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GENETICA MOLECULAR

1. GUIA DE RESOLUCION DE PROBLEMAS

Mapas de restriccion

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 miden
en pares de bases (o 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 nimero de
sitios de restriccion y la distancia entre ellos a partir del niUmero 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 tamario 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 tamafio
que migran juntos.

ADN circular: el niamero 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 solo, nos revela el tamafio del ADN circular. La suma del tamafio de los fragmentos debe de
coincidir con el tamafio total del ADN digerido. Como antes, 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 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
simultdneamente (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 dard el tamafio de las bandas
observables pero, ademas, hay que prestar especial atencién a la region 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 tamafios amplificados para un locus, pueden
considerarse como alelos. Los microsatélites presentan herencia mendeliana simple y son
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codominantes. Para un locus microsatélite, cada uno de los alelos presentes en el genotipo de un
individuo (tamafio 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 (| sitio de corte):

3 Kb l 4 Kb l 1 Kb EcoRI

2kb 1 4,5 Kb t 15kb Hindll

a) Dibujar los patrones de los fragmentos de ADN esperados con cada enzima al separar los
fragmentos mediante electroforesis en gel de agarosa. Hacer lo 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 patron 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
tamafios 4Kb+3Kb+1Kb. Para Hindlll también tiene dos dianas, pero en diferentes
posiciones, por lo que generara tres fragmentos pero de tamafios 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 tamafio (1Kb), por lo que los observaremos como una Unica
banda en el gel de agarosa. Los tamafios seran, por tanto, de 3.5Kb+2Kb+1(x2)Kb+0.5Kb
(ver figura).

1 Kb 0,5 Kb| 1 Kb EcoRI
H_J — ~ )
- T 35 Kb T Hindlll
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Asi, en un gel de agarosa, observaremos los siguientes patrones de bandas:

EcoRl Hindlll EcoBRI/Hindlll

] ] ]
-— 4.5Kh
. 4Kh
— 3.5Kb
—-— JKb
— — 2Kh
— 1.5Kb
—-— — 1Khb
—_— 0.5Khb

b) Si la copia mutante del gen pierde una diana para EcoRI, 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 EcoRIl, 7Kb+1Kb. Para el corte con Hindlll el patrén de
bandas no se veria afectado, pero si nuevamente para la digestién doble, ya que hay un corte
menos, 4,5Kb+2Kb+1Kb+0,5Kb (ver figura).

f 0,5 Kbl 1 Kb ECoRI
N\ N N\ ~— 4 .
” Kb 1 45 Kb 1 Hindlll

EcoRl Hindlll EcoRI/Hindlll

] 1 ]
—-— fKh
—-— — 4.5Kh
— 1.5Kh
— — 1Kh
— 0.5Kh
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¢) 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 tamafio (1Kb), por lo que correran de igual
forma. Los fragmentos para Hindlll serian 4,5Kb+1,5Kb+1Kb(x2). Para EcoRlI el patrén no se
ve afectado y para la digestion doble los fragmentos generados serian 3,5Kb+1Kb(x4)+0,5Kb
(ver figura).
1Kb 0,5Kb]|1 Kb EcoRl

MU R

1Kb "1 Kb 3,5Kb

Hindlll

EcoRl Hindlll EcoRI/Hindlll

1 ] ]
—-— 4.5Kh
fr— 4Kh
—-— 3.5Kh
f— JKh
_— 1.5Kh
—_— ] ] 1Kh
— 0.5Kh

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 11.5Kb y otro de 8.5Kb

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

c) El 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 Kb y 6
Kb.

e) El clon anterior se corta con EcoRI y se obtienen10 Kb, 8.5 Kb y 7.5 Kb.

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 EcoRl, es cortado en dos
fragmentos menores de 6Kb y 5.5Kb por la enzima Pstl:

-12 -
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EcoR|

Bkb 8.8Kh

EcoRI
Fstl 5 BKb

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 huevamente el
plasmido del inserto, por lo que obtenemos un fragmento de 20 Kb correspondiente al plasmido y
otro de 6 Kb que seria el tamafio del fragmento clonado.

e) Al aparecer un nuevo fragmento cuando cortamos con EcoRl 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
EcoRl y que se encuentra situada entre las dos dianas EcoRI separadas por 11,5Kb.

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

sonda
e
L ¥ ¥ L 4 ¥ ¥ ¥ ¥
3 2 1 4 5
i@ Lo ]

Disefiar un experimento para diferenciar los genotipos de los diferentes individuos que pudieren
existir en una paoblacion si utilizamos como sonda el fragmento homdélogo 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 nucleétidos afectan a secuencias dianas para la
enzima Pstl. Esta informacion la vamos a utilizar para realizar un experimento que detecte un
marcador RFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion).

-13 -
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Para ello, debemos seguir los siguientes pasos:

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

b) Para separar los fragmentos generados, segun su tamafio, 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 hibridacion tipo Southern-blot, utilizando la sonda sefialada en el esquema,
podremos localizar especificamente la regiéon correspondiente al gen estudiado, ya que es
complementaria a esta region.

e) El revelado de la hibridacién pondra de manifiesto los fragmentos de ADN gendmico 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

L2L" 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
hibridacién 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.

a) Explica el protocolo seguido y los resultados obtenidos en los distintos individuos

b) ¢ Podemos usar la sonda con fines diagnosticos para esta enfermedad?

-14 -
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Respuesta

a) El marcador molecular utilizado en este andlisis 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 continuacién, 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 (hibridacion tipo Southern) con un fragmento de ADN
marcado (sonda). Al revelar esta hibridacion, nos aparecen bandas de diferentes pesos
moleculares, indicando tamafios de fragmentos de ADN gendmico que son homdlogos a la
sonda.

El primer paso consiste en asignar los genotipos a los individuos del pedigri, teniendo en cuenta
gue la enfermedad es autos6mica dominante:

o
" mooCemUeUEUS

1 2 10 11
Aa aa aa Aa Aa aa Aa aa Aa aa Aa

Al comparar los resultados del marcador molecular con los fenotipos (afectados/no afectados por
la enfermedad) podemos ver como existe coincidencia entre el nimero y los tamafos de bandas
del RFLP y el desarrollo 0 no de la enfermedad. Asi, a excepcion de un individuo (11-9), todos los
afectados presentan dos bandas de 5Kb y 3Kb y los no afectados una Unica banda de 5Kb.
Teniendo en cuenta que, en especies diploides, existen parejas de regiones homdlogas
(cromosomas homologos), 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:

sonhda

i alelo 1
Kb

¢ ¢ ¢ alelo 2

Kb ZKb

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 patron 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

-15-
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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:

S5Kb

3Kb 2Kb

Este esquema ilustra el caso del padre (individuo I-2; genotipo Aa) que se encuentra afectado. Si
durante la formaciéon 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 1I-9, que
tiene una alelo a (5Kb) de heredado de la madre y un alelo A (recombinante de 5Kb) heredado
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 nimeros indican tamafios de fragmentos amplificados en pb):

Individuo 1 Individuo 2 Individuo 3 Individuo 4 Individuo 5

Alelo1 | Alelo2 | Alelol | Alelo2 | Alelol | Alelo2 | Alelol | Alelo2 | Alelol | Aleln2

Locus 1 130 134 134 134 136 138 128 134 128 136
Locus 2 250 256 256 260 258 2560 252 260 250 258
Locus 3 140 140 140 144 146 148 138 144 140 150
Locus 4 187 183 185 187 183 189 185 191 181 189

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?

-16 -
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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 dinucle6tido, trinucleétido o
tetranucle6tido).

b) Con esta muestra no podemos saber el nimero de alelos totales existentes en la poblacién, ya
gue pueden existir mas alelos que no estan 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
tamafio, en este caso, no conocemos. Por eso, no podemos saber el nimero de repeticiones en
cada alelo. Tampoco sabemos el motivo de repeticién, pues no tenemos informacion de la
secuencia. Lo que si sabemos, es que en los cuatro microsatélites, este motivo corresponde a
dos nucleétidos, 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 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:

HindIll: 2,5Kb y 5Kb
Smal: 2Kb y 5.5Kb
HindllI+Smal: 2Kb, 2,5Kb y 3Kb.

-17 -
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a) Dibujar el mapa de restriccion

b) Cuando la mezcla de fragmentos producida por la actuacién de las dos enzimas a la vez se
corta ademas con la enzima EcoRl, 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
EcoRlI

Problema 3. Un fragmento lineal de ADN de 11Kb se corta por separado con las enzimas de
restriccion 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 restriccion de este segmento de ADN.

Problema 4. El plasmido pAI21 se corté con diferentes enzimas de restriccion y se observaron
las siguientes bandas en un gel de agarosa: BamHI (3.7 Kb, 3.5Kb), Pwvull (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 cortd con la enzima Sacl, se transfiri6 a una membrana de nylon y se
hibrido con el ADNc marcado como sonda. Igualmente, se extrajo ARN, se sometid a
electroforesis, se transfiri6 a una membrana (Northern-blot) y se hibridé con el ADNc. Ademas se
realizé la técnica de Western-blot y se probé 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).

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

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 a6 7| |1 2 3 4 5 6 7
— [ 1 -
- N N . . - - - .
N .
. —
]
Southern blot Morthern hlot Western hlot

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

Sadl Sadl SONDA Sacl Sacl Sacl Sacl
! ' ! i i v alelo Al
2 Kb 3 Kb 2 Kb 3 Kb
Sacl Sacl Sacl Sacl Sacl Sacl
! v rlolo A2 ! v P2 aelon3
5 Kb Z2Kb 1Kb 2Kb

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

Problema 7.Un gen autosémico 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 Al
8 Kb A Kb
A | | |
| | |
4 | |
! PZZZ7777777777]
SOMDA

Problema 8. Se prueban distintas sondas de ADN hibridando con el ADN gendmico de los
individuos de una familia numerosa en la que algunos miembros estan afectados por una
enfermedad autosdmica dominante de manifestacion tardia (aproximadamente a los 40
afios). Sobre el Southern-blot obtenido con Tagl, 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.

2Kb
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Problema 9. Se probaron distintas sondas de ADN hibridando con el ADN gendmico de los
individuos de una familia numerosa en la que algunos miembros estan afectados por una
enfermedad autosomica dominante leve. Sobre el Southern-blot obtenido con EcoRlI, 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.

AKb | === e — e e o s s o s 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. ¢ Esté ligado el RFLP al gen causante de la enfermedad?

WP
T Bhdbhdh

e

3Kh — — - . . S S S S . s . —

Problema 11. Una enfermedad esta asociada a la ausencia de actividad de una enzima
determinada. En cada miembro de la familia que se muestra a continuacion, se amplifico el
exon 2 del gen que codifica dicha enzima y se digirié con la enzima de restriccibn EcoRl,
obteniéndose los siguientes resultados:

A
I ml

1 2 3

Control sano

480 pb ¢

—
250 pb — —
—

230 pb —
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¢ 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 raton 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
raton silvestre que muestra solo 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 nimero posible de bandas al padre y a la madre.

M H P1P2P3 P4

 — — O —  —( — — | 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, S3, S4 Y Sb).
Se lleva a cabo un estudio de microsatélites empleando una pareja de cebadores especificos
de un locus. Una vez realizada la amplificacion con la pareja de cebadores, se obtienen los
siguientes resultados:

[
[
[
[
011
[
[

Origen

V § 81 82 &3 %4 85
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a) Explicar los patrones de amplificacién obtenidos.

b) ¢ Existe algin sospechoso que parezca culpable?

4. SOLUCIONES A LOS PROBLEMAS

Problema 1.

Problema 2

a)

b)

Problema 3.

Fstl

,

Hindlll

v

4kb

Hindlll

y

Kb 2Kb

Smal

v

2.5Kkb kb 2K
Hindalll EcoRl  Smal
25kb 1.5Kh 1.5kb Zkb
EcoRI Haelll EcoRl
2Kb kb b Akb
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Problema 4. EamH|

1.2Kb
3 4Kb -~ Hindli
/7
Pl 7 3Kb
1,3kb
BamH|
Problema 5.

No se transcribe el gen (individuos 3 y 7)o las proteinas producidas son defectuosas
(individuos 4, 5y 6). El individuo 1 es homocigético para alelo normal y el 2 es heterocig6tico
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 homocigoéticos para este ultimo alelo y no producen proteina. Los
individuos 4, 5y 6, son homocigoticos para alelo que se transcribe y produce ARNm de igual
longitud que alelo normal pero han sufrido algin cambio que cambia la secuencia de la
proteina.

Problema 6.

A AAy Ay AAy

Sk — —
2kKb —
T -

Problema 7.Se digiere el ADN gendmico 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 hibridacion utilizando la sonda para
detectar las regiones homologas a ellas. Los resultados posibles son:
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AR Ag as

12Kb — —

Problema 8.

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

Afectados, Aa (6Kb/4Kb/2Kb); Sanos, aa (6Kb). El genotipo del individuo 11-9 es resultado de

un entrecruzamiento entre la region 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 2Kb '

3 Kb

Afectados, Aa (3Kb/2Kb); Sanos aa (2Kb). Esto seria para las generaciones | y Il. El individuo
[I-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 patrén de bandas cambie en la generacién Ill. 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 heterocigéticos (3Kb/2Kb).

El individuo 111-7, 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
¢ ond¢
E = ¢ ’&I
1,7kb 2 1Kb
' | a
3.8Kkb
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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 nimero de repeticiones en tandem

b) El S4
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1.- APLICACION DE LA PCR AL DIAgNés'rmo

GENETICO: DETECCION DE PARASITOS QuUE
INFECTAN A MOLUSCOS

1.1. 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 region concreta del genoma del parasito cuando se encuentra
presente en una muestra.

1.2. 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 desoxiribonucleétidos tri-fosfato (dATP, dTTP, dCTP y dGTP), una
ADN polimerasa, su tampon, y las condiciones para una eficiente reaccion. La reaccion es
ciclica y, tras una etapa inicial de desnaturalizacién 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 desnaturalizaciéon (unos 30-60 segundos), una de alineamiento de los cebadores al ADN
molde (unos 30-60 segundos), y una de extension (o polimerizacion, cuyo tiempo depende
del tamafio del ADN a amplificar y de la polimerasa usada, y, por lo general, una
aproximacion es un minuto por kilobase de ADN a amplificar). Tras los ciclos de
desnaturalizacion, alineamiento y extension, la reaccion 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 y, 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
gque se alineen exclusivamente con la regién 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
tamafio entre 15 y 35 nucledtidos (cuantos méas nucleétidos, méas 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 0 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 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 composicion como del

-29-



Departamento de Genética, Universidad de Granada

tamafo 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 nimero 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 desnaturalizacion 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 cominmente utilizada para PCR es la
polimerasa Taq, obtenida a partir de la bacteria termdfila 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 extension con la Taq polimerasa se hace, por tanto, a
72°C (otras ADN polimerasas tendran otras temperaturas optimas de sintesis de ADN).

Como cualquier reaccion bioquimica, la PCR necesita una solucion 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 réapida.

Asi, la PCR consiste en la desnaturalizacién 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 habrd ocho veces ese
namero de moléculas, etc. Al final habra una cantidad tedrica de 2" x C moléculas de ADN
amplificado donde n es el nimero de ciclos de PCR y C la cantidad de moléculas molde
inicial. 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 millon de nucleétidos
incorporados) y, por otro lado, el agotamiento diferencial de productos en la reaccion 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 reaccion 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 hard que, a medida que migren desde el polo negativo hacia el polo positivo, las
moléculas de ADN se separen en base a su tamafo 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 tamafios 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 el mismo gel permite al investigador determinar los tamafios 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
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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 répidas constituye un avance muy importante en el control, ordenacion y
proteccion de las poblaciones y cultivos de moluscos bivalvos. Desde su implantacion, la
aplicacion de la técnica de amplificacion de ADN mediante la reaccién 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 5.89), el gen 5.8S, 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 transcripcion 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
ningan 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 de760 pb del NTS de P. olseni)tenga una secuencia especifica del
parasito.

185 5,85 28S — IG5 +— 18S 5,85
| N | I | N

ITS-1 ITS-2 ETS NTS ETS

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

En un microtubo de 200ul afiadir, siguiendo el orden indicado, los siguientes reactivos para
un volumen final de 10ul:

Agua estéril 2,5 ul
10% Tampon de PCR (10x) 1
2mM de cada dNTPs (10 mM) 1
Primer Pkl (0,2 uM) 2
Primer Pkll (0,2 uM) 2
ADN de almeja 1
Taq polimerasa (2U) 0

A continuacioén 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 procederd al diagnéstico de los individuos.

Preparacion del gel de agarosa

En un matraz de 250 ml de capacidad, afadir 40 ml de tampén TBE (0,04 M Tris-acetato;
0,04 &cido borico; 0,01 M EDTA) y 0,4 g de agarosa (1% de agarosa).

Calentar utilizando el microondas hasta que se funda la agarosa.

Dejar enfriar hasta aproximadamente 50°C y anadir 4 ul de solucién 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 labrar& los
pocillos a unos centimetros del borde.

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

Retirar el peine y el molde del adaptador. Colocar el gel en la cubeta de electroforesis y
cubrirlo con tampdn de electroforesis (TBE).
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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, afiadir 2 ul de
tampdn de carga a los 10 pl de la reaccion de PCR, 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 tamafio 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.

Diagndstico de los individuos
En aquellos individuos donde observemos una amplificacién 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 reaccion de amplificacion: A y J, marcadores de ADN para
determinacion del tamafio del fragmento amplificado. B, amplificacién de producto a partir de una muestra utilizada
como control positivo (ADN de Perkinsus). C, amplificacién de producto a partir de una muestra utilizada como
control positivo. D y E, ausencia de amplificacién 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 amplificacion del producto en muestras carentes de material bioldgico (prueba de control
negativo). En esta Figura, la flecha sefiala los fragmentos amplificados de ADN (760 pb). Se demuestra la eficacia
del método de diagnostico para Perkinsus olseni en cultivos de almejas con los primers Pkl y Pkll, que 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 infecciéon es minimo.
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1.4. RECURSOS WEB

A través del siguiente link de YouTube se puede acceder a diferentes videos de interés para
las asignaturas de Genética.

https://www.youtube.com/playlist?list=PLBa9sJUx0zXWnO2Wu4H6gmJrEOIFNCzal

De especial utilidad para esta practica son los video-tutoriales para la preparacion de un gel
de agarosa, y el que lleva el nombre de esta practica "Aplicacion de la PCR al diagndstico
genético: deteccidn de parasitos que infectan a moluscos", que muestran todos y cada uno de
los pasos llevados a cabo en el laboratorio durante la sesion préctica.

1.5. CUESTIONES
1. ¢ Qué criterios se deben seguir a la hora de disefiar cebadores para este tipo de analisis?
2. ¢ Qué es un control negativo y un control positivo en la técnica de PCR?

3. ¢Qué harias si observa amplificacién en muestras que claramente sabemos que no estan
infectadas?

4. ¢ Qué es lo que hace de la PCR una técnica idonea para diagnostico?

5. ¢Podriamos descartar completamente una infeccion si para una muestra observamos
ausencia de amplificacion tras la PCR?

6. ¢ Podria detectarse mediante PCR, en un experimento similar al realizado en esta practica,
la presencia de varios parasitos al mismo tiempo?
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Z.- CLONACION DE uN PRODUcCT0 DE PCR

2.1. 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 clonacién y un fragmento de ADN del parasito Perkinsus olseni.
Utilizaremos como vector de clonacién un plasmido que presenta una serie de caracteristicas
especialmente favorables: 1) se facilita la insercion de un fragmento de ADN, 2) se replica de
forma autonoma 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.

2.2. FUNDAMENTO TEORICO

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 "construccion
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 clonacion, donde el inserto es introducido permitiendo asi su incorporacién dentro
de la célula, y c) las bacterias donde es introducida la construccién 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 tamafio del inserto no suele superar las 10 kilobases (Kb), y un
inserto de mayor tamafio suele generar una construccibn recombinante cuyo tamafio
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 césmidos, 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
(Mammalian Artificial Chromosome), 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
gue 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
amplificacién del inserto mediante PCR (véase el guién y practica correspondientes a esta
técnica). En ambos casos obtendremos un fragmento de ADN de tamafio conocido, por lo
que realizaremos una electroforesis en gel de agarosa, identificaremos el fragmento
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adecuado y el ADN sera recuperado mediante una técnica de purificaciéon de ADN a partir de
geles de agarosa.

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
multiplicacién de la bacteria, puede coexistir y replicarse en el protoplasma celular como
molécula extra-cromosdémica 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 pldsmido contiene una secuencia
denominada origen de replicacion, especifica de cada especie bacteriana, donde se une la
ADN polimerasa y comienza la replicacion del plasmido. En cuanto al numero de copias
existentes en el interior de una bacteria, los plasmidos se pueden clasificar en dos categorias:
1) relajados, si existen mdltiples copias, y 2) restringidos, si hay una Unica o muy pocas
copias por célula. Los plasmidos relajados suelen ser mas ventajosos ya que permite una
multiplicacién 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 restriccion (sitio de clonacién mdaltiple o
polylinker). En esta region se pueden insertar fragmentos de ADN obtenidos por digestién con
enzimas de restriccion cuyas dianas se encuentran en este sitio de clonacion multiple. Para
clonar insertos amplificados mediante PCR, se suelen usar vectores abiertos (no circulares)
cuyos extremos 3’ terminan con un nucle6tido de timina protuberante (que no tiene nucle6tido
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) afiade 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 insercion del amplicon (se denomina asi al producto de la PCR) en el
plasmido.

Durante la introducciéon de los plasmidos en el interior de las bacterias (proceso conocido
como transformacion) sélo una proporcion de las mismas incorporaran el plasmido (la
eficiencia de transformacion nunca es del 100%). Los plasmidos cominmente usados para
este fin, contienen ademas uno o varios genes de resistencia a antibiéticos, lo que permite
seleccionar las células transformadas (que han incorporado el plasmido). Para ello, tras el
proceso de transformacién, se cultivan todas la bacterias en un medio que contiene el
antibiotico ante el cual el plasmido confiere resistencia y, como consecuencia, s6lo aquellas
gue 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
gque 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 region de clonacion multiple (polylinker). Para que tenga lugar la expresion del gen de la B-
galactosidasa, es necesaria la presencia de IPTG, molécula que acta como un inductor
continuo del gen. La proteina p-galactosidasa, en presencia de uno de sus sustratos, X-gal
(5-Bromo-4-Cloro-3-Indol-B-D-galactésido), produce un precipitado de color azul: el X-gal es
hidrolizado por la 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 solido bacterias transformadas con un pldsmido 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 clonacién 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 pladsmidos sin inserto podran producir el
enzima, por poseer intacto su gen, y originaran colonias de color azul (Figura 1).

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

Colonias azules
(sin inserto)

Colonias blancas
{con inserto)

Figura 1: Resultado de un experimento de clonacién

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 clonacion (por ejemplo los vectores
pGEM-T (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 clonacion también debe tener una
serie de caracteristicas especiales. No debe ser patdogena (obviamente para evitar riesgos al
personal investigador y a la poblacion en general) y debe ser facil de cultivar (se utilizan
cepas no patdgenas de Escherichia coli). Es preferible que tenga una reproduccion
(multiplicacién) 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 fisiolégico 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 CacCl,), 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 ps).
Como en el caso de los vectores, existe una gran variedad de cepas de bacterias
"competentes" proporcionadas por empresas biotecnolégicas para todo tipo de usos en
clonacion (por ejemplo las cepas de E. coli DH5a y JM109).

Entre los multiples usos de la clonacion, podemos citar la multiplicacion de las copias de un
fragmento, ya que, al replicarse el plasmido recombinante dentro de la célula y al
multiplicarse esta Ultima, se consiguen muchas moléculas de ADN. La clonacién también
permite la discriminacion 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 sélido, cada bacteria originard una colonia de bacterias idénticas a la
original y, por lo tanto, con el mismo inserto. La secuenciacién 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
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genodmica, 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 sélo estaran
representados los genes que se expresaban en el tejido que se us6 para extraer el ARNm.
Igualmente los insertos seran, en general, de menor tamafio ya que los genes clonados no
contendran intrones.

La clonaciéon 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 induccion controlada de la
transcripcién 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 region del ADN espaciador IGS del ADN ribosémico
(ADNr) del parasito Perkinsus olseni. Como vector de clonacién vamos a utilizar el plasmido
pGEM-T, un vector que presenta las caracteristicas descritas anteriormente.

2.3. METODOLOGIA

Para llevar a cabo la clonacion, vamos a seguir los siguientes pasos:
Obtencion del fragmento a clonar y del vector de clonacidn

El ADN a clonar sera el producto obtenido en la préactica de PCR (véase el guién y préctica
correspondientes a esta técnica). El vector de clonacion corresponde al plasmido comercial
pGEM-T (Promega). En una reaccion 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 pPGEM-T 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-T. En este proceso interviene una enzima llamada ligasa, que establece un enlace
fosfodiéster entre la Ultima base del producto amplificado por PCR (A) y la primera base de
los extremos del vector T sin incorporar un nuevo nucleétido. Esto tiene como consecuencia
gue se produzca la union entre las cadenas de ADN correspondientes al vector y al inserto
por complementariedad entre las bases (Figura 2). Para llevar a cabo esta reaccion, se
realizan los siguientes pasos:

1. En un microtubo Eppendorf afiadir:

7 ul del producto de PCR (100-200 ng)
1 pl de tampdn de clonacion (10x)

1 pl del vector pGEM-T

1 pl de la enzima ligasa

2. Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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"' PCR y

554 pb

Plasmido pGEM-T

=

Plasmido recombiante

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

Transformacioén

Como se indicé en la introduccion, transformacion es el proceso mediante el cual los
plasmidos se introducen en células bacterianas. Para ello utilizaremos bacterias competentes
de la cepa JM109de E. coli. Se procederd de la siguiente forma:

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

Afadir 10pul de la solucion de ligacion.
Dejar 20 minutos en hielo.

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

Inmediatamente, pasar el microtubo a hielo, durante 2 minutos.
Afadir 1000 pl de medio de cultivo LB liquido.
Incubar durante 30-40 minutos a 37°C con agitacion.

Sembrar 50 pl del cultivo liquido en placas de medio LB so6lido con Ampicilina, X-gal e
IPTG.

Incubar las placas en posicién invertida durante toda la noche en una estufa a 37°C.

Observacion de los resultados

Tras un periodo de incubacion de entre 16 y 24 horas, observaremos la placa resultante en la
cual podremos encontrar colonias de color blanco (con el plasmido recombinante).
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2.4. RECURSOS WEB

A través del link de YouTube se puede acceder al video-tutorial de la practica.

https://www.youtube.com/playlist?list=PLBa9sJUx0zXWnO2Wu4H6gmJrEOIFNCzal

2.5. CUESTIONES

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

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

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

4. ¢ En qué se parece/diferencia la técnica de PCR a la de clonacion?

5. ¢ Cudl de las dos técnicas se parece mas a lo que ocurre en la fase S del ciclo celular?

6. ¢Qué marcadores seleccionables hay en el vector p-GEM-T que son de utilidad para
discriminar entre colonias portadoras de plasmidos recombinantes de las portadoras de

plasmidos no recombinantes? ¢ Se te ocurren otros posibles marcadores?

7. Tras una eficiente transformacion ¢por qué se encuentran en la célula mas colonias azules
que blancas?
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3,- BASES DE DAT03 DE SECUENCIAS DE
ADN y PROTEINAS

3.1. OBJETIVO

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

3.2. FUNDAMENTO TEORICO

3.2.1. Lainformacién bioldgica

Como todas las ciencias, la Biologia no cesa de generar cantidades cada vez mas extensas
de informacion. A diario, los biblogos estdn constantemente haciendo descubrimientos y
produciendo datos (informacidén) 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 bidlogos necesitan
acceder continuamente a informacién y datos obtenidos previamente por otros
investigadores. Ademas de la bibliografia, los genetistas, por ejemplo, necesitan informacion
sobre metodologias, técnicas y reactivos utilizados habitualmente. Pero también necesitan
otro tipo de informacion sobre la especie objeto de su investigacién, como pueden ser
informacion sobre secuencias de genes (0 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 patron de expresion, efecto de silenciamiento (o
mutacion), etc.

La informacion 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.

3.2.1. Almacenamiento de la informacién biol6gica

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 transmisién oral de padres a hijos. Esta forma tradicional de
transmisiéon de la informacion tiene como desventajas la limitacion en la cantidad de
informacion que puede “almacenarse” y el riesgo (casi inevitable) de la deformacion de la
informacion. Almacenar la informacion de forma escrita ofrece una capacidad de almacenaje
de la informacion practicamente ilimitada y una fiabilidad absoluta. Antes de la existencia de
ordenadores, en ciencias, al igual que en otras disciplinas, la Unica forma de dar a conocer,
almacenar u obtener informacion de los experimentos ya realizados era mediante su
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publicacion en revistas cientificas. La informacién mas relevante publicada acababa formando
parte de libros cientificos y de texto. En esas condiciones, obtener bibliografia, conocer
métodos o informacion previa podia llegar a ser un obstaculo ya que uno debia tener acceso
fisico a la revista o revistas que contenian la informacion 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 donde estaba la
informacion 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 informacién 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 afios 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, blusqueda y obtencién 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 homologas, datos de expresion, de efecto, de mutacién, de funcién, etc. Ademas,
practicamente todas las revistas cientificas estan actualmente disponibles online (muchas
requieren suscripcién 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 organizacién 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 informacién sobre vias y redes génicas que
ofrecen informacién sobre las interacciones génicas. Esta, junto a informacién sobre la
expresion, funcién y evolucion 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 andlisis 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 informacién sobre su
localizaciébn 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 investigacion identifica una secuencia, o0 genoma, las sube a la base de datos vy,
subir secuencias a las bases de datos es un requisito para la publicacién 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 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/).
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Figura 1: Ejemplos de bases de datos de organismos especificos
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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,) 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/).
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Figura 2: Bases de datos generales mas relevantes

Ademas del personal investigador, las bases de datos también dependen de algoritmos
(programas informaticos) que permiten la automatizacion del proceso de obtencion,
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
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interés y su comparacion con otras (ejemplos de estos son los conocidos programas de
alineamiento y comparacion de secuencias Clustal y Blast).

3.2.3. Identificacion y formato de las secuencias de nucledtidos y aminoacidos en las
bases de datos

Para conseguir una secuencia desde una base de datos se puede recurrir a 4 tipos de
basquedas. La secuencia se puede encontrar utilizando el nhombre 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 nuimero de
acceso y un identificador Gnicos, 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 niumero 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 nUmero de acceso
X15332, o por el identificador COL3AL.

Dos formas mas indirectas de conseguir las secuencias son mediante busqueda Blast
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?CMD=Web&PAGE TYPE=BlastHome) con secuencias
homologas (secuencias del gen pertenecientes a organismos filogenéticamente cercanos), o
bien mediante navegacion en el cromosoma correspondiente utilizando navegadores
gendémicos como Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/fhgGateway) o Ensembl
(http://www.ensembl.org) en el 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 nucledtidos 189833342 y 189883227 en la banda 32 del brazo largo del
cromosoma 2 (chromosome: 2; Location: 2g32.2).

8 NCBI Resources (¥ How To (%) llopezatugr.es | Sign Out
Gene Gene + | collagen and human m

Save search  Limits  Adwanced Help
Display Settings: Summary, 20 per page, Sorted by Relevance Sendto: Filter your results:

Al (1548)

Results: 1 to 20 of 1546 Page|1 |of78 mexds | Lastes Curant Only 1334
[0 coLsat Genes Genomes (1314
1. Official Symbol: COLSAT and Name: collagen, type %, alpha 1 [Homo sapiens] SNF Geneview (185

Other Aliases: RP11-283F14.1

Other Designations: OTTHUMP0O000022513; alpha 1 type ¥ collagen; collagen alpha-1{+) chain
Chromosome: 8; Location: 9934.2-934.3 Manage Fiters
Annotation: Chromosome 8, NC_000009.11 (137533652, 137736689)

MIM: 120215

In Variation Viewer (194

I 1289 ¥ Top Organisms [Tree]
Homo sapiens (7471)
O HwcAZ Mus musculus (476)
2. Official Symbol: HMGAZ and Name: high mability group AT-hook 2 [Homo sapiens] Rattus norvegicus (244)
Other Aliases: BABL, HMGIG, HMGIC, LIPO, STATLS Caenorhabditis elegans (74)

Other Designations: High-mability graup pratein HWMGHC; OTTHUMPAD000228770; OTTHUMPON0O023877Z OTTHUM  Gallus gallus (12)

Chromosome: 17; Location: 12515 All other taxa (179)

Annotation: Chromosome 12, NC_000012.11 (66218240, 66360071) Mare...

MIM: 600698

10 8091

Order cDIA clone Find related data

Database: | Select v

[0 coLzrat
Official Symbol: COL27AT and Name: collagen, type XV, alpha 1 [Homo sapiens|
Other Aliases: BP11-8211 1 FLI11805 KIAAAT0 MGE11

w

Figura 3: Blsqueda 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 informacion y varias etiquetas identificadoras de la secuencia y de su procedencia) y
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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 sefialado por el simbolo “>”, y que suele ser el
nombre de la secuencia, su procedencia, humero de acceso a la base de datos, seguido por
un salto de linea y la secuencia de nucleétidos o0 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 Gltimo 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 v,
por lo tanto, el mas usado por los investigadores a la hora de manejar secuencias (alinearlas,
hacer arboles filogenéticos, hacer blsquedas 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 “>").

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
atcctggaccagctggccccccaggceccccccggeccccctggtacatctggtecatectggtteccctggate
tccaggataccaaggaccccctggtgaacctgggcaagctggtecttcaggcccteccaggacctectggtget
ataggtccatctggtcctgctggaaaagatggagaatcaggtagacccggacgacctggagaccgaggattgce
ctggacctccaggtatcaaaggtccagctgggatacctggattccctggtatgaaaggacacagaggcttcga
tggacgaaatggagaaaagggtgaaacaggtgctcectyg. . .ccctggtecttgectgtggtggtgttggagecce
ctgccattgctgggattggagctgaaaaagctggcggttttgecccttattatggagatgaaccaatg

Por su parte, tanto el formato EMBL como GeneBank son mas elaborados e incluyen més
identificadores e informacion 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 nimero de acceso (AC), fechas
de creacion y actualizacion (DT), descripciéon (DE), palabras clave (KW), organismo o especie
de origen (OS), clasificacion de la especie (OC), datos sobre la referencia bibliogréfica
(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 esta 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 posicion del dltimo 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 (nimero 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 anotacion del campo (de esta forma el formato GenBank es més
intuitivo que el EMBL). El comienzo de la secuencia estd 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
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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 estd marcado).

Ejemplo de formato EMBL (los puntos en negrita indican lo explicado anteriormente):

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)

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

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

ocC Homo.

XX

RN [11

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

ccC 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

e 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 cccccggecc ccctggtaca 120

tctggtcatc ctggttcccc tggatctcca ggataccaag gaccccctgg tgaacctggg 180

caagctggtc cttcaggccc tccaggacct cctggtgcta taggtccatc tggtcctgct 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 d
LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL
PUBMED
REMARK
COMMENT

FEATURES
source

gene

exon

CcDbs

sig_peptide

proprotein
mat_peptide

STS

exon

STS

STS

polyA_signal

polyA_signal

polyA_site
ORIGIN
1
61
121
181
241
5461
//

e formato GenBank (los puntos en negrita indican lo explicado anteriormente):
NM_000090 5490 bp mRNA linear PRI 29-JAN-2011

Homo sapiens collagen, type 111, alpha 1 (COL3A1l), mRNA.

NM_000090

NM_000090.3 G1:110224482

Homo sapiens (human)

Homo sapiens

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires;

Primates; Haplorrhini; Catarrhini; Hominidae; Homo.

1 (bases 1 to 5490)

Kronenberg D, Bruns BC, Moali C, Vadon-Le Goff S, Sterchi EE, Traupe H, Bohm M, Hulmes DJ, Stocker W, Becker-Pauly C

Processing of procollagen 111 by meprins: new players in extracellular matrix assembly?
J. Invest. Dermatol. 130 (12), 2727-2735 (2010)
20631730

GeneRIF: meprins could be important players in several remodeling processes involving collagen fiber deposition
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.
Location/Qualifiers
1..5490
/organism="Homo sapiens"

/mol_type=""mRNA™"

/db_xref="taxon:9606"

/chromosome="2"

/map="2q31"

1..5490

/gene="COL3A1"

/gene_synonym="EDS4A; FLJ34534"

/note="collagen, type IIl, alpha 1"

/db_xref="GenelD:1281"

/db_xre HGNC:2201""

/db_xre HPRD:00365"

/db_xref="MIM:120180"

1..196

/gene="COL3A1"

/gene_synonym="EDS4A; FLJ34534"

/inference="alignment:Splign"

/number=1

118..4518

/gene="COL3A1"

/gene_synonym="EDS4A; FLJ34534"

/note="Ehlers-Danlos syndrome type IV, autosomal dominant;

collagen, fetal; collagen alpha-1(111) chain; alphal (1Il)

collagen™

/codon_start=1

/product="collagen alpha-1(111) chain preproprotein’

/protein_id="NP_000081.1"

/db_xre G1:4502951"

/db_xre CCDS:CCDS2297.1"

/db_xref="GenelD:1281"

/db_xre HGNC:2201"

/db_xre HPRD:00365"

/db_xref="MIM:120180"

/translation= "MMSFVQKGSWLLLALLHPTIILAQQEAVEGGCSHLGQSYADRDVWKPEP
CQICVCDSGSVLCDD1 ICDDQELDCPNPEIPFGECCAVCPQPPTAPTRPPNGQKGDPGPPGIP
GRNGDPG IPGQPGSPGSPGPPG I CESCPTGPQNYSPQYDSYDVKSGVAVGGLAGYPGPAGPPG
PPGPPGTSGHPGSPGSPGYQGPPGEPGQAGPSGPPGPPGA IGPSGPAGKDGESGRPGRPGERG
LPGPPG IKGPAG IPGFPGMKGHRGFDGRNGEKGETGAPGLKGENGLPGENGAPGPMGPRGAPG
ERGRPGLPGAAGARGNDGARGSDGQPGP. . . . VRLPIVDIAPYDIGGPDQEFGVDVGPVCFL"
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(Il1l) 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 tgcttcatcc 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 esti un
visor que permite tener informacion sobre la secuencia que nos interesa teniendo en cuenta
su localizacién cromosémica. 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 navegacién 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 cromos6mico en la region) 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 (cromosomica) 32 del brazo largo de dicho cromosoma. Veremos que ademas de la
informacién sobre en qué cromosoma, brazo, y regibn 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 anotacién (informacion) 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).

Home Genomes Blat Tables Gene Sorter PCR DNA Convert Ensembl NCBI PDFIPS
UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly
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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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3.3. METODOLOGIA

3.3.1. Introduccioén a la Bioinformatica

Las técnicas de andlisis genético han sufrido una evolucién muy réapida en los ultimos afios,
habiendo pasado de ser manuales, lentas, costosas y producir relativamente poca
informacién, a ser automaticas, cada vez mas rapidas y baratas y producir cantidades
enormes de informacion. Con las tecnologias de secuenciacion masiva, por ejemplo, se
pueden obtener secuencias de genomas completos en poco tiempo. El almacenamiento,
tratamiento y analisis de toda esa informacion, requieren la utilizacion 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
utilizacion de esas herramientas para llevar a cabo los andlisis que, al final, derivan en
conocimiento bioldgico.

Las herramientas bioinformaticas pueden clasificarse como herramientas de almacenamiento
y recuperacion de la informacién (bases de datos) y programas de manipulacion y analisis de
dicha informacién. 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, metilacién, etc., y van a ser el objeto de trabajo de esta sesion
practica, mientras que algunas de las segundas (prediccibn computacional de genes,
alineamiento mdultiple y reconstrucciones filogenéticas, analisis computacional de expresion
génica diferencial) se trabajaran en las practicas siguientes.

3.3.2. Bases de datos de secuencias de ADN y proteinas

Las bases de datos son sistemas de almacenamiento estructurado de la informacion 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.

3.3.2.1. GenBank

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) es la base de datos de secuencias
genéticas de los National Institutes of Health (NIH) de Estados Unidos, una coleccidn anotada
de todas las secuencias de ADN disponibles publicamente (Nucleic Acids Research, 2008
Jan; 36 (Database issue): D25-30) (Figura 5). La base de datos esta alojada en los servidores
del Centro Nacional Para la Informacion Biotecnoldgica (The National Center for
Biotechnology Information) en Estados Unidos.

72 NCBI  Rescwrces = How To 59

GenBank Nuckeotide ¥  Soarch

OGenBank v | Submil v | Genomes + | WGS + | Metsgenomes « | TPA + | TSA + | INSDC + | Other +
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What is GenBank?

GanBiank s the NIH genstic sequence database. an annatated collection of all publicly avallable DAL sequances (!
rich, 201 Bank is pat of the |

o Eun

CBIL Thoso thres an

Access to GenBank

There are several wiys 1o search and retriev

ILAST searches

Figura 5: Pagina web de acceso a GenBank
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El menu desplegable permite escoger la base de datos a utilizar (Figura 6), junto con una caja
de texto seguida de un botén Search.
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Figura 6: Realizando una busqueda en GenBank

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 Search. Como
ejemplo, si quisiéramos buscar la secuencia del gen que codifica para el factor de
coagulacion VIII humano, escogeriamos la base de datos de nucleétidos y escribiriamos
Homo sapiens coagulation factor VIII gene en la caja de texto. El resultado de esa busqueda
se muestra en la Figura 7.
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] Homo sapiens coagulation tacter VIl gene 5 Nanking SEQUENCE 0f IM2En1
1,219 bp linear DA Befea 1
Accession AFIBISI4N OF 4321
Marage Fiters.
[] Home sapiens caagulation facter VIl Drocoaguiant companent (FA). IFANECOgl varant 1. mAhs v
"esrlr=-\l-'\ ) . Homi sapitn:
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Callfthris jacchus (1
B e et SR Callicoby (¢
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wasiore NN (ST Datahase | Salect v

Figura 7. Resultado de una busqueda en GenBank

Como se observa, en el momento en el momento en el que se realizd, se obtuvieron
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 Unica,
y enlaces a la secuencia en los formatos GenBank y FASTA, asi como a un navegador
gréfico de secuencias y un listado de secuencias relacionadas.

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

Limits ~ Advanced Help

Display Settings: (] GenBank Send: [+ N
Senc ) Change region shown -

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

GenBank: AFOE2514.1
FASTA  Graphics

Customize view =

Analyze this sequence

Fun BLAST
LOCUs AFDEE514 1319 hp DML linear PRI Z8-FEE-19939
DEFINITION Homo sapiens coagulation factor VIII gene, 5' flanking seguence of Pick Primers
Intzzhl. Find in this Seguence
ACCESSICN AF062514
VERSICON AF0D62514.1 GI:4321803
KEYWORDS - i
SOURCE Homo sapiens (huwan) Related information —
ORGANISM Homo sapiens Related Sequences
Eukaryota: Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; "
Map Viewer

Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini:
Catarrhini; Hominidae; Homo. PubMed
REFERENCE 1 f(bases 1 to 1319)

Taxanomy
AUTHORS Liu, Q. and Sommer,5.35.
TITLE Subcycling-PCR for multiplex long-distance amplification of regions
with high and low GC content: aspplication to the inversion hotspot
in the factor VIII gene Recent activity —
JOURNAL  BioTechniques 25 (6), 1022-1028 [1998) TunOff Clear

PUBMED 9563056

REFERENCE Z (bases 1 to 1319) Horno sapiens coagulation factor vill gene, 5'

AUTHORS  Liu,Q., Horzari,@. and Sommer,$.S. flanking sequence of Int22h1 Husleatide
TITLE Direct Submission CLhomosapwnscoagumﬁonmcmrvm(24m
JOURNAL Submitted (01-ML¥-1993) Molecular Genetics, City of Hope National N Nuclentide
Medical Center and Beckman Research Institute, 1500 East Duarte Rd, CLhnmnSapmnscnagumﬂnnmcerngne
Duarte, CAL 91010, USA RIS Hucleotide
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1319 Q, collagen and human (1548)
/organism="Homo sapiens™ Gene
/mol_type="genomic DHAT Q collagen (7219}
fdb xref="taxon:9606" Fene
/c:hr omosome="%" See more
/map="%q telomere"
gene <1l..»1319
Jfgene="coagulation factor VIII™
intron <1..»1319
fgene="coagulation factor VIII"
Anuniber=2z
wisc feature 1..131%2

fgene="coagulation factor VIIIT
/note="5' flanking sequence of IntZZhl after genomic
inwversion"”
/phenocype="zevere hemophilia A"
CORIGIN

-

coatacatta gtaaaatcay aatacatttyg satttaccaa grtaggaacas gagtattaag
61 tttactgooo atgoatcagy gosatghitag cbotcbtbghif Ltotatcata atatagactco
121 magggacctc amacatcttt acatccoaca agoacaatge ctgtccatta cactgatgac
151 attatgotygs CAggatctyy LARACacata aUaaataads CTETCLLHCT CULUAactiia
241 atgagaatgt aacctghgtt Loactghtta atataatgtt cactgbitagt Ctoasatact
301 ttttatgaty tttasasagt tttotcoctat coctatttta tttgoaatgy casctgaatt
361 ttatcamaty cttttcoage atcttbigaca Lggbcacabtt Lotctbbtgt ghtgtoasat
4Z1 CALACCLAAC ALTCAACAMT JULUCTUACSA JRASTLASCA ACCCACAYYY JANCRAngLy
481 agaagadgtt aagasgtass gyocttgatt tatagoatty goagatttoo ctgacataas
541 tactactocos atcatgoety gocccagdggs tggyaagags tgottactta casttggoto
601 tocacagacca ghgoaagage actactghge tocatttotg gogaasacttt cghbcagbcat
661 Atgtgrtay CLALLLRSSs CLLAGCLOYR COCRSLLLYE CRACALLLOR CLUATARLLT
TZl CcratatCtat AtLCALURat JRAECOUYTT CARYCCLLLLC ALagCLota CLTACCRYYT
781 tttggoatga gygttatatt asacttgass atasagtgygy ssagottoca tttttttoca
541 tgaagactat tgotctagasa tagottattt asatgtaggas tocagtattt aatgagagta
901 aatgaassay coatatgage catgtgottt atttagtgag agatactagy ctatattttco
261 CcRATCOLTAC ATYACLALLY CLALLCLOAC LLYLOLLOOC LCLOAgLLSSC gLOLOCRaSat
1021 grtgocacatta gagrocatata COCCLLOCLY COCCaCAacat CLatatoLgh atacacacat
1081 atgtctttte tootttbttc cottoctgtat casagagttgy caagtgttty totattotat
1141 taatttttoca sagaatcage toagttbtas accoasaacgt gyttttgaas gagotgbttc
1201 tagttcatcs atchbcbgbbc assschttas asattctabt Cboctbbobt tbtgotbbghbt
1261 toctacaatc Lggaggbgas Lgottagbttc acttattott caatctttgt attttamog
I

Figura 8: Registro de una secuencia de ADN almacenada en formato GenBank

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 informacién mas detallada acerca de la secuencia almacenada en ese
registro.
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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 clasificacion taxonémica.

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

Features Contienen la anotacion 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 coagulacion en humanos.

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

Se puede acceder a la secuencia en formato FASTA (picando en el enlace correspondiente
en la parte superior izquierda de la pagina) (Figura 9).

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

Customize view -

Int22h1
GenBank: AFOBZ674.1 . -
enmank Grantics Analyze this sequence

S Run BLAST
>gi|4321803 |gh| AF062514.1| Howmo Sapiens coagulation factor WIITI gene, S5'
flanking sequence of IntZZhl Pick Frimers
CCATACATTAGTALAATCAGAATACATTTGAATTTACCAAGTAGGARC AAGAGTATTAAGTTTACTGCCE Firiel in this Seguence
ATGCATCAGGGCAATGTTAGC TCTCTTGTTITCTATC ATAATATAGAC TCALGGGACCTC ARACATCTTT
ACATCCCACAAGCACRATGCC TGTCCATTACACTGATGACATTATGC TGACAGGATC TGS TAAACACATA
ACRAATAAGCCTGTCTTGCTC TTGACTTTARTGAGAATGTAACC TGTGTTTCACTGTTTAATATAATGTT
CACTGTTAGTTTCARATACTTTTTATGATGTTTARLLAGTTTTC TCCTATCCCTATTTTATTTGCRAATGE Related infermatien =
CARCTGAATTTTATCAAATGC TTTTCCAGCATCTTTGACATGGTCACATTTCTCTTTTGTGTTGTCARAT Related Sequences
TATACTTAACATTC AATAGTGTGCTGACAAGAAATTAACAACCCACAGGGGAGCAAAGTGAGAAGAGGTT Map Viewer

AAGAAGTARAGGCCTTGATTTATAGCATTGGC AGATTTCCCTGACATARATACTACTCCCATCATGCCTS
GCCCCAGGGATGGGAAGAGATGC TTACTTACAATTGGCTCTCAC AGACCAGTGCAAGAGC ACTACTGTGC Fubhied
TCCATTTC TGGGAALAC TTTCGTCAGTCATAG TGTGT TAGT TATTTARAACTTAGCTGGATC CAATTTGC
CAACATTTCATTTATAATTTC TATATCTATATTCATGAATGARATGGGTTTAGCTTTTTC AGTAGCTCTL
CTTACCAGGTTTTGGCATGAGGGTTATATTAALC TTGAALATAAAGTGGGARAGCTTCCATTTTTTTCCL
TGRAGAC TATTGC TCTAGAATAGCTTATTTAATGTAGGAATCCAGTATTTAATGAGAGTARATGARLLAG
CCATATGAGCCATGTGCTTTATTTAGTGAGAGATACTAGGC TATATTTTCCAATCGTTATATGATTATTSG Recent activity =
CTATTCTCATTTGTGTTGCCTTGAGTTAATGTC TGCALATGTGC ACATTAGAGTCATATATCCCTTCCTG
TGCCATACATCTATATC TGTATACACACATATGTCTTTTCTCCTTTTTTCCCTTCTGTATCARGAGTTGG

Taonorny

Turn OFf  Clear

CAAGTGTTTGTCTATTCTATTAATTTTTCARAGAATC AGCTCAGTTTTARACCCALACGTGGTTTTGRAL B ;‘”TU sapiens wagful\attgmaclur\fll\ gene, &
GAGCTGTTTCTAGTTCATCAATC TCTGTTCALRACTTTARLEATTC TATTTTCCTTTCTTTTGGTTTGTT anKing sequente orin Huslzotide
TCCTACALTCTGGAGGTGAATGC TTAGTTC ACTTATTCTTC AATCTTTGTATTTTALCG Q_ hamo sapiens coagulation factor Vil (246)

Mucleotide

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

La basqueda de una secuencia de aminoacidos se realiza en GenBank de forma anéloga,
escogiendo la base de datos de proteinas en el menu desplegable y tecleando la cadena de
basqueda 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 VIII de coagulacion en el hombre.
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V\lhomo sapiens coagulation factor VIl gene

Protein

‘Prmem

)

Limits  Advanced

Display Settings: (v) GenPept Sendto:

coagulation factor VIl [Homo sapiens]

GenBank: AACI2196.1
FASTA  Graphics

Goti: (V]
LOCTs LAC32196 76 am linear PRI 18-AUG-1398
DEFINITION coagulation factor VIII [Homo sapiens].
LCCESSION  AAC32196
VERSION LAC3Z196.1 GI:3421393
DESOURCE accession AF0S1784.1
KEYJORDS
SOURCE Homo sepiens (human
ORGANISN Homo sapiens

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalias: Eutheria: Euarchontoglires: Primates: Haplorrhini:
Catarrhini; Howinidae; Homo.

REFERENCE 1 (residues 1 to 76]

AUTHORS  Vidal,F., Farssac,E. and Gallards,D.
TITLE Homo sapiens factor VIII (FSc) gene, exon 17
JOURNAL  Unpublished
REFERENCE 2 (residues 1 to 76
AUTHORS  Vidal,F., Farssac,E. and Gallardo,D.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitved (31-JUL-15998) Unitat de Recerca, Centre de Transfusio i
Banc de Teixits, Pg Vall d'Hebron, 115-128, Barcelona 08035, Spain
COMNENT Method: conceptual translation.
FEATURES Location/Qualifiers

source 1..76
/organisw="Homo sapiens'™
/ob_xref="taxon:J606"
/ehromosowe=TET

Smap="EngzaT
Protein <1..»76

/product="coagulation factor VIII"
cD3 1..78
- Jgene="Fac"

feoded by="AFOS1764.1:420. . >246"
ORIGIN
1 ekdvhsglig pllvehtntl npahgrovty gefalfftif detkswyfte nmerncrape
61 nicmedptfk enyrfh
12

Change region shown -

Analyze this sequence
Run BLAST
Identify Conserved Domains

Find in this Sequence

Articles about the F8 gene
[Mutation screening of the F Wil genein 10
hem [Zhonghua YiXue Yi Chuan ¥ue Za Zhi. 2011]
Reversible activation of cellular factor X1 by
calcium. [J Biol Cherm. 2011]

Factor Vil A% domain substitution N19228 results
in hermaphilia A due to domain-speci [Blood. 2011]

Seeall
Pathways for the F8 gene =
Blood Clotting Cascade
Co and on
Complement and Coagulation Cascades
seeall...

Reference sequence information =
RefSeq genomic sequence

See the genomic reference sequence forthe F8
gene [(NG_011403.1)

RefSeq protein isoforms
See 2 reference sequence protein isofarms for the
FB gene

More about the F8 gene =
This gene encodes coagulation factar VIl which
participates in the intrinsic pathway of blood
coagulation; factor VIl is a cofactor forf...

Also Known As: RP11-115ME.7, AHF, D21 ..

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

3.3.2.2. 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 vy proteinas, de estructura, expresion, genomas completos, literatura cientifica, etc.
(Figura 11).

: European Bicinformatics Institute

EMBL-EBI :
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OIS G

Pogted: An 26 2017

Figura 11: Pagina de acceso a EMBL
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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.

i M356z25: SV 1: linear:; genomic DNA:; 3TD: HUM: 1493 BP.
AC HESE28;

oT 07-AUG-15992 (Rel. 33, Created
LT 19-0CT-20058 (Rel. 97, Last updated, Version &)

HE

DE Homo sapiens coagulation factor WIII (FSC) gene, exon 1.

HE

Kir coagulation factor; factor VIIT.
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[o5) Homo sapiens [hwoan)

oc Eukaryota: Metazoa: Chordata:; Craniata; Vertebrata: Euteleostomi: MNawmaliar
[e]) Eutheria; Euasrchontoglires; Primates; Haplorrhini; Catarrhini; Hominidae;
oc Homo .

p4:4

o [11

RFP 1-1493

RX  DOI; 10.1093/hmg/1.3.199.
RXZ PUEMED; 1303178.

R Gitschier J., Wood W.I.:

RT fSequence of the exoh-containing regions of the human factor VIII gene™:
RL Hum. Mol. Genet. 1(3):199-200{1992).
pe4

DR EPD; EP14077; HI_FS.
IR Ensenbl-Gn; ENSGOO0D0155010; Homo_sapiens.
DR Ensenb l-Tr; ENSTOOOD0360256; Howmo_sapiens.

pe4

FH Eevw Location/Qualifiers

FH

FT source 1..1493

FT Jorganism="Homo sapiens"

FT Amap="Hqzg"

FT /molftype="genamlc DHA™

FT fdb xref="taxon:9606"

FT exXon i00e

FT fgene

FT Snurber

FT Snote="G00-119-124"

FT Jexperimenc="experimental evidence, no additional decails
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pe:4

j=1s] ZJegquence 1493 EP; 4539 A; Z65 C; 379 G; 410 T; 0 other:
gayctoacca COUCCACAtt CLUALOLAans Jagatatatc CLatacctyd Jocaantyta 60
aacagootgy ssaagtgtta gottasaasac asaacaaaat asaatasatga ataaatgocoa 120
gotygttaty agtgotatty agaaacaatgs agocaagagy gatatcagty atgoagotogy 180
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gattggagot gaaatgtges gyaghtghbgy gagtggaact acgtgggass totggygoas 300
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attttaggga agagtaagga gaccagtata accagagtga gatgagacta cagaggtoag 420
gagasagggc atgoagacca totgggatge totaggacct aggocatggb asagatgtag 430
ggttttacce tgatggaggt cagaagocat tggaggattc tgagasgagy agtgacagos 540
ctogotLtal agttttaaat Cataactats aatbtabagtt Lttaasacas tagtbgoota &0
acctoatghbt atatgtassa ctacaghtbbt asasactata asttocctoat actggoagos G660
gtytgagygy CRagggoasa agoagagaga ctaacagytt gotggttact cttgotagty 720
caagtgaatt ctagaatctt cgacaacabtc cagaacttct chtgotbgotg coactoagos 780
agaguottyy agtaggotag gaataggage acaaattasas gotccbgttc actttgactt 540
ctoocatcoct ctoctcctbt cottasaggt totgattasa goagacttat goccoctactg [00
CLotoagasy CORACLOUYCT ASULUCAPCR QUCTCCCTLT LHCLACLLOS JULCLOooty 260
tggotgotto ccactgataa asaaggaagoa atcctatcgy ttactgotta gtgotogagos 10z0
AtoCadLygyy CRaAYLLOCT CRaSatgote COCRasgass LLOYYRcCLLT CoSTLRSAatc 1080
agasaatttta ctttbtteocco ctoctgyyay ctaaagatat tttagagaay aattascott 1140
CLYCLLOCOC agLLORAcAt CLOLagoast aadLoatgos Satagagotc ToCacotogon 1zo0
Lotttoctgbg cocttbtgoga ttoctgottba ghgocaccay aagatactac ctoggtgoag 1ze0
CLOYRactUgLe atgygactat aAtgossadtd AtCLoggiygs JotgoCLOty gacdoRsdor 1320
saaggoatgt coctgbagggt ctgatcggyy coaggattgt gogygatgtas gtotgottog 1380
agyaaddtyc agacatodyy CTLagyatggt COtgatgota CoOtgUUocos aasdgamacat 1440
ctotgggtas ggtgbgoaca catctghbght attagoagas abtgotaactg ooc 1493

Iy

Figura 12: Secuencia de ADN en formato EMBL

3.3.2.3. 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.

Search Elast Align Retrieve 10 WMapping

Search in Qu
Protein Knowledgebase (UniProtkB) v [ Search ] [ Advanced Search » ][ Clear ]

Figura 13: Pagina de acceso a UniProt
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3.3.2.4. 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 Services | Research  Training  Aboutus
A ENA p—
Euman Nucleotide Archive Examples: ENIOEAEE PEine ;\;:rei

Home | Search & Browse : Submit & Update ; About ENA ; Support

Genomes Pages - At the EBI

= Complets genomes

Access to Completed Genomes

The first completed genomes fram viruses, phages and organelles were deposited into the EMBL Database in the early 1980's, Since then, molecular bislogy's shift to
obtain the comp
genome sequences being added to the database. including Archaea, Bacteria and Eukaryota, These web pages give access to a large number of complete genomes,
help is available to describe the layout.

sequences of as many genomes as possible combined with major developments in sequencing technology resulted in hundrads of completa

Whole Genome Shotgun Sequences (WGS)

n data are used to gain 2 large ameunt of geneme coverage for an organism. WES data for a grewing number of erganisms are

Date Accession Description

£PO11047.1 Cronobactsr szkazakii strain ATCC 29544

Pitta nympha

Erodium chrysanthum chloroplast

Staphylococcus phage SAS7

Figura 14: Pagina de acceso a Genomes Pages

3.3.2.5. 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.

3.3.3. Rastreo de bases de datos

Ademas de buscar secuencias de ADN o proteinas por su hombre, 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 I1AGLVLFGA VIAGAVVAAV RWRRKSSDRK GGSYSQAASS DSAQGSDVSL
TACKV

Figura 15: Secuencia de una proteina anénima
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Uno de los algoritmos de rastreo de bases de datos méas conocido es BLAST, implementado
por los programas BLASTn (ADN) y BLASTp (proteinas) (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

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

Standard Protein BLAST

ILATTE prigrims ssarch protein datsheses 53isg 8 proteis Sy, ot Ersripios Dectews

O, phoad file [rr—
Job Title

sshaccionado G

ABGN WD OF IVOTE SEQEINCES. &
Ghoosa Search Set
Datsbase

Crganism
Cption Exclade

Exclude Modsls (XMO(F) ) Unculursdismvieonmental samgle sequences

Entrez Quary Vool Ciaaa cuslios databian

Program Selection

Algorithm

inced Loskep Time Accalirated BLAST)

it profein saquences {nr] esieg Blastp (protein-proteds BLAST)

[\ lgotishes paramainry

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 comprobarse en
todos ellos, la proteina problema era el antigeno de histocompatibilidad humano de clase |I.
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(= Graphic Summary
(=) Show Conssrved Domains

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

1 50 o0 150 200 250 J00 350 i)
Query seq.
heterodiner interface 1j T
HHC binding dommin interface | i Y

Specific hits
Superfanilies MHC_I superfamily Ig superfamily

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
W <40 W 40-50 W s0-80 Il 80-200 W ==200

| I | Quen I I |
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 nimero de acceso es también un enlace al registro que almacena la secuencia
en cada caso. La segunda columna contiene la descripcion 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 an6nima problema y 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.

© Descriptions

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i Alignments o

Max | Total Query E

ldent  Accession
score score cover value

Description

757 757 100% 00 100% P30375.1
745 745 100% 00 99% ARDOG0I51
729 729 100% 00 96% P30376.1
729 729 100% 0.0 96% CAA438741
726 726 100% 00 96% P303771

MHC class | antigen [Homo sapiens] 723 723 100% 0.0 96% ASHITG7S1

HLA ciass | A locus antigen A*G8new [Homo sapiens] 723 723 100% 0.0 96% AAB412921
human leucocyte antigen A [Homo sapiens] 723 723 100% 0.0 96% CAA11708.1
MHC class | antigen [Homo sapiens] 722 722 100% 0.0 96% AQNGET173.1
MHC class | antigen [Homo sapiens] 722 722 100% 0.0 95% AHA11844.1

BALIA Al | b TE i mmmi T T4 T4 nnas nn AC0s Al occonae 4

Figura 18: Resultado detallado de un rastreo con BLASTp
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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 las
secuencias completas y, entre ambas, la secuencia consenso. Es facil observar las
coincidencias y diferencias entre las secuencias alineadas.

= Alignments

Bl Download ~ GenPept Graphics

RecName: Full=Class | histocompatibility antigen, Gogo-A*0101 alpha chain; Flags: Precursar
Sequence ID: P30375.1 Length: 365 Number of Matches: 1

pSee 3 more title(s)

Range 1: 1 to 265 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Paositives Gaps
757 bits({1954) 0.0 Compositional matrix adjust. 365/365(100%) 3565/365(100%:) 0/355(0%)

Query 1 MAVMAPRTLVLLLSGALALTOTHAGSHSMRYFSTSYSRPGRGEPRFIAVEYVDDTQFVRF 64
MAVMAPRTLVLLLSGALALTOTHAGSHSMRYFSTSYSRPGRGEPRFIAVEYVIDTQFVRF
Sbjct 1 MAVMAPRTLVLLLSGALALTQTHAGSHSMRYFSTSVSRPGRGEPRFIAVEYVDDTQFVRF 6@

Query 61  DSDAASQRMEPRAPWIEQEGPEYWDRNTRMWVKAHSQTDRVDLGTLRGYYNQSEDGSHTIQ 128
DSDAASQRMEPRAPWIEQEGPEYWDRNT RNVEAHSOTDRVDLGTLRGYYNOQSEDGSHTIO
Sbjct 61 DSDAASQRMEPRAPWIEQEGPEYWDRNTRMVEAHSQTDRVDLGTLRGYYNOQSEDGSHTIO 12@

Query 121 RMYGCDVMGSDGRFLRGY(QQDAYDGKDYIALWEDLRSWTAADMAAEITKRKWEASHFAEQL 18@
RMYGCDVGSDGRFLRGYQODAYDGKDY TALNEDLRSHT AADMAAE I TKRKWEASHFAEQL
sbjct 121 RMYGCDVGSDGRFLRGYQQDAYDGKDYIALNEDLRSHTAADMAAEITKRKWEAAHFAEQL 130

Query 181 RAYLEGTCWEWLRRHLEMGKETLOQRTDAPKTHMTHHAVSDHEAILRCWALSFYPAEITLT 248
RAYLEGTCVEWLRRHLENGKETLQRTDAPKTHMTHHAVSDHEAILRCWALSFYPAEITLT
sbjct 181 RAYLEGTCVEWLRRHLENGKETLQRTDAPKTHMTHHAVSDHEAILRCWALSFYPAEITLT 24@

Query 241 WORDGEDQTQDTELVETRPAGDGTFOKWAAVWPSGQEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWER 388
WQRDGEDQTQDTELVETRPAGDGT FOKWAAVVYPSGQEQRYTCHVOHEGLPEPLTLRWEP
sbjct 241  WORDGEDQTQDTELVETRPAGDGTFQKWAAVWVYPSGQEQRYTCHVQHEGLPEPLTLRWER 300

Query 381 SSOPTIPIVGITAGLYLFGAVIAGAVVAAVRWRRKSSDREGGSYSQAASSDSAQGSDVSL 368
SSOPTIPIVGITAGLYLFOAVIAGAVVAAVRWRRKSSDRKGGSY SQAASSDSAQGSDVSL
sbjct 381 SSOPTIPIVGIIAGLVLFGAVIAGAVVAAVRIRRKSSDRKGGSYSQAASSDSAQGSDVSL 360

Query 361 TACKY 355
TACKY
Shict 361 TACKY 365

Figura 19: Alineamiento en un rastreo con BLASTp

BLAT

Este programa funciona similar al BLAST (de hecho significa Blast Like Alignment Tool) y
sirve para encontrar una secuencia de entrada dentro de un genoma. BLAT reporta todas las
posiciones (cromosoma, inicio y final) del genoma donde el alineamiento de la secuencia de
entrada da una puntuacion (score) y similitud por encima de los umbrales minimos. La salida
del BLAT y su interpretacién se explica en la siguiente figura:
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Coordenada de inicio y final del Region en el genoma (donde se ha
alineamientoy longitud de la producido el alineamiento)
secuencia de entrada cromosoma, hebra, inicio, final

Longitud de la region

en el cromosoma

Genome Browser tuacion Similitud de secuencia

BLAT Search Results

CTIONS QUERY SCORE START E QSIZE ID:

| browser |details panTro4_refGene_WM_001252546 [ 547 | [(1 551 551 [99.9%) [ 1 + 154947147 154951489 (4343 |
browser details panTrod refGene NM_001252546 513 13 S50 551 97.6% 14 + 96689382 96689920 539
browser details panTrod_refGene NM_001252546 503 1 551 551 95.3% 11 + B2920366 82920915 550
browser details panTrod_refGene NM_001252546 502 32 551 551 98.3% 8 - 81556932 81557451 520
browser details panTrod4 refGene NM 001252546 502 14 551 551 96.3% X + 30635509 30636045 537
browser details panTro4_refGene_NM_001252546 470 76 551 551 99.4% 5 - 61807834 61808309 476
browser details panTrod refGene NM 001252546 468 76 S51 551 99.2% 10 + 29986864 29987339 476
browser details panTrod_refGene NM_001252546 388 13 551 551 91.3% 5 + 143818706 143819276 571
browser details panTrod_refGene NM 001252546 93 14 130 551 89.8% 19 - 9115818 9115934 117
browser details panTrod_refGene NM 001252546 26 492 534 551 71.5% 2 + 7182785 7182816 32
browser details panTrod_refGene NM 001252546 24 452 480 S51 76.0% 4 - 24220330 24220354 25
browser details panTrod_refGene NM_001252546 24 292 316 551 100.0% 1 - 62669892 62669936 4as
browser details panTrod refGene NM 001252546 23 485 S07 551 100.0% 11 + 907550 907572 23
browser details panTrod_refGene NM_001252546 20 396 415 551 100.0% 3 - 155686371 155686390 20

Figura 20: Rastreo de una secuencia en un genoma con BLAT
3.3.4. Navegadores genomicos

Un navegador gendémico (genome browser) es una representacién grafica de un genoma,
como puede deducirse de lo comentado anteriormente. Existen navegadores gendmicos
diferentes, pero todos ellos permiten visualizar las anotaciones y otras caracteristicas
genomicas. En general, los navegadores genomicos 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
comparacion entre especies, etc.

Algunos de los navegadores gendémicos mas utilizados son:

Apollo Genome Annotation Curation Tool (http://apollo.berkeleybop.org/current/index.html)
Este navegador gendémico ofrece muchas posibilidades, incluyendo la capacidad de realizar
anotaciones. Est4 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)
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.
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3.4. EJERCICIOS Y CUESTIONES

A continuacion, se plantean ejemplos y ejercicios basados en los algoritmos BLAST y BLAT:

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

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

Localizar una secuencia concreta en el genoma humano y resumir la informacion que
se extraiga del andlisis.

BLAST:

Ejemplo: Secuencia de la proteina de Dicer(isoforma 2)

Ir a la pagina de BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Antes de empezar el analisis:

PopPE

¢, De qué tipo de secuencia se trata?

¢ Qué ‘tipo’ de BLAST tenemos que usar?

¢, Qué diferencias hay entre BLASTn y BLASTp?
¢, Qué base de datos usaremos?

Elegir el programa de BLAST a utilizar (BLASTn o BLASTp), pegar la secuencia de Dicer
(isoforma2) en la caja de texto y rastrear las bases de datos haciendo click en BLAST al
fondo de la pagina a la izquierda (ver captura de pantalla en la pagina 57 de este guién). Las
siguientes imagenes corresponden a capturas de pantalla de los resultados:

= Graphic Summary
(=)Show Conserved Domains

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

1 250 500 750 1000 1250 1500 1750 1520

fuery seq. Trbp binding interface )

Specific hits

Superfanilies [ helicase_insert_dommin superfamily |

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
W=40 W40-50 50-80 W 20-200 W-=200
| | | Qe | |
1 350 700 1050 1400 1750
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EDescriptions
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i Alignments o
Description EEI;:(E ;D;?; ?:f; \.fallfue ldent Accession
endoribonuclease Dicer isoform 2 [Homo sapiens 38068 3808 100% 0.0 100% NP 0011825021
PREDICTED: endoribonuclease Dicer isoform X3 [Pan paniscus] 3805 3805 100% 0.0 99% XP 0089565201
PREDICTED: endoribonuclease Dicer isoform X3 [Pan troglodytes] 3804 3804 100% 0.0 99% XP 0167221741
endoribonuclease Dicer isoform 1 [Homo sapiens 3725 3725 97% 0.0 100% NP 085124.2
PREDICTED: endoribonuclease Dicer isoform X1 [Gorilla gorilla gorilla] 3722 3722 97% 0.0 99% XP 0040556961
PREDICTED: endoribonuclease Dicer isoform X1 [Pan paniscus] 3721 3721 97% 0.0 99% XP 0039565141
PREDICTED: endoribonuclease Dicer izoform X1 [Pan troglodytes] 3720 3720 97% 0.0 99% XP 001154369.1
Dicer1, Der-1 homolog (Drosophila), isoform CRA a [Homo sapiens] 3716 3716 97% 0.0 §9% EAWS1595.1
PREDICTED: endoribonuclease Dicer [Pongo abelii] 3716 3716 97% 0.0 99% XP 009247731.1
3715 3715 97% 0.0 99% XP 0032609831
3714 3714 97% 0.0 99% XP 012353650.1
3703 3703 97% 0.0 100% CAB38857.2
endoribonuclease Dicer [Aotus nancymaae] 3702 3702 97% 0.0 99% XP 012313714.1
PREDICTED: endoribonuclease Dicer isoform X1 [Cercocebus atys 3701 3701 97% 0.0 99% XP 0119392301

El analisis de los datos que arroja BLAST se puede resumir en los siguientes puntos:

e Cada linea representa el alineamiento frente una secuencia en la base de datos (que
supera ciertos umbrales)

e La primera linea representa el alineamiento de la secuencia de entrada frente a la
misma secuencia en la base de datos (Query Cover=100% e ldent=100%) y la
longitud de NP_001182502 es idéntica a la longitud del alineamiento.

e Observamos alineamientos con un valor de Ident alto frente a secuencias de otras
especies (corresponden a secuencias homadlogas presentes en otras especies).

e Observamos en la cuarta linea un alineamiento frente a una secuencia en Homo
sapiens con Ident = 100% y Query Cover = 97%: este alineamiento corresponde a otra
isoforma, y por eso no toda la secuencia de entrada ha sido alineada (solo el 97%)

e Si cligueamos en el accession number de las secuencias (Ultima columna en
Descriptions), nos lleva a la pagina del NCBI en la que podemos consultar la
informacién acerca de las secuencias con las que la secuencia analizada presenta
identidad. Ver la pagina de NCBI gene para obtener informacion acerca de este gen:
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=NP_001182502)

Ejercicio: Identificacién de secuencia por comparacion

De un paciente con sintomas de gripe se ha realizado un test molecular (PCR). El tamafio del
producto amplificado no era el esperado, por lo que se ha llevado a cabo la secuenciacion del
fragmento de ADN amplificado.
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a) De qué organismo proviene esta secuencia?

b) ¢La secuencia obtenida del paciente esta contenida en la base de datos?

c) El alineamiento, ¢.es una propiedad que tienen dos secuencias?

d) ¢Qué es la similitud entre dos secuencias?

e) ¢La similitud entre dos secuencias es lo mismo que la homologia entre dos
secuencias?

f) ¢Qué es el score del alineamiento?

0) ¢Qué significado tiene el valor e que reporta BLAST?

h) ¢ Por qué observamos frecuentemente mas de un resultado en una busqueda con
BLAST?

BLAT:
Ejemplo: Localizacion de una secuencia Alu activa en el genoma humano

Los retrotransposones Alu representan el elemento transponible mas frecuente del genoma
humano (y de la mayoria de los primates). Hay mas de 1,1 millones de copias en el genoma
humano, lo que supone el 11% de todo el genoma .Aunque la mayor tasa de amplificacion la
tuvieron hace mas de 30 millones de afios, todavia hay Alus activas en el genoma humano
gue producen polimorfismos de insercion (relacionados en algunos casos con determinadas
enfermedades).

Ir a la pagina de BLAT (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat).

) Genomes Genome Browser Tools Mirrors Downloads My Data Help About Us

Human BLAT Search

BLAT Search Genome

Genome: Assembly: Query type: Sort output:  Output type:
Human ¥ || Feb. 2009 (GRCh37/hg19) v || BLAT's guess ¥ ||guery,score ¥ | hyperlink v
I
submit || I'm feeling lucky || clear

Paste in a query sequence to find its location in the the genome. Multiple sequences may be
searched if separated by lines starting with "=" followed by the sequence name.

File Upload: Rather than pasting a sequence, you can choose to upload a text file containing the
sequence.
Upload sequence: | Seleccionar archivo |Ningtn archivo seleccionado | submit file

Only DNA sequences of 25,000 or fewer bases and protein or translated sequence of 10000 or
fewer letters will be processed. Up to 25 sequences can be submitted at the same time. The total
limit for multiple sequence submissions is 50,000 bases or 25,000 letters.

For locating PCR primers, use In-Silico PCR for best results instead of BLAT.
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Usaremos el programa BLAT para localizar las posiciones de insercion de esta Alu activa en
el ensamblado hg19 (Homo sapiens). Para ello, pegar la secuencia de la Alu en la caja de
texto y rastrear el genoma haciendo click en Submit debajo de la caja con la secuencia. La
siguiente imagen corresponde a la captura de pantalla de los resultados:

BLAT Search Results

ACTIONS QUERY SCORE START END QSIZE IDENTITY CHRO STRAND START END SPAN
browser detail=s YourSeq 281 1 281 281 100.0% & + 36469922 36470202 281
browser detail=s YourSeq 2799 1 281 281 99.7% 8 - 92152900 92153180 281
browser details YourSeq 279 i 281 281 99.7% & - 50452515 S0452795 281
browser detail=s YourSeqg 277 1 281 281 99.3% X - 63618385 63616665 281
browser detajils YourSeg 277 1 281 281 99.3% =1 - 52648125 52648405 281
browser details YourSeqg 277 1 281 281 99.3% 7 - 102476075 102476355 281
browser decails YourSeg 277 1 281 281 99.3% r - 101334235 101334515 281
browser decails YourSeg 277 1 281 281 99.3% & 89424180 ©94Z4460 281
browser decails YourSeqg 277 1 281 281 99.3% & - 51517395 51517675 281
browser decails YourSeg 2797 1 281 281 99.3% & - 20936500 2093670 281
browser details YourSeq 277 1 281 281 99.3% 5 - 143922850 143923130 281
browser details YourSeg 277 1 281 281 99.3% 5 - 121963515 121963795 281
browser details YourSeqg 277 1 281 281 99.3% 5 = S1l333085 B1333365 281
browser details YourSeq 277 1 281 281 99.3% 5 = 33200890 33201170 281
browser details YourSeq 277 1 281 281 99,.3% 5 21338265 21338545 281
browser details YourSegq 277 1 281 281 99.3% 4 - 186198905 186199185 281
browser detail=s YourSeq 277 1 281 281 99.3% & = 166172780 166173060 281
browser detail=s YourSeq 2797 1 281 281 99.3% E = 133908565 133908845 281
browser details YourSeq 277 1 281 281 99.3% 4 - 95495000 S54959280 281
browser detail=s YourSeqg 277 1 281 281 99.3% 4 - GE9BE6125 G8566405 281
browser details YourSeg 2797 1 281 281 99.3% 3 = 101653670 101653950 281
browser decails YourSeg 2797 1 281 281 99.3% 3 - 477458135 47458415 281
browser decails YourSeg 277 1 281 281 99.3% 3 - 43031140 43031420 281
browser decails YourSeg 277 1 281 281 99.3% 3 - 26712525 26712805 281

El andlisis de los datos que arroja BLAST se puede resumir en los siguientes puntos:

e Cada linea corresponde a una posicién en el genoma donde la secuencia Alu ha
alineado con mayor similitud de secuencia que un valor umbral determinado.

e A pesar de alinear en diferentes loci, la secuencia Alu activa se encuentra en un solo
locus (s6lo la primera linea representa un alineamiento en el que la secuencia Alu
completa, 281pb, muestra una similitud del 100% con la secuencia presente en esa
posicién o locus).

e El resto de posiciones en las que la secuencia Alu ha alineado corresponden a
secuencias Alu que con el paso de generaciones han ido acumulando mutaciones y
se diferencian por ello a nivel de secuencia.

Ejercicio: Polimorfismo de insercion por secuencia Alu

El locus entre las coordenadas 27144072-27144384 en el cromosoma 12 (chrl2)
corresponde a una AluYb9. La insercién de este elemento Alu es polimérfica en la poblacion
humana (polimorfismo de insercién).

Para detectar si un determinado individuo tiene la insercion de esta Alu, se puede amplificar
la region mediante PCR. Tenemos las secuencias de dos cebadores o primers candidatos:

5'primer: GCAGACAGTACCCACTTATTTTTGT
3'primer: GAAGAAACAAATGCTTTATAGAACCA
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a) ¢Son adecuados estos dos cebadores para amplificar una region que contenga dicha
AluYb9?

b) En caso negativo ¢ qué pareja de primers podriamos utilizar?

c) ¢Qué longitud tendra el producto de la PCR amplificado por la pareja de cebadores
apropiada?

d) ¢Cual sera el tamafio de los productos amplificados a partir del ADN de un individuo
heterocigoto para la insercion de la Alu?

e) Dibuja un esquema en el que representes los productos obtenidos por PCR para los
genotipos posibles en relacién a este polimorfismo de insercion.

f)  ¢A qué preguntas biol6gicas se pueden responder mediante BLAST y BLAT?

Notas
- Las secuencias de los cebadores deben pegarse en la caja de texto de BLAT en formato FASTA:

>5'primer
GCAGACAGTACCCACTTATTTTTGT
>3'primer:
GAAGAAACAAATGCTTTATAGAACCA

- Programas auxiliares: EMBOSS revseq
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4.~ PREDICCION COMPUTACIONAL DE GENES

4.1. OBJETIVO

En la actualidad la cantidad de informacién genética estd aumentando enormemente debido
principalmente a que muchos proyectos de secuenciacion 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 localizacion
exacta de exones e intrones (en eucariotas). El objetivo de esta préactica es la aproximacion al
conocimiento y manejo de este tipo de programas.

4.2. FUNDAMENTO TEORICO

4.2.1. Recursos en laweb

La mayoria de los programas de ordenador utilizados en bioinformatica 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 usuario y devuelven los resultados
proporcionados por el programa a través de la propia web o mediante correo electrénico.

Puede consultarse una lista de software con enlaces a las péginas 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 aplicacibn GeneMark para prediccion 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.

4.3. METODOLOGIA

4.3.1. Busqueday andlisis de una secuencia (A)

En primer lugar obtendremos una secuencia de ADN sobre la que podamos usar programas
de prediccién computacional de genes. La secuencia elegida es un fragmento del cromosoma
Y humano, comprendido entre los nucleétidos 2.784.990 y 2.789.726. (ensamblado
GRCh38/hg19). Obtendremos esta secuencia en la base de datos Ensembl.

Ensembl es una base de dados donde se recogen los genomas de multitud de organismos
gque se anotan mediante una serie de programas que localizan en las secuencias distintos
tipos de caracteristicas y, entre ellas, la localizacién de genes, exones e intrones. La base de
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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 nucleétidos inicial y final de la
siguiente forma:

Y:2784990-2789726

Tal y como se ve en la siguiente figura:

Search: | Hyman ¥ | for Y.2784990-2789726

e.q. BRCAZ or rat 5:62797383-63627669 or rs699 or coronary heart disease

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

£+ Configure this page
19 Custom tracks

{ i Export data
=5 Share this page
Fr Bookmark this page

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
boton “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.

4.3.2. Prediccion 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 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:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
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pegando la secuencia en el recuadro de texto:

2 NCBI Resourc

How To [+

ORFfinder | PubMed v

Open Reading Frame Finder

ORF finder searches for open reading frames (ORFs) in the DNA sequence you enter. The program returns the range of
each ORF, along with its protein translation. Use ORF finder to search newly sequenced DNA for potential protein
encoding segments, verify predicted protein using newly developed SMART BLAST or regular BLASTP.

Sign in fo NCBI

.
This web version of the ORF finder is limited to the subrange of the query sequence up to 50 kb long. Stand-alone 0 R F f ]_ n d e t

version, which doesn't have guery seguence length limitation, is available for Linux x64.

Examples (click to set values, then click Submit button)

NC_0115604 Salmonella enierica plasmid pWES-1; genetic code: 11; 'ATG' and altemative initiation codons;
minimal ORF length: 300 nt
NM_000059; genetic code: 1; start codon: "ATG only’; minimal ORF length: 150 nt

— Enter Query Sequence

& Enter ion number, gi, or i in FASTA format:
GAATGTATTGTATGCTTGAAAATTGCTAAGAGAAT ACAATTTAAATGTTCCCAGTGCAAA -
AGGAAAGGGAAGTATATGAGGTAGTAGATACATTAGCTTGATTTAGTCTTTCCAARATGT
ATACATGCATGATGTCATAATTTTTAATAATCTGAAAACCACCAAMATGTATTAAGCAMA
AGAAGCTCCACATAATATTTTGTATT TATATTTATTCACATTATTAAGGARAAATGGTAT
TCAGTGATACTTGTTCARACTTGATAAGGAAGACTATTCACGACCAACAGCACAGCAATG
AGGTCTTECACTGEEGGACAGATTGECCTTAGCTCCACATACACAGCTEGETAGGTGECE
ATTTATAGCCAAGEAGCAGGEGAGTAGGATCAATGOATEGACAATCACTAAGAGAAGACAT
CATAGATAAGGAGEATTCTTGCTRAAGACAGGCTAGGCTGATCAGACATCACCTAGAGES

TGGTGEAGGATGAGARACCTGATCAGATATTGAGGGTGATCGATCARGTGTTGAGTGTGA o
4 i
Y From: | | To: [

— Choose Search Parameters

& Minimal ORF length (nt): (75 ¥ |

& Genetic code: [1. Standard v

& ORF start codon to use:

 "ATG" only
"ATG" and alternative initiation codons
Any sense codon

T

& Ignore nested ORFs:

— Start Search/ Clear

Tras pulsar sobre el botén “Submit” el programa buscara las ORF y mostrara el resultado

como se observa a continuacion:

Sign in to NCBI
ORFfinder | PubMed v Jf searcn |
Open Reading Frame Viewer @
Sequence
ORFs found: 30 Genetic code: 1 Start codon: 'ATG' only
21~ | Findi vieiah @ RToclsw I [pTads & 7~
1 |208  |4e@ oo 200 LK L2090 1408|1600 (1600 200 (2400 [2600 [2800 [k B2e0 340|308 [3800 |4k |4.200  |4400 4737
ORFfinder 12.15.1 W x
T R B oRe29 B ORFL7 oRFz: TN ORFZE  ORF4 B oRFz7  ORFL2 I T CRF20
ORFIS R ORFI2 ORFS RN oRF2 KR okF24 EREN FIE 3 oRF22 ORFE BN N ORFid4 U ORF2S [ ORF2E
orFe BEE [ ORF! B oRF21 W oRFL3
ORF3 oRFe EEE oRF7 ECH
1 |228 |40 ean ELC) 1K 1208 1403|1698 [18AB |2 K |2z88  |z4em  [pese  [zsma [k p2ee  |seea (3608|3888 |4k |4208  |s400 4731

1: 1.4.7K {4.7Kbp) g

ORF28 (204 aa) Display ORF as...

Mark subset..  Marked: 0 | Download marked set | as|Protein FASTA ¥ |

iéséégzr.i:vruswvspwqmIPALRRsssFLcrzs:NsvacETﬁE Label lSrandes | c B IS S cao it faa)

ETEAKPTFOEAQK LO KREF EIIK YAPRREAKHL PHCSLL PADPR ORF28 - 3 2614 2000 6151204 -

SVLCEEVOL DNRL YADIC TKATHERAEHGL GHL PRTHAASSPOGROR Yer
ORF20 - 2 4466 4254 213|170
ORF10 + 3 2088 2237 180159
ORF29 - 3 1000 845 16554
ORF27 - 3 aris 3617 16253
ORF26 - 3 4195 4034 162153
ORF30 - 3 193 4 153150

J L ORF18 - 1 423 274 150 49
ORF9 - 3 ™mo a7 147148

ORF28 Marked set (0) ORF11 - 3 25 23% 133045~

SmartBLAST SmartBLAST best hit titles... &

BLAST Database
| UniProtkB/Swiss-Prot (swissprot) v

Go back to the submitting page...

£ Tracks shown: 2/5

Six-frame translation...
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Arriba vemos una representacion gréfica de todas las posibles ORF sefialadas en color rojo y
nombre en azul. Debajo del grafico, en la caja de la derecha, se indica para cada posible
ORF, la hebra (+ 6 -), la pauta de lectura (1, 2 6 3), los nucle6tidos donde comienzan y
terminan y su longitud total en nucleétidos | amino acidos. Las ORFs aparecen ordenadas por
longitud. Aparece marcada, tanto en el grafico como en la caja, la ORF de mayor longitud,
que podria ser indicativa de la presencia de una regién codificante. Debajo del grafico, la caja
de la izquierda muestra la secuencia de amino acidos de la potencial region codificante (la
posible traduccién de ese fragmento de nucleétidos o potencial ORF).

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 elegimos la
opcion en el desplegable debajo de la caja con la secuencia y pulsamos sobre el botén
“BLAST"” sefialado 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 blusqueda.

= NCBI Resources ¥ HowTo © Sign in to NCEI
ORFfinder PubMed v N search |
Open Reading Frame Viewer ©
Sequence
ORFs found: 30 Genetic code: 1 Start codon: "ATG' only
=1+ | Find =N =TlC8 @, M ReToolse T |fPTracks @ 7 =
’ |SGB 480 (=21 208 1K 1.208 1,408 ". {=:1] |1 200 m:] 200 2,400 2600 2,808 3K 3200 3,408 3,608 |? 880 ‘-‘- K 4,200 4,408 4_7?3
| —
- 12.18.111854352
I orFzs W ORFLT W ok RN okFes kR4 EEE EEE orFzr oRFiz BT IO ORF20
o EEEE orFie orFo EECEE orF2 KR orr24 B ORFIE ORFU B oS KW orF2z orFs BEE K orRs B oRFoc W ORF2S
orFe B oRF1 Il oRFle B oRF21 W oRF13
oRF: BE orFs IER oRF7 IEH
l R |4E:IU . _42:!&1 _|emn  jmee _l K _l,é_UI_J ) _L,‘_wl:l ) 1,608 ,'t_m! ) |2 K 2,208 2400 ‘:t_:ugl I I\ P _5,_‘!‘_5 _|2Ee8  [3.588 4 _} . _ﬂ._:wy _ _4.‘_!0? . 4,_-,41
1: 1..4.7K (4.7Kbp) " £¥ Tracks shown: 2/6
Six-frame translation...
ORF28 (204 aa) Display ORF as... Mark Mark subset... Marked: 0 Download marked set | as | Protein FASTA ¥
Lcl|orFza \
>Q;ﬂ|< SAMLSVFNSDOYSPAVQENIPALRRSSSFLCTESCNSK Y (Q ETGE Label Strand Frame Start Stop Length [ﬂt l aa)
DRVERPMNAF IVIHSRDQRREMALENPRIMAN |’ WK
FPrRacK LoM RS IR R ORF28 - 3 2614 2000 615 | 204
\«LCS VQLDNRLYRDDLTKATHSRMEHQLGHLPPI! lAhaaPQQRDR\ H
WTEL ORF20 - 2 4456 4254 213170
ORF10 + 3 2058 2237 180 59
ORF29 - 3 1009 345 165 | 54
ORF27 - 3 3773 3817 162 |53
ORF28 - 3 4195 4034 162 | 53
ORF20 - 3 193 41 153150
£ ORF13 - 1 423 274 150 49
ORF3 + 3 7 357 147 | 48
ORF28 Marked set { 0
(0 ORF11 + 3 2259 2396 13845 -

SmartBLAST SmartBLA ST best hit titles... &

BLAST Database:

Non-redundant protein sequences (nr) ¥
UniProtkB/Swiss-Prot (swissprot)
Reference proteins (refseg_protein)
Non-redundant protein sequences (nr}

Go back te the submitting page...
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o
U5 Weonal Lareryal Medciee ) WEM Wasional Cents o Biotechuciogy ormation

. : ; v
BLAST = blassp suite Home  RecentResults  Saved Stralegie Help
Standard Protein BLAST

O, wpload file Saleccienar aechiva | Ningn archiva selscconado g
Job Titke

Align two ot more seqances &

Crganism
Cption Excide

Exclds Modsls (XMXF} L Uircuursdismvieonmental sample sequences

Entrez Gueey WoulBE Crmit cushios databan

Program Selection

Algorithm

Sawch detabase Mon.sedussdant protein sequences {nr] wsing Blastp {protsin.protein BLAST)
oo sraate 1 rerm mivck

[\ lgorishes paramainry

Una vez en la pagina del NCBI, pulsamos de nuevo sobre el botén “BLAST”. Parte de los
resultados de BLAST se muestran a continuacion:

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

1 25 Sil 5 100 125 150 175 zid

ooy s e e e e e e e e e ]

OHA binding site jiRih Sh A & & AA4 4
Specific hits
superfanilies HMG-box superfamily

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
W=<40 W40-50 W so-80 W=0-200 W==200

| | | auen | | |
1 40 80 120 160 200

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, tal y como se explicd en la practica anterior. 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:

Sex-Determining Region Y protein [Homo sapiens] Score=428, E=4e >

EDescriptions

Sequences producing significant alignments:
Select All None Selacted:0

It Alignments o
Description SI:::Q !;Tcn;f; S;J‘:: vaIEue Ident Accession
sex-delermining region Y protein [Homo sapiens] 428 4286 100% 4de-152 100% NP 003131.1
sex delermining region Y [Homo sapiens] 427 427 100% 2e-151 99% CAPOS1971
sex delermining region Y [Homo sapiens] 427 427 100% 2e-151 99% CAPO51991
SRY [Homo sapiens] 426 426 100% 2e-151 99% AFG33041.1
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donde, como se explicé también en la practica anterior, Score es la puntuacion obtenida en el
alineamiento y E es el valor “Expect”, es decir, el nimero 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 péagina con informacion
adicional sobre este tipo de dominio:

Conserved |
PYoCE -
NewSearch | Structure Home | 30 Macromolecular Structures | Conserved Domains | Pubchem | BicSystems |
Conserved domains on [gi|36605 | emb|CAA37790]] View | Standard Results v | @
SRY [Homo sapiens]
Protein Classification ol

SOX-TCF_HMG-box domain-containing protein (domain architecture ID 10104841}
SOX-TCF_HMG-box domain-containing protein

Cropicasumvory BRI i

1 25 g0 B 1m0 128 150 175 204

Query seq,

Specific hits

DNA binding site GAdil o 4 4 A A& A A

N?n-spec.il' ic WHPGE
S PTZ200199
Superfanilies HMG—box superfamily

NHFEB superfamily

‘Search for similar domain architectures | @ Refine search | 2

List of domain hits "

Name Accession Description Interval E-value
[#] SOX-TCF_HMG-box  cdD1388 SOX-TCF_HMG-box, class | member of the HMG-box superfamily of DMNA-binding preteins. These . 59-130  5.13e-34
[+] HMG_baox pfam00505  HMG (high mobility group) box; 60-127 1.54e-25
[+] HMG smartll398  high mobility group; 59-125  3.77e-20
[+] NHP&E COGI648 Chromatin-associated proteins containing the HMG domain [Chromatin structure and dynamics]; §1-124 1.21e-07
[+] FTZ00199 FTZ00199 high mobility group protein; Provisional 61-114  4.62e-03

Blast search parameters

Data Source: Precalculsted dats, version = cdd.v.2.16
Preset Options: Database: COSEARCHzdd  Low complexity filter: no Composition Based Adjustment: ye=  E-value threshold: 0.01
References:

B Marchler-Bauer A et al, (2017), "CODYSPARCLE: functional classificstion of prateins via subfamily domain architectures.”, Nucleic Acids Res.45(0)200-32,
Bl Marchler-Bauer A et al, {2015), “CDOD: NCBI's censerved demain database.”, Nucleic Acids Res.43{D)222-6.

Bl marchler-Bauer A =t al, {2011), “CDD: 5 Conserved Domain Datshase for the functional annetstion of proteins.”, Nucleic Acids Res.39(0)225-5.

B Marchler-Bausr A, Bryant SH (2004), "CD-Search: protein demain annotations on the fy.”, Nucleic Acids Res.32(W)327-231.

Help | Disclaimer | Write to the Help Desk
MCBI | MLM | NIH

La otra opcion disponible en el ORFfinder para BLAST, nombrada SmartBLAST, permite
realizar el analisis BLAST de un modo algo diferente. SmartBLAST procesa la consulta de la
secuencia presentando un resumen de las cinco proteinas caracterizadas en especies
diferentes (siempre que esto sea posible) incluidas en la base de datos de referencia que
presentan homologia con la secuencia problema. Si SmartBLAST no puede encontrar cinco
coincidencias en la base de datos de referencia, usard coincidencias de la base de datos de
no redundante (nr). SmartBLAST obtiene estos resultados utilizando una combinacion de una
basqueda BLASTp optimizada, una nueva implementacion de BLAST destinada a encontrar
coincidencias estrechamente relacionadas y a generar un alineamiento mdultiple. Ademas,
SmartBLAST presenta las coincidencias encontradas de la secuencia problema en la base de
datos de dominios conservados. Las coincidencias adicionales con la base de datos nr se
presentan después de las cinco primeras.

-72-



Departamento de Genética, Universidad de Granada

SMARTBLAST = farmatimg Bessins - sfiteansat)

=i Sy v Feaer arreesr
uery: IO 5414 200 emires pretee prickat Gy bt T8 e Ierteel ke [0 51111

CXONAAIN: SO TEF SN o chns | et f o MG o gy of A b prsteins el e

—
. e s
| 1y N —r— =
— R T [ — . =
SP— i
Dusctiption
=/ Bty
Saac 40 o Sancndd
T Magrenary [
PO PR
£ Aodtons BLAST Hes
T
HE o
P—

4.3.3. 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 72.120.505 a
72.127.125 del cromosoma 17 (ensamblado GRCh38/hgl19). Para ello, seguir los pasos
descritos anteriormente para la secuencia del gen SRY (En http://www.ensembl.org, Human,
buscar 17: 72.120.505-72.127.125, Export data, Next, Text)

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

= NCBI Resources ¥ How To ¥ Sign in to NCBI
ORFfinder Publled v [ searcn |
Open Reading Frame Viewer @
Sequence
ORFs found: 41 Genetic code: 1 Start codon: "ATG' only
21+ | Fnd: > @ a @, i A Toclse T [fPTracks & 7 -
} E orr3s & [0 1,520 |2k 2500 3K 3500 4K 4,500 5K 5,500 6 K 6521
ORFfinder 12.15.12433812 | x
or_ T ORF35 orrs I [ oeFat  orFs I B orF27 oer4 BEE oeFs ICEE orF21 IR X
orFie I — orFi7 B orF: IS T ORF32 ORF2% orFr EESE orFi2 IS BT oRFd orrs B orFzz IER
O ORF41 orF1 I B ORFE3 orF1 oRF15 B B oeFae [ ORF3E KX orFa7 orFe I
[ < L2t oRF3 B [ ORF30 oFF1e ISR ERosrzs  orFiz B B ORFE4
ORF? I | <1 orFzo B ORF36
| <« Liee
| S eg Bk | hees 2K jpses | 18K |3Se8  [4K | [|4%ee | BK IS BK &.624
1: 1..6.6K {6.6Kbp) " £¥ Tracks shown: 2/8
Six-frame translation...
ORF35 (258 aa) Display ORF as... Mark Mark subset..  Marked: 0 | Download marked set | as | Protein FASTA ¥
1c1[oRF3s
".P?LFI’RRPRRVLPPEL:AQRI.AELE\'\'QVRV_\'RELPARR_RPHiEﬁVHGP 2] Sand ALLE Skl gkn fetuti(ptliag)
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Se observan muchos marcos de lectura abierta dispersos pero no hay ninguna que
claramente se diferencie de todos los demas en tamafo. Sabemos de antemano que esta
region del cromosoma 17 contiene un gen, luego cabria preguntarse acerca de la eficiencia
de este método que se esta utilizando para localizar genes. El problema radica en que el gen
contenido en esta porciéon de ADN posee 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.

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 boton “Send file”:

NetGene2 Server

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

T o Output format

SUBMISSION

Submission of a local file with a single sequence:

File in FASTA format | Examinar... |

® Human
Qe elegans
O A. thaliana

Clearfields | Send file

Submission by pasting a single sequence:

Sequence name ]

® Human
Oc. elegans
O A. thaliana

Sequence

AAGCAAAGGAAGCCAGAGAAAAT CAGT GTCTACAGGGAACCAGAGAGAAGCCTGTCGTAT -
TAACCCATTAAATGATTCAGAGCCTTCCAGATTTCT CTGTAGAGACAATGAAAGGGGATG
ATTTTTCTGCTCCCTCCAGTTTAACT CATTCTAAGCAGACGCAAAGCCATTGTAGAAGAA
ACAAGACCTAATCCTGTTTTCCTTGOCCCCAGTTAGAT GOGGAGTTTCCAGGTTCAGAGA
AACGTTCAGGTCATTTTTCAT

K

Clear fields

Nos aparecera una pagina que se actualizara autométicamente a intervalos regulares hasta
gue el trabajo esté completado, momento en el que aparecerd la pagina con los resultados. A
continuacion se muestran parte de los resultados obtenidos con la secuencia problema:
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The sequence: sequencel has the following composition:

Length: 6621 nucleotides.
23.8% A, 27.3% C, 25.2% G, 23.7% T, 8.8% X, 52.6% G+C

Donor splice sites, direct strand

pos 5'-»3' phase strand confidence 5' exon intron 3"
474 a + a.79 TAGCTCTAAGGTOAGECGGEA
11c4 a + @.34 GCCCATOCCGETOCECaTCA
1319 2 + a.95 AGQCTCTGRAGMGTAGRACCCG H
1532 a + a.63 GAGGEEOGTE GTAAGTGGAL
1545 1 + a.58 AQTAGAAGAGGTEAGGEAGD
l5ea 2 + @.32 CTOGARATAGGTGGEAGTGT
1594 1 + @.45 GTTGOGEOGCGMGTAAGTCGAD
2811 1 + @.35 GACCOCTCAGGTCAGACTGC
2459 1 + 1.a8 GAGCACTCAGE*GTOAGTCGCC H
4p82 a + a.37 GAAGCATTTG GTAAGCTTTA
45328 a + a.62 TAAGARAGAGGTAARRAGGECA
5114 2 + @.35 TCCTCAAAGGMGTATGATCAT

En esta porcion de la salida se muestran los posibles sitios donadores (limite exén/intrén). En
las columnas se muestra de izquierda a derecha: la posicion del punto de corte exén/intrén, la
pauta en que se encuentra, la hebra, el nivel de confianza y, por ultimo, la secuencia del sitio.
Los niveles de confianza proximos a 1 pueden indicar lugares funcionales. De la misma forma
se muestran en la péagina los posibles lugares aceptores. Finalmente se muestra una
representacion gréfica de los resultados:

YT

% =i .
Ik e i i ':;-_. ."-'.u_J- ki . f'__-::" ey '.-
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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.
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Las curvas que se observan en la segunda y tercera gréafica se derivan de los cambios de
pendiente de la curva de potencial codificante. Para identificar los sitios donadores o
aceptores con potencial bioldgico 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
significativas 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/intron) corresponde a la posicion 1319, y la siguiente
posicion que podria actuar como aceptor (intron/exén) es la 2214. Estos dos puntos
corresponderian a un primer intrén, por tanto la secuencia codificante del posible gen deberia
comenzar antes de la posicion 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 nucleétido 1322. Si hacemos un BLAST desde ORFfinder con la
secuencia de aminoacidos codificada por este marco obtenemos lo siguiente:

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

20 40 (1] &0 100 130 144

b o % 0 Y R s Mt s e
Query seq, FMLLIDFF THH TOE OB GLS0F PSP TS B SGERC PG S5 S0T ENTRPOEN TR KGE RO ESE EDE PP CTRERN S0 YLK GY DT LR P R HGE Sk P RPN RE AR L DO PHLH ELSETLGL MR

OMA Binding eitas
speciric hits  Son
Superfanilies Sox_M superfamily [ HMG—box superfamily

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
W <40 W a0-50 S0-80 WEe0-200 W ==200

1 | | | | 1 | |
1 20 40 60 80 100 120 140

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 siguiente exdn deberia comenzar después de la posicién 2214, donde se encuentra el
primer sitio donador. La pauta de lectura 1 muestra una ORF entre los nucle6tidos 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 region 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

4.3.4. Localizacién 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 genémica del mismo gen, poniendo de
manifiesto las regiones que corresponden a exones e intrones. En lugar de obtener la
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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 boton “Search”:

= NCBl Resources® HowTo Sign in to NCBI
=
(':NCBI All Databases v || @
National Center for GTR -
Biotechnology Information HomaoloGene
Identical Protein Groups
NCBI Home megﬁe” NCBI Popular Resources
: &
Resource List (A-Z) NCBI Web Site er for Biotechnology Information advances science and health by providing access to PubMed
_ MlResources  |NLM Catalog nomic information Bookshelf
| Chemicals & Bioassays | Mission | Organization | NCEI News & Blog Publed Cenral
T e PubMed Health
| A s ootware _ BLAST
_ DNABRNA  PopSet amit Download Learn
c Probe Nucleotide
Domains & Structures - manuscripts Transfer NCEI data to your Find help documents, attend a
| Protein ases computer class or watch a tutoria Genome
 Genes & Expression  Protein Clusters - . " anp
Genetics & Medicine PubChem BioAssay
S — PubChem Compound Gene
| fenomes & Maps  |pubChem Substance Protein
| Homology  PubMed PubChem
Literature PubMed Health
| Proteins o s

NCBI News & Bloa

Entre los resultados obtenidos veremos:

Homo sapiens SEY-box 9 (SOX9), mRNA
9 3,963 bp linsar mRNA

Accession: NM_000346.3 Gl 182765453

Protein  PubMed Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

pulsando sobre la descripcién del gen podremos recuperar la secuencia del mensajero. Un
andlisis de “dot plot” en:

http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/dottup

dottup

Dusplay o wordmasch dosplot of two sequences (read the manual)

Unshaded fields are opsional and can safely be ignored. (hade cononal fields)

Saloct as input mequence. Line ang of the following throe fields
1. To access a sequence from a database, emter the USA here:
2. To upload & sequence from yous local compuser, sedeet  here. | Stbcconar archive | Kingen michive ashiccenads

3. To enter the sequence data masmally, rype here:

Selet am nput sequence. Use one of the following tave firbdy
1. To access a sequence from a darabase, enter the USA here-
2. To upload s sequence from yees lotal computer. select A hrse: | Selocconar aiss Hive | Ningn archivo seleccionads

3. To enser the sequence data masmally, type bere:

nos mostrara la posicién de los intrones y exones cuando comparemos ambas secuencias (se
puede pegar cada secuencia en una caja o seleccionar los archivos en cada caso):
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OUTPUT FILE _stdout

Created dottup.l.png

IMAGE FILE dottup.1 png

Dottup: raw:: /var/lib/emboss—explorer /output /086318 /.ase...

Wed 2G Dec 2017 10:19:27

BO01 — -

001 —

001 —

2001 —

1001 —/

T T T T T T
501 1001 1501 200 2501 0t 3501

La traduccion del ARNm revelara donde se encuentra el codén de stop, y proporciona una
explicacion de porqué el potencial codificante decae antes del final del tercer exdn, como
puede apreciarse en la salida de NetGene2.

4.4. CUESTIONES

En relacion con la consulta realizada con el programa ORFfinder:

¢, Qué indican las barras de color rojo que aparecen en el grafico?
Dentro de estas barras, ¢ que indican las flechas?

¢, Qué indican cada una de las columnas que aparecen en la caja debajo a la derecha
del grafico ("Strand", “Frame”, “Start”, "Stop" y “Length”)?

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

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

¢, Qué podria ocurrir si un marco de lectura abierto se encuentra interrumpido por un
intrén?

¢, Qué condiciones deberian darse para que un intrén quedase englobado en un marco
abierto de lectura?
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8.-

9.-

¢,Como se puede comprobar que un marco de lectura abierta codifica una proteina
conocida?

¢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:

1-

2.
3.-
4.-

5.-

¢ Qué indican las tablas numéricas “donor splice sites” y “aceptor splice sites”? ¢Qué
indica la dltima columna en dichas tablas?

En la columna “confidence”, ¢ qué indican los valores altos?
¢, Qué se representa en la grafica superior?

En las dos graficas inferiores, ¢Qué representan las lineas verticales?, ¢Y la linea
horizontal (roja o verde)?

Atendiendo a las gréficas, ¢ Cémo 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 dltimo ex6n?
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5. A ALINEAMIENTO MuLTIPLE DE
SECUENCIAS DEADN y PROTEINAS.

5.1A. OBJETIVO

Cuando se quieren comparar secuencias homadlogas de nucleétidos (ADN) o de amino&cidos
(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 mdltiples 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 homologas.

5.2A. FUNDAMENTO TEORICO

Alineamiento de dos secuencias homologas de nucleétidos o de aminoéacidos

Mediante comparacion de dos secuencias homologas 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 (nucleétido o aminoacido, dependiendo de
las secuencias que se comparen). Asi, lo primero a identificar es la localizacién 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/aminoéacido 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 posicién.

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 andlisis 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 nucle6tido/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 6 [c [T |7 6 [c [~ [6 [c
A ° °

G ° ° °

C ° ° °
T ° °

T ° °

G ° ° °

C ) . °
A ° )

G ° ° °

C ° ° °

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

M Aalc|c|T]T|e clAa]s c
A | e °

G ° ° °
C ° ) °
T e | o

T o | o

G ° ° °
T e | o

A | e °

G ° ° °
C ° ° °
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C. Las dos secuencias difieren en tamafio (s6lo inserciones y/o deleciones explicarian las
diferencias entre ellas):

I Alc|c]T]T1]elc]a]e]c
A | e °

G ° ° °
C ° ° °
T o | 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):

I Als|c|T]T]e cla]e|c
A | e °

G ° ° °
C ° ° °
T e | o

T o | o

C ° ° °
A | e °

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 nimero 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 nucle6tido a nucledétido. 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 tamafio de ventana, éste se mantiene constante en todo
el andlisis. Consiste en determinar cada cuantos residuos se hace una comparacion. Asi, si el
tamafio 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: nimero de
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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 nimero
de disimilitudes (mismatches) y gaps estdn minimizados de acuerdo a unos criterios
determinados. El problema radica en que para aumentar el nimero 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 célculo 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 penalizacién 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 o mismatches (nimero
de substituciones). Asi, la penalizacion se basa en nuestra propia experiencia a través de la
comparacion entre el célculo de la frecuencia de inserciones y deleciones que han ocurrido
en la evolucion 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 mdltiples siguen un procedimiento similar al descrito, pero la complejidad
de los calculos se hace mayor al incrementarse el nUmero de secuencias a alinear. Existen
diferentes programas informaticos que pueden hacer este tipo de alineamientos, como Clustal
X, o la version de Clustal Omega online, 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
continuacion se construye un dendrograma (similar a un arbol filogenético) que agrupa las
secuencias por similitud. En tercer lugar, el alineamiento mdultiple 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 afadiendo secuencias al alineamiento de manera progresiva por orden de similitud
decreciente.
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5. B) ANALISIS FILOGENETICO

5.1B. 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 andlisis filogenético asi como familiarizarnos con el uso de programas
informaticos de analisis filogenético.

5.2B. 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 andlisis de las
secuencias de proteinas.

En el andlisis 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 patrén de ramificacién 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 so6lo 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 ambigiiedad a la hora de determinar el correcto patron
de bifurcacién porgue los datos disponibles no son resolutivos.

Un clado natural o grupo monofilético consiste en un grupo de taxones (especies, 0 grupo
de especies como un género, una familia, un orden o una clase) que derivan de un ancestral
comun que no es compartido con ningln otro taxén fuera del grupo. Se espera que un grupo
taxonémico (género, familia, orden o clase) sea monofilético. Sin embargo, algunos grupos
taxondmicos establecidos actualmente pueden ser no monofiléticos: la filogenia molecular ha
demostrado, en algunos casos, que un grupo taxondémico tiene un ancestral comudn
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
gue sélo especifica las relaciones de parentesco entre las especies comparadas sin describir
los pasos evolutivos que han conducido desde un ancestral comun a dichas especies.
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Un arbol escalado es aquel en el que sus ramas estan escaladas, es decir, la longitud de
cada rama es proporcional al nimero 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 nimero de especies comparadas. Sin embargo, sélo uno
de esos arboles es el arbol correcto que, dependiendo de la precision de nuestros datos y de
nuestros andlisis, puede coincidir o no con el arbol inferido en nuestra reconstrucciéon
filogenética.

En cualquier caso, siempre tenemos que tener presente que en nuestro analisis lo que
comparamos son secuencias homoélogas 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 andlisis filogenético.
Asi, si el grupo a comparar esta 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 funcion 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 Yy, 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 evolucibn mas rapida que las secuencias de
ADN nuclear. Cuando la comparacion es entre especies de grupos taxonémicos 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 méaxima parsimonia; ¢) método de
maxima verosimilitud; d) método bayesiano.

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 méas simple de calcular la distancia genética es calculando el numero
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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 estara dando un valor
subestimado del nUmero 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 calculos 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 posicién 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 Especie5
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 &rbol,
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 proximo, 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.

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 méaxima 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 0 mas arboles que seran
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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 nucledétido en dicha posicion.
-Informativo: un sitio es filogenéticamente informativo desde el punto de vista de la méxima
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 nimero 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 elegird aquel arbol que se explique con el menor
namero 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 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 seleccion del patrén 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 segin 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: ¢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 L3 x...x L,). Para calcular cada L, se deben considerar todos los posibles
escenarios a través de los cuéles se ha llegado al nucleétido actual en cada secuencia a
partir de un nucleétido ancestral. Algunos escenarios serdn 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 reconstruccion 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 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 é&rbol 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 nucle6tido aparece en la
secuencia en una proporcion diferente hasta un modelo mas simple en el que asumimos que
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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 proporcién de nucle6tidos o no y se consideran de manera diferenciada los diferentes
tipos de substituciones nucleotidicas (diferentes tipos de transiciones y de transversiones).
Ademéas 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 estd basada en una cantidad llamada probabilidad
posterior de arboles de distribucién, 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
distribucion. A cambio, se utiliza una técnica de simulaciéon 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 méas 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 hipétesis nula a comprobar mediante bootstrap. Para ello, se
construyen nuevos alineamientos diferentes (un nimero apropiado podria ser entre 500 y
1000) mediante re-muestreo con re-emplazamiento. Es decir, se construyen diferentes
alineamientos al azar re-emplazando un nimero 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 méas
de una vez a costa de otros sitios. Asi, si el alineamiento tiene esta secuencia de posiciones
nucleotidicas:

1234567891011121314151617 1819 20 21 22 23 24 25

Los diferentes re-muestreos pueden dar lugar a alineamientos como éstos:
1114466661011121212121217 1819 20 20 20 20 24 24
113336788 8 8 8131415151515191919 25252525

22245558910101212121616 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.
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5.3. METODOLOGIA

La practica se va a llevar a cabo ejecutando online el programa Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

# EMBL-EBI Services Research Training Indusiry About us Q, EMBL-EBI Hinxton +

Clustal Omega

Help & Documenitation

Toals = Multiple Sequence Alignment = Clustal Omega

Service Retirement

please contact us via s it

Multiple Sequence Alignment

Clustal Omega is a new multiple sequence alignment program that uses seeded guide trees and HMM profilz-profile technigues to generate alignments between three
or more sequences. For the alignment of two sequences please instead use our painvise sequence alignment tools.

Important note: This tocl can align up to 4000 sequences or a maximum file size of 4 MEB.
STEP 1 - Enter your input sequences

Enter or pacte @ set of
PROTEIN .

sequences in any supported format:

e

Or, uplezd a file: | Seleccionar archivo | Mingun archive seleccionado

STEP 2 - Set your parameters
o

| Clustal wio numbers v |
DEALIGN INFUT SEQUENCES MBED-LIKE CLUSTERING GUIDE-TREE MBED-LIKE CLUSTERING ITERATION NUMBER of COMBINED ITERATIONS

no ~ || yes v || yes ~ || default(d) v
MAX GUIDE TREE ITERATIONS MAX HMMITERATIONS ORDER
| default = || default = | aligned v

STEP 3 - Submit your job

Be notified by email (Tick this box if you want to be notified by email when the results sre avaiabis)

If you plan to use these services during a course please contact us.

En primer lugar, hay que seleccionar en "STEP 1" el tipo de secuencia que se va a analizar
(protein, DNA o RNA). En la caja, cargar las secuencias a analizar (pegar las secuencias o
subir el archivo, en formato FASTA en cualquier caso), dejando las opciones de analisis por
defecto que aparecen en "STEP2". Pulsar en "Submit" para llevar a cabo el alineamiento
multiple de las secuencias.
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Como se ha indicado anteriormente, el alineamiento se realiza en un proceso de tres etapas:

1.- Se comparan todas las secuencias dos a dos (alineamientos pairwise).

2.- Se construye un dendrograma (similar en aspecto a un arbol filogenético) que agrupa las
secuencias por similitud.

3.- Se utiliza el dendrograma como guia, alineando secuencias de manera progresiva de
acuerdo al orden de ramificacion del arbol. Se alinean las dos secuencias con mayor similitud
y se van anadiendo secuencias al alineamiento de manera progresiva por orden de similitud
decreciente.

El programa muestra la mejor combinacion de alineamiento de las secuencias, mostrando las
similitudes y diferencias.

El simbolo “*” indica posiciones del alineamiento en las que en todas las secuencias existe el
mismo residuo (nucleétido o amino &cido).

En el caso de alineamiento de secuencias de proteinas, el simbolo “:” indica que uno de los
siguientes grupos “fuertes” de amino acidos con propiedades quimicas similares esta muy
conservado: STA, NEQK, NHQK, NDEQ, QHRK, MILV, MILF, HY, FYW, mientras que el
simbolo “.” indica que uno de los siguientes grupos “débiles” estd muy conservado: CSA,
ATV, SAG, STNK, STPA, SGND, SNDEQK, NDEQHK, NEQHRK, FVLIM, HFY.

Una vez obtenido el alineamiento multiple, el programa ofrece diferentes opciones, entre ellas
descargar el alineamiento o llevar a cabo un analisis filogenético sencillo (Send to
simple_phylogeny). En esta opcidn, se elegira el andlisis mediante UPGMA:

STEP 2 - Set your Phylogeny opfions
TREE FORMAT DISTANCE CORRECTION EXCLUDE GAPS CLUSTERING METHOD ELM.

Default * || off = || off = || Meighbour-jcining v

Meighbour-joining

STEP 3 - Submit your job

Be notified by email (Tick this box if you want to be notified by email when the results are availabls)

Por ultimo, pulsar en "Submit" para obtener el arbol de secuencias.

5.4. EJERCICIOS Y CUESTIONES

A continuacién, se plantean ejemplos y ejercicios utilizando secuencias de nucleétidos y
proteinas. Se llevara a cabo un alineamiento mudltiple (alineamiento progresivo) de las
secuencias homdélogas. A partir de los datos de comparacién de secuencias, se obtendra una
matriz de distancias, y a partir de la matriz de distancias, se obtendrd un dendrograma
mediante un método algoritmico como es UPGMA (Unweigtthed Pair Group Method with
Aritmetic mean).

Algunos conceptos clave en este tipo de andlisis son:
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e La reconstruccion filogenética basada en distancias que llevaremos a cabo esta
fundamentada en que la distancia entre taxones es reflejo de la relacién filogenética
entre ellos.

e La distancia evolutiva es la media de cambios que se han producido en una posicién
entre dos pares de secuencias a lo largo de su evolucion desde su ancestro comun.

¢ La filogenia molecular es una estimacion de las relaciones filogenéticas basada en la
comparacion de secuencias de ADN o proteinas pertenecientes a dichos taxones.

Eiemplo alineamiento secuencias nucledtidos: Alineamiento mualtiple de cuatro
secuencias pertenecientes a la familia de ADN satélite EcoRI en cuatro especies
diferentes de peces espéaridos.

Utilizando el fichero de secuencias de esta familia de ADN repetido en formato FASTA
disponible en la plataforma PRADO2 de la asignatura, obtener el correspondiente
alineamiento multiple y el arbol filogenético utilizando el programa Clustal Omega online.

Para ello, sigue la metodologia descrita en el apartado anterior para el programa Clustal
Omega online (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

Debes obtener un alineamiento y un &rbol de secuencias similares a los de la siguiente figura:

Result Summary Phylogenetic Tree | Submission Details
Download Alignment File = Send to Simple_Phylogeny

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

S.aurata TTCTACCTAATCATAGTAT TRAAACATGETTTCAGC TGTTATATCATTAGTTTTAGTTAA
D.sargus  ------ CTTCTAGCGGTCTGABAAG- - - = = === === === === === CTCAATTTGGCCAGA
D.puntzzzo ------ CTTCTAGCGCTCTGARAAG -~~~ -~ - - === —----- == CTCAATTTGGCCAGA
D.annularis ------ CTTCTAGCECTCTGASAAG- == === === === === CTTAATTTGGCCAGA
EE T LS EE £ ok EEE ES
S.aurata AAGTATTTTCTGETCAAAT TTGAGCTTTTCAGAGC GATAGAAGCACTATTTTGCCAGT - -
D.sargus AAACACATCTGACTGA - - - - AACGAATGAAAGAAC AAC TGAMACCATGTTTAGATAGTGT
D.puntazzo AAACACTTCTGACTGA- - - - AACGAGTGAAAAGACAAC TGAAACCATGTTTAGATAGTGT
D.annularis AAACACTTCTGACTGA- - - - AACGAATGAAAGAAC AACTGAAACCATGTTTACATAGTGT
= e ES *® = ES & e EET ®EE K EE R
S.aurata = 0ommmmeemmmem---- TAAGGTCTACTAAGCTGTATTTCAGTCAAAAATGCTTTCTCAAGTGA
D.sargus AATCATGTAAAGT TEAGCCATTTTGAGAACAATTTCACT TGAGAAAGCATTTTTGACTGA
D.puntazzo AATTATGTAAAGT TEAGACACTTTGGGETACAAT TTCACT TGAGAAAGCATTTTTGACTGA
D.annularis AATCATGTAAAGT TGAGACACTTTTGATACAATTTCACT TGAGAAAGCATTTTTGACTGA
* EmE ES EEFFEER K = EE Nk kR R = EEFE
S.aurata AATTETACTCAAATTGTETGAA -~ === === == ===
D.sargus AATACAGCTTAGTGTACAGTAACCTGLAAAAACALG
D.puntazzo AAAACAGCTCAGTGCATCCTTAGGGC GAAAACAAG-
D.annularis AATACAGCTTAGT TCATCATTAGGGGCAAAMACAMG
= EE ES
[ S.aurata 0.269639
D.sargus 0.0593214
D.annularis 0.0459459
Phylogenetic Tree
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Ejemplo alineamiento secuencias amino acidos:
secuencias pertenecientes al colageno.

Alineamiento multiple de tres

Utilizando ahora el fichero de secuencias del colageno, debes obtener un alineamiento similar
al de la siguiente figura parcial:

A=t Result Summary | Phylogenetic Tree . Submission Details
Download Alignment File Show Colors  Send to Simple_Phylogeny

CLUSTAL 0{1.2.4) multiple sequence alignment

BAAR4BE9.1-collagen-Homo_sapiens — ----- MHPGLWLLLVTLCLTEELAAAGEKSYGKPCGGODCSGSCQCFPEKGARGRPGPIG

NP_881238584.1-collagen-Sus_scrofa MLSFVDTRTLLLLAYT === -cmcmmmmm e e e e SCLATCQSLQEATAR--KGPT-

NP_0818083187.1-collagen-Canis_lupus MLSFVDTRTLLLLAVT - - - - oo mm oo SCLATCQSLQEATAR- -KGPT-
Kok E_awE.o® EE kK

BAADABE9.1-collagen-Homo_sapiens
NP_881238584.1-collagen-5us_scrofa
NP_©81883187.1-collagen-Canis_lupus

BAARABE9.1-collagen-Homo_sapiens
NP_281238584.1-collagen-5us_scrofa
NP_881863187.1-collagen-Canis_lupus
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Ejercicio_1: Busqueda de secuencias homodlogas en la base de datos del NCBI y
realizacién de un alineamiento multiple perteneciente al gen de la insulina de diferentes
especies.

Busca los siguientes accession numbers en la base de datos, tal y como se explicé en la
practica correspondiente a bases de datos de secuencias de ADN y proteinas
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), y realiza un alineamiento mdltiple con estas
secuencias.

AAP36446 NP_776351 P01318
NP_001008996 NP_032413 P01315
NP_001123565 NP_062003
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A continuacion, compara el alineamiento multiple obtenido con el siguiente esquema:

B: 25-54
C: 55-89
A:90-110

1.Preproinsulina {Lguia, B cadena, € cadena, A cadena};
proinsulina consiste BCA, sin L
2.plegamiento espontaneo

@l 3.Cadenas Ay B unidas por puentes sulfuros
® 4.Guia y la cadena C son cortadas
= 5.Restos de insulina
® t&,j http://es.wikipedia.org/wiki/Insulina

Ahora, incluye en el alineamiento anterior las siguientes secuencias:

AAA37041
XP_006008147
XP_006033708
NP_990553

Y por ultimo, establece las relaciones de parentesco entre las especies realizando un arbol
filogenético tal y como se ha explicado en el ejemplo anterior (Send to simple_phylogeny;
UPGMA,; Submit). Explica y discute los resultados obtenidos.

Ejercicio 2: Busqueda de secuencias homadlogas relacionadas con la primera préactica
de laboratorio de la asignatura.

Busca en la base de datos del NCBI las secuencias correspondientes a los siguientes
accesion numbers:

AF509333
AY 305326
AF497479
a) ¢A qué organismo y a qué tipo de secuencia hace referencia cada accession number?

b) Realiza un alineamiento multiple con ellas.

c) Explica y discute los resultados del alineamiento

Ejercicio 3: Busqueda de secuencias homologas de ADN ribosémico

Realiza un alineamiento multiple y un arbol filogenético con los siguientes accession numbers
correspondientes a secuencias del gen de ADN ribosémico 18S en diferentes especies:
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L11288 X00686 AF173630
AF173605 NR_033238 AF173611
AF115860 AF173614 AF173612

Ejercicio 4: Identificacién de secuencia de ADN por similitud filogenética sobre el arbol
del ejercicio anterior

Utilizando el fichero llamado "Secuencia problema" disponible en la plataforma PRADO2 de la
asignatura, que contiene la secuencia del gen de ADN ribosémico 18S de una especie sin
identificar, y teniendo como base el alineamiento multiple y el arbol de secuencias obtenido
en el ejercicio anterior, trata de determinar, en la medida de lo posible, a qué organismo
pertenece.
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t. EXPRESION DE GENES IMPLICADOS EN EL
DESARROLLO TESTICULAR DE MAMIFER0S

6.1. 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 6rganos
embrionarios en los que se expresa el gen SOX9.

6.2. 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 gbnada 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
gonada 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 guion) inicia una cascada de
activacion génica que induce a una sub-poblacion de células sométicas a diferenciarse como
células de Sertoli, encargadas de orquestar el desarrollo testicular. Estas células de Sertoli se
organizan formando cordones sexuales (precursores de los tibulos seminiferos del testiculo
adulto) en el interior de los cuales se localizan las células germinales que dejan de proliferar
(arresto mitético). Las células de Sertoli controlan también la diferenciacion 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 génada XX, hacen que ésta siga
la ruta testicular, mientras que si este gen permanece inactivo en una goénada XY, ésta
seguird 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 génada masculina. SOX9 activa también la expresién de otros genes como Amh
(hormona antimulleriana), 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
gue 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 génada XX la ausencia de cromosoma Y, y por tanto del gen SRY, implica la inactividad
de SOX9 y la activacion de RSPO1 y WNT4, que inician la cascada de activacion génica que
conduce al desarrollo ovéarico. Al no expresarse el gen Sox9, las células somaticas
bipotenciales de la génada 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 Leydig) y las células germinales inician la
meiosis, que se detiene poco después en la profase | (arresto meiético). En resumen, en
ausencia de Sry, la organogénesis gonadal sigue la ruta ovérica y el fenotipo somatico del
individuo sera femenino.

La vision clasica acufiada por Jost (1953) de que la ruta ovarica es la ruta constitutiva,
cambio sobre la base de nuevos datos en los que se describid la reversion sexual parcial o
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total de individuos XX de ratdn, que presentaron mutaciones de pérdida de funcién en genes
como Wnt4 y Rspol. Los individuos XX Wnt4-/- (homocigotos para el alelo mutado)
mostraron gonadas 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 gbénada XY) y desarrollo de un
patrén vascular especifico de testiculo. La mutacidon de pérdida de funcién 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 mutacibn en un gen que provoca reversion sexual
completa de hembra a macho y esta mutacion sitlla a RSPO1 como el probable determinante
ovarico en mamiferos. RSPOL1 activaria los genes implicados en el desarrollo ovarico 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 iniciacién 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 transcripcién perteneciente a la familia de proteinas SOX (Sry-like HMG
box). En humanos se encuentra localizado en la regién cromosomica 17q24.3-925.1 y esta
compuesto por tres exones y dos intrones. SOX9 se expresa en un gran nimero de tejidos
embrionarios entre los que se incluye condrocitos, células de Sertoli, células de la placoda
Otica, células pancreédticas, 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 6rganos en que se
expresa se han generado ratones mutantes para este gen. En el ratén, este gen esta
localizado en el cromosoma 11. El primer ratdbn 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 reversién sexual no se ponian de manifiesto. Los ratones mutantes
heterocig6ticos para Sox9 morian alrededor del nacimiento, por lo que no era posible generar
ratones mutantes homocigéticos. Debido a esto dltimo, se generaron ratones mutantes
condicionales para los diversos tejidos donde Sox9 se expresa, es decir, animales que so6lo
carecen de la funcién del gen en tejidos u 6rganos concretos. Asi,Sox9 ha sido inactivado
condicionalmente en homocigosis en condrocitos, o que provoco 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 ratdon. En estos ratones se observé que los individuos XY se
desarrollaban fenotipicamente como hembras que tenian ovarios en lugar de testiculos. A
pesar de ello, el gen determinante de testiculo, Sry, continuaba expresandose indicando que
Sox9 actla posteriormente en la cascada génica que regula el desarrollo testicular. La
inactivacion condicional homocigética de Sox9 en raton ha mostrado que también es
necesario para la diferenciacion de las células gliales de la espina dorsal, la formacion de la
valvulas y el tabique cardiaco, el desarrollo de la notocorda, el mantenimiento de la células
madre pancredticas, la invaginacion de la placoda 6tica, el desarrollo de la prostata, 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 histologicos a los
gue se ha realizado una inmunohistoquimica con un anticuerpo anti-SOX9.
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6.3. METODOLOGIA

6.3.1. Deteccion del gen Sry mediante PCR

Para la deteccion del gen Sry haremos uso de la técnica PCR (Polimerase Chain Reaction).
Para ello, hemos disefiado 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 autosdmico 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 simultdneamente los fragmentos
correspondientes a los dos genes. Las secuencias de los cebadores son las siguientes:

-Oligonucledtidos 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'

-Oligonucledtidos 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 CCTTAT G 3'

Reaccion de Amplificacion (PCR)

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

o Agua estéril 16,5 pl
e 10% Tampon de PCR (10x) 2,5 ul
e MgCl, (25mM) 1,5 pl
e DMSO 1,2 pl
e Primer Sry-F (500 ng/ul) 0,5 ul
e Primer Sry-R (500 ng/pl) 0,5 ul
e Primer Mio-F (500 ng/pl) 0,5 ul
e Primer Mio-R (500 ng/ul) 0,5 ul
e dNTPs (25 mM) 0,2 ul
e Taq polimerasa (2U) 0,1 pl
e ADN (100 ng/ul) 1

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

Desnaturalizacion: 91°C 45 seq.
Alineamiento: 60°C 60 seg.
Extension: 72°C 45 seq.

Una vez terminada la PCR, se someteran las muestras a una electroforesis en gel de agarosa
y se procedera al sexado de los individuos.
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Tras la reaccion de PCR, se amplificard, 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
continuacion. 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 embrién es hembra. La banda de la miogenina sirve como control de calidad (control
positivo) de la reaccién de PCR. (-) es el control negativo (reaccion sin molde), que indica la ausencia de
contaminacion de ADN en la mezcla de reaccion de la PCR.

6.3.2. 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
gue codifica para dicha proteina se estd expresando en ese tipo celular. En una técnica
immunohistoquimica, la localizacion de la proteina de interés se pone de manifiesto mediante
una reaccion 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 histoldgicos. Tras desparafinar e hidratar los cortes histologicos, se
incuban con una solucién que contiene el anticuerpo primario, especifico de nuestra proteina
de interés. En esta situacion, en aquellas células donde la proteina de interés esté presente,
se producira la unién entre la proteina de interés y el anticuerpo primario. Dado que la
proteina de interés esta 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
soluciéon que contiene un anticuerpo secundario, que es un anticuerpo especifico contra la
inmunoglobulina G de la especie donde se generd el anticuerpo primario. El anticuerpo
secundario esta 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 reaccién 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).
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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 reaccion 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-tincién 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 marrén, mientras que
el nicleo 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. Sélo
las células de Sertoli aparecen marcadas con el color marrén. El resto de las células se muestran azul claro por la
contra-tincion 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 ratéon (E12.5). Dado que Sox9 es un gen pleiotropico, su
expresion se detectard en diferentes tejidos y érganos embrionarios. El objetivo de esta
practica consistird en identificar la presencia o ausencia de expresion de este gen en los
diferentes érganos y tejidos observados en los cortes de embriones examinados.
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6.4. RECURSOS WEB
A través del link de YouTube se puede acceder al video-tutorial de la practica.

https://www.youtube.com/playlist?list=PLBa9sJUx0zXWnO2Wu4H6gmJrEOIFNCzal

6.5. 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 estd mutado? ¢Y si esta translocado al
cromosoma X?

3. ¢Un gen pleiotropico 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 ratdn y la rata, en cuyo caso se escriben en cursiva con la
primera letra en mayuscula y las demas en minuscula (p. €j. Sox9). Los nombres de las
correspondientes proteinas siempre se escriben sin cursiva y con mayusculas (p. ej. SOX9).
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7. ESTuDI0 DE EXPRESION GENICA
MEDIANTE RT-PCR

7.1. OBJETIVO

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

7.2. FUNDAMENTO TEORICO

Identificacion de la Hormona Anti-Milleriana

Los conductos de Miller (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 Miiller 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 Miiller.

Las primeras evidencias sobre el mecanismo molecular responsable de la degeneracion de
los conductos de Miller se obtuvieron en la década de 1940-1950, a partir del trabajo de
Alfred José gue transplant6 tejido testicular en fetos de conejo que previamente habian sido
castrados y observé que los conductos de Wolff se diferenciaban en los conductos eferentes,
epididimos y vesiculas seminales, mientras que los conductos de Miller degeneraban.
Posteriormente, observd que un cristal de propionato de testosterona era capaz de inducir la
diferenciacion de los conductos de Wolff en los fetos de ratones castrados, pero no afectaban
el desarrollo de los conductos de Miiller, que formaban los oviductos, el Gtero, 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 regresién de los
conductos de Miuller en el feto masculino. A este factor lo llamé inicialmente sustancia
inhibidora de los conductos de Miiller. Sin embargo, la identificaciébn de esta sustancia no
resultd ser facil, y no fue hasta 1984 cuando se pudo purificar y caracterizar. A esta sustancia
se la conoce actualmente como Hormona Anti-Mulleriana (AMH), o sustancia inhibidora del
conducto de Miller (MIS). Experimentos posteriores confirmaron que la AMH era la
responsable de la degeneracion de los conductos de Miiller. 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 XX tiene
un gemelo fraterno XY. Debido a esto se hipotetizO 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, o que permite que los vasos
sanguineos estén interconectados. En 1984 se confirmé 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.
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AMH y desarrollo testicular

En mamiferos, la expresion 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 expresion 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 transicion 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 Miuller. En estas células se produce la unién con su receptor, el
receptor de tipo Il de la hormona Anti-Mulleriana (AMHR?2). La union ligando-receptor (AMH-
AMHR?2) 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 y el conducto
de Miiller 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
organos sexuales masculinos (Figura 1).
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Figura 1: Esquema del desarrollo testicular. La produccion hormonal de los testiculos incluye testosterona y AMH

Una vez que estos eventos han tenido lugar y transcurre algun tiempo, la funcion 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 transformacién 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 transformacién en espermatozoides no ocurre.
La expresion de AMH continla en el testiculo hasta la pubertad, coincidiendo con la
maduracioén de las células de Sertoli, por lo que su inactivacion parece estar asociada con el
comienzo de la maduracion, 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 regulacion de la maduracién los foliculos ovaricos.
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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
TGFB. La AMH humana esta codificada por un gen de 2.75 Kbp divididos en 5 exones
caracterizados por un alto contenido en GC. La region 5 no traducida es de
aproximadamente 10 nucle6tidos, mientras que la sefial de poliadenilacion esta a 90
nucleotidos corriente abajo del codon 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
diferenciacion 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. El promotor
de la AMH bovina, de ratén y de rata contiene una caja TATA y un Unico sitio de iniciacion de
la transcripcién, 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
transcripcion TFII-l. En la region promotora de humano se han encontrado sitios de unién
funcionales para los factores de transcripcion 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 Miuller (PMDS, persistent Millerian 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 ambigiiedad aparente. No obstante, una observacion 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 fertilidad
masculina, ya que en el escroto los testiculos se encuentran a una temperatura menor que la
corporal, condiciébn 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 condicion, 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.
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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 patron autosémico recesivo,
y son sintomaticas s6lo en los varones. En un 5% de los casos de PMDS, las causas son
desconocidas.

7.3. METODOLOGIA

En esta practica se comprobard 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 reaccion 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
pequefia muestra de tejido testicular u ovarico, que previamente ha sido extraido de ratdén en
el estadio neonatal y congelado a -80°C. Se utilizaran columnas extraccion de ARN que
contienen una membrana de silice. Las muestras biolégicas inicialmente seran lisadas y
homogeneizadas en presencia de un tampén altamente desnaturalizante que ademas
contiene tiocianato de guanidina, que inactiva inmediatamente las ARNasas, lo que evita la
degradacion del ARN. Después se afiade etanol, lo que proporciona a la solucién unas
condiciones fisico-quimicas que favorecen la unién del ARN a la membrana de silice,
mientras que el resto de los componentes celulares permanecen en disolucién. Se hace
pasar el lisado a través de una columna de extraccibn mediante centrifugacién. 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 soluciébn acuosa, que serd recuperada en el sobrenadante tras una
centrifugacion.

Procedimiento

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

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

N

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

Centrifugar 1 minuto a maxima velocidad.

N o o s~ w

Digestion del ADN: Afadir 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.
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9. Afadir 500 ul de buffer RPE, centrifugar 1 minuto a méaxima velocidad, desechar
sobrenadante.

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

11. Colocar la columna en un Eppendorf limpio. Afiadir 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-transcripcién, con
lo que se genera ADN complementario (ADNc) y después, partiendo de este material, en un
tubo de reaccién 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 s6lo se generard ADNc especifico del gen de
interés, que inmediatamente después servira de molde para la amplificacion de un fragmento
mediante PCR.

Nosotros vamos a realizar una RT-PCR de un sélo 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.

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

e H,0 libre de ARNasa 14
e Tampodn RT-PCR (5x) 5 u
e Cebador AMH-F (10 mM) 1
e Cebador AMH-R (10 mM) 1
e dNTPs (10 mM) 1
¢ Inhibidor de ARNasa 1
e ARN total 1
e One step RT-PCR mix 1

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 amplicon
de aproximadamente 200 pb.
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7.4. RECURSOS WEB

A través del link de YouTube se puede acceder al video-tutorial de la practica.

https://www.youtube.com/playlist?list=PLBa9sJUx0zXWnO2Wu4H6gmJrEOIFNCzal

7.5. 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? ¢Cudl 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-transcripcion previa a la PCR en un estudio de
expresion génica como éste?
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