc.org/

2. Escoger Tier 2 and Tier 3 databases
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BioCyc Database Collection

a here. Why the transition to
subscriptions?

software toos for understanding their data.
Getting Started
New to BioCye? Typical usage is:

= Seect one or more databases (genomes) to search. To do 50, cick

Model communities of organisms using MetaFlux.
Toos version

page. By defau,

substr.

HG1655.
« Search for a gene or pathvway using the Quick Search, or see the
Search menu for more options.

New User Guide >>

Tools

Leam ore

pRBE |- B

12

undertying databases, and for analyzing omics data:
« Genome browser

Tier 1 Gatabases have received atleast one person-year of

EcoCyc and

maps,

curation.

Tief 2and Tier 3 databases contain

y predicted metabaiic
pathways, predictions as to which

sing enzymes in

a
« Store groups of genes and pathways in your account as

eSS YR AVEY e, T

Tier 2 Databases
PGDBS in Tier 2

by the PathoLogic program, which was used to predict their metabolic pathways, their operons (for bacteria only), and their pathway hole fillers (for many of the PGDSs). The

resulting PGDBs underwent manual review by a person to remove false-positive pathway predictions that they could detect, and to perform other manual polishing steps such as defining protein complexes.

The resulting PGDEs also underwent less than one year of literature-based curation, such as to enter metabolic pathways that had been experimentally elucidated in the organism but that were not inferred

by PathoLogic. Most Tier 2 PGDBs have undergone 1-4 months of curation.

Manyof the Tier 2 DBs are available for adoption [more] for curation and updating by interested scientists.

Ciick on the name of a database to navigate to the home page fof that database for more information, such as the database authors, and statistics on the database content.

[Database [Organization
[SRI International

"Agrobacterium fabrum C58.
[Ezekiel Adebiyi, Olubanke Oguniana, Covenant University

“Anopheles ambice

‘Aurantimonas manganoxydans SI85-9AT
Bacillus anthracis Ames.

Bacillus subtils 168

Bacteroides thetaiotoomnicron VPI-S482
Fandidatus Cardinium hertigil

o muelleri

yrodidarum BT-QULC i i
oulobacter crescentus CBTS. [SRI International
ulobacter crescentus NAI000 [SRI International
Chlamydomonas reinhardtii [Carnegie Institute of Science (PMN)
Clostridi cetonicum ATCC 27021 (Biswarup Sen, Feng Chia University, Taivan
jcum ATCC 13032 [SRI International
[Crvptosporidium hominis TUS02 [APIDE Bioinformatics Resource Center

ryptosporidium parvum lowa [ApiDB Bicinformatics Resource Center
rosophila melanogaster Kenneth L Vitey, Harvard University

‘Escherichia coli CFT073
Escherichia coli K-12 substr. W3T10
Escherichia coli O157:H7 st EDL933
Eubacteriurn rectale ATCC 33656

Helicobacter pylori 26695
Lactobacillus rhamnosus GG
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4. Observar la informacidn de Escherichia coli'y escoger la referencia del NCBI.

Sites | Search~ | Genome v | Metabotism v | Analysis ~ | SmartTables ~ | Help ~

Summary of ZILTITIILRZAL, Strain B str. REL606, version 20.1

Authors: Pallavi Subhraveti’, Tomer Altman', Ingrid Keseler’, Alexander Shearer, Ron Caspi', Quang Ong', Peter D Karp'

"SRl International

Summary:
This Pathway/Genome Database (PGDB) was generated by the Pathologic program [Karp02 , Dale10 , Caspi10 ] using Pathway Tools software version 15.5 and MetaCyc version 15.1 on 12-Jul-2011 18:43:19 from the annotated genome of
Escherichia coli B str. REL606 as obtained from RefSeq [Sayers09 ).
‘This BioCyc Tier 3 PGDB was computationally generated. It has undergone modest curation focusing primarily on the differences between this organism and Escherichia coli MG1655. The majority of the information within this
database has not been manually reviewed.
Differences between Escherichia col B strain REL60S and Excherichia colj MG1655 were manually reviewed by the SRI PortEco group in late 2012, The major differences appear to be a lack of the paa operon genes in Escherichia coli
B strain REL606. This operons codes for at least 10 enzymes responsible for phenylethylamine and phenylacetate degradation.

O antigen building block biosynthesis lacks the gif gene and carnitine degradation may also be deficient in this strain, as one of the genes involved in the pathway appears to be a pseudogene.

this database ted by grant the National Institutes of Health.

‘Taxonomic lineage: cellular organisms, Bacteria , i i Escherichia, Escherichia coli, Escherichia coli 8, Escherichia cofi B str. REL606

[Replicon [Total [rotei [RNA [ [Size (bo) [NCBI Tink
[Chromosome 1 B10[ @0 07 564,629,812 [NCBI-RefSeq:254160123

Pathways: (B
[Enzymatic Reac tions: 1635
[Transport Reac tons: | 480|
[Polypeptides: [a281
[Protein Complexes: | 328
[Eraymes:

Feanenariare: 77

Unification Links: NeBl Nl

Figura 42. Informacion de Escherichia coli Strain B str. REL606,
version 20.1 del sitio web BioCyc.

5. Visualizar el genoma completo de Escherichia coli B str. REL606 en
NCBI en la secuencia NC_012967.1.

S NGB Resurces © H

GenBank + Change region shown

Escherichia coli B str. REL606, complete genome e

NCBI Reference Sequence: (STl 5 -
FASTA  Graphics Abbreviated view
© Customize

Goto: Basic Features
© Default features.

rocus NC_012967 4620812 bp  DNA  circular CON 15-JUN-2016 O Gene, RNA, and CDS features only.
DEFINITION Escherichia coli B str. RELE0G, complete genome.
ACCESSION  NC_012967 Display options
VERSION NC_012967.1 [0 Show sequence
DBLINK BioProject: PRONA224116 [ Show reverse complement

21

T | Update View |

Escherichia coli B str. RELEOE
Escherichia coli B str. REL606 Analyze this sequence
Bacteria; 2 :

Run BLAST
Enterobacteriaceae; Escherichia.
1 (bases 1 to 4629812) Pick Primers
Jeong, H., BarbejV., Vallenet,D., Choi,S.-H., Lee,C.H., Lee,S.-W., Highlight Sequence Features
Vach B., Y ¥a,D.-S., 1 Hur, C.G.

Park,H.-S., Segurens,s., Blot,M., Schneider,D., Studier,F.W.,
on,T.K., Lenski,R.E., Daegelen,P. and Kim,J.F.

Zoternational E. coli B Consorcium

Complete genome sequence of Escherichia coli (B) REL60S Assembly
i o1ished . BioProject

Related information
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6. Retornar a la informacién del Escherichia coli, Strain B str. REL606,
version 20.1 del sitio web BioCyc y escoger Chromosome 1.

Enter 3 gene, proten, metabokce o pathvay. Quek seach

SmartTables v | Help v

Summary of Escherichia coli, Strain B str. REL606, version 20.1
Authors: Pallavi Subhraveti', Tomer Altman', Ingrid Keseler', Alexander Shearer, Ron Caspi', Quang Ong', Peter D Karp'

1SRl International

This Pathway/Genome Database (PGDE) was generated by the Pathalogic program [Karp02 , Dale10, Caspi0] us Too fon 15.5 and MetaCye: 15.1 on 12-Jul2011 18:43:19 from the annotated genome of
Escherichia coli B st REL606 as oblained from RefSea [Sayers09 |

This BioGye Tier 3 PGDB i . 1t has undergone o focusing primarily on the differences between this organism and Escherichia coli MG1855. The majority of the information vithin this
database has not been manualy reviewed.

in REL606 and  MG1655 were manually reviewed by the SRI PortEco group in late 2012. The major differences appear to be a lack of the paa operon genes in Escherichia coli
B i R0 T ot codo for s et 10 craymesvepondibc fo pheryearane and et degreton

O antigen building block biosynthesis lacks the gtf gene and carnitine degradation may also be deficient in this strain, as one of the genes involved in the pathway appears to be a pseudogene.
Development of this database was supported by grant GM088843 from the National Institutes of Health.
‘Taxonomic lineage: cellular organisms, Bacteria , is Escherichia, Escherichia coli, Escherichia coli B, Escherichia coli B str. REL60G.

Unification Links: GOLD:0002253, NCBI BioProject:58803, NCBI-Taxonomy:413997
[Replicon  [Total Genes in [RNA Genes [Pseudogenes|

[Chromosome 1 @[ 03[ 107[ 56[4,629,812 [NCBI RefSeq:254160123)

m—@‘
[Enzymatic Reactions: 1635|

[Fansport Reactions: [ 480
[Polypeptides: 4261
[Protein Complexes: | 32¢
[Enzymes: 1482
Fransporters: 775

[Comoounds: a5

Figura 44. Informacion de Escherichia coli Strain B str. REL606, version 20.1
del sitio web BioCyc.

Tables ~ | Help v

T T T T.
3000000

© start (bp): [1 End (bp): [50000 Gene name: [ [Go | [ show Tracks | @
Legend: [ Proteingene, > Transcription Start (Gene color ndicaes aperon menbership,
= RNA gene # Terminator Mouse over genes and operons for more ® bonmation,
"o cener gene incisplay, ok on ek mark uder &

Report Errors or Pravide Feedback
Page generated by Pathway Tools version 20.0 (software by SRI onall on Sun Nov 20, 2016, BIOCYC138.

Figura 45. Secuencia en forma grdfica de un cromosoma de una cepa de
Escherichia coli de manera grdfica.
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8. Obtener la ubicacion del gen ThrA desde la secuencia 336-2798 pares
de bases. Al presionar obtendra informacidn del diagrama del gen.

Escherichia coli B str. REL606 Chromosome 1: 1 - 50,000

T T T T
2000000 250000 Sootteo

©start (bp): [ End (bp): [50000 Gene name: [ [ Go | [ show Trads | @
Legend: > Proteingene = Transcription Start Gene color indicates operon membership.
L0 = ENAgene © Temninator Mouse over genes and operons for more information.

o center gene in display, cick o tick mark uder iL

£ce_00020

&K Ece oo

Figura 46. Ubicacion del gen ThrA en el cromosoma bacteriano de
Escherichia coli B str. REL606, localizado en la secuencia 336-2798
pares de bases.

2.4.3. Ejemplo de aplicacion: Analisis comparativo de genomas en EcoCyc

1. Ingresar a https://ecocyc.org/, que permite calcular las estadisticas
de una sola base de datos o comparaciones entre multiples bases de datos.
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SIOBFIRYATIC A lesarrally-

%) @ hitps//ecocyc.org

K%EEOCYC_

ofthe e daabse colcton

Sites v | Search~ | Genome ™ | Metabolism v | Analysis ™.
Comparative Analysis

Omics Data Analysis
Summary Statistics

List Functional Gene Clusters

Reports »
EcoCyc is a scientific database for the bacterium Escherichia coli K-12
MG1655. The EcoCyc project performs literature-based curation of the entire
genome, and of transcriptional regulation, transporters, and metabolic
pathways.

SmartTables ~ | Help ~

EcoCyc E. col

New to EcoCyc? Take the guided tour of the EcoCyc.org Web site, watch our
free online instructional videos, or read our 2013 article: "EcoCyc: fusing
model organism databases with systems biology”

EcoCyc User Guide >>

httpsi//ecoeyc.org/comp-genomics

Gene Expression Data Analysis
Multiple tools are available in this website for analysis of gene expression
data.

2. Seleccionar los organismos a comparar. En este ejemplo se utilizan

Escherichia coli 042 y Escherichia coli 07798. Presionar OK'y Submit.

A S S R S SRR S

This page allows you to compute| SPecify List of Organism Databases

summary statistics for the organ

Select One or More Databases:

8y Taxonomy |\ By Organism Properties _}L-M}usts |

Click here to go to the Webinar

Note: In addition to reflecting dif

w. Note that computi

Current Selection

2 databases or taxonomic groups currently - these organisms.
selected. 2

Select which set(s) of compar{ escherichia coli

Escherichia coli 042

Escherichia coli 09BKT078844

Escherichia coli 07798

Escherichialcoli 10.0869
Escherichia coli 101-1
Escherichia col 1827-70
Eschenichia coli 2362-75
Escherichia coli 3.4870
Escherichia coli 3003
Escherichia coli 3431
Escherichia coli 4_1.47FAA
Escherichia coli 5.0588
Escherichia coli 536
Escherichia coli 53638
Escherchia coli 541-15
Escherichia coli 55989
Escherichia coli 6.0172
Escherichia coli 7.1982
Escherichia coli 8.0566
Escherichia coli 8.0569
Escherichia coli 8.2524
erichia col 83972
ichia coli 88.0221
erichia coli 9.1649

cFToTmonon

les with activators/inh
/cofactors, multifunctior
[Jorthologs: proteins shf
[ Transporters: proteing
[ Transcription Units af

Select one or more organism

IXE<ca4BPTO

393 matching databases available

EcoCyc version 20.19

Note: if you create a user account and log i, you can save your database lits for
next time.

| ok || cancel |

Figura 48. Comparacion de organismos en EcoCyc.
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3. Obtener informacién de la comparacién.

LOGIN | Why Login? | Create New Account

[enter a gene, protein, metaboltte or pathay... QuickSearch | _Gene Search
Searching Esc substr, MG1655 (EcoCyc) “change organisi database

et he syt collcton

Search ~ | Genome ~ Help ~

Comparative Analysis Summary Results
Note: In addition to reflecting differences in biology of different organisms, these statistics will reflect differences in the levels of curation, data availability, and completeness of the PGDB for these organisms.
Comparative analysis and statistics were computed for the following organism databases:

 Escherichia coli 042

 Escherichia coli 07798
Click on any cell of a table to see more detail about the cell (usually an enumeration of all entities represented by the statistic). Click on a row or column header to see a more detailed view of the entire row or column. Click
on a table header (the top-left cell of the table), where available, for a more detailed view of the entire table. Mouse over a link in a table (such as a row heading) for a further explanation of that item, or to see a
description of what will be displayed if you click on that link.

Table of Contents

* Organism

Organism

Table 1: PGDB Summary Statistics

Organism [E- coli 042]. coli 07798
|Chromosomes 0
[organetle Chromosomes 0
|Plasmids 0
[Contigs 225
|Genes

Genes of known or predicted molecular function

Figura 49. Cuadro de comparacion entre Escherichia coli 042 y
Escherichia coli 07798.

2.5. UNIPROT

UniProt (Universal Protein; http://www.uniprot.org) es el repositorio
central de datos sobre proteinas de la combinacidn de bases Swiss-Prot,
TrEMBLy PIRt.

UniParc News

Sequence archive v Forthcoming changes
Planned changes for UniProt

UniProt release 2016_10
Supporting data N-acyl amino acids: a new treatment for obesity? |
Cross-references to DisGeNET and OpenTargets |

Literature citations T T — Change of the cross-references to Phos...

xonom,
B T o UniProt release 2016_09

ss-ref. databases Keywords Ki-67: the great leap from simple marker to functional
actor | Change of RDF representation of the cross-

: R

B News archive

Getting started UniProt data Protein spotlight

Q Text search & Download latest release sl Seeing Red
Our basic text search allows you to search all the Get the UniProt data October 2016
resources available

The smallest of things can cause

Figura 50. Sitio web de UniProt.
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2.5.1. Busqueda de proteinas en organismos en UniProt

1. Consultar proteinas de Homo Sapiens.

"%

BLAST Align Retrieve/ID mapping Peptide search

The mission of UniProt is to provide the scientific community with a comprehensive, high-quality and freely accessible resource of protein sequence and @ Basket 1 v
information.

News

UniRef UniParc teomes

Sequence clusters Sequence archive Forthcoming changes

o) — Planned ¢hanges for UniProt
G =
L =

UniProt release 2016_10
: N-acyl amino acids: a new treatment for
Suppomng data obesity? | Cross-references to DisGeNET and
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Figura 51. Consultar sobre el Homo Sapiens en UniProt.

2. Seleccionar dos proteinas que se quieran estudiar o comparar. En este
ejemplo se selecciona AOA1B1R4L5 y AOA1B1R4L8 aiadiendo a la cesta.
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Figura 52. Seleccion de dos proteinas en UniProt.

3. Las proteinas seleccionadas pueden alinearse para ver similitudes
o diferencias (Ver Seccion 3.3. Alineamiento de secuencias), o ser
sometidas a BLAST para buscar proteinas relacionadas (Ver Seccion 3.4.
Busqueda de secuencias: BLAST).

4. Descargar los resultados.

2.5.2. Comparar archivos obtenidos desde Uniprot y NCBI

1. Ingresar a Proteinas del NCBI y consultar Homo Sapiens RAD23A (que es
una proteina), y obtener el archivo FASTA (Ver Seccion 3.2.1. Formato FASTA).
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2. Ingresar a UniProt y consultar Homo Sapiens. Descargar el archivo en
formato FASTA.
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3. Comparar los dos archivos: ambos tienen el mismo contenido.
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OBTENCION Y TRATAMIENTO BIOINFORMATICO DE SECUENCIAS
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Ing. Oscar Ledn-Granizo.
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3. OBTENCION Y TRATAMIENTO BIOINFORMATICO DE SECUENCIAS

3.1. OBTENCION DE SECUENCIAS; FUNDAMENTOS BASICOS DE
SECUENCIACION DE PROXIMA GENERACION

La secuenciacién de acidos nucleicos determina su secuencia de nucledtidos.
Las primeras técnicas de secuenciacidn se realizaron sobre ADN, a partir de dos
métodos:

® \Método de Maxam-Gilbert (1976).
® |Método de terminacién de cadena de Sanger (1977), mas sencillo.

Estos métodos implican acortar las secuencias problema a pequefios fragmentos
que luego se separan en funcién de su tamafio, para finalmente determinar por
algun procedimiento bioquimico cual es el nucledtido terminal de cada uno de
ellos.

Las tecnologias denominadas de Secuenciacidon de Proxima Generacion (Next
Generation Sequencing, NGS) mas en boga hasta la actualidad han utilizado
estrategias basadas en:

1. Secuenciacion por sintesis, es decir, en determinacién en tiempo
real de los nucledtidos que se van polimerizando (afiadiendo) en una
reaccidon de replicacion de ADN. Las tecnologias NGS mas utilizadas
hasta la actualidad basadas en esta estrategia son:
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1.1. Roche 454, que se basa en la deteccidn de luz liberada en
una reaccion quimica que ocurre tras la incorporacion de un
nucledtido concreto a la hebra que se esta sintetizando, entre
los cuatro que se ensayan consecutivamente. Esta técnica se
denomina pirosecuenciacion, y esta Gltimamente en desuso.

1.2. lllumina, que se basa en la deteccion de fluorescencia
de un determinado color, asociado al nucleétido que se
incorpora a la hebra en sintesis.
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2. Secuenciacion por ligacion (SOLid sequencing), que se basa en
la determinacién en tiempo real de dobletes de nucledtidos que se
complementan con dobletes de nucleétidos de una hebra molde de
DNA, y que a continuacidn se ligan a la hebra naciente. La deteccion
también implica el uso de florescencia de distintas longitudes de onda.

[Para una actualizacién de los distintos métodos de secuenciacidon se puede
consultar la revision de Goodwin et al (2016).]

Con las tecnologias NGS pueden analizarse desde fragmentos simples de acidos
nucleicos a genomas o transcriptomas (conjunto de transcritos de un sistema)
completos. Para secuenciar el RNA, comiUnmente éste se retrotranscribe a
ADN. Las técnicas mas utilizadas en la actualidad, como las mencioandas,
implican trocear el ADN en fragmentos pequeiios, de decenas a cientos de
pares de nucledtidos. Asi, la técnica registra a nucledtido la composicién de
cada fragmento, rindiendo una secuencia final para cada fragmento. Cuantas
mas veces se lee un fragmento, menor posibilidad de error. La informacion de
secuencia y calidad se almacena en archivos FastQ (ver Seccién 3.2.3. Formato
FastQ).

Cuando se analizan varias muestras al mismo tiempo, estas se preparan
previamente por separado afnadiendo a los extremos de los fragmentos unos
marcadores, que son secuencias de nucledtidos especificas para cada muestra, y
tras la secuenciacién los fragmentos son clasificados bioinformaticamente.
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Un gran reto bioinformatico consiste en ensamblar los fragmentos leidos (armar
el rompecabezas del genoma completo a partir de los pequefios fragmentos
secuenciados) de un genoma que se ha de construir de novo, es decir, que nunca
se ha secuenciado. Esto se hace mas complejo al considerar que existen grandes
regiones del genoma que se repiten, incluso en distintos cromosomas. Ademas,
muchas veces faltan piezas, es decir, fragmentos que no se han secuenciado
o de calidad baja. Un nivel de dificultad auin mayor se ainade en proyectos de
metagenomica, que implica la secuenciacion de varios genomas mezclados,
generalmente de grupos de microorganismos colectados en un mismo lugar
(suelo, intestino, etc.).

Tarea mas sencilla es la resecuenciacion, es decir, ubicar los fragmentos
secuenciados de una muestra genémica sobre un genoma similar (de la misma
especie, por ejemplo) ya secuenciado.

Cuando hay que analizar a nivel gendmico o epigendmico un gran nimero de
individuos, los recursos pueden no alcanzar para analizar todos los genomas
enteros. En estos casos, puede recurrirse a técnicas que implican reduccién de
la complejidad gendmica, o que analizan regiones concretas a lo largo de todo
el genoma.

Una de estas técnicas es la secuenciacion de ADN asociado a sitios e restriccion
(Restriction Site Associated DNA sequencing, RAD-seq [Miller et al 2007]),
que se basa en partir el ADN (restriccion), efectuando el corte en el interior
de determinadas secuencias de nucledtidos cortas, y después secuenciar
aproximadamente un centenar de nucledtidos a partir de los extremos de los
fragmentos resultantes. Asi, las secuencias obtenidas, que pueden pertenecer
a multitud de individuos, se pueden alinear entre si en base a su similitud sin
necesidad de mapearlas sobre un genoma de referencia (que con frecuencia
no existe). Estos alineamientos se pueden usar para estudios poblacionales
o filogenéticos (evolutivos). El investigador debe establecer determinados
parametros de este tipo de técnica, llegando a un compromiso entre los
siguientes factores: longitud del total de regiones del genoma que han de
ser secuenciadas (como es obvio, dependiente la cantidad de fragmentos
gue se obtengan con la restriccién), nimero de veces que se lee (que se
secuencia) un mismo fragmento (mas lecturas reducen las posibilidades de
error) y recursos econémicos.

La complejidad epigendmica también puede reducirse con técnicas como la
secuenciacién que, tras la aplicacion de bisulfito (Ver Seccién 1.4. Epigenética:
un reciente paradigma en Biologia), se realiza sobre una representacion
reducida del genoma (Reduced Representation Bisulfite Sequencing, RRBS,
[Meissner et al 2005]), y que se centra en regiones gendmicas que se sabe
estan muy metiladas.
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3.2. FORMATOS DE ARCHIVOS DE SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS Y AMINOACIDICAS

Las secuencias nucledtidicas y aminoacidicas se presentan en diversos tipos de
formatos que se utilizan en bases de datos y programas bioinformaticos, tanto
para entradas (input) como para salidas (output), empleandose cominmente
ficheros de texto. A continuacion se clasifican distintos tipos de formato para
secuencias nucleotidicas y/o aminoacidicas en funcién del uso que se le quiera
dar a la secuencia:

® Multipropdsito: FASTA, GenBank, XML, Nexus
® Alineamiento y filogenia: Phylip, phyloXML
® Next Generation Sequencing: FastQ, SRA

® Estructuras: PDB

3.2.1. Formato FASTA

Es el formato comun en la secuencia del ADN, ARN y proteinas, y utilizado en los
ejemplos del Capitulo 2. Es un formato de texto (los archivos tienen extension
fasta, .fa, .fna, .fnn, .faa):

® Lassecuencias de acidos nucleicos se presentan, como es habitual, en 4
caracteres (uno para cada nucleétido): A, C, G, y T (en el caso del ADN o
ARN) o U (en muchos casos para el ARN). En casos de desconocimiento
preciso del nucledtido se aplican otras letras.
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cODIGO BASE NITROGENADA DEL NUCLEOTIDO
A Adenina
C Citosina
G Guanina
T Timina
u Uracilo
R G A (puRinica)
Y T C (pirimidinica/pYrimidinic)
K G T (cetona/Ketone)
M A C (grupo aMino)
S G C (interaccidn fuerte/Strong interaction)
W AT (interaccidn débil/Weak interaction)
B GTC(noA) (BvienetraslaA)
D G AT (noC) (D viene tras la C)
H ACT (no G) (H viene tras la G)
Vv GCA(noT, no U) (V viene tras la U)
N A G CT (cualquiera/aNy)
X mascara
- hueco (gap) de longitud indeterminada

Figura 56. Simbolos convencionales para nucleétidos.
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® Una secuencia de polipéptido se presenta basicamente a partir de
20 caracteres (letras mayusculas, cada una correspondiente a un
aminodacido distinto).

Un archivo FASTA comienza con el signo mayor que (>), seguido de
una descripcidn, un cambio de linea y finalmente la secuencia con 80
caracteres por linea.

>L11285.1 Homosapiens ERK activator kinase (MEK2) mRNA
GAATTCGAGCCGACCGACCGCTCCCGGCCCGCCCCCTATGGGCCCCGGCTAGAGGCGCCGCCGCCGCCGG
CCCGCGGAGCCCCGATGCTGGCCCGGAGGAAGCCGGTGCTGCCGGCGCTCACCATCAACCCTACCATCGC
CGAGGGCCCATCCCCTACCAGCGAGGGCGCCTCCGAGGCARACCTGGTGGACCTGCAGAAGAAGCTGGAG
GAGCTGGAACTTGACGAGCAGCAGAAGAAGCGGCTGGAAGCCTTITCTCACCCAGARAGCCAAGGTTIGGCG
AACTCARAAGACGATGACTTCGAAAGGATCTCAGAGCTGGGCGCGGGCAACGECGGGGTGGTCACCARAGT
CCAGCACAGACCCTCGGGCCTCATCATGGCCAGGAAGCTGATCCACCTTGAGATCAAGCCGGCCATCCGG
AACCAGATCATCCGCGAGCTGCAGGTICCTGCACGAATGCAACTCGCCGTACATCGTGGGCTICTACGGGE
CCTTCTACAGTGACGGGGAGATCAGCATTTIGCATGGAACACATGGACGGCGGCTCCCTGGACCAGGTGCT
GAAAGAGGCCAAGAGGATTCCCGAGGAGATCCIGGGGAAAGTCAGCATCGCGGTITCTCCGGGGCTIGGCG
TACCTCCGAGAGAAGCACCAGATCATGCACCGAGATGTGAAGCCCTCCAACATCCTCGTGAACTCTAGAG
GGGAGATCAAGCTGTIGTIGACTTCGGGGTGAGCGGCCAGCTCATAGACTCCATGGCCAACTCCTICGTIGGG
CACGCGCTCCTACATGGCTCCGGAGCGGTTGCAGGGCACACATTACTCGGTGCAGTCGGACATCTGGAGC
ATGGGCCTGTICCCTIGGTGGAGCTGGCCGTCGGARAGGTACCCCATCCCCCCGCCCGACGCCARAGAGCTGG
AGGCCATCTTTGGCCGGCCCGTGETCGACGGGGAAGAAGGAGAGCCTCACAGCATCTCGCCTCGGCCGAG
GCCCCCCGGGCGCCCCGTCAGCGGTCACGGGATGGATAGCCGGCCTGCCATGGCCATCTTITGAACTCCTG
GACTATATTGTGAACGAGCCACCTCCIAAGCTGCCCAACGGTGTGTTCACCCCCGACTTCCAGGAGTTITG
TCAATARATGCCTCATCAAGAACCCAGCGGAGCGGGCGGACCTGAAGATGCTCACARACCACACCTTCAT
CAAGCGGTCCGAGGTGGAAGAAGTGGATTITGCCGGCTGGTTGTGTAARACCCTGCGGCTGAACCAGCCC
GGCACACCCACGCGCACCGCCGIGIGACAGTGECCGGGCTCCCTGCGTCCCGCTGGTGACCTGCCCACCG
TCCCTGTCCATGCCCCGCCCTTCCAGCTGAGGACACGTGGCGCCTCCACCCACCCTCCTGCCTCACCCTG
CGGAGAGCACCGTGGCGGGGCEGACAGCGCATGCAGGAACGGGGGTCTCCTICTCCTGCCAGTCCTGGCCGG
GGTGCCTCTGGGGACGGGCEACGCTGCTGTIGTGTGGTCTCAGAGGCTCTGCTTCCTTAGGTTACAAAACA
AAACAGGGACAGAAAACCARRAARLDAARADDADDD

Figura 57. Ejemplo de archivo en formato FASTA.

3.2.1.1. Obtener un fichero en formato FASTA

1. Ingresar a NCBI en la base de datos de nucledtidos y escribir Homo
Sapiens chromosome 7.
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Figura 58. Consulta en NCBI en nucledtidos el organismo Homo Sapients,

y obtener una secuencia nucleotidica en formato FASTA.
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Figura 59. Secuencia nucleotidica del cromosoma 7 humano en formato
FASTA en NCBI.
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3.2.2. Formato GenBank

El formato GenBank tiene mas informacion que el FASTA. Se presenta en forma
de secuencias con 60 caracteres por linea, divididos en grupos de 10. Las letras
representando los nucledtidos equivalen a los del formato FASTA, pero en
minusculas. El archivo tiene extension .gb.

1576 bp MRNA linear
DEFINITION Homosapiens ERK activator kinase (MEK2) mRNA.
ACCESSION L11285
VERSION L11285.1
KEYWORDS ERK activator kinase; MEK kinase.
SOURCE Homo sapiens (human)
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1576)
AUTHORS Zheng,C.F. and Guan,K.L.
TITLE Cloning and characterization of two distinct human extracellular
signal-regulated kinase activator kinases, MEK1l and MEK2
JOURNAL J. Biol. Chem. 268 (15), 11435-21439 (1993)
PUBMED 8388392
COMMENT Original source text: Homo sapiens cDNA to mRNA.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1576
/organism="Homo sapiens"
/mol_type="mRNA"
/dbyxref="taxon:9606"
ORIGIN
gaattcgagc cgaccgaccg ctcceggcee, goccccctatg ggccccggcet agaggcgcecg
ccgccgecgg cccgeggage cccgatgetg gcccggagga agccggtgct gocggcegcte
accatcaacc ctaccatcgec cgagggccca tcccctacca gcgagggcgc ctccgaggca
aacctggtgg acctgcagaa gaagctggag gagctggaac ttgacgagca gcagaagaag
cggctggaag cctttctcac ccagaaagcc aaggttggcg aactcaaaga cgatgacttc
gaaaggatct cagagetggg cgcgggcaac ggcggggtgg tcaccaaagt ccagcacaga
ccetegggec tcatcatgge caggaagctg atccaccttg agatcaagcc ggccatccgg
aaccagatca tccgcgagct gcaggtcctg cacgaatgca actcgccgta catcgtggge
ttctacgggg’ ccttctacag/ tgacggggag atcagcattt gcatggaaca catggacgge
ggctcectgg accaggtgct gaaagaggcc aagaggattc ccgaggagat cctggggaaa
gtcagcatcg cggttcteccg gggettggecg tacctccgag agaagcacca gatcatgcac
cgagatgtga agccctccaa catcctcgtg aactctagag gggagatcaa gctgtgtgac
ttcggggtga gocggecaget catagactcc atggccaact ccttcgtggg cacgcgctce
tacatggctc cggageggtt gcagggcaca cattactcgg tgcagtcgga catctggage
atgggcetgt, ccctggtgga getggecgtc ggaaggtacc ccatcccccc gcocccgacgce
aaagagctgg aggccatctt tggccggecc gtggtcgacg gggaagaagg agagcctcac
agcatctcge ctcggeccgag geccccccggg cgccccgtca gcoggtcacgg gatggatage
cggcctgecca tggeccatctt tgaactcctg gactatattg tgaacgagcc acctcctaag
ctgcccaacg gtgtgttcac ccccgacttc caggagtttg tcaataaatg cctcatcaag
aacccagcgg agcgggcgga cctgaagatg ctcacaaacc acaccttcat caagcggtcc

Figura 60. Ejemplo de archivo en formato FASTA.

GenBank, accesible a través del NCBI, facilita las secuencias de nucledtidos
intercambiando datos con el EMBL y DDBJ, obteniendo una cobertura mundial.
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3.2.3. Formato FastQ
Es un formato disefado para almacenar secuencias incluyendo un pardmetro de
la calidad de secuenciacion de cada nucledtido (es decir, indicando un valor de
probabilidad de que sea correcta o no una base indicada). Presenta extension
.fastq. Estos archivos contienen:

® Cabecera, que empieza con @

® Secuencia de nucledtidos.

® “+”,opcionalmente seguido de alguna descripcion.

® \Valores de calidad de secuencia (para cada nucledtido) en cédigo ASCII .

@SRRO01666.1 071112 SLXA-EAS] 8)7:5:1:817:345 length=36&
GCETGRTGECCECTIGCCCATEECETCARAATCCCACC
+SRRO0166€6.1 071112 _SIXA=EAS]1 s 7:85:1:817:345 length=36
ITITIIITIIIITIIIIIITIIIINIININIOIGCOIC

Figura 61. Ejemplo de estructura de archivo FastQ.

3.2.3.1. Evaluacion de calidad
El control de calidad de una secuenciacidn ayuda a decidir qué hacer con la
secuencia obtenida. Para ello, han de filtrarse los datos segun los siguientes
criterios:

@ Tamafio pequefio de las secuencias.

® Limite de calidad para cada nucleétido.

® Descarte de adaptadores.
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Existen diversas herramientas para ello, como:

® Fastx-toolkit

® GalaxySeqTK

® Cutadapt
El SRA (Sequence Read Archive) pone a disposicion los datos de secuencias
bioldgicas para permitir nuevos descubrimientos a partir de la comparacion
de conjuntos de datos. El SRA almacena datos de secuenciacién sin procesar

e informaciéon de alineamientos con datos obtenidos en plataformas de
secuenciacion de alto rendimiento, incluyendo Roche 454 o Illlumina.

3.2.3.2. Ejemplo de andlisis de calidad de secuencia en la plataforma
bioinformdtica Galaxy

1. Ingresar al SRA (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra)

2. Descargar / copiar datos de la secuencia nucleotidica SRR030252

mcorreap MyNCBI Sign Out

- e

grae. N |

Full+ Sendto: v

Related information
SRX012986: REL607 BioSample
1ILLUMINA (lllumina Genome Analyzer) run: 3.5M spots, 250.3M bases, 155.8Mb downloads PMC

Design: Genomic DNA was isolated from several milliiters of overnight LB cliture using a Qiagen Genomic-tip 100/G kit The standard FubMen
lllumina kit was used to prepare library DNA for sequencing. Taxonomy
Submitted by: Michigan State University
Study: Genome evolution and in along-term
+ SRP001369 + All experiments « All ins
Sample: Generic sample from Escherichia coli B str. REL606
116 + SRS007213 + All Al runs
Organism: Escherichia coli B str REL606
Library:
Name: REL607
Instrument llumina Genome Analyzer —
Strategy. WGS Lﬂi
Source: GENOMIC
Selection: RANDOM
Layout PARED Recent activity

Spot descriptor:

Search details
SRR030252[Al1 Fields]

Q@ SRR030252 (1)

Runs: 1run, 35M , , 155, Q homo sapiens (858290)
Published

250.3M 155.8Mb 2009-11-30 Q homosapiens (1)

Q HOMO SAPIEN (164995972)

Figura 62. Base de SRA en NCBI.
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3. Ingresar a Galaxy.org (https://usegalaxy.org/) y cargar el archivo
descargado de SRA .

= Galaxy

FastQC Read Quality reports (Galaxy Version 0.65) LHEstory S

fastac L) Short read data from your current history
NGS: OC and manipulation Bla o

EastoC Read Quality reports

‘Combine FASTA and QUAL into

FASTQ

No fastgsanger, fastq, bam or sam dataset available. Unnamed history

1 deleted
Contaminant list

O @& | © | nothing selected s65b

e tab delimited file with 2 columns: name and sequence. For example: lilumina Small RNA RT Primer CAAGCAGAAGACGGH A This history is empty. You can

Manipulate FASTO e load yo ta

various attributes Submodule and Limit specifing file )ad r own data or get
Blao data from an external source

e afile that specifies which submodules are to be executed (default=all) and also spegifies the thresholds for the each
= All workflows submodules warning parameter

O purpose

FastQC aims to provide a simple way to do some quality control checks on raw sequence data coming from high throughput
sequencing pipelines. It provides a modular set of analyses which you can se to give a quick impression of whether your data has
any problems of which you should be aware before doing any further analysis.

The main functions of FastQC are:

« Import of data from BAM, SAM or FastQ files (any variant)

« Providing a quick overview to tell you in which areas there may be problems

« Summary graphs and tables to quickly assess your data

« Export of results to an HTML based permanent report

« Offline operation to allow automated generation of reports without running the interactive application

O rastoc

This is a Galaxy wrapper. It merely exposes the external package FastQC which is documented at FastQC Kindly acknowledge it as
well as this tool if you use it. FastQC incorporates the Picard-tools libraries for sam/bam processing.

Figura 63. Sitio web de Galaxy.org.
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Download from web or upload from disk

Reqular | Composite

Size Type Genome Settings Status

567b Auto-det.. v Q  ----- Additional Sp.. & EEETTEES v

Type (set all): Auto-detect Genome (set all):

2 Choose local file || [ Paste/Fetch data || Pause | Reset| Start | Close

Figura 64. Seleccién de archivo en Galaxy.org.

4. Verificar que el formato esté en FastQ y seleccionar el archivo
resultante de la carga.

Short read data from your current history ~| History

T o) || El@lE)|z soresites
= &

. list .
NGs: OC and Unnamed history.

FastOC Read Quality reports B @7 S | [Nothing selected 1 show, 3 deleted
SR 18b delimited file with 2 columfst name and sequence. For eYample: Tiumina Small RNA RT Primer CAAGCAGAAGACGGCATACGA
FASTQ Submodule and Limit specifing file

reads on (BT @[S ]|2: sraresutiesv - 2:sra_result.csy

various attributes. 2 file that specifies which submodules are to be executed (default=all) and also specifies the thresholds for the each submodules warning
parameter

1348

Workflows
= All workflows.

FastQC aims to provide a simple way to do some quality control checks on raw sequence data coming from high throughput sequencing pipelines. It
provides a modular set of analyses which you can use to give a quick impression of whether your data has any problems of which you should be aware
before doing any further analysis.
The main functions of FastQC are:

« Import of data from BAM, SAM or FastQ files (any variant)

« Providing a quick overview to tell you in which areas there may be problems

* Summary graphs and tables to quickly assess your data

* Export of results to an HTML based permanent report

« Offline operation to allow automated generation of reports without running the interactive application

@ Fastqc
This is a Galaxy wrapper. It merely exposes the external package FastQC which is documented at FastQC Kindly acknowledge it as well as this tool if you
use it. FastQC incorporates the Picard-tools libraries for sam/bam processing.

The contaminants file parameter was borrowed from the independently developed fastqcwrapper contributed to the Galaxy Community Tool Shed by J.
Johnson. Adaption to version 0.11.2 by T. McGowan.

© 1nputs and outputs
EastOQ is the best place to look for documentation - it’s very good. A summary follows below for those in a tearing hurry.

Figura 65. Carga del archivo en galaxy.org.
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5. Observar el nivel de calidad.

Java

A sutable Java Runtime Environment

‘The Picard BAW/SAM Libraries (included in download)

:
IR - v o ' s,
I R - .

Initial Contact ‘Simon Andrews

)

Figura 66. Calidad en FastQ en Galaxy.org.

3.2.3.3. Ejemplo de andlisis de calidad de secuencia con la herramienta FastQC

1. Obtener un archivo descargado con extensién FastQC.

@SRRO01666,..1 O7IEL2 SLXA-EAS]1 s 7:5:1:817:345 length=36
GGGTGATGGCCGCTGCCGATGGCGTCAAATCCCACC

[EERRG GG 112 ST.XA-EAS]1 s 7:5:1:817:345 length=36
@B [ TTTLILIITIITTITTITIITITITITIITITOTGOIC

2. Ingresar a la direccién
www.bioinformatics.Babraham.ac.uk/projects
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File Help
Aedes-seqypti_ALL-PVALS_VB-2016-10.txt.07 | fast.fastg

About FastQC... I

FastQC High Throughput Sequence QC Report —’
Version: 0.11.5
www_bioinformatics babraham ac_uk/projects/
© Simon Andrews, Pierre Lindenbaum, Brian Howard, Phil Ewels 2011-15,
Picard BAM/SAM reader @The Broad Institute, 2013
BZip decompressicn @Matthew J. Francis, 2011
BaseB4 ancoding ERobert Harder, 2012
Jaus HDFS reader @ETH, CISD and SIS, 2007-14

Fast@C High Throughput Sequence GC Report
Version: 0.11.5
W DIoINSormatic’s babranam. ac. uiproects’
D Simon Andrews, Piesre Lindenbaum, Brian Howard, Phil Ewels 2011-15,
Picard DA SAL resder BThe Brosd |reie, 2013
BIip decampramizn Shistthers J Franca, 2011
Buiatt aresiding SRaten e 1013
Java HOF Y mader BETH, CIS0 and 515 2037-14

Lgae Fie: > Cipen o Select The seguence e you want to dheck

Figura 68. Apertura de archivo de secuencia FastQC.

4. Observar el resultado obtenido en cuanto a porcentaje de cada base
leida por el secuenciador para cada posicidn en la secuencia.
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Aedes-aegypti_ALL-PVALS_VB-2016-10.txt.gz | fast.festa

1 D

0
12345678910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36

5. Observar resultados en cuanto a la calidad (que depende de un
porcentaje alto de lecturas de la misma base en cada posicion). La zona
verde indica buena claridad.

Quality scores across all bases (Sanger | Ilumina 1.9 encoding)

12345678910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Position in read (bp)

Figura 70. Resultados de calidad en FastQC.
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3.2.4 .Conversion de formatos de secuencia de archivos de nucledtidos

1. Ingresar a http://sequenceconversion.bugaco.com/converter/
biology/sequences/

Sequence conversion

Provided by bugaco.com

Sequencing Data Analysis

Identify Disease-Causing Mutations Find Mutations Linked to Diseases Go to
qiagenbioinformatics.com/hgmd

@x

Trusted Convert file from:
Mutation fasta
Content to

Comprehensive genbank
Mutation
Coverage

Insights into Alphabet: ONone ®DNA ©RNA OProtein ONucleotide
Inherited

Disease 5
Eiamlnar... sample.genbank

Convert

Your file will automatically download when conversion is
finished.

Input format: genbank The GenBank or GenPept flat file format
Output format: fastq FASTQ files are a bit like FASTA files but also include sequencing qualities.
In Biopvthon ‘fasta’ refers to Sanaer stvie FASTQ files which encode PHRED aualities usina an

Figura 71. Conversion de archivos.

2. Escoger el archivo y los formatos para realizar la conversiénr, por
ejemplo FASTA a GenBank y presionar Convert.

3. Obtener el archivo en GenBank.
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L11285.1 1576 bp DNA UNK 01-JAN-1980
DEFINITION L11285.1 Homosapiens ERK activator kinase (MEK2) mRNA
ACCESSION L11285
VERSION L11285.1
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

FEATURES Location/Qualifiers

gaattcgagc cgaccgaccg CtCccggecc gcocccctatg ggecccggct agaggcgecg
ccgecgecgg cccgeggage cccgatgetg goccggagga agecggtgct gecggegete
accatcaacc ctaccatcgc cgagggccca tcccctacca gcegagggege, ctccgaggea
aacctggtgg acctgcagaa gaagctggag gagctggaac ttgacgagca gcagaagaag
cggctggaag cctttctcac ccagaaagcc aaggttggcg aactcaaaga cgatgacttc
gaaaggatct cagagctggg cgcgggcaac ggcggggtgg tcaccaaagt ccagcacaga
ccctcgggec tcatcatggc caggaagetg atccaccttg agatcaagcc ggccatccgg
aaccagatca tccgcgagct gcaggtcctg cacgaatgca actegccgta catcgtggge
ttctacgggg ccttctacag tgacggggag atcagcattt gcatggaaca catggacgge
ggctccectgg accaggtgct gaaagaggcc aagaggattc ccgaggagat cctggggaaa
gtcagcatcg cggttctccg gggettggcg tacctccgag agaagcacca gatcatgcac
cgagatgtga agccctccaa catcctcgtg aactctagag gggagatcaa gctgtgtgac
ttcggggtga gcggcocagct catagactcc atggccaact ccttcgtggg cacgcgetce
tacatggctc cggagcggtt gcagggcaca cattactcgg tgcagtcgga catctggage
atgggcctgt ccctggtgga gotggeccgte ggaaggtacc ccatcceecc gcoccgacgee
aaagagctgg aggccatctt tggecggece gtggtcgacg gggaagaagg agagcectcac
agcatctcge ctcggeccgag goccccecggg cgeccccgtca geggtcacgg gatggatage
cggcctgeca tggecatctt tgaactcctg gactatattg tgaacgagcc acctcctaag
ctgcccaacg gtgtgttcac ccccgacttc caggagtttg tcaataaatg cctcatcaag
aacccagcgg agecgggcgga cctgaagatg ctcacaaacc acaccttcat caageggtcec
gaggtggaag aagtggattt tgccggetgg. ttgtgtaaaa ccctgcggct gaaccagcece
ggcacaccca cgcgcaccge . cgtgtgacag tggccgggct ccctgcgtcc cgetggtgac
ctgcccaccg tccctgteca tgccccgece ttecagetga ggacacgtgg cgectccace
caccctcctg cctcaccctg cg ac cgt@gcgggg cgacagcgca tgcaggaacg
ggggtctcect ctectgecag toctggecgg ggtgcetctyg gggacgggcg acgetgetgt
gtgtggtctc agaggctctg cttccttagg ttacaaaaca aaacagggag agaaaagcaa
aaaaaaaaaa aaaaaa
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3.3. PROCESAMIENTO BIOINFORMATICO DE SECUENCIAS

El manejo de secuencias de nucledtidos o aminodcidos es necesario para
encontrar nueva informacién emergente o resolver problemas de biologia
molecular. Cuando se estudian secuencias muy largas y/o muchas secuencias, es
preciso recurrir para su procesamiento a herramientas bioinformaticas.

3.3.1. Secuencias reversa, complemenaria y reversa complementaria

Todas las plataformas bioinformaticas comprenden multitud de herramientas
de procesamiento de secuencias de nucledtidos y aminoacidos. Entre las
aplicaciones mas sencillas de los programas bioinformaticos se encuentra la
generacion de los siguientes tipos de secuencias:

® Secuencia reversa a unasecuencia dada: es decir, la misma secuencia en
ordeninverso. Util, por ejemplo, si la secuencia de una hebra codificante
viene dada en orden inverso.

® Secuencia complementaria de una secuencia de ADN. Determina la
secuencia de una hebra antiparalela a la de una secuencia dada de ADN,
pero en la direccionalidad inversa a la de la secuencia dada. Es decir,
si la secuencia dada esta en el orden convencional 5°-3°, la secuencia
complementaria se generara con el orden 3°-5, y viceversa.

@ Secuencia reversa complementaria de una secuencia de ADN.
Determina la secuencia de una hebra antiparalela a la de una secuencia
dada de ADN en la misma direccionalidad que la de la secuencia dada.
Es decir, si la secuencia dada esta en el orden convencional 5°-3°, la
secuencia complementaria se generara también con esa direccionalidad
5°-3". Asi, se puede visualizar el orden convencional en ambas
secuencias y estudiarlas y manipularlas bioinformaticamente para
diversas aplicaciones, como busqueda de genes o disefio de cebadores
(secuencias cortas de nucleétidos que complementan reversamente
con una secuencia de ADN para que se pueda iniciar una replicacion en
laboratorio).
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3.3.2. Busqueda de secuencias codificantes de proteinas

3.3.2.1. Marcos de lectura

Un marco de lectura (reading frame) es una divisién de una secuencia de
nucledtidos, dispuestos en el orden convencional,5°-3, en tripletes consecutivos.
Asi, una secuencia rinde tres posibles marcos de lectura, como se ilustra en el
este ejemplo:

5’ FAGGITGA‘CAqCGCtAAGlCCT]TAT}ATTFA Gq 3

Fuente: wikimedia.org16

Figura 73. Los tres posibles marcos de lectura en una secuencia

Los posibles marcos de lectura en este ejemplo son los siguientes:

AGG-TGA-CAC-CGC-AAG-CCT-TAT-ATT-AGC
A-GGT-GAC-ACC-GCA-AGC-CTT-ATA-TTA-GC
AG-GTG-ACA-CCG-CAA-GCC-TTA-TAT-TAG-C

Tras la obtencion de los marcos de lectura, las conclusiones son diferentes en
dependencia de a qué corresponda la secuencia ordenada de nucledtidos:

® Sijcorresponde a una regién de un ARNm, uno de los tres marcos de
lectura correspondera a una secuencia de codones en el ARNm.
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® Si se sabe que corresponde a una secuencia codificante para proteinas
(CDS), uno de los tres marcos de lectura corresponderd a una secuencia
de codones en el ADN.

@ Si corresponde a una region de la hebra codificante de proteinas,
podra haber intrones. Si los intrones tienen un ndmero de nucledtidos
multiplo de tres, los marcos de lectura se mantienen entre exones. Si no,
los marcos de lectura cambiardn entre exones.

® Sicorresponde a una region CDS, pero seignora si corresponde a la hebra
codificante o a la hebra molde, entonces habrd que obtener otros tres
marcos de lectura para la hebra antiparalela (reversa complementaria),
y alguno del total de los seis marcos de lectura se corresponderd a una
secuencia de codones del ADN.

® Si pertenece a una regién de cuerpo del gen, pero se ignora si
corresponde a la hebra codificante o a la hebra molde, también han
de obtenerse los otros tres marcos de lectura para la hebra antiparalela
(reversa comlementaria). Si hay alguna porcién exdnica, alguno del total
de los seis marcos de lectura se correspondera al menos parcialmente,
con una secuencia de codones del ADN.. Si existen intrones y éstos
poseen un numero de nucledtidos multiplo de tres, los marcos de lectura
se mantienen entre exones. Si no, los marcos de lectura cambiaran
entre exones.

3.3.2.2. Marco de lectura abierto

El'marco de lectura abierto (Open Reading Frame, ORF) es la parte de un marco
de lectura, en una secuencia de ADN o ARN, que a priori tiene el potencial
de ser traducido. Es decir, que comienza con un coddn de iniciacién y finaliza
con un codén de terminacion, respectivamente. Sin embargo, no tiene que
corresponder necesariamente con la auténtica CDS, ya que:
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® Puede que el marco de lectura no sea el correcto, el real en la célula.
® Puede que el coddn de iniciacidn no sea el auténtico en la célula.
@ Puede contener intrones, que habria que eliminar.

Existen varias herramientas online para encontrar ORFs en una secuencia daday
procesarlos. Una de ellas es ORFfinder, en la web del NCBI, que identifica todas
las ORFs de una secuencia dada.

3.3.2.3. Traduccion y retrotraduccion in silico (en computadora)

ORFfinder también genera las traducciones a polipéptidos de cada ORF.
Asimismo, existen aplicaciones que generan las traducciones de cada marco de
lectura.

También hay herramientas para retrotraducir una secuencia de nucledtidos.
Naturalmente, al existir aminoacidos que pueden ser codificados por un grupo
de codones distintos, las soluciones de retrotraduccién son en general variadas.
Sin embargo, son Utiles para diversos propdsitos en biologia molecular, como por
ejemplo para el disefio de cebadores degenerados (ver Seccidn 3.3.1. Secuencias
reversa, complementaria y reversa complementaria), que en general consisten
en mezclas de cebadores similares en secuencia, pero que en algunas posiciones
poseen nucledtidos distintos.

3.3.1. Alineamiento de secuencias

Alinear secuencias consiste en disponer al menos dos secuencias, de manera
que se puedan detectar facilmente las similitudes y/u homologia. Los algoritmos
a proposito se disefian de manera que las similitudes y/o las diferencias queden
resaltadas. A partir de estos alineamientos, se pueden obtener:
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@ Valores de similitud: Mediante andlisis cuantitativo de la estructura
primaria de dos o mas secuencias que pueden ser acidos nucleicos (ADN
0 ARN) o polipéptidos.

® Graficos de homologia: Mediante analisis cualitativo de las secuencias,
de nucledtidos o aminoacidos, que por razones generalmente evolutivas
(de evolucién de los organismos vivos) se han conservado en mayor o
menor medida.

Las comparaciones se efectlan a partir de miles de combinaciones, lo que seria
demasiado complejo sin ayuda de un equipo especializado, y se invertiria un
tiempo muy elevado tan solo para lograr ordenar las secuencias, sin contar
el tiempo invertido en el anadlisis e interpretacidon que podrian extraerse en la
comparacion.

Unaaplicacion del alineamientoy comparacién de secuencias de cadenas de ADN
o ARN es su utilizacidn en andlisis biomédico para emitir conclusiones acerca de
posibles cambios de secuencia (mutaciones) debidas a efectos de exposiciones
a contaminacion directa o indirecta del sujeto analizado. Algunas mutaciones
de CDSs son silenciosas, es decir, no alteran el aminoacido que se expresa a
partir del codén de ADN en que ocurrid la mutacién. Sin embargo, muchas de las
mutaciones pueden modificar el aminoacido, y por tanto la proteina y su funcion,
en la mayoria de los casos causando alteranciones negativas en el organismo.

La cuantificacién del parecido entre dos secuencias se hace a través del
parametro score (puntaje del alineamiento). Si el valor del score es alto significa
que hay alta similitud en un tramo largo de las secuencias comparadas.

o o) o

Oy 1O HO- L O

H H H

100 FELEMENIOS DE BIOINFORMATICA Y GENOMICA COMPUTACIONAL PARA INGENIEROS DE SISTEMAS



ELEMENTOS DE BIOINFORMATICA Y GENOMICA COMPUTACIONAL
PARA INGENIEROS DE SISTEMAS

Existen dos tipos de alineamiento:
® Pareado: ( 2 secuencias).
® Multiple: (mas de 2 secuencias ).
Ejemplo 1:
Secuencia 1: AAAACTTT

Secuencia 2: AAACTT

Alineamiento:
Secuencia 1: AAAACTTT

FLL T
Secuencia 2: AAA CTT

Secuencia 1: AAAACTTT

Secuencia 2: AAACCTT

Secuencia 1: AAAACTTT
RN

Secuencia 2: AAAGCTTT
AAAACTTT
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3.4. BUSQUEDA DE SECUENCIAS: BLAST

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) representa un grupo de algoritmos
desarrollados por Stephen Altschul, Warren Gish, David Lipman (del NCBI),
Webb Millar (Universidad Estatal de Pennsylvania), y Gene Myers (Universidad
de Arizona). Los programas BLAST comparan una secuencia dada (query) con
secuencias de bases de datos diana (target data bases, target DB). Las secuencias,
tanto las dadas como las de las bases de datos, pueden ser de nucleétidos (ya
sean de ADN o de ARN) o de aminoacidos (proteinas). La secuencia de entrada
ha de estar en formato FASTA (nucledtidos o aminoacidos) o similar. En el caso de
secuencias nucleotidicas, BLAST busca también homologias con las secuencias
reversas complementarias de las que estan en la base de datos.

Las comparaciones detectan polimorfismos (elementos no coincidentes) vy
grados de parecido, y uno de los resultados es una lista de secuencias ordenadas
de mayor a menor parecido. Existen opciones para delimitar las busquedas en
las target DB. La velocidad y precision del BLAST son clave en la busqueda.

Entre las diversas aplicaciones del BLAST, se encuentran, por ejemplo:

® Buscar y encontrar regiones conservadas (que por tanto tienen alta
similitud) de un gen en especies evolutivamente relacionadas para poder
disefiar cebadores (ver Seccién 3.3.1. Secuencias reversa, complementaria
y reversa complementaria) de un DNA aun no secuenciado de una de esas
especies, obtener una amplificacidon de un fragmento de ese gen en esa
especie, para poder entonces secuenciarlo.

YAV
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® Buscar y encontrar, a partir de una secuencia de un gen con funcidn
celular conocida en una especie, secuencias similares aun no
caracterizadas de otras especies, y que por tanto podrian pertenecer a
un gen con la misma funcién de aquél o parecida.

® Encontrar las secuencias mas parecidas, aplicando filtros o no, a una
dada, para hacer, por ejemplo, estudios de similitud o evolutivos
(obtener a partir de ahi arboles filogenéticos, por ejemplo; ver Seccidon
3.6. Matriz de distancias genéticas. Arboles filogenéticos).

3.4.1. Ingreso a la herramienta BLAST a través de NCBI

1. Ingresar a https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

2. Escoger BLAST en Recursos populares (Popular resources). Por
ejemplo, con esta herramienta puede calcularse que mds del 95% de la
composicion genética de los chimpacés es similar a la humana, por lo que
son considerados nuestros parientes evolutivos mas cercanos.

23 NCBI  Resources @ HowTo @ mcorreap My NCBI Sign Out

e
<NCBI Al Databa: o
e o &l \
Biotechnology iformaton

NCBI Home " Welcome to NCBI Popular Resources

Resource List (A7) The National Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to PubMed
i Re=oixces biomedical and genomic information Bookshelf

Chemicals & Bioassays. About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News | Blog PubMed Central
Data & Software . PubMed Health

DNA & RNA Submit Download Learn EUAST

Nucleatid
Domains &SR Depositidata or manuscfipts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a oo

Genes & Expression into NCBI databases computer class or watch a tutorial Genome
— SNP

1 Gene

Genomes & Maps » &
Homology

Genetics & Medicine

Protein

PubChem
Literature

Proteins
Saquence Anslysie NCBI Announcements
s - Develop Analyze Research
Taxonom) NCBI, NLM, NHGRI to hold on-campus
Y Use NCBI APIs and code Identify an NCBI tool for your Explore NCBI research and tiackKathor Janbary.9 e
Training & Tutorials Y i
] libraries to build applications data analysis task collaborative projects X
Variation From January 9th to 11th, the NCBI
3 iminkiomant fram covaral NIH i

Genome Workbench 2.11.5 now a

The latest version of Genome Workbench
includes a number of new features, fixes

Figura 74. Ingresar a BLAST desde NCBI.
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3.4.2. Tipos de busquedas BLAST en NCBI

Una vez en el sitio de BLAST se observa la siguiente consola:

Home  RecentResults  Saved Strategies  Help

Basic Local Alignment Search Tool
Magic-BLAST 1.1.0 available

BLAST finds regions of similarity between biological for HTTPS, i i primary
compares ide or protei q datab sequence identifier, and fixes problems with SAM flag values.
calculates the statistical significance. Mon, 07 Nov 2016 09:00:00 EST More BLAST news.

Web BLAST

Figura 75. Consola de BLAST.
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Programa

Query

Target DB

Descripcion

BLASTn

Nucledtidos

Nucledtidos

Una secuencia de nucledtidos se
compara con una base de datos
de secuencias de nucledtidos.

BLASTp

Proteina

Proteina

Una secuencia de aminodacidos se
comparacon unabase de datos de
secuencias de aminoacidos. Por
ejemplo, paraidentificar regiones
comunes entre proteinas.

BLASTx

Nucledtidos
traducidos a
proteina

Proteina

Una secuencia de nucleétidos se
compara con una base de datos
de secuencias de aminoacidos,
previa traduccién de la secuencia
de nucledtidos y su reversa
complementaria a las 6 posibles
proteinas®.

tBLASTNn

Proteina

Nucledtidos
traducidos a
proteina

Una secuencia de aminoacidos se
compara con una base de datos
de secuencias de nucledtidos,
previa  traduccién de las
secuencias de nucledtidos y sus
reversas complementarias a las 6
posibles proteinas*.

tBLASTX

Nucledtidos
traducidos a
proteina

Nucledtidos
traducidos a
proteina

Una secuencia de nucleétidos se

compara con una base de datos

de secuencias de nucledtidos,

previa traduccidon en ambos casos

de las secuencias de nucledtidos

y sus reversas complementarias a
las 6 posibles proteinas*.

*Basadas en los 6 posibles marcos de lectura.

Adaptado de: (“IBM Knowledge Center - ¢Qué es BLAST?”).
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3.4.3. Ejemplo de BLAST
3.4.3.1. BLAST en NCBI

1. Ingresar a Nucleotide BLAST (nBLAST) y copiar una secuencia de
archivo FASTA.

meorreap  MyNCBI  Sign Out
Home  RecentResults  Saved Strategies  Help

blastn | blasto | blastx | tblastn | thlastx |

Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gils), or FASTA sequence(s) &
[rcaccere

lcreeccee

|acanaaca
|AAACAGGGAGAGARARGCARARARARARARRRARAR

Or, upload file Examinar... | No se ha seleccionado ningin archivo. &

Job Title L11285.1 Homosapiens ERK activator kinase.
Enter a descriptie ftl for your BLAST search @
[ Align two or more sequences &
Choose Search Set
Database @Human genomic + transcript OMouse genomic + transeript (JOthers (ne etc.):

+| Human genomic plus transcript (Human G+T) | (176974 sequences) &

Exclude [ Models (xM/XP) (] Uncultured/environmental sample sequences

Optional

Limit to [ Sequences from type material

Optional

Entrez Query a Youllfll} Create custom database
L Enter an Entrez query to limit seafeh @

2. Presionar el botédn BLAST para obtener las secuencias mas parecidas.
BLAST busca las coincidencias a lo largo de una secuencia problema,
en ambas direcciones (hebras paralela y antiparalela), y finalmente
crea un alineamiento en los tramos de secuencia parecidos.

o N e
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3. En el panel que se obtiene se pueden seleccionar opciones distintas
a las que aparecen por defecto. Al cabo de un tiempo se obtiene el
grafico de coincidencia.

BLAST Results
Edit and Resubmit ~ Save Search Strategies > Formatting options Youllf} How to read this page | Blast report description
Nucleotide Sequence (1888 letters)

RID 345Y31DMOIR (Expires on 11-22 04:38 am)
Query ID Idl|Query_103547 Database Name swissprot
Descrii dund:

sequences
Molecule type nucleic acid Program BLASTX 2.5.1+ b Citation
Query Length 1888
Other reports: b Search Summary [Taxonomy reports]
©Graphic Summary
(©)Show Conserved Domains

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.

i

RF +1

Superfanilies PKc_like superfamily

101 Blast Hits on the Query Sequerice &
Mouse over to see the tile, click to show alignments.
Color key for alignment scores
W40-50 Wso-80 Ws0-200 W>=200

” e T ke L L
350 700 1050 1400 1750

Figura 77. Resultados del BLAST anterior para una secuencia de
Homo Sapiens.
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4. Descargar los alineamientos entre la secuencia problema'y cada una
de las secuencias encontradas.

BIDownload v GenBank Graphics ¥ Next 4 Descriptions
-
ed protein kinase kinase 2 (MAP2K2), mRNA
@FASTA (complete sequence) [ 1759 Number of Matches: 1
(OFASTA (aligned sequences) achics
Identities Gaps Strand

| 1559/1566(99%)  3/1566(0%) _Plus/Plus
| continue || cancel | -
~ LT LT

m 23
Query
soict 24

Query 134 g
o UL T

Related Information

OGenBank (complete sequence)

133

i DCLLELECEE LR

303
193

spyet. 363

%
2
1
3
Query 194
AECE LT EEE T

spier 364 423

254

4

3

4

3

253

Query 25 3
Sbict 424

s oy

483

Query 314
VLLLLCOLE UL LT
Sbyer 484

Query 374
Sbict 544
Query 43¢
sbict 604
Query 494
sbict 664
Query

ACLCCLEEEEECEECE LT

T

ACCECECCUEELCCCECE LD LT

R O O

Figura 78. Alineamiento en BLAST.

o 0
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\ |
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g
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00 000000000 OCOEOOOOEOOOOEOOEOEOEOONO O OO
3.4.3.2. BLAST en VectorBase con una secuencia obtenida en NCBI

1. Ingresar al sitio web de NCBI y escoger la base de datos Nucleotide
introduciendo, por ejemplo, Homo Sapiens.

2. Descargar en formato FASTA una secuencia del organismo
Homo Sapiens.

al HHomo Sapiens
Create alet Advanced

Species Summary~ 20 perpage~ Sort by Default order « Sendlo:~ Filters: Manage Filters
Animals (14,168,625) R

Plants (228,480) Choose Destination E—n =
Fungi(182.217) Items: 1 to 20 of 22687956 @File Oclipboard
Protists (65,820) - Ocollections [Tree]
Bacteria (6.780.864) o0e |1 s (14002105)

3 i li (1041952)
C:T,::;?ii’;y © Found 33315608 nucleotide sequences. Nucleotide (22687956) EST (88¢ Download 22687956 i ! bﬂesium (767)70 3

Caionen [J TPA. Homo sapiens chromosome 7 Format n tuberculosis (462773)
1. 158,409,401 bp linear DNA Summary = baumannii (452171)
Molecule types Accession: BL000002.1 Gt 30089982 Summary 15961254)
genomic GenBank FASTA Graphics GenBank
DNA/RNA (18,774.591) GenBank (full)
MRNA (1.211.277) P me 7
TRNA (1.018)
s e . 158,329,839 bp linear DNA
Accession: BL000001.2 GL 51847843
Source GenBank FASTA Graphics
databases.
INSDC (GenBank) (18,882,970

Accession List

ens BAC clone RP11-46 o
RefSeq(2.516.198) . 203,396 bp linear DNA Gl List

o Accession: AC073210.8 Gl 15638860 GFF3 Search details

Genetic GenBank FASTA Graphics "Homo sapiens” [Organism] OR Homo
compartments Sapiens[All Fields]

Chioroplast (4) Homo sapiens BAC €lone RP11-416N13 from 7. complete sequence

Mitochondrion (15.956) . 48,680 bp linear DNA

Plannkiganey Accession: AC0917995 GE 18693560,

Plastid (1.714) GenBank FASTA Graghies

Sequence length - Search
Homo sapiens genomic DNA, chromosome 21g

Custom range.

33,543,332 bp linear DNA
sy ate Accesslon: BAO0000S 3 GF: 55417888 Fwcantaciiily
(Comtom raage. GenBank FASTA Graphics

Besonlety e VA A i SO R SaPE ST © f Sabions Sosass (PRATORE

Entrez Query Create custom database
ot YoullTT m
Enter an Enfieaaueryto it search €A

3. Ingresar al sitio web de VectorBase

4. Ingresar a la herramienta BLAST del sitio web de VectorBase
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|Enter search terms

VectorBase Aoancsg seacn

ics Resource for Vectors of Human Pathogens

| zwa || asour | oncawsus || oowmiowos |

Home » Tools » BLAST BioMart

BLAST 2 Tutorials

Basic Local Alignment Search Tool

Galaxy

Genome browser Job Control

HMMer Load results
Ontalogy browser plob ID J
Add Description

Population Biology
Descijption |

Web Apollo

Upload FASTA File
|[ Examinar... | No se ha seleccionado ningtn archivo. Wantito save your options? Login or register here

Program Options Options
@ blastn Otolastn Otolastx Maximum E-Value Complexity Masking
O blastp O blastx 10 ‘
blastn - Nucleotide vs. Nucleotide Word Size Results per Query
MmE r Database

10 |v

Figura 80. Herramienta BLAST de VectorBase.

Home » Tools » BLAST

BLAST i‘ Tutorials

Basic Local Alignment Search Tool

>L11285.1 Homosapiens ERK(@ctivator kinase (MEK2) mRNA Job Control
GAATT CCECTCEEEBECCECCCCCTAT TAGAGGCGCCGS e Load results
CCCGCGEABEECCGATGCTGH CGETGCTGCCGGCGCTCACCATCAACCCTACCATCGE = |
CGi . TCCCCTACC: GGCGCCTCCGAGGEAAACCTGGTGGACCTGC! "TGGAG -
GAGETGGAACT TGACGAGCABCABAAGAAGCGGCTGGARGECTTTCTCACCCAGARAGCCARGGTTGGCG Add Description
AACTG TGACT; TCTCAGAGGTGEECECEEECARCGECGEEETGETCACCARAGT 112851 Homosa |
CCaGea TCATGGC 'GATCCACCTTGAGATCAAGCCGGCCATCCGG —
CCAGATCA' ,CAGGTCCTC GC CTCGCCGTACATCGTGGGCTTCTACGGGG
CCTTCTACAGT TCAGCATTTGGATGGAACACATGGACGGCGGCTCCCTGGACCAGGTGET
CARGA TCe TCAGCATCGCGGTTCTCCGGGGCTTGGCG

TACCTCCGAGAGAAGCACCAGATCAT GCACCGAGATGTGAAGCCCTCCAACATCCTCGTGAACTCTAGAG

QLA CACRACCACHES e v
Upload FASTA File
sequence.fasta Want to save your options? Login or register here.
Program Options Options
@ blastn O tolastn O tolastx Maximum E-Value ‘Complexity Masking
O blastp O blastx [10 |+ [on |+
blastn - Nucleotide vs. Nucleotide Word Size Results per Query
‘ per Database
11 |v
(10 v

Datasets
[[]All Datasets Nucleotide
» Aedes [ Contigs BBO2 strain genomic contig sequences, BglaB1 assembly.

Scaffolds BB02 strain genomic scaffold sequences, BglaB1 assembly, softmasked using RepeatMasker, Dust,
and TRF.
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6. Seleccionar el programa BLASTn y la base de datos de nucledtidos.

7. Escoger SUBMIT para la presentacion de la secuencia.

[ Lutzomyia longipalpis

M Alionn damactinn

Results

Job 157446 CLEARRESULTS
Description L11285.1 Homosa

Submitted Monday, November 14th, 2016 00:32:57 -0500 @ 0
Compute Time 13 seconds

Organism v Database

Biomphalaria glabrata (Transcripts) BB02 strain transcript sequences, BglaB1.4 geneset.

Biomphalaria glabrata (Scaffolds) BB02 strain genomic scaffold , BglaB1 A Dust, and TRF.

Biomphalaria glabrata (Contigs) BB02 strain genomic contig sequences, BglaB1 assembly.

Checked Hits

Quick align Pass to ClustalW | Download
include query

Show Query/Hit Numbers
Hit Gene Name Description  Query Aln Length  E-value ~ Score Identity Query Hit DB Sequence Hit

BGLB008932-RA L112851 514 7e=37 170 66.7%
BGLB010040-RA L11285.1 439 0.46 38 821%
BGLB007244-RA L11285.1 99 16 36 68.3%
BGLB007455-RA L11285.1 43 16 36 76%

BGLB009414-RA L11285.1 5% 34 90.9%
BGLB010179-RA L11285.1 57 34 100%
BGLB010806-RA L11285.1 a7 34 100%
BGLBO11727-RA L11285.1 57 34 83.3%
BGLB013517-RA L11285.1 57 34 95%

100000000 ®O

8. Descargar las secuencias obtenidas con BLAST de VectorBase.

3.5. DETECCION DE POLIMORFISMOS

En gendmica y protedmica, los polimorfismos son diferencias entre secuencias
similares que se comparan. Pueden ser secuencias del genoma o del proteoma
de un individuo, o comunmente secuencias de individuos de la misma especie
o de especies distintas.
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3.5.1. SNPs

El polimorfismo de un nucledtido o SNP (Single Nucleotide Polymorphism,
pronunciado snip) es una variacién en la secuencia de ADN que afecta a un solo
nucledtido.

Fuente: wikimedia.org"

Figura 83. Cadenas de ADN con el cambio de una base nitrogenada (y por
tanto, de nucledtido).

Se pueden buscar polimorfismos de un nucledtido para el estudio de
enfermedades complejas, lo que implicaria, si se encuentra por ejemplo en
individuos de una misma familia, que la enfermedad es heredable. Si una
enfermedad multifactorial (cuyo desarrollo parece depender de varios factores)
es heredable, muchas de sus variantes estaran asociadas a SNPs.

3.5.1.1. Ejemplo de Busqueda de SNPs en NCBI

1. Ingresar a https://www.ncbi.nlm.nih.gov en SNP.

2. Consultar sobre Homo Sapiens.
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mcoreap My NCBI Sign Out

v|[HOMO SAPIEN |

Create alet Advanced

Organism Display Settings: ~ Summary, 20 per page, Sorted by SNP_ID Sendto:~  Filters: Manage Filters
Homo sapiens
Customize

Search results Find related data

Variation Class Database: |Select v/
heterozygous Items: 1 to 20 of 164995972 Selected: 1 Page [1 | of8249799 Next>  Last>> N

in del

microsatsMts: i\, The following term was not found in SNP: SAPIEN
mnp

named 154340 [Homo sapiens]

snp 1 Search details

CCATTTCTCTAGACCTGCTGCCTAT [ [rHomo™ (oxgans sm)
288BP INDEL)/ (ALU)/~

Significance {2RBR ENDEL/(ALUN

benign JACAGTCACTTTTATGTGETTICGCC

likely benign Clinical significance: Pathogenic

likely pathogenic Validated by cluster,by frequency

other PubMed Varview

Clinical

pathogenic Search See more.
uncertain significance 1557093468 has merged into rs4340 [Homo sapiens] .
untested

CCATTTCTCTAGACCTGCTGCCTAT [ R
ecent activity
fisoptason (288BP INDEL)/ (ALU) /-

Tumoff
Chac i Fublled 1ACAGTCACTTTTATGTGETITCGCC urm Off Clear

MIM

Suwea Clinical significance: Pathogenic Q@ HOMO SAPIEN (164995972)
IR0 Validated: by cluster,by frequency

protein saraew Q@ homo sapien (23160)
structure

268 [H
Function Class 12268 Ittomo,ceplens) Q_ listério monocytogenes (16669)

3 splice site TG GAGATCA[A/G) TARAGTCA

Figura 84. SNPs en NCBI.

3.5.2. InDels.

En el genoma se producen fendmenos de insercion o delecién (eliminacién de
trozos de secuencias), que en conjunto se denominan InDels, y constituyen
mutaciones genéticas que pueden abarcar mas de un nucledtido. Los InDels
son considerablemente menos frecuentes en las regiones codificantes
qgue en las no codificantes, ya que en estas su repercusiéon en la biologia
del organismo es menor. Los InDels se estudian desde la genética forense
porque pueden utilizarse como marcadores polimérficos (marcan diferencias
entre varios tipos de individuos de distinta procedencia geografica en
determinados grupos poblacionales.

La mutacidon mas comun de la fibrosis quistica es una eliminacion, en el gen de la
proteina receptora transmembrana asociada a la fibrosis quistica (CFTR), de un
triplete de nucledtidos que codifican el aminodcido fenilalanina en la posicién
508 de la proteina (A F508 o p.F508del).
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l- insert ‘aaa’

1
[AGAGTATTGGCAAGCCACCTGGATTCCTGAGTGGBAGGTT

L cps 1

1 |
IAGAGTATaa aTGGCAAGCCACC TGGATTCCTGAGTGGGAGGTT'

T—CDS—T

Fuente: github.com 8

Figura 85. Representacion de un InDel (en este caso, una insercion en una
secuencia CDS).

3.6. MATRIZ DE DISTANCIAS GENETICAS. ARBOLES FILOGENETICOS.

La filogenética estudia la relacidn evolutiva de los seres vivos, y la filogenia es la
representacion del drbol de divergencia evolutiva.

Estos drboles filogenéticos pueden ser dicotdmicos o politdmicos. La
construccién de los darboles filogenéticos estaba originalmente basada en
distancias fenotipicas, que no reconstruyen necesariamente la evolucién sino
mas bien la similitud entre los seres. En la actualidad, estos arboles son mas
rigurosos al estar representados sobre la base de similitudes o diferencias de
secuencias gendémicas, como genes, o proteinas.

Existen dos métodos fundamentales de construccion de arboles filogenéticos:

® UPGMA (método de agrupamiento de pares no ponderados), basado en
la similitud en pares.

® Neighbor-joining, que aplica algoritmos y produce ramas proporcionales
en el arbol.
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A partir de la obtencién de matrices de distancias genéticas se pueden aplicar
distintos métodos de reconstruccion de las relaciones entre secuencias:
deterministico, probabilistico, inferencia bayesiana. (Ver Seccién 4.3. Algoritmos
aplicados a alineamientos de secuencias).

3.6.1. Un software de alineamiento y filogenia: Clustal Omega

1.Ingresar a Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

EMBL-EBI

Clustal Omega

Input form | W s | Help & Documentation <. Share | ® Feedbad

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 between three or more sequences. For

STEP 1 - Enter your input sequences

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

Or, upload afile: | Examinar... | No se ha seleccionado ningdn archivo.

STEP 2- Set your parameters
OUTPUT FORMAT [ Clustal wio numbers v

Figura 86. Sitio web de Clustal Omega.
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2. Seleccionar los archivos FASTA a comparar y obtener el resultado del
alineamiento.

EMBL-EBI

Clustal Omega

Input form | Web services | Help & Documentation

Tools > Multiple Sequence Alignment > Clustal Omega
Results for job clustalo-120161121-022739-0369-67384370-oy
Result Summary || Phylogenetic Tree || Submission Details

Download Alignment File || Show Colors || Send to Clustalw2_Phylogeny

CLUSTAL 0(1.2.3) multiple sequence alignment

LAQEDERVIXH

X0V_B
AOK08737.1

DADILIFVVPHQ

AOK08737.1

1X0v._8
AOK08737.1

v 8
AOK08737.1

3. Visualizar e arbol creado por Clustal Omega que no debe ser
considerado como un abol filogenético cientificamente riguroso, sino
como una guia de asociacidn genética entre especies o individuos.

gnl|dbSNP|rs3022953 0.00862
gnl|[dbSNP|rs155505140 -0.0086
gnl|dbSNP|rs5803139 0.26609
gnl|dbSNP|rs248 0.26991
gnl|dbSNP|rs 12813160 0.22578

Figura 88. Guia de Arbol de Clustal Omega.
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3.7. DISENO DE CEBADORES

K. B. Mullis (1983)* revoluciond el modo de detectar y amplificar fragmentos de
ADN mediante la técnica de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (Polymerase
Chain Recation, PCR), sin la cual no hubiera tenido lugar el enorme desarrollo de
la Bioilogia Molecular. La PCR consiste en la replicacién sucesiva de un fragmento
de ADN (amplicén), segun el fundamento que a continuacion se explica.

Una molécula de ADN se desnaturaliza (sufre la separacién de sus dos hembras) a
unos 95°C. El extremo 5’ de cada fragmento de hebra dentro del amplicén es una
secuencias nucleotidica corta que es complementaria con un oligonucledtido
(hebra corta) denominado cebador (primer). Por lo tanto, ese extremo de hebra
del amplicén, cuando el ADN esta desnaturalizado y se ha bajado la temperatura
lo suficiente (40-60°C), anilla (se alinea manera complementaria reversa) con
el cebador. De esta manera, el enzima ADN-polimerasa se apoya sobre esta
estructura de anillamiento para, a una temperatura 72°C, ir sintetizando el resto
de la hebra complementaria en sentido 5’-3’ (elongacion).

Naturalmente, los procesos consecutivos de anillamiento y elongacion
ocurren en ambas hebras, a partir de sendas moléculas de cebador. El ciclo
desnaturalizacién-anillamiento-elongacion se puede repetir indefinidamente,
de manera que se obtiene una amplificacion exponencial del amplicén.
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3.7.1. Caracteristicas ideales de los cebadores

Los cebadores se utilizan, por tanto, con el objetivo de obtener muchas copias de
un fragmento de ADN, y también en las tecnologias de secuenciacién por sintesis.
Con estos fines, han de disefiarse pares de cebadores para cada amplicdn. Las
caracteristicas ideales de los cebadores son:

® 20-25 nucledtidos de longitud, aunque podrian ser de 18 a 30
nucledtidos.

® GoCenelextremo 3.

® Temperaturas de fusidon (Tm, melting tempertaure), es decir, los valores
de temperatura en que, segun la misma desciende, los cebadores
comienzan a anillar a sus regiones complementarias en el ADN, que se
suelen encontrar en un rango de 50-65 °C. La diferencia de Tm entre los
dos cebadores para un amplicén no debe ser mayor de 2 °C.

® Contenido GC: 40-60%.

® Debe tener un 100% de apareamiento con el molde complementario
del amplicon.

3.7.2. Diseino de cebadores

Los programas bioinformaticos de disefo de cebadores rastrean alo largo de las
secuencias de dos hebras complementarias de ADN y encuentran sub-secuencias
cortas que se ajusten a las caracteristicas deseables de las regiones diana de
los cebadores. Esos programas pueden encontrar varios pares de cebadores y
ayudar a seleccionar el par mas apropiado para una amplificacidon concreta. A
continuacion se comentan algunas herramientas bioinformaticas para el disefio
de cebadores:
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3.7.2.1. Oligo

Oligo (National Biosciences, Plymouth, MN, USA; distribuido por sus
desarrolladores: Molecular Biology Insights, Plymouth, MIN, USA <http://
www.mbinsights.com>) es una herramienta valiosa valioso para el disefio
de sondas de hibridacidn (secuencias de nucledtidos que complementan a una
secuencia diana) y cebadores para PCRy secuenciacion. Aplica algoritmos
que tienen en cuenta aspectos termodindmicos, con lo cual se logra una mayor
probabilidad de éxito en la amplificacién.

3.7.2.2. Ejemplo con Primer3Plus

1. Consultar en internet el enlace de Primer3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi )

Primer3Plus PrimerMasager  Help

pick primers from a DNA sequence About Source Code
. " Select primer pairs to detect the given template sequence. Optionally targets and
Task: |Detecton v includedexchuiiigibions cot WM Pick Primers | Reset Form

Main General Settings Advanced Settings Internal Oligo Penalty Weights Sequence Quality

Sequence Id: !

Paste source sequence below Or upload sequence file: \’}xaminar... No se ha seleccionado ninglin archivo. | Upload File

Mark selected region: | <> [1 Save Sequence

Excluded Regions:

2. Copiary pegar la secuencia objetivo, en este ejemplo con Homo Sapiens.

3. Presionar el botdn Pick Primers.
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chq Buscar
e ram \ WA\ m@as/ Ay, ]

Primer3Plus

pick primers from a DNA sequence

< Back

Pair 1:

Left Primer 1:  Primer_F

Sequence: TGTTCCTTTTCAGGCAGCTT

Start: 40237 Length: 20 bp Tm: 60.0°C GC: 450%
Right Primer 1:  Primer_R

Sequence: TCACAAAGGCTGTCTCATGC

Start: 40433 Length: 20 bp Tm: 60.0°C GC: 50.0%
Product Size: 197 bp Pair Any: 5.0 Pair End: 2.0

Send to Primer3Manager Reset Form
TGGAGTTTCA CTCTTGTTGC CCAGGCTGGA GTGTAGTGGT GTGACCCCGG
CTCACTGCAG CCTCCACCTC CAGGGTTCAA GCGATTCTTC TGCCTCAGCT
TCCCAAGTAG CTGGGAGTAC AGGAGTGCAC CACCATGCCT CACTAATTAT
TTTTTATATT TTTAGTACAG ATGGGGTTTC ACCATGTTGA TCAGGCTGGT
CTTGAACTCC TGCCACAAGT GATCCACTTG CCTTGGTCTC CCAATGTGCT
GGGATTACAG ACGTGAGCCA TCGCACCCAG CCAAATTTTG TTATTTTGGA
AGGTGTTTTT CTTTTATTTG GCAGGACAGT TGTTGGTATT ATTCTCACTT
GACAGCTATT GTTTTCAGCA CTTAGACTAT ATCATACTTC CCTTCTGACC
TGCAAAATTT TCTTGACGTA TTCACTGGCT, ATCTTATAAG CCTATTATTA
TAAATGACAT ATCACTTTCA TCTTGCAGTT CGCAAGATTC TGTTGTCTGT

Figura 91. Disefio de primers en Primer3Plus.

3.7.2.3. NetPrimer:

Esta herramienta permite visualizar en los cebadores posibles defectos
que dificulten el anillamiento con la hebra molde.

3.7.2.4. Ejemplo de disefio de cebadores desde el NCBI

1. Ingresar al sitio web del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

2. Ingresar en la secuencia de nucledtidos (Nucleotide) de “Homo
Sapiens RP11-416N13 from 7” (puede teclearse en la seccién Search)
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‘0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 '000001’
Q
Q
Q
. Q
srv—z- — &
(Dn https://www.ncbi.nlm.nih.gov &
—— ST\ R0 e &
Q
%
ncaitome > Welcome to NCBI
Resource List (A-Z) for b
ANResciNces biomedical and genomic information. ookshelf
Chenmicals & Bioassays Aboutthe NCBI bMed Central
Data & Software PubMed Health
DNA&RNA Submit Download e

Domains & Structures aleppe

Genes & Expression into NCBI databases tet Genome

Genetics & Medicine B

Genomes & Maps T

Homology

Literature.

Proteins

Sequence Analysis Develop

Taxonomy Use NCBI APIs and code

Training & Tutorials

Variation Next Wednesday, February 22, 2017,
™ NORIwill neasnt 2 wahinar on the.
u ‘SmartBLAST updated to provide more

"1 information, database matches

13 Feb 2017
The SmanBLAST service has recently
hesn indated tn amnhacize matchas
‘Sequence Viewer 3.19 is now available
13 Feb 2017
Sequence Viewer 3.19 has several

Buscar en la pdaina TaTvl

Figura greso a NCBI.

OO OO OO0

OO OO OO OO0

OO OO OO

3. Seleccionar Pic Prime

@  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ 18693560

Sendto: ~

3 from 7, complete sequence

DNA  linear PRI 21-FEB-2002 Analyze this sequence
from 7, complete sequence. Run BLAST

Primers

Design
BLAST. Highlight Sequence Features

Find in this Sequence

data; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
imates; :

Related information

human genome sequence

Geno 1), 1097-1108 (1998)
7074

2 (bases 1 to 48680)

Pearman,C., Meyer,R. end Dignen,G.

The sequence of Homo sapiens BAC clone RP11-416N13

Unpublished

3 (vases 1 to 42680)

tred Genome Center,
University School of Medicine, 4444 Forest Park Parkwey, St. Louis,
¥ 63108, USA _—
4 (bases 1 to 48680) LinkOut to external resources

SEQUENC LOC=i | reagents
| IEvartinkinant shamal

Figura 93. Consulta de Primer desde NCBI.
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Se obtendra la pantalla de la busqueda especifica de Primer.

4. Presionar el boton Get Primers

x| Qsuscor

» NCBU Primer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).
Resetoage Save searchparameters Refrieve PBublication  Tips for finding

PCR Template
Enter accession, gi, o FASTA sequence (4 refseq record s preferred) ) Clear Range
acosarss.s —

Forward primer
Reverse primer
Or, upload FASTA o . | No se ha seleccionado ningin archivo.

Primer Parameters
Use my own forward primer
(5'>3"on plus strand)

Use my own reverse primer
(5'>3" on minus strand)

Clear
Clear

PCR product size
# of primers to return

opt Max Max T difference
:’Tri;ler melting temperatures 57 60.0 630 3 @
Exon/intron selection Arefseq MRNA sequence as PCR template input s required for optons in the secton g
Exon junction span No preference vie
Exon junction match Exonat'side Exonat3 side
7 4

Intron inclusion [ primer pair must be separated by
Intron length range Min Max

Figura 94. Pantalla de busqueda de cebadores en NCBI.

100 L L— = ) s
_SEQUENCE=AC091799.5&LINK,

bi.nim.nih, 20
e ST bases at mos amnal o 00 s e & or S sle ol e B g
O rivir paic ¥ on
Intron length range Min Max
1000 1000000 |

Intron inclusion

Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow
Primer Pair Specificity Checking Parameters/
Specificity check v for primer pairs o
Search mode .| Automatic vie
Database | |Refseq mRNA vie
o .

XM, XR prefix) (] sequences &

9606
Enter an organiem name(or organism group name such as enterobacteriaceae, rodents), taxonomy id or select from the suggestion kst as you type. g

| Add more organisms
Entrez query (optional) | ™
Primer specificity stringency | primer musthave atleast|2 v |total mismatches to unintended targets, including
atleast|2 v |mismatches within the last|S v |bps atthe 3'end. @
Ignore targets that have 6 v | or more mismatches to the primer. &

Max target size | Em ™
O

Splice i primer to ampiify spiice variants (requires refseq MRNA sequence as PCR template input) g

Dl s D g

» Advanced parameters Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow

Disclsimer | Privacy | Acogfalbllily | Contect | Send fesdbac on new interface

Figura 95. Generacion de cebadores en NCBI.-
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5. Presionar check para obtencion de los cebadores

Status Running Check.  Cancel
Current time 19 June 2017, 11:02:08

Time since submission 31 sec

Progress Message

Figura 96. Obtencion de cebadores.

Primer-BLAST

»NCBU Primer-BLAST : results: Job i tvdst.

lNHIPA  more

Input PCR template  AC091799.5 Homo sapiens BAC clone RP11-416N13 from 7, complete sequence
Range 1- 48680
Specificity of primers

Primer pairs are Spedific to input template as no other targets were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to Homo sapiens)
Other reports >Search Summary

Graphical view of primer pairs

oK, ek ek sk 18K |e2x__ eax 8K

Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5>3) Templatestrand  Length Start Stop Tm  GC%
Forward primer  CTCTGCCTGCAAACATACAGC Plus 21 6913 6933 59.87 5238
Reverse primer ATTCAATGCAAAGCAGAGGGT Minus 21 TATT 7457 5847 4286
Product length 565

Figura 97. Primer par de cebadores propuesto para la secuencia RP11-
416N13 de Homo sapiens, en NCBI.

Se presentaran 10 opciones de pares de cebadores con caracteristicas similares
para las cuales se especifica su porcentaje en guanina y citosina (GC%), la regién
que se esta amplificando y la longitud del amplicén.
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Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5>3) Templatestrand  Length Start Stop Tm  GC% Self
Forward primer  CTCTGCCTGCAAACATACAGC Plus 2 6913 6933 6987 5238 4.00
Reverse primer  ATICAATGCAAAGCAGAGGGT Minus 27 477 7457 6847 4286 5.00
Productlength 565

Primer pair 2

Sequence (5>3) Template strand  Length Stop Tm  GC% Self
Forward primer  TGAACATGTGACCTCTCTGCC Plus 21 6919 6000 5238 6.00
Reverse primer  CACAAACACACTTACTTGCTCCA Minus 2 701 5962 4348 3.00
Productlength 135

Primer pair 3

Sequence (5>3) Template strand Length Stop Tm  GC% Self
Forward primer  TCTGCCTGCAAACATACAGCA Plus 21 6934 60.55 47.62 4.00
Reverse primer  GAATTCAATGCAAAGCAGAGGGT Minus 23 7457 60.06 4348 6.00
Productlength 566
Primer pair 4

Sequence (5'>3) Template strand  Length Stop Tm  GC% Self
Forward primer  TGAAGTGTTTTCATGCCACTGAC Plus 2 6425 5993 4348 5.00
Reverse primer  GTTTGCAGGCAGAGAGGTCAC Minus 21 6906 6148 57.14 4,00
Productlength 524
Primer pair 5

Sequence (5>3) Template strand  Length Stop Tm  GC% Self
Forward primer  CCACTGACTTTACCTATCCCACA Plus 23 6440 5948 4783 3.00

Figura 98. Detalle de reporte de los primers.

3.7.2.5. Geneious

(Ver Seccion 3.8.12. Disefio de Primers en Geneious) f
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3.8. UNA PLATAFORMA PARA EL TRATAMIENTO BIOINFORMATICO INTEGRAL DE
SECUENCIAS: GENEIOUS

La plataforma Geneious (Biomatters Ltd.) es un software que comprende una
amplia gama de herramientas bioinformaticas integradas. Para descargarlo debe
ingresar a http://geneious.com/download.

DOWNLOAD PRICING FEATURES SUPPORT

Geneious 10.0,2 Download

Download and install the the world's leading bioinformatics seftware platform

used by over 2,500 institutes in‘'more than 65 countries.

[Para profundizar en el manejo de la plataforma Geneious, existen diversos
manuales, algunos de los cuales se mencionan en el subapartado "Tutoriales de
Geneiuos", en el apartado "Referncias Bibliograficas", al final del libro]

3.8.1. Requisitos minimos para el funcionamiento de Geneious

Geneious es compatible con los sistemas operativos mas comunes: Windows,
Mac y Linux. Requisitos minimos:

Procesador: Intel x86/x86-64 MHz.
Memoria: 2048 Mb o superior.
Disco duro: minimo 2 Gb.

Resolucidn en pixels: 1024 x 768 o superior.

Lenguaje: Java 1.8 o superior.
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3.8.2. Licencias en Geneious

Se pueden activar una licencia personal o elegir conectarse a un servidor de
licencia a través del menu Ayuda en Geneious, mediante las siguientes opciones:

® En caso de haber adquirido una licencia personal, utilizar una clave
de licencia. Para esto ha de introducirse el nombre del licenciatario
tal y como aparece en el correo electrénico donde recibid su registro
de activacién. Se requiere conexion a Internet para activar licencias
personales, y debe configurarse el firewall / proxy para permitir el
acceso a http://licensing.biomatters.com en el puerto 80.

® Usar el servidor de licencias, en caso de que se hubiera adquirido una
licencia adminsitrada a través de un servidor de licencias FLEXnet.

® Usar el gestor de licencia y activos de software Sassafras KeyServer,
administrado a través de Sassafras (https://www.sassafras.com/).

Una licencia para descargar la version libre es remitida a un correo electrénico, y
facilita 14 dias de prueba. En el presente tutorial se ha utilizado la versién R10.0.2
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Show several viewers simultaneously on the same document
using th ewer items in the Viewmenu.

Figura 100. Pantalla inicial de Geneious R10.

3.8.3. Instalacion de Geneious

3.8.3.1. En Linux

1. Acceder a la pestafia de descarga en el sitio de Geneious: http://www.
geneious.com/download

2. Por defecto se mostrard el enlace para descargar el instalador para Windows.
Para cambiar al el instalador de Linux, hacer clic en Linux y descargar

‘ DOWNLOAD 10.0.4 FOR LINUX

Mac and Windows Previous Versions

Figura 101. Descarga de Geneious en Linux.
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Se descargard el archivo Geneious_linux64_10_0_4_with_jre.sh (ultima versién
disponible en el momento de elaborar este documento)

3. Abrir una ventana del terminal de comandos en Linux.
4.Sielarchivo se guardd en Descargas (o Downloads), ejecutar lo siguiente:

usuario@computador~$ sudo su
root@computador:/home/usuario/# cd Descargas
root@computador:/home/usuario/Descargas# sh Geneious_
linux64 10 0 4 with_jre.sh

Nota: después de invocar al superusuario << sudo su>> el terminal pedira la

contrasena del sistema.

3.8.3.2. Instalacion en Windows

Para ello, descargar el instalador para Windows, y realizar doble clic para
ejecutarlo, y seguir las instrucciones. Si se instala por defecto, Geneious se
alojara en Archivos de programa.
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Se pueden instalar plugins y personalizar funciones adicionales de Geneiuos.
Para ello, ingresar a Herramientas (Tools) = Plugins.

File Edit View Tools Sequence Annotate & Predic

« ¢ x| 7

Back  Forward | BLAST Workfows | Algn/Assen

20 Local (0
&€

Categories
Assembly.
Assembly.

-8 Sample Documents (0)
8 Aignments (8)
8 Cloing (12)
8 Contg Assemby ()
-89 Genomes 0)
9 Bsctera ()

o | Assembly

Assembly In
Services and Sea...

soopE@s®

i
§

9 Plasnids from NEB (27)
9 priners (12)
-8 Proten Documents (5)
&8 Curso bioinformatica (0)
&89 Ensamblaje por mapeo (4) Chedefor tes now
B ejemplo Geneious (3) ";ﬁmw j
9 Moéaias Primera parte (5) ) Automatical check for updates to intalled plugins

9 priners (11)
B RAD-seq-variant caling (0) [V Telme when [exciting v new plugins are released
& 9 Secuencadén de novo (4, 2 unreal
B ejemplo Geneious (3) (] Also check for beta releases of phugins
9 Secuendacién de Sanger (5)
# Tree Documents (4)
& W Deeted ttems (25)

 Genome.
Using 95 / 4540 M8 memory

3.8.4. Eleccion de la ubicacién para almacenar datos

Geneious almacena datos en una carpeta llamada Geneious. La ubicacién
de esta carpeta es solicitada en el momento de la instalacion; es posible
almacenar datos en una red o en una unidad USB para que pueda acceder
a ella desde otros ordenadores, pero no es recomendable pues esto puede
afectar al rendimiento. Para cambiar la ubicacién de la base de datos
Geneious ir a Tools = Preferences - General.
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:

- @ R 7 || | Gerere [Pugns and Features | Appearance andsenavir | Keyboard | = 1cat [ seauencns|

[¥] Check for new versions of Geneious
[] Also check for beta versions of Geneious. »
[ Crec o updtes | T

[¥] Send anonymous usage information
(® Let Genelous decde how much memry to use: ROEG ?
(O Maxmemory avaiable to Geneious: [4540

Use drect connection
oy st [
proxyport: ||
Config fle location: |
Proxy Password.

‘Connection settings

() oo i |

()
@

DOCUMENTOS |
FUENTES

[ 30 structre Sequence view | Amotations | Vitual Gel | Text view | Lnesge [ 1nfo

& » & exract GERC) G Transate @ Add/Edt Amnotation (restricted) | Alow Editng (restricted) @ Amotate aPredct | [l Save

G 2

" roens €838 RN VISTA DEL

it DOCUMENTO

_ PANEL DE i
FUENTES

Figura 105. La ventana principal de Geneious.
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H H H

El panel Fuentes (Sources) muestra los documentos almacenados y los servicios
de Geneious para almacenar y recuperar datos. El simbolo mas (+) indica que
una carpeta contiene subcarpetas, con acceso a:

® Documentos locales.

® Bases de datos NCBI - Gene, Genome, Nucleotide, PopSet, Protein,
PubMed, SNP, Structure y Taxonomy. Geneious, a través de conexién a
Internet, se direcciona a la URL de bases de datos de NCBI, para que el
usuario pueda especificar, por ejemplo, qué campo de un documento
GenBank se copia en Geneious.

® Bases de datos compartidas, si estd configurado.

@ Bases de datos Geneious de contactos, si se hainstalado la colaboracidn.

El panel de visor de documentos muestra el contenido de cualquier documento
haciendo clic en el documento y asi permitiendo ver secuencias u obtener
alineamientos, arboles, estructuras en 3D, resumenes de articulos de revistas y
otros tipos de documentos en una vista de texto o gréfica sencilla. Las opciones
para controlar el aspecto y el disefio de un documento dado se muestran en el
menu de la derecha.

3.8.6. Mover archivos

Los archivos se pueden mover de varias maneras entre carpetas: arrastrar y
soltar, copiar y pegar, o eliminar archivos o carpetas.

o 0 o

OO é@ﬁ—v@g
H H
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3.8.7. Controles generales de visualizacion

En la barra de herramientas, en la parte superior derecha del visor, existen los
controles:

® Share (compartir): Permite compartir la visualizacién actual en Twitter,
Facebook o correo electrénico.

® Split View (dividir vista): Proporciona varias opciones para dividir la
vista, por lo que se pueden mostrar varias vistas al mismo tiempo para
un documento.

® Expand (ampliar vista): Expande el panel de vista del documento para
llenar la ventana principal ocultando el panel de fuentes. Al hacer clic
nuevamente, regresa al disefio original.

® New window (nueva ventana): Abre otra vista del documento actual en
una ventana separada.

® Help (ayuda): Abre el Panel de Ayuda.

File Edit View Tools Sequence Annotate &Predict Help
= = e
-« B (& = Y-
Bos_ Foerd | upsT Wokdows | Aipihcoetidi i
Sources.

Al [ Name 4

DISSECTING THE IN VIVO ASSEMLY OF THE 305 RIEOSOMAL SUBUNIT REVEALS THE ROLE ... ESCHERICHIA COLI
o R THREE DIMENSIONAL STRUCTURE OF YEAST T-RNA-ASP. I. STRUCTURE DETERMINATION -

: CONTROLES GENERALES

3 structure | Sequence View | Annotations | VrtualGel | Text View | Lineage

i s G e o e DE VISUALIZACION

- @ Curso bionformética (0)
& Ensanbiaje por mape (4)
# ejemplo Geneious (3)
9 Moéaas Primera parte (6)
9 primers (11)
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3.8.8. La barra de menu de Geneious

Se puede acceder a las funciones en Geneious desde la barra de menu, dividido
en siete submendus:

® File (archivo): Se encuentran opciones para la gestion de archivos,
administracion de carpetas, copias de seguridad de archivos, etc.

® [Edit (editar): Contiene opciones para encontrar y cambiar el nombre de
los documentos y su contenido.

® View (ver): Presenta varias opciones y comandos para cambiar la
forma de ver los datos en Geneious, como regresar a los documentos
que se hayan seleccionado anteriormente, o controles generales de
visualizacion.

® Tools (herramientas): Presenta opciones para Alinear / Ensamblar,
Arbol, Clonacidn, BLAST, Concatenar secuencias o Alineaciones, Plugins
y Preferencias.

® Sequence (secuencia): Contiene varias operaciones para la manipulacion
de secuencias de nucleétidos y proteinas, incluyendo extraer la parte
seleccionada de una secuencia o de una alineacion en un nuevo
documento, invertir direccion de una secuencia, crear un nuevo
documento de proteinas a partir del ADN traducido, establecer si las
secuencias seleccionadas son circulares, convertir entre ADN y ARN (es
decir cambia todas las T de una secuencia a U, o viceversa), etc.

® Annotate & Predict (anotar y predecir): Contiene muchas herramientas
para encontrar la prediccion y la anotacion de regiones de secuencias y
alineaciones.

® Help (ayuda): Se compone de las opciones de Ayuda estandar que ofrece

Geneious, como Recursos en linea, Comprobacidn de nuevas versiones
de Geneious, Soporte o Activar licencias.
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3.8.9. Importar a Geneious archivos de bases de datos publicas

Geneious es capaz de comunicarse con un nimero de bases de datos publicas
alojadas por el NCBI y la base de datos UniProt. Desde 1988, NCBI es un
recurso publico para obtener informacién sobre biologia molecular y Geneious
puede descargar informacion de nueve de sus bases de datos (Gene, Genome,
Nucleotide, Popset, Protein, PubMed, SNP, Structure, Taxonomy) para llevar a

cabo busquedas NCBI BLAST.

@ Contig Assembly (7)
—]' Genomes (0)

i il Eukaryotes (157)

i Human (26, 1 unread)

' Plants (42)

... viruses (6)

@ PlasMapper Features (314)

#® Plasmids from NEB (27)

' Primers (12)

= Protein Documents (6)

&- @ Curso bisinformatica (0)
=8 Ensaﬂblaje por mapeo (4)

... ejemplo Geneious (3)
# Molécuas Primera parte ()
@ primers (11)

. RAD-seqg-variant calling (0)
El ' Secuenciacién de novo (4, 2 unrea

.l Secuenciacién de Sanger (5)
il Tree Documents (4)
- W Deleted ftems (25)

(% Nudeotide
- (7 PopSet

- [ Protein

- [ Structure
- [ Taxonomy

136 HEMENTOS DE BIOINFORMATICA Y GENOMICA COMPUTACIONAL PARA INGENIEROS DE SISTEMAS



ELEMENTOS DE BIOINFORMATICA Y GENOMICA COMPUTACIONAL
PARA INGENIEROS DE SISTEMAS

Estos depdsitos de NCBI son utilizados en los datos de biologia molecular y estan
conectados a Geneiuos. Con el fin de activar una licencia, descargar plugins y
buscar bases de datos externas como NCBI, Geneious debe tener conexion a
Internet y verificar el firewall o el servidor proxy , pudiendo llegar a tener que
configurarse manualmente la conexién.

3.8.9.1. Obtencion desde Geneious de archivos de secuencias nucleotidicas
GenBank en FASTA

1. Ingresar a https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
2. Ingresar a Nucleotide y consultar, por ejemplo, en Homo sapiens.

3. Obtener formatos de archivos de secuencias nucleotidicas GenBank
y FASTA.

3.8.9.2. Obtencion de secuencias de nucleotidos desde NCBI con Geneious y
extraccion de un sector

1. Crear la carpeta AprendiendoGeneious/Nucleotide.
2. Ingresar a Nucleotide de la base de datos de NCBI.

3. Seleccionar una especie bioldgica (un ejemplo sencillo es el hombre
—Homo sapiens).

4. Presionar Search para conectarse a la base de datos correspondiente.

5. Una vez que se complete la busqueda, arrastrar la secuencia a la
carpeta creada AprendiendoGeneious/Nucleotide.
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6. Para ampliar las secuencias debe utilizarse el zoom ( en el caso de la

captura de pantalla mostrada se ha ampliado al 90%).

Sequence View | Amnotations | Dotplot (sef) | DNA Fold | Text iew | Lineage [ Info|

@ B G extact GERC. 5P Transiate @  MowEdtng & Hsove

= & 5 A
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Figura 109. Secuencia obtenida desde Geneious.
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7. Seleccionar desde el nucledtido 1 a 10: AATACTGCA

8. Presionar Extract para obtener esta seleccion e incluir un nombre,
en este caso SEG_SSADCYAP SectorlalO.

Eile Edit View Tools Sequence Annotate & Predict Help

@ (& x| 7

Name v

& sEG ssACHp. us scrofa domestious PACAP (ADCYAP1) gene, partal cds

< AN
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& B Gbxvact GRC. 59 Tronsate G Add Amotaton | / AlowEdtng @ Amnotate 8Predct | [l sove

RONBO ?
58] [ |

ICAh!A:T

E3
AAGAGTTTGC TTAA

Ll 0
cceeeae BATGTC
_ADCYAP1 repeatregion.

Q@A c

»

" a2 %
cTACG e (S

R
e v
[ wrap
® ® = © u B[ soutone
NN NN NN NN RN SN NN NN NN N NN N NN ) RN 1 :
o oo

£ 3% 30 £ £
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNGNNNNNNENNNNNNNNNNNNNNN c

8. Presionar Extract para obtener esta seleccién e incluir un nombre
-en este caso SEG_SSADCYAP Sectorlal.

File Edit View Tools Sequence Annofate &Predict Help -
G- B @ A7 LH40 0 O ?
Back  Forward | BLAST Workflows. Aiv‘lAsurﬁkmnmaw-q Mwwlndu
—

v Name v Desarption

&)

&) Curso biinformaitica (0)
=@

)
Features (314)

Plasmids from NEB (27)

9 Primers (12)
-9 Proten Documents (40, 3 unread)
‘Tree Documents (4)

- § Detted tems (3)
@ Shered Databses

) p‘ s e e T
scrofa domestiaus PACAP (ADCYAP 1) gene, partial cds.

< h. 4

me Annotations | Dotplot (Sef) | ONA Fold | Textview | Lineage | nfo|
@ B Gevat GRe & Transate dp &/ AlowEditng @R

HNEG 2

. o
AATACTGCAG
'ADCYAP1 exon

[2]#2 [kl []»® 3

Colors: [ACGT-

g
|| &

raphs
Annotations.

] Conplement
[ Transiton

Cradar Overview
¥ Linear View
Virap

Show Name:

Show [Descripton

82 ¢ 090N

Figura 111. Extraccion del de los nucledtidos 1 al 10 del gen PACAP con el

descriptor SEG_SSADCYAP Sector1al0.
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3.8.10. Alineamiento de secuencias en Geneious

1. Seleccionar los dos sectores SEG_SSADCYAP Sector1alOy SEG
SSADCYAP Sectorlas.

File Edit View Tools Sequence Annotate & Predict Help

@ % ¢ =

Back  Fovward | BLAST Workfows | Algn/Assemble Tree Primers
Sources

&8 Proten Documents (40, 3 unread)
9 Tree Doauments (9
- W Dekted 1tems (1)
(@ Shared Databases.
2B Operations.
-7 NeBL
B cene ()

Genome
2 Nudeotide (150)
Popset (5)

@ Proten

Sequence View | Amotations | Dotplt | Vitual Gel | DNA Fold | Lengths Graph | Text View | Info

# Nowsding G

& P Gewect Ghre. &) Transate @ AddEd

1
1.5EG_SSADCYAP Sectorla5  AATAC
p > 0.3

Colors: [ACGT -
(] Graphs

snotatins

B Pubved =3
] Complement
[ Transiation

2.5EG_SSADCYAP Sectortal0 AA

> ADCYAP1 CDS ¢
R

Figura 112. Seleccion de los dos sectores en una secuencia: SEG_SSADCYAP
Sector1al0y SEG_SSADCYAP Sectorlas.

2. Para el alineamiento, seleccionar Align/Ensemble y escoger
Pairwise Align.

il Edit View Tools Sequence Annoate & redlt Uil
@ » | x| 48 010 o °?

Bak  Foviard | BLAST Workfows | Algn/Assemble Tree Primers Cloning | BackUp Support Hebp
3 -

Description
Sus scrofa domesticus PACAP (ADCYAP 1) gene, partial cds
 domesticus PACAP (ADCYAP1) gene, partal cds.
 domesticus PACAP (ADCYAP1) gene, partial cds.

8 Contig Assenbly ()
8 Genomes (239)
89 Flastapper Features (314)

[ Gtz Arert| 7 S ment 7 st Arment R Recen 7 Trandton i

(] Automatically determine drrection (slower)
(lgrmen type |Gl abgrment with free e gape ]
CostiMatrx: [65% smiarty (5.0/4.0)

0] Crete an agrment without acualy aong the secuences
] Complement
[ Transiaton

Gradar Overview
Cwre

A el

Oshow [Desapton_+ |#F
(V] Show sequence numbers.

Figura 113. Seleccion para alineamiento.
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3. Se obtiene la siguiente pantalla:

Eile Edit View Tools Sequence Annotate &Predict Help

@ » (¢ x| 7

Back  Forward | BLAST Workfons | Algn/Assemble Tree

-0 Local (0)
a0

Aignment View | Annotations | Dotplot | Distances | Text View | Lineage | Info|
G B Gewact GRC §) Transte b & Mowedang &

Consensus
Identity

£+ 1.SEG SSADCYAP Sectorfas
5 ERER Koot m——  —

Figura 114. Resultado del alineamiento SEG_SSADCYAP SectorlalOy SEG_
SSADCYAP Sectorla5.

File Edit View Tools Sequence Annotate &Predict Help
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Figura 115. Alineamiento global de Needleman-Wunsches (Ver Seccion
4.3.1. Algoritmos globales).
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3.8.11. Visualizaciéon de genomas completos

1. Descargar en Genious, desde NCBI, el genoma de la mitocondria de Homo
sapiens, y copiar el archivo en la carpeta AprendiendoGeneious/genoma.

) Geneious (Restricted) 10.0.3
File Edit View Tools Sequence Annotate & Predict Help

@ - | & x +#£C| 0 0 °?
Back  Forward | BLAST Workflows | Algn/Assemble Tree Priners Cloning | BackUp Support Help
Sources.

50w = vesabton

O Nc_ooos4s. ‘Sus scrofa mitochondrion, complete genome

<

>
apper g
:mus(:.;m:s(zn Sequence View | Annotatons | Dotolt (sef) | Text Vew | Lneage | ino) _
-9 Protein Documents (40, 3unread) | | €8 % G Exvact GFRC. &) Translate dp | & Mowedtng @
9 Tree Documents (4) — RNA-Thr, (RNA-Pro_D-loop.
- W Dekted Items (1) repea
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Figura 116. Obtencion del genoma mitocondrial de Homo Sapiens
desde Geneious.
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3.8.12. Diseno de Primers en Geneious

1. Hacer click en la secuencia RP11-416N13 del genoma de Homo
Sapiens. Hacer clic en el botdn Primers de las opciones del mend y
seleccionar Design New Primers.

File Edit View Iools]§equence Annotate & Predict Help

@ - ‘ 7 Align/Assemble
Back  Forwg - Tree..

Primers

- Local (0)
&) Apren {4 Design or Test PCR Primers and DNA Probes|

BLAST...
Add/Remoye Databases
16S Biodiversity... (restricted)

Extract Annotations... (restricted)
Mask Alignment... (restricted)

Concatenate Sequences or Alignments... (restricted)
Generate Consensus Sequence...
Workflows

Plugins...

Preferences... Ctrl+Mayus+P

Figura 117. Disefio de los primers en Geneious.

Se puede especificar dénde colocar los primers en la secuencia objetivo, el
tamafio de amplicdn o la Tm. Para amplificar una parte especifica de la secuencia
objetivo, establecer en Included region.

2. Desmarcar la casilla Included region y establecer el tamano del
producto (amplicén) (por ejemplo 200-300 pares de bases —pb— con un
tamafo éptimo de 250 pb).
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Amplificar una region de menos de 300 pb haria que los cebadores
puedan funcionar con ADN degradado (es decir, troceado).

3. Defininir el nUmero de pares de cebadores que se generaran.

4. Se pueden establecer rangos para Tm (melting temperature).

Tm calculation proporciona detalles del calculo del punto de fusidn de

oligos.

5. En Characteristics, también se pueden establecer penalizaciones para
los cebadores en funcién del no cumplimiento de requisitos deseados.

Design New Primers

Select Task: |«# Design New| =» Design with Existing
Primer design uses Primér3. Please cite Primera.if you publish results
™ Forward Primer | | DNA Probe (¥ Reverse Primer

Task: | Generic 2|

5% [ Included Region: [[s:331)(C) 7o [ 6.878](3)

+%« [ Target Region: 5,33 TSI 6,878

™ Product Size Between: | 200](:] And | 300][Z)
& Optimal Product Size: [T 2s0]3)

Number of pairs to generate: |  1](2]
» Tm Calculation

w Characteristics

@S oNA Probe |

size Min: | 18](] Optimal:| 20 (2] Max: | 27|(E)

TmMin: | 57|[:] Optimal:| 60 (2] Max:| 63]|(3)

%GC Min: [ 20][Z] optimal: | 50 (2] Max:| 80]|(2)

Product Tm Min: [ 0][2) optimal:| 0[2) Max: | o|(3)
Max Tm Difference: |  —  2][3] Gcclamp: [ 0o][3)
Max Dimer Tm: |  a7]|[3) Max Poly-X: | 5[]

Max 3'Stability: | 9][3)

| Allow primers inside target with penalty:

| Primer Picking Weights |

(] Allow Degeneracy: 1

» Advanced

( Cancei | [Emow

Figura 118. Pantalla para cebadores en Geneious.
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M13F (-20) M13 forward sequencing primer, 20bp upstream
M13F (-50)
M13F (-46) M13 forward sequencing primer, 46bp upstream
MI3R (-26) M13 reverse sequencing primer, 26bp upstream
M13R (-46) M13 reverse sequencing primer, 46bp upstream
SP6 promoter SP6 promoter sequencing primer, 24-mer

3 promoter (17bp) T3 promoter sequencing primer, 17-mer

T3 promoter (20pb) T3 promoter sequencing primer, 20-mer

3 promoter (24p) T3 promoter sequencing primer, 24-mer

T7 promoter T7 promoter sequening primer, 20-mer

vF2 for

R primer for

AERREEERERER L

Sequence View | Annotations | Dotplot (Seif) | DNA Fold | RNA Fold | Fragments | Text view | Lineage | Infol -
@ B Gewvat @RC ) Transate @ Add/Edt Amnotation (restricted) | # Alow Editing (restricted) @ Annotate & Predict, | [l Save

2| 2| [
OBy

(V] Nucleotides

] Complement

(V] Translation
Translation Options

Frame: Frame 1

Genetic Code: |Standard
Colors: | ARND-

(] Three letter amino adids

8 |Re 0P UE

Figura 119. Ejemplo de cebadores obtenidos con Geneious.

Homo sapiens chromosome 1, GRCh38 Primary Assembly
2 =7 chromosome 2, GRCh38 Primary Assembly
R BLAST... chromosome 3, GRCh33 Primary Assembly
- 1 Trim Ends... (restricted) i omosuimel 3 GRICh S Himany bl
chromosome 5, GRCh33 Primary Assembly
chromosome 6, GRCh33 Primary Assembly
I chromosome 7, GRCh38 Primary Assembly
O Circular Seéquences romoson S, (0% 58 Pimie oty
= FreeEnd Gaps Alignment chromosome 9, GRCh38 Primary Assembly
chromosome 10, GRCh38 Primary Assembly
o Sort » 15 chromosome 11, GRCh38 Primary Assembly
WP, , ¥s chromosome 12, GRCh38 Primary Assembly

[ Primers

il el )

| Download Documents

LR RR T

Design New Primers.. (restricted)

o

*

¢ Cloning @ Test with Saved Primers... (restricted)
“«

Characteristics for Selection... (restricted]
Copy Name ¢ )

|

Edit Neme Add 5' Bension... (restricted)
@ Set Document Color... Convert to Oligo... (restricted)
Extract PCR Product... (restricted)

Cut

Copy Document
‘Pme hr2

Paste Alias CBI Summary
Paste Without Annotations

Paste Reverse Complement

nly a summary. click "Download" to get the full document

Delete Document

Figura 120. Disefio de primers en Geneoius.
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® Add 5’ Extension (extender en 5'). Se puede adicionar un corto tramo de
secuencia en el extremo 5’ del cebador.

Add 5' Extension

AT e— |~ sm—

) A;idB;;es
Bases: CGTATCGCCTCCCTCGCGCCA

Name: [ Primer A

Type:

| Reset to Defaults | [ Cancel | [OK |

Figura 121. Pantalla para afiadir 5’ en Geneious.

® Test with Saved Primers permite probar los cebadores en la base de
datos en la secuencia objetivo y probar la amplificaciéon. Para ello,
primero seleccionar Primers - Test with Saved Primers, y marcar el
cuadro Forward. Después, hacer clic en Choose. La lista que aparece
contiene todos los cebadores que hay en la base de datos.

o e X e
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L \NHE

Primer design uses Primer3. Please cite Primer3 if you publish résults

(®) Test specific primers against the selected sequences

™ Forward Primer MammothCOX1_F
™ Reverse Primer MammothCOX1_R
O probe

() Search for saved primers that match the selected sequences

v Search for Forward Al Oligos in Database

Choose...
Search for Reverse
Search for Probe

Pairs Only

%+ [_| Included Region: [ 1{[3] To [16,902
+% (| Target Region: 5,330)):) To 6,878
() Product Size Between: | 200 i And 300

() Optimal Product Size: 250

(M Maximum Mismatches: r 2]@ | Mismatch Options |

» Tm Calculation -

. y
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CAPITULO 4:

FUNDAMENTOS DE PROGRAMACION Y HERRAMIENTAS

ALGORITMICAS EN PROCESAMIENTO DE SECUENCIAS.

Ing. Rafael-Lazo, MGTI.
Ing. Oscar Ledn-Granizo.
Lic. Carlos Noceda-Alonso, PhD.
Lic. Jesennia Cardenas-Cobo, MBA.
Ing. Mirella Correa-Peralta, MBA.
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4. FUNDAMENTOS DE PROGRAMACION Y HERRAMIENTAS
ALGORITMICAS EN PROCESAMIENTO DE SECUENCIAS.

4.1. PROGRAMACION DINAMICA

En los procesos de andlisis e interpretacion de resultados de las comparaciones
entre secuencias aplican criterios especificos que dependen del tipo de
evaluacion que se requiera realizar. Para llevar a cabo dichos procesos se utilizan
programas informaticos que en su dindmica muestran resultados concretos
segln las aplicaciones para las cuales fueron creados, o segun la naturaleza de la
solucion a un problema especifico.

Los biotécnicos, al analizar datos, llegan a un punto de estancamiento al no
poder generar mas informacién acerca de un modelo planteado, al ver que la
aplicacién, aunque muy Uutil en muchos aspectos, estd orientada en algunos
casos a modelos genéricos o a modelos especificos que no son compatibles con
el planteado por el investigador.

En este punto se requiere contar con herramientas informdticas que permitan
qgue los modelos creados por los investigadores, que denominaremos modelos
bioinformaticos, puedan generar diversas perspectivas de los datos analizados.
De esta manera el investigador podra visualizar las diferentes caracteristicas de
los datos, combinando variables que logren hallar la informacidn relevante que
busca en su proceso de investigacion.

Para dar solucién a problemas especificos se desarrollan herramientas
tecnoldgicas basadas en programas y modelado de datos, que son disefiados
a medida, segun requiera el investigador. Para el disefio de estas herramientas,
el técnico informéatico o de computacién requiere aplicar conceptos asociados
a la resolucion de este tipo de problemas, originados en las ciencias basicas,
que son diferentes a los planteados mds comiUnmente en automatizacidon de
procesos comerciales o industriales, y por tanto las técnicas habituales usadas
para resolucidn de problemas, programacion, estructuramodular y/u orientada
objeto, no prestan frecuentemente un aporte al reto bioinformatico.

TS R R RIS R
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La programacidon dindmica es un método de recursividad utilizado para la
resolucion de problemas en donde el procesamiento de informacion y los
calculos asociados consumen tiempo y recursos fisicos de los equipos que los
procesan. En este tipo de programacion, un problema puede generar varias
soluciones alternativas, y es seleccionada aquélla cuya sinergia entre tiempo y
consumo de procesamiento es dptima. Se consideraria a ésta la solucién mas
adecuada. La solucidn de problemas mediante esta técnica se basa en el lamado
principio de optimizacion, enunciado por Bellman en 1957 y que dice: “En una
secuencia de decisiones dptima toda sub-secuencia ha de ser también éptima”.

4.2. MODELO DE APLICACION DE UN ALGORITMO
EN PROGRAMACION DINAMICA

1. Planteamiento de la solucién como una sucesién de decisiones y
verificacién de que esta cumple el principio de optimizacion.

2. Definicidn recursiva de la solucion.

3. Calculo del valor de la solucidn éptima mediante una tabla en donde se
almacenan soluciones a problemas parciales para reutilizar los calculos.

4. Construccién de la solucién 6ptima haciendo uso de la informacién
contenida en la tabla mencionada.
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4.2.1. Ejemplo: Sucesion de Fibonacci

Apliguemos un ejemplo en donde la programacion dindmica busca la solucién
mas optima en el problema planteado. El siguiente problema es paradigmatico
en la aplicacién de este tipo de programacion:

La sucesion de Fibonacci puede expresarse en términos matematicos como una
secuencia recursiva; desarrollar un algoritmo que genere esta sucesion.

Aplicando las técnicas de programacion estructurada, modular, orientada a
objetos, utilizando incluso lenguaje unificado de modelado, que cominmente
se usan para resolver problemas, considerariamos como solucidn el siguiente
cédigo con base en lenguaje C/C++/Java:

int T[n];
int Fiblter(int *T, int n)
{
inti;
if (n<=1)
return(1);
else
{
T[0]=1;
T[1]=1:

for (i:=2;i<n;i++) ? 3
{ C e
T[)=T[i-1]+T[i-2]; ‘

}

RETURN T[n]; c
}
}
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Aunque el cddigo planteado genera la secuencia de la sucesion, el algoritmo
no es 6ptimo, ya que el consumo de tiempo que genera y los recursos de
procesamiento utilizados crecen en forma exponencial. Esto se debe a que se
producen invocaciones a la funcidon de forma recursiva repetida para calcular
valores de la secuencia que, habiéndose calculado previamente, no son
guardados, y por ello es necesario volver a calcular de nuevo.

Una segunda solucion podria ser el uso de arreglos que permitan no volver a
calcular desde el primer paso, cada vez que se quiera iniciar una secuencia.

Asi, se puede seguir mejorando el codigo, ya que Unicamente son necesarios los
dos ultimos valores calculados para determinar cada término, lo que permite
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eliminar la tabla entera y quedarnos solamente con dos variables para almacenar
los dos ultimos términos:

int Fiblter2(int n)
{

inti,suma,x,y;
if (n<=1)
return (1);
else

{

x=1;

y=1;

for (i=2; i<n;i++)

{
suma=x+y;
y=X;
X=sUma;

}

return (suma);

En resumen, ‘el mismo problema puede tener infinitas soluciones. La
programacién dindamica trata de seleccionar cudl de ella es la mds éptima para la
sinergia tiempo y procesamiento.

4.3. ALGORITMOS APLICADOS A ALINEAMIENTOS DE SECUENCIAS

En cuanto a la solucidn aportada, el algoritmo aplicado para efectuar
alineamientos puede ser:

154 HEMENTOS DE BIOINFORMATICA Y GENOMICA COMPUTACIONAL PARA INGENIEROS DE SISTEMAS



ELEMENTOS DE BIOINFORMATICA Y GENOMICA COMPUTACIONAL
PARA INGENIEROS DE SISTEMAS

® Deterministico: Optimiza tanto el tiempo como los recursos, y la
solucién ofrecida se considera la mas adecuada, siendo determinada
por las entradas.

® Heuristico: No necesariamente rinde la velocidad ni la solucion éptimas.

En cuanto a la aproximacion computacional al problema del alineamiento, el
algoritmo aplicado puede ser:

® Global: Las secuencias a alinear se relacionan en una matriz de
comparacién en la que el resultado es deterministico. Estos algoritmos
son mas rigurosos pero ocupan mayor memoria y tiempo de
procesamiento. Los algoritmos globales son utilizados mds cominmente
en el ordenamiento de dos secuencias para observar similitudes.

® Local: Las secuencias se dividen en partes para comparar, siendo
heuristicos al ser de resultados multiples, pero no hay certeza de que
el alineamiento resultante sea el mejor. Los algoritmos locales son mas
utiles cuando las secuencias son muy diferentes.

4.3.1. Algoritmos globales

Como ejemplo de algoritmo global puede tomarse el de Needleman-Wunsch,
propuesto por primera vez en 1970, y muy utilizado para alinear dos secuencias
de proteinas o de acidos nucleicos. El algoritmo parte de aquéllas secciones que
son iguales entre secuencias, y se desarrolla como se indica a continuacion.
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4.3.1.1. Desarrollo

a) Inicializacion

1. Crear la matriz base S o de similitud entre los simbolos que aparecen
en las secuencias. Es decir, cada valor S(u,v) en su respectiva celda (u,v)
indicara la similitud entre los simbolos u y v del alfabeto usado.

2. Establecer el valor de penalizacion (correspondencia de elementos de
una secuencia cuando aparea con huecos de la otra)

3. Colocar las secuencias a ordenar en una tabla de doble entrada,
dejando en ambas secuencias un hueco como primer elemento.

de una matriz).

4. Generar en la tabla de doble entrada una matriz M, de m+1 filasy n+1
columnas.
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b) Llenado de la matriz

1. El método mds sencillo parte de asignar el valor de 0 a las celdas de la

primera fila y de la primera columna.

2. Para el resto de las celdas (i,j), seleccionar como valor M(i,j) el mayor
entre los siguientes valores:

a. M(i-1,j-1) + S(u,v), siendo u y v los simbolos
correspondientes, respectivamente, a la columna B y fila A de
la tabla de doble entrada.

b. M(i-1,j) + penalizacidon

c. M(i,j-1) + penalizacidn

c) Determinacion del camino mediante un proceso de TRACE-BACK ﬁ
1. Se establecera un conjunto de celdas que denominaremos “camino”,

que se iniciard a partir de la celda inferior derecha (m,n)

2. Determinar de cudl de las tres celdas contiguas utilizadas en el calculo

del valor de la celda (i,j) —es decir, de las celdas M(i-1,j-1), M(i-1,j) y

M(i,j-1)- proviene dicho valor. En este cdlculo podrian llegar a obtenerse
mas de un camino.

d) Alineamiento

1. Marcar el recorrido del camino generado para encontrar el
alineamiento 6ptimo, de izquierda a derecha y en funcion del sentido
del recorrido.

2. Hacer una matriz con dos filas.
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3. Escribir en la matriz los simbolos correspondientes a las secuencias
filas y columnas de acuerdo al siguiente criterio:

a. Si se produce un avance hacia la diagonal izquierda, se
colocan:

® En la parte superior, el simbolo de la secuencia de la
FILA

® En la parte inferior: el simbolo de la secuencia de la
COLUMNA

b. Si se produce un avance hacia la izquierda, se colocan:
® En la parte superior: hueco en la secuencia FILA

/ ® En la parte inferior: el simbolo de la secuencia de la
COLUMNA

c. Si se produce un avance hacia arriba, se colocan:

o Enla parte superior: el simbolo de la secuencia de la
FILA

® Enla aparte inferior: hueco en la secuencia de la
COLUMNA

4.3.1.2. Ejemplo prdctico de un algoritmo de Needleman-Wunsch

Partiendo de las siguientes dos secuencias:
AGGGATTCCGG \

GACCATGAG
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a) Inicializacién

Se obtiene como matriz base:

A |C [G|T
Al 3|-1|1 1
C|-13 1|1
G| 1(-1|3 |1
T|1-1]11 (113

Otorgamos un valor de penalizacién de -5

b) Llenado
Se obtiene:
A G G A
ojofofo|j0f0|0|0|O 0
Glo
Alo
Clo
clo
Alo
T10
G|O
AlO
G|O
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Para determinar los valores de la matriz, se procede a calcular tal como fue
definido en el algoritmo, siendo los valores para la primera fila los siguientes:

i) Calculo ASIGNAMOS
VALOR DE

VALOR DIAGONAL ZIQUIERDA ARRIBA: 0 +(1)=1 1
1| 1 | VALORIZQUIERDO: O+ (-5)=-5
VALOR ARRIBA: 0 + (-5)=-5

K:0 +(3)=3 3
1| 2 | <:1+(-5)=4
N :0+(-5)=-5

K:0+(3)=3 3

[
w
w
+
©
1
1
N

[
(Oa]
S22 (3122 |512 |2

N:04(-1)=-1
1| 7 | €=14(-5)=6 -1
T :0+(-5)=-5

N:0 +((—1))=—1 1
&:-1+(-5)=-6 -
118 T :0+(-5)=-5

N:0 +((—1))=—1 1
&:-1+4(-5)=-6 -
119 N:0+4(-5)=-5

N:0 +((3)?3 3
&:-1+4(-5)=-6
1110 | Riosis)=5

R:0+(3)=3 ;
&:3+4(-5)=-2
1111} 1ow(5)=-5
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Aplicando los célculos para la primera fila se obtiene:

A G G C
olofofo|olo|OfO]|O 0

Glo|1|3|3|3|1|1|-1|1]|-1]3]3

Alo

Clo

Clo

Alo

T|oO

G|oO

AloO

G|lo

LS
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Después de realizar el barrido completo de la matriz, fila por fila, se habran
asignado todos los valores correspondientes:

e e 2 e
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Finalmente se establece el camino éptimo, que se inicia en la celda que se
encuentra en la parte inferior derecha. El recorrido se realiza seleccionando la
celda de la que proviene (arriba, derecha, diagonal) el valor actual de la celda.
Este proceso se sigue realizando sucesivamente, hasta alcanzar una celda de la
primera fila.

AG G GA T T C CG G

olo|loloclo|lofoflo|o]|0]|O |O
R
Glofl1|3|3|3|121|-2|2|2|-1]3]|3
R
Alo|3|2|4|l4a|l6|1|2]2|2|2]| 4
R
Clo|-1|2|1l3|3|7l2]|1]1[3]|1
K
clo|-1|-2|1|3|2|4|8|5|4|0]|-4
[N
Alo|3]|o|-1]21|3|1|3|7]4|5]|1
N
Tlofl1|2|1]2l1|6|4|4|8|3|4
R
Glo|l1|2|5|2|-a|l1|5]| 3] 3(|11|6
Alol3]2]3]6|5|l0|0]|4]|2M6]|12
R
cglol1|e|5s|6|7|4|-1|-1]|3|5]9

d) Alineamiento

Por lo tanto, las secuencias quedan ordenadas de la siguiente manera:

< |[R IR IR IR IR R [R ™M IR
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De lo expuesto se sugiere la siguiente pseudo-codificacion para la aplicacion del
algoritmo Needleman-Wunsch:

for i=0 to length(A)-1
F(i,0) <- d*i
for j=0 to length(B)-1
F(0,j) <- d*j
for i=1 to length(A)
for j =1 to length(B)
{
Choicel <- F(i-1,j-1) + S(A(i), B(j))
Choice2 <- F(i-1, j) +d
Choice3 <- F(i, j-1) + d
F(i,j) <- max(Choicel, Choice2, Choice3)
}
AlignmentA <-
AlignmentB <-
i <- length(A)
j <- length(B)
while (i>0ANDj>0)
{
Score <- F(i,])
ScoreDiag<-F(i-1,j-1)
ScoreUp <- F(i, j- 1)
Scoreleft <- F(i - 1, j)
if (Score == ScoreDiag + S(A(i), B(j)))
{
AlignmentA <- A(i-1) + AlignmentA
AlignmentB <- B(j-1) + AlignmentB
i<-i-1
J==i-1
}
else if (Score == Scoreleft + d)

{
AlignmentA <- A(i-1) + AlignmentA

un

awn
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“n

AlignmentB <-
i<i-1
}

otherwise (Score == ScoreUp + d)

{

+ AlignmentB

AlighmentA <- “-” + AlignmentA
AlignmentB <- B(j-1) + AlignmentB
j<-j-1
}
}
while (i > 0)
{

AlignmentA <- A(i-1) + AlignmentA
AlignmentB <- “-” + AlignmentB

i<-i-1

}

while (j > 0)

{
AlighmentA <- “-” + AlignmentA
AlignmentB <- B(j-1) + AlighmentB
i<-j-1

}

4.3.2. Algoritmos locales

(&

El algoritmo de Smith-Waterman, de tipo local, fue propuesto por Temple
Smith y Michael Waterman en 1981, y se desarrolla de la misma manera que
el algoritmo global de Needleman-Wunsch, con algunas modificaciones en su

desarrollo:

4.3.2.1. Modificaciones en el desarrollo del algoritmo de Smith-Waterman

respecto al de Needleman-Wunsch

1. En el llenado de la matriz M que se genera a partir de las dos
secuencias siempre se asigna el valor de 0 a las celdas de la primera fila

y de la primera columna.
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2. Si el valor obtenido para una celda resulta negativo, entonces dicho
valor se sustituye por 0.

3. El camino se construye a partir del valor mas alto de la tabla, y se
detiene enlacelda antes de llegara un 0 (como en el caso de Needleman-

Wunsch, podria llegar a obtenerse mas de un camino).

4.3.2.2. Ejemplo prdctico del algoritmo de Smith-Waterman

Basado en Pérez M. (ver Referencias Bibliograficas).
Sean las siguientes las dos secuencias a alinear:
ABCDEFG

EMBCFEFGHI

a) Inicializacion

La matriz base sera:

A|B|C|D|E|F|IG|H]|I

e

HI|O[O|O|j]O|O[O|JO]| 1|0

|{10(0|0]j]O0O|O0O[0O0]0]0]|1

Se otorga un valor de penalizacién de -2
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b) Llenado

Aplicando el proceso de llenado se obtiene:

© >

o | o
o |m
o |Z
(=N I'e)
o
o
o
o
o | —

0
Clo
Dlo
ElO
F|loO
G|O

@
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] Calculo

ASIGNAMOS
VALOR DE

VALOR DIAGONAL ZIQUIERDA ARRIBA:
0 +(0)=0

1 | VALORIZQUIERDO: 0 + (-2)=-2

VALOR ARRIBA: 0 + (-2)= -2

K:0+(0)=0
2 | €:0+(-2)=-2
T:0+(-2)=-2

K.:0 +(0)=0
3 | «:04(-2)=2
N:0+(-2)=-2

K:0+(0)=0
4 | &:0+(-2)=-2
N:0+(-2)=-2

K:0 +(0)=0
5 | ¢:0+(-2)=-2
M 0+(-2)= -2

K:0 +(0)=0
6 | ¢:0+(-2)=-2
N:0+(-2)=-2

K:0+(0)=0
7 | ¢:0+(-2)=2
Pi0+(-2)=-2

K0 +(0)=-0
8 | «:0+(-2)=2
P 0+(-2)= 2

K:0+(0)=0
9| ¢ 04(2)=2
PN:0+(-2)=-2

K:0 +(0)=0
&:0+(-2)=-2
P :0+(-2)=-2

10
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Aplicando los cdlculos para la primera fila se tiene:

R

m (w) (@) oo}
o o o o

ELEMENTOS DE BIOINFORMATICA Y GENOMICA COMPUTACIONAL PARA INGENIEROS DE SISTEMAS 169



ELEMENTOS DE BIOINFORMATICA Y GENOMICA COMPUTACIONAL
PARA INGENIEROS DE SISTEMAS

De lo expuesto se sugiere la siguiente pseudo-codificacion para la aplicacion del
algoritmo Needleman-Wunsch:
Llenado de la matriz base:

Tras realizar el barrido completo de la matriz, fila por fila, quedan asignados
todos los valores:

c) Establecimiento del camino 6ptimo

Finalmente se establece el camino éptimo, que se inicia en la celda que se
encuentra en la parte inferior derecha, y continda como se describe para el
algoritmo anterior.
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o o [
o o [
- 0 [
| =4 J [
) E I °
-o° 0/0]|o0 ojojofo|o]|o0ofoO “
o o ([
o o ([
° o Alolo|o|o|o|lo|lo|lo|o|O]|oO o
[ I J N [ J
L Bloj|o|o|1|0|l0|0O|O|O]|O|O °
[ I ] < [ J
° Clofofo|o|2(o|l0|0|0|0]|O N
o o [
o o [N o
o o Dlo|o|o|o|o|2f0l0|l0]|O]|O o
[ I J N [ J
o0 EJoj1|0|0(0O|O|3|1f0|O0]O °
o o S [
°° Flojo|[1]|o|of1|1|4|2|0]|0 °
[ N [
() [N o
o0 G|ojofoj1jofof1r2|5|3]|1 °
[ I ] [ J
o o [
o o [
[ I o
o o d)Alinemaiento P
[ I ] [ J
e o Lassecuencias quedan ordenadas de la siguiente manera: P
o o [
o o [
[ I ] [ J
°° K |K |K|[R[R[R °
[ I ] [ J
[ I [
PR 1122 |3 (4]5 °
® o [
o e BIC|[D|E|F|G °
[ I ] [ J
°° B|C|F|E|F|G °
(N J [
e o [

ELEMENTOS DE BIOINFORMATICA Y GENOMICA COMPUTACIONAL PARA INGENIEROS DE SISTEMAS 171



ELEMENTOS DE BIOINFORMATICA Y GENOMICA COMPUTACIONAL
PARA INGENIEROS DE SISTEMAS

4.4. LENGUAJES DE PROGRAMACION EN BIOINFORMATICA.
ALGORITMOS APLICADOS AL TRATAMIENTO DE SECUENCIAS.

Existen complementos para ciertos lenguajes de programacion, que ofrecen
funcionalidades orientadas a la bioinformatica. A continuacidon se expone un resumen.

4.4.1. BioPerl

PERL (Practical Extraction and Report Language — Lenguaje de Extraccién vy
Reporte Practicos) es un lenguaje de programacién con multiples aplicaciones.

BioPerl es una aplicacién bioinformatica escrita en PERL, cuya Ultima versién
puede ser descargada desde su sitio web oficial: http://bioperl.org/ (Contreras-
Moreira, n.d.)

4.4.1.1. instalacion

Issues OBF

Subrnit bugslorlenhancement
ests to GitHub

Installation Documentation Support
B c.rent version BowTos and scrapbook ioperl ailing i
code

Figura 123. Sitio Web de BioPerl.

Para la instalacion tipica en Linux, utilizaremos las siguientes instrucciones:
1. Descargar la ultima versién de BioPerl de su sitio web oficial.

2. Ejecutar la siguiente linea de comandos en una ventana de terminal
de comandos:
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>gunzip bioperl-1.5.2_102.tar.gz
>tar xvf bioperl-1.5.2_102.tar
>cd bioperl-1.5.2_102

3. Ocupar los comandos de compilacién:
>perl Build.PL
>./Build test

Si estamos usando Ubuntu como distribucion de Linux, la instalacion es mas
sencilla.

1. Abrir una ventana de terminal de comandos y escribimos lo siguiente:
sudo apt-get update
sudo apt-get install bioperl

4.4.1.2. Ejecucion del tutorial

Una vez instalado el mddulo de BioPerl, podemos ejecutar el programa
bptutorial.pl, que nos muestra las funcionalidades de esta aplicacién.

A continuacién podran introducirse los argumentos para trabajar en BioPerl.

. =>sequence_manipulations
. => seqstats_and_seqwords

. => restriction_and_sigcleave
. =>other_seq_utilities
.=>run_perl

. => searchio_parsing

. => bplite_parsing

. =>hmmer_parsing

O 00 N oo U1 o W N -

. =>simplealign

10. => gene_prediction_parsing
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11. => access_remote_db
12. =>index_local_db

13. => fetch_local_db

14. => sequence_annotation
15. => largeseqs

16. => liveseqs
17.=>run_struct

18. => demo_variations

19. => demo_xml

20. =>run_tree
21.=>run_map
22.=>run_remoteBLAST
23. => run_standaloneBLAST
24, => run_clustalw_tcoffee

25. =>run_psw_bl2seq

4.4.1.3. Acceso remoto a bases. de secuencias y a listas BLAST

BioPerl permite acceder a diferentes bases de datos, ya sean locales o bien en Ia
web, pero no a ambas al mismo tiempo. Asi, es posible la conexién a diferentes
bases de datos web de manera secuencial, es decir, si falla la primera conexion
la aplicacion se conectara a otra base de datos automaticamente, siempre y
cuando se haya configurado de esa manera previamente en la consulta (Query),
permitiendo asi analisis bioinformaticos complejos.

Obtener una secuencia de GenBank
(www.nchi.nlm.nih.gov/GenBank)
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GenBank v | Submit v | Genomes v | WGS v | HTGs v | EST/GSS v | Metagenomes v | TPA v | TSA v | INSDC v

GenBank Overview GenBank Resources
GenBank Home
‘Submission Types

Tools

What is GenBank?

GenBank ® s the NIH genetic sequence database, an annotated collection of all publicly available DNA sequences (Nucleic Acids
Research, 2013 Jan:41(D1)D36-42). GenBank is part of the Intemational Nucleotide Sequence Database Collaboration , which comprises
the DNA DataBank of Japan (DDBJ), the European Molecular Biology Laboratory (EMBL), and GenBank at NCBI. These three organizations ~ Search GenBank

exchange data on a daily basis. Update GenBank Records

A GenBank release occurs every two months and is available from the ftp site. The release notes for the current version of GenBank provide
detailed information about the release and notifications of upcoming changes to GenBank. Release notes for previous GenBank releases.
are also available. GenBank growth statistics for both the traditional GenBank divisions and the WGS division are available from each
release. GenBank growth statistics for both the traditional GenBank divisions and the WGS division are available from each release.

An annotated sample GenBank record for a Saccharomyces cerevisiae gene demonstrates many of the features of the GenBank fiat file
format.

Access to GenBank

There are several ways to search and retrieve data from GenBank.

« Search GenBank for sequence identifiers and annotations with Entrez Nucleotide, which is divided into three diisions:
CoreNucleotide (the main collection), dbEST (Expressed Sequence Tags), and dbGSS (Genome Survey Sequences).

« Search and align GenBank sequences to a query sequence using BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). BLAST searches
CoreNucleotide, dbEST, and dbGSS independently; see BLAST info for more information about the numerous BLAST databases.

« Search, link, and download sequences programatically using NCBI e-utities.

» The ASN.1 and flatfile formats are available at NCBI's anonymous FTP server: ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/ncbi-asn1 and
fip://itp ncbi. nim.nih.gov/genbank

GenBank Data Usage

The GenBank database is designed to provide and encourage access within the scientific community to the most up to date and

Figura 124. Sitio web de GenBank.

#!/usr/bin/perl -w

# Ejemplo para obtener a través de la red y guardar en formato FASTA una
secuencia GenBank

use strict;

use Bio::Perl;

my $Sgi = “NP_417816";

# ahora una de GenBank

my SsecuenciaGenBank = get_sequence( ‘GenBank’, ‘Sgi’ );

# escribe la secuencia en formato FASTA a un archivo

write_sequence(“>Sgi\.fas”, ‘fasta’, SsecuenciaGenBank);
Obtener una seleccion de datos de BLAST (usando SQL con la instruccion Select)

use strict;
use DBI;
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my Sconexion = DBI->connect(“dbi:mysql:test:servidor.
tuservidor”,”usuario”,”clave” {PrintError,0,RaiseError,1});

## manipulando la base de datos mediante consultas SQL

my Stabla = “BLAST”;

my Sconsulta="SELECT hit FROM Stabla WHERE evalue < 1e-03”;
my Smanipulador = Sconexion->prepare($consulta);
Smanipulador->execute();

# imprime todos los resultados obtenidos de la consulta
Smanipulador->dump_results();

# guarda los resultados en un archivo en formato de 80 columnas
Smanipulador->execute();

open(CONSULTA,”>resultados.txt”) | | die “no puedo crear resultados.txt\n”;

Smanipulador->dump_results(80, “\n”, ‘2, \* CONSULTA);

Sconexion->disconnect();
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4.4.2. Biopython

Python esunlenguaje de programacién de alto nivel que se centra principalmente
en la facilidad de lectura y escritura de cédigo, contrastando con otros lenguajes
de programacién que contienen una sintaxis mas compleja, como es el caso de
PERL. Biopython es una libreria especializada en datos biolégicos. Sus diferentes
funciones permiten trabajar con estructuras de macromoléculas o secuencias,
entre otros datos. Biopython puede descargarse directamente desde su sitio
web: http://biopython.org/wiki/Download
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4.4.2.1. Instalacion

Podemos instalar Biopython por medio de la ventana de consola de Python (bajo
Windows o Linux) o descargar el instalador para Windows (COMAV institute, n.d.).

Edit this page on GitHub

Download

an'_"loaﬁlr Current Release - 1.68 - 25 August 2016

See also What’s new.

Biopython Contributors Files
Scriptcentral
Biopython 1.68
o biopython-1.68.tar.gz 14Mb - Source Tarball
o biopython-1.68.zip 15Mb - Source Zip File
© biopython-1.68.win32-py2.6.exe 2Mb ~ 32 bit Windows .exe Installer for Python 2.6 and NumPy
182
o biopython-1.68.win32-py2.7.exe 2Mb - 32 bit Windows .exe Installer for Python 2.7 and NumPy
111.0
o biopython-1.68.win32-py2.7.msi 2Mb - 32 bit Windows .msi Installer for Python 2.7 and NumPy
1110
o biopython-1.68.win32-py3.3.exe 2Mb - 32 bit Windows .exe Installer for Python 3.3 and NumPy
1102
o biopython-1.68.win32-py3.3.msi 2Mb - 32 bit Windows .msi Installer for Python 3.3 and NumPy
1102

Source Code

GitHub project

Figura 125. Sitio web de descarga de Biopython.
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Através de la consola de Python se usa el gestor de paquetes easy_install,
ejecutando lo siguiente:

@ S easy_install -f http://biopython.org/DIST/ biopython

En caso de necesitar privilegios sudo, ejecutar la siguiente sentencia:
S sudo easy_install -f http://biopython.org/DIST/ biopython

Para instalar Biopython por medio de instalador de Windows es
necesario descargar el archivo Biopython-version.exe que se encuentra
en sitio web oficial.

A continuacidn se exponen algunos ejemplos basados en algoritmos que se
encuentran en http://bioinf.comav.upv.es
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4.4.2.2. Crear un objeto Seq

Para trabajar con una secuencia, como ‘ATCG’, se crea un objeto Seq, que
contiene la cadena de secuencia y un alfabeto:

>>> from Bio.Seq import Seq

>>> secuencia = Seq(‘ATCG’)

>>> secuencia

Seq(‘ATCG’, Alphabet())

>>> print secuencia

ATCG //muestra la secuencia asignada

?ﬁ?c%g,cuencia = Seq(‘ATCG’) ‘creamos la secuencia reversa y complementaria de

>>> secuencia.reverse_complement()
Seq(‘CGAT’, Alphabet())

>>>t secuencia = Seq(‘ATGGCCATTGT’) ‘traduce la secuencia ‘ATGGCCATTGT’ a
proteina

>>> secuencia.translate()
Seq(‘MAI’, ExtendedIUPACProtein())
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4.4.2.3. Cambios de formato de secuencias. Pasar un fichero GenBank a
formato FASTA

#!/usr/bin/env python

from Bio import SeqlO

def convertir_secuencia(fichero_entrada, formato_entrada,
i.fichero_salida, formato_salida):

‘Convierte un fichero de secuencia de un formato a otro’

secuencias = SeqlO.parse(fichero_entrada, formato_entrada)

SeqlO.write(secuencias, fichero_salida, formato_salida)

#Alternativamente se podria utilizar la funcion convert

#esto es mas eficiente

#SeqlO.convert(fichero_entrada, formato_entrada,

# fichero salida, formato_salida)
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if _name__==‘_main__":

formato_entrada = ‘GenBank’

fichero_entrada = ‘sequence.gb’

formato_salida = ‘fasta’

fichero_salida = ‘sequence.fasta’

convertir_secuencia(fichero_entrada, formato_entrada,
ii. fichero_salida, formato_salida
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4.4.2.4. Recortar un fichero FASTA

from Bio import SeqlO

def recortar_secuencias(in_fname, out_fname, left_clip, right_clip, min_len):
seqs_cortadas =]

for seq in SeqlO.parse(in_fname, ‘fasta’):

left = left_clip
right = len(seq) - right_clip
if right <= left:
#no queda secuencia
continue
elif (right - left) < min_len:
#la secuencia es demasiado corta
continue
else:
seq = seq[left:right]
seqs_cortadas.append(seq)
SeqlO.write(seqs_cortadas, out_fname, ‘fasta’)
if _name__==‘ main__ "
in_fname = ‘seqs.fasta’
out_fname = ‘seqgs.trimmed.fasta’
left_clip =50
right_clip =10
min_len =40
recortar_secuencias(in_fname, out_fname, left_clip, right_clip, min_len)
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4.4.2.5. Extraer una lista de secuencias de un grupo de ficheros

from Bio import SeqlO

def extraer_secuencias(seq_names, in_fname, out_fname):
segs_en_input = SeqlO.index(in_fname, ‘fasta’)
seqgs_extraidas =[]

for seq_name in seq_names:

una_seq = seqs_en_input[seq_name]
seqgs_extraidas.append(una_seq)
SeqlO.write(seqs_extraidas, out_fname, ‘fasta’)

‘ ’

if _name__==‘_main__":
seq_names = [‘seql’, ‘seq3’, ‘seq7’]
in_fname = ‘seqs.fasta’

out_fname = ‘segs.out.fasta’

extraer_secuencias(seq_names, in_fname, out_fname)
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Tutoriales de Geneious que se pueden encontrar en:
http://www.geneious.com/tutorials
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01-BLAST_Searching.tutorial
02-Accessing_GenBank.tutorial
03-GenBank_submission.tutorial
04-Microsatellites.tutorial
05-Assembling_Chromatograms.tutorial
06-De_novo_assembly.tutorial
07-Expression.analysis.tutorial
08-Map_to_reference.tutorial
09-3D_structure.tutorial
10-Pairwise_alignments.tutorial
11-Primer_Design_R7.tutorial
12-Sequence_classifier.tutorial
13-CRISPR.tutorial
14-Cloning.tutorial
15-Creating_tutorials.tutorial
16-HIV_case_study.tutorial

17-Plant_Molecular_Evolution.tutorial
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