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GENETICA MOLECULAR

1. GUIA DE RESOLUCION DE PROBLEMAS

Mapas de restriccién

Un mapa de restriccion representa una secuencia lineal de los sitios en los que diferentes
enzimas de restriccion poseen dianas en una molécula de ADN particular. Consiste en la
ordenacion de una serie de dianas para enzimas de restriccion en una molécula de ADN
concreta. En el mapa se representan las distancias entre dichas dianas, distancias que se
mieden en pares de bases (0 en kilobases).

Cuando una molécula de ADN es cortada con una enzima de restriccion y los fragmentos
generados se separan por electroforesis en un gel de agarosa, se puede determinar el
numero de sitios de restriccion y la distancia entre ellos a partir del nimero y la posicion de
las bandas en el gel. Cabe distinguir entre moléculas de ADN lineal y ADN circular:

ADN lineal: hay que tener en cuenta que el nimero de fragmentos que se generan tras
una digestion, es el nimero de dianas presentes en su secuencia para esa enzima mas
uno. La suma del tamafio de los fragmentos debe de coincidir con el tamafio total del ADN
digerido. Pero hay que tener en cuenta que el numero de fragmentos no es siempre
coincidente con el nimero de bandas que aparecen en un gel de agarosa, ya que puede
haber fragmentos de igual tamafo que migran juntos.

ADN circular: el numero de fragmentos que se generan tras una digestion, es el mismo
que el numero de dianas presentes en su secuencia para esa enzima. Cuando una
enzima corta una vez sélo, nos revela el tamario del ADN circular. La suma del tamafo de
los fragmentos debe de coincidir con el tamaro total del ADN digerido. Como antes, hay
que tener en cuenta que el nimero de fragmentos no es siempre coincidente con el
numero de bandas que aparecen en un gel de agarosa, ya que puede haber fragmentos
de igual tamafio que migran juntos.

En cualquier caso, la informacion obtenida mediante electroforesis no nos revela el orden
ni la localizacion de las dianas de restriccion. Para poder realizar un mapa, se ha de cortar
una muestra del ADN a mapear con una enzima de restriccion, una segunda muestra del
mismo ADN con otra enzima diferente y una tercera muestra de dicho ADN con las dos
enzimas simultaneamente (digestion doble). Esta tercera digestion nos da la clave para
determinar el orden de las dianas para ambas enzimas de restriccion.

Marcadores moleculares

Es importante asignar los genotipos a los individuos del pedigri para intentar ver la
coincidencia entre sus alelos y los patrones de bandas.

Hay que tener en cuenta la distancia entre dianas, que nos dara el tamafio de las bandas
observables pero, ademas, hay que prestar especial atencion a la regiéon con la que
hibrida la sonda, pues aquellos fragmentos con los que no hibride, no podran ser
detectados tras el revelado.

En el caso de los microsatélites, los diferentes tamanos amplificados para un locus,
pueden considerarse como alelos. Los microsatélites presentan herencia mendeliana
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simple y son codominantes. Para un locus microsatélite, cada uno de los alelos presentes
en el genotipo de un individuo (tamano de amplificado) procede uno del padre y otro de la
madre.

2. PROBLEMAS RESUELTOS

Problema 1. Un gen clonado muestra el siguiente mapa de restriccién para las
enzimas EcoRlI y Hindlll:

3kb | 4 Kb | 1k R

2kb 1 4.5Kb t 15kb Hinall

a) Dibujar los patrones de los fragmentos de ADN esperados con cada enzima al
separar los fragmentos mediante electroforesis en gel de agarosa. Hacer o mismo
para el caso de la digestion doble.

b) Dibujar el patrén esperado para una copia mutante del gen que ha perdido el
primero de los cortes de EcoRl

c) Dibujar el patrén esperado para una copia mutante del gen en la que ha aparecido
una nueva diana para Hindlll en el centro del fragmento de 2Kb.

Respuesta

a) Para EcoRI el gen tiene dos dianas, por lo que sera cortado en tres fragmentos de
tamanos 4Kb+3Kb+1Kb. Para Hindlll también tiene dos dianas, pero en diferentes
posiciones, por lo que generara tres fragmentos pero de tamafos 4.5Kb+2Kb+1.5Kb.
Cuando utilizamos las dos enzimas para digerir el gen, obtendremos 5 fragmentos
diferentes (existen 4 puntos de corte, generando fragmentos de diana a diana de
ambas enzimas), aunque dos de ellos presentan el mismo tamano (1Kb), por lo que
los observaremos como una unica banda en el gel de agarosa. Los tamafos seran,
por tanto, de 3.5Kb+2Kb+1(x2) Kb+0.5Kb (ver figura).

’I‘le;b-l 05 Kf 1 ri(lb

f f

35Kb

Asi, en un gel de agarosa, observaremos los siguientes patrones de bandas:

-10 -
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EcoRl Hindlll EcoRI/Hindlll

— ]
— 4.5Kb
— 4Kb
— 3.5Kb
— 3Kb
L — 2Kb
— 1.5Kb
-— — 1Kb
— 0.5Kb

b) Si la copia mutante del gen pierde una diana para EcoRlI, al cortar con esta
enzima, obtendremos solo dos fragmentos, siendo uno de ellos, la suma de los dos
entre los cuales se encontraba la diana perdida para EcoRI, 7Kb+1Kb. Para el
corte con Hindlll el patron de bandas no se veria afectado, pero si nuevamente
para la digestion doble, ya que hay un corte menos, 4,5Kb+2Kb+1Kb+0,5Kb (ver
figura).

1Kb

2Kb

45Kb

EcoRl Hindlll EcoRI/Hindlll

—] — —
— 7Kb
— —-— 4.5Kb
-— — 2Kb
— 1.5Kb
— 0.5Kb

11 -
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c) En este caso, cuando cortamos el gen con Hindlll, al tener una diana mas (tres
puntos de corte) obtendriamos un fragmento mas. Sin embargo, en el gel, no
aparecerian 4 bandas, ya que se han generado dos fragmentos de igual tamafo (1Kb),
por lo que correran de igual forma. Los fragmentos para Hindlll serian
4,5Kb+1,5Kb+1Kb(x2). Para EcoRI el patron no se ve afectado y para la digestion
doble los fragmentos generados serian 3,5Kb+1Kb(x4)+0,5Kb (ver figura).

1Kb
TKb 05Kb [l’

i il
Yrils t

TKb 1Kb

EcoRl Hindlll EcoRI/Hindlll

[ [ [
— 4,5Kb
— 4Kb
—-— 3.5Kb
— 3Kb
— 1.5Kb
_— — — 1Kb
— 0.5Khb

Problema 2. Se ha cortado con Pstl un plasmido bacteriano circular que contiene un gen
de resistencia a la ampicilina. Tras la electroforesis se observa una banda de 20 Kb. ;Qué
deducirias de los resultados que se plantean a continuacion?

a) Con EcoRl, el plasmido se corta en dos fragmentos: uno de 11.5 Kb y otro de 8.5 Kb

b) La digestion Pstl+EcoRI genera tres fragmentos de: 6 Kb, 5.5 Kb y 8.5 Kb

c) EI ADN del plasmido cortado con Pstl se ha mezclado y ligado con fragmentos de ADN
cortados con Pstl. Todos los clones recombinantes son resistentes a la ampicilina.

d) Tras cortar uno de los clones recombinantes con Pstl se obtienen dos fragmentos: 20
Kby 6 Kb.

e) El clon anterior se corta con EcoRI y se obtienen 10 Kb, 8.5 Kb y 7.5 Kb.

-12-
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Respuesta

a) Al sumar los fragmentos 11.5 Kb + 8.5 Kb nos da un valor de 20 Kb. Este valor es
coincidente con el fragmento generado con Pstl, lo que significa que el plasmido tiene un
tamafio de 20 Kb y que, por tanto, Pstl lo corta una sola vez mientras que EcoRI tiene dos
dianas dentro de la molécula circular.

b) Con la digestion doble podemos, ahora, obtener un mapa de restriccion de esta
molécula circular. Podemos deducir que el fragmento de 11.5 Kb generado por EcoRlI, es
cortado en dos fragmentos menores de 6 Kb y 5.5 Kb por la enzima Pstl:

EcoRlI

6Kb 8.5Kh

EcoRI
Pstl 5 5Kb

c) Al cortar con Pstl, el plasmido se queda en forma lineal con extremos cohesivos para
ese enzima. Al poner en contacto fragmentos de ADN cortados también con Pstl junto con
una enzima ligasa, los fragmentos, que tienen extremos complementarios, se ligan al
plasmido y la molécula recirculariza con un inserto dentro de ella, obteniendo un plasmido
recombinante. Si la diana para Pstl estuviera dentro del gen de la ampicilina, el inserto
‘romperia” este gen, por lo que quedaria inactivo y las bacterias serian sensibles a la
ampicilina. Por eso, podemos deducir que la diana para Pstl no se encuentra dentro del
gen de resistencia a la ampicilina.

d) Al cortar de nuevo con la enzima Pstl, lo que estamos haciendo es separar nuevamente
el plasmido del inserto, por lo que obtenemos un fragmento de 20 Kb correspondiente al
plasmido y otro de 6 Kb que seria el tamano del fragmento clonado.

e) Al aparecer un nuevo fragmento cuando cortamos con EcoRI el plasmido
recombinante, que no aparecia en el plasmido bacteriano inicial, significa que existe una
nueva diana para este enzima. La diferencia entre el plasmido bacteriano inicial y el
plasmido recombinante, es la presencia del inserto de 6 Kb. Por eso, deducimos que el
fragmento clonado tiene una diana para EcoRI y que se encuentra situada entre las dos
dianas EcoRI separadas por 11,5 Kb.

Problema 3. Se conoce un gen autosémico con tres alelos L?, Ly | que se diferencian en
una diana para la enzima de restriccion Pstl (| sitio de corte):

sonda
77777272
v y v_ v A 4 v ¥
3 2 1 - 5
Ls L2 !

-13 -
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Disefiar un experimento para diferenciar los genotipos de los diferentes individuos que
pudieren existir en una poblacion si utilizamos como sonda el fragmento homadlogo de
ADN sefialado en el esquema.

Respuesta

La diferencia entre los distintos alelos del gen corresponde a diferencias en secuencia
nucleotidica. En este caso, estas diferencias de nucledtidos afectan a secuencias dianas
para la enzima Pstl. Esta informacién la vamos a utilizar para realizar un experimento que
detecte un marcador RFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion).

Para ello, debemos seguir los siguientes pasos:

a) Digerir todo el ADN genomico con la enzima Pstl, ya que inicialmente, no podemos
aislar nuestro gen del resto del genoma.

b) Para separar los fragmentos generados, segun su tamafno, debemos ahora realizar una
electroforesis en gel de agarosa.

c) Los fragmentos de ADN, tal como se encuentran ordenados en el gel de agarosa,
deben de transferirse a una membrana de nylon mediante la técnica de Southern-blot.

d) Mediante una hibridacién tipo Southern-blot, utilizando la sonda senalada en el
esquema, podremos localizar especificamente la region correspondiente al gen estudiado,
ya que es complementaria a esta region.

e) El revelado de la hibridaciéon pondra de manifiesto los fragmentos de ADN gendémico
con los que la sonda ha hibridado

Asi, tenemos diferentes genotipos posibles, que coincidiran con patrones de bandas:

L?L% bandas de 3Kb y 2Kb

LL": bandas de 3Kb y 2Kb para el primer alelo y de 1Kb y 4Kb para el segundo alelo
L%: bandas de 3Kb y 2Kb para el primer alelo y de 5Kb para el segundo

L°L": bandas de 1Kb y 4Kb

L": bandas de 1Kb y 4Kb para el primer alelo y de 5Kb para el segundo

Il: banda de 5Kb

Problema 4. El siguiente pedigri representa a una familia con alguno de sus miembros
afectado por una enfermedad autosémica dominante. EI ADN de todos los individuos fue
digerido con la enzima Pstl y sometido a electroforesis en gel de agarosa. Se analiza este
ADN mediante hibridacion tipo Southern con una sonda que corresponde a un fragmento
de ADN humano clonado en un plasmido bacteriano. Los resultados del revelado de la
hibridacién se muestran junto al pedigri.

-14 -
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a) Explica el protocolo seguido y los resultados obtenidos en los distintos individuos
b) ¢ Podemos usar la sonda con fines diagndsticos para esta enfermedad?

Respuesta

a) El marcador molecular utilizado en este analisis corresponde con un RFLP. El ADN
gendmico se ha digerido con la enzima Pstl y los fragmentos generados se han separado
mediante electroforesis en gel de agarosa. A continuacion, se realiza una transferencia de
esos fragmentos (tal y como han migrado en el gel) a una membrana de nylon, a la cual,
se fijan. Sobre esta membrana se realiza una hibridacion (hibridacién tipo Southern) con
un fragmento de ADN marcado (sonda). Al revelar esta hibridacion, nos aparecen bandas
de diferentes pesos moleculares, indicando tamaros de fragmentos de ADN gendmico
que son homologos a la sonda.

El primer paso consiste en asignar los genotipos a los individuos del pedigri, teniendo en
cuenta que la enfermedad es autosémica dominante:

aa Aa

ﬁéooiﬁ&éhﬂ»

aa aa Aa Aa aa Aa aa Aa aa Aa

Al comparar los resultados del marcador molecular con los tenotipos (afectados/no
afectados por la enfermedad) podemos ver como existe coincidencia entre el numero y los
tamanos de bandas del RFLP y el desarrollo o no de la enfermedad. Asi, a excepcion de
un individuo (1I-9), todos los afectados presentan dos bandas de 5Kb y 3Kb y los no
afectados una uUnica banda de 5Kb. Teniendo en cuenta que, en especies diploides,
existen parejas de regiones homodlogas (cromosomas homodlogos), debemos de
“‘identificar” dos alelos. Asi, la diferencia en secuencia entre estos alelos podria ser
detectada si afectara a una diana para la enzima Pstl, tal como se muestra en el
esquema:

sonda

l alelo 1

5Kb

l l l alelo 2

3Kb 2Kh

-15-
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Si la sonda hibrida en la regién indicada, y teniendo en cuenta que la banda de 3Kb es
exclusiva para los afectados, podemos deducir, que el alelo 1 del esquema anterior
corresponde al alelo a del pedigri, mientras que el alelo 2, corresponde con el alelo A, que
es el causante de la enfermedad. Entonces, los individuos heterocigotos (Aa) presentan
dos bandas, 5Kb del alelo a y 3Kb del alelo A (ya que el fragmento de 2Kb de este alelo A
no es detectado por la sonda). Los individuos homocigotos sanos (aa) presentan una
Unica banda de 5Kb. Los hipotéticos individuos homocigotos (AA) presentarian una Unica
banda de 3Kb.

b) Al establecer la relacion entre los genotipos y el patrén de bandas, observamos que el
individuo 11-9 no presenta esta correspondencia. Esto se podria explicar porque las
diferencias observables en el patrén de bandas no son debidas a cambios en la secuencia
del propio gen causante de la enfermedad, sino a regiones cercanas a él. Es decir, el
RFLP que detectamos no se corresponde con diferencias en la secuencia de los alelos del
gen, sino que se encuentra en regiones ligadas al mismo, tal como muestra el siguiente
esquema:

5Kb

3Kb 2Kb

Este esquema ilustra el caso del padre (individuo I-2; genotipo Aa) que se encuentra
afectado. Si durante la formacion de los gametos de este individuo existiera un
entrecruzamiento entre el RFLP y el gen causante de la enfermedad (como se indica en la
figura), se generaria un gameto con genotipo A pero con marcador RFLP de 5Kb. Esto es
lo que le ocurre al individuo 11-9, que tiene una alelo a (5Kb) de la madre y un alelo A
(recombinante de 5Kb) del padre.

Por tanto, la sonda se podria usar como diagndstico, pero debemos tener en cuenta que
existe un porcentaje de error debido a la posibilidad de recombinacion entre el marcador
RFLP y el gen causante de la enfermedad.

Problema 5. En un analisis con 4 marcadores de microsatélites se obtuvieron los
siguientes resultados para 5 individuos (los numeros indican tamafios de fragmentos
amplificados en pb):

Individuo 1 Individuo 2 Individuo 3 Individuo 4 Individuo 5

Alelo]l | Alelo2 | Alelol | Alelo2 | Alelol | Alelo2 | Alelol | Alelo2 | Alelol | Alelo2

Locus 1 130 134 134 134 136 138 128 134 128 136
Locus 2 250 256 256 260 258 260 252 260 250 258
Locus 3 140 140 140 144 146 148 138 144 140 150
Locus 4 187 193 185 187 183 189 185 191 181 189

-16 -
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a) ¢ Qué diferencia existe entre los diferentes alelos de un mismo locus de microsatélite?
b) ¢ Cuantos alelos tienen los diferentes loci de microsatélites analizados en este estudio?
c) ¢, Se puede saber el numero de repeticiones para cada uno de ellos?;Y el motivo de
repeticion?

d) Si el individuo 1 es la madre del individuo 2, ¢ cuales de los otros tres individuos pueden
descartarse como posibles padres?

Respuesta

a) Entre los diferentes alelos de un mismo microsatélite las diferencias existentes
corresponden a un numero variable de repeticiones de un motivo (generalmente
dinucledtido, trinucledtido o tetranucledtido).

b) Con esta muestra no podemos saber el nUmero de alelos totales existentes en la
poblacion, ya que pueden existir mas alelos que no estdn representados en estos
individuos. En los individuos analizados tenemos en el locus 1, 5 alelos; en el locus 2, 5
alelos; en el locus 3, 6 alelos y en el locus 4, 7 alelos.

c) A la hora de amplificar las repeticiones de los microsatélites se utilizan las regiones
flanqueantes para disefar los primers. La distancia en pares de bases entre el motivo
repetido y las regiones donde se disefian los primers son variables para cada
microsatélite, por lo que el fragmento amplificado incluye el motivo repetido y parte de las
regiones flanqueantes cuyo tamaro, en este caso, no conocemos. Por eso, no podemos
saber el nimero de repeticiones en cada alelo. Tampoco sabemos el motivo de repeticion,
pues no tenemos informacion de la secuencia. Lo que si sabemos, es que en los cuatro
microsatélites, este motivo corresponde a dos nucledtidos, ya que los alelos tienen
variaciones de dos pares de bases entre ellos.

d) Podemos descartar a los individuos 3 y 5, pues el individuo 2, debe de tener para cada
microsatélite un alelo procedente de la madre y otro del padre.

3. PROBLEMAS PARA RESOLVER

Problema 1. Un fragmento de ADN se corta con Pstl y Hindlll por separado.
Posteriormente, se utiliza una mezcla una mezcla de ambas enzimas obteniéndose los
fragmentos indicados a continuacion:

Pstl: 3Kb y 4Kb
Hindlll: 2Kb y 5Kb
Pstl+Hindlll: 1Kb, 2Kb y 4Kb

Dibujar el mapa de restriccion de este segmento de ADN

Problema 2. Se digiere un fragmento de ADN clonado con las enzimas de restriccion
Hindlll y Smal y con una mezcla de ambas. Se obtiene:

Hindlll: 2,5Kb y 5Kb

Smal: 2Kb y 5.5Kb

Hindlll+Smal: 2Kb, 2,5Kb y 3Kb.

a) Dibujar el mapa de restriccién

-17 -
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b) Cuando la mezcla de fragmentos producida por la actuacién de las dos enzimas a la
vez se corta ademas con la enzima EcoRI, se observa la pérdida del fragmento de 3Kb y
la aparicion de una banda de 1,5Kb en el gel de agarosa. Indicar sobre el mapa anterior el
punto de corte de EcoRl

Problema 3. Un fragmento lineal de ADN de 11Kb se corta por separado con las enzimas
de restriccién EcoRI y Haelll y con una mezcla de ambas obteniéndose los fragmentos
indicados a continuacion. EcoRI: 6Kb, 3Kb y 2Kb; Haelll: 7Kb y 4Kb; EcoRI+Haelll: 5Kb,
3Kb, 2Kb y 1Kb. Dibujar el mapa de restriccién de este segmento de ADN.

Problema 4. El plasmido pAl21 se corté con diferentes enzimas de restriccion y se
observaron las siguientes bandas en un gel de agarosa: BamHI (3.7 Kb, 3.5Kb), Pvull
(7.2Kb), Hindlll (7.2Kb), BamHI+Pvull (3.5Kb, 2.4Kb, 1.3Kb), Pvull+Hindlll (3.6Kb). Dibuja
el mapa de restriccion del plasmido.

Problema 5. Una proteina esta codificada por un gen que no tiene intrones. El fragmento
de restriccion Sacl que contiene el gen completo puede ser identificado por hibridacion
tipo Southern-blot con el ADNc del gen marcado radiactivamente. Para determinar la
causa de una enfermedad desconocida, se obtuvo sangre de pacientes y de personas
sanas como controles. Se extrajo su ADN, se cort6 con la enzima Sacl, se transfirié a una
membrana de nylon y se hibrido con el ADNc marcado como sonda. Igualmente, se
extrajo ARN, se sometid a electroforesis, se transfirié a una membrana (Northern-blotting)
y se hibrido con el ADNc. Ademas se realizo la técnica de Western-blotting y se probd la
proteina codificada por el gen mediante el uso de un anticuerpo especifico frente a ella.

Los resultados se muestran a continuacion (las personas 1 y 2 son controles sanos y las
personas 3, 4, 5, 6 y 7 son enfermos).

¢,Cudl puede ser la causa de la enfermedad en cada uno de los individuos enfermos?

1 2 3 4 5 67 1 2 3 456 72| |1 2 3 456 7
— - -
- - L B | LB - .- -
LI ]
- —
-
Southern blot Northern blot Western blot

Problema 6. Tras una busqueda de marcadores moleculares para una especie, se
disefia una sonda complementaria al ADN gendmico de esta especie en la region
indicada en el esquema, y que permite diferenciar tres alelos distintos (A1, A2 y A3). El
ADN extraido de diferentes individuos se corta con Sacl, se realiza una electroforesis y
se tranfiere el ADN posteriormente a una membrana de nylon. Esta membrana se
hibrida con la sonda (marcada radiactivamente) y se realiza una autorradiografia.

-18 -
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Sacl Sacl goNDA Sacl
! ! Il
2 Kb 3 Kb
Sacl Sacl

'

alelo A2

5 Kb

Sacl Sacl Sacl
¢ l l alelo A1
2Kb 3 Kb
Sacl Sacl Sacl Sacl

'

'

v v

alelo A3

2Kb

1Kb 2Kb

Dibujar esquematicamente el resultado esperado para: Un homocigoto para A1, un
heterocigoto A1A2, un homocigoto A2 y un heterocigoto A1A3.

Problema 7. Un gen autosédmico con dos alelos A y a se diferencian para la enzima de
restriccion Alul segun indica la figura. Disefia un experimento para diferenciar los
distintos genotipos de una poblacién. Dibuja los posibles resultados.

Alul

Alul Alul
A 8Kb | 4Kb
| | |
a 1 |
! VZ7777777777770
SONDA

Problema 8. Se prueban distintas sondas de ADN hibridando con el ADN genémico de
los individuos de una familia numerosa en la que algunos miembros estan afectados
por una enfermedad autosdomica dominante de manifestacion tardia (aproximadamente
a los 40 anos). Sobre el Southern-blot obtenido con Taql, una de las sondas detecta
un polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP). Los patrones
del RFLP de cada individuo del pedigri se muestran en la figura.

a) Explicar los resultados.

b) Analizar si existe ligamiento entre el RFLP y el gen causante de la enfermedad.

YISt ST Y T

6 Kb

4 Kb —
2Kb —
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Problema 9. Se probaron distintas sondas de ADN hibridando con el ADN gendémico
de los individuos de una familia numerosa en la que algunos miembros estan
afectados por una enfermedad autosdmica dominante leve. Sobre el Southern-blot
obtenido con EcoRI, una de las sondas detecta un polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP). Los patrones del RFLP de cada individuo del pedigri
se muestran en la figura.

a) Explicar los resultados.

b) Analizar si existe ligamiento entre el RFLP y el gen causante de la enfermedad.

Y ISIeT ISISTY IR Jsl

4Kb PR — _— e e mm e e o e o e o =

Problema 10. Se extrae ADN gendmico de los miembros de una familia en la que
existen afectados para una enfermedad autosémica dominante. Se digiere con Pvull y
los fragmentos se separan en gel. Tras hibridacion tipo Southern-blot con una sonda
que detecta un RFLP se obtienen los resultados de la figura. ; Esta ligado el RFLP al
gen causante de la enferemedad?

.TO
w7579 5 N
] ‘&5&‘&)‘

3 Kb — — —— - — I . S . S S

2 Kb - . - . - . - — — e — — —

Problema 11. Una enfermedad estd asociada a la ausencia de actividad de una
enzima determinada. En cada miembro de la familia que se muestra a continuacion, se
amplifico el exén 2 del gen que codifica dicha enzima y se digirid con la enzima de
restriccion EcoRI, obteniéndose los siguientes resultados:
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0

M @

Control sano

480 pb *

—
250 pb — —
—

230 pb —

. Se puede utilizar este marcador como método de diagnéstico? ;Qué tipo de
enfermedad se describe en el pedigri? Explica, mediante un esquema, los resultados
obtenidos a nivel molecular.

Problema 12. Una sonda detecta un RFLP con dos alelos alternativos de 1,7Kb y 3,8
Kb a partir de ADN de ratdn digerido con Hindlll. Un ratén, heterocigoto para un alelo
dominante que determina cola curvada y con alelos para el RFLP de 1,7Kb y 3,8Kb, se
cruza con un ratédn silvestre que muestra sélo el fragmento de 3,8Kb. La mitad de los
descendientes presenta cola curvada. Al analizar estos ratones con cola curvada para
el RFLP, encontramos que un 20% de ellos son homocigotos para el alelo de 3,8Kb y
el 80% son heterocigotos para los alelos 3,8Kb y 1,7Kb. a) ¢ Esta ligado el locus que
determina la cola curvada al RFLP?; b) ¢ Si lo esta, a qué distancia se encuentran?; c)
Explica estos resultados mediante un esquema.

Problema 13. Cuatro hombres se disputan la paternidad de un nifio. Los forenses
deciden utilizar el método de la huella genética para resolver el caso, analizando el
ADN de la madre (M), del hijo (H) y de los cuatro posibles padres (P1 a P4). Los
resultados obtenidos se muestran en la figura.

a) ¢,Quién es mas probable que sea el padre?
b) Atribuir el mayor numero posible de bandas al padre y a la madre.

M H P1P2P3 P4

OO cacCcac3 | Origen

Problema 14. Se extrae el ADN de la sangre de una victima de violacion (V), del
semen extraido de su cuerpo (S) y de muestras tomadas de 5 sospechosos (S1, S2,
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S3, S4 Y S5). Se lleva a cabo un estudio de microsatélites empleando una pareja de
cebadores especificos de un locus. Una vez realizada la amplificacién con la pareja de
cebadores, se obtienen los siguientes resultados:

O 0 3 k3 43 3 .3 | Origen

V § 81 82 83 $4 S5

a) Explicar los patrones de amplificacién obtenidos.
b) ¢ Existe algun sospechoso que parezca culpable?

4. SOLUCIONES A LOS PROBLEMAS

Problema 1.
Pstl Hindlll

4Khb 1Kb 2Kb
Problema 2
a.

Hindlll Smal

25Kb 3Kb Z2Kb

b.

Hindlll EcoRl  Smal

' oo

25Kb 15Kb  1.5Kb 2Kb
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Problema 3.

EcoRI Haelll EcoRl

2Kb 5Kb 1Kb 3Kb
Problema 4.
BamH|
1,2Kb
2 4Kb - Hindlll
P
Pwull 2.3Kb
1.3Kb
BamHI

Problema 5.

No se transcribe el gen (individuos 3 y 7) o las proteinas producidas son defectuosas
(individuos 4, 5 y 6). El individuo 1 es homocigotico para alelo normal y el 2 es
heterocigdtico portador de alelo que no se transcribe y produce la mitad de ARNm y de
proteina que el 1. Los individuos 3 y 7 son homocigéticos para este ultimo alelo y no
producen proteina. Los individuos 4, 5 y 6, son homocigoticos para alelo que se
transcribe y produce ARNm de igual longitud que alelo normal pero han sufrido algun
cambio que cambia la secuencia de la proteina.

Problema 6.

SKb — f—
2Kb -
1Kb -
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Problema 7. Se digiere el ADN gendémico de los individuos con la enzima Alul, se
somete el ADN cortado a una electroforesis y mediante la técnica de Southern-blot se
transfieren los fragmentos a una membrana de nylon. Se realiza una hibridacién
utilizando la sonda para detectar las regiones homologas a ellas. Los resultados
posibles son:

AA Aa aa

12Kb J— —

Problema 8.

Estan ligados, y una posible interpretacion de los resultados se muestra en el siguiente
esquema:

Afectados, Aa (6Kb/4Kb/2Kb); Sanos, aa (6Kb). El genotipo del individuo 1I-9 es
resultado de un entrecruzamiento entre la regién que contiene al RFLP y el gen
causante de la enfermedad en una de las meiosis del padre.

Problema 9. Estan ligados, y una posible interpretacion de los resultados se muestra
en el siguiente esquema:
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Problema 10. Se encuentran ligados. La interpretacién podria ser:

1Kb 2 Kb '

3 Kb

Afectados, Aa (3Kb/2Kb); Sanos aa (2Kb). Esto seria para las generaciones | y Il. El
individuo 1I-8 es un individuo procedente de otra familia, en el que, ahora, el alelo a
esta asociado a la banda 3Kb. Esto hace que el patron de bandas cambie en la
generacion lll. Asi, los afectados Aa (A del padre y a de la madre) sean homocigoticos
(3Kb/3Kb) y los sanos aa (a del padre y a de la madre) sean heterocigoéticos
(3Kb/2KDb).

El individuo IlI-7, es el resultado de un entrecruzamiento entre el RFLP y el gen
causante de la enfermedad en el padre heterocigoto (11-7)

Problema 11. Si. Una enfermedad autosémica recesiva.

Taql
| >K

250 pb 230 pb

alelo A alelo a
Problema 12.
a) Si, se encuentran ligados.
b) 20 u.m.
c)
Hindlll Hindlll Hindlll
l A
2,1Kb
¢ a
3.8Kb
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Problema 13.
a) El individuo P1.
b) La mitad deben de estar presentes en la madre y la otra mitad en el padre.

Problema 14.
a) Son debidos a la diferencia en el numero de repeticiones en tandem
b) EI S4
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APLICACION DE LA PCR AL DIAGNOSTICO
GENETICO: DETECCION DE PARASITOS
QAUE INFECTAN A MOLUSCOHS

1. OBJETIVO

En esta practica se pretende comprobar la eficacia de la PCR en el diagnéstico
genético de enfermedades e infecciones parasitarias en moluscos bivalvos. Se utiliza
la especificidad de los primers para amplificar una regiéon concreta del genoma del
parasito cuando se encuentra presente en una muestra.

2. FUNDAMENTO TEORICO

La PCR es una técnica que permite la amplificacion (multiplicacion) especifica de ADN
in vitro. Para llevarla a cabo se necesita un ADN molde, un par de cebadores o primers
que marcan los puntos del inicio de sintesis de la cadena 3’ y 5’ del ADN a amplificar,
una cantidad suficiente de desoxiribonucledtidos tri-fosfato (dATP, dTTP, dCTP y
dGTP), una ADN polimerasa, su tampén, y las condiciones para una eficiente
reaccion. La reaccion es ciclica y, tras una etapa inicial de desnaturalizacion del ADN
molde (de 2 a 5 minutos), consta generalmente de unos 25 a 35 ciclos. Cada uno de
los ciclos esta compuesto por una etapa de desnaturalizacion (unos 30-60
segundos), una de alineamiento de los cebadores al ADN molde (unos 30-60
segundos), y una de extension (o polimerizacién, cuyo tiempo depende del tamafo
del ADN a amplificar y de la polimerasa usada, y,por lo general, una aproximacion es
de un minuto por kilobase de ADN a amplificar). Tras los ciclos de desnaturalizacion,
alineamiento y extension, la reaccién termina con una etapa de extension final que
suele ser de cinco minutos.

Aunque la PCR puede detectar desde una Unica molécula de ADN, para su buen
funcionamiento el ADN molde debe ser de buena calidad (no degradado) y libre de
inhibidores de actividad enzimatica. Por su parte, la region de ADN a amplificar
(amplicon) debe tener un tamafio no superior a las 3 6 4 kilobases vy, preferiblemente,
sin estructuras secundarias (éstas bloquean la progresion de la ADN polimerasa
durante la sintesis). Por su parte, los cebadores son la cadena inversa y
complementaria a la secuencia de inicio de sintesis de cada una de las dos hebras del
ADN a amplificar. Deben ser especificos, de forma que se alineen exclusivamente con
la region complementaria en el fragmento de ADN que se desea amplificar y no se
unan a ninguna otra secuencia de ADN cercana. Suelen ser de un tamarfo entre 15y
35 nucledtidos (cuantos mas nucleétidos, mas especificidad). Los cebadores deben
tener una composicién equilibrada de CGs (bases Citosina y Guanina) y ATs (bases
Adenina y Timina) y, sobre todo, no deben tener estructuras secundarias ni
complementariedad interna o con el otro cebador (de lo contrario se plegarian sobre si
o se alinearian entre si formando dimeros).

La desnaturalizacion del ADN se consigue mediante su incubacion a 94°C.
Posteriormente, el alineamiento de los cebadores se consigue bajando la temperatura
hasta un nivel (Tm= Temperature of melting) que permite a éstos unirse
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especificamente a su secuencia inversa y complementaria. Dicha temperatura (Tm)
debe ser aproximadamente similar para los dos cebadores (no mas de 5°C de
diferencia) y depende tanto de la composicién como del tamaro del cebador. Hay una
variedad de algoritmos que permiten calcular la Tm; una formula basica para estimarla
es: 4 x GC + 2 x AT, donde GC es el numero de Gs y Cs en el cebador y AT el de As y
Ts. Dichos algoritmos también permiten chequear el potencial de formacion de
estructuras secundarias o de complementariedad tanto interna como entre cebadores.

En principio cualquier ADN polimerasa puede servir para sintetizar ADN in vitro. Sin
embargo, la PCR requiere altas temperaturas para la desnaturalizacién del ADN molde
(94°C) y para el alineamiento de los cebadores (40-65°C o mas dependiendo de los
cebadores). Por eso, la PCR requiere ADN polimerasas termoestables, las cuales se
consiguen a partir de microorganismos que viven en lugares con altas temperaturas y
cuyas polimerasas estan adaptadas a esta situacion. La ADN polimerasa comunmente
utilizada para PCR es la polimerasa Taq, obtenida a partir de la bacteria termofila
Thermus aquaticus, la cual tiene una temperatura 6ptima de polimerizacion del ADN
de 72°C, temperatura similar a la de donde vive este microorganismo. La fase de
extensién con la Taq polimerasa se hace, por tanto, a 72°C (otras ADN polimerasas
tendran otras temperaturas optimas de sintesis de ADN).

Como cualquier reaccién bioquimica, la PCR necesita una solucién tampén que es una
mezcla de sales y reactivos (entre los cuales destaca el cloruro de magnesio). Las
repeticiones ciclicas de diferentes temperaturas a lo largo de la reaccion de PCR se
consiguen mediante el uso de termocicladores. Estos son aparatos capaces de
conseguir temperaturas precisas, mantenerlas durante un tiempo determinado y
cambiar entre temperaturas de forma homogénea y rapida.

Asi, la PCR consiste en la desnaturalizacion que abre la doble cadena del ADN molde,
el alineamiento que permite el anclaje de los cebadores a sus correspondientes
secuencias inversas y complementarias, y la extension que permite la sintesis de ADN
partiendo desde el ultimo nucledtido 3’ del cebador anclado a su correspondiente
hebra de ADN molde. Un ciclo resulta en la duplicacion del nimero de moléculas
correspondientes al ADN a amplificar, tras el segundo ciclo habra cuatro veces ese
numero, tras el tercer ciclo habra ocho veces ese numero de moléculas, etcAl final
habra una cantidad tedrica de 2" x C moléculas de ADN amplificado donde n es el
numero de ciclos de PCR y C la cantidad de moléculas molde iniciales. Se recomienda
no superar los 35 ciclos de PCR ya que, por un lado, la ADN polimerasa tiene una tasa
de error de sintesis (cerca de uno por cada milléon de nucleétidos incorporados) y, por
otro lado, el agotamiento diferencial de productos en la reaccién puede resultar en mas
errores (por ejemplo si se agotan los dATPs, puede que la Taq inserte un dTTP en una
posicion correspondiente a un dATP).

Una vez finalizada la reaccién de PCR se visualizan los productos de la reaccion
mediante la técnica de electroforesis en gel agarosa. Al cargar el producto de la PCR
en el gel agarosa y someter este ultimo en un campo eléctrico directo, se aprovecha la
carga eléctrica negativa del ADN para hacerlo migrar diferencialmente desde el polo
negativo al polo positivo del campo eléctrico directo (de polos positivo y negativo
estables). La porosidad del gel de agarosa hara que, a medida que migren desde el
polo negativo hacia el polo positivo, las moléculas de ADN se separen en base a su
tamano de forma que las moléculas mas cortas migren mas rapido (y por consiguiente
avancen mas en el gel). Para tener una referencia, se separan también las moléculas
de ADN de una mezcla de fragmentos de tamafos conocidos y cantidades relativas
(marcadores de peso molecular). La separacion simultanea, pero por separado (en
diferentes pocillos), de los productos de la PCR y del marcador de peso molecular en

-32-



Departamento de Genética, Universidad de Granada

el mismo gel permite al investigador determinar los tamafos moleculares de los
productos de la PCR que deben coincidir con los esperados.

La presencia de Perkinsus spp. es conocida practicamente en todas las aguas calidas
del mundo y ha sido histéricamente asociada a mortalidades masivas de moluscos
bivalvos. La presencia de Perkinsus olseni en las almejas del litoral europeo se conoce
desde 1987. Este parasito se ha detectado por ejemplo en la almeja fina (Ruditapes
decussatus), en la almeja japonesa (R. philippinarum), en la madrealmeja (Venerupis
pullastra), en el pirulo (V. aurea) y en la almeja rubia (V. rhomboides). Perkinsus olseni
puede considerarse en la actualidad el principal problema patolégico para el desarrollo
del cultivo de almejas en el litoral europeo. Hasta ahora, su diagndstico precisaba de
técnicas que requerian de tres a cinco dias, y cuyo desarrollo y eficacia oscilaba entre
el 60-90%. La puesta en marcha de nuevas técnicas mas sensibles y rapidas
constituye un avance muy importante en el control, ordenaciéon y proteccion de las
poblaciones y cultivos de moluscos bivalvos. Desde su implantacién, la aplicacion de
la técnica de amplificacion de ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) ha revolucionado el diagndstico de enfermedades infecciosas en Acuicultura. La
sensibilidad y la rapidez son las cualidades mas notables de estas técnicas.

En esta practica se pretende determinar la presencia de parasitos en distintas
muestras de moluscos bivalvos mediante la amplificacion por PCR de un fragmento de
ADN cuya secuencia es especifica del parasito. Se trata de un fragmento del
espaciador intergénico de los genes ribosémicos (Figura 1). Los genes que codifican
para tres de los cuatro ARNs que forman parte del ribosoma (ARN ribosémicos 18S,
5.8S y 28S) se disponen formando una unidad de transcripcion compuesta por la
secuencia ETS (espaciador externo que se transcribe por delante del gen 18S), el gen
18S, ITS-1 (espaciador interno entre el gen 18S y el 5.8S), el gen 5.85, ITS-2
(espaciador interno entre el gen 5.8S y el 28S), 28S y otro ETS (espaciador externo
que se transcribe por detras del gen 28S). En un locus ribosémico, varios cientos de
estas unidades de transcripcidn se repiten en tandem separados por una secuencia
NTS (espaciador no transcrito). Juntos, el NTS y los ETSs constituyen el llamado IGS
(espaciador intergénico). Los genes ribosémicos se caracterizan por su elevado grado
de conservacion. No es el caso de los espaciadores entre estos genes, que al no
codificar ningun producto génico, no estan sujetos a presion selectiva, y por tanto, su
secuencia es muy variable entre especies. Esto hace que el fragmento de ADN que
nosotros vamos a amplificar (un fragmento de 760 pb del NTS de P. olseni) tenga una
secuencia especifica del parasito.

185 5,85 28S — IGS «— 185 5,85
| [ I | I [ | B

ITS-1  ITS-2 ETS NTS ETS

Figura 1. Organizacién de los genes ribosémicos en los genomas eucariéticos. Las flechas indican el
lugar de anclaje de los cebadores especificos.
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3. METODOLOGIA
Reaccién de Amplificacion (PCR)

En un microtubo de 200yl afiadir, siguiendo el orden indicado, los siguientes reactivos
para un volumen final de 25ul:

e Agua estéril 16 pl
o 10% Tampon de PCR 10x 2.5 ul
e 2mM de cada dNTPs 1l
e Primer Pkl (0.2 uM) 2 ul
e Primer Pkll (0.2 pM) 2 ul
e ADN de almeja 1 pl
e Taq polimerasa (2U) 0,5 ul

A continuacién se colocan los microtubos en el termociclador y se programa para 35
ciclos segun el programa:

Desnaturalizacion: 94°C 30 seg.
Alineamiento: 58°C 30 seg.
Extension: 72°C 30 seg.

Se analizaran muestras de ADN procedentes de distintas almejas para determinar si
estan infectadas o no por el parasito. Una vez terminada la PCR, se someteran las
muestras a una electroforesis en gel de agarosa y se procedera al diagnéstico de los
individuos.

Preparacion del gel de agarosa

En un matraz de 250 ml de capacidad, afiadir 40 ml de tampén TAE (0.04 M Tris-
acetato, 0.001 M EDTA) y 0,4 g de agarosa.

Calentar utilizando el microondas hasta que se funda la agarosa.

Dejar enfriar hasta aproximadamente 50°C y anadir 4 ul de solucion de colorante para
ADN SYBR® Safe (10.000x).

Mientras se enfria la agarosa, colocar en el adaptador el molde en el que se preparara
el gel. Dejar el molde en el adaptador en una superficie horizontal y situar el peine que
labrara los pocillos a unos centimetros del borde.

Una vez se ha enfriado la agarosa, se afade la solucion al molde con cuidado de
retirar las burbujas que se formen. Dejar gelificar la agarosa hasta que adquiera una
apariencia translucida.

Retirar el peine y el molde del adaptador. Colocar el gel en la cubeta de electroforesis
y cubrirlo con tampén de electroforesis (TAE 1x o TBE 0.5x).

-34-



Departamento de Genética, Universidad de Granada

Electroforesis

Con cuidado de no romper los pocillos, cargar en el gel las diferentes muestras
correspondientes a cada una de las reacciones de amplificacion. Para ello, anadir 5 pl
de tampodn de carga a los tubos en los que se desarrollé la PCR vy, una vez mezclado
con el ADN, con la ayuda de una micropipeta, cargar la mezcla en un pocillo del gel
(una muestra por pocillo). Cargar en otro pocillo 4 yl de la mezcla ya preparada de
marcador de peso molecular, que nos servira de referencia para determinar el tamano
de los fragmentos que queremos caracterizar.

Conectar la fuente de alimentacién al gel durante 30 minutos a 50 volts/cm.

Analizar los resultados mediante la observacion en un transiluminador.

Diagnéstico de los individuos
En aquellos individuos donde observemos una amplificacion correspondiente a 760 pb

estara presente el parasito, y por tanto, los podremos diagnosticar como positivos para
esta enfermedad.

Se espera un resultado como el de la figura:

Figura 2. Se muestra el resultado del test de diagnoéstico para Perkinsus. En un gel de electroforesis se
cargaron diferentes muestras con el contenido de la reaccién de amplificacion: A y J, marcadores de ADN
para determinacion del tamafno del fragmento amplificado. B, amplificaciéon de producto a partir de una
muestra utilizada como control positivo (ADN de Perkinsus). C. amplificacion de producto a partir de una
muestra utilizada como control positivo (ADN clonado a partir del que se disefiaron los oligonucleétidos).
D y E, ausencia de amplificacion del producto en muestras de tejidos de almejas procedentes de cultivos
no infectados. F-H, amplificacion del producto en muestras de tejidos de almejas procedentes de cultivos
infectados. |, ausencia de amplificacién del producto en muestras carentes de material biolégico (prueba
de control negativo). En esta Figura, la flecha sefiala los fragmentos amplificados de ADN (780 pb). Se
demuestra la eficacia del método de diagndstico para Perkinsus olseni en cultivos de almejas dado que
los oligonucledtidos de que disponemos detectan la presencia del parasito en almejas infectadas y no
ocasiona problemas de falsos positivos puesto cultivos no infectados no mostraron amplificacion.
Ademas, se demuestra la gran sensibilidad del método, puesto que detecta la presencia del parasito en
cultivos aun cuando el nivel de infeccién es minimo. Asi, en los productos de amplificacién que se
observan en las calles F a H del gel, se puede observar una gradacién de menor a mayor en cuanto a la
cantidad de producto amplificado, gradacion que se corresponde con los niveles de infeccion de cada uno
de los tres cultivos de donde procedian las tres muestras.
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4. CUESTIONES

1.- ¢Qué criterios se debe seguir a la hora de disefiar cebadores para este tipo de
analisis?

2.- ;Qué harias si observa amplificacion en muestras que claramente sabemos que no
estan infectadas?

3.- ¢ Qué es lo que hace de la PCR una técnica idonea para diagnéstico?

4.- ;Podriamos descartar completamente una infeccidbn si para una muestra
observamos ausencia de amplificacion tras la PCR?
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CLONACION DE uN PRODUCTO DE PCR

1. OBJETIVO

Esta practica tiene como objetivo conocer el procedimiento para clonar un fragmento
de ADN. Para ello, construiremos una molécula de ADN recombinante que, en nuestro
caso, estara formada por un vector de clonacion y un fragmento de ADN del parasito
Perkinsus olseni. Utilizaremos como vector de clonaciéon un plasmido que presenta
una serie de caracteristicas especialmente favorables: 1) se facilita la insercién de un
fragmento de ADN, 2) se replica de forma auténoma en células procariotas (E. coli) y
3) permite distinguir entre las colonias que han incorporado plasmidos recombinantes
y las que incorporaron plasmidos sin inserto. De esta forma, se pretende dar a conocer
una técnica de gran utilidad y de uso rutinario en los laboratorios de Genética
Molecular.

2. INTRODUCCION

En Biologia Molecular, el término clonacién hace referencia a una técnica mediante la
cual se logra introducir un fragmento de ADN de interés en un vector, siendo esta
"construccién genética" introducida posteriormente en células bacterianas, de forma
que logre mantenerse y multiplicarse (replicarse) dentro de las mismas.

Por lo tanto, los componentes principales de un experimento de clonacién son: a) el
fragmento de ADN a clonar, que se denomina inserto una vez integrado en el vector,
b) el vector de clonacién, donde el inserto es introducido permitiendo asi su
incorporacion dentro de la célula, y c) las bacterias donde es introducida la
construccion formada por inserto mas vector (plasmido recombinante), permitiendo
obtener muchas copias del mismo. Este tipo de experimentos se engloban dentro de lo
que se conoce hoy dia como tecnologia del ADN recombinante, dado que se
construyen moléculas de ADN compuestas por fragmentos de diferentes origenes.

El inserto puede ser cualquier fragmento de ADN, sea cual fuere su origen. No
obstante, el tamafio maximo a insertar esta limitado por la capacidad del vector usado.
En el caso de los plasmidos mas comunes el tamano del inserto no suele superar las
10 kilobases (Kb), y un inserto de mayor tamafo suele generar una construccion
recombinante cuyo tamafo obstaculiza su eficiente penetracion en las células
bacterianas. Cuando necesitemos clonar fragmentos de ADN de mayor tamafio se
puede recurrir a otros vectores, como el fago lambda, en el que podemos clonar
fragmentos de unos 15 Kb, los cosmidos, que pueden aceptar hasta 40 Kb, los BACs
(Bacterial Artificial Chromosome), que pueden aceptar hasta 200 Kb, los YACs (Yeast
Artificial Chromosome), que pueden aceptar hasta 2 Mb y los MACs, que permiten
clonar fragmentos de varias Mb.

Para obtener el inserto de interés hay que recurrir a una fuente de ADN que lo incluya,
por ejemplo, el genoma de un animal o de una planta. Después hay que seleccionar
una técnica que nos permita aislar el fragmento de interés, como, por ejemplo,
mediante digestion del ADN gendmico con enzimas de restriccion (véase el protocolo
mas abajo), o bien mediante amplificacion del inserto mediante PCR (véase el guion y
practica correspondientes a esta técnica). En ambos casos obtendremos un fragmento
de ADN de tamano conocido, por lo que realizaremos una electroforesis en gel de
agarosa, identificaremos el fragmento adecuado y el ADN sera recuperado mediante
una técnica de purificacion de ADN a partir de geles de agarosa.
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En esta practica usaremos un plasmido como vector de clonacion. Un plasmido es una
molécula de ADN bacteriano circular que, no siendo imprescindible para la
supervivencia y multiplicacion de la bacteria, puede coexistir y replicarse en el
protoplasma celular como molécula extra-cromosdmica y transmitirse a las células
hijas. Por lo tanto, para que un plasmido pueda ser usado como vector de clonacion,
tiene que ser capaz de mantenerse y replicarse dentro de la célula. Esto es posible
porque el plasmido contiene una secuencia denominada origen de replicacion,
especifica de cada especie bacteriana, donde se une la ADN polimerasa y comienza la
replicacién del plasmido. En cuanto al nimero de copias existentes en el interior de
una bacteria, los plasmidos se pueden clasificar en dos categorias: 1) relajados, si
existen multiples copias, y 2) restringidos, si hay una uUnica o muy pocas copias por
célula. Los plasmidos relajados suelen ser mas ventajosos ya que permite una
multiplicacion eficiente del plasmido y, por consiguiente, del inserto.

Para facilitar la integracion del inserto, los plasmidos poseen una regién que contiene
varias secuencias diana especificas de diversas enzimas de restriccidon (sitio de
clonacion multiple o polylinker). En esta regién se pueden insertar fragmentos de ADN
obtenidos por digestion con enzimas de restriccidon cuyas dianas se encuentran en
este sitio de clonacién mudltiple. Para clonar insertos amplificados mediante PCR, se
suelen usar vectores abiertos (no circulares) cuyos extremos 3’ terminan con un
nucleoétido de timina protuberante (que no tiene nucleétido complementario en la otra
hebra). Estos plasmidos aprovechan el hecho de que la Taq polimerasa (la enzima
que permite la amplificacion de ADN mediante PCR) afade un nucleétido de adenina a
cada extremo 3’ del ADN amplificado. Las adeninas en los extremos del fragmento
amplificado se pueden emparejar con las timinas de los extremos del plasmido, hecho
que facilita la insercién del amplicén (se denomina asi al producto de la PCR) en el
plasmido.

Durante la introduccion de los plasmidos en el interior de las bacterias (proceso
conocido como transformacién) sélo una proporcién de las mismas incorporaran el
plasmido (la eficiencia de transformacion nunca es del 100%). Los plasmidos
comunmente usados para este fin, contienen ademas uno o varios genes de
resistencia a antibioticos, lo que permite seleccionar las células transformadas (que
han incorporado el plasmido). Para ello, tras el proceso de transformacion, se cultivan
todas la bacterias en un medio que contiene el antibiético ante el cual el plasmido
confiere resistencia y, como consecuencia, sélo aquellas que hayan incorporado el
plasmido sobreviviran. Ademas, el plasmido puede contener algun sistema que le
permita discriminar entre las células que llevan el vector con el inserto y las que llevan
el vector recircularizado (sin inserto). Un sistema muy usado es el que utiliza la
secuencia del gen de la B-galactosidasa (gen lacZ, del operén lac de E. coli)
interrumpido por la regién de clonacion multiple (polylinker). Para que tenga lugar la
expresion del gen de la B-galactosidasa, es necesaria la presencia de IPTG, molécula
que actia como un inductor continuo del gen. La proteina [-galactosidasa, en
presencia de uno de sus sustratos, X-gal (5-Bromo-4-Cloro-3-Indol-B-D-galactésido),
produce un precipitado azul, ya que X-gal es hidrolizado por el enzima, dando lugar a
galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol, que es oxidado originando 5,5'-dibromo-
4 4'-dicloro-indigo, un compuesto azul insoluble. Asi, si cultivamos en medio sélido
bacterias transformadas con un plasmido que contenga el sistema de la B-
galactosidasa en presencia de IPTG y X-gal, las bacterias que hayan incorporado
plasmidos recombinantes (con inserto en el sitio de clonacion multiple) tendran inactivo
el gen de la B-galactosidasa, y no se formara el precipitado azul (daran lugar a
colonias blancas), mientras aquellas que se hayan transformado con plasmidos sin
inserto podran producir el enzima, por poseer intacto su gen, y originaran colonias de
color azul (Figura 1).
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Colonias azules
(sin inserto)

Colonias blancas
{con inserto)

Figura 1: Resultado de un experimento de clonacién

Existen otras estrategias similares que se pueden usar con el mismo propésito. Por
ejemplo, usando plasmidos que contienen la secuencia de un gen letal interrumpida
por el sitio de clonacion multiple. En este caso, la inclusion del inserto en el sitio de
clonacion mudltiple interrumpira al gen letal, siendo las bacterias transformadas con
plasmidos con inserto las Unicas que sobrevivan.

Hoy dia, para usos convencionales, el investigador no tiene la necesidad de construir
sus propios vectores, ya que existe una amplia variedad de vectores disefiados y
producidos por empresas de Biotecnologia para todo tipo de usos en clonacién (por
ejemplo los vectores pGEM-4Z (utiliza el gen de la B-galactosidasa como marcador de
seleccion) y el vector TOPO (utiliza un gen letal).

La especie y cepa bacteriana usada durante el proceso de clonacién también debe
tener una serie de caracteristicas especiales. No debe ser patégena (obviamente para
evitar riesgos al personal investigador y a la poblacién en general) y debe ser facil de
cultivar (se utilizan cepas no patdégenas de Escherichia coli). Es preferible que tenga
una reproduccién (multiplicacion) eficiente y que esté modificada de forma que se evite
la recombinacion entre el plasmido (vector) y su propio cromosoma (de lo contrario, se
corre el riesgo de perder el inserto). De forma natural, una bacteria puede adquirir un
estado fisiologico que la capacita (“permeabiliza®) para sufrir un proceso de
transformacion. En esta situacion se dice que la bacteria es “competente”. Sin
embargo, esta competencia natural ocurre con una frecuencia muy baja y no es util
con fines de clonacion. Por ello, en el laboratorio se recurre a inducir artificialmente
este estado con diversos métodos, proceso que se denomina "competencia artificial".
Dicha permeabilizacion se puede inducir por métodos quimicos. Para ello, las células
se enfrian en presencia de cationes divalentes como Ca®* (en forma de CaCl,), lo que
prepara las membranas celulares para ser permeables al ADN plasmidico. Después,
las células son incubadas en hielo con el ADN y luego se someten brevemente un
choque térmico (por ejemplo, 42°C por 30-120 segundos), lo que facilita que el ADN
entre en la célula. La permeabilizacién también puede conseguirse usando elementos
fisicos, como la corriente eléctrica. En este caso, las células bacterianas se someten a
una corriente eléctrica de alto voltaje (alrededor de 2000V para el caso de las
bacterias) y corta duracion (varios us). Como en el caso de los vectores, existe una
gran variedad de cepas de bacterias "competentes" proporcionadas por empresas
biotecnoldgicas para todo tipo de usos en clonacion (entre estas destaca la cepa de E.
coli DH5q).

Entre los multiples usos de la clonacién, podemos citar la multiplicacién de las copias
de un fragmento, ya que, al replicarse el plasmido recombinante dentro de la célula y
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al multiplicarse esta ultima, se consiguen muchas moléculas de ADN. La clonacion
también permite la discriminacién entre diferentes secuencias o variantes de un ADN
amplificado. Por lo general, cada bacteria transformada adquiere un sélo plasmido
recombinante. Al ser cultivadas en medio sdlido, cada bacteria originara una colonia
de bacterias idénticas a la original y, por lo tanto, con el mismo inserto. La
secuenciaciéon de los insertos procedentes de diferentes colonias nos permitira tener
una idea sobre la variabilidad de las secuencias de ADN originales. Otra utilidad de la
clonacién es la generacion de una genoteca o libreria gendmica, que consiste en un
conjunto de clones bacterianos cada uno de los cuales porta un fragmento de ADN del
genoma de la especie objeto de estudio. Cada fragmento esta incluido en un clon, y
entre todos los clones, componen el genoma entero. Las genotecas también pueden
contener fragmentos de ADNc (ADN complementario o copia), obtenidos por retro-
transcripcion de ARNm. En este caso el numero de clones es menor ya que solo
estaran representados los genes que se expresaban en el tejido que se uso para
extraer el ARNm. Igualmente los insertos seran, en general, de menor tamafo ya que
los genes clonados no contendran intrones.

La clonacién también puede permitir que un gen se exprese dentro de una célula
bacteriana. Para ello es necesario clonar el fragmento en fase con la pauta de lectura
abierta del gen (normalmente el ADNc obtenido a partir del ARN mensajero) en un
vector de expresion. El vector de expresion tiene un promotor especial que permite la
induccién controlada de la transcripcidn de la secuencia insertada. Como resultado, las
bacterias pueden sintetizar la proteina codificada por el inserto, permitiendo la
produccion de enzimas y otras proteinas de interés cientifico, farmacolégico o
comercial.

En esta practica, vamos a clonar fragmentos de ADN que previamente hemos
amplificado por PCR. Dichos fragmentos contienen una regién del ADN espaciador
NTS del ADN ribosémico (ADNr) del parasito Perkinsus olseni. Como vector de
clonaciéon vamos a utilizar el plasmido pGEM-4Z, un vector que presenta las
caracteristicas descritas anteriormente.

3. METODOLOGIA

Para llevar a cabo la clonacién, vamos a seguir los siguientes pasos:

Obtencidon del fragmento a clonar y del vector de clonacion

El ADN a clonar sera el producto obtenido en la practica de PCR (véase el guion y
practica correspondientes a esta técnica). El vector de clonacién corresponde al
plasmido comercial pGEM-4Z (Promega). En una reacciéon de PCR, la Tag-polimerasa
tiene una actividad transferasa-terminal, no dependiente del ADN molde, que afiade un
nucledtido de adenina en los extremos 3" de los productos amplificados. El vector
pGEM se encuentra en forma lineal y presenta en sus extremos 3" un nucleétido de
timina. Esto permite una eficiencia mucho mayor de la unién entre el fragmento
amplificado y el vector (Figura 2).

Ligado

Se trata, en este caso, de ligar los fragmentos de ADN obtenidos por PCR con el
vector pGEM. En este proceso interviene una enzima llamada ligasa , que establece
un enlace fosfodiéster entre la ultima base del del producto amplificado por PCR (A) y
la primera base de los extremos del vector (T) sin incorporar un nuevo nucleétido. Esto
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tiene como consecuencia que se produzca la union entre las cadenas de ADN
correspondientes al vector y al inserto (Figura 2). Para llevar a cabo esta reaccién, se
realizan los siguientes pasos:

1. En un microtubo Eppendorf afiadir:

6 pl del producto de PCR (100-200 ng)
2 yl de tampén

1 ul del vector pGEM-4Z

1 pl de la enzima ligasa

2. Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

i~ »

A
554 pb

Plasmid (pGEM-4z)

e

Recombinant plasmid

Figura 2: Ligado de un amplificado de PCR al vector de clonacién pGEM-4Z

Transformacién

Como se indico en la introduccién, transformacion es el proceso mediante el cual los
plasmidos se introducen en células bacterianas. Para ello utilizaremos bacterias
competentes de la cepa JM109 de E. coli. Se procedera de la siguiente forma:

Depositar en hielo un tubo Eppendorf durante unos minutos conteniendo 50
Ml de bacterias competentes.

Anadir 10 pl de la solucién de ligacion.
Dejar 20 minutos en hielo.

Choque térmico introduciendo el tubo Eppendorf con la mezcla en un bano
a 42°C durante 45 segundos.

Inmediatamente, pasar el microtubo a hielo, durante 2 minutos.

Anadir 250 pl de medio de cultivo LB liquido.
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¢ Incubar durante 30-40 minutos a 37°C con agitacién.

e Sembrar 50 pl del cultivo liquido en placas de medio LB sélido con
Ampicilina, X-gal e IPTG.

¢ Incubar las placas en posicion invertida durante toda la noche en una estufa
a 37°C.
Observacion de los resultados
Tras un periodo de incubacién de entre 16 y 24 horas, observaremos la placa

resultante en la cual podremos encontrar colonias de color blanco (con el plasmido
recombinante).

4. CUESTIONES

1.- ¢ Qué son células competentes? ; Qué caracteristicas tienen?

2.- En el proceso de clonacion, sen qué paso se introduce el plasmido recombinante
en la bacteria?

3.- ¢Serviria el vector pGEM-4Z para clonar un fragmento de ADN cortado por
enzimas de restriccién? Y uno amplificado por una ADN polimerasa de alta fidelidad?

4.- ;Cuales son las posibles causas para la ausencia de colonias blancas en la placa?

5.- ¢ Cuales son las posibles causas para la ausencia de colonias en la placa tras una
adecuada incubacion a 37°C?
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BASES DE DAT0S DE SECUENCIAS DE
ADN y PROTEINAS

1. OBJETIVO

Con esta practica se pretende introducir al alumno en el conocimiento y manejo de las
bases de datos de secuencias de ADN y proteinas.

2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. Lainformacion biolégica

Como todas las ciencias, la Biologia no cesa de generar cantidades cada vez mas
extensas de informacion. A diario, los bidlogos estan constantemente haciendo
descubrimientos y produciendo datos (informacion) sobre aspectos relacionados con
los seres vivos. Esta informacion abarca desde caracteristicas basicas (por ejemplo, la
estructura molecular y configuracion tridimensional de una proteina) hasta aspectos
mas complejos (por ejemplo, la taxonomia, relacion filogenética y ecologia de los
organismos).

Al mismo tiempo, para conocer el estado de un tema de investigacion, los biélogos
necesitan acceder continuamente a informacién y datos obtenidos previamente por
otros investigadores. Ademas de la bibliografia, los genetistas, por ejemplo, necesitan
informacién sobre metodologias, técnicas y reactivos utilizados habitualmente. Pero
también necesitan otro tipo de informacion sobre la especie objeto de su investigacion,
como pueden ser informaciéon sobre secuencias de genes (o ADN en general) o
proteinas, sus variantes, su funcién, las interacciones de esos genes con otros, su
relacion con secuencias en otros organismos, lo que se sabe sobre su patrén de
expresion, efecto de silenciamiento (o mutacion), etc.

La informacién ya disponible sobre un tema en concreto es la base sobre la cual se
desarrollan nuevas ideas, y su conocimiento es lo que evita que se investigue
repetidamente sobre hechos sobradamente conocidos. Se podria decir que el avance
en el conocimiento cientifico tiene un primer paso, muy importante y necesario, que es
la revision de los trabajos de investigacion que han sido desarrollados hasta el
momento sobre el tema en cuestion.

2.1. Almacenamiento de la informacién biolégica

Buena parte de la informacion que se adquiere se olvida con facilidad a no ser que sea
almacenada de una o varias formas. Antiguamente, e incluso en ciertas civilizaciones
actuales, la conservacion de la informacion se lleva a cabo a través de la denominada
memoria colectiva, de transmision oral de padres a hijos. Esta forma tradicional de
transmision de la informacién tiene como desventajas la limitacion en la cantidad de
informacién que puede “almacenarse” y el riesgo (casi inevitable) de la deformacién de
la informacion. Almacenar la informacién de forma escrita ofrece una capacidad de
almacenaje de la informacion practicamente ilimitada y una fiabilidad absoluta. Antes
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de la existencia de ordenadores, en ciencias, al igual que en otras disciplinas, la unica
forma de dar a conocer, almacenar u obtener informaciéon de los experimentos ya
realizados era mediante su publicacion en revistas cientificas. La informacion mas
relevante publicada acababa formando parte de libros cientificos y de texto. En esas
condiciones, obtener bibliografia, conocer métodos o informacién previa podia llegar a
ser un obstaculo ya que uno debia tener acceso fisico a la revista o revistas que
contenian la informacién buscada. Este hecho implicaba que, ademas de tener que
adquirir todos los libros que se pudiera, habia que suscribirse a revistas cientificas y
guardar todos los ejemplares de un modo que permitiera saber dénde estaba la
informacién y poder recuperarla cuando fuera necesario consultarla.

El desarrollo de los ordenadores personales, limitados al principio por su poca
capacidad de almacenaje, supuso un avance significativo ya que permitia poder
guardar la informacion en formato digital. Pero todavia habia que depender de material
fisico (disquetes) para conseguir la informacion digitalizada o para trasladarla entre
ordenadores. Sin embargo, al igual que se hizo ciencia antes del descubrimiento de la
electricidad e incluso de la maquina de escribir, hasta los afos ochenta, los
investigadores no podian contar con la poderosa herramienta que es internet. Desde
su aparicion, internet supuso un salto tanto cuantitativo como cualitativo para la
publicacion, almacenaje, busqueda y obtencion de datos. Teniendo acceso a internet,
desde cualquier punto en el mundo, un investigador puede conseguir desde
bibliografia hasta datos sobre el gen o proteina que le interesa, incluidas las
secuencias, sus variantes, secuencias homoélogas, datos de expresion, de efecto, de
mutacién, de funcién, etc. Ademas, practicamente todas las revistas cientificas estan
actualmente disponibles online (muchas requieren suscripcidon pero otras son de
acceso libre). Incluso muchos articulos publicados en fechas anteriores a la existencia
del ordenador estan ahora digitalizados. Internet, junto con la cada vez mas potente
capacidad de almacenaje de los discos duros de los ordenadores, ofrecieron la
posibilidad de centralizar las formas de almacenaje y organizacion de la informacion
en forma de bases de datos.

En genética las bases de datos son hoy por hoy una herramienta vital para la
investigacion. Para la genética actual, es imprescindible tener acceso a las secuencias
de ADN (incluidos genomas), ARN (incluidos transcriptomas) y proteinas (incluidos
proteomas) que ya estan identificadas. A menudo se requiere también informacion
sobre vias y redes génicas que ofrecen informacion sobre las interacciones génicas.
Esta, junto a informacion sobre la expresion, funcidon y evolucién del gen de interés
estan disponibles en bases de datos que son cada vez mas completas. No se exagera
si se dice que un genetista actual no puede desarrollar su actividad investigadora sin
acceso a las bases de datos.

En lo que se refiere al analisis de secuencias de ADN o proteinas, los investigadores
disponen actualmente de bases de datos donde se almacenan estas secuencias
ademas de sus variantes, secuencias homologas, y una gran cantidad de informacion
sobre su localizacibn cromosomica, propiedades, expresion, funcion, relaciones
filogenéticas, etc. Obviamente, la procedencia de estas secuencias es la ciencia
misma, ya que cada vez que un grupo de investigacién identifica una secuencia, o
genoma, las sube a la base de datos y, subir secuencias a las bases de datos es un
requisito para la publicacion en revistas cientificas de los hallazgos relacionados con
dicha secuencia.

En ocasiones, la enorme logistica requerida para construir y mantener una base de
datos depende de proyectos cientificos individuales (cuando se trata de bases de
datos orientadas hacia un organismo especifico) o de un esfuerzo gubernamental o
incluso intergubernamental (como es el caso de las bases de datos generales con mas
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uso). Ejemplos del primer caso incluyen las bases de datos sobre los organismos
modelo (Figura 1):

La mosca de la fruta, Drosophila melanogaster (http://flybase.org/)
El nematodo Caenorhabditis elegans (http://www.wormbase.org/)
La planta Arabidopsis thaliana (http://www.arabidopsis.org/).

Entre las bases de datos generales, las mas relevantes son (Figura 2):

e The ADN DataBank of Japan (DDBJ, http://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html)

e The European Molecular Biology Laboratory (EMBL, http://www.embl.de/) y su
“‘hermana" The European Nucleotide Archive (http://www.ebi.ac.uk/ena/)

e GenBank, una base de datos del estadounidense The National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/). De ellas
surge el proyecto internacional The International Nucleotide Sequence
Database collaboration (http://www.insdc.org/).

Ademas del personal investigador, las bases de datos también dependen de
algoritmos (programas informaticos) que permiten la automatizacion del proceso de
obtencién, almacenaje, organizacion y eficiente presentacion y accesibilidad de su
contenido. Otros algoritmos, integrados en las bases de datos, permiten el analisis de
las secuencias de interés y su comparacién con otras (ejemplos de estos son los
famosos programas de alineamiento y comparaciéon de secuencias Clustal y Blast).
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Figura 1: Ejemplos de bases de datos de organismos especificos
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Figura 2: Bases de datos generales mas relevantes

2.3. Identificacion y formato de las secuencias de nucle6tidos y aminoécidos en
las bases de datos

Para conseguir una secuencia desde una base de datos se puede recurrir a 4 tipos de
busquedas. La secuencia se puede encontrar utilizando el nombre del gen y
organismo correspondiente (o bien con el nombre del gen y luego seleccionando el
organismo que nos interesa); la Figura 3 muestra el resultado de la busqueda en el
directorio de genes de la base de datos NCBI de la secuencia de los genes del
colageno en humanos. Sin embargo, las secuencias en las bases de datos estan
catalogadas y etiquetadas con un numero de acceso y un identificador unicos, y unas
etiquetas informativas sobre su origen y otras mas caracteristicas (véase formatos de
secuencias). Esto ofrece la posibilidad de conseguir directamente la secuencia
buscando por su numero de acceso o identificador. En el caso del gen de colageno
humano de tipo 3 alpha 1, la secuencia puede obtenerse buscando en el directorio de
genes de GenBank (la base de datos mas completa) por el nimero de acceso X15332,
o por el identificador COL3A1.

Dos formas mas indirectas de conseguir las secuencias son mediante busqueda Blast
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome) con
secuencias homodlogas (secuencias del gen pertenecientes a organismos
filogenéticamente cercanos), o bien mediante navegacion en el cromosoma
correspondiente utilizando navegadores genomicos como Genome Browser
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) o Ensembl (http://www.ensembl.org) en el
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caso de que se conozca el genoma del organismo y la localizacion de la secuencia de
interés. En el caso del gen del colageno habria que navegar alrededor de los
nucleotidos 189833342 y 189883227 en la banda 32 del brazo largo del cromosoma 2
(chromosome: 2; Location: 2032.2).

S NCBI  Resources @ HowTo @) ilopezatugr.es MyNCBI Sign Out
Gene Gene v |collagen and human

Save search Limits  Advanced Help
Display Seftings: () Summary, 20 per page, Sored by Relevance Sendlo (%1 Filter your results:

All (1548)
Results: 1 to 20 of 1546 Page|1 |ot78 Mest Current Only {1334)
O coLsal Genes Genomes (1314)
4. Official Symbol: COL5A1 and Name: collagen, type V', alpha 1 [Homo sapiens] SNP GeneView (1195
Other Aliases: RP11-263F 141

Other gnatiens: OTTHUMPOO000022513; alpha 1 type V collagen; collagen alpha-1(v) chain In Variation Viewer (194)

Chromosome: 9; Location: 9934.2-q34.3 Mannge Fiters
Annotation: Chromosome 9, NC_000009.11 {137533652.137736689)

MIM: 120215

1D 1288 ¥ Top Organisms [Tree]
Homo sapiens (741)
O HMGA2 Mus musculus (416)
2. Dfficial Symbeol: HMGAZ and Name: high mobility group AT-hook 2 [Homeo sapiens] Rattus norvegicus (244
Other Aliases: BABL, HMGI-C, HMGIC, LIPO, STQTLA Caenorhabditis elegans (14)

Other Designations: High-mability group protein HMGH-C; OTTHUMPO0000239770, OTTHUMPO0000239772; OTTHUM Gallus gallus (12 !
Chromosome: 12; Location: 12q15 All other taxa (179)

Annotation: Chromosome 12, NC_00001211 (66218240 66360071) Iors
MIM: 600698
1D: 8091

Find related data —

Database: Select i

Official Symbol: COLI7AT and Name: collagen, type XV, alpha 1 [Homo sapiens]
Other Aliases: RF11-8211.1. FLI11895. KIAA1870. MGC11337

w

Figura 3: Busqueda de secuencias de genes del colageno humanos en NCBI

Una vez conseguida, la secuencia puede estar presentada en un formato u otro
dependiendo de la base de datos de la que se obtengan; aqui introduciremos los tres
formatos mas utilizados. Se trata de los formatos “europeo” EMBL, el “estadounidense”
GenBank (ambos incluyen informacién y varias etiquetas identificadoras de la
secuencia y de su procedencia) y el “sencillo y universal”’ fasta que puede no incluir
mas que un encabezamiento con el nombre de la secuencia.

Como hemos mencionado antes, el formato fasta es el mas sencillo ya que incluye
solo una parte comentario, o titulo; cuyo inicio esta sefalado por el simbolo “>”, y que
suele ser el nombre de la secuencia, su procedencia, numero de acceso a la base de
datos, seguido por un salto de linea y la secuencia de nuclettidos o aminoacidos que
suele estar presentada en lineas de 80 o 120 residuos, aunque, aparte del primer salto
de linea entre el titulo y la secuencia, el formato ignora espacios y acepta secuencias
en forma de residuos continuos sin espacio o salto de linea. El fin de la secuencia es
simplemente el ultimo caracter (residuo) de la misma (véase el ejemplo que sigue). Al
ser tan sencillo, el formato fasta es el formato base requerido por la gran mayoria de
programas y algoritmos de analisis de secuencias y, por lo tanto, el mas usado por los
investigadores a la hora de manejar secuencias (alinearlas, hacer arboles
filogenéticos, hacer busquedas blast, etc.). El fichero fasta puede ser un fichero de
texto simple o tener una de las extensiones “.fas” o “.fasta”. Un fichero con secuencias
fasta puede tener una o varias secuencias cada una con su linea identificativa (que
empieza por “>").
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Ejemplo de formato fasta (los puntos en negrita dentro de la secuencia indican
que hemos quitado residuos para ahorrar espacio, ya que la secuencia completa
es de unos 5kb):

>emb 1| X15332]X15332 Human COL3A1 mRNA for pro alpha-1 (111) collagen

cagaactattctccccagtatgattcatatgatgtcaagtcgggcggagtagcagtaggaggactcgcagget
atcctggaccagctggccccccaggcccccccggeccccctggtacatctggtcatectggttcccctggate
tccaggataccaaggaccccctggtgaacctgggcaagctggtcecttcaggeccteccaggacctectggtget
ataggtccatctggtcctgctggaaaagatggagaatcaggtagacccggacgacctggagaccgaggattge
ctggacctccaggtatcaaaggtccagctgggatacctggattccctggtatgaaaggacacagaggcttcga
tggacgaaatggagaaaagggtgaaacaggtgctcctg. . .ccctggtcecttgetgtggtggtgttggagecc
ctgccattgctgggattggagctgaaaaagctggcggttttgccccttattatggagatgaaccaatg

Por su parte, tanto el formato EMBL como GeneBank son mas elaborados e incluyen
mas identificadores e informacién sobre la secuencia. Ambos comparten la
caracteristica de tener, en su parte inicial, anotaciones que indican el numero de
acceso de la secuencia y, al igual que el fasta, pueden tener una o varias secuencias
cada una marcada por su identificador. La columna izquierda del fichero EMBL
contiene dos letras (abreviatura del término en inglés) que indican la naturaleza de la
anotacion del campo correspondiente (por ejemplo ID es el identificador, KW es la
palabra clave, etc.). El formato EMBL empieza con un identificador (ID) de la
secuencia seguido por anotaciones como pueden ser el numero de acceso (AC),
fechas de creacion y actualizacion (DT), descripcién (DE), palabras clave (KW),
organismo o especie de origen (OS), clasificacién de la especie (OC), datos sobre la
referencia bibliografica (paginas (RP), Autores (RA), titulo del trabajo (RT), Revista,
volumen, afio y paginas de la publicacion (RL), o comentarios (CC). Las letras FT
marcan otras caracteristicas de la secuencia como puede ser su traduccion,
identificador de la proteina, etc. EI comienzo de la secuencia estd marcado con las
letras SQ y su fin con el simbolo “//”. Cada linea de la secuencia contiene sesenta
residuos se parados de diez en diez por un espacio. La linea termina con una
tabulacion y la posicién del ultimo residuo de la correspondiente linea. El formato
GenBank tiene una estructura similar a la del formato EMBL con las siguientes
diferencias: la primera linea del fichero empieza con la palabra “LOCUS” y contiene
informacién sobre la secuencia (nUmero de acceso, nombre, etc.), en lugar de utilizar
abreviaturas en la primera columna, como en EMBL, el formato GenBank utiliza una
palabra completa descriptiva de la anotacién del campo (de esta forma el formato
GenBank es mas intuitivo que el EMBL). El comienzo de la secuencia esta marcado
con la palabra “ORIGIN” y, como en EMBL, su fin por el simbolo “//". Igual que en el
formato EMBL, cada linea de la secuencia GenBank contiene sesenta residuos
separados de diez en diez por un espacio. En el caso GenBank, sin embargo, la linea
comienza con un numero que marca la posicion del primer residuo de la
correspondiente linea (en EMBL es el ultimo residuo que esta marcado).
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Ejemplo de formato
anteriormente):

EMBL (los puntos en negrita indican lo explicado

1D X15332; SV 1; linear; mRNA; STD; HUM; 3234 BP.

XX

AC X15332;

XX

DT 06-JUL-1989 (Rel. 20, Created)

DT 05-AUG-1995 (Rel. 44, Last updated, Version 2)

XX

DE Human COL3A1 mRNA for pro alpha-1 (111) collagen

XX

KW COL3A1 gene; collagen.

XX

0s Homo sapiens (human)

ocC Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia;

oc Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini; Catarrhini;
Hominidae;

oC Homo.

XX

RN [1]

RP 1-3234

RA Janeczko R., Ramirez F.;

RT ;

RL Submitted (19-MAY-1989) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases.

RL Janeczko R., Ramirez F., Suny Health Science Centre, 450 Clarkson
Avenue-RL Box 44, Brooklyn NY 11203, U S A.

XX

RN [2]

RX DOI; 10.1093/nar/17.16.6742

RX PUBMED; 2780304.

RA Janeczko R.A., Ramirez F.;

RT "Nucleotide and amino acid sequences of the entire human alpha 1 (111)

RT collagen';

RL Nucleic Acids Res. 17(16):6742-6742(1989).

XX

DR GDB; 174873.

DR H-1nvDB; HIT000321499.

XX

cC The sequence overlaps with that reported by Chu et. al. in

cc J. Biol. Chem. 260:4357-4363(1985), by Toman et. al. in

cc Nucl. Acids Res. 16:7201-7201(1988) and by Mankoo et. al. in

cc Nucl. Acids Res. 16:2337-2337(1988).

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1..3234

FT /organism=""Homo sapiens"

FT /map="2q31"

FT /mol_type="mRNA"

FT /db_xref="taxon:9606"

FT CDS <1..>3234

FT /codon_start=1

FT /product="alpha-1 (111) collagen"

FT /protein_id=""CAA33387.1"

FT /translation="QNYSPQYDSYDVKSGGVAVGGLAGYPGPAGPPGPPGPPGTSGHPG

FT SPGSPGYQGPPGEPGQAGPSGPPGPPGA I GPSGPAGKDGESGRPGRPGDRGLPGPPGIK

FT GPAG I PGFPGMKGHRGFDGRNGEKGETGAPGLKGENGLPGENGAPGPMGPRGAPGERGR

FT PGLPGAAGARGNDGARGSDGQPGPPGPPGTAGFPGSPGAKGEVGPAGSPGSNGAPGQRG

FT EPGPQGHAGAQGPPGPPG INGSPGGKGEMGPAG I PGAPGLMGARGPPGPAGANGAPGLR

FT GGAGEPGKNGAKGEPGPRGERGEAG I PGVPGAKGEDGKDGSPGDPGANGLPGAAGERGA

FT  oo.. CCGGVGAPAIAGIGAEKAGGFAPYYGDEPM™

XX

SQ Sequence 3234 BP; 664 A; 861 C; 1106 G; 603 T; O other;

cagaactatt ctccccagta tgattcatat gatgtcaagt cgggcggagt agcagtagga 60

ggactcgcag gctatcctgg accagctggc cccccaggcc cccccggcecc ccctggtaca 120

tctggtcatc ctggttcccc tggatctcca ggataccaag gaccccctgg tgaacctggg 180

caagctggtc cttcaggccc tccaggacct cctggtgcta taggtccatc tggtcctgect 240

ggaaaagatg gagaatcagg tagacccgga cgacctggag accgaggatt gcctggacct 300

ccaggtatca aaggtccagc tgggatacct ggattccctg gtatgaaagg acacagaggc 360

ttcgatggac gaaatggaga aaagggtgaa acaggtgctc ctggattaaa gggtgaaaat 420

..... attg gagctgaaaa agctggcggt tttgcccctt attatggaga tgaaccaatg 3234

//
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Ejemplo de formato GenBank (los puntos en negrita indican lo explicado
anteriormente):
LocuUs NM_000090 5490 bp mRNA linear PRI 29-JAN-2011
DEFINITION Homo sapiens collagen, type 111, alpha 1 (COL3A1), mRNA.
ACCESSION NM_000090
VERSION NM_000090.3 GI1:110224482
KEYWORDS .
SOURCE Homo sapiens (human)
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; iata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires;
Primates; Haplorrhi ; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 5490)
AUTHORS Kronenberg D, Bruns BC, Moali C, Vadon-Le Goff S, Sterchi EE, Traupe H, Bohm M, Hulmes DJ, Stocker W, Becker-Pauly C
TITLE Processing of procollagen 111 by meprins: new players in extracellular matrix assembly?
JOURNAL J. Invest. Dermatol. 130 (12), 2727-2735 (2010)
PUBMED 20631730
REMARK GeneRIF: meprins could be important players in several remodeling processes involving collagen fiber deposition
COMMENT REVIEWED REFSEQ: This record has been curated by NCBI staff. The reference sequence was derived from
BP374999.1, BC028178.1, X14420.1 and AC066694.7.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..5490
/organism=""Homo sapiens™
/mol_type=""mRNA"™
/db_xref="taxon:9606"
/chromosome="2"
/map="2q31"
gene 1..5490
/gene=""COL3AL1"
/gene_synonym="EDS4A; FLJ34534"
/note="collagen, type Ill, alpha 1"
/db_xre enelD:1281"
/db_xre HGNC:2201""
/db_xre HPRD:00365""
/db_xref="MIM:120180"
exon 1..196
/gene="COL3A1"
/gene_synonym="EDS4A; FLJ34534"
/inference=""alignment:Splign”
/number=1
Cbs 118..4518

sig_peptide

proprotein

mat_peptide

STS

exon

STS

STS

polyA_signal

polyA_signal

polyA_site
ORIGIN
1
61
121
181
241
5461
//

/gene="COL3AL1"

/gene_synonym="EDS4A; FLJ34534"

/note=""Ehlers-Danlos syndrome type 1V, autosomal dominant;
collagen, fetal; collagen alpha-1(111) chain; alphal (111)
collagen™

/codon_start=1

collagen alpha-1(111) chain preproprotein™

CCDS:CCDS2297.1"

GenelD:1281"

HGNC:2201""

PRD:00365"

» IM:120180"

/translation= "MMSFVQKGSWLLLALLHPTI ILAQQEAVEGGCSHLGQSYADRDVWKPEP
CQICVCDSGSVLCDD I ICDDQELDCPNPEIPFGECCAVCPQPPTAPTRPPNGQKGDPGPPGIP
GRNGDPG IPGQPGSPGSPGPPG I CESCPTGPQNYSPQYDSYDVKSGVAVGGLAGYPGPAGPPG
PPGPPGTSGHPGSPGSPGYQGPPGEPGQAGPSGPPGPPGA IGPSGPAGKDGESGRPGRPGERG
LPGPPG IKGPAG IPGFPGMKGHRGFDGRNGEKGETGAPGLKGENGLPGENGAPGPMGPRGAPG
ERGRPGLPGAAGARGNDGARGSDGQPGP. . . . VRLPIVDIAPYD IGGPDQEFGVDVGPVCFL™
118..186
/gene=""COL3A1"

/gene_synonym="EDS4A; FLJ34534"
187..4515
/gene=""COL3A1"
/gene_synonym="EDS4A; FLJ34534"
/product="collagen alpha-1(111) chain proprotein™
577..3780
/gene="COL3A1"
/gene_synonym="EDS4A; FLJ34534"
/product="collagen alpha-1(111) chain™
2303..2528
/gene="COL3A1"
/gene_synonym="EDS4A; FLJ34534"
/standard_name="GDB:178411"
/db_xref="UniSTS:155007"
2347..2400
/gene=""COL3A1"
/gene_synonym=""EDS4A; FLJ34534"
/inference="alignment:Splign"
/number=32
/gene_synonym=""EDS4A; FLJ34534"
5334..5460
/gene=""COL3A1"
/gene_synonym=""EDS4A; FLJ34534"
/standard_name=""WI-16343"
/db_xref="UniSTS:68589"
5359..5419
/gene=""COL3A1"
/gene_synonym=""EDS4A; FLJ34534"
/standard_name=""COL3A1"
/db_xref="UniSTS:480020"
5468..5473
/gene=""COL3A1"
/gene_synonym=""EDS4A; FLJ34534"
5481..5486
/gene=""COL3A1"
/gene_synonym=""EDS4A; FLJ34534"
5490
/gene=""COL3A1"
/gene_synonym=""EDS4A; FLJ34534"

ggctgagttt tatgacgggc ccggtgctga agggcaggga acaacttgat ggtgctactt
tgaactgctt ttcttttctc ctttttgcac aaagagtctc atgtctgata tttagacatg
atgagctttg tgcaaaaggg gagctggcta cttctcgctc tgcttcatce cactattatt
ttggcacaac aggaagctgt tgaaggagga tgttcccatc ttggtcagtc ctatgcggat
agagatgtct ggaagccaga accatgccaa atatgtgtct gtgactcagg atccgttctc
.......... cacccataat aaaatatcat attaaaattc
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Genome Browser

Entre los algoritmos y utilidades que una base de datos de secuencias puede ofrecer
esta un visor que permite tener informacion sobre la secuencia que nos interesa
teniendo en cuenta su localizacion cromosomica. Por consiguiente solo es posible
utilizar en caso de secuencias procedentes de organismos cuyos genomas estan
parcialmente o completamente secuenciados ensamblados y anotados. Se trata de la
herramienta llamada Genome Browser. Como su nombre indica, se trata de una
herramienta que permite al investigador navegar en el genoma (cada cromosoma
aparte). Dicha navegacion no solo es posible en direccion horizontal (es decir ver qué
secuencias lindan con nuestra secuencia o locus de interés) sino que también lo es en
direccién vertical (zoom) permitiendo asi el movimiento entre varios niveles de enfoque
desde el citogenético (por ejemplo para ver la informacion de bandeo cromosémico en
la regién) hasta la secuencia propiamente dicha y sus caracteristicas (promotor, sitio
de unién de factores de transcripcion...). Ademas el Genome Browser permite incluir
todo tipo de informacién y anotaciones sobre cada secuencia del cromosoma. De esta
forma, si nos dirigimos al Genome Browser para el genoma humano y buscamos el
gen de colageno que hemos utilizado de ejemplo antes (COL3A1) veremos que
efectivamente (Figura 4) se encuentra en locus comprendido entre los nucleétidos
189833342 y 189883227 del ensamblaje del cromosoma 2 humano; zona que
corresponde a la banda citolégica (cromosémica) 32 del brazo largo de dicho
cromosoma. Veremos que ademas de la informacion sobre en qué cromosoma, brazo,
y regién se encuentra nuestra secuencia, Genome Browser también nos ofrece
informacion sobre su naturaleza (gen, promotor, intrén, etc.), datos de expresion,
variantes (incluidos SNPs), datos sobre la funcion, interacciones génicas, datos
estructurales de la proteina, los ortélogos de la secuencia, sus relaciones filogenéticas,
bibliografia, etc. Todo tipo de anotacion (informacién) disponible sobre esa secuencia.
Todo esto hace que Genome Browser sea la herramienta mas informativa en caso de
secuencias de organismos con genomas secuenciados y ensamblados (aunque
parcialmente).
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Use dr.op-dom_conlro@ below agd press refresh to alter tracks displayed.

Tracks wath lots of items will automatically be displayed i more compact modes.

Figura 4. Captura de pantalla mostrando una parte del resultado de la busqueda de la secuencia del gen
humano Col3A1 en el Genome Browser
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3. METODOLOGIA

3.1. Introduccion a la Bioinformatica

Las técnicas de analisis genético han sufrido una evolucion muy rapida en los ultimos
afios, habiendo pasado de ser manuales, lentas, costosas y producir relativamente
poca informacion, a ser automaticas, cada vez mas rapidas y baratas y producir
cantidades enormes de informacion. Con las tecnologias de secuenciaciéon masiva, por
ejemplo, se pueden obtener secuencias de genomas completos en poco tiempo. El
almacenamiento, tratamiento y andlisis de toda esa informacion, requieren la
utilizacién de herramientas computacionales rapidas y potentes. La bioinformatica es
la disciplina encargada de elaborar las herramientas necesarias para ello (perfil de
desarrollo o programacion), asi como la utilizacién de esas herramientas para llevar a
cabo los analisis que, al final, derivan en conocimiento bioldgico.

Las herramientas bioinformaticas pueden clasificarse como herramientas de
almacenamiento y recuperacion de la informacion (bases de datos) y programas de
manipulacién y analisis de dicha informacion. Desde el punto de vista de la Genética,
las primeras son fundamentalmente las bases de datos de secuencias de ADN y
proteinas, mutaciones, expresion, regulacion, metilacion, etc., y van a ser el objeto de
trabajo de esta sesidon practica, mientras que algunas de las segundas (prediccion
computacional de genes, alineamiento multiple y reconstrucciones filogenéticas,
analisis computacional de expresién génica diferencial) se trabajaran en las practicas
siguientes.

3.2. Bases de datos de secuencias de ADN y proteinas

Las bases de datos son sistemas de almacenamiento estructurado de la informacién
que permiten la localizacion y recuperacién de los datos de interés de forma rapida,
sencilla y eficiente, entre cantidades enormes de datos, mediante un programa
llamado motor de la base de datos. En esta practica vamos a ver algunas de las bases
de datos de secuencias de ADN y proteinas de uso mas extendido.

3.2.1. GenBank

GenBankR (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) es la base de datos de secuencias
genéticas de los National Institutes of Health (NIH) de Estados Unidos, una coleccion
anotada de todas las secuencias de ADN disponibles publicamente (Nucleic Acids
Research, 2008 Jan; 36 (Database issue): D25-30). En agosto de 2009 habia
aproximadamente 106 533 156 756 bases en 108 431 692 registros de secuencias
almacenadas (Figura 5). La base de datos esta alojada en los servidores del Centro
Nacional Para la Informacién Biotecnoldgica (The National Center for Biotechnology
Information) en Estados Unidos.
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GenBank Overview
Oiviia

i

» What is GenBank?

GenBank® is the NIH genetic sequence database, an annotated collection of all publicly available
DNA sequences (Nuckeic Acids Research, 2011 Jan39(Database issue) D32-7). There are
approximately 126,551,501,141 bases in 135,440,924 sequence records in the traditional
GenBank divisions and 191,401,393 188 bases in 62,715,288 sequence records in the WGS
division as of April 2011

Submit an update

The complete release notes for the current version of GenBank are available on the NCBI ftp
Bank site. A new release is made every two months, GenBank is part of the International Nucleotide
Sequence Database Collaboration, which comprises the DNA DataBank of Japan (DDBJ), the
European Molecular Biology Laboratory (EMBL), and GenBank at NCBI. These three
organizations exchange data an a daily basis.

An example of 3 GenBank recard may be viewed for a Saccharomyces cerevisiae gene

Figura 5: Pagina web de acceso a GenBank

Debajo del menu principal horizontal, hay un menud desplegable llamado Search, en el
que se puede escoger la base de datos a utilizar (Figura 6), junto con una caja de texto
seguida de un boton Go. Para realizar una busqueda, seleccionamos primero la base
de datos a utilizar (Nucleotide para ADN, Protein para proteinas, PubMed para
bibliografia, etc.) y después introducimos una cadena de busqueda en el cuadro de
texto; finalmente, picamos en el botén Go.

tis GenBank?

ank® is the NIH genetic sequence database, an annatated collection of all publicly available
equences (Nucleic Acids Research, 2011 Jan:3%(Database issue).032-7). There are
pimately 126,551,501,141 bases in 135,440,924 sequence records in the traditional

ank divisions and 191,401,393,188 bases in 62,715,266 sequence records in the WGS

bn as of April 2011

tomplete release notes for the current version of GenBank are available on the NCEI fip
f. new release is made every two months. GenBank is part of the |nternational Mucleotide
lence Database Collaboration, which comprises the DNA DataBank of Japan (DDBJ), the
£an Malecular Biology Laboratory (EMBL), and GenBank at NCBI. These three

30 Domains
izations exchange data on a dally basis

Gene

Genome Project
dbGeP 4 fample of 2 GenBank record may be viewed for a Saccharomyces cerevisiae gene

GEO Profiles missions to GenBank

Figura 6: Realizando una busqueda en GenBank

Como ejemplo, si quisiéramos buscar la secuencia del gen que codifica para el factor
de coagulacion VIII humano, escogeriamos la base de datos de nucledtidos y
escribiriamos Homo sapiens coagulation factor VIII gene en la caja de texto. El
resultado de esa busqueda se muestra en la Figura 7.

= NCBI vl Ho oy Wy NGB Sign Gul
Nucleotide Hucleotide | lhomo sapiens coagulation factor Vil gene
Suvsearch Limits  Advanced Halp
Digplay Setlings: (%) Summary, 20 per page, Sorted by Defaull order Sendlo 1 Filter you results:
@ Found 212 nuclectide sequences Nuclecbds (19) EST (21) Aan
Batteria (0)
Results: 1 to 20 of 191 P i P prervey s pervee, IR
a RNA (18]
1 fEea (i
Mariage Fiters
O Heme saplens coagulation tactor VIl procoaguiant component (FB), ranscript vanant 1. mENS &)
2 9,048 bp linear mRNA
Pagio anubis (1}
Callithrix jacchus (1)
1 S S e Callicebus maloch (1)
[ Heme sapiens opsin 1 {cone pigments), long-wave-sensitive (OPN1LW), mENA Ovcimisgis )
1234 bp inear mRNA Al other taxa (4]
A on: HM_ 4 [
O Heme saplens coagulation tagtor Vill. procoaguiant component (FE). ranscrpt vanant 2. mENS Fi d -
4 2517 bp linear mRNA adrelates vata
A Database: | Select v

on: NM_018

Figura 7. Resultado de una busqueda en GenBank
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Como se observa, se han obtenido coincidencias de la cadena de busqueda con 191
registros de la base de datos. Para cada uno de los resultados, se muestra el nombre
de la secuencia enlazado (en azul y subrayado) al registro en la base de datos, el tipo
(ADN o ARN) de secuencia y su longitud, el nimero de acceso (Accession number)
del registro en la base de datos (que lo identifica de forma uUnica, y enlaces a la
secuencia en los formatos GenBank y FASTA, asi como a un navegador grafico de
secuencias y un listado de secuencias relacionadas.

Picando en el enlace con el nombre de la secuencia accedemos a la informacion
almacenada en el registro correspondiente, que estd estructurada en diferentes
campos de informacion (Figura 8).

Nucleoticle [Nuctetide v/ |

Limits  Advanced Help
Display Seftings: (%) GenBank Send: @ s
isplay Setings: (¥) GenBan 208X Change region shown -

Homo sapiens coagulation factor VIl gene, 5' flanking sequence of
Int22h1

GenBank: AF0E2514.1

Customize view -

Analyze this sequence

FASTA Graphics

Run BLAST
Locus AF062514 1319 bp DN linear PRI 28-FEB-19399
DEFINITION Homo sapiens coagulation factor VIII gene, 5' flanking sequence of Pick Primers
Int2zZhl. Find in this Sequence
ACCESSICN AF062514
VERSION AFO62514.1 GI:4321803
KEYWORDS 5 .
SOURCE Homo sapiens (human) Related information =
ORGANISH Homo sapilens Related Sequences
Eukaryocta; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Map Viewer

Hemenalia: Eutheria; Euarchontoglires; Primaces: Haplorrhini:
Catarrhini; Hominidae: Homo. PubMed
REFERENCE 1 (bases 1 to 1318)

Taxonormy
AUTHORS Liu,Q. and Sommer,S5.3.
TITLE Subcycling-PCR for multiplex long-distance amplification of regions
with high and low GC content: application to the inversion hotspot .
in the factor VIII gene Recent activity >
JOURNAL  BioTechniques 25 (6), 1022-1028 (1998) Tunoft Clear
PUBHED 9863056 . )
REFERENCE 2 (bas [bases 1 to 1319) B Homo sapiens coagulation factor VIll gene, 5
AUTHORS  Liu,Q., Norzari,G. and Sommer,S.S. flanking sequence of Int22h1 Nusiestide
TITLE Direct Submission Q homo sapiens coagulation factor Vil (246)
JOURNAL Submicted (D1-MAY-1998) Molecular Genetics, City of Hope National % Nucleotide
Medical Center and Beclman Research Institute, 1500 East Duarte Rd, Q_ homo sapiens coagulation factor VIl gene
Duarte, CA 91010, USh (191) Huclastide
FEATURES Location/Qualifiers
sourcE 1..1319 Q, coltagen and human (1546)
/organism="Homo sapiens"” i
/mol_type="genomic DNA™ Q collagen (7219)
/db_xref="taxon:29606" Gens

/chromosome="x"

more...
/nap="Xq telomere” See mol

gene <1..>1318
/gene="coagulation factor VIII®
intron <1..»1319
/gene="coagulation factor WIII"
/nunber=2z
misc feature 1..1319

/gene="coagulation factor VIII"
/note="5' flanking sequence of IntZZhl after genomic
inversion®
/phenotype="severe hewmophilia A"
ORIGIN

"

Ccoatacatta grassatcag AATACALLLY AAtTLACCAA JUaggaacas gagrtattasd
61 tttactgooc atgoatcagy goaatgitag ctotcttgit tiotatcats atatagacto
121 aagggacctc asmacatcttt acatcccaca agoacaatge ctgtccatta cactgatgac
181 attatgctga caggatctgy tamacacata acasataage ctgtctigot cttgacttta
241 atgagaatgt aacctgtgtt tcactgttta atataatgtt cactgttagt ttcasatact
301 tLtratgaty TLCAAAAAYE TLLCLCCCAL COCTALULLLA CLLQCAATYY CAACLOaAtT
361 ttatcaaatyg cLiticcagc atcitigaca bLggicacatl LCLoLLLigh gttgtcaaat
421 tatacttaac attcaatagt grgoctgacaa gasattaaca acccacaggy gagcasaagtg
481 agaagaggtt sagaagtasa ggocttgatt tatagoatty goagatttcc ctgacataas
541 tactactccec atcatgocty goccCaggyga Lgggaagaga LUoLLACLLA caatbggotc
601 teacagacta gLUCAAgagc ACTACLOLYE COCATLLCLY JUARAACTLT cgtcagtcat
661 agtgtgttag ttatttaaaa cttagctgga tocaattLge caacatttca Lttataattt
721 ctatatctat attcatgaat gaaatgggtit tagotttttic agtagotcta cttaccaggt
781 tttggoatga gggttatatt asacttgasa atasagtggy aaagcttcca tttttttcca
841 tgaagactat tgctoctagaa tagottattt aatgtaggaa tocagtattt aatgagagta
901 aatgaaaaag coatatgagc Catgigocttit atttagtgag agatactagg ctatatttito
961 caatcgttat atgattattg CtACLCLCat LLgtgtiges ttgagttaat gtotgoaaat
1021 gtgeacatta gagtcatata tecctteocty tgeocatacat ctatatctgt atacacacat
1081 aTgLCLLLLC TOCLTCLLLC CCCCCCUCAt Caagagtityy CAagtgrtty TOTATTOTAT
1141 taatttttca aagaatcagc tocagttttaa acccaaacgt gottttgassa gagctgtttc
1201 tagttcatca atctctgiitc aasactttaa asattctatt CLCCLLLOLT ttggtttgrt
1261 tcoctacaatc tggaggtgas tgcttagttc acttattctt caatctttgt attttaacy
I

Figura 8: Registro de una secuencia de ADN almacenada en formato GenBank
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Algunos campos relevantes del formato GenBank son los siguientes:

Locus Contiene un identificador (no necesariamente unico) de la secuencia, asi como
su longitud (1319 pares de bases en el ejemplo), el tipo de secuencia (ADN lineal) y la
fecha de su publicacién en la base de datos.

Definition Contiene informacion mas detallada acerca de la secuencia almacenada en
ese registro.

Accession Es el numero de acceso de la secuencia en la base de datos, que la
identifica de forma inequivoca.

Source Son campos que contienen informacion acerca del origen de la secuencia
almacenada, la especie a la que pertenece y su clasificacién taxonémica.

Reference Son campos que contienen referencias bibliograficas sobre la secuencia,
su publicacion en revistas o bases de datos cientificas, etc.

Features Contienen la anotaciéon de la secuencia, que describe qué esta contenido
concretamente en las distintas posiciones de la secuencia. En el caso del ejemplo en
la

figura 8, el gen que codifica para el factor VIII de coagulaciéon en humanos.

Origin Es el ultimo campo del registro, que almacena la secuencia de nucledétidos. El
final de registro viene marcado por los caracteres “//” situados en una linea nueva.

El formato FASTA (se puede ver picando en el enlace correspondiente en la parte de
arriba de la pagina, picando en Dispaly settings) es mucho mas sencillo. Consiste en
una Unica linea de anotacién, precedida por el simbolo “>”, seguida de la secuencia en
la linea siguiente (Figura 9).

Display Seftings; () GenBank

Format

O Summary
(O GenBank
Nucleotide Nuge O GenBank (il
@FASTA  Search
(O FASTA (text)
Display Settings: () FASTA (O Graphics Send: @
OABN.1
Homo sapiens coal (O Revision History
Int22h1 O Accession List

GenBank: AF062514.1 OoiList

Analyze this sequence =
GenBank  Graphics Apply y q

Run BLAST
>g1|4321803 | gh| AFO62514.1] Homo sapiens coagulation factor VIII gene, §'
flanking sequence of Int22hl
CCATACATTAGTARAATCAGAATACATTTGAATTTACCAAGTAGGRAACRAGAGTATTAAGTTTACTGCCC
ATGCATCAGGGCAATGTTAGCTCTCTTGT I TTCTATCATAATATAGACTCAAGGGACCTCARACATCTTT
ACATCCCACAAGCACAATGCCTGTCCATTACACTGATGACATTATGCTGACAGGATCTGGTARACACATA

ENCB[ Resources [~ How

llopezatugr.es My NCBI Sign Out

Change region shown -

5' flanking sequence of

Customize view >

Pick Primers

Find in this Sequence

ACAAATARGCCTGTCTTGCTCTTGACTTTAATCAGRATGTRAACCTGTGTTTCACTGTTTAATATAATGTT
CACTGTTAGTTTCARATACTTTTTATGATGTTTAARAAGTTTTCTCCTATCCCTATTTTATTTGCARTGG
CARCTGAATTTTATCAAATGCTTTTCC AGCATC TTTGACATGGTC ACATTTCTCTTTTGTGTTGTCAAAT
TATACTTAACATTCAATAGTGTGCTGACAAGARATTAACARCCCACAGGGGAGCARAGTGAGARGAGGTT
AAGARGTARAGGCCTTGATTTATAGCATTGGCAGATTTCCCTGACATARATACTACTCCCATCATGCCTG
GCCCCAGGGATGGGAMGAGATGCTTAC TTACAATTGGC TCTCACAGACCAGTGC LAGAGC ACTACTGTGC
TCCATTTCTGGGARAACTTTCGTCAGTCATAGTGTGTTAGTTATTTAAAACTTAGCTGGATCCALTTTGE
AR ATTTCATTTATAATTTCTATATC TATATTCATGAATGAAATGGGTTTAGCTTTTTCAGTAGCTCTA
CTTACCAGSTTTTGGCATGAGGGTTATATTALACTTGAAAATARAGTGGGALAGCTTCCATTTTTTTCCA
TGAAGACTATTGCTCTAGAATAGCTTATTTAATGTAGGAATCCAGTATTTAATGAGAGTAARTGAARRAG
CCATATGAGCCATGTGCTTTATTTAGTGAGAGATACTAGGCTATATTTTCCRATCGTTATATGATTATTG
CTATTCTCATTTGTGTTGCCTTGAGTTAATGTC TGC ARATGTGCACATTAGAGTCATATATCCCTTCCTG
TGCCATACATCTATATCTGTATACACACATATGTCTTTTCTCCTTTTTTCCCTTCTGTATCARGAGTTGG
CARGTGTTTGTC TAT TC TATTART TTTTCARAAGAATCAGCTCAGTTTTALACCCAAACGTGGTTTTGAAL
GAGCTGTTTCTAGTTCATCAATCTCTGTTC ARRAACTTTARRAATTCTATTTTCCTTTCTTTTGGTTTGTT
TCCTACAATCTGGAGGTGAATGCTTAGTTCACTTATTCTTCAATCTTTGTATTTTAACG

Related information
Related Sequences

Map Viewer

PubMed

Taxononmy

Recent activity

Homo sapiens coagulation factor Vil gene, 5°
flanking sequence of Int22h1 u de

@, homo sapiens coagulation factor Viil (24

Figura 9: Secuencia del factor de coagulacion VIl en formato FASTA

Tun Off  Clear
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La busqueda de una secuencia de aminoacidos se realiza en GenBank de forma
analoga, escogiendo la base de datos de proteinas en el menu desplegable y
tecleando la cadena de busqueda en la caja de texto. Se puede ver un ejemplo en la
Figura 10, que muestra el registro correspondiente a la proteina codificada por el gen
del ejemplo anterior, es decir, el factor VIl de coagulacion en el hombre.

S NCBI  Resources &) HowTo () ilopezatugres MyNCBI Sign Out
Protein Protein ~ | |homo sapiens coagulation factor Vill gene m
Limits Advanced Help
Display Setlings: (<) GenPept Send 1o: (7] -
= etings. (7] GenPep endto; ) Change region shown -

coagulation factor VIl [Homo sapiens]

Analyze this sequence

SenBank: AAC32196.1
oAk A £321%.1 Run BLAST
ASTA  Graphics

Identify Conserved Domains
Goto (v Find in this Sequence
LOCUS RAC32196 76 aa linear PRI 18-AUG-1998

DEFINITION coagulation factor VIII (Howo sapiens].

ACCESSION  AACIZ1SE Articles about the Fg gene &)
VERSION ARC32196.1 GI:3421393 [Mutation screening of the F Vill gene in 10
DBSOURCE accession AFOS1784.1 hem [Zhonghua Yl Xue i Chuan Xu Zni 11]
KEYWORDS Reversible aclivation of cellular faciol
SOURCE Homo sapiens (human) calcium | Biol m. 2011]
ORGANISHM Homo sapiens o o
Factor VIl A3 domain substitulion N1922S results

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Namwalia; Eutheria; Ewarchontoglires; Primates: Haplorrhini;
Catarrhini: Hominidae; Homo. seeall
REFERENCE 1 (cesidues 1 to 76)
AUTHORS  Vidal,F., Farssac,E. and Gallardo,D.

in hemophilia A due to domain-speci [Blood. 2011]

TITLE Homo sapiens factor VIII (F8c) gene, exon 17
JOURNAL Unpublished Pathways for the F8 gene =
REFERENCE 2 (residues 1 to 76) Blood Clotting Cascade
AUTHORS Vidal,F., Farssac,E. and Gallardo,D. Complement and caagulation cascades
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (31-JUL-1998) Unitat de Recerca, Centre de Transfusio i Complement and Coagulation Cascades
Banc de Teixits, Pg Vall d'Hebron, 119-129, Barcelona 08035, Spain
COMMENT Method: conceptual translation. See all...
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..76
forganism="Howo sapiens" Reference sequence information _
-y . "
e 508 hé gentric WiGrentL satuenesfor ha FO
/map="yqze" gene (NG_0114030).
Protein <1..576
/product="coagulacion factor VIII" Bgmg r?mlm;nmrm.@ i I
cos i..76 ;:_‘.]:“ srence sequence protein isoforms for the
/gene="F8c"
fooded _by="AFOB1784.1:<20..>248"
ORIGIN
1 ekdvhsglig pllvehtntl npahgregvey gefalffrif detkswyfre nmerncrape More about the F8 gene =)
61 nigmedptfk enyrih This gene encodes coagulation factor VIl which
i participates in the infrinsic pathway of blood
coagulation; factor Vil is a cofactor for f
Also Known As: RP11-115M6.7, AHF, DXS

Figura 10: Registro de una secuencia de proteina almacenada en formato GenBank

3.2.2. EMBL

La base de datos de secuencias EMBL pertenece al Laboratorio Europeo de Biologia
Molecular (European Molecular Biology Laboratory, EMBL), y se encuentra alojada en
los servidores del Instituto Europeo de Bioinformatica (European Bioinformatics
Institute, EBI, http://www.ebi.ac.uk/). Igual que GenBank, EMBL contiene bases de
datos de secuencias de ADN y proteinas, de estructura, expresion, genomas
completos, literatura cientifica, etc. (Figura 11).
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EMBL-EBI : European Bioinformatics Institute

Training AboutUs

Explore the EBI.

Examples: ROA1 HUMAN 1oi1, Sulston

Data Resources and Tools

ENA Genomes Gene Expression Literature Sequence Similarity &

UniProt sclegls lecyl Taxonomy Analysis

AnayExpress « Protein n Intgractions: Oniglogi Patiem & Wotif Searche:

Ensembl Macromolecular Reactions& Patent Structure Analysis

linetPro Strugtures Pattways Resources Texd Mining

PDBe mall Molgcule Protein Familie Downlpads

g Wah Senices

Latest News & £ Events & Training

wropean Bioinformatics Institute to lead UK PubMed Central  Conference: Functional Genomics and Systems Biology 2011
in 20112016 29 November - 1 December 2011

Abstiact deadiine: 3 October 2011

Posted: Jul 28 2011 Registration closes 17 October 2011

Figura 11: Pagina de acceso a EMBL

La utilizacién de las bases de datos de EMBL y el formato de almacenamiento de sus
secuencias (Figura 12) son muy similares a los de GenBank.

ID  MB88623; 5V 1; linear; genomic DNA:; STD; HUM: 1493 BP.
AC  HBB628;

DT 07-AUG-1992 (Rel. 33, Created)
DT 19-0CT-2003 (Rel. 57, Last updated, Version §)

b+

DE  Homo sapiens coagulation factor VIII (F8C) gene, exon 1.
XX

KV  coagulation factor; factor VIII.

XX

05 Homo sapiens (humam)
OC  Eukaryota; Metazoa: Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia;
OC  Eucheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini; Catarrhini; Hominidae:

oC  Homo.
ped

BNOO[1]

RP 1-1493

RX  DOI; 10.1093/hmg/1.3.199,

RX  PUBMED; 1303178.

RL  Gitschier J., Wood ¥W.I.;

RT "Sequence of the excn-containing regions of the human factor VIII gene";
RL  Hum. Mol. Genet. 1(3):189-200(1992).

DR EPD: EP14077: HS_FB.
DR Enserbl-Gn; ENSGOODOD18S010; Homo sapiens.
DR Enserbl-Tr; ENSTOO000360256; Homo_sapiens.

X
FH EKey Location/Qualifiers
FH
FT  source 1..1493
FT forganism="Homo sapiens"
T /map="Xg28"
FT /mol_type="genomic DNA™
FT /db Xrefs"taxon:3606"
FT exon 1006. .1318
FT /gene="F8C"
FT /nurber=1
FT /note="G00-119-124"
FT /experiment="experimental evidence, no additional details
T recorded”
X
30 Sequence 1493 BP; 439 A; 265 C; 379 G; 410 T; 0 other;
gagctoacca tggotacatt ctgatgtasa gagatatatc CLatacctgy gooasstgta 60
ancagectyy asatasatga atasatgeca 120
ggtggttaty agtgotatty agasaaatya agocaagayy gatatcagty atgeagutyg 180
tECcAtattt aaaccteoatt caacagggaa 240
gattggaget gasatgtgaa ggagttglyy gagtggasct acULgggasa Cotgggggas 300
agglgtiity ggtasaagaa atagoaagty ttgaggtcca ggggcatgag tgtgottgat 360
attitaggya Agagtasgya gacCAgiata ACCAJAQLUA JALJAgACTa CAgAgUtCag 420
gagasaggge atgoagacca tgtgggatge totaggacct aggocatggt asagatgtag 480
ggrrrtacees t 2 540
ctogotttat agtittasat tataactata aattatagit titaasacaa tagttgocta 600
atatgrasaa CLACAgULLL LY 660
gtgtgaggoy caagyycasa agoagagaga clascaggtt gotggttact cttgotagtg 720
cttgetgety ceactcagga 780
agagguttygy agtagyctay gaataggagc acasattaaa QoLCCUgtic actttgactt 840
ctectecttt ECTLGALEAAA QCATACLLAL QUCCCLASLE 900
cteteagaay tOaatggytt aagtttagea gooctocctit LQUtacttea grtettocty 960
te aa aTcotatcgy tLactgotta grgotgagoa 1020
tasagttcot 1 ttgggacttt CCAtTaaatc 1080
agaaatiita CLLLLLLCCS CLoclgggag ctaaagatat Litagagasg sattascott 1140
ttgetteree agrtgaacat tLGUagesat AAULoatgea SALAJAGETE TCCAccLget 1200
totttotgty cottttgoga ttctgoctita gtgocaccag aagatactac ctgggtgcag 1260
LOyAASEGEE ATGYYACEAT ALGEAAAQLY ATCLEGUTGA GOLUECTLYLy gACCAAGUE 1320
aaayycatgt coLPtagyyt CLEAatcgoyy ceaggatigt goggatgtaa grotgotigg 1380
t € 1440
LLctgggtaa ggtgtgeaca catctgigit attagoagsa atgotaactg coc 1493
1

Figura 12: Secuencia de ADN en formato EMBL
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3.2.3. UniProt

UniProt (http://www.uniprot.org/uniprot/) es una de las bases de datos de proteinas
mas utilizadas (Figura 13). La consulta a la base de datos es similar a la de las bases
de datos anteriores.

UnPro.(..: > UniProtKB Downloads - Contact - Documentation/Help
Search Blast Align Retrieve ID Mapping

Search in Query

| Pratein Knowledgebase (UniPratkB) v | | | [ Search ][ Advanced Search » ][ Clear ]

Figura 13: Pagina de acceso a UniProt

3.2.4. Bases de datos de genomas completos

Ya existen también bases de datos que almacenan genomas completos, como la
Genomes Pages (http://www.ebi.ac.uk/genomes/) del EBI (Figura 14).

EMBL-EBI 3:° 3% Help| Feedback

Databases | Tools Research Training Industry About Us Help site Index [ &

= Complete genomes

= Archaea Genomes Pages - At the EBI
= Archaeal virus

= Bacleria Access to Completed Genomes
= Eukaryota
= Organelle The first completed genomes from viryses, phages and oraanelles were deposited into the EMBL Database in the early 1980's.

Since then, molecular biology's shiftto obtain the complete sequences of as many genomes as possible combined with major

= Phage developments in sequencing technology resulted in hundreds of complete genome sequences being added to the database,

= Plasmid including Archaea, Bacleria and Eukaryofa. These web pages give access to a large number of complete genomes, help is available to describe the
= Viroid layout

= Virus Whole Genome Shotgun Sequences (WGS)

= Links

Methods using whole genome shotgun data are used 1o gain a large amount of genome coverage for an organism, WGE data for a growing number of
WGS info organisms are being submitted to DDBIVEMBLIGenBank.

Ensemb\Gen.omes More information about WGS projects

Genome Reviews

Integr8 (proteomes .
o8 (p ) Last 40 Genome Entries
Fasta33 Server

Ensembl Date Accession Description
05-AUG-2011 AP 2267 1 Equus przevvalski mtochondrial DN, isolate: Belina
05-AUG-2011 APO12268.1 Equus przevvalskii miochondrial DNA, isolate: Anushka
05-AUG-2011 APO12269.1 Equus przevvalskii mtochondrial DMNA, isolste: Bonnette
05-AUG-2011 APO12270.1 Equus przevvalskil mtochondrial DNA, isclate: Bars
05-AUG-2011 APO12271.1 Equus asinus somalicus mtochondrial DA
05-AUG-2011 HES77054.1 Paenibacilus polymyxa M1 main chromosome
05-AUG-2011 HES77055.1 Paenibacillus polymyxa M1 plasmid pPPM1a, complete replicon
04-AUG-2011 CPO0255 1 Cyclobacterium marinum DSM 745

Figura 14: Pagina de acceso a Genomes Pages

3.2.5. Bases de datos de bibliografia cientifica

También existen bases de datos de bibliografia cientifica, alojadas en los servidores
de los centros de investigacion mencionados anteriormente, como Entrez, EMBL,
PubMed, NCBI Bookshelf, etc.
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3.3. Rastreo de bases de datos

Ademas de buscar secuencias de ADN o proteinas por su nombre, especie, etc.,
podemos estar interesados en buscar secuencias que presenten similitud
(¢, homologia?) con una secuencia problema dada (ejemplo en la Figura 15), es decir,
lo que se conoce como rastrear bases de datos.

MAVMAPRTLV LLLSGALALT QTWAGSHSMR YFSTSVSRPG RGEPRFIAVG YVDDTQFVRF
DSDAASQRME PRAPWIEQEG PEYWDRNTRN VKAHSQTDRV DLGTLRGYYN QSEDGSHTIQ
RMYGCDVGSD GRFLRGYQQD AYDGKDYIAL NEDLRSWTAA DMAAEITKRK WEAAHFAEQL
RAYLEGTCVE WLRRHLENGK ETLQRTDAPK THMTHHAVSD HEAILRCWAL SFYPAEITLT
WQRDGEDQTQ DTELVETRPA GDGTFQKWAA VVVPSGQEQR YTCHVQHEGL PEPLTLRWEP
SSQPTIPIVG 11AGLVLFGA VIAGAVVAAV RWRRKSSDRK GGSYSQAASS DSAQGSDVSL
TACKV

Figura 15: Secuencia de una proteina anénima

Los algoritmos de rastreo de bases de datos mas conocidos son FASTA y BLAST,
implementados por los programas FASTA, BLASTn (ADN) y BLASTp (proteinas).

Vamos a rastrear las bases de datos de proteinas con la secuencia de ejemplo de la
Figura 15 utilizando el programa BLASTp (Figura 16). En el interfaz grafico del
programa, encontramos una caja de texto donde podemos pegar la secuencia
problema, asi como un botéon Choose File que nos permite escoger un fichero que
contenga la secuencia problema en nuestro ordenador. Mas abajo encontramos el
boton Blast para la ejecucién del rastreo.

*NCBI/ BLAST! blastp suite

blasin | blastp | blastx | thlasin | thlastx

= = BLASTP programs search protein databases using a protein query, more.,., Reset page  Bookmark
Enter Query Sequence S

Enter accession number(s), giis). or FASTA sequence(s) & Clear CQuery subrange &
MAVMAPRTLY LLLSGALALT QTWAGSHSMPR YFSTSVSRPG RGEPRFIAVG ~

YWDDTQFVRF DSDAASQRME PRAPWIEQEG PEYWDENTRN VKAHSQTDRV From

DLGTLRGYYN QSEDGSHTIQ RMYGCDVGSD GRFLRGYQQD AVDGKDYIAL

NEDLRSWTAA DMAAEITKRE WEAMHFAEQL RAYLEGTCVE WLRRHLENGK To

ETLORTDAPK THMTHHAVSD HEATLRCWAL SFYPAEITLT WQRDGEDQTQ

DTELVETRPA GDGTFQRWAL VVVPSGQEQR YTCHVQHEGL PEPLTLRUEP ~

Or, upload file Examinar L¥]

Joh Title

Enter a descriptive fitle for your BLAST search &

I Align two or more sequences &

Choose Search Set
Database Non-redundant protein sequences (nr) | @

Organism
Optional

O Exclude -+
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. @&
Exclude [ Models ¢aaP) [ Unculturedfenvironmental sample sequences
Optional

Entiez Query
Optional

Enter an Entrez query to limit search @

Figura 16: Pagina de acceso a BLASTp

El resultado de un rastreo con BLASTp tiene tres partes, un resumen grafico
interactivo (Figura 17), un resultado detallado en forma de tabla (Figura 18) y un
listado de los alineamientos de las secuencias encontradas (Figura 19). Como puede
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comprobarse en todos ellos, la proteina problema era el antigeno de
histocompatibilidad humano de clase I.

¥ Graphic Summary
¥ Show Conserved Domaing

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 50 100 150 200 250 300 s 365

1 Il ]
Query seq. BN i ————————l e — ' . ™~
heterodimer interface M) A M
MHC binding domain interface

A A A
Specific hits IgC_MHC_I_alpha3
Superfanilies [ MHC_I superfamily ) Ig superfamily

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &

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

Color key for alignment scores

<a0 4050 508 80-200 >=200
ety ____________ __________ _________ |
1 ] I 1 I 1
1 70 140 210 280 350

Figura 17: Resumen grafico del resultado de un rastreo con BLASTp

La tabla que recoge los resultados (Figura 18) presenta en la primera columna el
numero de acceso de cada una de las secuencias de la base de datos que presentan
similitud (encontradas mediante un algoritmo de alineamiento de secuencias) con la
secuencia problema. El numero de acceso es también un enlace al registro que
almacena la secuencia en cada caso. La segunda columna contiene la descripcién de
la secuencia. Las siguientes presentan la puntuacion del alineamiento, el porcentaje
de superposicion de las secuencias y, por ultimo, el valor E de probabilidad, que
representa la probabilidad de que la similitud entre la secuencia anénima problemay la
encontrada en la base de datos sea al azar. Valores pequefios indican que el parecido
no se debe al azar y, por tanto, las secuencias estan relacionadas o, como en el caso
de la primera secuencia obtenida (E = 0), son la misma secuencia.

r Descriptions
Legend for links to other resources: [ UniGene 3 6o [ Gene B structure [ Map Viewer B4 PubChem BioAssay

Sequences producing significant alignments:

Accession Description ‘ 1% ‘ ﬁ ‘ e ]_!ig | Links
Rechame: Full=Class I histocompatibility antigen, Gogo-A*0101 alpha 57 757 100% 0.0
human leucocyte antigen & [Homo sapiens] 723 100% 0.0 |G}
HLA class I A locus antigen A*68new [Homo sapiens] 723 100% 0.0 m
RechMame: Full=HLA class I histocompatibility antigen, 4-68 alpha cha 720 100% 0.0 |G
MHC class I antigen [Homo sapiens] 720 100% 0.0
RecName: Full=HL& class I histocompatibility antigen, 4-69 alpha cha 719 719 100% 0.0 IGM|
MHC class I antigen [Homo sapiens] 718 718 100% 0.0 E
human leucocyte antigen A [Homo sapiens] 7 717 100% 0.0 E
MHC class I antigen [Homo sapiens] 716 716 100% 0.0
HLA-A-6802 [Homo sapiens] >emb|CAJS4549.1| MHC class I antigen 716 716 100% 0.0 E
MHC class I antigen precursor [Homo sapiens] 715 715 100% 0.0 E
MHC class I antigen [Homo sapiens] 114 714 99% 0.0
HLA-A*0210 [Homo sapiens] >gb|ACRSS713,1] MHC class I antigen [ 713 713 100% 0.0 |G M|
MHC class I antigen [Homo sapiens] 713 713 100% 0.0 m
hurman leukocyte antigen [Homo sapiens] >gb|ACRS55716.1| MHC clas 713 713 100% 0.0 |G M|
RALIA mlmms T mmbimmn [Limen = mmimms 1 712 719 1AneL nn rem

Figura 18: Resultado detallado de un rastreo con BLASTp

Finalmente, aparecen los alineamientos de la secuencia problema con cada una de las
secuencias obtenidas de la base de datos (Figura 19), en los que se pueden observar
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las secuencias completas y, entre ambas, la secuencia consenso. Es facil observar las
coincidencias y diferencias entre las secuencias alineadas.

¥ Alignments

[ Select All Get selected sequences Distance tree of results Multiple alignment

0 RecName: Full=Class I histocompatibility antigen, Gogo-AT0101
ursor
aszz I heavy chain [Gorilla gorilla]
Score = 757 bita (1954), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjusc.
Identities = 365/365 (l00%), Positives = 365/365 (l00%), Gaps = 0/365 (0%)
Query 1 MAVMAPRTLVLLLSGALALTQTWAGSHSMRYFSTSVSRPGRGEPRFIAVGYVDDTQFVRF 60
BAVHAPRTLYLLLSGALALTOTWAGSHSMRYFSTSVSRPGRGEFRFIAVGYVDDTQFVRF
Sbict 1 MAVMAPRTLVLLLSGALALTQTWAGSHSMRYFSTSVSRPGRGEPRFIAVGYVDDTQFVRF 60
Query 61  D3DAASQRMEPRAPWIEQEGPEYWDRNTRNVKAHSQTDRVDLGTLRGYYNQSEDGSHTIQ 120
DSDAASQRMEPRAPWIEQEGPEYWDRNTRNVEAHS QTDRVDLGTLRGYYNQSEDGSHTIQ
Sbjct 61  DSDAASQRMEPRAPWIEQEGPEYWDRNTRNVEAHSQTDRVDLGTLRGYYNQSEDGSHTIQ 120
Query 121 RMYGCDVGSDGRFLRGYQQDAYDGEDYIALNEDLRSWTAADMAAEITKRKVEAAHFAEQL 180
FMYGCDYGSDGRFLRGYQQDAYD GKDY IALNEDLRSWTAADMAAE ITKRKVEAAHFAEQL
Sbice 121 RMYGCDVGSDGRFLRGYQQDAYDGEDYIALNEDLRSUTAADMAAETTEREWEAAHFAEQL 180
Query 181 RAYLEGTCVEWLRRHLENGFETLORTDAPKTHMTHHAVSDHEAILRCWALSFYPAEITLT 240
RAYLEGTCVEWLRRHLENGKETLQRTDAPKTHMTHHAVSDHEAILRCUALSFYPAEITLT
Sbjcrt 181 RAYLEGTCVEWLRRHLENGEETLORTDAPKTHMTHHAVSDHEAILRCWALSFYPAEITLT 240
Query 241 WORDGEDQTODTELVETRPAGDGTFOEWAAVVVPSGQEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRVEP 300
WQRDGEDQTUDTELVETRPAGDGTFQRWAAVYVPSGQEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRVEP
Sbjct 241 WQRDGEDQTODTELVETRPAGDGTFQEWAAVVYPSGQEQRYTCHYQHEGLFEFLTLRVEP 300
Query 301 S30PTIPIVGIIAGLVLFGAVIAGAVVAAVRURRKSSDREGGSYSQAASSDSAQGSDVSL 360
S3QPTIPIVGIIAGLVLFGAVIAGAVVAAVRVRRKSSDRKGGSYSQARSSDSAQGSDYSL
Sbjct 301 SSOPTIPIVGIIAGLVLFGAVIAGAVVAAVRWURRKSSDRKGGSYSQAASSDSAQGSDYSL 360
Query 361 TACKV 3865

TACEV
Sbjct 361 TACKV 365

Figura 19: Alineamiento en un rastreo con BLASTp

3.4. Navegadores gendmicos

Un navegador gendmico (genome browser) es una representacion grafica de un
genoma, como puede deducirse de lo comentado anteriormente. Existen navegadores
genomicos diferentes, pero todos ellos permiten visualizar las anotaciones y otras
caracteristicas gendmicas. En general, los navegadores gendmicos son aplicaciones
informaticas que pueden ser independientes u operar a través de internet, y que
permiten acceder a gran cantidad de informacion sobre los genomas, como por
ejemplo, identificar secuencias de ADN correspondientes a genes concretos dentro de
un genoma completo (al cual se accede a través de una base de datos determinada),
identificar elementos funcionales, llevar a cabo comparacioén entre especies, etc.

Algunos de los navegadores genémicos mas utilizados son:

Apollo Genome Annotation Curation Tool
(http://apollo.berkeleybop.org/current/index.html)

Este navegador gendmico ofrece muchas posibilidades, incluyendo la capacidad de
realizar anotaciones. Esta basado en Java, por lo que puede utilizarse en Windows,
Mac OS X, o cualquier sistema operativo basado en Unix.

Generic Genome Browser (GBrowse) (http://www.gmod.org/wiki/GBrowse)
Desarrollado por GMOD (http://www.gmod.org/wiki/Main_Page), permite a los usuarios
configurar rapidamente un navegador segun sus necesidades.

UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway)
Desarrollado por el Genome Bioinformatics Group of UC Santa Cruz (Universidad de
California), proporciona diferentes genomas para analizar.

Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html)
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Ensembl es un proyecto conjunto entre el EMBL-EBI y el Wellcome Trust Sanger
Institute, y facilita el acceso a diferentes genomas eucariotas para analizar.

4. CUESTIONES
Trabajos de autoaprendizaje
= Busqueda de secuencias de ADN y proteinas propuestas por el profesor.
= Busqueda de secuencias de ADN y proteinas de interés para el estudiante.

= Rastreo de bases de datos con proteinas problema propuestas por el profesor
(enlazadas en la pagina web).

Trabajos de evaluacion

= Dada una secuencia de ADN andénima, determinar el tipo de secuencia de que
se trata mediante rastreo de una base de datos.

= Dada una secuencia problema de aminoacidos, buscar al menos tres proteinas
diferentes que presenten similitud (homologia) con ella.

= Localizar un gen concreto (problema) en el genoma utilizando un navegador
genomico y resumir la informacion que se extraiga del mismo.
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PREDICCION COMPUTACIONAL
DE GENES
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PREDICCION COMPUTACIONAL DE GENES

1. OBJETIVO

En la actualidad la cantidad de informacién genética estd aumentando enormemente
debido principalmente a que muchos proyectos de secuenciacibn de genomas
completos han finalizado o lo haran proximamente. Una vez que la secuencia de un
genoma esta disponible es de capital importancia el reconocimiento de regiones
codificantes de proteinas. Para ello, hoy dia se han desarrollado diversos programas
informaticos que, a partir de una secuencia no caracterizada, predicen el nimero y la
localizacion de genes, incluyendo la localizacién exacta de exones e intrones (en
eucariotas). El objetivo de esta practica es la aproximacion al conocimiento y manejo
de este tipo de programas.

2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. Recursos en laweb

La mayoria de los programas de ordenador utilizados en bioinformética se ejecutan en
linea de comandos en maquinas con entorno UNIX, sin embargo se han desarrollado
para ellos diversos tipos de interfaces que facilitan su uso. Algunos de estos interfaces
consisten en paginas web que recogen los datos suministrados por el ususario y
devuelven los resultados proporcionados por el programa a través de la propia web o
mediante correo electronico.

Puede consultarse una lista de software con enlaces a las paginas originales de cada
aplicacion en:

http://www.sanger.ac.uk/resources/software/

Otro software relacionado directamente con la prediccion computacional de genes se
puede usar y descargar de:

http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/

Contiene varias versiones de la aplicacion GeneMark para prediccién de genes en
procariotas, eucariotas o una version “autoentrenable” y enlaces para la descarga
gratuita de los programas para un uso no comercial con licencia renovable para dos
afios.

3. METODOLOGIA

3.1. Busqueda y andlisis de una secuencia (A)

En primer lugar obtendremos una secuencia de ADN sobre la que podamos usar
programas de prediccion computacional de genes. La secuencia elegida es un
fragmento del cromosoma Y humano, comprendido entre los nucleétidos 2.653.211 y
2.657.767. Obtendremos esta secuencia en la base de datos Ensembil:
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http://www.ensembl.org

Ensembl es una base de dados donde se recogen los genomas de multitud de
organismos que se anotan mediante una serie de programas que localizan en las
secuencias distintos tipos de caracteristicas y, entre ellas, la localizacion de genes,
exones e intrones. La base de datos se puede consultar “on line” a través de la web o
desde programas que pueden acceder a esta base en remoto utilizando librerias
escritas en lenguaje perl.

Para obtener nuestra secuencia iremos en primer lugar a la pagina principal de
Ensembil: http://www.ensembl.org

En el desplegable de la parte superior de la pagina elegimos “Human” y en el campo
de texto de busqueda pondremos el cromosoma de interés y los nucledtidos inicial y
final de la siguiente forma:

Y:2653211-2657767

Tal y como se ve en la siguiente figura:

Search: Human * | tor [:2653211-2657767]
Go |

e.g. human gene BRCAZ2 or rat X:100000..200000 or coronary heart disease

Tras pulsar el boton “Go” nos aparecera una representacién de la zona del genoma
elegida. Puesto que lo que queremos es la secuencia de nucleétidos de esa region,
pulsaremos sobre el botén “Export data” situado a la izquierda.

Aparecera una nueva ventana en la que se podran elegir diferentes opciones acerca
de los datos que pretendemos exportar. La opcion por defecto es exportar la
secuencia en formato FASTA, que precisamente es lo que pretendemos, asi que
unicamente deberemos pulsar el botén “Next’. Se nos ofrece entonces la posibilidad
de descargar la secuencia en diferentes formatos. Elegiremos “Text” y obtenemos asi
la secuencia que podremos archivar o copiar y pegar en un editor de texto o en la
interfaz web de algun otro programa.

3.2. Prediccién de ORFs

Las ORF, del inglés Open Reading Frame, o Marco de Lectura Abierta, consisten en
un fragmento de secuencia que comienza en un codon de inicio y termina en un codon
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de stop. Si la distancia entre ambos codones es lo suficientemente grande estas ORF
podrian ser indicativas de la presencia de una region codificante. Buscaremos ORF

con el programa ORFFinder en:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html

pegando la secuencia en el recuadro de texto:

-
<> NCBI

PubMed

Entrez

NCEI {
- i the database.

Tools

for data =
SrCaRminig sequence submission software

or sequence in FASTA format

some:GRCh37:Y: 2653211: 2657767 1 -
CATAATATTTTGTATTTATATTTATT CACATTGTTAAGGAAAAAT
AGGTCTTGCACTGOOGGAGAGATTGG CCTTAGCT CCACATACACAGCTGEGT AGG
CATAGATAAGGAGGATT CTTGCTGAAGACAGG CTAGG CTGAT CAGACAT CACCT Al
TCAGATATGCGGTGRGGGTACAGT CTGGCTAACCTGG CTTAGGAGAGTTCTTTGC
(GTTTGGT CAAACAGAGAAT CTGTGT CAGAGGTT CAAGAAAAGGAARAT TAATGTA
AAGTAGTTTTGAGT CAGTGTTTAAAAGGT AATGGGCAATATACAGTT CTCATTTGH

FROM: |

Genetic codes 1 Standard

ORF Finder (Open Reading Frame Finder)

BLAST

Enter Gl or ACCESSION m) Clear
T ——

Il The ORF Finder (Open Reading Frame Finder) is a graphical analysis tool which finds all open re

This tool identifies all open reading frames using the standard or altemative genetic codes. The ¢
sequence database using the WWW BLAST server. The ORF Finder should be helpful in preparir

Tras pulsar sobre el boton “ORFFind” el programa buscara las ORF y mostrara el

resultado como se observa a continuacion:

-

L= \la:18 Finder)

ORF Finder (Open Reading Frame

PubMed Entrez OMIM

Taxonomy

chromosome:GRCh37:Y:2653211:2657767:1

Structure

view | 1 GenBank/ ¥ | Redraw | 100| v |[Sixfranes] Frame from to Length
; — -3 =1820.2434 615
- 0 -2 84074.4286 213
= +3 B1878.2057 180
= - ' 3 = 665. 820 165
Ol 151 | — | -3 m3854.4015 162
[ | | ) -3 B3437.3598 162
C—m | - ] -1 m 94, 243 150
+3 m 531. 677 147

-1 B82254..2391 138

+3 B82079.2216 138

+1 B 943.1074 132

-2 m3822.3944 123

-1 ®1663.1782 120

-2 m1506.1625 120

+2 B4442.4556 116

+1 ®1690.1800 111

-1 ® 997.1098 102
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A la izquierda vemos una representacion grafica de las 6 pautas de lectura con las
ORF senaladas en color (tres por cada hebra del ADN). A la derecha se indica los
nucledtidos donde comienzan y terminan y su longitud total. En la ultima pauta de
lectura se observa una ORF de mayor longitud que las demas, que podria ser
indicativa de la presencia de una region codificante.

Picando sobre esa ORF veremos como cambia de color. En la lista de ORF de la
derecha también se sefalan en color diferente los datos que corresponden a esa ORF
y aparece la secuencia de la posible traduccion de ese fragmento, indicando con
colores los codones de inicio y stop:

Program blastp "IDatabase nr 4@-1 with paramet:ers

View I il Gensank:'l Redraw | 100 ‘»l S'inlrmesl Frame from to Length

; o = 3 ®1820.2434 615
- I -2 m4074..4286 213
. +3 @m1878..2057 180
= — 3 ® 665. 829 165
| Se— — — -3 B38b64..4016 162
[ ] W -3 m3437..3598 162
—m = e 4 B 94. 243 150
Length: 204 aa +3 ® 531.. 677 147

Accept | Alternative Initiation Codons -1 B2264.2391 138

+3 B207S8..2216 138

2434 L\'_|Ena;ca:utf:t;(t=¢t:‘. .:tu;g:gtu;tt:ur;gcgat +1 m 943..1074 132
2383 gat‘trac;gt;clzcte:g;sugug:at:tt;::gct:t:;gg;ga -2 m3822..3944 123
2344 mgctcttocttoctttgonc tgaange tgtanc tctangtatcag -1 .1663..1782 120
2239 zgt:naicg:gl;nu:ac:gtfnu:gc:uz:t:fag:nt‘;gugtg -2 m1506..1625 120
CET GENSIKGNYQDRY +2 m4442..4556 116

2254 mmgcgaccentomncgeattentcgtgtggte tegegntacagngg
KRP AR NAFIVYWSRDOR

o +1 BE1690..1800 111
cgcangetoge tc tagagantcccagantjcganac tcagagatc
Rk KN ALERNFPRNRNSET -1 ® 997.1098 102
2164 mgcamgcagetgggataccagtggaannt jcttactgnngccgan
S KUD L 6 Y QW K- R LT
2119 ssatggccattcttccaggaggoacaganattacaggeeatocac
W PFFQEAQXLOQANH
2074 ngagagoantacccgoattataagtatcgacctogtcgganggeg
REKY P NY KY RPRRBRK A
2023 smgotoctgecgangaattgeagtttgettcccgengateceget
K% LPFPFEKNCS LLEP
1384 tcggtactctgongegangtgcnac tggacancaggttgtacagg
Tl i ot - T S L i R L
1939 getgactgtacgammgccacacactcmagnstgagcnccagcta
CTKATHSR RHKEEHRD QL
1854 ggccacttaccgcccatcancgoageoagotcaccgoagcancgg
HLPFPPINLALAASSPQOIOR
1849 gmecgectacngeenctggacanngetgrag 1820
R CSSCHW T oKL

Deberiamos ver a continuacién si ese marco de lectura corresponde con alguna
proteina conocida. Desde ésta misma pagina de resultados es posible realizar una
busqueda mediante BLASTP frente a la base de datos “nr” (no redundante) que
contiene todas las secuencias conocidas habiendo eliminado los datos redundantes.
Para ello pulsamos sobre el botén “Blast” sefalado en la figura. Al pulsar éste botdn
los datos se envian al NCBI (National Center for Biotechnology Information)
mostrandonos una pagina con los datos enviados y las opciones elegidas para realizar
la busqueda.

-72 -



Departamento de Genética, Universidad de Granada

Query Protein Sequence (204 letters)
Datahase nr

Job tide Protein Sequence (204 letters)

RequestiD |37y JwHI0 14 @l b Show resuts in a new window
S
Format - o
Show Alwq!unzhl - ; as | HTML - ; D;'—Jvumrl‘ View - Use old BLAST report format Resel (ormto defaldd
9

Alignment View Pairwise -

Display  [4] graptical overview Likout sequence Revievl | I nceigi
Masking  Characie | Lower Case _-j Color:| Grey ;I

Limitresalts  Descriptions: [ 100 || Grapvical overview: [ 100~ Aigments:[ 100+ ||

Oiganism  Type common name, kinomial, taxid, or group name. Only 20 top taxa will be shown

‘ i 0 exciude =
Entrez query: [

Expect Min | Expact Max:

Percent |dentity HNin: ' -: Percent Idertity Max -

Forma: for I:I PSLBLAST with inclusion hreshold:

Pulsamos entonces sobre el boton “View report” y es posible que tengamos
esperar a que se actualice la pagina una vez obtenidos los resultados.
Parte de los resultados de BLAST se muestran a continuacion:

= . Putative conser ved domains have beendeecid, click on the image below or dewiled resuls, —=—

| speciric hite S SOXTCF HING DOX

| superfonilies | HMG-box superfamlly

Disvitwrion of 100 Blast Hits on he Query Soquenco 4

i Calor key for alignment scores
BT T

que

En la parte superior podemos ver que se ha localizado un domino conservado de tipo
HMG. Las lineas inferiores representan las secuencias encontradas con homologia
con la secuencia de busqueda. Colocando el cursor sobre la primera linea roja, en el
recuadro de texto sobre las lineas aparece informacion sobre la secuencia que esa

linea representa. En este caso se trata de:

AAX93512 SRY (Sex-Determining Region Y) protein [Homo sapiens] S=402 E=1.6e™""°

donde S es la puntuacion obtenida en el alineamiento y E es el valor “Expect’, es
decir, el nUmero de veces que se esperaria encontrar la secuencia buscada por azar

en la base de datos.

Pulsando sobre la caja HMG de la parte superior accedemos a una pagina con

informacion adicional sobre este tipo de dominio:
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Conserved domains on [icJ12630) S o e U] 1
Local query secuence
Graphical summary  shew sptions =
¥ =

[l it] < 400034, High
Moty Group (MG Fbox is found
In & vasiety of sutayotic
chramosomal proteins and N
tarscription faztors. KMGs bind o - ‘—d
the minar groave of DHA ant have

been classifizd by

preferances Tvu L}

Clase | prat cific
fashion and conmain asingle HUG u Ore 5lwn

wvalus
52e-22

class | member of the HN'G-bnsw! wlly of Drlm 4; and alio BRY ard LEF-L, which h'*ﬂ'w'\n:r Ie-14
) DA junctons and duples DMA targes. The second e
F_H G-h m umuumATAj Includes ungal nmlag(,pe gene =] 37e08
W HMG_baxiniamC0505], HWG l'nlh makiliy araun) bes: owion " ad1e20
[6HMG m 2107138, high mability graup: 123670 re  R2%e17
[+ HMHPEBC 0GEE4T), Ch inted proteins ining e HIAG domain [Chromatia structure and dynamics) 35207 yes  272e08
Blastsearch parameters
Data Source: Live blast easch RID = JUZY GratolLl
User Cpions Dambase: cdseachicdd v2.2 Low complexty fiber: yes E-value treshold: 0.01  Maximum runber othis: 560

3.3. Busqueday analisis de una secuencia (B)

De la misma forma que recuperamos anteriormente una secuencia del cromosoma Y
humano, recuperaremos ahora la secuencia correspondiente a los nucleétidos
70116646 a 70123266 del cromosoma 17.

Analizaremos entonces la secuencia en el ORFFinder. El resultado obtenido es un
poco confuso:

View lGenBar‘uka"r Redraw | 100."@

il
F—-—_—-l—- [ |
(T N - ow
= | BN | ENE =N L]
o T— 1
I H W

Se observan muchos marcos de lectura abierta dispersos pero no hay ninguna que
claramente se diferencie de los demas en tamafio. Sabemos de antemano que esta
region del cromosoma 17 contiene un gen luego cabria preguntarse acerca de la
eficiencia de este método que se estd utilizando para localizar genes. El problema
radica en que el gen contenido en esta porcion de ADN poseee varios intrones que
interrumpen el marco de lectura abierta. Teniendo en cuenta que la mayoria de los
genes de eucariotas estan interrumpidos por intrones, esto supone realmente un
problema para estimar correctamente donde se localizan los genes basandose
unicamente en la presencia de marcos de lectura abierta.
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Por tanto se hace necesario estimar la posicion de los posibles principios y finales de
intrones presentes en la secuencia, que reciben respectivamente el nombre de sitios
“‘donadores” y de sitios “aceptores”. Para ello analizaremos la secuencia con el
programa NetGene2:

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/

Una vez en la pagina de NetGene2 pegamos nuestra secuencia en el recuadro de
texto inferior y pulsamos en botén “Send file”:

NetGene2 Server

The NetGene2 server is a service producing neural network predictions of splice sites in human, C. ¢

SUBMISSION

Submission of a local file with a single sequence:

File in FASTA format | Examinar... |

® Human
Oc. elegans
O A. thaliana

Clearfields | Sendfile |

Submission by pasting a single sequence:

Sequence r-m.l

® Human

Qc. elegans

QA thaliana
Sequence

AAGCAAAGGAAGCCAGAGAAAATCAGTGT CTACAGGGAACCAGAGAGAAGCCTGTCGTAT
| TAACCCATTAAATGATTCAGAGCCTTCCAGATTTCTCTGTAGAGACAATGAAAGGGGATG

Clear fields

Nos aparecera una pagina que se actualizara automaticamente a intervalos regulares
hasta que el trabajo esté completado, momento en el que aparecera la pagina con los
resultados. A continuacion se muestran parte de los resultados obtenidos con la
secuencia problema:
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En esta porcion de la salida se muestran los posibles sitios donadores (limite
exon/intrén). En las columnas se muestra de izquierda a derecha: la posicion del punto
de corte exdn/intrén, la pauta en que se encuentra, la hebra, el nivel de confianza v,
por ultimo, la secuencia del sitio. Los niveles de confianza préximos a 1 pueden indicar
lugares funcionales. De la misma forma se muestran en la pagina los posibles lugares
aceptores. Finalmente se muestra una representacion grafica de los resultados:

® 1.0 S,
w 1237 ] & 4.3 %
S aad R M s BTGP N b
1.0 X N g, 5% — = F — =
i .
o
LIPS [T R PR I T A ) e
L 1.04
o
s |
8.5 ‘
g L
2 .04 S . i | - Y 4 g gm0 . N
T T T T T
50 @ se8 10080 1500 2000

Los tres graficos corresponden, de arriba a abajo, al potencial codificante, a la
localizacion de sitios donadores y, por ultimo, a la de sitos aceptores. Las lineas
verticales corresponden a los posibles puntos donadores y aceptores a los que
referian los datos anteriores. La longitud de las lineas se corresponde con los niveles
de confianza.

Las curvas que se observan en la segunda y tercera grafica se derivan de los cambios
de pendiente de la curva de potencial codificante. Para identificar los sitios donadores
0 aceptores con potencial biolégico real, deberian coincidir sus posiciones con los
limites de las regiones potencialmente codificantes. De esta forma, los limites entre
exones/intrones y entre intrones/exones deberian coincidir con lineas verticales de
longitud proxima a 1 y bajadas signiticativas en las curvas respectivas que, a su vez,
coinciden con cambios de pendiente en la curva de potencial codificante.

El primer potencial sitio donador (exén/intrén) corresponde a la posicion 1319, y la
siguiente posicidn que podria actuar como aceptor (intrén/exén) es la 2214. Estos dos
puntos corresponderian a un primer intron, por tanto la secuencia codificante del
posible gen deberia comenzar antes de la posicién 1319 y terminar en los alrededores
de ésta.

Observando los resultados de ORFFinder vemos que el segundo marco de lectura
abierta en la pauta 3 termina en el nucledtido 1322. Si hacemos un BLAST desde
ORFFinder con la secuencia de aminoacidos codificada por este marco obtenemos lo
siguiente:

Putative conser ved domains have been dected, click on the image below for detailed results.
1 o “w i » 10 e 4
| C— L n VTR W T T _— 4 Lk J
Guery seq.
DN Bandire wite

| superfoniLies ( Sox_N_superfami 1y ) (HMG-box superfamily [

Disw Banionof 100 Blest His on the Quer y Sequence: 4

AAF36231 Homo sapicns' SRY (sex determiﬁiﬁg regionr \;Faox 9 (caﬂp. 5=306 E=4.2e-82

Color Key ror alignment scores

. 80-200 >=200
' 1 1 1 ] ] | 1
5 26 @0 0 50 q00  AZO 40
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Vemos que efectivamente corresponde con dominios conservados y se trata de un
fragmento del gen SOX9 ya que las primeras coincidencias corresponden a este gen
en distintas especies. Una de ellas corresponde al gen SOX9 Humano.

El siguente exdn deberia comenzar después de la posicion 2214, donde se encuentra
el primer sitio donador. La pauta de lectura 1 muestra una ORF entre los nucleétidos
2086-2472, y la pauta 2 entre 2057-2695. Un BLAST con la primera de ellas no arroja
resultados significativos, pero en la segunda se observa el final de una caja
conservada HMG.

Podremos concluir por tanto que la ORF de la pauta 3 y la siguiente de la pauta 2
corresponden a dos exones de un mismo gen, interrumpido por un intron situado en
medio de la regién que codifica un dominio conservado de tipo HMG. Siguiendo esta
estrategia podremos localizar el resto de las secuencias que corresponden a los
exones de SOX9

3.4. Localizacion de intrones mediante “dot plot”

Simularemos un experimento de laboratorio en el que se aislaria el ARNm del gen de
interés una vez conocida parte o toda su secuencia. Posteriormente se obtendria la
secuencia de este ARNm y se compararia con la secuencia gendomica del mismo gen,
poniendo de manifiesto las regiones que corresponden a exones e intrones. En lugar
de obtener la secuencia del mensajero en el laboratorio, la obtendremos en una base
de datos, ya que se trata en realidad de un gen conocido. Para ello iremos a la pagina:

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/

En la parte superior seleccionaremos la base de datos de nucleétidos, en la linea de
texto escribiremos como palabras clave “sox9 mrna homo sapiens” y pulsaremos el
botén “Search”:

N ‘ B l Search Nucleotide v
]soxs mrna homo sapiens @ Clear

Entre los resultados obtenidos veremos:

[[] Homo sapiens SRY (sex determining region Y)-box 9 (SOX9), mRNA
7. 3,963 bp linear mENA

M_000346.3 GI: 182765453
senBank FASTA Graphics Related Sequences

pulsando sobre la descripcion del gen podremos recuperar la secuencia del
mensajero. Un analisas de “dot plot” en

http://www.vivo.colostate.edu/molkit/dnadot/

nos mostrara la posicion de los intrones y exones:
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La traduccion del ARNm revelara donde se encuentra el codon de stop, y proporciona
una explicacién de por qué el potencial codificante decae antes del final del tercer
exoén, como puede apreciarse en la salida de NetGene2.

4. CUESTIONES
En relaciéon con la consulta realizada con el programa ORFFinder:

¢ ;Que indican las 6 barras que aparecen en la pantalla?

¢ Dentro de estas barras, ¢,que indican los fragmentos coloreados?

e ;Que indican cada una de las columnas numéricas que aparecen a la derecha
(“frame”, “from to”, y “length”)?

¢ De todos los posibles marcos de lecturas abiertos, ¢Cual es el que tiene mas
probabilidad de ser una regién codificante?

e ;Por qué todos los marcos de lectura abierta comienzan con el triplete ATG?
¢, Con que triplete/s terminan?

e . Qué podria ocurrir si un marco de lectura abierto se encuentra interrumpido
por un intrén?

e ;Qué condiciones deberian darse para que un intron quedase englobado en un
marco abierto de lectura?

e ;Como se puede comprobar que un marco de lectura abierta codifica una
proteina conocida?

e ;Qué ocurre con el programa ORFFinder si en nuestra secuencia a analizar se
encuentra un gen compuesto por varios exones e intrones?

En relacion a la consulta realizada en el programa NetGene2:

e Que indican las tablas numéricas “donor splice sites” y “aceptor splice sites”?
¢, Qué indica la ultima columna en dichas tablas?

¢ Enla columna “confidence”, ¢ que indican los valores altos?

¢ ;Que se representa en la grafica superior?
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En las dos graficas inferiores, ;Qué representan las lineas verticales?, ¢Y la
linea horizontal (roja o verde)?

Atendiendo a las graficas, ¢;Cdédmo identificarias lugares con una alta
probabilidad de ser donadores/aceptores funcionales?

¢ Por qué en el caso de SOX9 los comienzos y finales de las ORF localizadas
con ORFFinder no coinciden exactamente con los puntos donadores y
aceptores predichos por NetGene2?

¢, Por qué dos exones del mismo gen pueden aparecer en pautas de lectura
diferentes?

¢ Por qué el potencial codificante decae antes de llegar al final del ultimo exén?
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ALINEAMIENTO MULTIPLE DE
SECUENCIAS DEADN y PROTEINAS

1. OBJETIVO

Cuando se quieren comparar secuencias homologas de nucleétidos (ADN) o de
aminoacidos (proteinas) de especies diferentes con el fin de analizar las diferencias
existentes entre ellas y sus relaciones evolutivas, un paso previo imprescindible en
dicho analisis es el de establecer un alineamiento multiple de todas las secuencias. El
objetivo de esta practica es adquirir las destrezas necesarias para llevar a cabo
alineamientos multiples de secuencias y familiarizarse con el uso de los programas
informaticos que nos permiten hacerlos.

El procedimiento a seguir tiene varios pasos, el primero de los cuales consiste en
alinear todas las secuencias dos a dos. Por ello, en primer lugar, describiremos como
se procede a la hora de hacer un alineamiento entre dos secuencias homélogas.

2. FUNDAMENTO TEORICO

Alineamiento de dos secuencias homologas de nucleétidos o de aminoéacidos

Mediante comparacion de dos secuencias homoélogas de ADN o de proteinas se
puede llegar a establecer un alineamiento por emparejamiento, base a base, de las
bases de cada una de las dos secuencias. Por ejemplo, para el caso de ADN:

5'-AATGTCATGCGCTGAATCCCCCC-3
5-AAGGTCTTGCCCT-AATGCCCCC-3

Si las dos secuencias que se comparan tienen diferente longitud es porque alguna de
ellas o las dos han incorporado o perdido algun residuo (nucle6tido o aminoacido,
dependiendo de las secuencias que se comparen). Asi, lo primero a identificar es la
localizacion de las inserciones y deleciones que han podido ocurrir en cada especie
desde que estan divergiendo de una especie ancestral comun.

En el emparejamiento base a base del alineamiento, nos podemos encontrar con una
de tres posibilidades de sitios o posiciones nucleotidicas/aminoacidicas:

- Coincidencias (matches): la misma base/aminoacido en las dos secuencias.

- Ausencia de coincidencias (mismatches): una base/aminoacido diferente en cada
secuencia.

- Inserciones/deleciones (gaps): los gaps se representan por guiones (-) y significan
que en una de las dos secuencias se produjo una insercién o una delecién en esa
posicion.

Cuando comparamos una secuencia parcial de un/a gen/proteina obtenida a partir de
una especie con la secuencia completa de dicho/a gen/proteina, el alineamiento se
realizara proponiendo un enorme gap terminal que representaria a la informacion
desconocida (missing data). Estas posiciones del alineamiento se suelen representar
muchas veces con el signo de interrogacion (?) en la secuencia incompleta.
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La obtencion del alineamiento correcto es fundamental para que todos los analisis
evolutivos y filogenéticos posteriores no se vean afectados. Dicho alineamiento se
puede hacer manualmente si no hay muchos gaps y si las secuencias son cortas y no
muy divergentes. Sin embargo, se han desarrollado métodos que facilitan el trabajo y
la fidelidad del resultado en cualquier tipo de comparaciones:

1. El método de la matriz de puntos (dot matrix) sigue el siguiente procedimiento: una
de las secuencias se dispone en el eje vertical, y la otra secuencia en el eje horizontal,
de una matriz bidimensional. Cada vez que existe un nucledtido/aminoacido idéntico
en ambas secuencias, se coloca un punto en el recuadro correspondiente a la posicion
x de la secuencia horizontal y a la posicion y de la vertical. El alineamiento se obtiene
mediante una linea diagonal que une los puntos a través de la matriz comenzando en
el recuadro superior izquierdo y tratando de acabar en el inferior derecho. El trazado
puede revelar diferentes situaciones tal como podemos ver en las siguientes matrices
de puntos para dos secuencias nucleotidicas hipotéticas:

A. Las dos secuencias son idénticas:

A [ [c [T [T e [c |~ [6 |c
A ° °

G ° ) °

C ° ° °
T ° °

T ° °

G ° ° °

C ° ° °
A ° °

G ° ° °

C ° ° °

B. Las dos secuencias son iguales en tamafo pero difieren en secuencia:

I Alc|[c|T][T]s]|c]Aals]|c
A | e °

G ° ) °
C ° ° °
T o | o

T e | o

G ° ° °
T e | o

A | e °

G ° ) °
C ° ° °
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C. Las dos secuencias difieren en tamafo (solo inserciones y/o deleciones explicarian
las diferencias entre ellas):

I Als|c|T][T]e]lc|Aals]c
A | e °

G ° ) °
C ° ° °
T e | o

T o | o

C ° ° °
A | e °

G ° ) °
C ° ° °

D. Las dos secuencias difieren en tamafio (inserciones y/o deleciones explicarian
partes de las diferencias entre ellas) y en secuencia (cambios por substitucion de un
residuo por otro):

P Als|c|T][T]e]c|Aals]c
A | e °

G ° ° °
C ° ° °
T e | o

T e | o

C ° ° °
A | o °

C ° ° °
C ° ° °

En una secuencia mas larga y con mas cambios de los reflejados aqui se hace mucho
mas dificil establecer el alineamiento pudiendo existir mas rutas alternativas que
explicarian las diferencias entre dos secuencias.

De hecho, lo normal es que exista un numero muy abundante de puntos en la matriz
que, junto con la ausencia de una diagonal perfecta, dificulta el trazado del
alineamiento. Se ha ideado un método que permite mejorar la definicion del
alineamiento. Consiste en comparar las dos secuencias usando "ventanas deslizantes"
que van haciendo las comparaciones de n en n residuos, en lugar de nucleétido a
nucleodtido. Una coincidencia (match) en este caso se determina a partir de un umbral
determinado. Asi, dos parametros son fundamentales en este tipo de comparaciones:
el tamafio de la ventana (windows size) y la astringencia (stringency). Una vez
establecido un tamafo de ventana, éste se mantiene constante en todo el analisis.
Consiste en determinar cada cuantos residuos se hace una comparacion. Asi, si el
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tamafo de la ventana es de cinco residuos, quiere decir que comparamos las dos
secuencias progresivamente de 5 en 5 residuos. La astringencia determina el umbral:
numero de residuos que deben ser coincidentes dentro de esa ventana. Con esto se
eliminan muchos de los puntos de identidad falsos de la matriz.

2. Un segundo método consiste en definir un alineamiento como aquel en el que el
numero de disimilitudes (mismatches) y gaps estan minimizados de acuerdo a unos
criterios determinados. El problema radica en que para aumentar el numero de
coincidencias suele ser necesario aumentar el nimero de gaps. Por tanto, segun este
criterio, son posibles varias opciones de alineamiento por lo que se ha disefiado un
procedimiento consistente en calcular un indice de divergencia o disimilitud entre
las dos secuencias que se comparan. Este indice tendra diferentes valores para cada
uno de los alineamientos alternativos obtenidos. Aquel alineamiento con menor indice
de divergencia sera el escogido como mejor de todos.

El calculo del indice de divergencia depende del coste o penalizacion por gaps (gap
penalty) que suele tener dos componentes: penalizacién por cada gap introducido en
el alineamiento (gap-opening penalty) y penalizacion por la extensién de cada gap
(gap-extension penalty). Las penalizaciones por gaps son factores por los que se
multiplican los valores de los gaps (el numero y la longitud de los gaps) con el fin de
establecer una equivalencia entre esos valores y el valor de los des-emparejamientos
0 mismatches (numero de substituciones). Asi, la penalizacion se basa en nuestra
propia experiencia a través de la comparacién entre el calculo de la frecuencia de
inserciones y deleciones que han ocurrido en la evolucién desde la separacion de las
dos especies cuyas secuencias estan siendo alineadas y la frecuencia con la que han
ocurrido substituciones nucleotidicas (o aminoacidicas).

En el caso de secuencias de proteinas, las disimilitudes en las diferentes posiciones
aminoacidicas pueden ser valoradas con diferente peso segun que el cambio
producido sea a un aminoacido mas o menos similar en sus propiedades bioquimicas.
Asi, se han establecido ciertos grupos de aminoacidos por afinidad bioquimica cuyos
emparejamientos en un alineamiento reciben mayor o menor puntuacion de acuerdo a
diferentes criterios, en lugar de una puntuacion de cero que es lo que reciben los sitios
en los que hay una disimilitud y los aminoacidos emparejados no guardan ninguna
afinidad bioquimica.

Alineamientos multiples

Los alineamientos multiples siguen un procedimiento similar al descrito, pero la
complejidad de los calculos se hace mayor al incrementarse el nimero de secuencias
a alinear. Existen diferentes programas informaticos que pueden hacer este tipo de
alineamientos. Nosotros utilizaremos el programa Clustal X que implementa el
algoritmo Clustal (Higgins y Sharp, 1988). En este caso, los alineamientos se realizan
en un proceso de tres etapas. Primero, se comparan todas las secuencias dos a dos
(alineamientos pairwise). A continuacién se construye un dendrograma (similar a un
arbol filogenético) que agrupa las secuencias por similitud. En tercer lugar, el
alineamiento multiple se hace usando el dendrograma como guia y alineando
secuencias de manera progresiva de acuerdo al orden de ramificacion del arbol. Es
decir, primero se alinean las dos secuencias con mayor similitud y se van afiadiendo
secuencias al alineamiento de manera progresiva por orden de similaridad
decreciente.
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3. METODOLOGIA

El programa ClustalX tiene una interfaz grafica disponible para diversos sistemas
operativos, como Windows o Linux, del programa de alineamiento multiple de
secuencias Clustal W (ver referencias al final de este guion). El disefio del programa
permite también la construccién de arboles filogenéticos a partir de las secuencias
alineadas.

Este programa reconoce siete formatos diferentes de ficheros de entrada (input) con
secuencias tanto de ADN como de proteinas: NBRF/PIR, EMBL/SWISSPROT,
Pearson (Fasta), Clustal (*.aln), GCG/MSF (Pileup), GCG9/RSF y GDE. Todos los
caracteres (espacios, digitos, signos de puntuacién) se ignoran a excepcién de los
guiones (“-“) que indican gaps (en MSF/RSF los gaps, no obstante, son reconocidos
como “.”). Nosotros usaremos el formato FASTA, para el que se dan dos ejemplos en
el primer Apéndice.

Para obtener el alineamiento procederemos de la siguiente manera:

Paso 1. Al abrir el programa aparecera una ventana como esta:

File Edt Alignment Trees Colors Ouality Help

Moce: | YPTERSTIEEETEY v et 0 v

El programa Clustal X tiene dos modos de actuacién diferentes que se pueden
seleccionar alternativamente en la ventana ‘MODE’ que esta bajo la lista de menus:
‘MULTIPLE ALIGNMENT MODE’ y ‘PROFILE ALIGNMENT MODE'. El primer modo es
el que vamos a usar siempre en esta practica. Nos permite hacer un alineamiento a
partir de un conjunto de secuencias. El segundo modo permite trabajar
simultdneamente con dos conjuntos de secuencias (cada conjunto se denomina, en
este caso, perfil) en dos ventanas diferenciadas e intercambiar secuencias de un perfil
a otro asi como alinear las secuencias de un perfil con las del otro.

Paso 2. A continuacion, seleccionamos el fichero que contiene nuestras secuencias en
formato Fasta. Para ello desplegamos el menu ‘FILE’, seleccionamos ‘LOAD
SEQUENCES’ y navegando por los directorios, descargamos el fichero de entrada
cuyas secuencias apareceran en la ventana del programa de esta manera:
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File Edit Alignment Trees Colors Cuality Help

Made: (Mitple abgrenent Mode | Font: 10w

CLUSTAL Alignment file created [0:/alineame.fas.ala]

Se pueden afadir nuevas secuencias usando la opcion ‘APPEND SEQUENCES’.

De la misma manera, desplegando el menu ‘EDIT’, se pueden eliminar secuencias de
manera temporal (‘CLEAR SEQUENCE SELECTION’), asi como cambiarlas de orden
mediante las opciones ‘CUT SEQUENCES’ y ‘PASTE SEQUENCES’.

Otras posibilidades de edicion (Menu ‘EDIT’) son 'SEARCH FOR STRING’ (buscar en
las secuencias una sucesiéon determinada de residuos, nucleodtidos o aminoacidos),
‘REMOVE ALL GAPS’ (elimina todos los gaps existentes en las secuencias, tanto los
existentes en el fichero original como los introducidos por Clustal X en el alineamiento)
y 'REMOVE GAP-ONLY COLUMNS’ (elimina las posiciones en las que en todas las
secuencias ya alineadas existe un gap, consecuencia de haber eliminado alguna
secuencia divergente o tras un re-alineamiento).

Paso 3. Procederemos a continuacion a realizar el alineamiento multiple. Los
alineamientos se realizan en un proceso de tres etapas. Primero, se comparan todas
las secuencias dos a dos (alineamientos pairwise). A continuacion se construye un
dendrograma (similar a un arbol filogenético) que agrupa las secuencias por similitud.
En tercer lugar, el alineamiento multiple se hace usando el dendrograma como guia
alineando secuencias de manera progresiva de acuerdo al orden de ramificacién del
arbol.

Las tres etapas se suceden de manera automatica si seleccionamos la opcién ‘DO
COMPLETE ALIGNMENT’. Se puede saltar alguno de los pasos seleccionando ‘DO
ALIGNMENT FROM GUIDE TREE’ (si se dispone de un dendrograma previo que
actua como guia para el alineamiento multiple) o ‘PRODUCE GUIDE TREE ONLY’ (si
solo se quiere obtener el arbol de referencia obviando la construccion del alineamiento
multiple).

En cualquiera de los tres casos, siempre nos aparecera una ventana emergente sobre
la ventana principal en la que debemos indicar el directorio donde queremos guardar
los ficheros de salida (output) y el nombre que le daremos a dichos ficheros. Las
extensiones son *.dnd (para el fichero del dendrograma) y *.aln (para el del
alineamiento):
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= ClustalX 2.1

Mods: [Multicle Algrament Mode w Font: |10 w

Complete Alignment

Cutges Gt Tree:

S SECBS s
Cutost onment Fics

ot <SSO el
L= [e=]

3 [
|

En el Apéndice 2 se muestran dos ficheros de salida tipicos: uno con el alineamiento
multiple de un conjunto de secuencias de ADN y otro en el que se describe el
dendrograma obtenido en el proceso.

Ademas, el alineamiento se puede visualizar en la ventana principal del Programa:

= ClustalX 2.1 [Ea
File Edit Alignment Trees Colors Ouality Help

Moda: |Mutple Agrment Mode v Font: 10

CLUSTAL Alignment file created [D:monomenss cruvalg,aln]

Los nucledtidos (o los aminoacidos, segun la secuencia utilizada) aparecen coloreados
para facilitar el analisis visual del alineamiento. El histograma que aparece debajo de
dicho alineamiento indica el grado de similitud entre las secuencias alineadas en cada
posicion. Los picos altos indican la mayor similitud mientras que los valles indican baja
similitud.

En el apéndice 3 se dispone de una descripcion de diferentes opciones y parametros a
tener en cuenta a la hora de hacer un alineamiento. En nuestro caso, ademas de tener
en cuenta el resto de opciones, con respecto a las siguientes dos, procederemos asi:
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- ‘PAIRWISE ALIGNMENT PARAMETERS': Utilizaremos siempre la opcién ‘Slow-
Accurate’. Los parametros que aparecen por defecto se utilizaran en primera opcién y
probaremos después varias posibilidades de acuerdo al tipo de secuencias que
tengamos.

- ‘MULTIPLE ALIGNMENT PARAMETERS': Utilizaremos los parametros establecidos
por defecto y probaremos después varias posibilidades de acuerdo al tipo de
secuencias que tengamos.

Paso 4. A continuacién, obtendremos un arbol filogenético de las secuencias
utilizando en el menu ‘TREES’ la opcién ‘DRAW TREE’ (extension de los ficheros de
salida: *.ph).

El programa Clustal X solo permite la construccién de arboles filogenéticos de
secuencias mediante métodos basados en distancias genéticas. Incluye dos
algoritmos: UPGMA y Neighbor-Joining (N-J). La opcién por defecto es N-J pero se
puede cambiar en la opcion ‘CLUSTERING ALGORITHM’ del menu ‘TREES’.

El método N-J genera un arbol sin raiz. La raiz del arbol sélo podra inferirse si se usa
una secuencia de referencia externa (outgroup: una secuencia que estamos seguros
que esta en la base del arbol de acuerdo a conocimientos que tengamos de su
procedencia bioldgica). Alternativamente, en el caso de que se carezca de outgroup, si
asumimos constancia en las tasas de cambio en todas las ramas del arbol (“reloj
molecular”), podemos situar la raiz del arbol en el centro del arbol (aproximadamente
equidistante a todos los extremos de las ramas). El algoritmo UPGMA genera arboles
con raiz.

Podemos evaluar la significacion estadistica de la topologia del arbol obtenido si, para
construir el arbol filogenético, utilizamos la opcién ‘BOOTSTRAP N-J TREE' que nos
dara los valores de bootstrap para cada nodo del arbol (extension de los ficheros de
salida: *.php).

En el apéndice 4 se indican algunas directrices a seguir en cuanto a parametros tener
en cuenta a la hora de reconstruir los arboles filogenéticos.

4. CUESTIONES

1. Utilizar los ficheros de secuencias de ADN dispuestas en formato FASTA
disponibles en la plataforma virtual de ensefanza de las asignatura para obtener los
correspondientes alineamientos multiples y un arbol filogenético a partir de dichos
alineamientos con el programa ClustalX.

2. Realizar busquedas de 10 secuencias homodlogas en bases de datos y realizar un
alineamiento multiple.
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APENDICE 1: FORMATO FASTA

Ejemplo para secuencias de ADN:

>Nombre de la secuencia 1
GTTATCGTAAATTAAATCCAATGGTATTCTGTGGTTTATATCCGATTGATTCTAGAAAAATTAGAATT-
AAACGATTCTGCACTTGAGTTTGAACCAGAAACATTGGATTCTTAGGACTTCTTCATATGGAAATCCTTC
AAGAACGTATTGAACGT

>Nombre de la secuencia 2
GTTATCCTAACTTAAATCCAATGGTTTTCTCTGGTTTATATCCGATTGATTCTTAGAAAAATTAGAATT -
AAACGTTTCTGCAATTGAGTTTGAACCAGAAACATTGGATTCTTAGGACTTCTTCATATGGAAATTCTTC
GGGTACGTATTGAACGT

>Nombre de la secuencia 3
CTTTTCCTATCTTATATCCAATCCTTATGGCTCGTATATATCCGATTGATTCTTAGAAAAATTAGAATTA
AAAGGTTTCTGCATTTGAGTTTGAACCAGAAACATTGGATTCTTTGGGCTTCTTCATATGGTTTTTCTTG
GGGTACGTATTGAACGT

Ejemplo para secuencias de proteinas:

>Nombre de la secuencia 1

KHP 1 ILEKLEFPDPV ISMAIEPKTKKDQEKLSQVLNKFMK-EDPTFRATTDPETGQIL IHGMGELHLEIM
VDRMKREYG IEVNVGKPQVAYKET IRKKAIGEGKFIKQTGGRGQYGHAI IEI1EPLPRGAGFEFIDDIHGG
VIPKEFIPSV

>Nombre de la secuencia 2

KHPL I LEKLFFPDPVMSMA I EPKKKKDQEKLSQVLNKFMKEEDPTFAATTDPETGQIL IHGMGELHLEIM
VDRMKREYG IEVNVGKPQVAYKET IRKKAIGEGKF IKQTGGRGQYGHA 1 IEEEPLPRGAGFEFIDDIHGG
VIPFEFIPSY

>Nombre de la secuencia 3

PHPL I LEKLEFPDPVMAMA I EPTKKKDQEKLQQVLNKFMKEEPPTFA-TTDPETGQIL IHGMGELHLE IM
DDRMKREYG IEVNVGKPQVAYKET IRKKA I GEGKF IKQTGGRGQYGHAI 1 EEEPLPRGAGFEF IDD IHGG
VIPFEFPP-V
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APENDICE 2: FICHEROS DE SALIDA TRAS APLICAR LA OPCION
‘DO COMPLETE ALIGNMENT’

Alineamiento multiple (fichero *.aln): ADN.

CLUSTAL 2.

Cruvulg_ 9
Cruvulg 12
Cruvulg_8
Cruvulg_11
Cruvulg_ 19
Cruvulg_10
Cruvulg_2
Cruvulg_6
Cruvulg_15
Cruvulg_1l6
Cruvulg 5
Cruvulg 7
Cruvulg 13

Cruvulg_ 9
Cruvulg 12
Cruvulg_8
Cruvulg 11
Cruvulg_19
Cruvulg_10
Cruvulg_2
Cruvulg_6
Cruvulg_15
Cruvulg_ 16
Cruvulg_5
Cruvulg_ 7
Cruvulg 13

[Los asteriscos indican posiciones del alineamiento en las que en todas las secuencias

0.9 multiple sequence alignment

TTACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTCTTCGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTACGGACC
T-ACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTCCAGGCCCACGAACTATCAARACGAAGCTACGGACC
TRACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTCCAGGCCCACGARCTATCAARACGAAGCTACGGACC
TAACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTCCAGGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTACGGACC
TAACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTCCAGGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTACGGACC
T-ACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTCCAGGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTACGGACC
TAACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTTCAGTCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTATAGACG
TAACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTTCAGGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTATAGACG
T-ACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTTCAGGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTATAGACG
T-ACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTTCAGGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTATAGACG
T-ACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTTCAGGCCCACGAACTATCAARACGAAGCAGTCGACG
T-ACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTTTAGGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTATCGACG
TAACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTTTAGGCCCACGAACTATCAAARACGAAGCTATCGACG

g e de ke de e ok g ke ok e ke ok e ke ke ok ke ok ke ek ok ek ke ke e ok ke ke ke ke ke ok ke ke ke B
ATAAGCACATTCCCAATGTTTTAGATTTITG--—————— TCAACACAACTCTATCCAGCCA
ATAAGCACATTCCCAATGTTTTAGATTTTG---———--- TCAACACAACTCTATCCAGCCA
ATAAGCACATTCCCAATGTTTTAGATTTTG---————-— TCAACACAACTCTATCCAGCCA
ATAAGCACATTCCCAATGTTTTAGATTTTG----—---- TCAACACAACTCTATCCAGCCA
ATAAGCACATTCCCAATGTTTTAGATTTTG----——--— TCAACACAACTCTATCCAGCCA
ATAAGCACATTCCCAATGTTTTAGATTTTG---———--— TCAACACAACTCTATCCAGCCA
AGGAGTACATTTAAAACGTTTCAGATTTTG--————--— GAAATGAAACATTATTCGGTCA
AGGAGTACATTTAAAACGTTTCAGATTTTG-——————— GAAATGAAACATTATTCGGTCA
AGGAGTACATTTAAAACGTTTCAGATTTTG-——————— GAAATGAAACATTATTCGGTCA
AGGAGTACATTTAAAACGTTTCAGATTTTG---—-——--- GAAATGAAACATTATTCGGTCA

ATGACTACATTTCCAGCATTTCGGATTTTGCATCCAACAATATGARACATTATCCGGCCA
ATGACTACATTTCCAGCATTTCGGATTTTGCATCCAACAATATGAAACATTATCCGGCCA
ATGACTACATTTCCAGCATTTCGGATTTTGCATCCAACARATATGARACATTATCCGGCCA

& * o e ke ok * gk ke e e e e ke ok e * d ke ke kkk ko kk

existe el mismo nucleétido]

Alineamiento multiple (fichero *.aln): Proteinas.

CLUSTAL 2.0.9 multiple sequence alignment

Secuencia 1
Secuencia_2
Secuencia_3

Secuencia_l
Secuencia 2
Secuencia_3

Secuencia 1
Secuencia_2
Secuencia_3

KHPIILEKLEFPDPVISMAIEPKTKKDQEKLSQVLNKFMK-EDPTFRATTDPETGQILIH
KHPLILEKLFFPDPVMSMAIEPKKKKDQEKLSQVLNKFMKEEDPTFAATTDPETGQILIH
PHPLILEKLEFPDPVMAMATEPTKKKDQEKLQQVLNKFMKEEPPTFA-TTDPETGQILIH

**:***** *****::*****"*******_******** *  kok ok st ek e ok ke ke ke ke ok

GMGELHLEIMVDRMKREYGIEVNVGKPQVAYKET IRKKAIGEGKFIKQTGGRGQYGHATII
GMGELHLEIMVDRMKREYGIEVNVGKPQVAYKETIRKKAIGEGKFIKQTGGRGQYGHAII
GMGELHLEIMDDRMKREYGIEVNVGKPQVAYKETIRKKAIGEGKFIKQTGGRGQYGHAIIL

e o e de ok ke b e de e ok g ok e ok ok e ok ko e o e e ke ok e b ok ke o e e e ok e g ok ok o e ke ke ok ok e e e ke ok e e e ke

EIEPLPRGAGFEFIDDIHGGVIPKEFIPSV
EEEPLPRGAGFEFIDDIHGGVIPFEFIPSV
EEEPLPRGAGFEFIDDIHGGVIPFEFPP-V

* hkdkdkdkhkdkhkdkddkhkhhkhdhkdkdhkd Sk k&

[Los asteriscos indican posiciones del alineamiento en las que en todas las secuencias
existe el mismo aminoacido; ":" indica que uno de los siguientes grupos “fuertes” de
aminodacidos con propiedades quimicas similares estd muy conservado: STA, NEQK,
NHQK, NDEQ, QHRK, MILV, MILF, HY, FYW; "." indica que uno de los siguientes
grupos “débiles” estd muy conservado: CSA, ATV, SAG, STNK, STPA, SGND,
SNDEQK, NDEQHK, NEQHRK, FVLIM, HFY] [Estos son todos los grupos puntuados
positivamente de acuerdo a la matriz Gonnet Pam25. Los grupos definidos como
“fuertes” tienen una puntuacion > 0.5 mientras que los definidos como “débiles” tienen

una puntuacion < 0.5]
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Dendrograma (fichero *.dnd):

Cruvulg _8:0.00000,
(
(
(
Cruvulg 9:0.0085¢,

Cruvulg:;::0.00BBO)
:0.00026,

Cruvulg 10:0.00193,
(
(
(
Cruvul :0.00287,

g 2
Cruvulg 6:0.00575)
0.00147,

1 — o

ruvulg_15:0.00000,
Cruvulg 16:0.00000)
:0.00143)

:0.07307,

(

(
Cruvulg_5:0.00629,
Cruvulg_7:0.00812)
:0.00335,

Cruvulg _13:0.01105)
:0.08386)

:0.22318)

:0.00100)

:0.00260,
Cruvulg_19:0.00000)
:0.00000,

Cruvulg_11:0.00000);

Dendrograma visualizado a partir del fichero anterior con el Programa NJPlot:

0.02
Cruvulg_13

{Cruvulg_7
C

ruvulg_5
’_‘Cruvu 1g_16

Cruvulg_15

\-[ Cruvulg_6
c

ruvulg_2
Cruvulg_11
Cruvulg_8
Cruvulg_19

Cruvulg_12

\; Cruvulg_9

Cruvulg_10
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APENDICE 3: INSTRUCCIONES BASICAS SOBRE PARAMETROS A TENER EN
CUENTA PARA OBTENER EL ALINEAMIENTO MULTIPLE DE LAS SECUENCIAS
A ANALIZAR

Dentro del menu ‘ALIGNMENT’ hay una serie de opciones a tener en cuenta:

1. ‘'REALIGN SELECTED SEQUENCES’: se usa para re-alinear secuencias que, por
sus caracteristicas, se observa que se han alineado de manera incorrecta en el
alineamiento global. Se seleccionan las secuencias a re-alinear con el ratdén. Las
secuencias no seleccionadas quedan “fijadas” y se crea un perfil para ellas siendo re-
alineadas cada una de las secuencias seleccionadas al perfil “fijado”.

2. 'REALIGN SELECTED SEQUENCE RANGE': se usa para re-alinear una pequena
region del alineamiento. Se marcan con el raton las columnas a re-alinear.

3. ‘ALIGNMENT PARAMETERS’: aqui se pueden determinar los parametros que
deseamos aplicar a la hora de hacer el alineamiento si queremos hacer cambios sobre
los parametros utilizados por defecto. Dispone de un submend:

3.1. ‘RESET NEW GAPS BEFORE ALIGNMENT' y ‘RESET ALL GAPS BEFORE
ALIGNMENT’: para eliminar los gaps generados en un alineamiento o todos los gaps
(los generados en el alineamiento mas los que existian en las secuencias del fichero
de entrada) en el caso de que se quiera hacer un nuevo alineamiento cambiando los
parametros.

3.2. 'PAIRWISE ALIGNMENT PARAMETERS': controla la velocidad y la sensibilidad
del proceso de construccion de alineamientos dos a dos (pairwise) iniciales.

Entre cada par de secuencias se calcula una distancia (basada en las diferencias entre
ellas) y esta distancia se utiliza para construir el arbol filogenético (dendrograma) que
guiara en la construccion posterior del alineamiento multiple. Los valores de dichas
distancias se calculan por separado en cada alineamiento por pares y se puede hacer
de dos maneras: siguiendo el método de programacion dinamica (proceso lento pero
preciso) o el método de Wilbur y Lipman (proceso muy rapido pero con un resultado
menos preciso). El método lento emplea poco tiempo en el alineamiento de pocas
secuencias cortas pero es extremadamente lento para muchas secuencias (por
ejemplo, mas de 100) y largas (por ejemplo, mas de 1000 nucleétidos/aminoacidos).
Se puede escoger entre ambos métodos en esta opcidn, aunque nosotros, en esta
practica, utilizaremos el método preciso:

A. SLOW-ACCURATE alignment parameters (proceso lento y preciso):

Estos parametros no tienen efecto en la velocidad del proceso. Se usan para obtener
alineamientos de secuencias dos a dos iniciales que luego son re-valorados para dar
puntuaciones de similitud. Estas puntuaciones se convierten luego en distancias entre
las secuencias para construir el arbol que servira de guia para el alineamiento multiple
final. Los parametros son:

- ‘Gap Open Penalty’: la penalizacion por incluir un gap en el alineamiento.

- ‘Gap Extension Penalty’: la penalizacion por la longitud de un gap.

- ‘Protein Weight Matrix: la tabla de puntuaciones que describe la similitud de un
aminoacido con otro (ver mas abajo).

- ‘DNA Weight Matrix’: la tabla de puntuaciones que se asignan a coincidencias y
ausencia de coincidencias (matches y mismatches) entre dos secuencias (incluidos los
simbolos del ‘lUB ambiguity codes’). Ver mas abajo.
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B. FAST-APPROXIMATE alignment parameters (proceso rapido y menos exacto): Las
puntuaciones de similitud se calculan a partir de alineamientos rapidos, aproximados y
globales de secuencias dos a dos y que son controlados por 4 parametros.

3.3. ‘'MULTIPLE ALIGNMENT PARAMETERS': controla la localizacién y longitud de
los gaps en el alineamiento multiple final.

Cada paso hasta llegar al alineamiento final consiste en alinear secuencias dos a dos.
Esto se hace de manera progresiva, siguiendo el orden de similitud establecido por el
arbol guia. Los parametros basicos que controlan este procedimiento son dos: la
penalizacion por gaps y la puntuacién que se da a cada posicion nucleotidica de
acuerdo a que exista identidad o no entre las dos secuencias que se comparan. Asi,
tenemos las opciones:

A. ‘GAP OPENING’ y ‘EXTENSION PENALTIES’: controlan el coste de la expansion
cada nuevo gap y el coste de cada posicion en un gap. Incrementando la penalizacion
por cada gap (‘GAP OPENING’), los gaps apareceran con menor frecuencia en el
alineamiento final. Incrementando la penalizacion por la extension de los gaps
(‘EXTENSION PENALTIES’), los gaps seran mas cortos. Los gaps terminales no se
penalizan.

B. ‘DELAY DIVERGENT SEQUENCES’: esta opcion retrasa el alineamiento de las
secuencias mas divergentes (porcentaje de divergencia que se establece en esta
opcion) hasta que las mas parecidas se han alineado primero.

C. ‘TRANSITION WEIGHT’: esta opcion da a las transiciones (cambios A—~G o C-T)
un peso entre 0 y 1. Un valor de O significa que las transiciones entre las dos
secuencias en la posicion nucleotidica evaluada se puntlan como posiciones
nucleotidicas no coincidentes (mismatch), mientras que un peso de 1 da a las
transiciones una puntuacién igual a la de una coincidencia entre las dos secuencias en
la posicion nucleotidica evaluada (match). Para secuencias muy divergentes, este
valor debe ponerse préximo a 0, mientras que es util asignar un peso proximo a 1
cuando las secuencias son muy parecidas. Por defecto, el valor que aparece es 0.5.

D. ‘PROTEIN WEIGHT MATRIX’: Indica las puntuaciones asignadas a cada posicion
aminoacidica dependiendo de que exista coincidencia (match) o no coincidencia
(mismatch). Esta opcidn permite escoger una serie de matrices de peso para
determinar la similitud de aminoacidos no idénticos. Por ejemplo, el aminoacido
tirosina (Tyr) alineado con Fenilalanina (Phe) se valora “mejor” que el alineamiento de
Tyr con prolina (Pro).

El programa ofrece tres series de matrices. Cada serie consiste en varias matrices que
trabajan de forma diferenciada a diferentes distancias evolutivas. En resumen, el
programa almacena varias matrices en su memoria que en conjunto representan todo
el abanico de posibilidades de distancias aminoacidicas (desde secuencias casi
idénticas a secuencias altamente divergentes). Para secuencias muy similares, es
mejor usar matrices estrictas que sélo den puntuaciones altas a posiciones idénticas
en todas las secuencias y a las sustituciones (cambios purina-purina o pirimidina-
pirimidina) mas comunes. Para la comparaciéon de secuencias muy divergentes es
mejor usar matrices mas laxas en sus requerimientos que den puntuaciones altas
también a sustituciones menos frecuentes. Clustal X ofrece la posibilidad de utilizar
diferentes series de matrices desarrolladas por diversos autores pero recomienda por
defecto el uso de la serie de matrices Gonnet Pam25.
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E. ‘DNA WEIGHT MATRIX': Indica las puntuaciones asignadas a cada posicion
nucleodtidica dependiendo de que exista coincidencia (match) o no coincidencia
(mismatch) (incluyendo los codigos de ambiguedad IUB). Esta opcidén permite escoger
una matriz simple (no una serie de matrices) para determinar la similitud de
nucledtidos no idénticos. Hay disponibles dos matrices:

- lUB. Esta es la matriz que se usa por defecto. Cada coincidencia (match) tiene una
puntuacion de 1.9, mientras que la ausencia de coincidencia (mismatch) recibe una
valoracién de 0. Cualquier X o N en la secuencia es tratada como una coincidencia
(match) con cualquier simbolo de ambigiiedad (de acuerdo al cédigo de ambigliedad
IUB). La falta de coincidencia entre secuencias para simbolos IUB se valora como 0.

- CLUSTALW. Cada coincidencia (match) tiene una puntuacion de 1, mientras que la
ausencia de coincidencia (mismatch) recibe una valoracion de 0. En este caso, las
posiciones con X o N, reciben una puntuacién de O.

3.4. 'PROTEIN GAP PARAMETERS’: despliega una ventana temporal que permite
controlar diferentes parametros que solo se usan en el alineamiento de secuencias de
proteinas.

3.5. La opcién ‘SECONDARY STRUCTURE PARAMETERS’ sélo se puede utilizar en
el Modo ‘Profile Alignment Mode’ y permite controlar parametros relacionados con la
estructura secundaria de las proteinas.

4. 'ITERATION’: El proceso de construccién del alineamiento multiple final puede ser
iterado (repetir toda la serie de pasos un cierto numero de veces) con el fin de mejorar
el resultado final. La iteracion se puede hacer en cada uno de los pasos que se vayan
dando ('lterate each alignment step') o tras la obtencién final de un primer alineamiento
multiple ('lterate final alignment'). En cualquiera de los dos casos, el nimero de
iteraciones por defecto es de 3.

5. ‘'OUTPUT FORMAT OPTIONS’: Permite elegir el formato del alineamiento en el
fichero de salida (CLUSTAL, GCG, NBRF/PIR, PHYLIP, GDE, NEXUS, FASTA) de
acuerdo al programa con el que se vaya a trabajar a continuacion con este
alineamiento. Se puede escoger mas de un formato (incluso los 7 disponibles).
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APENDICE 4: OPCIONES DEL MENU ‘TREES’

1. ‘EXCLUDE POSITIONS WITH GAPS’: Con esta opcion, se ignora cualquier
posicion en la que aparece un gap.

2. ‘CORRECT FOR MULTIPLE SUBSTITUTIONS’: Cuando las diferencias entre las
secuencias comparadas es pequefa (< 10%) el uso de esta opcion no ofrece
diferencias con respecto a no usarla. Pero ante grandes divergencias esta opcion
corrige el hecho de que las distancias observadas sean una subestimacion de la
distancia evolutiva real. Esto es porque, a mayor divergencia, mas probable es que se
haya producido mas de una sustitucién en mas de una posicion de la secuencia a lo
largo de la evolucién. Sin embargo, nosotros solo detectamos una diferencia en dichas
posiciones cuando comparamos las secuencias actuales.

3. 'OUTPUT FORMAT OPTIONS': Permite que el fichero de salida tenga diversos
formatos que pueden ser leidos por diversos programas de inferencia filogenética:
ClustalX, Phylip y Nexus.

En cualquier caso, ninguno de los ficheros generados permite la visualizacion del
arbol. Para visualizarlo hay que abrir el fichero generado con alguno de los programas
con los que es compatible.

Para visualizarlo nosotros, si generamos un fichero de salida con formato Clustal o
Phylip, podremos utilizar el Programa NJPLOT (ver apéndice 2) que se distribuye
junto con Clustal X y esta disefiado por los Drs. Perriérey y Gouy de la Universidad de
Lyon (Perriére, G. and Gouy, M. (1996) WWW-Query: An on-line retrieval system for
biological sequence banks. Biochimie, 78, 364-369).
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L1313 FIL0 ET10.0

1. OBJETIVO

La filogenia molecular consiste en el estudio de las relaciones evolutivas entre
organismos a partir de datos moleculares ordenados en un alineamiento multiple de
secuencias de ADN o de proteinas. El objetivo de esta practica es introducirnos en la
teoria y la metodologia utilizadas en el analisis filogenético asi como familiarizarnos
con el uso de programas informaticos de andlisis filogenético.

2. FUNDAMENTO TEORICO

Para simplificar la redaccion de este texto, nos referiremos a partir de ahora siempre a
secuencias de ADN, siendo aplicable todo lo que se dice también al analisis de las
secuencias de proteinas.

En el analisis filogenético, el objetivo es la construccion de un arbol filogenético que
ilustre la historia evolutiva de un grupo de especies. Un arbol filogenético es un grafico
compuesto de nodos y ramas en el que una rama conecta dos nodos adyacentes.
Los nodos representan a las especies y las ramas definen las relaciones entre esas
especies en términos de descendencia y ascendencia. El patron de ramificacion se
denomina topologia del arbol. Hay que distinguir entre nodos terminales y nodos
internos. Estos ultimos representan a especies ancestrales hipotéticas mientras que
los nodos terminales representan a especies existentes en la actualidad. Las especies
que estan conectadas por ramas a un mismo nodo interno, comparte ese nodo
ancestral. Las ramas que conectan nodos externos con nodos internos se denominan
ramas externas o terminales mientras que las que conectan nodos internos son
ramas internas. Un nodo puede ser bifurcado si tiene s6lo dos descendientes o
multifurcado si tiene mas de dos. Por lo general, la representacion mas comun de las
filogenias emplea arboles bifurcados dado que se asume que el proceso de
especiacion es binario: dos especies descendientes a partir de una especie ancestral
comun. Una multifurcacién o politomia en un arbol puede interpretarse de dos
maneras: a) representa una realidad, es decir, un ancestral ha dado lugar a mas de
dos especies descendientes; b) existe una ambigliedad a la hora de determinar el
correcto patron de bifurcacion porque los datos disponibles no son resolutivos.

Un clado natural o grupo monofilético consiste en un grupo de taxones (especies, o
grupo de especies como un género, una familia, un orden o una clase) que derivan de
un ancestral comin que no es compartido con ningun otro taxon fuera del grupo. Se
espera que un grupo taxondmico (género, familia, orden o clase) sea monofilético. Sin
embargo, algunos grupos taxonomicos establecidos actualmente pueden ser no
monofiléticos: la filogenia molecular ha demostrado, en algunos casos, que un grupo
taxondmico tiene un ancestral comun compartido con otros taxones (grupo
parafilético); un grupo polifilético esta formado por dos linajes que han adquirido un
mismo caracter por convergencia evolutiva (los organismos clasificados en un mismo
grupo polifilético comparten homoplasias fenotipicas).

Un arbol puede ser un arbol con raiz cuando existe un nodo, la raiz, que de forma
inequivoca es el ancestral comin mas reciente de todas las especies comparadas.
Desde la raiz, una unica ruta evolutiva da lugar a cada uno de los nodos. Un arbol sin
raiz es un arbol que sélo especifica las relaciones de parentesco entre las especies
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comparadas sin describir los pasos evolutivos que han conducido desde un ancestral
comun a dichas especies.

Un arbol escalado es aquel en el que sus ramas estan escaladas, es decir, la longitud
de cada rama es proporcional al numero de cambios producidos entre las secuencias
que se comparan. En un arbol no escalado las longitudes de las ramas no son
proporcionales a ese numero de cambios con lo que los nodos terminales apareceran
alineados.

Para un grupo determinado de especies existen diferentes arboles posibles y el
numero de estos se incrementa en relacion al numero de especies comparadas. Sin
embargo, solo uno de esos arboles es el arbol correcto que, dependiendo de la
precision de nuestros datos y de nuestros analisis, puede coincidir o no con el arbol
inferido en nuestra reconstruccion filogenética.

En cualquier caso, siempre tenemos que tener presente que en nuestro analisis lo que
comparamos son secuencias homologas de ADN obtenidas de cada una de las
especies que estamos estudiando. Por tanto, en principio, lo que obtenemos es un
arbol génico. Sin embargo, cada gen puede tener diferentes historias evolutivas y los
ritmos y los modos de éstas pueden no reflejar coherentemente la historia evolutiva de
las especies. Por tanto, para obtener un arbol de especies lo mas preciso posible, es
mas correcto analizar la historia de diferentes genes y secuencias no génicas.

La tasa de cambio de las secuencias comparadas es algo que debemos tener muy en
cuenta a la hora de elegir qué tipo de secuencias vamos a utilizar en nuestro analisis
filogenético. Asi, si el grupo a comparar estd formado por especies muy proximas
filogenéticamente, se requiere una secuencia que evolucione mas rapidamente y haya
acumulado suficientes cambios en el proceso de diversificacién del grupo comparado.
En este caso, es interesante recurrir a secuencias no génicas que cambian mas
rapidamente. El uso de secuencias de genes conservados con una funcién importante
en el organismo estaria desaconsejado en este caso, dado que es muy probable que
se hayan producido muy pocos cambios en las secuencias comparadas y, por tanto,
exista poca sefial filogenética con capacidad resolutiva para la reconstruccion
filogenética. No obstante, suele ser util el uso de secuencias génicas de ADN
mitocondrial que tienen una tasa de evolucién mas rapida que las secuencias de ADN
nuclear. Cuando la comparacion es entre especies de grupos taxondmicos alejados,
por el contrario, las secuencias no génicas pueden ser muy dispares y ser poco
aconsejables para el analisis filogenético. En este caso, es mas conveniente el uso de
secuencias mas conservadas.

Métodos de reconstruccion filogenética

La mayoria de los diferentes métodos de inferencia filogenética propuestos por
diversos autores definen un criterio de optimizacion determinado que persigue
elegir el mejor arbol de entre todos los posibles que podrian explicar los datos de
partida. Este criterio da diferentes valores a cada arbol posible. Este valor es el que se
usa para comparar los diferentes arboles. Existen diferentes algoritmos que permiten
computar dichos valores e identificar el mejor arbol de acuerdo al criterio de
optimizacion.

En la actualidad disponemos de los siguientes métodos de inferencia filogenética: a)
métodos basados en matrices de distancias genéticas; b) método de maxima
parsimonia; ¢) método de maxima verosimilitud; d) método bayesiano.
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Métodos basados en matrices de distancias

Existen varios métodos de reconstruccion de arboles filogenéticos basados en
matrices de distancias genéticas. En todos ellos, lo primero que se debe hacer es
construir dicha matriz de distancias. Para ello se estiman las diferencias entre cada par
de secuencias del alineamiento. La forma mas simple de calcular la distancia genética
es calculando el numero de diferencias (p) entre las secuencias. Sin embargo, si p
tiene un valor alto (las secuencias han divergido considerablemente) puede ocurrir
que, en cada sitio del alineamiento se hayan producido substituciones multiples y
reversiones de tal forma que p nos estard dando un valor subestimado del niumero de
substituciones nucleotidicas ocurridas realmente. Por lo tanto, se han desarrollo un
numero amplio de métodos de calculo de distancias corregidas basados en modelos
probabilisticos. Los célculos de dichas distancias son valores corregidos de p segun
dichos modelos. Cada modelo asume un patrén evolutivo diferente con respecto a
composicion nucleotidica y tasas de cambio para cada tipo de substitucion
nucleotidica, para cada posicion nucleotidica y para cada linaje. Mas adelante, cuando
estudiemos los métodos de maxima verosimilitud, volveremos a hablar de estos
modelos.

Una matriz de distancias tipica tiene esta apariencia:

Especie 1 Especie 2 Especie3 Especie4 Especie 5
Especie 1 0,012 0,018 0,022 0,035
Especie 2 0,013 0,020 0,032
Especie 3 0,021 0,033
Especie 4 0,020

Los valores de distancias de esta matriz son los que se utilizan para reconstruir el
arbol, siendo la longitud de las ramas proporcional a dichos valores. Como se decia al
principio, existen diferentes métodos de inferencia basados en distancias, pero el mas
popular es el método del vecino mas préximo, conocido normalmente con su
denominacién en inglés (Neighbor-joining o método N-J). Este método se basa en un
algoritmo que trata de buscar el arbol mas corto, es decir, aquel que minimiza la
longitud total del arbol, entendida ésta como la suma de las longitudes de todas sus
ramas. Primero se identifican las dos secuencias que mas se parecen (menor
distancia genética hay entre ellas). Es decir, de entre todos los pares de secuencias
comparados, se identifican aquellas dos secuencias cuya suma de las longitudes de
sus ramas es la menor. Ese par de secuencias constituyen el primer par de "vecinos",
conectados a través de un nodo interno. El siguiente paso es considerar a este par
como una sola secuencia computandose la distancia media aritmética entre ellas y el
resto de secuencias y construyendo una nueva matriz de distancias. A continuacion se
elige de nuevo el par de secuencias cuya suma de las longitudes de sus ramas es la
menor, procedimiento que se continla hasta que se identifican todos los nodos
internos del arbol.
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Como ejercicio, se podria tratar de construir manualmente un arbol por este método a
partir de la matriz de distancias mostrada mas arriba.

Método de maxima parsimonia

El método de maxima parsimonia persigue construir una filogenia con la topologia
que requiera el menor nimero de cambios evolutivos para explicar las diferencias
observadas entre las secuencias alineadas. A veces, este criterio lo cumplen dos o
mas arboles que seran igualmente parsimoniosos. Para aplicar este criterio, cada uno
de los sitios nucleotidicos de la secuencia se clasifica de la siguiente manera:

-Invariable: todas las secuencias presentan el mismo nucleétido en dicha posicion.
-Informativo: un sitio es filogenéticamente informativo desde el punto de vista de la
maxima parsimonia cuando hay al menos dos clases diferentes de nucleétidos, cada
uno representado al menos dos veces en el alineamiento.

-No informativo: un sitio que, siendo variable, no cumple el anterior requisito.

Una vez clasificados los sitios del alineamiento e identificados los sitios informativos,
para cada arbol posible se calcula el numero minimo de sustituciones necesarias para
explicar cada sitio informativo. Sumando el nimero de cambios para el conjunto de
todos los sitios informativos para cada arbol posible, se elegira aquel arbol que se
explique con el menor numero de cambios.

Si hay mas de un arbol con ese numero, se puede obtener un arbol consenso, del
que podemos distinguir: a) consenso estricto (strict consensus), en el que todas las
ramas conflictivas se resuelven colapsandolas a un uUnico nodo multifurcado; b)
consenso por la regla de la mayoria (majority-rule consensus) en el que las ramas en
conflicto se resuelven mediante la seleccion del patron de ramificacion observado en
mas del 50% de los arboles obtenidos.

Método de maxima verosimilitud

La verosimilitud, L, de un arbol filogenético es la probabilidad de que los datos
observados en un alineamiento se puedan explicar a partir de esa filogenia construida
segun un modelo evolutivo de substitucion nucleotidica determinado, es decir, L =
P(datos|arbol+modelo). El objetivo del método de maxima verosimilitud es encontrar
el arbol con el mayor valor de L, de entre todos los arboles posibles que explicarian los
datos observados.

La pregunta que hay que plantearse es: 4 Cual es la probabilidad de que una filogenia
determinada haya generado los datos observados en un alineamiento asumiendo un
determinado modelo evolutivo de substitucion nucleotidica?

Para responder a la pregunta, asumiendo que cada sitio del alineamiento evoluciona
independientemente, hay que calcular L para cada sitio separadamente (L,) y en
conjunto (L = L; x L, X Ls X...x L). Para calcular cada L,, se deben considerar todos los
posibles escenarios a través de los cuales se ha llegado al nucledtido actual en cada
secuencia a partir de un nucledtido ancestral. Algunos escenarios seran mas
plausibles que otros pero todos tendran al menos alguna probabilidad de ser los que
han generado la situacién actual. Por tanto, cada L, tiene una probabilidad que es
igual a la suma de las probabilidades de cada posible reconstruccién filogenética que
explique los datos actuales desde la situacion ancestral. Estas probabilidades
dependen del modelo evolutivo que asumamos y de la longitud de las ramas la cual, a
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su vez, depende de la tasa de sustitucién y del tiempo evolutivo. Por conveniencia, la
verosimilitud se calcula mediante transformacion logaritmica (InL) con lo que
tendremos que InL =InL; + InL, + InLs +...+ InL,.

Un arbol filogenético inferido por este método solo es valido para el modelo evolutivo
asumido pero puede no ser valido para otro modelo evolutivo. Por ello, es fundamental
una correcta eleccion del modelo evolutivo aplicable a las secuencias analizadas.
Existen diferentes modelos evolutivos que tratan de explicar el patron de sustitucion
nucleotidica que siguen las secuencias analizadas. Desde un modelo general en el
que se asume que cada tipo de sustitucion nucleotidica tiene una tasa diferente y que
cada nucledtido aparece en la secuencia en una proporcion diferente hasta un modelo
mas simple en el que asumimos que todos los nucleétidos aparecen con la misma
frecuencia (25% para cada uno de los cuatro nucleétidos) y existe una misma tasa de
cambio para todos los tipos de sustitucion nucleotidica. Pasando por diferentes
modelos en los que se tienen en cuenta las diferencias en la proporcion de nucleotidos
o0 no y se consideran de manera diferenciada los diferentes tipos de substituciones
nucleotidicas (diferentes tipos de transiciones y de transversiones). Ademas cada
modelo puede asumir que las tasas de cambio difieren entre sitios nucleotidicos del
alineamiento diferentes o entre linajes de la filogenia diferentes. Se hace, por tanto,
necesario testar qué modelo evolutivo se ajusta mejor a las secuencias analizadas.

Método de inferencia bayesiana

La inferencia bayesiana de una filogenia esta basada en una cantidad llamada
probabilidad posterior de arboles de distribucion, que es la probabilidad de un arbol
condicionado por las observaciones [P(arbol+modelo|datos)]. El condicionamiento se
logra a través del teorema de Bayes. No es posible calcular analiticamente la
probabilidad posterior de arboles de distribucién. A cambio, se utiliza una técnica de
simulacion llamada Monte Carlo de cadena de Markov (MCMC) para aproximar esta
probabilidad.

Fiabilidad de la reconstruccién filogenética

Para responder a la pregunta que nos podamos hacer con respecto al arbol obtenido
por cualquiera de los métodos existentes sobre la fiabilidad del mismo existen métodos
que nos permiten estimar el soporte estadistico de la topologia obtenida. Uno de los
mas populares es el método de re-muestreo con re-emplazamiento o bootstrap. Una
vez obtenido un arbol filogenético a partir de un alineamiento de secuencias y con un
método determinado, esta filogenia se convierte en la hipoétesis nula a comprobar
mediante bootstrap. Para ello, se construyen nuevos alineamientos diferentes (un
numero apropiado podria ser entre 500 y 1000) mediante re-muestreo con re-
emplazamiento. Es decir, se construyen diferentes alineamientos al azar re-
emplazando un numero determinado de posiciones nucleotidicas con otras posiciones
del alineamiento, cada una de las cuales tiene la misma probabilidad de re-emplazar a
las demas. Por tanto en el nuevo alineamiento, un sitio puede estar repetido mas de
una vez a costa de otros sitios. Asi, si el alineamiento tiene esta secuencia de
posiciones nucleotidicas:

1234567891011121314 151617 18 19 20 21 22 23 24 25
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Los diferentes re-muestreos pueden dar lugar a alineamientos como éstos:

1114466661011121212121217 18 19 20 20 20 20 24 24
113336788 8 8 8131415151515191919 25252525

222455589101012121216 16 17 19 20 21 21 24 24 24 25

A partir de cada uno de los nuevos alineamientos se infiere un nuevo arbol filogenético
utilizando el mismo método utilizado con el alineamiento inicial. El porcentaje de veces
que cada rama interior del arbol inicial se confirma en el conjunto de los arboles
obtenidos por bootstrap, constituye el valor de bootstrap de cada rama. Como regla
general, si el valor de bootstrap de una rama interior determinada es superior al 95%,
se acepta que la topologia de esa rama es correcta.

3. METODOLOGIA

En esta practica utilizaremos el programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetic
Analysis) desarrollado por el grupo de los Drs. Sudhir Kumar and Koichiro Tamura (ver
referencias al final del texto). Concretamente, utilizaremos la version 5 recientemente
actualizada.

El objetivo de este programa ha sido siempre, desde su primera versioén, la de proveer
de diferentes herramientas para explorar y analizar secuencias de ADN y proteinas
desde una perspectiva evolutiva. Ofrece una amplia gama de posibilidades en cuanto
a analisis evolutivos. Nosotros, no obstante, nos centraremos soélo en el uso del
programa para construir arboles filogenéticos de secuencias de ADN a partir de
alineamientos multiples obtenidos previamente con el Programa Clustal X.

Los ficheros de entrada (input) deben ser ficheros basicos del tipo ASCII-tex y pueden
contener tanto secuencias de ADN o secuencias de proteinas como una matriz de
distancias genéticas o informacion sobre un arbol filogenético. En esta practica nos
vamos a centrar en filogenias basadas en secuencias de ADN y las explicaciones que
se daran en este guién corresponderan, por tanto, al analisis de este tipo de datos. La
mayor parte de programas procesadores de textos permiten editar y guardar ficheros
ASCII. Estos, normalmente, tienen una extension del tipo *.txt. Una vez creado un
fichero de este tipo, es conveniente cambiar la extension al tipo *.meg de tal manera
que se pueda distinguir entre ficheros para usar con MEGA y otros ficheros de texto.
En el Apéndice 1 se muestra un alineamiento de secuencias en formato MEGA.

Los ficheros deben contener varias secuencias de igual longitud y, sobre todo, deben
estar previamente alineadas. El programa MEGA permite alinear de novo las
secuencias que le sean suministradas en un fichero en formato fasta (entre otros
formatos). También puede usarse un fichero que contenga secuencias alineadas con
otros programas. Nosotros utilizaremos los ficheros obtenidos con el programa Clustal
X en la practica realizada anteriormente. Para ello, habra de convertirse primero los
ficheros *.aln obtenidos con dicho programa a ficheros *.meg. Existe un convertidor en
el propio programa MEGA que genera ficheros con el formato requerido por este
programa: una vez abierto el programa MEGA, desplegando el Menu ‘File’,
utilizaremos la opcién ‘Convert file format to MEGA’. Aparecera una ventana
emergente que nos pedird que indiguemos el nombre del fichero a convertir y su
extension (*.aln en este caso). Una vez obtenida la conversién a formato MEGA,
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guardaremos el fichero resultante con extensién .meg y lo utilizaremos después para
nuestro analisis filogenético.

E 0 1.
i!i Analysis  Help
& Open A File/Session . L B & ® 5 3 B o
Open a Recently Used File P ey " vy T e T mesmn T deen R
& Edita Text File
N Convert Fils Format to MEGA_. ||
& Printer Setup
Exit MEGA Al

e s

Tanto las secuencias de nucledtidos como las de aminoacidos han de seguir las reglas
de cddigo IUPAC. Ademas, se pueden utilizar los siguientes simbolos especiales:

- Espacios en blanco ( ): son ignorados por MEGA.

- Punto (.): representa identidad en esa posicion de la secuencia con el
nucledétido/aminoacido de la primera secuencia.

- Interrogacion (?): dato desconocido (missing data)

- Guion (-): gap.

El programa MEGA dispone de un editor de texto (Text File Editor invocado con la
opcion Edit aText File dentro del menu File) que es muy util para crear y editar ficheros
ASCIl. Se invoca su aparicion tanto a requerimiento nuestro como de manera
automatica por parte del programa en cuanto en el fichero de entrada (input) se
detectan errores de formato. Una vez hechos los cambios estos se pueden guardar
permanentemente.

E Analysis  Help

@ Open A FileiSession . LI o L e e T
Open a Recently Used Fils » [ Gy " Pogry " Ul decein * Somien © Raes " Cocke

P Edita Text File
o Convert File Format to MEGA,

& Printer Setup._.
Exit MEGA AlteX

e o
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Una vez abierto con el programa MEGA un fichero con secuencias de ADN alineadas
en formato MEGA, lo primero que aparecera en la pantalla sera el alineamiento
dispuesto en una cuadricula (Sequence Data Explorer):

[CMEGAS.01 e e e 2 ]

e
 M5: Sequence Data Explorer (=05
Help

T ieAe T O e TETIREEERETEARET

han Hightighted: Nome Data

FrawsaUre? | Tt | Exarohe | Cision | MEGAWes Fasorabug| s
MEE T et #1101 1 s e o

Este explorador ofrece diversas funciones como por ejemplo: a) la posibilidad de
seleccionar diferentes subconjuntos de datos o de secuencias (Setup/Select Genes
and Domains y Setup/Select Taxa and Groups); b) diferentes tipos de analisis
estadisticos como la composicion nucleotidica; c) identificacion de posiciones
nucleotidicas segun que estén conservadas, sean variables o sean filogenéticamente
informativas. En esta practica no utilizaremos las opciones que permiten definir
regiones en las secuencias o seleccionar grupos de secuencias. Sin embargo, si que
podremos visionar las secuencias y determinar algunos datos interesantes como el
numero de posiciones nucleotidicas variables o la composicién nucleotidica de dichas
secuencias.

Una vez analizadas visualmente las secuencias, procederemos a hacer los analisis
filogenéticos. A continuacién, se detallan los pasos a seguir para hacer una
reconstruccion filogenética de las secuencias alineadas mediante diferentes métodos
de inferencia:

Paso 1. Desplegar el menu Models y seleccionar la opcion Find Best DNA/Protein
Models. Este analisis inicial es muy util para conocer el modelo evolutivo al que se
ajustan los cambios producidos en las secuencias a analizar. El resultado del analisis
es un listado con los diferentes valores obtenidos mediante diferentes criterios (BIC o
criterio de inferencia bayesiano, AlCc o Criterio de Akaike, InL o criterio de maxima
verosimilitud). Por lo general, utilizaremos el criterio bayesiano. El modelo que
presente la puntuacion mas baja segun este criterio se considera que describe mejor
el patron de sustitucion de las secuencias analizadas.
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Paso 2. A continuacion desplegaremos el Menu Phylogeny con el fin de realizar el
analisis filogenético. La reconstruccion filogenética se va a realizar con tres de los
métodos propuestos por el programa: Maxima parsimonia, Maxima verosimilitud y
Neighbor-joining (uno de los tres métodos de los que se dispone en el programa para
calcular arboles basados en distancias genéticas).

A cualquiera de los métodos se accede desde el menu Phylogeny:

Fils Analysis Help

E It B [ ] % & W [ ®
Ay " Oms " womh " Owwwe " Owesp " Pylgwy © UeTme " srceswn " fewcion T Ras " s T
Tal = PConstructTest Maximum Likelihood Tree.. 1

T Construct/Test Minimum-Evolution Tree.

& ConstructiTest UPGMA Tres.
= ConstructiTest Maximum Parsimony Tree(s)

Open Tree Session |

o "% ConstructTest Neighber~Joining Tree... ‘

Realizada la eleccion correspondiente, aparecera una ventana emergente en la que
incluir los parametros adecuados:
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En la opcion ‘Test of phylogeny’ escogeremos la opcién 'Bootstrap method' que nos
permite evaluar la fiabilidad de las topologias obtenidas mediante el método bootstrap
de remuestreo para lo que hay que indicar en la ventana emergente que aparece el
numero de réplicas a realizar en el analisis (1000 puede ser suficiente).

Seguidamente, en la misma ventana, seleccionaremos los parametros a tener en
cuenta segun que método estemos utilizando para construir el arbol filogenético:

2. A. Métodos basados en distancias genéticas. De los tres disponibles,
utilizaremos el método Neighbor-joining (N-J). Esta opcién requiere el calculo previo de
las distancias genéticas entre las secuencias alineadas, calculo que esta basado en el
numero de diferencias entre cada par de secuencias. Para ello, en la misma ventana
emergente en la que hemos seleccionado el test estadistico a utilizar, seleccionaremos
el modelo de substitucion (‘Substitution model’) para calcular las distancias genéticas,
para lo que tendremos en cuenta el resultado obtenido en el paso 1.

Si el analisis del paso 1 determind que los patrones de sustitucion no son homogéneos
entre diferentes posiciones nucleotidicas de nuestro alineamiento, se seleccionara en
el desplegable 'Rates among Sites' la opcion ‘Gamma distributed’ y se indicara un
valor para el parametro gamma que se pude obtener en el menu Rates. Si el analisis
del paso 1 determiné que los patrones de sustitucion no son homogéneos entre linajes
diferentes de la filogenia, en el desplegable 'Pattern among lineages' se indicara que el
patrén es heterogéneo.

La opcion ‘Data subset to use’ permite manejar los gaps y datos desconocidos
(missing data), incluir o excluir codones, y restringir el analisis a posiciones
nucleotidicas marcadas:

Gaps and Missing Data

Se puede escoger eliminar todas las posiciones nucleotidicas en las que
en alguna secuencia existe un gap o datos desconocidos (missing data) antes
de iniciar los calculos utilizando la opcion 'Complete-deletion’. Alternativamente,
se puede optar por retener todas esas posiciones inicialmente y excluirlas sélo
en las comparaciones entre secuencias dos a dos durante el proceso de
calculo de distancias (opcion 'Pairwise-deletion').
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Include Sites: Codon Positions

Se puede seleccionar cualquier combinaciéon de codones y de posiciones
nucleotidicas no codificadoras con el fin de tratarlas diferencialmente en el
analisis.

Include Sites: Labeled Sites

Esta opcion esta disponible soélo si hay marcas asociadas con algunas de las
posiciones nucleotidicas del alineamiento. Se puede optar por incluir en el
analisis sélo esas posiciones nucleotidicas marcadas.

Si queremos conocer los valores de distancias genéticas calculados entre cada par de
secuencias podemos visualizar una tabla de distancias mediante la opcion ‘Compute
pairwise distance’ del menu ‘Distance’:

4 MEGA 5.01 =)
File Analysis Help
E | 0® _ #2 [ u g % % 8 9w O E O
s Dws " Modss | Ouwce T Dvewty T Piykosy T UoeTme T Arceton T Seectm T Awes T Oschs
TA| = (3 Compute Pairwise Distances...
T Qe = Compute Overall Mean Distance...
Compute Within Group Mean Distance
Compute Between Group Mean Distance...
Compute Net Between Group Mean Distances

a 3 -
Fosttme Lse? | Tl | Examples | Chotion | MEGAVsh | Peport sy | Updaies?
WS elease B5110031 menceseron lecen mea

Habra que introducir el método requerido para el célculo de distancias y las diferentes
opciones referidas anteriormente con respecto al tratamiento de las posiciones
nucleotidicas.

Como se puede ver, este menu ofrece muchas otras posibilidades, que no
exploraremos, como el calculo del valor medio de distancia entre todas las secuencias
o las distancias medias dentro de grupos particulares de secuencias del alineamiento
asi como entre grupos de secuencias.

2. B. Método de méaxima parsimonia (MP). Para construir un arbol MP, sélo se usan
las posiciones de las secuencias en las que hay al menos dos clases diferentes de
nucleodtidos, cada uno representado al menos dos veces (sitios informativos). El resto
de sitios variables no se usan en MP aunque si se usan en métodos de distancias o de
ML.

Para la busqueda del mejor arbol, MEGA ofrece tres tipos diferentes de busquedas:
max-mini branch-and-bound search, min-mini heuristic search, y close-neighbor-
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interchange heuristic search. Sélo el primero de ellos garantiza la posibilidad de
encontrar todos los arboles MP posibles pero el tiempo que se requiere para ello es
enorme, sobre todo si en el alineamiento hay mas de 15 secuencias. Asi que
utilizaremos alguno de los métodos heuristicos.

El método MP puede generar diferentes arboles igualmente parsimoniosos.
Seleccionando la opcion 'Consensus tree' obtendremos un arbol “consenso” entre
todos los arboles posibles. Contamos con dos tipos de arboles consenso: a) consenso
estricto (strict consensus), en el que todas las ramas conflictivas se resuelven
colapsandolas a un unico nodo multifurcado; b) consenso por la regla de la mayoria
(majority-rule consensus) en el que las ramas en conflicto se resuelven mediante la
seleccién del patron de ramificacion observado en mas del 50% de los arboles
obtenidos.

La opcién ‘Tree Inference Options’ nos permite definir que método de MP se usara
para obtener los arboles mas parsimoniosos. Nosotros probaremos el método
heuristico (Close-neighbor interchange).

La opcién ‘Data subset to use’ nos ofrece las mismas posibilidades que en el caso
anterior.

2. C. Método de maxima verosimilitud (ML). Se dispone de las mismas opciones
vistas hasta ahora: Test estadistico a aplicar, Modelo de substitucion o Tratamiento
que se le dara a los sitios desconocidos y a los gaps. A la hora de elegir el modelo
evolutivo aplicable a la evolucién de las secuencias analizadas tendremos en cuenta el
resultado obtenido en el paso 1.

Finalmente se nos da a elegir entre dos métodos heuristicos de inferencia (‘Tree
Inference  Options’):  Close-Neighbor-Interchange (CNI) y Nearest-Neighbor-
Interchange (NNI). Usaremos este segundo método.

Paso 3. Cuando varios nodos internos de un arbol filogenético tienen significacion
estadistica baja, es util a menudo producir un arbol multifurcado asumiendo que todas
las ramas que parten de dichos nodos tienen una longitud igual a 0. Este tipo de arbol
se denomina arbol condensado (Condensed tree). En MEGA, este tipo de arboles se
pueden obtener para cualquier valor de bootstrap. Debemos incluir un porcentaje de
bootstrap para el cual todas las ramas de nodos con soporte menor que dicho
porcentaje tendran reducida su longitud a 0. Dado que las ramas poco significativas
son eliminadas, este tipo de arboles enfatizan el resto de ramificaciones. En este tipo
de arboles, no obstante, debemos considerar solo la topologia y no prestar excesiva
atencion a la longitud de las ramas ya que todas quedan modificadas al reducir a 0 la
longitud de las poco significativas.

Este tipo de arboles pueden parecer similares a los arboles consenso obtenidos por
MP, pero son diferentes. Un arbol consenso es el resultado de escoger un arbol
representativo del total de todos los arboles parsimoniosos obtenidos, mientras que un
arbol condensado es simplemente una versién simplificada de un arbol.

La opcién de producir arboles condensados esta disponible para cualquiera de los
métodos de inferencia filogenética que vamos a utilizar.

Paso 4. Tras la aplicacién de cada uno de los tres métodos probados, guardaremos
los arboles obtenidos mediante la opcién ‘Save current session’ del menu File que
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aparece sobre la reconstruccion filogenética. Este menu también nos permite imprimir
el arbol. A partir del menu Image se puede seleccionar guardar el arbol como fichero
* tiff o como fichero *.pdf.

4. CUESTIONES

1. Utilizando los alineamientos de secuencias de ADN obtenidos en la practica anterior
con el programa ClustalX obtener arboles filogenéticos mediante N-J, MP y ML.

REFERENCIAS
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Las diferentes versiones de MEGA, asi como un completo manual tanto en
formato pdf como on-line se pueden conseguir en la siguiente direccion web:

http://www.megasoftware.net/
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APENDICE 1: FORMATO MEGA

Ejemplo para secuencias de ADN:

#MEGA

Title: denominacidén del fichero (tipo de secuencias, grupo biolégico, etc.)

#Cruvulg_9
#Cruvulg_12
#Cruvulg_8
#Cruvulg_11
#Cruvulg_19
#Cruvulg_10
#Cruvulg_2
#Cruvulg_6
#Cruvulg_15
#Cruvulg_16
#Cruvulg_5
#Cruvulg_7
#Cruvulg_13

#Cruvulg_9
#Cruvulg_12
#Cruvulg_8
#Cruvulg_11
#Cruvulg_19
#Cruvulg_10
#Cruvulg_2
#Cruvulg_6
#Cruvulg_15
#Cruvulg_16
#Cruvulg_5
#Cruvulg_7
#Cruvulg_13

#Cruvulg_9
#Cruvulg_12
#Cruvulg_8
#Cruvulg_11
#Cruvulg_19
#Cruvulg_10
#Cruvulg_2
#Cruvulg_6
#Cruvulg_15
#Cruvulg_16
#Cruvulg_5
#Cruvulg_7
#Cruvulg_13

TTACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTCTTCGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTACGGACC
T-ACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTCCAGGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTACGGACC
TAACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTCCAGGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTACGGACC
TAACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTCCAGGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTACGGACC
TAACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTCCAGGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTACGGACC
T-ACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTCCAGGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTACGGACC
TAACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTTCAGTCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTATAGACG
TAACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTTCAGGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTATAGACG
T-ACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTTCAGGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTATAGACG
T-ACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTTCAGGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTATAGACG
T-ACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTTCAGGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCAGTCGACG
T-ACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTTTAGGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTATCGACG
TAACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTTTAGGCCCACGAACTATCAAAACGAAGCTATCGACG

ATAAGCACATTCCCAATGTTTTAGATTTTG-—=————- TCAACACAACTCTATCCAGCCA
ATAAGCACATTCCCAATGTTTTAGATTTTG---————- TCAACACAACTCTATCCAGCCA
ATAAGCACATTCCCAATGTTTTAGATTTTG-—-———-- TCAACACAACTCTATCCAGCCA
ATAAGCACATTCCCAATGTTTTAGATTTTG---————- TCAACACAACTCTATCCAGCCA
ATAAGCACATTCCCAATGTTTTAGATTTTG-—===—-~ TCAACACAACTCTATCCAGCCA
ATAAGCACATTCCCAATGTTTTAGATTTTG---————- TCAACACAACTCTATCCAGCCA
AGGAGTACATTTAAAACGTTTCAGATTTTG-—=—=——-~ GAAATGAAACATTATTCGGTCA
AGGAGTACATTTAAAACGTTTCAGATTTTG-——————- GAAATGAAACATTATTCGGTCA
AGGAGTACATTTAAAACGTTTCAGATTTTG-—=-==—-~ GAAATGAAACATTATTCGGTCA
AGGAGTACATTTAAAACGTTTCAGATTTTG-—-————- GAAATGAAACATTATTCGGTCA

ATGACTACATTTCCAGCATTTCGGATTTTGCATCCAACAATATGAAACATTATCCGGCCA
ATGACTACATTTCCAGCATTTCGGATTTTGCATCCAACAATATGAAACATTATCCGGCCA
ATGACTACATTTCCAGCATTTCGGATTTTGCATCCAACAATATGAAACATTATCCGGCCA

TGTTTCGATACATGACACGACATATGTTCGTTCGGCTCGGGGAATGGGTGGTTTCGGCTG
TGTTTCGATACATGACACGACATATGTTCGTTCGGCTCGGGGAATGGGTGGTTTCGGCTG
TGTTTCGATACATGACACGACATATGTTCGTTCGGCTCGGGGAATGGGTGGTTTCGGCTG
TGTTTCGATACATGACACGACATATGTTCGTTCGGCTCGGGGAATGGGTGGTTTCGGCTG
TGTTTCGATACATGACACGACATATGTTCGTTCGGCTCGGGGAATGGGTGGTTTCGGCTG
TGTTTCGATACATGACACGACATATGTTCGTTCGGCTCGGGGAATGGGTGGTTTCGGCTG
CAATCCGGTAAATTGCACGACGTGCCTTC-TTCGTCTTTTCGAATGGATGGCTGCAGTAG
CAATCCGGTAAATTGCACGACGTGCCTTC-TTCGTCTTTTCGAATGGATGGCTGCAGTAG
CAATCCGGTAAATTGCACGACGTGCCTTC-TTCGTCTTTTCGAATGGATGGCTGCAGTAG
CAATCCGGTAAATTGCACGACGTGCCTTC-TTCGTCTTTTCGAATGGATGGCTGCAGTAG

CAACCCGGTAAATTGCTCGACGCGC-—====—= GCGCGTTTGAATGGATGGATGCAGTCG
CAACCCGGTAAATTGCTCGACGCGC——=————- GCGCGTTTGAATGGATGGATGCAGTCG
CAACCCGGTAAATTGCTCGATGCGC-——===—~- GCGCGTTTGAATGGATGGATGCAGTCG
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ANALISIS COMPUTACIONAL DE DATOS
DE EXPRESION GENICA DIFERENCIAL
OBTENIDOS MEDIANTE CHIPS DE ADN

1. OBJETIVOS

La practica se centra en el analisis de datos de expresion génica obtenidos mediante
la técnica de chip de ADN. La practica se llevara a cabo mediante el programa
GEPAS/BABELOMICS. Este programa funciona como servidor-web y se ubica en el
Centro de Investigacién Principe Felipe de Valencia. Para su uso Unicamente se
necesita un navegador. Este servidor-web implementa todos los métodos necesarios
para el analisis permitiendo ademas el almacenamiento de los datos de los usuarios.
Mediante el desarrollo de esta practica se pretenden alcanzar los siguientes objetivos:

o Entender los principios basicos en los que se basa la tecnologia de chip de
ADN

e Conocer las fuentes de artefactos técnicos y obtener nociones basicas del
preprocesamiento de datos (filtrar muestras que no tienen una calidad
suficiente, normalizacion, sustraccion del ruido)

e Conocer los formatos de ficheros con los que trabajamos en esta practica
(datos crudos en CEL & matriz de expresion)

e Saber lo que es un log2-ratio y un valor-P y usar estas medidas para obtener
una lista de genes expresados diferencialmente

e Obtener nociones basicas de los métodos estadisticos que se emplean
incluyendo la correccion para controlar la acumulacion de errores de tipo Il

e Saber interpretar un heat map

2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. Introduccién

Los chips de ADN permiten medir simultaneamente miles de propiedades genémicas
como la expresion génica o la existencia de polimorfismos (tanto SNPs como CNV —
variaciones en el numero de copias). La exactitud y reproducibilidad de esta tecnologia
han sido altamente probadas durante la ultima década. Existen artefactos que pueden
enmascarar la senal biolégica o generar una sefnal falsa. Estos artefactos incluyen la
preparacion de la muestra, el proceso de hibridacién, sesgo de fluorocromos,
hibridacién no-especifica o diferencias entre los escaneres. Antes de analizar los
datos, estos artefactos tienen que ser analizados y corregidos (si es posible). Este
paso se llama preproceso e incluye la inspeccion de los datos crudos, la filtracion de
muestras con calidad insuficiente, la sustraccion del ruido de fondo y la normalizacion.
El resultado de un experimento para detectar expresién diferencial es siempre una lista
de genes que caracteriza el experimento.
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2.2. Expresion diferencial

La expresion diferencial es el cambio de los niveles de expresion de uno o mas genes
entre dos o varias condiciones. Algunos andlisis tipicos donde se emplean estas
técnicas son:

o Detectar posibles causas de una enfermedad (muestras sanas frente a
muestras patolégicos 0 muestras que corresponden a distintas fases de la
enfermedad) Caracterizar las diferencias de expresion entre tipos celulares
(higado frente a cerebro, etc.)

e Determinar los genes implicados en el desarrollo (no-diferenciado frente a
diferenciado o las diferentes fases de diferenciacion)

e Medir los efectos de estimulos externos: medicamentos, luz, alimentacion,
suefo, etc.

e Comparar células u organismos mutantes frente al tipo comun.

Por lo tanto, muchas veces se comparan dos condiciones entre si. Es comun referirse
a una de estas condiciones como “casos" (enfermos, con tratamiento, mutantes, etc.) y
a la otra como “controles".

2.3. Chip de ADN

El principio en que se basa la técnica de chip de ADN es la hibridacién entre dos
hebras complementarias (Figura 1). Para hacer uso de la hibridacion se fijan miles de
oligonucledtidos (sondas) en una superficie sodlida. Las sondas pueden tener
longitudes muy diferentes de un fabricante a otro (60 nt en Agilent y 25 nt en
Affymetrix). De estos oligonucledtidos se conoce tanto la posicion en la superficie del
chip como el gen al que representan. Las muestras analizadas suelen ser ADNc y
ARNCc etiquetados con fluorocromos. Después de la hibridacion entre la muestra y las
sondas se eliminan (mediante lavado) las hibridaciones no-especificas (hibridacion
cruzada). Como ultimo paso se excitan los fluorocromos con un laser leyendo después
con un escaner la fluorescencia de cada sonda, siendo la intensidad proporcional al
nivel de expresion del gen. La Figura 2 muestra los pasos que engloba un experimento
de chip de ADN, desde la extraccion del ARN hasta el analisis bioinformatico.

e

77 Sonda marcada
P

MU
AV
AT
AT

Oligonucleétidos fijados

Figura 1: El principio basico de la hibridacion entre las sondas y las muestras marcadas con fluorocromos.
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TOMADELA __ PURIFICACION _’TRANSCRIPCICJN — MARCAJEDEL __ HIBRIDACION ¥ — PASOPOR __ NORMAL_IZACI@N
MUESTRA DE LOS ARNm INVERSA cDNA LAVADOS ESCANER Y ANALISIS

Figura 2: Los diferentes pasos en un analisis de chip de ADN.

2.4. Formatos

Cada fabricante maneja formatos diferentes para analizar los resultados crudos del
experimento. En el caso de Affymetrix, los ficheros que contienen los datos crudos
tienen extension CEL. Se pueden obtener mas datos acerca del formato en la
siguiente direccion:

http://www.affymetrix.com/support/developer/powertools/changelog/gcos-agcc/cel.html

Entre otros valores, este fichero contiene las intensidades y las desviaciones tipicas de
todas las sondas del chip. Por lo tanto, el formato CEL sera el punto de partida de
nuestro analisis.

Otro fichero importante es el de la matriz de expresion (Figura 3). Este fichero reune
los valores de expresion de las distintas muestras para cada sonda y se genera como
resultado de la normalizacion.

A A S LA G

Figura 3: Se muestra la matriz de expresion. El fichero contiene 11 columnas. La primera indica la sonda y
las 10 siguientes los valores de expresion para cada una de las 10 muestras.

2.5. Preprocesamiento de los datos

El preprocesamiento es necesario para detectar artefactos técnicos y corregirlos en la
manera de lo posible. Estos artefactos incluyen diferencias en la preparacion de las
muestras, diferencias en el proceso de hibridacion, hibridacion no-especifica, sesgo de
fluorocromos (mas importante en los chips de dos canales) y diferencias entre los
escaneres. Para los datos del tipo de chip con que trabajamos aqui (chips de un canal)
podemos distinguir 2 pasos importantes en el preprocesamiento:
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Sustraccién del ruido de fondo: Una fuente de ruido de fondo proviene de la
hibridacion no-especifica, es decir de dos secuencias no completamente
complementarias que sin embargo pueden formar un hibrido (Figura 1). Para estimar
el impacto de este efecto, Affymetrix incluye para cada sonda (PM - perfect match) otra
con una base, la decimotercera, cambiada (MM - mismatch). La intensidad de la senal
en las sondas MM permitira estimar el impacto de la hibridacién no especifica.

Normalizacién entre muestras: Cada muestra esta caracterizada por la distribuciéon
de las intensidades de las sondas. Frecuentemente se observa que las medias de
estas distribuciones difieren entre las diferentes muestras. Es obvio que este efecto
puede llevar a una expresion diferencial artificial ya que las diferencias son debidas a
artefactos técnicos y no de origen biolégico. El objetivo de este paso es por lo tanto
ajustar tanto las medias como la forma de la distribuciéon entre todas las muestras en el
analisis (Figuras 9 y 11 que muestran las distribuciones antes y después de la
normalizacion).

Como se ha mencionado antes, Babelomics guarda los resultados del
preprocesamiento en una matriz de expresion:

http://bioinfo.cipf.es/babelomicstutorial/babelomics expression data

Esta matriz es el fichero con el que se lleva a cabo la deteccidon de genes que se
expresan diferencialmente empleando métodos estadisticos.

2.6. Estadistica basica

Para poder interpretar el resultado de un analisis de expresion diferencial, necesitamos
tener algunos conocimientos basicos de las medidas que se emplean para detectarla.

2.6.1. log; - ratio

Nos permite cuantificar “cuando mas se expresa un gen en una condicion comparada
con otra". Se calcula simplemente como:

[i

g grupol

ratio = log,(=——)
grupo2l

Es decir como relacion de la intensidad de la sefial de la sonda i entre el grupo 1 vy el
grupo 2.

El resultado es facil de interpretar:

ratio = 0 : el gen se expresa igual en las dos condiciones

ratio > 0 : el gen se expresa mas en el grupo1

ratio < 0 : el gen se expresa mas en el grupo2

ratio = 1 : el gen se expresa el doble en el grupo1 que en el grupo2
ratio = -1: el gen se expresa el doble en el grupo2 que en el grupo1
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3.6.2. Significacion estadistica

La ratio definida en la seccion anterior define la diferencia de expresion génica entre
dos condiciones. Es decir, podemos interpretar ésta medida como la fuerza de la
sefal. En el préximo paso tenemos que buscar aquellas ratio o diferencias que son
estadisticamente significativos. Es decir, aquellas que no se deben al azar. Para ello
se pueden emplear muchos tests estadisticos diferentes, algunos de ellos
desarrollados especificamente para los chips de ADN. Aqui queremos mencionar solo
uno de los mas usados en todos los campos de la biolégica, la prueba t de Student (t-
test). En estos test, el estadistico utilizado tiene una distribucion t de Student si la
hipotesis nula es cierta. Por lo general se asume que las distribuciones son gausianas
y que las varianzas son del mismo orden. Se calcula en primer lugar el estadistico t
como la diferencia entre las medias dividida por la desviacion standard del conjunto de
datos. El estadistico t se puede convertir directamente en una significaciéon estadistica
mediante una tabla.

3.6.3. Correccion por acumulacion de errores de tipo I

Se produce un error de tipo Il cuando se rechaza errébneamente una hipoétesis nula
correcta. En el caso de la expresion génica, la hipotesis nula es que no hay expresion
diferencial, es decir que las medias son iguales en controles y casos. Se suele fijar una
significacion estadistica de antemano (por ejemplo 0.05 6 0.01). Si el valor P de un test
es menor se rechaza la hipotesis nula. Si fijamos el nivel en 0.05, eso significa que
tenemos una probabilidad de hasta 0.05 de rechazarla erroneamente. Si
comprobamos no solo una hipétesis nula sino varias simultdneamente, como es
nuestro caso (suele haber decenas de miles de sondas en un chip), se acumulan los
errores de tipo Il. Para evitarlo y mantener la significacion global para el experimento
tenemos que corregir los valores P. Existen muchas maneras para lograrlo. La mas
simple y mas conservadora (eleva el numero de errores de tipo Il) es la correccion de
Bonferoni. El valor P corregido se calcula simplemente como el valor P original
multiplicado por el nimero de tests. Otros tests mas sofisticados y mejor adaptados al
problema de expresion diferencial son el de Benjamini y Hochberg, que se van a
emplear en esta practica. Este test es especialmente indicado cuando se rechazan
pocas hipétesis como es el caso en los experimentos de expresion diferencial (suele
haber pocos genes que se expresan diferencialmente comparado con el numero total
de genes en el analisis).

3. METODOLOGIA

La practica se va a llevar a cabo mediante las herramientas que pone a disposicion
Babelomics. El servidor web se encuentra en la siguiente direccién:

http://babelomics.bioinfo.cipf.es/

El analisis que vamos a llevar a cabo embarca los siguientes pasos:

(i) subir los datos al servidor, (ii) visualizar los datos crudos, (iii) normalizar los datos
(eliminar posibles artefactos) y (iv) llevar a cabo la comparacién de la expresion génica
entre dos condiciones. En un principio no es necesario registrarse. Trabajar como
usuario registrado tiene la principal ventaja de que los datos se almacenan en el
servidor con lo que se puede reanudar los analisis. Trabajando como usuario anénimo,
los datos se pierden en cuando se cierra el navegador. Para estas practicas no nos
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vamos a registrar sino que vamos a trabajar como usuario andénimo. Para ello,
pinchamos en el enlace “or start as anonymous user’ que se encuentra en la parte
derecha de la péagina principal (Figura 4).

BABZ OMIcS .

P Tt o b Babervies 41

Figura 4: La pagina principal de Babelomics. A la derecha podemos acceder como usuario, dar de alta a
un usuario nuevo o acceder como usuario anénimo.

3.1. Estructura general de Babelomics

Después de acceder al servidor como usuario anénimo, podemos observar la
estructura de la aplicacion (Figura 5).

A &

=

arrorryTReurs wo i on poject delell 0 Kb ol 1.00 Gh 0.00%) o ctar ot

Upload data

argarizsion
[

Seazhn s

|Latvet your aa

Do nare:

(Uplond |

Figura 5: La interfaz para subir los datos al servidor

En el panel superior tenemos 6 opciones:

o [Upload data]: subir datos al servidor

e [Processing]: editar los datos y/o preprocesarlos incluyendo la normalizacion

o [Expression]: analizar los cambios de expresion para diferentes tipos de
experimentos

e [Genomic]: analisis relacionados con polimorfismos de una base (SNPs)
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e [Functional analysis]: analisis funcional de una lista de genes (no lo vamos a
usar)

e [Utilities]: algunas herramientas para el analisis de datos incluyendo el visor de
los datos crudos que vamos a usar en esta practica.

A la derecha vemos un menu plegable que nos muestra los datos que hemos subido y
los procesos que hemos lanzado indicando también su estado actual (pendiente,
ejecutandose o terminado)

3.2. Subir los datos al servidor

Para poder analizar datos, primero tenemos que subirlos al servidor. Para ello
descargamos primero el correspondiente fichero del servidor
(http://mendel.ugr.es/genetica) y lo guardamos en el disco local. Este fichero
comprimido en formato 'zip' contiene los datos de las 10 muestras (10 ficheros en
formato 'CEL') que vamos a analizar. Luego pinchamos en “Upload data" en la pagina
de Babelomics (En el menu, arriba). Hay cuatro campos obligatorios que tenemos que
rellenar (Figura 5).

o [Data file]: pinchamos en 'Examinar' y navegamos hasta el fichero que
queremos analizar

e [Select your data type]: tenemos que especificar el tipo de fichero: Microarray
— Expression — One-channel — Affymetrix

¢ [Some additional data]: aqui podemos anotar los datos

e [Label your data)]: aqui podemos asignar un nombre a nuestros datos

Una vez que hemos rellenado los cuatro campos obligatorios, pinchamos en “Upload"
y se abre una nueva pagina donde podemos observar el progreso de la subida de
datos. Una vez terminado (Figura 7), tenemos los datos disponibles “Data list" a la
derecha.

View by Data type

« iMicroarray!
o Expression
u One-channel
» Affymetrix
u Agilent
» GenePix
» Two-channels
8 Agilent
® GenePix
* Data matrix
o Expression
o SNP
* 1D fist
o Gene
o Transcript
o Protein
o SNP
© Functional terms
o Ranked
Anmnotation
@ Gene vs annotation
o Extended annotation
. Other
o Newick
o Blast
o Interaction
o
o

Genotype (PED and MAP zip-filed)
Plink association

Accept
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Figura 6: Las distintas herramientas de Babelomics trabajan con un ndmero alto de ficheros diferentes. En
funcion del tipo de datos, la aplicacion solo nos permite hacer los analisis correspondientes. Por eso
tenemos que especificar el tipo de datos que estamos subiendo al servidor.

|

Figura 7: La pagina después de subir con éxito los datos al servidor.

3.3. Analizar los datos crudos

Primero vamos a inspeccionar los datos. Para ello, pinchamos en “Utilities" —
“Microarray raw-data plots". Se abre ofra interfaz donde tenemos que especificar los
datos que queremos analizar (Figura 8). Ahi, marcamos los datos que hemos subido
antes (Leukemia en el ejemplo).

Después de elegir los datos pinchamos en “Accept". Ahora podemos asignar un
nombre a este proceso (por ejemplo: Leukemia raw) y lanzar el proceso.

El analisis tardara algun tiempo dependiendo de la carga de servidor. En la Figura 9 se
puede observar la salida. Mientras se esta ejecutando este procesos, vamos a seguir
preprocesando. Cuando tengamos los resultados de este paso, volveremos para
comparar los dos RMA-box-plots.

Sl yUisl ats

(e aRaar] | vo ebe selosied Jp——

36 10 phond Dot 'GIFL Lohosed [MVEPORT. 0 pr e pvece

oy

Figura 8: Seleccionar los datos crudos que queremos visualizar.
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Foreground box-plot (in log 2 scale)
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Figura 9: La distribucion de las intensidades antes de normalizar los datos

3.4. Preprocesar los datos

Este paso elimina posibles artefactos y calcula la matriz de expresion que contiene los
valores de expresion de todas las muestras. Para normalizar los datos, elegimos del
menu el punto “Processing". En la pagina que se abre tenemos varios opciones:
elegimos Normalize — Expression — One-channel — Affymetrix. Se abre otro
formulario (Figura 10) que tenemos que rellenar primero para lanzar el proceso de
normalizacion. Primero en “Select data" pinchamos en “browse server" para elegir los
datos que queremos normalizar. Mantenemos el método por defecto (RMA) y
asignamos un nombre al proceso (Leukemia norm en el ejemplo).

En cuando haya terminado el proceso, podemos comparar los dos RMA-box-plots,
antes (Figura 9) y después (Figura 11) de la normalizacién. Se estima claramente el
efecto de la normalizaciéon. Tanto las medias como las distribuciones se asemejan
mucho mas después de la normalizacion.

ontonipmones wiinkiew) o0 ploject defl 5008 ME of £00Gh(4R8%) moucthejobs | [RR logout

Figura 10: La pagina para lanzar el proceso de normalizacion.
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RMA box-plot
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Figura 11: Las distribuciones de intensidad después de la normalizacion.
3.5. Detectar los genes gque se expresan diferencialmente

Los datos con los que estamos trabajando se componen de 10 muestras, 5 provienen
de la linea celular K562 sin manipular (controles) y 5 con el gen CREB inactivado
(knocked-out) (casos). Para poder determinar los genes que se expresan
diferencialmente, el programa tiene que asignar todas las muestras a una de las dos
condiciones, comparando después la varianza dentro del grupo con la varianza entre
los dos grupos. Hasta ahora, el programa no tiene conocimiento de qué muestras
pertenecen a cada grupo (condicion). Asi que el primer paso debe ser asignar una
etiqueta a cada muestra que indique su pertenencia a uno de los dos grupos
(condiciones). Para ello, pinchamos otra vez en la opcion “Processing" y después en el
enlace “Edit". Primero tenemos que elegir el conjunto de datos que queremos editar.
En “Select your data" pinchamos en “Browse data" y se abre una ventana que nos
muestra todos los datos que tenemos a disposicion, tanto los que hemos subido (datos
crudos) como los que hemos generado mediante la normalizacién. Asi que, en el
menu “Your own data" elegimos “Job generated". Pinchamos sobre el nombre que
hemos dado a los datos de normalizacion (leukemia norm en el caso del ejemplo) y
aparece el fichero que tenemos que editar, “rma.summary". Lo marcamos y damos a
“Aceptar" abajo en la ventana (Figura 12).

ANASUTImary

“ LUploaded dats

Job generated
-

g Tool form examgies

Cancel Aacept

Figura 12: Seleccionar los datos para asignar las muestras a las condiciones/grupos.
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El siguiente paso consiste en generar una variable con dos valores. Los valores son
los nombres de los dos grupos o condiciones. La elecciéon de los nombres no incluye
en los resultados pero deberian ser mnemotécnicos, por ejemplo caso/control o
K562/CREB Knock podrian ser nombres posibles.

La tabla muestra los nombres de las muestras que tenemos en el andlisis y una breve
descripcion de la que podemos deducir a qué grupo pertenece cada muestra.

| Nombre de la muestra Descripcién
GSM304303 K562 cells control replicate 1
GSM304304 K562 cells control replicate 2
GSM304479 K562 cells control replicate 3
GSM304498 K562 cells control replicate 4
GSM304480 K562 cells control replicate 5
GSM304487 K562 cells CREB Knock-out replicate 1
GSM304488 K562 cells CREB Knock-out replicate 2
GSM304489 K562 cells CREB Knock-out replicate 3
GSM304490 K562 cells CREB Knock-out replicate 4
GSM304491 K562 cells CREB Knock-out replicate 5

Para asignar la variable y sus valores, pinchamos en “Create new variable". Le damos
un nombre (por ejemplo CREBknockout) y elegimos “categorical® como tipo de
variable. Después podemos pinchar en la “varita" que hay debajo del campo “Values".
Se abre una ventana donde podemos especificar el nombre de la etiqueta. Esto
tenemos que hacer dos veces, para cada condicién una vez. En el ejemplo se ha
escogido los nombres “K562" y “CREBKnockout" para caracterizar las dos
condiciones. Una vez definidos los nombres de los grupos, podemos asignar las
muestras a uno de los grupos. Para ellos pinchamos en “click to edit samples" (Figura
13). Se abre una tabla con los nombres de las muestras y un campo vacio donde
tenemos que poner el grupo al que pertenece. Lo podemos rellenar mediante la
informacion que hay en la tabla arriba. Una vez terminado pinchamos en “Submit" y asi
se guarda la asignacion en el servidor. Ahora tenemos los datos preparados para
comparar los niveles de expresion entre nuestros dos grupos. Para ello nos vamos al
menu “Expression” y alli elegimos “Class comparison”. En esta pagina tenemos que
facilitar una serie de datos y parametros (Figura 14):

e Select your data: mediante esta opcién podemos seleccionar los datos que
queremos analizar. Para ello pinchamos en “browse server" y se abre la misma
ventana que antes y elegimos otra vez los datos de “rma.summary".

e Select the class to analyse: podemos ahora elegir la variable que hemos
definido antes y las clases que queremos analizar.

e Select test: segun, el numero de clases que haya, el programa nos pone a
disposicién los tests de estadistica adecuados. En nuestro caso[ que tenemos
dos clases/condiciones podemos elegir entre 3 tests:] T-test, Limma y Fold-
change.

o Select multiple-test correction: tenemos 5 modelos diferentes a disposicion
para corregir por multiple testing (controlar la acumulacién de errores de tipo 1)
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e Select adjusted p-value: tenemos que poner el umbral para el valor P (0.05 por
defecto)

e Job: podemos asignar un nombre al proceso

Después de haber rellenado todos los campos, pinchamos en run y vemos como el
nuevo proceso aparece a la derecha en “Job list".

pean aawn

- B sermton
%542 CRE 4 ¥ow s OPEE knockou! = G

CEMAMECE

Figura 13: La pantalla donde tenemos que asignar la etiqueta que indica a que condicion pertenece cada
una de las 10 muestras.

Sebect your data

e Upload [datamatrix]

Select the class to analyse

Specify the class values to test

One-class (Tor log ratios)

Two.-classes

i classes

Figura 14: La interfaz para lanzar el proceso que detecta los genes que se expresan diferencialmente.
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Input parameters

T-test output files

thie Uit

Significative results

1_signaficative_datasettad

f——
Figura 15: Resumen de los parametros y los resultados en formato texto para descargar.

3.6. Analizar e interpretar los resultados

La pagina de resultados consta de varios apartados.

La primera parte contiene: (i) resumen de los parametros, (ii) la salida completa del
test estadistico, (iii) la matriz de expresion de los genes que se expresan
diferencialmente de forma estadisticamente significativa t_significative dataset.txt y
(iv) un fichero que solo contiene los genes significativos t_significative_table.txt

La segunda parte muestra los resultados significativos de forma navegable (Figura 16).
Podemos observar que en la columna “statistic" (el estadistico) hay tanto valores
positivos como negativos. El signo nos permite distinguir entre sobre y infra-expresion.
Si el signo es positivo, el gen se expresa mas en la primera condicion segun el orden
que hemos puesto en la matriz de expresion (en nuestro caso son los controles:
CATEGORICAL {k562,CREB})

La tercera parte de los resultados consiste de una representacion grafica de los
resultados en forma de un heat map (Figura 17). Los genes estan ordenados por el
estadistico. Arriba se muestran los genes sobre-expresados en el primer grupo
(controles=K562 en nuestro caso) y abajo los genes reprimidos en los controles o
sobre-expresados en los casos (que es equivalente).

name statistic p-value adj. p-value

218055_s_at 15.95 4.69e-7

205352_at 14.91 0.0000519
241950_at 13.96 0.00002258
226751 _at 12,43 0.00001591
203680_at 10.94 0.000055
220520_s_at 10.7

222550_at 10.56
209362_at 10.54
208946_s_at 10.38 0.00001606

210758_at 10.11 0.000007856

next | page1of 10

Figura 16: Las sondas/genes que se expresan de forma diferencial
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CREEKnockout: CSM304491 ...,
K562: GSM304303.CEL
K562: GSM304304 CEL
K562: GSM304479.CEL
K562: GSM304480.CEL

CREBKnockout: CSM304490....
K562: GSM304498.CEL

CREBEnockout: CSM304487....
CREBKnockout: GSM 304488
CREBKnockout;: CSM304489....

statistic adj. p-value
218055_s_at 15.9524 0.0052
205352_at 14.9085 0.0478
241950_at 13.9636 0.0370
226751 _at 12.4349 0.0326
203680_at 10.9396 0.0478
220520_s_at 10.6996 0.0296
222550_at 10.5568 0.0296
209362_at 10.5415 0.0296
208946_s_at 10.3907 0.0326
210758_at 10.1136 0.0296
214513_s_at l10.0557 0.0478
201619_at : | 9.9078 0.0364
209884 _s_at | I 0.8970 0.0478
221634_at [ [9.8479 0.0309
212533_at [ [9.8329 0.0296
210779_x_at | 9.6565 0.0309
201362_at 9.0225 0.0478
225736_at 8.9474 0.0360
227124 _at I’ 4 8.8378 0.0478
211423_s_at || [8.7469 0.0370
235165_at | [ 8.5746 0.0413
218032_at 8.5564 0.0413
211404_s_at ik 8.5381 0.0478
155591 0_at | |8.1530 0.0478
226741 _at i 8.0026 0.0487
202222_s_at 7.9906 0.0478
231888_at 7.9306 0.0478
209232_s_at i HE 7.9240 0.0478
203875_at Ll | |7.8676 0.0478
206103_at | i 7.8384 0.0478

Figura 17: Una representacion grafica de los resultados. El color rojo indica sobre-expresion mientras azul
indica represion.
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\ Continue processing

\ Other actions

Figura 18: Enlaces directos para llevar a cabo analisis funcionales con la lista genes que se expresan
diferencialmente.

Finalmente, la ultima parte de la pagina nos permite descargar todos los datos, o llevar
a cabo andlisis funcionales (Figura 18).

4. CUESTIONES

El alumno puede descargarse mas conjuntos de datos para practicar desde la web del
Departamento de Genética (http://mendel.ugr.es). También se facilitaran los resultados
para la comprobacién. Preguntas a las que el alumno debera poder responder
después de la practica:

e Como se puede distinguir entre genes que se sobre-expresan y los que se
reprimen mediante el estadistico elegido.

e Cual es el principio basico de un chip de ADN. Qué artefactos técnicos existen
y como se pueden eliminar.

e Cuales son los pasos del analisis bioinformatico en un experimento de chip de
ADN para detectar expresion diferencial: de los datos crudos en formato “CEL"
hasta obtener una lista de genes que se expresan diferencialmente.

o Qué es la expresion diferencial.

e En qué experimentos es de interés y por qué.
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EXPRESION DE GENES
IMPLICADOS ENEL
DESARROLLO TESTICULAR DE
MAMIFEROS
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EXPRESION DE GENES IMPLICADOS EN
EL DESARROLLO TESTICULAR DE

MAMIFEROS

1. OBJETIVO

Que el alumno aprenda un método, basado en el diagndstico molecular, que es usado
habitualmente para el sexado de embriones de mamiferos asi como a identificar
o6rganos embrionarios en los que se expresa el gen SOX9.

2. FUNDAMENTO TEORICO

Determinacién genética del sexo en mamiferos

En mamiferos, la presencia de un cromosoma Y determina el sexo masculino,
mientras que su ausencia implica un desarrollo femenino. Al inicio del desarrollo
embrionario, la génada es indiferenciada y bipotencial, lo que significa que puede
seguir dos rutas de desarrollo alternativas y, en condiciones normales, mutuamente
excluyentes: testiculo u ovario. En la gébnada embrionaria XY, el gen SRY (localizado
en el cromosoma Y; * ver nota sobre la tipografia correcta de los genes de mamiferos
al final de este guiodn) inicia una cascada de activacion génica que induce a una sub-
poblacién de células somaticas a diferenciarse como células de Sertoli, encargadas de
orquestar el desarrollo testicular. Estas células de Sertoli se organizan formando
cordones sexuales (precursores de los tubulos seminiferos del testiculo adulto) en el
interior de los cuales se localizan las células germinales que dejan de proliferar
(arresto mitotico). Las células de Sertoli controlan también la diferenciacién de células
de Leydig, células secretoras de testosterona y dihidrotestosterona que masculinizaran
el soma del individuo. En la ruta masculina de desarrollo gonadal de raton, la proteina
SRY se une, junto con el factor esteroidogénico SF1, a una secuencia intensificador
del gen Sox9 vy lo activa. Las mutaciones en que el gen Sox9 se activa en una
gonada XX, hacen que ésta siga la ruta testicular, mientras que si este gen permanece
inactivo en una génada XY, ésta seguira la ruta ovarica. Por tanto, Sox9, al igual que
Sry, son necesarios y suficientes para activar la organogénesis testicular. SOX9 activa
el gen Fgf9 que a su vez estabiliza la expresion de Sox9, estableciéndose un bucle de
automantenimiento de la expresion de éste ultimo en la gonada masculina. SOX9
activa también la expresion de otros genes como Amh (hormona antimilleriana), Vnnl
(Vanin-1), y Pgds (prostaglandina sintetasa) que se sabe estan implicados en la
diferenciacion testicular. Sobre la base de lo expuesto, se puede decir que SOX9 es el
gen alrededor del cual pivota el desarrollo testicular, y lo hace no sélo en mamiferos
sino en todos los vertebrados.

En la gbénada XX la ausencia de cromosoma Y, y por tanto del gen SRY, implica la
inactividad de SOX9 y la activacién de RSPO1 y WNT4, que inician la cascada de
activacion génica que conduce al desarrollo ovarico. Al no expresarse el gen Sox9, las
células somaticas bipotenciales de la gébnada embrionaria se diferencian como células
pre-foliculares (no como células pre-Sertoli), mientras que las células de la linea
esteroidogénica se diferenciaran como células de la teca (en vez de como células de
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Leydig) y las células germinales inician la meiosis, que se detiene poco después en la
profase | (arresto meidtico). En resumen, en ausencia de Sry, la organogénesis
gonadal sigue la ruta ovarica y el fenotipo somatico del individuo sera femenino.

La vision clasica acufada por Jost (1953) de que la ruta ovarica es la ruta constitutiva,
cambié sobre la base de nuevos datos en los que se describio la reversidn sexual
parcial o total de individuos XX de raton, que presentaron mutaciones de pérdida de
funcion en genes como Wnt4 y Rspol. Los individuos XX Wnt4-/- (homocigotos para el
alelo mutado) mostraron génadas parcialmente masculinizadas y expresion de los
genes Sox9 y Fgf9, diferenciacion de células de Leydig, migracion celular desde el
mesonefros adyacente hacia el interior de la génada (evento morfolégico especifico de
la gonada XY) y desarrollo de un patrén vascular especifico de testiculo. La mutacion
de pérdida de funcion en el gen RSPOL1 provoca una reversion sexual completa de
hembra a macho, es decir machos XX. Este fue el primer caso descrito de una unica
mutacién en un gen que provoca reversion sexual completa de hembra a macho y esta
mutacion sitla a RSPO1 como el probable determinante ovarico en mamiferos.
RSPOL1 activaria los genes implicados en el desarrollo ovéarico e inhibiria directa o
indirectamente los genes implicados en la ruta testicular de desarrollo gonadal. Otro
gen que interviene en la ruta ovarica es FOXL2, necesario para el desarrollo y
mantenimiento de la estructura ovarica. La ausencia de células de la granulosa
funcionales conlleva la iniciacion prematura de la foliculogénesis y un fallo ovarico
prematuro. Sin embargo, la ausencia de reversion sexual de hembra a macho de
ratones mutantes FoxI2-/- indica que no es un determinante ovarico. En esta practica
vamos a amplificar un fragmento del gen Sry, y comprobaremos que esta presente en
células masculinas (XY), mientras que las células femeninas (XX) carecen de dicho
gen.

SOX9: Un gen pleiotrépico

El gen SOX9 fue inicialmente identificado como el gen responsable del sindrome
displasia campomélica (DSCM), una malformacion del esqueleto asociado con
reversion sexual XY. SOX9 es un factor de transcripcion perteneciente a la familia de
proteinas SOX (Sry-like HMG box). En humanos se encuentra localizado en la region
cromosémica 17924.3-925.1 y estd compuesto por tres exones y dos intrones. SOX9
se expresa en un gran numero de tejidos embrionarios entre los que se incluye
condrocitos, células de Sertoli, celulas de la placoda dtica, células pancreaticas,
células del epitelio intestinal, células de la cresta neural, células del epitelio pulmonar,
células de la notocorda y varios tejidos mas. Esto sugiere que SOX9 tiene multiples
funciones durante el desarrollo embrionario de mamiferos, y para poner de manifiesto
el papel que Sox9 tiene en el desarrollo de los diferentes érganos en que se expresa
se han generado ratones mutantes para este gen. En el raton, este gen esta localizado
en el cromosoma 11. El primer ratén mutante para Sox9 fue descrito en 2001. Estos
ratones mutantes heterocigéticos para Sox9 reproducian la mayor parte de las
malformaciones del esqueleto mostradas por los pacientes con DSCM, aunque otras
anomalias, como la reversion sexual no se ponian de manifiesto. Los ratones
mutantes heterocigéticos para Sox9 morian alrededor del nacimiento, por lo que no
era posible generar ratones mutantes homocigéticos. Debido a esto ultimo, se
generaron ratones mutantes condicionales para los diversos tejidos donde Sox9 se
expresa, es decir, animales que solo carecen de la funcidén del gen en tejidos u
organos concretos. Asi, Sox9 ha sido inactivado condicionalmente en homocigosis en
condrocitos, lo que provocod la ausencia completa de cartilago y huesos. Los
embriones con Sox9 inactivado en condrocitos exhibian una condrodisplasia
generalizada. Sox9 también ha sido inactivado condicionalmente durante el desarrollo
testicular de ratdén. En estos ratones se observd que los individuos XY se
desarrollaban fenotipicamente como hembras que tenian ovarios en lugar de
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testiculos. A pesar de ello, el gen determinante de testiculo, Sry, continuaba
expresandose indicando que Sox9 actua posteriormente en la cascada génica que
regula el desarrollo testicular. La inactivacion condicional homocigotica de Sox9 en
ratdbn ha mostrado que también es necesario para la diferenciacién de las células
gliales de la espina dorsal, la formacién de la valvulas y el tabique cardiaco, el
desarrollo de la notocorda, el mantenimiento de la células madre pancreaticas, la
invaginacion de la placoda o6tica, el desarrollo de la préstata, la supervivencia de las
células de la cresta neural y el mantenimiento de la espermatogénesis. La segunda
parte de esta practica va a consistir en la observacion de cortes histoldgicos a los que
se ha realizado una inmunohistoquimica con un anticuerpo anti-SOX9.

3. METODOLOGIA

3.1. Deteccion del gen Sry mediante PCR

Para la deteccién del gen Sry haremos uso de la técnica PCR (Polimerase Chain
Reaction). Para ello, hemos disefado cebadores especificos, por un lado del gen Sry,
que se encuentra en el cromosoma Y, por lo que es especifico de machos, y por otro
lado del gen de la Miogenina, gen autosémico que nos va a servir como control
positivo. Haremos una “PCR duplex”, es decir, una PCR en la que en una unica
reaccion los cebadores de ambos genes estan presentes, y por lo tanto podemos
amplificar simultaneamente los fragmentos correspondientes a los dos genes. Las
secuencias de los cebadores son las siguientes:

-Oligonucleétidos para la amplificacion del gen Sry de ratén:

Sry-F 5'- GCAAACAGC TTT GTG GTCAA 3’
Sry-R 5'- GGAAAA GGG GAT GAAATG GT 3

-Oligonucleétidos para la amplificacién del gen de la Miogenina de ratén:

Mio-F 5'- TTACGT CCATCG TGG ACAGCAT 3'
Mio-R 5' TGG GCT GGG TGT TAG CCT TAT G &'

-Componentes de la reaccion:

10X Solucion tampon Taq polimerasa 2.5 pl
25 mM MgCiI2 1.5 pl

25 mM dNTP 0.2 ul
DMSO 1.25 ul

Sry-F (500 ng/ul) 0.5 pl
Sry-R (500 ng/ul) 0.5 pl
Mio-F (500 ng/ul) 0.5 pl
Mio-R (500 ng/ul) 0.5 ul
H,0 16.45 pl

ADN 100 ng

Taq polimerasa 0.1 ul
Volumen total 25 ul
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-Pasos de la PCR en el termociclador:

e 94°C, 3 minutos

e 35 ciclos:
91°C, 45 segundos
60°C, 60 segundos
72°C, 45 segundos

e 72°C, 5 minutos

e 4°C, indefinidamente

Tras la reaccién de PCR, se amplificara, en el caso del gen Sry, un fragmento de 179
pb, y en el caso del gen de la Miogenina un fragmento de 246 pb. Ambos amplicones
se pueden separar perfectamente mediante una electroforesis en gel de agarosa, que
se realizara a continuacién. En el caso de un macho se distinguirdn ambas bandas,
mientras que en el caso de una hembra sélo se apreciara la banda de 246 pb. Si no se
observara ninguna banda indicaria que la PCR no ha funcionado (Figura 1).

Figura 1: Electroforesis de los productos de una PCR realizada para el sexado de embriones de ratén. La
presencia en el gel de una banda correspondiente al gen Sry denota la presencia de un macho, mientras
que su ausencia indica que ese embrion es hembra. La banda de la miogenina sirve como control de
calidad (control positivo) de la reaccion de PCR. (-) es el control negativo (reaccién sin molde), que indica
la ausencia de contaminacién de ADN en la mezcla de reaccién de la PCR.

3.2. Observacién de preparaciones de inmunohistoquimica para SOX9

Actualmente existen varias técnicas para detectar la expresion de genes en tejidos.
Una de estas técnicas es la inmunohistoquimica, que nos permite identificar el tipo
celular donde se localiza una proteina de interés, situacién que en la mayoria de los
casos implica que el gen que codifica para dicha proteina se esta expresando en ese
tipo celular. En una técnica immunohistoquimica, la localizacion de la proteina de
interés se pone de manifiesto mediante una reaccién enzimatica, siendo la catalizada
por la peroxidasa de rabano una de las mas usadas en la actualidad. Una de las
formas de realizar una inmunohistoquimica mediante el método de la peroxidasa
consiste en fijar el tejido de interés, deshidratarlo, incluirlo en parafina, y realizar cortes
histolégicos. Tras desparafinar e hidratar los cortes histolégicos, se incuban con una
solucion que contiene el anticuerpo primario, especifico de nuestra proteina de interés.
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En esta situacién, en aquellas células donde la proteina de interés esté presente, se
producira la union entre la proteina de interés y el anticuerpo primario. Dado que la
proteina de interés estd fijada en el interior de la célula, el complejo también
permanecera en el interior celular. Posteriormente se lavan intensamente las
preparaciones para eliminar el anticuerpo primario que no se ha unido a la proteina de
interés, y se vuelve a incubar con una solucién que contiene un anticuerpo secundario,
que es un anticuerpo especifico contra la inmunoglobulina G de la especie donde se
generé el anticuerpo primario. El anticuerpo secundario estda conjugado con la
peroxidasa de rabano (anti-lg-Peroxidasa). Esto hace que se forme un complejo entre
la proteina de interés, el anticuerpo-primario y el anticuerpo secundario conjugado,
que permanece en el interior de las células donde esté presente la proteina de interés.
Después, se vuelven a lavar las preparaciones para eliminar el anticuerpo secundario
libre y se incuba con una solucién que contiene H,O, y di-amino bencidina (DAB). La
peroxidasa cataliza la reaccion 2H,0, ---> 2H,0 + O,. Esto hace que se libere O, en el
interior de aquellas células donde esta retenido el complejo que oxida a la DAB, dando
lugar a un precipitado marrén (Figura 2).

DAB
2 H202 ——3 2 H20 + 02 @R Eliminados Proteina de interés
G:) P —enlos
(- ) e / \ lavados JL Anticuerpo primario
L JAD / VAN
i Ho02 DAB @D Anticuerpa
s da 0 d
j L\ 7™ conpercxidasa

Figura 2: Fundamento de la técnica de inmunohistoquimica. La presencia en la muestra de la proteina de
interés (esquema de la izquierda) permite el anclaje a la preparacion del complejo compuesto por el
anticuerpo primario, el anticuerpo secundario y la peroxidasa, permitiendo la reaccién coloreada con DAB.
Su ausencia (esquema de la derecha) permite el lavado de todos los componentes, no habiendo reaccion
alguna.

Finalmente se hace una contra-tincion de las preparaciones con hematoxilina, se
deshidratan y se montan con DePeX para su observacién al microscopio optico. Tras
este proceso, observaremos las células positivas para la proteina de interés de color
marron, mientras que el ndcleo de las células negativas se ve de color azul
(hematoxilina; Figura 3)
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Figura 3: Marcaje inmunohistoquimico de tejido testicular de ratén, usando un anticuerpo primario anti-
Sox9. Sdlo las células de Sertoli aparecen marcadas con el color marrén. El resto de las células se
muestran azul claro por la contra-tincién realizada con hematoxilina.

En esta practica se suministraran a los alumnos preparaciones inmunohistoquimicas,
realizadas mediante el método de la peroxidasa, para la proteina SOX9 en embriones
en el estadio embrionario 12.5 de raton (E12.5). Dado que Sox9 es un gen
pleiotrépico, su expresion se detectara en diferentes tejidos y érganos embrionarios. El
objetivo de esta practica consistira en identificar la presencia o ausencia de expresion
de este gen en los diferentes 6rganos y tejidos observados en los cortes de embriones
examinados.

4. CUESTIONES

1. ¢Qué otras técnicas inmunoldgicas existen en la actualidad para detectar la
presencia de una proteina de interés en un tejido?

2. ¢ Qué ocurre en mamiferos cuando el gen SRY esta mutado? ;Y si esta translocado
al cromosoma X?

3. ¢Un gen pleiotrdpico tiene la misma funcién en todos los tejidos donde se expresa?
Pon un ejemplo que incluya a SOX9.

*NOTA: La nomenclatura correcta de los genes de mamiferos es la siguiente:

Los nombre de los genes se escriben en cursiva con letras mayusculas (p. ej. SOX9),
para todas las especies, excepto para el raton y la rata, en cuyo caso se escriben en
cursiva con la primera letra en mayuscula y las demas en minuscula (p. ej. Sox9). Los
nombres de las correspondientes proteinas siempre se escriben sin cursiva y con
mayusculas (p. ej. SOX9).
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ESTuDI0 DE EXPRESION GENICA
MEDIANTE RT-PCR
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ESTuDI0 DE  EXPRESION  GENICA
MEDIANTE RT-PCR

1. OBJETIVO

El objetivo de esta practica es que el alumno aprenda un método de purificacion de
ARN y su uso para un estudio de expresion génica mediante la aplicacién de la técnica
de RT-PCR.

2. FUNDAMENTO TEORICO

Identificacion de la Hormona Anti-Mulleriana

Los conductos de Miiller (o conductos paramesonéfricos) y los conductos de Wolff (o
conductos mesonéfricos) son dos estructuras tubulares embrionarias que aparecen
lateralmente en el primordio urogenital durante el desarrollo embrionario de
mamiferos. En hembras, los conductos de Miller se diferencian en varias estructuras
del tracto urogenital femenino: los oviductos (en mujeres se denominan trompas de
Falopio), el utero, el cuello del utero y parte superior de la vagina, mientras que los
conductos de Wolff degeneran. Por el contrario, en machos, los conductos de Wolff
dan lugar a los conductos eferentes, epididimos y vesiculas seminales, degenerando
los conductos de Mdiller.

Las primeras evidencias sobre el mecanismo molecular responsable de Ia
degeneracion de los conductos de Muller se obtuvieron en la década de 1940-1950, a
partir del trabajo de Alfred José que transplanté tejido testicular en fetos de conejo que
previamente habian sido castrados y observdé que los conductos de Wolff se
diferenciaban en los conductos eferentes, epididimos y vesiculas seminales, mientras
que los conductos de Miller degeneraban. Posteriormente, observé que un cristal de
propionato de testosterona era capaz de inducir la diferenciacién de los conductos de
Wolff en los fetos de ratones castrados, pero no afectaban el desarrollo de los
conductos de Muller, que formaban los oviductos, el utero, el cuello del Utero y parte
superior de la vagina. De estos experimentos se dedujo que un factor difusible,
producido por el testiculo, diferente de la testosterona, era responsable de la regresion
de los conductos de Miiller en el feto masculino. A este factor lo llamé inicialmente
sustancia inhibidora de los conductos de Miller. Sin embargo, la identificacion de esta
sustancia no resulté ser facil, y no fue hasta 1984 cuando se pudo purificar y
caracterizar. A esta sustancia se la conoce actualmente como Hormona Anti-Mdulleriana
(AMH), o sustancia inhibidora del conducto de Mdller (MIS). Experimentos posteriores
confirmaron que la AMH era la responsable de la degeneracién de los conductos de
Miller. Uno de estos experimentos fue la identificacion de esta sustancia como el
agente causal del freemartinismo, un fenémeno descrito en mamiferos desde
principios del Siglo XX. Un freemartin es un individuo XX con ovarios no funcionales y
con una anatomia reproductiva anormal caracterizada por genitales externos
femeninos y genitales internos con un numero variable de estructuras fenotipicas
masculinas. Los casos de freemartinismo siempre se producen cuando un individuo
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XX tiene un gemelo fraterno XY. Debido a esto se hipotetizd que ciertos factores
masculinizantes viajarian desde el feto masculino hasta el feto femenino. De acuerdo
con esto Ultimo, varios investigadores descubrieron que en los casos de
freemartinismo el feto femenino en el utero tiene fusionado su corion con el corion de
un feto masculino, lo que permite que los vasos sanguineos estén interconectados. En
1984 se confirmd que la sustancia difusible que viajaba a través de los vasos
sanguineos entre los fetos masculino y femenino en los casos de freemartinismo era la
AMH.

AMH y desarrollo testicular

En mamiferos, la expresién del gen determinante de testiculo, SRY, en las células pre-
Sertoli del primordio gonadal XY, hace que la génada bipotencial comience a
diferenciarse como testiculo. Poco después de la expresiéon del SRY, varios genes
involucrados en el control de la ruta masculina, como SOX9 y SF1 son activados en
las células pre-Sertoli, y éstas se diferencian en las células de Sertoli. Las células de
Sertoli sufren una transicidon mesénquima-epitelio y forman los cordones testiculares.
Poco después, en el mesénquima que rodea a los cordones testiculares, se
diferencian las células de Leydig. Las células de Sertoli son las encargadas de
producir la AMH, desde donde es secretada y transportada al mesénquima que rodea
al conducto de Miller. En estas células se produce la uniéon con su receptor, el
receptor de tipo Il de la hormona Anti-Milleriana (AMHRZ2). La unién ligando-receptor
(AMH-AMHR2) desencadena una cascada génica conducente a la degeneracion del
conducto de Miuller mediante apoptosis. A su vez, las células de Leydig producen
testosterona, que es necesaria para que se produzca el desarrollo de los conductos de
Wolff. En la hembra no ocurre la diferenciacion de las células de Sertoli, por lo que no
se produce AMH vy el conducto de Miller no degenera. Tampoco se diferencian las
células de Leydig, por lo que no se produce testosterona y la falta de desarrollo del
conducto de Wolff impide que se formen los érganos sexuales masculinos (Figura 1).

Células
de Leydig
i
Vesicula seminal |
AMH .
—_—
Testosterona 1
{
Vaso eferente
Conducto
Conducto w de Muller
de Wolff Epididimo
Genitalia Utero
externa
masculina

Figura 1: Esquema del desarrollo testicular. La produccion hormonal de los testiculos incluye
testosterona y AMH
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Una vez que estos eventos han tenido lugar y transcurre algun tiempo, la funcién de
las células de Sertoli cambia durante la pubertad, cuando sufren una transformacion,
tanto morfolégica como funcional que las prepara para respaldar el ciclo
espermatogénico. En este proceso, conocido como maduracion de las células de
Sertoli, éstas cambian su morfologia, pasando a un estado maduro no proliferativo.
Sufren una transformacion que las prepara para ejercer sus nuevas funciones. Si este
proceso de maduracion no tiene lugar, la entrada de las células germinales en meiosis
y su posterior transformacion en espermatozoides no ocurre. La expresién de AMH
continua en el testiculo hasta la pubertad, coincidiendo con la maduracién de las
células de Sertoli, por lo que su inactivacion parece estar asociada con el comienzo de
la maduracién, aunque no se conoce el mecanismo molecular que controla este
proceso.

La AMH también se expresa en las células de la granulosa del ovario, comenzando en
el periodo post-natal y terminado al comienzo de la menopausia, donde tiene un papel
en la regulacién de la maduracion los foliculos ovaricos.

El gen de la AMH

La AMH esta formada por un homodimero de gluco-proteina de unos 140 KD muy
conservada entre diferentes especies. La region carboxi-terminal comparte una gran
homologia con los miembros de la superfamilia de factores transformantes del
crecimiento TGF3. La AMH humana esta codificada por un gen de 2.75 Kbp divididos
en 5 exones caracterizados por un alto contenido en GC. La regién 5' no traducida es
de aproximadamente 10 nucledtidos, mientras que la sefial de poliadenilacion esta a
90 nucledtidos corriente abajo del codén de terminacion TGA. En rata, se han descrito
dos tipos de ARNm que se diferencian en la longitud de la cola de poli-A. Durante el
periodo de diferenciacién testicular se ha observado la presencia en el testiculo de un
ARNm de unos 2.0 Kb, cuya abundancia va disminuyendo en los estadios posteriores
de gestacion, y en los estadios post-natales practicamente sélo se detecta un trascrito
de unos 1.8 Kb. EI promotor de la AMH bovina, de ratén y de rata contiene una caja
TATA y un unico sitio de iniciacion de la transcripcion, localizado 10 pb corriente arriba
del codén de iniciacion ATG. Contrariamente, la AMH humana no contiene una caja
TATA o CCAAT, sino que posee un elemento iniciador funcional (Inr), que es
especificamente reconocido por el factor de transcripcién TFII-l. En la region
promotora de humano se han encontrado sitios de union funcionales para los factores
de transcripcién SOX9, SF1 y GATA (Figura 2)
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Figura 2: Estructura del gen de la AMH humana.

Mutaciones en la AMH

El sindrome de persistencia del conducto de Miller (PMDS, persistent Mullerian duct
syndrom) es una enfermedad rara de origen genético caracterizada por anomalias del
tracto reproductor. Los pacientes desarrollan testiculos, y en el momento del
nacimiento son identificados como varones sin ambigledad aparente. No obstante,
una observacién mas detallada revela que los pacientes desarrollan anormalidades
genitales, entre las que se incluye criptorquidismo, que es un defecto del desarrollo en
el que uno (criptorquidismo unilateral) o ambos testiculos (criptorquidismo bilateral) no
consiguen descender desde el abdomen al escroto. Este descenso testicular al escroto
es esencial para la fertiidad masculina, ya que en el escroto los testiculos se
encuentran a una temperatura menor que la corporal, condicién necesaria para el
desarrollo normal de la espermatogénesis. Ademas estos pacientes mantienen
estructuras derivadas de los conductos de Miiller, como un utero y trompas de Falopio.
Dado que estas estructuras son internas, a no ser que un hermano mayor sea
identificado con esta condicién, para el correcto diagnéstico del sindrome es necesario
el uso de la cirugia. Los testiculos se diferencian normalmente, y en el caso que no
haya tenido lugar un criptorquidismo prolongado suelen contener células germinales.
Sin embargo, los conductos excretores no suelen estar conectados correctamente, ya
que frecuentemente desarrollan una aplasia del epididimo y de la parte superior de los
conductos eferentes.

Los analisis genéticos realizados en mas de 100 familias con PMDS han mostrado que
las mutaciones en el gen de la AMH son la causa de la enfermedad en el 45% de los
casos. En el 40% de los casos se debe a mutaciones en el gen que codifica el receptor
de la AMH, AMHR2. En ambos casos la condicién se transmite siguiendo un patrén
autosémico recesivo, y son sintomaticas solo en los varones. En un 5% de los casos
de PMDS, las causas son desconocidas.

3. METODOLOGIA

En esta practica se comprobara que el gen de la AMH se expresa en tejido testicular.
Para ello vamos a extraer ARN total de testiculos y de ovarios (como control negativo)
de ratones en estadio neonatal. Con el ARN total realizaremos una reaccion de retro-
transcripcion seguida de una reaccién en cadena de la polimerasa, RT-PCR, para
detectar la presencia de transcritos de AMH.

Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN se proveera al alumno de un tubo Eppendorf que contiene
una pequena muestra de tejido testicular u ovarico, que previamente ha sido extraido
de raton en el estadio neonatal y congelado a -80°C. Se utilizaran columnas extraccion
de ARN que contienen una membrana de silice. Las muestras biologicas inicialmente
seran lisadas y homogeneizadas en presencia de un tampodn altamente
desnaturalizante que ademas contiene tiocianato de guanidina, que inactiva
inmediatamente las ARNasas, lo que evita la degradacion del ARN. Después se afade
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etanol, lo que proporciona a la solucion unas condiciones fisico-quimicas que
favorecen la union del ARN a la membrana de silice, mientras que el resto de los
componentes celulares permanecen en disolucion. Se hace pasar el lisado a través de
una columna de extraccion mediante centrifugacion. Tras este proceso, el ARN
permanecera unido a la columna, y el resto de componentes celulares se eliminaran
con el sobrenadante. Después de lavar la columna usando varias soluciones, se pone
agua en la columna. En presencia de agua, el ARN se desprende de la membrana de
silice y pasa a solucion acuosa, que sera recuperada en el sobrenadante tras una
centrifugacion.

Procedimiento

Anadir 350 pl buffer de lisis (10 yl B-ME por 1 ml Buffer RLT).

Homogeneizar pasandolo unas 10 veces por una jeringa con una aguja de 0.8
mm de diametro.

A

Centrifugar y pasar el sobrenadante a un Eppendorf limpio.
Anadir 350 yl EtOH 70% y mezclar por inversion.
Transferir a una columna.

Centrifugar 1 minuto a maxima velocidad.

N o o koo

Digestiéon del ADN: Anadir 80 pl de solucién de Dnasa [, 15 minutos,
temperatura ambiente. (preparar gel agarosa para comprobar calidad del ARN)

8. Anadir 700 pl de buffer RW1, centrifugar 1 minuto a maxima velocidad,
desechar sobrenadante.

9. Anadir 500 ul de buffer RPE, centrifugar 1 minuto a maxima velocidad,
desechar sobrenadante.

10. De nuevo, anadir 500 ul buffer RPE, centrifugar 2 minuto a maxima velocidad,
desechar sobrenadante.

11. Colocar la columna en un Eppendorf limpio. Afadir 30 ul de agua libre de
ARNasa, esperar 1 minuto, centrifugar 1 minuto a maxima velocidad.

12. En el sobrenadante se recupera el ARN total.

RT-PCR de un paso

Una reaccion de RT-PCR se puede hacer de dos formas diferentes. En la forma
conocida como RT-PCR de dos pasos (two-step RT-PCR), primero se hace la retro-
transcripcion, con lo que se genera ADN complementario (ADNc) y después, partiendo
de este material, en un tubo de reacciéon diferente se lleva a cabo una PCR
convencional. En este tipo de RT-PCR, para la retro-transcripcion se usan cebadores
universales (Poli-T o cebadores degenerados), con lo que el ADNc generado es
representativo de todos los ARNm expresados en el tejido objeto de estudio. Otra
forma diferente de llevar una RT-PCR es la que se conoce como RT-PCR de un paso
(one-step PCR). En este caso, retro-transcripcion y PCR tienen lugar en el mismo tubo
de reaccion, usandose unos cebadores especificos del gen de interés. Esto implica
que en la retro-transcripcion inicial solo se generara ADNc especifico del gen de
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interés, que inmediatamente después servira de molde para la amplificacion de un
fragmento mediante PCR.

Nosotros vamos a realizar una RT-PCR de un sdlo paso para la AMH. Para ello
usaremos los dos cebadores siguientes, localizados en dos exones diferentes del gen
de la AMH:

AMH-F: 5'-ACC CTT CAA CCAAGC AGA GA-3'
AMH-R: 5'-CCT CAG GCT CCA GGG ACA-3'

También usaremos una mezcla de enzimas, “One step RT-PCR mix”, que contiene la
retro-transcriptasa y la ADN polimerasa.

¢ Volumen final de la reaccion 25 i

¢ ARN total Tl

e 5 x Buffer 2.5 ul
e dNTPs (10 mM) 1 ul

e Cebador AMH-F (10 mM) 1ul

e Cebador AMH-R (10 mM) 1wl

¢ One step RT-PCR mix 1l

¢ Inhibidor de ARNasa 1wl

e H,0 libre de ARNasa 17.5 ul

Con el producto de la reaccion de RT-PCR se realizara una electroforesis en gel de
agarosa. En caso de que en el tejido de partida haya expresion de la AMH, se
observara un amplicén de aproximadamente 200 pb.

4. CUESTIONES

1. ¢ Cual es el factor clave en el procedimiento de extraccion de ARN usado en esta
practica? Explicar brevemente por qué.

2. ¢ Qué enzimas contiene el One step RT-PCR mix? ¢ Cual es la funcion de cada una
de ellas?

3. ¢ Por qué utilizamos tejido testicular prepuberal en esta practica, y no es apropiado
el tejido adulto?

4. ;Por qué es necesario hacer una retro-transcripcién previa a la PCR en un estudio
de expresion génica como éste?
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