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MANE)O Y MANTENIMIENTO DEL MICROSCOPIO

Normas de uso

Al ser el microscopio un aparato de precision, es muy conveniente asegurarle un buen
rendimiento y una larga duracion mediante una serie de normas y cuidados.

1. Conectar el foco de luz.

2. Colocar la preparacion sobre la platina y centrar, mirando exteriormente, la zona
tefiida sobre el eje del objetivo.

3. Abrir el diafragma del condensador y colocar éste en su posicién mas alta.
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4. Colocar el objetivo de menor potencia (10X) lo mas cerca posible de la preparacion,
sin que llegue a tocarla. Hacer esta operacion bajando el tubo mediante el
tornillo macrométrico (mas grueso), observando lateralmente el microscopio.

5. Observar a través del ocular.

6. Levantar lentamente el objetivo, moviendo el tornillo macrométrico, hasta que,
mirando a través del ocular, aparezca nitida la imagen.

7. Una vez enfocado con el objetivo de 10X, no volver a tocar el tornillo macrométrico,
de modo que los enfoques en los siguientes objetivos se realizaran utilizando
Unicamente el tornillo micrométrico.

8. Se procedera a observar toda la preparacion. Para ello, se mueve ordenadamente
la platina con los tornillos del veraier, de izquierda a derecha y de arriba abajo,
procurando no pasar dos veces por el mismo punto de la preparacion. Se
tomaran las coordenadas de aquellas células que resulte interesante observar
con objetivos de mayor aumento.

9. Una vez terminada la revision de la preparacién, se pasara a observar las células
cuyas coordenadas se anotaron, con objetivos de mayor aumento. Con el
objetivo de 40X hay que tener la precaucién, al igual que con el objetivo de
inmersién, de 100X, de no tocar nunca la preparacion. En aquellas
observaciones que se quieran realizar con mas detalle, se utilizara el objetivo
de inmersion 100X, colocando una gotita de aceite de inmersion sobre la
preparacion. Al cambiar los objetivos, un click avisa cuando el objetivo encaja
en su lugar.

10. En cada paso a objetivos de mayor potencia, rectificar el enfoque, si ello fuera
necesario, utilizando exclusivamente el tornillo micrométrico.

11. Mover siempre suave y lentamente cualquier elemento del microscopio.
12. Una vez finalizada la observacion:

Poner el objetivo de 10X.

Quitar la preparacion.

Lavar el porta y el cubre con agua del grifo.
Desconectar el microscopio.

Poner la funda al microscopio.
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Recomendaciones

El microscopio no debe permanecer encendido si no se esta utilizando, aunque
tampoco encenderlo y apagar a intervalos cortos de tiempo.

El microscopio no debe deslizarse sobre la mesa, especialmente cuando esté caliente,
para evitar vibraciones.

El contraste adecuado con cada objetivo se consigue subiendo y bajando
el condensador y abriendo y cerrando su diafragma.
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Coordenadas en el microscopio

Para un mejor estudio de un preparado microscopico se debe seguir un método que
permita el analisis de toda la preparacién en su conjunto, sin que queden zonas de
ésta sin observar. Esto se puede hacer dando sucesivas pasadas horizontales
empezando por un lado del cubre y terminando por el opuesto.

En el transcurso de la observacidén encontraremos una serie de células interesantes
bien para su estudio, para una posterior observacion, o para obtener fotografias de las
mismas. Por lo tanto, es necesario saber la posicion exacta donde podemos volver a
localizarla. Para ello, haremos uso de las escalas graduadas que aparecen sobre la
platina del microscopio.

Para tomar las coordenadas se procede del modo siguiente:

1. Se situa en el centro del campo visual la célula cuyas coordenadas queremos
anotar.

2. En el eje de abscisas (horizontal) existe una escala pequena fija, dividida del 0 al 10
(nonius); sobre ella se desliza una escala grande, cuya numeracion depende del
modelo de microscopio.

Consideraremos la medida compuesta de parte entera y parte decimal. La primera,
viene indicada por la division de la escala grande que queda situada inmediatamente
antes del 0 del nonius. Si dicho 0 llegara a coincidir exactamente con una divisién de la
escala grande, no habria en este caso parte decimal. La parte decimal vendria dada
por la division de la escala pequena que coincida exactamente con una division
cualquiera de la escala grande.

3. En el eje de ordenadas (vertical) existen también dos escalas. La escala grande se
desliza sobre una escala pequena fija, que va del 0 al 10. La lectura de las
coordenadas se realizaria de igual manera que en el eje de abscisas. De este modo,
obtenemos las coordenadas que nos permitiran localizar las células que queramos
volver a observar.
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0 10

Lectura: 42,4
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MITOSIS Y MEIOSIS

1. OBJETIVO

La realizacion de esta practica tiene como objetivo conocer las particularidades
citogenéticas que determinan el significado biolégico de los procesos de division
celular de mitosis y meiosis y aprender las diferencias entre ellas. Al estudiarlos
comparativamente veremos como el resultado final de ambos procesos es distinto por
lo que los cromosomas tienen que comportarse de modo diferente. Mediante la
visualizacién al microscopio de las caracteristicas de las distintas fases del proceso
mitoético y meidtico iremos comprendiendo la base fisica de la herencia de los
caracteres (los genes se transmiten con los cromosomas) y como se mantiene el
numero cromosomico durante el desarrollo de un individuo, la regeneracion de los
tejidos o en los procesos reproductivos. Al observar el comportamiento cromosomico
durante la meiosis podremos relacionar el apareamiento y la segregacién de
cromosomas homologos que ocurren durante la misma, con la constancia del numero
cromosoémico de una especie a lo largo de las generaciones, y la combinacién de
caracteres paternos y maternos que se da en cualquier individuo.

2. FUNDAMENTO TEORICO
2.1. MITOSIS

La divisiéon celular consta de dos procesos fundamentales: la mitosis o division del
nucleo y la citocinesis o divisién del citoplasma. Ambos procesos son independientes
pero deben ocurrir de forma sincronizada. El resultado son dos células hijas con una
dotacién cromosomica idéntica entre si y a la de la célula madre.

La mitosis es el mecanismo estable que tienen las células para distribuir de forma
exacta la informacion genética entre las células hijas durante las divisiones celulares.
Durante la mitosis los cromosomas se reparten equitativamente, incluyéndose una
dotacion cromosodmica completa en cada célula hija. Para facilitar este reparto, los
cromosomas se condensan haciendo patente su morfologia. Esto hace que podamos
conocer en ese momento cuantos cromosomas tiene una especie, dénde se localiza el
centromero (o constriccion primaria), el numero de brazos cromosémicos que
presentan o la existencia de constricciones secundarias y satélites cromosémicos.

Cuando una célula no estd dividiéendose se dice que esta en interfase, lo que
corresponde al lapso de tiempo que transcurre entre dos mitosis sucesivas. Durante
este periodo la cromatina esta descondensada y hay una gran actividad metabdlica
porque es cuando la mayor parte de los genes se expresan, aunque en cada tipo
celular lo haran solo los necesarios para que desarrolle su funcion especifica.

Un suceso importante de la interfase es la replicacion del ADN, que ocurre en el
periodo denominado S, tras la cual los cromosomas ya tienen dos réplicas idénticas
denominadas cromatidas hermanas. Esta fase S va precedida por el periodo G1 y
seguida del periodo G2 en los que hay crecimiento celular, actividad transcripcional y
la célula se prepara para dividirse. A continuacion se iniciaria la mitosis.

Si después de una mitosis la célula no va a dividirse de nuevo, se queda en lo que
llamamos fase GO.
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Si anotamos como M a la mitosis, el ciclo celular es una sucesion ciclica de los
distintos periodos segun esta secuencia (Figura 1):

Mitosis

G2

Células que
dejan de
dividirse

Fase 3

Figura 1: Ciclo celular

Una vez que se inicia, el proceso mitotico transcurre de forma continua sin que haya
interrupciones, pero ocurren una serie de sucesos destacados que son clave para que
el reparto de la informacién genética sea correcto y en los que nos basamos para
distinguir de forma arbitraria cuatro etapas:

Profase
Metafase
Anafase
Telofase

PON=

La cronologia y caracteristicas de los sucesos clave mitdticos que describiremos a
continuacion son comunes a la mayoria de los organismos donde se ha estudiado. No
obstante, se han descrito excepciones en algunas especies afectando al momento en
que se inicia la condensacion cromosémica (hay especies en las que los cromosomas
no se condensan nunca), a la desaparicion de la membrana nuclear o, por ejemplo, al
establecimiento de la placa metafasica. La anafase parece ser la etapa mas
conservada en los diferentes organismos.

Profase

Durante este periodo la fibra de cromatina, que ha ido organizandose en plegamientos
cada vez mas complejos, aparece como cromosomas Visibles que van
condensandose gradualmente. Hay 2n cromosomas en la célula y cada cromosoma
consta de dos cromatidas hermanas con igual informacion y morfologia. Estas
aparecen unidas a nivel del centromero y a lo largo de los brazos cromosémicos
gracias a complejos proteicos. Al final de la profase se desorganizan los nucleolos y
desparece la membrana nuclear cuyos componentes quedan dispersos en el nucleo.

Metafase

Los cromosomas se encuentran ahora libres en el citoplasma y los centromeros de
cada cromosoma contactan con las fibras del huso, que se organizan en el centro
organizador de microtubulos (MTOC), formado por los centriolos, que actian como
centro de atraccion de los cromosomas hacia los polos, y la masa amorfa
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pericentriolar. La intervencion de las fibras del huso y de otras proteinas de
movimiento cromosémico permite a los cromosomas organizarse en la llamada placa
metafasica. Cada cromatida hermana se orienta hacia un polo distinto lo que garantiza
el reparto de la informacion genética de cada cromosoma a las dos células hijas.

Ahora los cromosomas alcanzan su maximo grado de condensacién y su morfologia
se hace patente (Figura 2). Por eso en esta fase es donde mejor se pueden estudiar
todas las caracteristicas morfolégicas de los cromosomas, lo que sera de utilidad para,
por ejemplo, identificar homdlogos y confeccionar un cariotipo o realizar estudios
comparativos entre especies y conocer la evolucion cariotipica ocurrida dentro de un
taxon.

CENTROMERO )
SATELITE

/

TELOMEROS< x : >TELOMEROS

CONSTRICCION SECUNDARIA

Figura 2: Morfologia de los cromosomas

El centrémero es la constriccion primaria que aparece en todos los cromosomas vy
donde se asocian los cinetocoros o estructura proteica a la que se unen las fibras de
huso mitético. Su posiciéon define el nimero de brazos de un cromosoma. Si esta
situado en un extremo del cromosoma, éste tendra un solo brazo y si esta en otra
posicidon veremos cromosomas con dos brazos. El cinetocoro funciona a modo de un
“interfaz” entre el centrdmero vy las fibras del huso.

En algunos cromosomas aparecen constricciones secundarias, normalmente
asociadas a la regién organizadora nucleolar (NOR), donde se encuentran los genes
para ARN ribosdmico. El fragmento de cromosoma que va desde la constriccion
secundaria al telémero se denomina satélite cromosémico. El telébmero constituye el
extremo cromosémico, por lo que hay uno en cada brazo cromosémico y juega un
papel fundamental en el mantenimiento de la integridad del cromosoma.

Anafase

La anafase es, en general, la etapa mas corta de la mitosis Cada centrémero se
divide en dos y se desorganizan las proteinas que mantenian unidas a las cromatidas
hermanas, lo que les permite segregar (migrar) a polos opuestos. En cada polo celular
veremos un grupo de cromosomas (2n) con una sola cromatida orientados hacia el
polo correspondiente.

Telofase

Los cromosomas agrupados en cada polo comienzan a descondensarse y los
nucleolos y la membrana nuclear vuelven a organizarse a partir de material
preexistente y de nueva sintesis.

La divisién celular se completa al final de esta etapa con la citocinesis, donde hay
también un reparto de los organulos y componentes citoplasmicos a las dos células
hijas, aunque no se realiza de forma tan precisa como durante la mitosis. El resultado
final del proceso mitético son dos células con 2n cromosomas.
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Con esta practica vamos a poder observar con técnicas citogenéticas evidencias de
los siguientes fendmenos genéticos:

- Replicacién del ADN y la cromatina: cromosomas con dos cromatidas.

- Conservacion del material hereditario y constancia del nimero cromosémico:
segregacion de las cromatidas hermanas de cada cromosoma durante la anafase.

2.2. MEIOSIS

La meiosis es un proceso que consta de dos divisiones celulares consecutivas sin que
haya replicacion del ADN entre ellas. Su funcién es diferente a la de la mitosis ya que
al final del proceso lo que se consigue es reducir el nimero cromosoémico a la mitad,
obteniendo gametos haploides en los organismos con reproduccion sexual. La forma
para conseguir esa reduccién es que los cromosomas con el mismo tipo de
informacidon genética u homodlogos se apareen primero para después segregar a
distintos polos celulares. Durante el apareamiento cromosémico y la sinapsis ambos
homodlogos pueden recombinar, es decir, intercambiar segmentos cromosémicos,
generando nuevas combinaciones alélicas en los cromosomas resultantes. Las
diferentes combinaciones posibles de cromosomas paternos y maternos que puedan
quedar incluidas en un gameto, como consecuencia de la segregacion de homadlogos,
es otra fuente adicional de variabilidad genética.

Las dos divisiones celulares de la que consta la meiosis se denominan meiosis |
(reduccional) y meiosis Il (ecuacional). Como deciamos, la meiosis | separa
cromosomas homoélogos y combina informacién genética y la segunda divisidon reparte
equitativamente las cromatidas que se habian replicado en la interfase premeiética.

En la meiosis también distinguimos cuatro etapas en cada una de las dos divisiones:
profase, metafase, anafase y telofase.

Las caracteristicas de cada etapa son las siguientes:
MEIOSIS |

Profase I. Es una etapa larga y compleja donde suceden uno de los aspectos mas
destacados del proceso meiédtico: el sobrecruzamiento y la recombinacion. Se divide
en cinco subetapas: leptotene, cigotene, paquitene, diplotene y diacinesis.

Leptotene. Se caracteriza por el inicio de la condensacién de los cromosomas que
aparecen como una marafia dentro del nucleo. En este momento los cromosomas
tienen dos cromatidas pero aun no son visibles al microscopio.

Cigotene. Esta es la etapa donde ocurre el fendmeno de sinapsis o apareamiento
cromosémico en el que los cromosomas homdlogos se asocian a lo largo de toda su
longitud, lo que permite que mas tarde puedan intercambiar segmentos cromosémicos
(sobrecruzamiento) y recombinar. Cada pareja de homadlogos apareados constituye lo
que se llama un bivalente, que consta de cuatro cromatidas.

Paquitene. El grado de condensacién cromosémica es mayor y los bivalentes
aparecen mas cortos y gruesos, permaneciendo los homélogos unidos a lo largo de
toda su longitud. En esta etapa ocurre el sobrecruzamiento y la recombinacion.
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Diplotene. Sigue aumentando la condensacion de los bivalentes. Los cromosomas
homdlogos comienzan a separarse a nivel del centrdmero, quedando unidos por unos
puntos de contacto denominados quiasmas que son la manifestacion citogenética del
sobrecruzamiento. Sin embargo, las cromatidas hermanas de cada homdlogo aun
permanecen unidas. El numero de quiasmas que se establece varia entre especies,
poblaciones, individuos vy tipo celular de que se trate. El tamano del bivalente también
determina el numero de quiasmas que en él se organizan. En la meiosis femenina de
la especie humana, por ejemplo, se observan una media de dos a tres quiasmas por
bivalente siendo los cromosomas grandes los que muestran un mayor nimero de
quiasmas.

Diacinesis. Los bivalentes muestran ya un nivel muy alto de condensacion,
apareciendo como cuerpos gruesos. Los centromeros de cada pareja de homdlogos
inician la coorientacién hacia polos opuestos. Al final de la diacinesis, y por tanto, de
la profase |, se desorganizan los nucleolos y la membrana nuclear, al igual que ocurria
en la profase mitética.

Metafase |. Los bivalentes exhiben su maximo grado de condensacién. Los
centrémeros de cada homologo se unen a las fibras del huso reorganizandose en la
placa metafasica. A diferencia de la metafase mitética, sobre la placa ecuatorial se
disponen parejas de cromosomas apareados o bivalentes (n bivalentes) en lugar de
cromosomas aislados (2n).

Anafase |. Se produce la migracion o segregacion de los cromosomas homélogos de
cada bivalente a polos opuestos. Este acontecimiento es de suma importancia ya que
tiene como consecuencia la reduccién del nimero cromosémico (N cromosomas en
cada polo). Las cromatidas hermanas de cada cromosoma permanecen todavia
unidas pero solo a nivel del centrémero, a diferencia de la mitosis, donde los
centromeros se dividen y ambas cromatidas se separan completamente y segregan en
la anafase mitética.

Telofase I. Cuando finaliza la segregaciéon anafasica de los homdlogos, éstos se
agrupan en ambos polos celulares. Los cromosomas se descondensan y reaparecen
los nucleolos y la membrana nuclear.

Finalmente se produce la citocinesis dando lugar a dos células hijas.
MEIOSIS |l

La segunda division meidtica es muy similar al proceso mitético pero hay una serie de
diferencias fundamentales. Cuando se inicia la meiosis Il, los cromosomas ya estan
replicados y muestran dos cromatidas, por lo que en la interfase previa (o intercinesis)
no hay replicacion del ADN. Esta segunda division consta igualmente de cuatro
etapas: profase I, metafase I, anafase Il y telofase II.

Profase Il. Es una etapa de corta duraciéon donde aparecen h cromosomas con ambas
cromatidas divergentes, como si se repelieran y unidas unicamente por su centrémero,
lo que les da un aspecto de aspa.

Metafase Il. Los n cromosomas se unen a las fibras del huso y se organizan en la
placa metafasica.

Anafase Il. Cada centromero se divide y las cromatidas hermanas segregan hacia
polos opuestos. En cada polo celular observaremos n cromosomas con una sola
cromatida.
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Telofase Il. Finaliza la migracion de los n cromosomas con una sola cromatida y
empiezan a descondensarse. Aparecen de nuevo el nucleolo y la membrana nuclear.
Se lleva a cabo la citocinesis

Al final de todo el proceso meidtico se obtienen cuatro células haploides, con n
cromosomas.

La observaciéon de la meiosis que se realiza en esta practica va a permitir observar
fendmenos genéticos importantes:

= Reduccién del numero cromosomico durante la formacion de gametos
haploides: observacién de la segregacion de cromosomas homélogos en
anafase | y cromatidas hermanas en anafase Il.

= Generacion de variabilidad genética durante la meiosis:

a) Combinacion al azar de cromosomas paternos y maternos: observacion de
la segregacidon de cromosomas paternos y maternos para cada tipo
cromosémico durante la anafase |I.

b) Recombinacion genética entre cromosomas homoélogos: observacion de
apareamiento y los quiasmas entre cromosomas homélogos.

Resumen de los nimeros de cromosomas y de la cantidad de ADN que hay en cada
etapa:

N° de cromosomas Tipo de célula Cantidad de ADN
2n Espermatogonia (mitosis) 4C
on Espermatocito primario (1) 4C
desde leptotene hasta telofase |
n Espermatocitos secundarios (2) 2C
desde intercinesis hasta telofase |l
n Espermatidas (4) C
n Espermatozoides (4) C
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3. METODOLOGIA
3.1. OBSERVACION DE LA MITOSIS

El material que necesitamos para poder estudiar la mitosis debe ser un tejido en
division celular activa. En animales se usa médula 6sea de huesos largos, bazo,
ciegos gastricos y cultivos celulares como, por ejemplo, de linfocitos.

En plantas se utiliza muy frecuentemente el extremo apical de la raiz (meristemo
apical), pero pueden utilizarse otros materiales como apices de hojas u ovarios de las
flores. En esta practica vamos a utilizar raices de la especie Scilla autumnalis.

Los bulbos de ambas especies se han mantenido en cultivo hidropénico con el fin de
que desarrollen raices. Una vez obtenidas, se han cortado los extremos de las raices y
han sido tratadas con colchicina al 0.005% durante 4h para impedir la formacion del
huso mitético y provocar asi la acumulacion de células en metafase, donde veremos
mejor la morfologia cromosémica. La colchicina tiene el efecto afiadido de condensar
algo mas los cromosomas y al no existir huso mitético es mas facil visualizar células
con los cromosomas bien separados. Después hay que fijar las raices tratandolas con
un fijador compuesto por una mezcla de etanol y acido acético glacial en proporcion
3:1. Esto consigue coagular los contenidos celulares para que retengan la forma,
estructura y posicioén. A las raices de ajo se las somete también a una hidrolisis en CIH
1N a 60°C durante 5 min, para relajar la estructura del ADN vy facilitar la posterior
tincion de los cromosomas con los colorantes basicos (orceina, por ejemplo) que
reaccionan con los grupos aldehidos de los nucleétidos, tifiendo asi los cromosomas.

Obtencién de las preparaciones

1. Colorear las raices con orceina acética al 1% durante 30 min.

2. En un portaobjetos limpio, colocado sobre un papel de filtro, depositar una gota
de orceina del diametro de un cigarrillo y sobre ésta colocar una raiz.

3. Con la aguja enmangada y la lanceta se corta el extremo del apice, que se
reconoce por colorearse mas oscuro que el resto de la raiz y acabar en punta.
El meristemo se desprende facilmente de la raiz, por lo que si hubiera dificultad
en realizar esta operacion, significaria que no se trata del apice meristematico.

4. Retirar el resto de la raiz, dejando uUnicamente el apice sobre la gota de
orceina. Con la base de la aguja enmangada, se macerara hasta conseguir que
se divida en varios trozos mas pequenos.

5. Colocar sobre la gota de orceina un cubreobjetos limpio y desengrasado y
proceder al aplastamiento del material. Para ello, sujetar por un borde con un
trozo de papel de filtro y golpear suavemente con la punta de la aguja
enmangada, haciendo que desaparezcan las burbujas de aire que hayan
quedado atrapadas y el exceso de colorante. Colocar un papel de filtro sobre el
cubreobjetos y con el dedo pulgar presionarlo, evitando que el cubreobjetos se
deslice respecto al portaobjetos.

Observacién cromosémica

Una vez que hemos obtenido la preparacién cromosdémica la observamos al
microscopio para su estudio.

Las caracteristicas propias de los tipos celulares que podréis observar son las
siguientes (Figura 3):
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Interfase (no es una fase de la mitosis):

Cromatina descondensada.
Numero y tamafio de los nucleolos.

Profase:

Inicio de condensacién cromosdémica.
Los nucleolos.

Metafase:

Disposicion de los cromosomas en la placa metafasica.

Numero de cromosomas y todos los detalles que se puedan identificar de la
morfologia cromosdmica: centromero, brazos cromosdmicos, numero de
cromatidas, constricciones secundarias y satélites.

A partir de una microfotografia de esta fase se puede estudiar el cariotipo de
una especie (ver mas adelante).

Anafase:
Orientacion de los centromeros y los cromosomas hacia los polos celulares.
Migracién y segregacion de cromatidas hermanas.

Estructura simple (una sola cromatida) de los cromosomas.

Telofase:

Agrupacion compacta de los cromosomas en ambos polos celulares.
Inicio de descondensacion de los cromosomas.
Aparicion del tabique entre los dos nucleos recién formados.
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Interfase Profase

Metafase Anafase

Telofase Células hijas

Figura 3: Fases de la mitosis
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Realizacion de un cariotipo

El conjunto de rasgos de los cromosomas en metafase, referidos a su numero,
tamano, posicion del centrémero, niumero y posicion de parejas con constriccidon
secundaria es un dato constante para todas las células normales de un individuo y de
todos los individuos normales de una especie.

A partir de una microfotografia donde los cromosomas aparezcan bien separados, se
recortan éstos, emparejandolos por el tamafio (en milimetros), por la posicion de los
centromeros y constricciones secundarias. Sobre una cartulina se pegan los
cromosomas de modo similar a la observada en la Figura 4b, teniendo en cuenta las
siguientes condiciones:

1. Los centromeros iran colocados sobre una linea horizontal.
2. Los brazos largos iran situados hacia la parte inferior de dicha linea.
3. Las parejas cromosomicas seran ordenadas de mayor a menor tamanio.
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(a) Microfotografia cromosomas humanos (b) Cariotipo humano

Figura 4: Microfotografia de los cromosomas humanos y su cariotipo

Con las medidas efectuadas en las parejas se construye la siguiente tabla:

PAREJAS 1 2 3.
MEDIDAS A/B|A|B|A|B
Long. Brazo Largo

Long. Brazo Corto

Longitud Total

Media de los dos homoalogos
% contribucién al cariotipo

r = brazo largo / brazo corto

Y se estiman los siguientes parametros:

% contribucion al cariotipo: Sumando la longitud media de todas las parejas se
obtendria la longitud media total del cariotipo. Referido a este valor se hallaria el
porcentaje relativo de cada pareja.

r = proporcién de brazos: Este dato nos indica la longitud relativa entre los brazos de
cada cromosoma, sirviéndonos para poder clasificar, de acuerdo con su valor, a los
cromosomas de la siguiente forma (Figura 5):

1 <r<1,7: cromosoma metacéntrico. Los dos brazos son aproximadamente
iguales.
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1,7 <r < 3: cromosoma submetacéntrico. Existe una diferencia de longitud
entre los brazos, pero no es excesiva.

3 <r < 7: cromosoma acrocéntrico o subtelocéntrico. Uno de los brazos
es mucho mas corto que el otro.

7 < r: cromosoma telocéntrico. El centrdbmero esta en un extremo del
cromosoma, de manera que éste tiene un solo brazo.

E) -G © METACENTRICO
TR —  SUBMETACENTRICO
oRC > SUBTELOCENTRICO
N(@ —  TELOCENTRICO

Figura 5: Tipos de cromosomas
Idiograma
Con los datos de la tabla se procede a realizar una representacion grafica haploide del

cariotipo, mediante un diagrama de barras (Figura 6). La longitud de las barras viene
determinada por la longitud media de los homodlogos.

Figura 6: Idiograma del cariotipo humano
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3.2. OBSERVACION DE LA MEIOSIS
Obtencidn de las preparaciones meibéticas

El material necesario para el estudio de la meiosis son los tejidos donde tiene lugar la
produccion de los gametos masculinos y femeninos, que en animales son los
testiculos y los ovarios, respectivamente. La produccion de évulos se realiza mediante
el proceso de ovogénesis y la de espermatozoides a través de la espermatogénesis.

En plantas superiores el érgano reproductor es la flor, que puede contener tanto
6rganos reproductores femeninos (gineceo) como masculinos (androceo) o existir
flores exclusivamente femeninas o masculinas, en pies de plantas diferentes (dioicas)
0 en el mismo pie de planta (monoica). Los gametos masculinos o granos de polen
(microsporas) se generan en las anteras y los gametos femeninos u O6vulos
(megasporas) en el ovario.

En esta practica vamos a estudiar la espermatogénesis en saltamontes ya que en
éstos los nucleos muestran pocos cromosomas y de gran tamano, facilitando su
estudio.

Las preparaciones cromosomicas se van hacer con testiculos foliculares fijados de
machos de saltamontes.

La obtencion del material necesario para las preparaciones requiere que previamente
hayamos anestesiado un macho con acetato de etilo y procedido a su diseccién para
la extraccién de la masa testicular donde se encuentran los foliculos testiculares.
Posteriormente se fijan los testiculos en etanol:acido acético en proporcion 3:1.
Después de trascurrido un tiempo minimo de una hora, el material esta listo para su
estudio.

La metodologia para la obtencion de preparaciones cromosémicas varia en funcién de
las caracteristicas del material utilizado. Las preparaciones cromosomicas de foliculos
testiculares se hacen por aplastamiento, siguiendo un procedimiento algo diferente al
que hemos utilizado para el estudio de la mitosis en plantas. En este caso el
procedimiento que debemos seguir es el siguiente:

1. Limpiar un portaobjetos desengrasado y colocar sobre papel de filtro.

2. Depositar en el centro del portaobjetos una gota pequefia de orceina
lactopropiodnica y poner un foliculo en ella.

3. Macerar el foliculo golpeandolo directamente con el extremo plano de un objeto
metalico o de plastico (un boligrafo, una aguja enmangada, etc.).

4. Dejar caer un cubreobjetos sobre esa suspension celular en orceina.

5. Eliminar las burbujas del aire que hayan podido quedar atrapadas sujetando el
cubreobjetos con papel de filtro, por uno de sus angulos y ejerciendo una leve
presion con la punta de la aguja enmangada.

6. Realizar el aplastamiento del material colocando un papel de filiro sobre el
cubreobjetos y sujetando el portaobjetos con una mano y ejerciendo con el
dedo pulgar de la otra mano una fuerte presion sobre el cubreobjetos. Hay que
procurar que el cubreobjetos no se deslice.

Observaciéon cromosémica

El alumno debera localizar, estudiar y realizar un dibujo interpretativo de las principales
etapas de la meiosis.
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Los hechos mas significativos a observar en cada etapa son (Figuras 7 y 8):
= |Leptotene:

Aspecto enmarafiado de los cromosomas

Los filamentos son simples.

Se observa un cuerpo intensamente tefido: cromosoma X. Los machos son XO
y las hembras XX.

= Cigotene:

Fibras mas cortas y menos enmarafiadas.

Aspecto doble de los filamentos como consecuencia del apareamiento y la
sinapsis de cromosomas homoélogos (bivalentes).

El cromosoma X (univalente) continda viéndose mas tedido y sin forma
definida.

= Paquitene:
Se puede contar el niumero de bivalentes.
Los filamentos son bastante mas gruesos.
El cromosoma X sigue muy contraido y suele estar doblado sobre si mismo.
= Diplotene:
Los bivalentes son alin mas cortos y mas gruesos.
Se observan los quiasmas o puntos de contacto entre homadlogos.
El cromosoma X se estira durante esta etapa, pero sigue estando mas
condensado que el resto.
= Metafase I:
Los bivalentes estan condensados al maximo y por ello sus bordes o contorno
es nitido.
El cromosoma X suele aparecer algo mas descondensado en esta etapa y se
tife algo menos que el resto de bivalentes.
= Anafase I:
Los cromosomas homélogos de cada bivalente se ven migrando orientados
hacia polos opuestos.
El cromosoma X, al ser un univalente ira a uno de los polos.

= Telofase I:

Los cromosomas se agrupan en los polos.
Los cromosomas estan mas descondensados.

= |ntercinesis
=  Profase Il:

Numero haploide de cromosomas.
Cromatidas divergentes con aspecto de aspa.
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=  Metafase Il

Cromosomas mas condensados, mas cortos y mayor grosor. Cromatidas
hermanas separadas salvo en el centrémero.

= Apafase Il:

Separacion/migracién de cromatidas hermanas hacia cada polo.

=  Telofase Il:

Se agrupan los cromosomas en los polos celulares y se empiezan a
descondensar.

Para poder observar las distintas etapas de la meiosis en saltamontes hay que
estudiar mas de una preparacion cromosémica ya que dentro de los foliculos
testiculares existen unas subunidades funcionales que son los cistos o conjunto de
células que se encuentran en una misma etapa meiética. Por esta razén, en una sola
preparacion cromosoémica podremos observar unicamente 3 6 4 etapas diferentes.
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Cigotene

Leptotene

Paquitene Diplotene

Diacinesis Metafase |

Anafase | Telofase |

Figura 7: Fases de la meiosis |
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Intercinesis Profase Il

Metafase Il

Anafase |l

Telofase Il

Nucleos espermaticos

Figura 8: Fases de la meiosis Il
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4. CUESTIONES
Mitosis

1. ¢ Cuantas células has visto de cada tipo?

2. ; Como conseguimos acumular metafases en las preparaciones?

3. Elfijador se utiliza para relajar la estructura del ADN.  Verdadero o falso?

4. Indica el numero cromosomico de la especie estudiada

5. Cuantos tipos cromosémicos hay en el cariotipo de A. sativum en funcion de la
posicion de su centromero?

Meiosis

6. Describir las diferencias entre la meiosis | y la meiosis I

7. ¢ Tienen los dos polos de la anafase | observadas el mismo numero cromosémico?
.Y los polos de la anafase Il observadas?

8. Indicar el numero de bivalentes que se pueden contar en una célula

9. Indicar el numero de quiasmas que se observan en diplotene

10. ¢ Como distinguimos el cromosoma X de los autosomas?
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LABORATORIO VIRTUAL DE
GENETICA
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LABRORATORIO VIRTUAL DE GENETICA

1. OBJETIVO

GenWeb es un interfaz web a un laboratorio virtual de genética que permite realizar
practicas relacionadas con cualquier tema en el que intervengan cruzamientos,
poblaciones, caracteres cualitativos, cuantitativos, interacciones génicas de todo tipo
etc... Este interfaz se encarga de la interaccion con el usuario y, a través de él, se
definen los caracteres, genes, alelos e interacciones, se crean proyectos con los que
se realizan las simulaciones y se obtienen los resultados de poblaciones que pueden
descargarse para ser analizados con software de estadistica u hojas de calculo. Por
detras de GenWeb, otra aplicaciéon llamada GenGine recibe los datos enviados a
través del interfaz, aplica algoritmos que permiten generar nuevos individuos en
funcién de las reglas de herencia que se hayan definido a través del interfaz, y genera
los resultados que son archivados en directorios especificos de cada proyecto. El
interfaz web accede a estos archivos asi como a una base de datos postgresql con los
que generan las paginas que se muestran a cada usuario.

La aplicacion GenWeb+GenGine es capaz de generar individuos y poblaciones
siguiendo cualquier tipo de herencia que el usuario pueda definir, sin que a priori haya
ningun tipo de restriccion a los caracteres, genes, alelos y posibles interacciones entre
ellos. La herencia de un caracter dependera de la manera en que el usuario defina los
caracteres con los que pretendan realizar las simulaciones. Se pueden realizar por
tanto multitud de practicas de Genética de la transmisidén, Genética cuatitativa,
Genética de poblaciones, etc...

En este manual se detallan dos practicas, a modo de ejemplo, que se pretenden
realizar durante este curso, pero que, gracias a la flexibilidad del disefio de la
aplicacion constituiran unicamente las dos primeras de una larga lista que ira
creandose con posterioridad y que podran realizarse en la mayoria de las asignaturas
de grado y posgrado que se imparten en el Departamento de Genética.

El disefio de caracteres es un aspecto fundamental en el uso de la aplicacién, por lo
que en primer lugar se realizara una practica en la que se aborden los puntos mas
importantes de este disefio.

2. DISENO DE CARACTERES CON GENWEB

En esta practica los alumnos aprenderan a disefiar un caracter con GenWeb, obtener
una poblacién de individuos y analizar estadisticamente las frecuencias fenotipicas de
esta poblacion.

Durante el transcurso de la practica comprenderan la forma en que se producen las
interacciones génicas cuando varios genes actuan sobre el mismo caracter, a través
de las rutas biosintéticas de productos que ellos mismos deberan disefiar e
implementar. Veran cémo la combinacion aleatoria de los alelos de los genes que
intervengan en el caracter resulta en unas proporciones fenotipicas determinadas que
pueden ser Utiles a la hora de identificar el modo de herencia de los caracteres, y
aprenderan a analizar estadisticamente los datos tomados directamente de una
poblacion, aprendiendo a organizarlos, a identificar el modo de herencia y a calcular
una significacion estadistica de estos resultados.
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2.1. Acceso al interfaz

El acceso al GenWeb estd controlado por una pagina de identificacion mediante
usuario y contrasefia. Mas que restringir el acceso, este control pretende organizar los
datos identificando a cada usuario y mostrandole uUnicamente sus proyectos, sus
caracteres, o los caracteres que se hayan definidos como publicos, de manera que los
datos generados por cada usuario no se mezclan con los de los demas.

Genweb

Identificate
I_F;z:1_1::1r1-.::-
Contra

identificar

he olvidado mi contrasefia

Nuevo Usuario

La pagina de acceso incluye botones para enviar las credenciales, borrar los campos
de datos, crear un nuevo usuario o solicitar una nueva contrasefia.

2.2. Menu principal

Una vez identificado, un menu con tres botones da acceso a las tres principales areas
de la aplicacion:

e Creacion de caracteres.

e Creacion de proyectos.
e Creacion de generaciones, Cruces, y acceso a los datos generados.

Identificado como miguel

Caracteres | Proyectos lGeneracinnes

2.3. Creacion de un caracter

Para crear nuestro primer caracter pulsamos sobre el botén “Caracteres” y se muestra
una tabla con los caracteres que se haya definido, que deberia estar vacia, y un
formulario para crear un nuevo caracter:

Para poder practicar con los diferentes aspectos del interfaz se creara un caracter con
cierta complejidad, en el que intervengan dos genes que muestren una interaccion
geénica epistatica recesiva.
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En primer lugar introducimos el nombre del caracter en el campo correspondiente.
Llamaremos al caracter “color”. La marca publico hara que otros usuarios puedan
acceder y utilizar este caracter para sus propios proyectos, y la marca visible hara que
tengan acceso al disefio del caracter. Dejaremos ambas opciones sin marcar.

Crear Nuevo caracter

MNombre:

color

Visible: B Pk ]

Muewvo Caracter borrar

Una vez pulsado el boton “Nuevo Caracter’ los datos apareceran en la tabla de
caracteres:

Id||Caracter|Borrar|Abrir
16|color 16 L] 18

La columna Id muestra un numero de identificacion del caracter que se ha generado
de forma automatica. En las siguientes columnas se muestra el nombre del caracter, y
botones para borrarlo o acceder a su disefio (Abrir). Estos botones muestran la Id del
caracter. Para evitar un borrado accidental, el botéon de borrar no surtird efecto a
menos que cuando se pulse se encuentre marcada la casilla junto a él.

Si pulsamos el botén “Abrir’, se nos muestran a la derecha algunos datos referentes al
caracter recién creado:

Caracter:color

]
u [l

Guardar Cambios | Cerrar |

Wer Genes

Muewvo gen

La opcion Sexo se marca si el caracter que se define determinara el sexo del
individuo. La dejaremos sin marcar porque no es este el caso que nos ocupa. Las
opciones Visible y Publico asociadas al caracter se muestran a continuacion y pueden
cambiarse en cualquier momento sin mas que alterar las marcas correspondientes y
pulsar sobre el botdn “Guardar cambios”. El boton “Cerrar” cierra de nuevo el caracter,
y los otros dos botones sirven para acceder a los genes que intervienen en el caracter.
Si pulsamos el boton “Ver Genes”, aparece una tabla vacia, puesto que aun no hemos
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definido ningun gen para este caracter. El boton también cambiara mostrando la
leyenda “Ocultar Genes”.

Obviamente para crear un nuevo gen deberiamos pulsar el botén “Nuevo gen”, pero
antes haremos algunas consideraciones sobre la forma en que pensamos disefiar este
caracter.

2.3.1. Epistasis simple recesiva

Se produce una interaccidn génica epistatica simple recesiva cuando dos genes

codifican dos enzimas que actuan en dos pasos de una misma ruta metabdlica, y se
cuplen las condiciones representadas en el siguiente esquema:

’ 2
A B
S, S, /\82

A, B,

SR

Supongamos dos genes A y B que actuan consecutivamente en la mima ruta
metabdlica de sintesis de un pigmento que colorea las flores de una planta. Existen
dos alelos del gen A, A, y a,. El alelos a, produce una enzima mutante no funcional. El
sustrato de esa enzima esta representado en el esquema como S,. El nimero 1 dentro
del circulo verde que representa Sy corresponde a un valor arbitrario que se le asigna
a ese sustrato, por ejemplo, podria representar una concentracién, un numero de
moléculas, o una variedad concreta entre varios posibles sustratos. Un valor de 0
indicaria la ausencia del sustrato y por tanto haria que no se diera esa ruta metabdlica.
Por eso en el esquema se le ha asignado el valor 1, de manera que existe el sustrato
So vy la enzima fabricada por el gen A podria actuar sobre él. Los alelos de A,
representados dentro del cuadro rojo, actuarian sobre ese sustrato para convertirlo en
S;. La enzima codificada por A, actuaria sobre Sy dando como producto de la reaccion
S;. Esta accién se representa dandole a S; un valor distinto de 0, por ejemplo 1, como
se representa en el esquema. Puesto que la enzima codificada por a, no es funcional,
no podria actuar sobre S, y por eso el resultado seria la asignacion de un valor 0 a Sy,
indicando asi la ausencia de producto. Los individuos que resulten homocigaéticos para
a, tendran un valor 0 en S, por lo que la ruta metabdlica se interrumpira en este
punto, y no se fabricara ningun pigmento. La presencia del alelo Ay, aunque sea en
heterocigosis, resultara en la asignacion de un valor S; = 1. Por lo tanto, A, se
comporta como dominante y a, como recesivo.

El producto S es a la vez sustrato de la enzima codificada por el gen B. En este caso
supongamos una dominancia completa de B; sobre b, en donde ambos alelos
codifican una enzima funcional, pero que producen diferentes pigmentos. Podemos
identificar los distintos pigmentos asignandole valores diferentes al producto S,. Asi, la
enzima codificada por B, le asignaria un valor S, = 2 que podria corresponder, por
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ejemplo, a un color verde, y la enzima codificada por b, le asignaria un valor S, = 1,
que podria corresponder a un color rojo.

Teniendo en cuenta las propiedades del disefio de éste caracter, una planta
homocigética aja, tendria las flores blancas, ya que la sintesis del pigmento se habria
interrumpido en S, y, por lo tanto seria irrelevante qué alelos tuviese en el gen B. De
esta forma el alelo recesivo a, ejerce una interaccién epistatica sobre el gen B, es
decir, una epistasis simple recesiva. Si una planta posee el alelo A4, la sintesis del
pigmento final dependera entonces del gen B, pudiendo producir flores verdes o rojas
dependiendo de la composicion alélica de B.

Una vez decidido como sera el disefio del caracter veremos la forma de implementarlo
a través de GenWeb.

2.3.2. Epistasis simple recesiva en GenWeb

Puesto que ya sabemos como vamos a disefiar el caracter, pulsamos el botén “Nuevo
gen”. Aparecera un formulario que nos permite asignarle un nombre, indicar el nimero
del cromosoma donde queremos que se localize, asi como su posicién dentro de este
cromosoma. Para el caso que nos ocupa la posicon dentro del cromosoma es
irrelevante, aunque si tendremos que asegurarnos de situar cada gen en un
cromosoma distinto de forma que tengan segregacion independiente. Las marcas en X
e Y se utilizan para indicar en qué cromosoma sexual se encontraria el gen, en caso
en que fuese ligado al sexo, holandrico o pseudoautosémico. A y B se utilizan para
indicar en qué cromosoma de una pareja autosdmica se encuentra. Por defecto se
encuentran marcados los dos cromosomas de una pareja autosémica. Marcar solo uno
de ellos permitiria por ejemplo simular la presencia de una delecion que hubiese
ocasionado la pérdida de uno de los alelos.

Para nuestro diseno rellenaremos el formulario con los datos que se muestran en la
figura a continuacion:

1

LI YL A B[4

1

Guardar datos I

Cuando pulsamos el botén “Guardar Datos” el formulario desaparece. Para poder ver
el nuevo gen que hemos creado pulsamos el botdn “Ver Genes”. Aparecera una tabla
en la que podremos ver los datos que hemos introducido:

\N0mbre\\chr||pos||cod||B0rrar||Ahrir|

pela Jr i Js J=sfOf zs]]

Wer Conexionas ]
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Ahora deberemos asignar alelos a este gen. Para ello debemos abrirlo pulsando sobre
el boton de la columna “Abrir” que muestra la Id del nuevo gen. Al abrirlo nos
aparecera una tabla de alelos vacia, y un formulario para introducir los datos de un
nuevo alelo, que rellenaremos como se muestra en la figura:

Gen: A
Cerrar

||Id||N0mhre||Valor||D0mina‘ncia||Borrar||

Nuevo Alelo

[a1

100

MNuevo Alelo

El valor del alelo es el que éste alelo en particular asignaria al producto de la reaccion
en la ruta metabdlica, o sumaria al valor de su sustrato en caso de tratarse de un gen
con efecto acumulativo. La dominancia se expresa en%. Un valor de 100 indicaria una
dominancia completa, auque la relacién con otros alelos dependera también de los
valores de dominancia de los demas alelos. Este valor puede ser superior al 100%, lo
que ocasionaria casos de sobredominancia, en los que los heterocigotos pueden tener
valores fenotipicos superiores a los homaécigotos para este alelo.

Tras pulsar el boton “Nuevo Alelo”, los datos apareceran en la tabla de alelos de este
gen.

|Numbre”\-’alor”Dominancia”Borrar\

l67]jat [t roo [[s7 ]O]

Creamos ahora un nuevo alelo de nombre a,, con un valor de 0 de acuerdo con
nuestro disefio, que resultara en una variante no funcional de la enzima. Respecto al
valor de dominancia, para que este alelo fuese completamente recesivo respecto a A,
deberia tener una dominancia 0.

Una vez creado este nuevo alelo, la tabla de alelos del gen A quedaria asi:

|Nombre”ValorHDominanciaHBorrar|
671 1 Jtoo 67 [
68a2 0o o g8 [O

Pulsamos ahora sobre el botén “Cerrar” que hay sobre la tabla de alelos para cerrar el
gen A.

Ahora pasaremos a crear el gen B repitiendo los mimos pasos. Los datos a consignar
para el Gen B y sus dos alelos son los siguientes:
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|Nombre||chr||pos||cod||B0rrar||Abrir|
st v 5 a0 ae]]
poe 2t 5 [=]0] ]

‘er Conexiones
Gen: B

Cerrar

|N0mbre||Valor||Dominancia||Borrar|
791 2 Jroo (X =
fez Jr o [=C]

Los valores que se observan en las tablas son los que deben introducirse en los
respectivos formularios.

Una vez que todo esta correcto, podemos cerrar el gen B.

2.4. Conexiones entre los genes

Ya hemos creado los genes, pero no hemos establecido ninguna ruta metabdlica con
ellos. Si queremos que tengan determinado tipo de interaccién, deberemos establecer
las posiciones en las que actuan en la ruta.

Para ello pulsamos el botén “Ver conexiones”. Puesto que aun no hemos establecido
ningna conexion entre los genes, solo veremos un mensaje indicando esta situacion.
Debajo veremos un botén rotulado “Cambiar Sustratos” y un campo donde escribir el
numero de sustratos, una tabla que muestra los dos genes junto con botones de
seleccion, y otro botén rotulado “Guardar conexién”. Al mismo tiempo, el botén para
ver conexiones habra cambiado por otro rotulado “Ocultar Conexiones”.

Ocultar Conexiones |

No se han establecido conexiones

Cambiar Sustratos I |

sojs1]s2]
[olo]lo]

[o]0]
sos1]s2]
[olo]l0]

Guardar Conexién |

En primer lugar deberemos contar con los sustratos necesarios para nuestro disefo.
Se entiende aqui sustrato en sentido amplio, ya que el sustrato de una enzima puede
ser a su vez el producto de otra. Segun nuestro disefio, la enzima codificada por el gen
A actuaria sobre un sustrato Sy proporcionando el producto S; que, a su vez seria
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sustrato de B proporcionando el pigmento final S,. Necesitamos por tanto 3 sustratos
para poder definir la ruta metabdlica. Por tanto escribiremos un 3 en el campo “N°
sustratos” y pulsamos sobre el botén “Cambiar sustratos”.

Apareceran tablas de sustratos similares a la de los genes, y estaran repetidas por
encima y por debajo de esta tabla de genes.

Para establecer una conexion, debemos elegir de la tabla de sustratos superior el
sustrato que deseemos, a continuacién elegimos el gen que codificara la enzima que
actuara sobre ese sustrato, y elegiremos el producto de la reaccion en la tabla inferior.
Por ejemplo, segun nuestro disefio debriamos elegir Sy en la tabla superior, A en la
tabla de genes, y S; en la tabla inferior:

sqs1s2
[@lo]o]

Eie)
sost]s2
[o]@lo]

Tras pulsar el botén “Guardar Conexion”, ésta aparecera en la tabla de conexiones:

@\gen\@morrar\
R EESIEE

A continuacion crearemos la siguiente conexion entre Sq, B y S, quedando la tabla de
conexiones como sigue:

@|gen||£||ﬂorrar|
[so]j28 19 [0
S1)30 20 [0

Ya podemos dar por terminado nuestro disefio de un caracter con una herencia
epistatica recesiva en la que intervienen dos genes con dominancia completa.

Pulsamos entonces consecutivamente sobre los botones: “Ocultar Conexiones”,
“Ocultar Genes”, y “Cerrar”, para cerrar definitivmente el caracter en el que hemos
estado trabajando.

De ahora en adelante podremos utilizar este caracter en nuestros proyectos.
2.5. Creacién de un proyecto

Para crear nuestro primer proyecto pulsamos sobre el botdn “Proyectos” del menu
principal. Nos aparecera una tabla de proyectos vacia y un pequeno formulario para
crear un proyecto nuevo. Elegimos un nombre para ese proyecto, por ejemplo: ESD, y
pulsamos sobre el boton “Nuevo Proyecto”. Nuestro nuevo proyecto debera entonces
aparecer en la tabla:
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\Nomhre -Pmyecto”Barrar”Ahrir\

27eso EEEa]

MNuevo Proyecto | borrar

Con esto solo hemos creado un proyecto vacio, deberemos abrirlo para poder trabajar
en él. Al pulsar el botdn “Abrir” veremos una tabla de caracteres asociados a este
proyecto, que ahora estara vacia. En la parte superior se muestra el nombre y la Id del
proyecto que se encuentra abierto.

Caracteres del proyecto: ESD (id=27)

Cerrar Proyecto

|Carécter|| Ambiente ||-Eorrar||Actualizar|

Debemos ahora asociar el caracter color a este proyecto. Para ello pulsamos sobre el
boton “Caracteres” del menu principal, y veremos que sobre la tabla de caracteres
aparece el nombre del proyecto activo.

Proyecto activo: ESD

|Carécter\\Eorrar'HAhrirHSeleccionar\

color 16 O Mﬂ

Pulsamos una sola vez el botdn de la columna “Seleccionar” que muestra la Id del
caracter color. Aparecera un mensaje indicando que se ha insertado el caracter en el
proyecto activo. De hecho, si volvemos al proyecto, veremos que en la tabla de
caracteres asociados aparece ahora el caracter seleccionado.

Caracteres del proyecto: ESD (id=27)

|Caréc.terH Ambiente ||-Eorrar||_A‘ctualizar\

afeoor [26]0] ]

En esta tabla de caracteres asociados al proyecto el campo “ambiente” es un valor que
determina las variaciones que los cambios ambientales pueden llegar a producir en el
fenotipo de los individuos. En nuestro caso pretendemos que el caracter color
produzca flores de un color determinado de manera independiente a las condiciones
ambientales, por lo que asignaremos el valor 0 a este campo, tras lo cual pulsaremos
el botén de la columna “Actualizar” correspondiente a nuestro caracter. Este valor de
ambiente puede modificarse en cualquier momento pulsando de nuevo en este botdn.
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2.6. Creacion de una poblacion

Vamos ahora a crear una poblacion aleatoria en nuestro proyecto. Para ello pulsamos
sobre el boton “Generaciones” del menu principal. En esta parte existen diversos
formularios que nos permiten realizar diferentes tipos de operaciones. En nuestro caso
nos interesa el apartado Crear Generacion aleatoria

Crear Generacion aleatoria

Tamarno
200

Crear Generacion
“er Generaciones

Tecleamos un tamafo para la poblacion, en el ejemplo: 200 individuos, y pulsamos
sobre el botén “Crear Generacién”. No veremos ningun efecto salvo que el numero de
generacién por defecto que aparece ahora en el formulario es el 2 en lugar de 1.

Si queremos ver las generaciones que hemos creado pulsaremos sobre el boton “Ver
Generaciones”. Aparecera una tabla que mostrara la generacion recién creada:

Bnrrar”Ahrir|
L odo Ja] |

Si pulsamos sobre el botén “Abrir” de la generacidbn que nos interese ver nos
aparecera a la derecha una tabla con la lista de individuo de esa poblacién y sus
valores fenotipicos. Los botones de la columna “Selec.” sirven para seleccionar
individuos concretos como parentales de una nueva generacion, aunque no los
utilizaremos en esta ocasion.

Generacion 1

| Id HcolorHSelec.
L2 BN |
2 J2 B |
3 12 B |
la 1n I

Al final de la tabla veremos un enlace para descargar los datos. Dependiendo del
navegador que utilizemos podemos pulsar sobre él para descargar un archivo de texto
con los datos de esta generacion, o pulsar con el botén derecho del raton y elegir
“Guardar enlace como...” o alguna opcion similar.

Elegiremos donde queremos guardar ese archivo en nuestro ordenador v,
posteriormente lo analizaremos en una hoja de célculo. el nombre del archivo, por
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ejemplo “27_1_datos.csv” indica la Id del proyecto (27) y la generacion (1) a los que
corresponde.
2.7. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de la poblacidon utilizaremos el programa gnumeric que
podremos descargar e instalar manualmente de:

http://projects.gnome.org/gnumeric/downloads.shtml

si usamos Windows, o desde:

http://www.flyn.org/apple/index.html

si usamos Mac, o con:
sudo apt-get install gnumeric

en distibuciones basadas en Linux Debian, o con tu gestor de paquetes favorito en
cualquier otra distribucién basada en UNIX.

En primer lugar abrimos el archivo que hemos descargado con gnumeric eligiendo
desde el menu prinicpal del programa Archivo — Abrir. Se nos abrira un dialogo que
nos permitirda navegar por nuestros directorios hasta el archivo que hemos descargado
desde GenWeb.

No podemos abrir directamente ese archivo ya que no se trata de un archivo de
gnumeric. En primer lugar debemos pulsar en el botén rotulado “Avanzado”:

Hojas de calcula | »

Avanzado ‘ %gancelar

= Abrir

Tras pulsarlo aparecera un desplegable que, en principio tiene seleccionada la opcion
“Automaticamente detectado”:

Automaticamente detectado - |

Localizacion: Unicode (UTF-8) - |

%gancelar

Sin embargo no es esa la opcidon que nos interesa, pulsamos sobre el desplegable y
elegimos la opcién “Importar texto (configurable)”:

Tipo de archivo: Importar texto (configurable) v |

Codificacion de caracteres: Localizacion: Unicode (UTF-8) |» |

Simple ‘ %gancelar
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Nos apareceran una serie de dialogos a través de los cuales indicaremos a gnumeric
la forma en que los datos estan almacenados en el archivo. El primero de esos
dialogos es el siguiente:

Formato de origen

Codificacion: Unicode (UTF-8) -

Saltos de linea: [#] Unix (LF) windows (CR+LF) [] Macintosh (CR)

O Anchura fija

Tipo de dato original: @ IQ_
Lineas a importar

Desde Ifnea:ll |‘| Alinea: |20l || 201 de 201 lineas para importar

Datos (de 27_1_datos.csv)

Linea |Texto |ﬂ
1i1d color
2.1 2
322
43 2
5:4 2
B (=l

11 Ayuda | wgance\ar | @8 Atras “ & Adelante | .;-' Terminar

Las opciones por defecto que se observan en la figura son las apropiadas. No obtante
comprobaremos que tenemos marcada la opcién “Delimitados” como tipo de dato
original. Pulsamos entonces sobre el botdon rotulado “Adelante” para pasar al siguiente
dialogo:

Separadores Indicador de texto
Espacio [ Tabulador J] | Indicador de texto: l‘
[ Dos puntos (:) [ Punto y coma (;) [ Guién (-) Indicadores de escape de texto adyacente

[ Personalizado |

Considerar separadores consecutivos como uno solo
Ignorar separadores iniciales

Datos
Columna 1 |Co|umna 2

Id i color
1 i2
2 2
3 2
4 2
E) 2

=

11 Ayuda 2 cancelar \ i Atras H i Adelante | «/ Terminar ‘

Aqui debemos asegurarnos de marcar la opcion “Espacio” como caracter separador, y
de que NO esta marcada la opcion “Coma”. Pulsamos en “Adelante” para pasar al
siguiente didlogo:
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Eliminar espacios; Ambos lados w | Localizacién del origen (i18n): Localizacion actual (i18n); Espafia/Espafiol (es_ES) ¥ |
Datos
Columna 1 Columna 2 j
L) General £ General

Auto fit Auto fit

id color
2

n B W N e

-

& Atras ‘ delant ‘ #/ Terminar

NN

Importar 2 columnas y no ignorar ninguna,

I{ Ayuda wgancelar

Y, por ultimo, pulsamos en “Terminar”. Tendremos entonces dos columnas de datos
en la hoja de célculo, la primera es la Id de cada individuo y la segunda su valor
fenotipico:

A B
1 id_llcolor
Bl . -
3 2 2
4 3| 2
c A |

Comenzaremos el andlisis estadistico de los datos confeccionando un histograma de
frecuencias fenotipicas. Para ello elegimos del menu principal de gnumeric las
opciones:

Estadistica — Estadistica descriptiva — Tablas de frecuencia — Histograma
Aparecera un dialogo con varias pestanas. En la primera escribiremos como “Rango
de entrada”: b2:b201, ya que los fenotipos se encuentran en este rango de casillas si

hemos generado una poblacion de 200 individuos.

Entrada | Cutoffs |Einari05 | Graficas y opciones Igalida I

Rango de entrada: |b2:b201| B
Agrupado por: ® Columnas O Filas O Areas
[] Etiquetas

The cutoff range is not valid.
I Ayuda %Qancelar

Pasamos entonces a la pestafia “Cutoffs”. Aqui se especifican las clases en las que
seran divididos los datos. Aunque vemos que Unicamente tenemos 3 clases

<Bac eptar
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fenotipicas, en otras ocasiones en las que las clases fenotipicas puedan no estar tan
claramente definidas puede ser conveniente dividir los datos en clases pequefas para
poder observar con mayor detalle la distribucion de fenotipos. En este caso lo haremos
también asi ya que es aplicable de una forma mas general, y no supone ningun
problema a la hora de observar clases fenotipicas claramente definidas como éstas.
Puesto que el niumero mayor es 2, y por defecto, en gnumeric, los rangos estan
abiertos por su extremo superior, abarcaremos un rango total entre 0-2,1 (ligeramente
superior a 2) y lo dividiremos en 21 clases fenotipicas. Para ello especificaremos los
datos como se muestra en la figura:

Entrada Cutoffs |5inarios ] Gréaficas y opciones Igalida I

(®) Calculated cutoffs
Mumber of cutoffs: |21

Minimum cutoff: |D

Maximum cutoff: |2,1

) Predetermined cutoffs

Cutoff range: E

Qﬂﬂceptar

I Ayuda %gancelar

Debemos tener en cuenta que si gnumeric esta en espanol, el caracter decimal es la
coma, pero si esta en inglés, es el punto.

Pulsaremos entonces en la pestafa “Graficas y opciones”, y marcaremos la opcién
“Grafico de histograma”.

Entrada j Cutaoffs IEinarios Graficas y opciones |§a|ida ]

(O Sin grafico
() Grafico de barras

(O Grafico de columnas

(® Grafico de histogramai

[] Porcentajes

[] Respuestas acumulativas

<5 pceptar |

I Ayuda %gancelar

-50-



Departamento de Genética, Universidad de Granada

A continuaciéon pulsamos en la pestafia “Salida”, elegimos la opcién “Rango de salida”
y escribimos “d2” en el campo correspondiente, para que los resultados aparezcan en
la misma hoja y tengan su esquina superior izquierda en esta casilla.

Entrada I Cutoffs |§inarios | Graficas y opciones Salida
Colocacion de la salida
(O Hoja nueva

(O Libro de cuentas nuevo

{(®) Rango de salida: d2

Formato de salida
Autoajustar columnas
Limpiar rango de salida
[] Retener formato del rango de salida

[] Retener comentarios del rango de salida

d

Insertar en las celdas: Formulas
EAygda %gancelar I aceptar |

Pulsamos entonces el boton “Aceptar”

y aparecera el histograma de frecuencias, sobre

el que podemos pulsar y arrastrarlo hacia la derecha, ya que aparece sobre los datos
numeéricos con los que se ha hecho el histograma, quedando como se ve a

continuacion:

from 2.1 #####44#4

)
I

Id color
1 2 Histograma

2 2
3 2 from —= to below 0
4 2 from 0 to below 0,105
5 2 from 0,105 to below 0,21
6 2 from 0,21 to below 0,315
7 2 from 0.315 to below 0,42
8 0 from 0,42 to below 0,525
9 0 from 0,525 to below 0,63
10 0 from 0,63 to below 0,735
11 2 from 0,735 to below 0,84
12 2 from 0,84 to below 0,945
13 2 from 0,945 to below 1,05
14 2 from 1,05 to below 1,155
15 2 from 1,155 to below 1,26
16 0 from 1,26 to below 1,365
17 1 from 1,365 to below 1,47
18 2 from 1,47 to below 1,575
19 0 from 1,575 to below 1,68
20 0 from 1,68 to below 1,785
21 2 from 1,785 to below 1,89
22 2 from 1,89 to below 1,995
23 2 from 1,895 to below 2.1

1

=

&4
n

Columna 1 @ 1200 - 2 Q
0 _
49
0 1000
4]
0
0 800 -
0
0
5 600 o ¢
0
32 400
0
0
0 200 A
0
0
0 0 T T T ]
0 oox10" 1Lox10® 20x10°
o © O O
0
119
0

En el ejemplo, vemos que hay 119 individuos con un valor fenotipico de 2, 32 con un
valor de 1, y 49 con un valor de 0, que han caido dentro de tres de las clases en las
que se ha dividido el rango de valores fenotipicos. Segun el disefio del caracter,

habiamos asignado el color blanco al

valor 0, el rojo al valor 1, y el verde al valor 2.
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Construiremos una pequefa tabla en la hoja de calculo que resuma estos resultados.
Para ello escribimos los colores correspondientes y, junto a ellos ponemos una férmula
que copie los resultados de las casillas correspondientes de la tabla de frecuencias.
En la hoja de calculo, las casillas cuyo contenido comienzan por el simbolo “=" se
consideran férmulas, por lo que en la casilla a la derecha de “verde” tecleamos =y, a
continuacion picamos sobre la casilla que tiene el total de individuos con valor
fenotipico 2, la casilla F24 en nuestro caso, o también podemos directamente teclear
=f24. Pulsamos “Intro” y debera aparecer el todal de individuos, copiados de esa

casilla. de la misma forma pondremos el total de individuos de color rojo y blanco:

verde |=F24 | verde 119
rojo ' rojo 32
blancn |::||ar'|CD 49

Puesto que con dos genes y dos alelos cada uno se pueden formar 2* = 16 clases
genotipicas diferentes, calcularemos las proporciones de las tres clases fenotipicas en
dieciseisavos para tener una vision mas precisa de la forma en que estan distribuidas.
Para ello deberemos dividir el nimero de individuos de cada clase fenotipica por el
total y multiplicarlo por 16:

N
P16 = 2—00X16

Para ello hacemos otra columna, y tecleamos la férmula como se observa en la figura.
En lugar de escribir directamente el numero de individuos, anotamos la casilla donde
éste se encuentra:

fenotipo Observados  Proporcian (16
verde T Tlgi=E29/200*16 |
rojo 32

blanco 49

Al pulsar “Intro” debera aparecer la proporciéon correspondiente. Seleccionamos la
casilla donde acabamos de escribir picando sobre ella. Si esta seleccionada presenta
una linea doble alrededor, con un pequefio cuadrado en la esquina inferior derecha.
Para copiar la férmula actualizando automaticamente la casilla que hemos incluido en
ella como la que contiene la frecuencia observada de la clase fenotipica, tendremos
que picar sobre ese pequefo cuadrado de la esquina y estirar el marco doble hacia
abajo, abarcando las tres casillas de las tres clases fenotipicas. la formula se copiara
en todas ellas, actualizando la casilla de donde toma el total de cada clase:

fenotipo Observados  Proporcién /16

verde 119 9,52
rojo 32 2,568
blanco 49 3,92

Como podemos ver se aproxima a las proporciones 9:3:4, que son las que se
esperaria obtener en una F;, es decir en la descendencia de un cruce entre dihibridos.
Es interesante que el alumno pueda razonar por su cuenta por qué se han obtenido
estas proporciones en una poblacion generada de forma aleatoria, y no mediante el
cruce de dos dihibridos.
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Para comprobar si las desviaciones respecto a estas propociones son lo
suficientemente grandes como para rechazar que nuestros resultados las cumplan,
podemos realizar un analisis de x°. Para esto, deberemos calcular cuantos individuos
de cada clase fenotipica se esperaria obtener si el total de individuos se repartiese
segun las proporciones teédricas. Por lo tanto deberemos dividir los 200 individuos del
total en 9/16, 3/16 y 4/16.

Podemos crear una columna con las proporciones esperadas, y otra con los valores
totales esperados, calculados segun la féormula que se observa en la figura, donde
G29 corresponde con la proporcion esperada (9):

fenotipo Observados  |Proporcién jJ16 Prop-esperadas Esperados
verde 119 9,521 9!=2DD:+:G29,|"16|

rojo 32 2,36 3
blanco 49 3,92 4

Tras pulsar “Intro” y copiar la formula hacia abajo tendremos la distribucion esperada:

fenotipo Observados | Proporcidn /16 Prop-esperadas Esperados
verde 119 9,52 9 112.5
rojo 32 2,56 3 37.5
blanco 49 3,92 4

s0|
Ahora calcularemos los componentes de la x* segun la férmula:

(Obs — Esp)®
Esp

Incluiremos esta férmula en la casilla correspondiente sustituyendo los valores
Observados y Esperados por los nimeros de las casillas correspondientes, de manera
que se actualizen al copiar la férmula hacia abajo:

fenctipo Observados  Proporcidon (16 Prop-esperadas Esperados chin2

verde 119 9,52 91 " 112,5/=(E29-H29)~2/H29
rojo 32 2,56 3 37,5 1

blanco 49 3,92 4 50

Una vez copiada, anadiremos una casilla mas por debajo de las otras donde
pondremos la férmula con la suma de las tres casillas, como se puede ver en la
siguiente figura [sum(i29:i31)], que sumaria el contenido de las casillas desde la 129
hasta la 131, y nos da el resultado mostrado de 1.20.

chi~2 chi®2

D,3?5556’_ 0,375556

0.806667| ' 0,808667
0,02 0,02

|=sum(i29:131)| 1,202222

Deberemos comparar este valor con los de una tabla de ¥* para calcular la
probabilidad de cometer un error de tipo Il, es decir, de equivocarnos si rechazamos la
hipétesis que hemos supuesto de que el total de individuos estan distribuidos segun
las proporciones 9:3:4. Nuestro estudio tiene tres clases fenotipicas y, por lo tanto, dos
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grados de libertad, por lo que compararemos el valor de x? = 1.20 obtenido con los que
se observan en la segunda fila de la siguiente distribucién de x*:

el 095 090 0380 070 050 030 020 010005 001 0.00]
1 0.004 002 006 015 046 107 164 271 | 384 664 1083
2 0.10 021 045 071 139 241 322 460599 921 1382

Nuestro valor es: 0.71 < 1.20 < 1.39 que se corresponden con las columnas que
indican una probabilidad 0.70 > P > 0.50. Al ser la probabilidad de equivocarse al
rechazar la hipétesis muy superior al maximo permitido de 0.05, podemos concluir que
las desviaciones observadas no permiten rechazar la hipotesis de que las clases
fenotipicas se encuentran distribuidas segun las proporciones 9:3:4 esperadas en el
caso de una herencia con interaccion epistatica doble recesiva entre dos genes con
dos alelos.

Por lo tanto, el disefio del caracter es correcto y se comporta como se esperabamos.

3. CARACTERES CUALITATIVOS vs. CUANTITATIVOS

Un caracter cuantitativo es aquel en el que sus posibles fenotipos no pueden dividirse
en diferentes clases por presentar una distribucién continua.

Un ejemplo tipico de caracter cuantitativo es la altura, por ejemplo la altura de una
planta, que puede presentar cualquier valor dentro de cierto rango. La distribucion
continua esta provocada por la superposicion de las variaciones genéticas entre
individuos y de variaciones inducidas por las condiciones ambientales. Las distintas
combinaciones genotipicas posibles darian individuos con diferentes alturas, que nos
permitirian dividir una poblacién en diferentes clases. Por ejemplo, suponiendo un gen
con dos alelos con efecto aditivo tendriamos tres clases, dos de homocigotos y una de
heterocigotos, que presentarian diferentes alturas. Por el efecto de variaciones
ambientales durante el crecimiento de la planta, los individuos de cada clase podrian
no tener todos la misma altura y podrian llegar a confundirse las tres clases si la
distribucion de alturas de cada una de ellas llegaran a solaparse. En ese momento el
caracter seria cuantitativo. Esto significa por tanto que los carateres cualitativos y
cuantitativos no son diferentes. Lo que es diferente es Unicamente la manera de
estudiarlos. Si se pueden distinguir las clases fenotipicas entonces podremos seguir la
segregacion de los alelos en sucesivos cruces, lo que nos podra dar informacién que
nos permita averiguar los genotipos que corresponden a cada clase, o el modo de
herencia del caracter, etc... Si las clases fenotipicas no pueden distinguirse porque se
solapan, entonces no podemos agrupar los individuos de una poblacion en clases
diferentes, y tenemos que recurrir a estudios estadisticos de la distribucion para poder
obtener de ellos algun tipo de informacion.

Si en un caracter intervienen muchos genes con pequefnos efectos acumulativos, las
poblaciones se dividirdn en muchas clases distintas con pequenas diferencias entre si,
por lo que variaciones ambientales relativamente pequefas pueden hacer que se
solapen. Por eso es comun pensar que los caracteres cuantitativos dependen de
muchos genes con efecto aditivo, y los cualitativos de pocos, pero, a la vista de lo que
aqui hemos comentado, no tiene por qué ser necesariamente asi. Un caracter
cuantitativo puede depender también de pocos genes, y no todos esos genes tienen
por qué contribuir de la misma forma, ni tienen por qué tener efectos aditivos. También
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puede haber dominancia entre sus alelos o interacciones génicas de todo tipo, por o
que realmente no hay una diferencia genética entre ambos tipos de caracteres, sino
unicamente distintas formas de estudiarlos.

Un mismo caracter puede por tanto ser a la vez cualitativo y cuantitativo si hay clases
fenotipicas que se puedan distinguir del resto, pero las demas clases estan solapadas
y no se pueden separar. Podemos estudiar las clases que se pueden distinguir por
métodos adecuados para caracteres cualitativos, y las demas por métodos para
cuantitativos.

Por ejemplo, volviendo a la altura de una planta, podemos tener una distribucion
continua de alturas, pero también puede haber un gen con algun alelo mutante que
cause enanismo. Las plantas enanas pueden ser claramente distinguibles del resto,
aunque no tengan todas exactamente la misma altura, y podemos considerar plantas
enanas:normales como un caracter cualitativo, mientras que en poblaciones donde no
haya plantas enanas o entre individuos de alturas normales debamos aplicar métodos
adecuados para caracteres cuantitativos.

Para comprender cémo pueden darse estos casos vamos a disefiar en GenWeb un
caracter que cumpla con estas caracteristicas y obtendremos una poblacién en la que
se puedan distinguir la clases fenotipica enanas:normales, manteniendo una
distribucion continua que no nos permite individualizar las clases fenotipicas entre las
plantas normales.

3.1. Disenio del caracter “altura de una planta”
Planearemos en primer lugar la forma en que vamos a disefiar este caracter.

En primer lugar crearemos un gen que muestre una dominancia completa entre dos
alelos. el alelo recesivo sera responsable del enanismo, el alelo dominante producira
una altura normal que dependera a su vez de varios otros genes con efecto
acumulativo, con un alelo menor que incremente la altura cierto valor y un alelo mayor
que lo incremente la altura en una mayor cantidad. Para que el alelo que causa el
enanismo no deje actuar a los genes que determinan la altura de la planta debera
ejercer sobre todos ellos una epistasis recesiva.

Recordaremos del ejercicio anterior que conseguiamos esta interaccion génica
anulando un sustrato intermedio que interrumpia asi la ruta hasta el fenotipo final. Sin
embargo esto ocasionara que el valor fenotipico final sea 0. Necesitamos por tanto dar
una altura minima a las plantas mediante un gen sobre que no tenga interacciones con
el que causa el enanismo. Si nos decidimos por implicar a tres genes con efecto
aditivo en la altura de la plata, un disefio que cumpliria con las condiciones que
acabamos de considerar podria ser el siguiente:
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X5 +100 A
do +50
10
E B
S 4 S
0 WL
ORdh Y :
— o — — b — o)
50
2 P 2%

C
Cy +100
Co +50

En esta ruta partimos del sustrato Sy con un valor 1, para que la ruta disponga de un
sustrato de partida. Sobre éste actia en gen X, con dos alelos codominantes que
contribuyen por igual a la altura de la planta y que devuelven su valor directamente a
S,, contribuyendo a una altura minima de la planta de manera independiente al resto
de los genes. Sobre S, actia también en gen E, cuyo alelo rececivo e,, con valor 0
produce la interrupcién de la ruta en S; cuando esta en homocigosis, haciendo que no
se sume el efecto de ninguno de los genes A, B o C y causando por tanto enanismo en
la planta. La presencia del alelo dominante E; le da a S4 un valor 10 (que podrian ser
una contribucion de 10 cm a la altura final) y sobre S, actian con efecto acumulativo
los genes A, By C, con dos alelos cada uno, uno con un efecto mayor que contribuye
con 100 cm, y otro con efecto menos que contribuye con 50 cm. Finalmente el efecto
conjunto de todos estos genes ocasionaran una altura determinada de la planta, que
podra presentar también variaciones debidas a condiciones ambientales que pudieran
afectar su crecimiento.

Puesto que ya sabemos crear nuevos caracteres en GenWeb, no sera necesario
repetir todos los pasos basicos de nuevo. Simplemente creamos un nuevo caracter
llamado “altura”, lo abrimos, y afiadimos los siguientes genes:
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Caracter:altura
O
m| m|

Guardar Cambios ‘ Cerrar |

Ocultar Genes
Nuevo gen

|
Id||Nombre|chr|pos|jcod|Borrar|Abrir
31(E 31 |0 3L |
32| A 32 |
33|B
34|C
35X

Ver Conexiones

32

O

33 LI 33

34 [O0| 24
O

A

s b|—
WllWllw|w|w

28

En este paso lo unico relevante es dar a cada gen su nombre, segun nuestro disefio, y
colocarlos en cromosomas diferentes de modo que presenten segregacion
independiente.

Una vez creados los genes debemos afadir los alelos correspondientes a cada uno de
ellos. Abrimos el gen E y anadimos los dos alelos correspondientes:

Gen: E
Cerrar

|Nombre||Valar||Dominancia||Borrar|
[72]E1 [to Jroo [ 72 ]O]
flezJo o [=10]

Vemos que, de acuerdo con el disefio, hemos asignado una valor 10 a E; y 0 a e,.

Para que haya una dominancia completa, el valor de dominancia es respectivamente,
100y 0.

Para el caso de los genes A, B y C, anadiremos en los tres casos alelos similares,
como los del ejemplo del gen A:

Gen: A
Cerrar

\Nomhre”\r’alor||Dominancia||Borrar|
[B1]jat [too 1000 (=]
8222 50 [rooo (82 [O

Para conseguir que un gen tenga efecto aditivo en GenWeb, se asigna un valor de
dominancia de 1000 a todos los alelos que queremos que sean acumulativos.

Por ultimo nos falta afiadir los alelos del gen X:
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Gen: X
Cerrar

\Nnmbre”\r’alm‘HDominanciaHBorrar\

Bt [too [ro00 [ 8s |O]
lso]jx2 [too [ro00 [[s0 O]

Ambos alelos tienen el mismo valor y presentan efecto acumulativo.

para que estos genes interaccionen de la forma en que los hemos disefiado,
deberemos conectarlos correctamente:

Cambiar Sustratos |

@|QGH|@‘Bnrrar|
% sofa1 [s1] 21 [0
2 |s2 22 |O0]
[olloflollofo] 5133 |52 23 |O]
sals1]s2] s1]34 |52 2a |O]
s EEEEE

Guardar Conexion |

Vemos que se han creado tres sustratos, y la forma en que se han realizado las
conexiones. Las Id de cada gen pueden comprobarse en la tabla de genes.

3.3. Obtener una poblacion aleatoria

Una vez creado el caracter podemos utilizarlo en proyectos. Crearemos un nuevo
proyecto al que podremos llamar “altura” y, una vez creado lo abrimos:

Caracteres del proyecto: Altura (id=28)

Cerrar Proyecto

|Carélcter||Amhiente||Eorrar||Actualizar|

Una vez abierto volvemos a la pagina de “Caracteres” y seleccionamos el caracter:

|Earécter” Ambiente ||Bnrrar||Actua‘lizar|

18faltura || 18 [O0] 18
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Para generar variaciones fenotipicas debidas al ambiente debemos poner un valor
distinto de 0 en el campo “Ambiente”. El valor de ese campo se expresa en las mismas
unidades arbitrarias que se hayan elegido para el caracter. Con un poco de practica se
aprende a elegir unos valores acordes con el tipo de caracter que se haya disenado.
En nuestro caso haremos algunas consideraciones: las plantas mas pequefas tendran
un valor fenotipico en torno a 100, debido uUnicamente a la actuacion del gen X.
Aproximadamente un 10-20% de este valor causara una dispersién de los valores
fenotipicos que no sera demasiado grande como para que lleguen a ocultar todas las
diferencias genotipicas, asi que probaremos con un valor de 20 para el ambiente, y
pulsamos el botdn “Actualizar” para que ese valor de variaciones ambientales se tenga
en cuenta en las poblaciones que creemos a partir de este momento.

Iremos entonces a la pagina de “Generaciones”, y en el apartado “Crear Generacién
Aleatoria” ponemos un tamafo de poblacién de 500 individuos y pulsamos en “Crear
Generacion”.

Pulsamos entonces en “Ver Generaciones” y abrimos la generacion 1:

Crear Generacién aleatoria

Cerrar
Generacion 1
'-.4+ eracién num. | Id ” altura ||Selec.|
It [toa.a32| 1] |
> Jrooal|2
3_|js5a.504 5
4 |88.3729| 4
5 [t18.229| 5| |
314.701| 6
MBorrar Abrir Yos 103l
N ENEN :
86.4408[ 8

Bajamos entonces hasta el final de la tabla y descargamos el archivo con los datos
generados a nuestro ordenador para realizar algun analisis estadistico.

3.4. Analisis estadistico

Recordaremos que para abrir el archivo de datos en gnumeric debemos elegir la
opcion “Importar texto (configurable)”, y que es importante que en el segundo dialogo
de importacién seleccionemos “Espacio” como separador y comprobemos que NO
tenemos seleccionado “coma”:

Separadores Indicador de texto

Espacio [ Tabulador O :Q:oma () Indicador de texto: j

[ Dos puntos (:) [JPuntoy comaf(;) [J Guién (-} Indicadores de escape de texto adyacente

[J Personalizado ‘

[ Considerar separadores consecutivos como uno solo
O Ignorar separadores iniciales
Datos

Columna 1 | Columna 2 IEI
Id altura

1 104,432

2 58,0021

3 354,594

4 88,3729

5 118,229 -

Il Ayuda &Z;ance\ar| - Atrds J o Adelante | </ Terminar
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Una vez que tenemos los datos en la hoja de calculo realizaremos el histograma de
frecuencias fenotipicas para observar la distribucién. Elegiremos las opciones:

Estadistica — Estadistica descriptiva — Tablas de frecuencia — Histograma

Como rango de entrada en la primera pestafia pondremos b2:b501, ya que tenemos
500 individuos:

Entrada | Cutoffs 1 Binarios ]gréﬁcas ¥ opciones ‘galida ]

Rango de entrada: ‘bz:b501| E
Agrupado por: @ Columnas () Elas ) Areas
[] Etiquetas

En la pestana “Cutoffs”, puesto que los valore fenotipicos son mayores de 0 y menores
de 500, elegiremos este rango total y lo dividiremos en 50 clases:

Entrada Cutoffs |§inarios ]gra’ﬁcas Y opciones ] Salida ]

i® Calculated cutoffs
Number of cutoffs: ‘50

Minimum cutoff: ‘O

Maximum cutoff: ‘500

En la pestana “Graficas y opciones” elegimos “Grafico de histograma”:

Entrada ] Cutoffs Iﬁinarios Graficas y opciones |§a|ida ]

O Sin grafico
() Grafico de barras

() Grafico de columnas

@ iGrafico de histograma:

Y en la pestafia “Salida” elegimos “Rango de salida” y ponemos “d2” para que la
esquina superior izquierda de la salida parta desde esa celda.

Entrada | Cutoffs i Binarios ]gréﬁcas v opciones Salida

Colocacion de la salida
) Hoja nueva

(O Libro de cuentas nuevo

(® Rango de salida: dz E

Cuando pulsemos en el botén “Aceptar’ podremos ver el histograma de frecuencias.
Necesitaremos desplazarlo hacia la derecha para hacer visible la lista numérica de
clases, y también puede ser conveniente estirarlo ligeramente en horizontal para
distinguir con mas facilidad las clases fenotipicas:
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o O O
A
3_
2_
C L
1_
0 [ [ = [ [ | |
0,0x10° 1,0x10% 2. 0x10°% 3.0x102  4.0x102  5,0x10° 6,0x10%
O s, O

Vemos que los datos presentan una distribucién bimodal, con dos grupos claramente
diferenciables, que presentan una distribucién gaussiana. Consideradas por separado,
cada una de las distribuciones tiene la apariencia tipica de un caracter cuantitativo, en
el que la superposicidbn de la variacidn genética y las variaciones ambientales
provocan una distribucion continua que hace imposible distinguir diferentes clases de
individuos.

La distribucién bimodal esta causada por el gen que provoca enanismo. Las plantas
homocigdticas e,e, son enenas y presentan valores fenotipicos en torno a 100. Estas
plantas seran las que forman la distribucion de la izquierda. En la derecha deben
encontrarse tanto las plantas E{E; como las Ee; y, entre estas, las habra con las
diferntes combinaciones genotipicsas posibles de los genes A, By C.

Si consideramos unicamente las plantas enanas:normales, esperamos que estén en
una proporcion 1:3. Vamos a considerar por tanto Unicamente las dos clases que se
pueden distinguir y a sumar los individuos que pertenecen a cada una de ellas y a
comprobar mediante un analisis de x° si se puede o no rechazar que los datos se
encuentren en estas proporciones. En la siguiente figura vemos el rango de valores
que corresponden con la clase enanas seleccionadas con el rectangulo verde para
incluirlas en la férmula con la suma:
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Columna 1 s

== OO O O

15
23
23
17
19
10

0 T T
0,0x10° 1.0x102 2.0x1

30 O O O OM

enanas |=sumiF8:F19)

De la misma manera seleccionamos y calculamos la suma del rango de plantas
normales:

enanas 128

narmales|=sum(F3D:F50]l|

Calculamos entonces las frecuencias observadas multiplicando los valores absolutos
de cada clase por 4 y dividiéndolos por el total de individuos. Podemos introducir la
férmula en una de las casillas y copiarla en la otra si en lugar de poner los valores
indicamos la celdilla de donde deban leerse:

OBS Frec. Obs
enanas | | 1 _E_EE:IE-Q*MSG
normales 372 T

Podemos crear otra columna con las proporciones esperadas 1:3, y otra mas donde
calcularemos la frecuencia absoluta esperada de cada clase de la siguiente forma:

0BS Frec. Obs Frec. Esp ESP

enanas 128 1.024;
normales 372 2,975 3

Calcularemos ahora los componentes de la chi? aplicando la férmula:

(Obs — Esp)?
Esp
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Pulsando para cada dato en la celdilla donde debe leerse, o escribiendo la posicion de
las celdillas directamente en la formula:

0OBS Frec. Obs Frec. Esp ESP chiz
enanas 128 1,024 1T 125l=(124-L24)~ 2/L24
normales 372 2,976 3 375 1

Después calcularemos la suma de los componentes de la ¥

0OBS Frec. Obs Frec. Esp ESP chiz |
enanas 128 1,024 I 125 0.072]
normales 372| 2,976 3 375| 0,024

SUMA  |=sum(M24:M25)

Compararemos el valor obtenido, en este caso 0.096:

0BS Frec. Obs Frec. Esp ESP chiz
enanas 128 1.024 1 125 0,072
normales 372 2,976 3 375 0,024
SIUMA 0,098

con la distribucién de x? considerando un grado de libertad, ya que tenemos
unicamente dos clases:

el. 095 090 080 070 050 030 020 0.10] 005 001 0.001
1 0.004 002 006 015 046 1.07 164 271 | 384 6.64 10.83
2 0.10 021 045 071 1.39 241 322 460|599 921 1382

El valor de ¥ obtenido se encuentra entre 0.06 < 0.096 < 0.15 que se corresponden
con unas probabilidades de 0.80 > P > 0.70. Por tanto la probabilidad de equivocarnos
si rechazamos la hipotesis planteada de que los datos siguen unas proporciones 1:3
es muy superior al maximo permitido de 0.05, por lo que no podemos rechazar esa
suposicion.

Como vemos, un caracter cuantitativo como la altura puede, en ciertas ocasiones ser
analizado como cuantitativo cuando se pueden distinguir clases fenotipicas concretas.
Si nuestro disefio del caracter es correcto la clase de plantas enanas debe
corresponder a plantas homocigoéticas eze,, aunque tengan distintas combinaciones de
alelos en los demas genes, si las cruzamos entre si deberemos obtener una poblacion
que constaria Unicamente de plantas enanas.

Para comprobarlo, realizaremos un cruce eligiendo como parentales varias de las
plantas que tengas valores fenotipicos en torno a 100. En GenWeb, nos aseguraremos
que tenemos visibles las generaciones, si no es asi pulsaremos el boton “Ver
generaciones”, y que tenamos abierta la generacién 1 que hemos creado inicialmente,
si no es asi pulsaremos sobre el botén “Abrir” correspondiente a ésta generacion.
Asimismo pulsaremos el botén “Ver parentales” dentro del recuadro “crear un cruce”
para poder ver la tabla de parentales que vayamos seleccionado. La pagina debera
tener entonces un aspecto como el siguiente:
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Crear Genesracicn aleataria

carrar
' Generacion 1

1 |104.432) 1 |

2 Jes.0001) 2 |
3 |354.564) 3 |
4 |88.3729) 4 |
5 ||L18.228| s |
6 [[314.701| & |
7 |[305.108| 7 |
8 |[86.4408| = |
o |2o5.569) s |
10 |[288.144 10

Tamarioc p cidn 11 [la38.578| 11

12 |507.175] 22
13 |[293.52 13

Parentales 14 |[Hh8.51H]| 14
[ el =

[NJ[indiv. Id/Ceneracion|[Borrar] 15 90l 0ol e
18 (445,713 18

A continuacion iremos eligiendo individuos con valores fenotipicos alrededor de 100 de
la lista de individuos de la generacién 1, pulsando el boton correspondiente de la
columna “Selec.” para irlos seleccionando. Deberan de ir apareciendo en la tabla de
parentales:

Parentales

|Ir1div‘ Id|Generacién|Borrar]
”1 || 77 |O ‘
”1 || 78 |OJ ‘
”1 || 79 |I:I‘
”1 || g0 |OJ ‘
”1 || g1 O ‘
”1 || 82 |I:|‘

Una vez seleccionados unos cuantos individuos ponemos el tamafo de la poblacion
que queremos generar (500 en el ejemplo) y pulsamos el botéon “Crear nueva

generacion”. La nueva generacién debera entonces aparecer en la tabla de
generaciones:

-Borrar”Abrir‘

2

[N
Lo e ]

[ 2]0 2] |

Podremos entonces abrir la generacion 2, y observar los valores fenotipicos que tienen
los individuos. Vemos que todos tienen valores inferiores a 200, por lo que elegiremos
éste como valor maximo a la hora de representar el histograma de frecuencias.
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Bajaremos hasta la parte inferior de la lista de individuos, y descargaremos el archivo
con los datos generados.

Ya conocemos los pasos que hay que seguir para importar estos datos como texto
configurable en gnumeric, y generar un histograma de frecuencias en el que
elegiremos, en la pestana “Cutoffs”, un total de 20 clases con un rango ente 0 y 200.

El gfafico que obtenemos nos muestra que efectivamente tenemos una Unica
distribucion continua de tipo gaussiano, con una media en torno a 100, como
corresponde a una poblacion formada unicamente por plantas enanas.

from 189,474 to below 200
from 200 ####H##HH##HH#

L

Histograma
Columna 1
from —e to below 0 0 O O o]
from 0 to below 10,5263 0 12
from 10,5263 to below 21,0526 0
from 21,0526 to below 31,5789 0 T
from 31,5789 to below 42,1053 1
from 42,1053 to below 52,6316 2
from 52,6316 to below 63,1579 9 g
from 63,1579 to below 73,6842 30
from 73,6842 to below 84,2105 61
from 84,2105 to below 94,7368 81 & 6 4
from 94,7368 to below 105,263 107
from 105,263 to below 115,789 85
from 115,789 to below 126,316 63 4
from 126,316 to below 136,842 40
from 136,842 to below 147,368 12 54
from 147,368 to below 157,895 6
from 157,895 to below 168,421 3
from 168,421 to below 178,947 0 0 ; : : : |
from 178,947 to below 189,474 0 0,0x10° s5.0x10' 1,0x102 1,5x107 20x102 25x102
0 O O o)
0
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APLICACION DE LA PCR AL
DIAGNOSTICO GENETICO:
DETECCION DE PARASITOS RUE
INFECTAN A MOLUSCOS
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APLICACION DE LA PCR AL DIAGNOSTICO
GENETICO: DETECCION DE PARASITOS RUE
INFECTAN A MOLUSCOS

1. OBJETIVO

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

2. FUNDAMENTO TEORICO

La PCR es una técnica que permite la amplificacion (multiplicacién) 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 extensién (o polimerizacién, cuyo tiempo depende del tamafio
del ADN a amplificar y de la polimerasa usada, y,por lo general, una aproximacion es
de un minuto por kilobase de ADN a amplificar). Tras los ciclos de desnaturalizacion,
alineamiento y extensién, la reaccién termina con una etapa de extension final que
suele ser de cinco minutos.

Aunque la PCR puede detectar desde una unica molécula de ADN, para su buen
funcionamiento el ADN molde debe ser de buena calidad (no degradado) y libre de
inhibidores de actividad enzimatica. Por su parte, la region de ADN a amplificar
(amplicon) debe tener un tamafio no superior a las 3 6 4 kilobases 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 que se alineen exclusivamente con
la region complementaria en el fragmento de ADN que se desea amplificar y no se
unan a ninguna otra secuencia de ADN cercana. Suelen ser de un tamano entre 15y
35 nucledtidos (cuantos mas nucleétidos, mas especificidad). Los cebadores deben
tener una composicion equilibrada de CGs (bases Citosina y Guanina) y ATs (bases
Adenina y Timina) y, sobre todo, no deben tener estructuras secundarias ni
complementariedad interna o con el otro cebador (de lo contrario se plegarian sobre si
o se alinearian entre si formando dimeros).

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

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

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

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

Una vez finalizada la reacciéon de PCR se visualizan los productos de la reaccion
mediante la técnica de electroforesis en gel agarosa. Al cargar el producto de la PCR
en el gel agarosa y someter este ultimo en un campo eléctrico directo, se aprovecha la
carga eléctrica negativa del ADN para hacerlo migrar diferencialmente desde el polo
negativo al polo positivo del campo eléctrico directo (de polos positivo y negativo
estables). La porosidad del gel de agarosa hara que, a medida que migren desde el
polo negativo hacia el polo positivo, las moléculas de ADN se separen en base a su
tamafno de forma que las moléculas mas cortas migren mas rapido (y por
consiguienteavancen mas en el gel). Para tener una referencia, se separan también
las moléculas de ADN de una mezcla de fragmentos de tamanos 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 tamafos
moleculares de los productos de la PCR que deben coincidir con los esperados.
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La presencia de Perkinsus spp. es conocida practicamente en todas las aguas calidas
del mundo y ha sido histéricamente asociada a mortalidades masivas de moluscos
bivalvos. La presencia de Perkinsus olseni en las almejas del litoral europeo se conoce
desde 1987. Este parasito se ha detectado por ejemplo en la almeja fina (Ruditapes
decussatus), en la almeja japonesa (R. philippinarum), en la madrealmeja (Venerupis
pullastra), en el pirulo (V. aurea) y en la almeja rubia (V. rhomboides). Perkinsus olseni
puede considerarse en la actualidad el principal problema patoldgico para el desarrollo
del cultivo de almejas en el litoral europeo. Hasta ahora, su diagndstico precisaba de
técnicas que requerian de tres a cinco dias, y cuyo desarrollo y eficacia oscilaba entre
el 60-90%. La puesta en marcha de nuevas técnicas mas sensibles y rapidas
constituye un avance muy importante en el control, ordenacién y proteccion de las
poblaciones y cultivos de moluscos bivalvos. Desde su implantacion, la aplicacién 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 5.8S), el gen 5.85, ITS-2
(espaciador interno entre el gen 5.8S y el 28S), 28S y otro ETS (espaciador externo
que se transcribe por detras del gen 28S). En un locus ribosémico, varios cientos de
estas unidades de 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 ribosdmicos se caracterizan por su elevado grado
de conservacion. No es el caso de los espaciadores entre estos genes, que al no
codificar ningun producto génico, no estan sujetos a presion selectiva, y por tanto, su
secuencia es muy variable entre especies. Esto hace que el fragmento de ADN que
nosotros vamos a amplificar (un fragmento de 554 pb del NTS de P. olseni) tenga una
secuencia especifica del parasito.

185 5,85 285 — IG5 +— 185 5,85
| N | | | D

ITS-1 ITS2 ETS NTS ETS

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

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

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

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

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

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

Preparacion del gel de agarosa

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

Calentar utilizando el microondas hasta que se funda la agarosa.

Dejar enfriar hasta aproximadamente 50°C y afiadir 4 pl de solucién decolorante para
ADN SYBR® Safe (10.000x).

Mientras se enfria la agarosa, sellar con cinta adhesiva el molde en el que se
preparara el gel. Colocar el molde en una superficie horizontal y situar el peine que
labrara los pocillos a unos centimetros del borde.

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

Retirar el peine y la cinta adhesiva. Colocar el gel en la cubeta de electroforesis y
cubrirlo con tampdn de electroforesis (TAE 1x o TBE 0.5x).

-72 -



Departamento de Genética, Universidad de Granada

Electroforesis

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

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

Analizar los resultados mediante la observacion en un transiluminador.

Diagnéstico de los individuos
En aquellos individuos donde observemos una amplificacion correspondiente a 554 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 diagnostico para Perkinsus. Se muestra un gel de
electroforesis en el que se cargaron diferentes muestras con el contenido de la reaccién de amplificacion:
Ay 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. Amplificacion de
producto a partir de una muestra utilizada como control positivo (ADN clonado a partir del que se
disefiaron los oligonucleétidos). D-E. Ausencia de amplificacién del producto en muestras de tejidos de
almejas procedentes de cultivos no infectados. F-H. Amplificacién del producto en muestras de tejidos de
almejas procedentes de cultivos infectados. |I. Ausencia de amplificacién del producto en muestras
carentes de material biolégico (prueba de control negativo). En esta Figura, la flecha sefala los
fragmentos amplificados de ADN (550 pb). Se demuestra la eficacia del método de diagnédstico para
Perkinsus olseni en cultivos de almejas dado que los oligonucledtidos de que disponemos detectan la
presencia del parasito en almejas infectadas y no ocasiona problemas de falsos positivos puesto cultivos
no infectados no mostraron amplificacién. Ademas, se demuestra la gran sensibilidad del método, puesto
que detecta la presencia del parasito en cultivos aun cuando el nivel de infeccién es minimo. Asi, en los
productos de amplificacion que se observan en las calles F a H del gel, se puede observar una gradacioén
de menor a mayor en cuanto a la cantidad de producto amplificado, gradacién que se corresponde con los
niveles de infeccion de cada uno de los tres cultivos de donde procedian las tres muestras.
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4. CUESTIONES

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

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

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

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

1. OBJETIVO

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

2. INTRODUCCION

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

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

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

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

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

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

Colonias blancas
{con inserto)

Figura 1: Resultado de un experimento de clonacién

Existen otras estrategias similares que se pueden usar con el mismo propésito. Por
ejemplo, usando plasmidos que contienen la secuencia de un gen letal interrumpida
por el sitio de clonacion multiple. En este caso, la inclusion del inserto en el sitio de
clonacion mudltiple interrumpira al gen letal, siendo las bacterias transformadas con
plasmidos con inserto las Unicas que sobrevivan. Hoy dia, para usos convencionales,
el investigador no tiene la necesidad de construir sus propios vectores, ya que existe
una amplia variedad de vectores disefiados y producidos por empresas de
Biotecnologia para todo tipo de usos en clonacién (uno de los mas destacado es el
vector TOPO).

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

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

La clonacién también puede permitir que un gen se exprese dentro de una célula
bacteriana. Para ello es necesario clonar el fragmento en fase con la pauta de lectura
abierta del gen (normalmente el ADNc obtenido a partir del ARN mensajero) en un
vector de expresion. El vector de expresién tiene un promotor especial que permite la
induccion controlada de la transcripcion 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 regiéon del ADN espaciador
NTS del ADN ribosomico (ADNr) del parasito Perkinsus olseni. Como vector de
clonacion vamos a utilizar el plasmido TOPO-TA, un vector que presenta las
caracteristicas descritas anteriormente.

3. METODOLOGIA

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

Obtencion del fragmento a clonar y del vector de clonacién

El ADN a clonar sera el producto obtenido en la practica de PCR (véase el guion y
practica correspondientes a esta técnica). El vector de clonaciéon corresponde al
plasmido comercial TOPO-TA (Invitrogene). En una reaccién 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 TOPO-TA se encuentra en forma lineal y presenta en sus extremos 3" un
nucleotido de timina. Esto permite una eficiencia mucho mayor de la union 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 TOPO-TA. En este proceso interviene una enzima llamada topoisomerasa |,
que se encuentra unida covalentemente (mediante su residuo Tyr-274) a los extremos
del vector. En presencia de un fragmento de ADN amplificado por PCR, el enlace
fosfo-tirosina existente entre el vector y la enzima se rompe por el grupo 5-hidroxilo del
inserto y por tanto, se produce la liberacién de la topoisomerasa I. Esto tiene como
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consecuencia que se produzca la union entre las cadenas de ADN correspondientes al
vector y al inserto (Figura 2). Para llevar a cabo esta reaccion, se realizan los
siguientes pasos:

1. En un microtubo Eppendorf afiadir:

e 4 pl del producto de PCR (100-200 ng)
e 1 uldel vector TOPO TA
e 1 uldetampodn

2. Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Topoisomerase

@

| “on
CCCTT ArYeleled
GGCA R PCR Product T OCC

HO |

eal

Topoisomerase

Figura 2: Ligado de un amplificado de PCR al vector de clonacién TOPO-TA

Transformacién

Como se indico 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 DH5-a. de E. coli. Se procedera de la siguiente forma:

e Depositar en hielo un tubo Eppendorf durante unos minutos conteniendo 40
Ml de bacterias competentes.

e Anadir 6 pl de la solucién de ligacion.
e Dejar 20 minutos en hielo.

e Choque térmico introduciendo el tubo Eppendorf con la mezcla en un bafo
a 42°C durante 30 segundos.

e Inmediatamente, pasar el microtubo a hielo, durante 2 minutos.
e Anadir 250 pl de medio de cultivo LB liquido.

e Incubar durante 30-40 minutos a 37°C con agitacion.
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e Sembrar 50 pl del cultivo liquido en placas de medio LB sélido con
Ampicilina, X-gal e IPTG.

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

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

4. CUESTIONES

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

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

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

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

5.- ¢Cudles son las cuatro posibles causas para la ausencia de colonias en la placa
tras una adecuada incubacion a 37°C?

6.- ¢ Puede una colonia proveniente de una célula portadora del vector mas inserto ser
azul? ;Y una portadora del vector sin inserto podria ser blanca?

7.- ¢ Puede uno confiar unicamente en el color de las colonias para afirmar con certeza
la presencia del inserto?

8.- ¢Una vez escogida una colonia blanca y extraido el vector mediante
minipreparacion plasmidica, qué es lo que hay que hacer primero? ;Se podria
conseguir el mismo obijetivo sin la extraccion del plasmido? ; Cémo?
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BASES DE DATOS DE SECUENCIAS DE ADN Y
PROTEINAS

1. OBJETIVO

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

2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. La informacién biolégica

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

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

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

2.1. Almacenamiento de la informacion biolégica

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

El desarrollo de los ordenadores personales, limitados al principio por su poca
capacidad de almacenaje, supuso un avance significativo ya que permitia poder
guardar la 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 anos ochenta, los
investigadores no podian contar con la poderosa herramienta que es internet. Desde
su aparicion, internet supuso un salto tanto cuantitativo como cualitativo para la
publicacion, almacenaje, busqueda y 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 funcion, etc. Ademas, practicamente todas las revistas cientificas estan
actualmente disponibles online (muchas requieren suscripcion 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 informacion sobre las interacciones génicas.
Esta, junto a informacion sobre la expresion, funcidon y evolucién del gen de interés
estan disponibles en bases de datos que son cada vez mas completas. No se exagera
si se dice que un genetista actual no puede desarrollar su actividad investigadora sin
acceso a las bases de datos.

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

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

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

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

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

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

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

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

-87-



Departamento de Genética, Universidad de Granada

ra >
(¢ pDDBJ .
e

WOME | Submission | Howlise  Searchimalysls  FTP andWehAP|  RepodBmisics  Contarius

O Danabase Search 0 Genome Analyses

guteuny Gl
Diata rotnevsl by acoession numbees, wic G

AESA Giby
Adlround Rotrieel of Sequence and Annetaticn GIB for Ve ENA oces

«  European Nuclatide Archive

sanlng Suaten
© Mt Ganeration Sequance Analysis

0 Phyjogenstice
DB B ad Ansstation Pigsfing

Chusialy

O Submission of Gene Expression Data 8 rotain Oatabase: s Strcher i , ik

EMD

CHiEX
sart databae

0 Seftwars developed at CIB-DDSJS

<«
s > NCBI (4

EMBL Mucleotide Sequence Database

The EMEL
Europe's pi

{US4) and
partion of i
an,

CMOL Feteh

Pt B secord by

The EMBL nuclecide sequence databa
by Gux Cochy

w T
AChEANS &8 pan of 18 The Piniein and Nyt

(5o ]

Figura 2: Bases de datos generales mas relevantes

2.3. Identificacion y formato de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos en
las bases de datos

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

Dos formas mas indirectas de conseguir las secuencias son mediante busqueda Blast
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome) con
secuencias homodlogas (secuencias del gen pertenecientes a organismos
filogenéticamente cercanos), o bien mediante navegacion en el cromosoma
correspondiente utilizando navegadores genomicos como Genome Browser
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) o Ensembl (http://www.ensembl.org) en el
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caso de que se conozca el genoma del organismo y la localizacion de la secuencia de
interés. En el caso del gen del colageno habria que navegar alrededor de los
nucleotidos 189833342 y 189883227 en la banda 32 del brazo largo del cromosoma 2
(chromosome: 2; Location: 2032.2).
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Figura 3: Busqueda de secuencias de genes del colageno humanos en NCBI

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

Como hemos mencionado antes, el formato fasta es el mas sencillo ya que incluye
solo una parte comentario, o titulo; cuyo inicio esta sefalado por el simbolo “>”, y que
suele ser el nombre de la secuencia, su procedencia, numero de acceso a la base de
datos, seguido por un salto de linea y la secuencia de nucled6tidos o aminoacidos que
suele estar presentada en lineas de 80 o 120 residuos, aunque, aparte del primer salto
de linea entre el titulo y la secuencia, el formato ignora espacios y acepta secuencias
en forma de residuos continuos sin espacio o salto de linea. El fin de la secuencia es
simplemente el ultimo caracter (residuo) de la misma (véase el ejemplo que sigue). Al
ser tan sencillo, el formato fasta es el formato base requerido por la gran mayoria de
programas y algoritmos de analisis de secuencias y, por lo tanto, el mas usado por los
investigadores a la hora de manejar secuencias (alinearlas, hacer arboles
filogenéticos, hacer busquedas blast, etc.). El fichero fasta puede ser un fichero de
texto simple o tener una de las extensiones “.fas” o “.fasta”. Un fichero con secuencias
fasta puede tener una o varias secuencias cada una con su linea identificativa (que
empieza por “>").
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Ejemplo de formato fasta (los puntos en negrita dentro de la secuencia indican
que hemos quitado residuos para ahorrar espacio, ya que la secuencia completa
es de unos 5kb):

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

cagaactattctccccagtatgattcatatgatgtcaagtcgggcggagtagcagtaggaggactcgcagget
atcctggaccagctggccccccaggceccccccggeccccctggtacatetggtcatectggttecccctggate
tccaggataccaaggaccccctggtgaacctgggcaagctggtcecttcaggecctccaggacctectggtget
ataggtccatctggtcctgctggaaaagatggagaatcaggtagacccggacgacctggagaccgaggattge
ctggacctccaggtatcaaaggtccagctgggatacctggattccctggtatgaaaggacacagaggcttcga
tggacgaaatggagaaaagggtgaaacaggtgctcctg. . .ccctggtecttgetgtggtggtgttggagecce
ctgccattgctgggattggagctgaaaaagctggeggttttgecceccttattatggagatgaaccaatg

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

-90 -



Departamento de Genética, Universidad de Granada

Ejemplo de formato EMBL (los puntos en negrita indican

anteriormente):

lo explicado

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

XX

AC X15332;

XX

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

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

XX

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

XX

KW COL3A1 gene; collagen.

XX

0s Homo sapiens (human)

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

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

oC Homo.

XX

RN [1]

RP 1-3234

RA Janeczko R., Ramirez F.;

RT ;

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

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

XX

RN [2]

RX DOI; 10.1093/nar/17.16.6742

RX PUBMED; 2780304.

RA Janeczko R.A., Ramirez F.;

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

RT collagen';

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

XX

DR GDB; 174873.

DR H-1nvDB; HIT000321499.

XX

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

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

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

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

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1..3234

FT /organism=""Homo sapiens"

FT /map="2q31"

FT /mol_type="mRNA"

FT /db_xref="taxon:9606"

FT CDS <1..>3234

FT /codon_start=1

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

FT /protein_id=""CAA33387.1"

FT /translation="QNYSPQYDSYDVKSGGVAVGGLAGYPGPAGPPGPPGPPGTSGHPG

FT SPGSPGYQGPPGEPGQAGPSGPPGPPGA I GPSGPAGKDGESGRPGRPGDRGLPGPPGIK

FT GPAG I PGFPGMKGHRGFDGRNGEKGETGAPGLKGENGLPGENGAPGPMGPRGAPGERGR

FT PGLPGAAGARGNDGARGSDGQPGPPGPPGTAGFPGSPGAKGEVGPAGSPGSNGAPGQRG

FT EPGPQGHAGAQGPPGPPG INGSPGGKGEMGPAG I PGAPGLMGARGPPGPAGANGAPGLR

FT GGAGEPGKNGAKGEPGPRGERGEAG I PGVPGAKGEDGKDGSPGDPGANGLPGAAGERGA

FT  oo.. CCGGVGAPAIAGIGAEKAGGFAPYYGDEPM™

XX

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

cagaactatt ctccccagta tgattcatat gatgtcaagt cgggcggagt agcagtagga 60

ggactcgcag gctatcctgg accagctggc cccccaggcc cccccggcecc ccctggtaca 120

tctggtcatc ctggttcccc tggatctcca ggataccaag gaccccctgg tgaacctggg 180

caagctggtc cttcaggccc tccaggacct cctggtgcta taggtccatc tggtcctgect 240

ggaaaagatg gagaatcagg tagacccgga cgacctggag accgaggatt gcctggacct 300

ccaggtatca aaggtccagc tgggatacct ggattccctg gtatgaaagg acacagaggc 360

ttcgatggac gaaatggaga aaagggtgaa acaggtgctc ctggattaaa gggtgaaaat 420

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

//
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Ejemplo

de formato GenBank (los puntos en negrita indican lo explicado

anteriormente):
LOCUS NM_000090 5490 bp mRNA linear PRI 29-JAN-2011
DEFINITION Homo sapiens collagen, type 111, alpha 1 (COL3A1l), mRNA.
ACCESSION NM_000090
VERSION NM_000090.3 GI1:110224482
KEYWORDS .
SOURCE Homo sapiens (human)
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires;
Primates; Haplorrhini; Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 5490)
AUTHORS Kronenberg D, Bruns BC, Moali C, Vadon-Le Goff S, Sterchi EE, Traupe H, Bohm M, Hulmes DJ, Stocker W, Becker-Pauly C
TITLE Processing of procollagen 111 by meprins: new players in extracellular matrix assembly?
JOURNAL J. Invest. Dermatol. 130 (12), 2727-2735 (2010)
PUBMED 20631730
REMARK GeneRIF: meprins could be important players in several remodeling processes involving collagen fiber deposition
COMMENT REVIEWED REFSEQ: This record has been curated by NCBI staff. The reference sequence was derived from
BP374999.1, BC028178.1, X14420.1 and AC066694.7.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..5490
/organism=""Homo sapiens™
/mol_type="mRNA"
/db_xref=""taxon:9606"
/chromosome=""2"
gene
/gene_synonym="EDS4A; FLJ34534"
/note="collagen, type Il11, alpha 1"
/db_xre enelD:1281"
/db_xre HGNC:2201"
/db_xre HPRD:00365""
/db_xref="MIM:120180"
exon 1..196
/gene=""COL3AL"
/gene_synonym="EDS4A; FLJ34534"
/inference=""alignment:Splign™
/number=1
CDS 118..4518

sig_peptide

proprotein

mat_peptide

STS

exon

STS

STS

polyA_signal

polyA_signal

polyA_site
ORIGIN
1
61
121
181
241
5461
//

/gene=""COL3AL"

/gene_synonym="EDS4A; FLJ34534"

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

/codon_start=1

collagen alpha-1(111) chain preproprotein™

CCDS:CCDS2297.1""

GenelD:1281"

HGNC:2201"

PRD:00365"

) IM:120180"

/translation= "MMSFVQKGSWLLLALLHPTI ILAQQEAVEGGCSHLGQSYADRDVWKPEP
CQICVCDSGSVLCDD I ICDDQELDCPNPEIPFGECCAVCPQPPTAPTRPPNGQKGDPGPPGIP
GRNGDPG IPGQPGSPGSPGPPG I CESCPTGPQNYSPQYDSYDVKSGVAVGGLAGYPGPAGPPG
PPGPPGTSGHPGSPGSPGYQGPPGEPGQAGPSGPPGPPGA IGPSGPAGKDGESGRPGRPGERG
LPGPPG IKGPAG IPGFPGMKGHRGFDGRNGEKGETGAPGLKGENGLPGENGAPGPMGPRGAPG
ERGRPGLPGAAGARGNDGARGSDGQPGP. . . .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(111) chain™
2303..2528
/gene=""COL3A1"
/gene_synonym="EDS4A; FLJ34534"
/standard_name=""GDB:178411"
/db_xref="UniSTS:155007"
2347..2400
/gene=""COL3A1"
/gene_synonym="EDS4A; FLJ34534"
/inference="alignment:Splign"
/number=32
/gene_synonym="EDS4A; FLJ34534"
5334..5460
/gene=""COL3A1"
/gene_synonym=""EDS4A; FLJ34534"
/standard_name=""W1-16343"
/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 cttctcgetc tgcttcatce cactattatt
ttggcacaac aggaagctgt tgaaggagga tgttcccatc ttggtcagtc ctatgcggat
agagatgtct ggaagccaga accatgccaa atatgtgtct gtgactcagg atccgttctc
.......... cacccataat aaaatatcat attaaaattc
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Genome Browser

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

Home Genomes Blat Tables Gene Sorter PCR DNA Convert Ensembl NCBI PDFIPS
UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh3 7/11g1 9 Assembly
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chra:| | | 1 1 | 1 189578880] 1895756ma|
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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. METODOLOGIA

3.1. Introduccion a la Bioinformatica

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

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

3.2. Bases de datos de secuencias de ADN y proteinas

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

3.2.1. GenBank

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

I OMIM B
Search | Entrez ~ |for

» What is GenBank?

Structure

GenBank® is the MIH genetic seguence database, an annotated callection of all publicly avaiiable
DWA sequences (Nucleic Acids Research, 2011 Jan;39(Database issue).0D32-7). There are
approximately 126,551,501 141 bases in 135,440 924 sequence records in the traditional
GenBank divisions and 191,401 393,188 bases in 62,715,288 sequence records in the WGs
division as of April 2011,

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

An example of a GenBank record may be viewed for 3 Saceharomyees cerevisiae gene

Figura 5: Pagina web de acceso a GenBank

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

Structure

tis GenBank?

ank® is the NIH genetic sequence database, an annotated collection of all publicly available
equences (Muclele Acids Research, 2011 Jan:33(Database issue):032-7). There are
Kimately 126,551,501,1471 bases in 135,440,924 SeqUence recards in the traditional

ank divisions and 191 401,393,188 bases in 62,713,268 sequence recards in the WGS

pn as of April 2011

omplete release notes for the current version of GenBank are availaile on the NCEBI ftp
B new release Is made every two months. GenBank is part of the International Mucleatide
ence Database Collaboration, which comprises the DNA DataBank of Japan (DDBJ), the
10 Darnains ean Molecular Biology Laboratary (EMBL), and GenBiank at MCEI. These three

Gene izations exchange data on a daily basis

dng;ge Froject ample of a GenBank recard may be viewed far a Saecharomyces cerevisias gene
GENSAT
GEQ Profiles

missions to GenBank

Figura 6: Realizando una busqueda en GenBank

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

= NCBI R
Mucleotide Huddeatide | homao sapiens coagulation facior Wil gens

Save search Umis  Advanced Help
Display Selings (] Summary, 20 per page, Sored by Defaull onder Sendlo (<] Flver your resilre:

0 Foung 212 nucieubae sequences. Nuciecide (191) 5T G0 e

Results: 1 to 20 of 191 Poge |1 ar10 Mes

] Home sapiens seagulation faster VIll gene_ 5 fanking sequence of 221

% 1,319 bp Inear DNA
: : [
[ 1, mENA ¥ Top
2
Horng apien
Papeo anubis (1)
Callithrix jacchus
- Callicobus meloch (1)
ap in 1 {gone gigmerts) iong-wave.sensitve (CIBAILA), mENA
T bRms saplensdn £0re dlame Qw0 Oryetolagus cuniculus (1)
1,234 bp inear MRNA Al other taxa ()
[ Home saplens Fagtor VI, procoaguiant companent (F8) transtrigh variant 2. mEna ; : ’
d related data -
4 2817 bp Inear mRNA o pelared dars
consinn: NM_019863 2 Database: | Select >

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

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

Nucleotide Muclectide M m

Limits  Advanced Help
Display Settings: [v] GenBank Send: (v .
Change region shown =
. . ' .
Homo sapiens coagulation factor VIl gene, §' flanking sequence of . -
Int22h1
GenBank: AFDE2514.1 . -
EASTA  Graph Analyze this sequence
raphics
Run BLAST
LOCUs AFDEZ514 1319 bp DML linear PRI ZG-FEE-1993 X
DEFINITION Howmo sapiens coagulation factor VWIII gene, 5' flanking sequence of Pick Primers
Int22hl. Find in this Sequence
ACCE3SICN AFDEE514
VERSION AFDEE2514.1 GI:43Z21803
KEYWORDS - -
SOURCE Homo sapiens (huwan) Related information —
ORGANISM Homo sapiens Related Seguences
Eukaryots; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Map Yiewer

Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates: Haplorrhini;
Catarrhini: Hominidae; Homo. Fubhed

REFERENCE 1 (hases 1 to 1319) Taxonamy
AUTHORS Liu,Q. and Sommer,3.35.
TITLE Subcyoling-PCR for multiplex long-distance swplification of regions
with high and low GC content: application to the inversion hotspot
in the factor VIII gene Recent activity &=

JOURNAL  BioTechniques 25 (6), 1022-1028 [1998)
PUBMED 9863056
REFERENCE 2 (baZes 1 to 1319)

Turn Off  Clear

Homo sapiens coagulation factor VIl gene, 8

AUTHORS  Liu,Q., Morzari,G. and Sommer,S.S. flanking sequence of Int2zh1 Hucleotide
TITLE Direct Submission Q homao sapiens coagulation factar VIl (246)
JOURNAL Submitted (01-MAY-1995) Molecular Genetics, City of Hope HNational N Nucleotide
Medical Center and Beckman Research Institute, 1500 East Duarte Rd, (l homo sapiens coagulation factar Vil gene
Duarte, Ci 51010, USh RED) Mutleotide
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1319 Q collagen and human (1546)
Jorganism="Homo =Sapiens" Gene
fwol_type="genomic DNA™ Q collagen (T218)
Jdb_xref="taxon:2606" Gene
/chromosome="%" Ses mure

Jwap="Xq telomere"

gene <1,.71319
Jouene="coagulation factor VIII"
intron <1..»131%8

Jugene="coagulation factor VIIIT
/nunber=zz
misc feature 1..1319

/gene="coagulation factor VIII"

/note="5' flanking seguence of IntZZhl after genomic
imversion®

/phenotype="severe hemophilia A"

ORIGIN

.

COATACATTA JLRARATCAY ASUACATLLY SRLULACCAR JUAJHAACAS JAJUARTTARY
61 tttactgooce atgoatcagy gosatgbtag ctotottght ttoctatcata atatagacteo
121 aaggyacctc asacatchbtt acatcocaca agoacaatgo ctghocatta cactgatgac
181 attatgotga caggatclgy Lasacacata acaaatasage cLOLoLLgol cttgacttta
241 Aatgagaatygl RRCCLULYTL COACCULLICA ATALAALOLL CACLULLTAJE LILCRI|Tact
301 ttttatgatg tttamaaagt tttcotoctat coctatttta tttgoaatgy caactgastt
361 ttatcasatg ctittcocago atcttfgaca tggtocacatt tctottttght gttghtosaat
4z1 tatacttasac attcaatagt gtgotgacas gasattasca acccacaggy gagocaasgtg
481 ayaagadytt SAagaaytass JUCCCLLYRtt Tatayeatty Joagattioc CLOacataas
541 tactactcoo atcatyocty gococagyyn tgggaagaga tgottactta caattggote
601 tocacagacca gtgcaagagc actactgigo tocattboty gyassactit cgtcagtcat
661 agtgtghtay Ltatttassaa cttagobgga LocaabLigo caacabLbtca Lttatastbt
TZl CTACALCLAL ALLCALGRAr GRAACUUYTT CAYCLLLILC aAgTAYCLCLa CLLAaCCaOOr
781 tttgyeatga gggtbatatt asacttgass atasagtggy aasgottoca ttbbtttoca
841 tgaagactat tgotctagaa tagottattt aatgtaggas tcocagtattt aatgagagta
901 aatgaassay COSTAtUAags CAtgLUettt AtLUAYLUAY SgACRActagy crtatattooo
961 caatcghtat atgattattyg ctattctocat ttgtgttgoo ttgagttaat gtotgoaaat
1021 gtgecacatta gagtcatata toccttoctg tgocatacat ctatatctgt atacacacat
1081 ATLQLCLLLLC LOCCLLLLLC CCCLCLYUAL CRagagttdd CRagULUtttg LOLAatLoTAat
1141 TeACLLLLCAa SEURatCags TOAJLLLTAS ACCCRRRCHL JYCLLLYRas Jagotgrioo
1201 tagttocatca atctctgttc aaaactttaa aaattctatt ttoccttbtoctt ttggbttghbt
1261 toctacaatc Lggaggbgsa Lgotbagbtc acttabtoctt caabtchttgh attbtascg
I

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Display Seftings: [~ GenBank

Format
O sumrmary
_ ) GenBark ICBI Sign Out
Nucleoticle Mgy, O BenBank dulb
{31 FASTA
i Help
() FASTA (text)
Display Settings FASTA () Graphics Send: T e —— -
OASN1
. ) ' .
Homo sapiens coa: O Revision History 5" flanking sequence of . . .. .
Int22h1 ) Accession List
GenBank AFIG2514 1 O 6lList - R
o Apply Analyze this sequence
enBank  Graphics
Run BLAST
>gi| 4321803 | gh|AF062514.1| Homo sepiens coagulation factor VIII gene, S
flanking sequence of Int22hl Fick Primers
CCATACATTAGTARAATCAGAATACATTTGRATTTACCAAGTAGGRACEAGAGTATTAAGTTTACTGECE Findl in this Sequence
ATGCATCAGGGCARTGTTAGCTCTCTTGTTTTCTATCATAATATAGACTCAAGGGACCTCAAACATCTTT
ACATCCCACARGCACRATGOCTGTCCATTACACTGATG ACATTATGCTGACAGGATCTGETARACACATA
ACALATAAGCCTGTCTTGCTCTTGACTTTARTGAGAATG TARCCTGTGTTTCACTGTTTRATATARTGTT
CACTGTTAGTTTCAAATACTTTTTATGATGTTTARARAGTTTTCTCCTATCCCTATTTTATTTGCAATGG Related information =
CRACTGRATTTTATCARATGCTTTTCCAGCATCTTTGACATGGTCACATTTCTCTTTTGTGTTGTCARAT Related Sequences
TATACTTAACATTCARTAGTGTGCTGACLAGAAATTAACAACCCACAGGGGAGCALAGTGAGRAGAGGTT A
AGRAAGTALAGGCCTTGATTTATAGC ATTGGCAGATTTCCOTGACATARATACTACTCCCATCATGCCTG Map Viswer
GCCCCAGGEATGGEARGAGATGCTTACTTAC LATTGGCTCTC AC AGACCAGTGC AAGAGCACTACTGTGE Publed
TCCATTTCTGGGARAACTTTCGTCAGTCATAGTGTGTTAGTTATTTAARACTTAGCTGGATCCAATTTGE Taxonamy

A AT TTC AT TTATAATTTC TATATC TATATTCATGAATGAAATGGGTTTAGCTTTTTC AGTAGCTCTA
CTTACCAGGTTTTGGCATGAGGGTTATATTARAC TTGAAAATARAGTGGGAAAGCTTCCATTTTTTTCCA
TGAAGAC TATTGC TC TAGAATAGC TTATTTAATGTAGGAATCCAGTATTTAATGAGAGTARATGAARALG
CCATATGAGCCATGTGCTTTATTTAGTGAGAGATACTAGGCTATATTTTCCAATCGTTATATGATTATTG
CTATTCTCATTTGTGTTGCCTTGAGTTAATG TC TG AAATG THCACATTAGAGTCATATATCCCTTCC TG
TGCCATACATCTATATC TGTATACACACATATGTCTTTTC TCCTTTTTTCCCTTC TG TATC AAGAGT TGS
CAAGTGTT TG TC TATTC TATTAATTTTTC AR AGAATCAGC TCAGTTTTARACCCARACGTGGTTTTGALL
GAGCTGTTTCTAGTTCATCAATCTCTGTTC AR ACTTTAAAAATTCTATTTTCCTTTCTTTTGGTTTGTT
TCCTACAATCTGGAGGTGAATGCTTAGTTCACTTATTCTTCAATCTTTGTATTTTALCG

Recent activity

Turn Off  Clear

E Homo sapiens coagulation factar Vil gene, &'

flanking sequence of Int22h1

Q homo sapiens coagulation factor VIl (246)
Nucleot

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

Nucleotide

ide
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La busqueda de una secuencia de aminoacidos se realiza en GenBank de forma
analoga, escogiendo la base de datos de proteinas en el menu desplegable y
tecleando la cadena de busqueda en la caja de texto. Se puede ver un ejemplo en la
Figura 10, que muestra el registro correspondiente a la proteina codificada por el gen

del ejemplo anterior, es decir, el factor VIII de coagulacion en el hombre.

& NCBI  Res

ources (¥ Hm

Protein Protein +  homo sapiens coagulation factor Vil gene
Lirits  Advanced Help
Dizplay Settings: (+) GenPept Send to Change region shown .
coagulation factor VIl [Homo sapiens]
Analyze this sequence =
GenBank: AAC32196.1 Run BLAST
EASTA  Graphics
Identify Conserved Domaing
Goto Find in this Seguence
LOCUS RAC32196 76 aa linear PRI 18-AUG-19598
DEFINITION coagulation factor VIII [Homo sapiens].
ACCESSION  ARC32198 Articles about the F8 gene =
WERSION ARC3IZ21896.1 GI:3421393 [Wutation screening of the F ¥Ill gene in 10
DBESOURCE accession AFOS1784.1 hem [Zhonohua i ¥ue i Chuan Xue Za Zhi. 2011]
KETIORDS ; Reversible activation of cellular factor X1l by
SOURCE Homo sapiens (human) calcium J Binl Chem. 2011]
ORGANISM Homo sapiens
Fukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Factor VIl A3 domain substitution N19225 results
Marwalia; Eutheria; Euarchontoglires; Priwates; Haplorrhini: in hernophilia & due to domain-speci [Blood. 2011]
Catarrhini; Hominidse: Homo. See all..
BEFERENCE 1 (residues 1 to 78)
AUTHORS  Vidal,F., Farssac,E. and Gallardo,D.
TITLE Homo sapiens factor VIII (F8c) gene, exon 17
JOURNAL  Unpublished Pathways for the F8 gene =
REFERENCE 2 (residues 1 to 76} Blood Clotting Castade
AUTHORS  Vidal,F., Farssac,E. and Gallardo,D.
TITLE Direct Submission Complement and coagulation cascades
JOURMAL Submitted (31-JUL-1998) Unitat de Recerca, Centre de Transfusio i Complement and Coagulation Cascades
Banc de Teixits, Py Vall d'Hebron, 1159-129, Barcelona 08035, Spain
COMMENT Method: conceptual translation. Seeall.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..76
/organiswm="Homo sapiens"” Reference sequence information =
/db_xref="taxon:9606" RefSeq genomic sequence
#chromosome="x" See the genomic reference sequence for the F8
Jmap="Lg26" gene (MG_011403.1)
Frotein <1..»76
/product="coagulation factor VIII® RefSeq protein isoforms
s 1..76 See 2 reference sequence protein isoforms for the
- /gene="Fac" F8gene
/ooded by="AFO081784.1:<20..>248"
ORIGIN

1 ekdvhsglig pllvchtntl npahgrovtv gefalfftif detkswyfte mmerncrapc More about the F8 gene

61 nigmedptfk enyrfh This gene encodes coagulation factor Wil which
I participates in the intringic pathway of blood
coagulation; factar VIl is a cofactor for 1.
Also Known As: RP11-115ME.7, AHF, DXE1...

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

3.2.2. EMBL

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

Tralning

Expaare the E8L

Examples: BOA1 HUMAN i1, Sufsion, Help | Esgdback

Data Resources and Tools

L
L
AlnayEnpress

Enpsernbl
ImetPro avuLNr
Small Modecigdes
Latest News &1 0 Events & Trair
Fuur oo Hisnif o Eituite to bead LK Pulsied Cooteal sopderence Funitio [£] Systems Diolagy 2011
in 20012000 20 Novernlwy - 1 Decemnibar 2011
Ahs 1e. 011

Posted Jd 28, 2091 Fagistratien ¢ 2011

Figura 11: Pagina de acceso a EMBL

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

In HBG628; SV Lo linear: genomic DNA: 3TD: HUM: 1493 EBF.
iC MBB62E;

DT 07-AUG-1992 (Rel. 33, Created)
DT  19-0CT-2008 (Rel. 97, Last updated, Version 6}

o4
DE  Homwo sapiens coagulacion fastor VIIT (F&C) gene, exon 1.
o4

KW coagulation factor: factor VIII.

o4

o Howo sapiens (boman)
oC Eukaryota; MNetazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia:
oC Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini; Catarrhini; Hominidae;

oc Horo .
Ix

BN [1]

RP 1-1493

RX  DOI; 10.1093/hmg/1.3.199.
RX  PUBMED; 1303178,
RA Gitachier J., Uood W.I.:

BT  "Sequence of the exon-containing regions of the huwan factor VIIT gene";
EL  Huws. Mol. Genet. 1(3):199-200(1992).
o4

DR EPD; EP14077; H3_FB.
DR Ensembl-Gn; EN3G00000135010; Howo_sapiens.
DR Ensembl-Tr; ENSTOOO00360256; Homo_sapiens.

i
FH Key Location/Qualifiers
FH
FT  source 1..1493
FT /organism="Homo sapiens"
FT Frap="Xq28"
FT /mol_type="genomic DHA"
FT /do xref="taxon:9606"
FT  exon 1006..1318
FT /gene="FaC"
FT / mumber=1
FT /note="GO0-119-124"
FT Jexperiment="experimental evidence, no additional details
FT recorded"”
Ix
$Q  Sequence 1493 BP; 439 A; 265 C; 379 G; 410 T:; O other:
gagctoacca bggotacatt chgabgbass gagatatatc ctatacctgy gocamatgta 60
AACAJCCLOY AAAAYCHLLA QULTASAAAC AAAACARAAL AAARTARALJA ATARALJCCA 120
AYLYETALLY ayCCaAgagy gALALCAgLY ALOUATYTOY 180
gggtasagag cttacaacat aaatgtgghg ttccatattt toatt 240
gattggaget gaaatgtgaa ggagtigtgy gagtggasct acgtgggaas tetgggggaa 300
AJYTOLTLLY JYLAAAAYAR ALAGLAAULY LUJRGULCCA QUUUCATORg LOCOCLLGAT 360
ALLTLAGYYA AGAJTAANTA JACCAYLALA ACCAYAJLOR JACOANACLA CAgRgULoay 420
gagasaggge atgeagacca tghgggatge tetaggacct aggocatggt gatgtag 480
ggrtee tgatggaggt tggaggattc tomgasgagy agtgacagga 540
CLOQOLLLAT AGLLTCARAL CALAACTALA AALLALAGLE LLLAARACAA LAgLLOUCTA 600
ACCTCATOLT ALALYCARAR CLACAGLLLT AAAAACLALA AALTOULCAT AGCLOYCAGCA 660
gtgtgagggy t ggtt getgghtact cttgetagtg 720
gtgaatt ctagaatctt gaacttct cttgotgety coactcagga 780
gagogttgy agtaggotag gastaggage acasatt gotootghte acthtgactt 840
a JUAJACTLAT HUCCCTACLY 900
ctetcagaag LYAAtUUULT AAagtUUagoa QoCLCCCUUU TEUTAacTica guiottecty 380
tggetgotte tgat tootategy ttactgotta gtgotgag 1020
atcoagtggy tamagttoct t tgote t ttgggacttt teattaaatc 1080
agRAALTLLA CLLLLLLOOC CLOCLHYUAY CTARAJATAL LLLAJAJRAY SACLAACCLL 1140
TLHOCLOLCE AGLLYAACAL TLUTAUCAAT AAJLCALGCA AATAJAgOLe LOCACCLYCE 1200
tetttotghy cottttgega ttetgottta gt gatactac ctgggtgeag 1260
tggaactgte atgggactat atgeasagty atctoggtga gotgeotgty gacgeaaggt 1320
aRAQICATYT COLOTAYOT CLOACUOOOY grotgotToy 1360
AYACALEHTY LYLUALHCTa COLGUYOOCE RAAJARACAL 1440
ttotgggtas ggtgtgoaca catctgtght attagoagem atgotaactg cec 1493
1"

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

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

UniProt 3 > UniProtkB
Search Blast Align Retrieve 1D kapping
Search in Query
\Protein Knowledgebase (UniProtkB) V| ‘ ‘ [ Search H Advanced Search > ] I Clear ]

Figura 13: Pagina de acceso a UniProt

3.2.4. Bases de datos de genomas completos

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

EMBL-EBI
Dat: Tools | h Training | 'In =iry About Us | Help
= Complete genomes EBl > Databases * Mucledtide > The European Mucleotide Archive > Complete Genomes
= Archaea Genomes Pages - At the EBI
= Archaeal virus
= Bacteria Access to Completed Genomes
= Eukaryota
= Organelle The first completed genomes from viruses, phages and organelles were deposited into the EMBL Database inthe early 1980's.

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

= Phage developments in sequencing technology resulted in hundreds of complete genome seguences heing added to the datahase,

= Plasrid including Archaea, Bacteria and Eukaryota, These weh pages give access to a large number of complete genomes, help is available to describe the

= iraid layout

 Vitus Whaole Genome Shotgun Sequences (WGS)

= |_-i”k5 Methods using whole genome shotgun data are used to gain a large amount of genome coverage for an organism. WS data for a growing number of
SAWIGS info arganisms are being submitted to DDBIEMBL GenBank.

. EnsemblGenomes Iore information aboutYWGS projects. ..

Genome Reviews

Integré (prateomes) Last 40 Genome Entries
iFasta33 Server

— Dale _  fccesson  ______ ___  Descipon

03-AUG-2011 APO12267 1 Equus przewvalskii mitochondrisl DMA, isolste: Beling
05-AUG-2011 APO12268 .1 Equus przesvvalski mitochondrisl DNA, isolste: Anushka
05-AUG-2011 AP012269.1 Equus przesvalzkii mitochondrisl DNA, isolste: Bonnette
03-AUG-2011 APO12270.1 Equus przewvalskii mitochondrisl DMA, isolste: Bars
05-AUG-2011 APOD12271 1 Equus asinus somalicus mitochondrial DA

05-AUG-2011 HES77054.1 Paenibacillus palyimyxa M1 main chromosome

05-AUG-2011 HES77055.1 Paenibacilus polymyxa b plssmid pPPh1a, complete replicon
04-2UG-2011 CPO02955.1 Cyclobacterium marinum DSM 745

Figura 14: Pagina de acceso a Genomes Pages

3.2.5. Bases de datos de bibliografia cientifica

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

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

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

Figura 15: Secuencia de una proteina anénima

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

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

blastn blastp | blastx | thlastn | thlastx |

BLASTP programs search protein databases using a protein query. more... Reset page  Bookmark
Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi{s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
MAVMAPRTLY LLLSGALALT QTWAGSHSME TFSTSVSRPG RCEPRFIAVG A
TVDDTQFVEF DSDAASORME PRAPWIEQEG PEYUDENTRHN VEAHSQTDEY From |
DLGTLRGYYN QSEDGSHTIQ MMYGCDVGSD GRFLEGYQQD AYDGEDYIAL
NEDLESWTAL DMALEITKPK WEARHFAEQL RAYLEGICVE ULERPHLENGE . To|
ETLORTDAPK THMTHHAVSD HEATLRCWAL SFYPAEITLT WQRDGEDQTO
DTELVETREA GDCTPQEWAL VWUPSGQEQR YTCHUQHEGL PEPLTLEWER v
Or, upload file Examinar.. | @

Joh Title
Enter a descriptive title for your BLAST search &

[ align two or more sequences &

Choose Search Set
Latalise [Non-redundant protein sequences ) v @

COrganism
Optional

| ] OExclude  +
Enter organism common name, binomial, or tax id, Only 20 top taxa will be shown. @&

Exclude [ tndels o) Ll Uneolturedienvirnmmiertal sample sequences
Optional

Entrez Query

Optional

Enter an Entrez query to limit search @&

Figura 16: Pagina de acceso a BLASTp

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

¥ Graphic Summary
¥ Show Conserved Domains

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 50 100 150 0 50 300 5‘
Query seq, N ™|
heterodimer interface A} [
HHE binding domsin interface [ " Y

Specific hits
Superfanilies ( MHC_I superfamily )] Ig superfamily

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &)

‘Mnuae—nvertn show defline and scores, click to show alignments ‘

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 »>=200
e ry | ——
| 1 [ 1 1 1
1 70 140 210 280 350

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

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

F Descriptions
Legend for links to other resources: l!] UniGene E GED E Geng ﬂ Structure III tap Viewerﬂ PubCherm BioAssay

Sequences producing significant alignments:

Accession Description st::e ﬁ | ctﬁl B A @ | Links
P30375.1 RecHame: Full=Class I histocompatibility antigen, Gogo-4*0101 alpha 757 757 100% 0.0
CAALLTOEL  huran leucocyte antigen A [Homo sapiens] 723 723 100% 0.0 E
AAR41292.1  HLA class [ A locus antigen A*68new [Homo sapiens] Iz3 723 Loo% 0.0 [GM|
PO1631 4 FecHame: Full=HLA& class I histocompatibility antigen, 4-68 alpha cha 20 720 100% 0.0 G|
CBx512131  MHC class I antigen [Homo sapiens] 7z0 720 100% 0.0
Pi0316.2 FecHame: Full=HL& class I histocompatibility antigen, 4-69 alpha cha 713 719 100% 0.0 G M|
CAD23134.1  MHC class I antigen [Homo sapiens] 718 718 100% 0.0 E
ZARSSFEZ1 human leucocyte antigen A [Homo sapiens] 77 717 100% 0.0 G]
CBW44121.1  MHC class [ antigen [Homo sapiens] 116 716 100% 0.0
AAADIE0Z.1 HLA-A-5802 [Homao sapiens] =emb|CAJ84549. 1] MHC class I antigen ils 718 100% 0.0 E
LADS74191  MHC class I antigen precursor [Homo sapiens] 7is 715 100% o.o E
ABPOZ0S4.1 MHC class I antigen [Homo sapiens] 714 714 99% o.o
CAAB06L2Z.1  HLA-A*D210 [Homao sapiens] =gh|ACRS5713.1| WHC class 1 antigen [ 713 713 100% 0.0 (G|
AADOZOE7.1 | MHC class I antigen [Homo sapiens] 218 713 100% i [GM]
CAAG5501.1  human leukocyte antigen [Homo sapiens] »gb|ACREE716.1| MHC clas 713 713 100% .0 [GM|
AnwEdTaT 4 Abissdiees adenanfivaataenarnieln 1 713 s nn am

Figura 18: Resultado detallado de un rastreo con BLASTp

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

¥ Alignments
[ Select Al Get gelected sequences Distance tree of results  Multiple alignment

L Isp |P30375. 111401 GORGO FRecName: Full=Class I histocowpatibility antigen, Gogo-A¥%0101
alpha chain: Flags: Precursor

ewh |[CA242510.1| Mhc class I heavy chain [Gorilla gorilla]

Length=365

Score = 757 bits (1854), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 365/365 (l00%), Pozitiwvea = 365,365 (l00%), Gapa = 07385 (0%)

Query 1 MAVMAPRTLYLLLSGALALTOTUAGSHIMRY FATSVIREGRGEFRFIAVGYVDDTQFVEF 60
MAVMAPRTLYLLLSGALALTOTWAGSHIMRYFATSVERE GRGEFRFIAVGYVDDTAFVRF
Shict 1 MAVMAPRTLVLLLSGALALTOTHAGSHSMRY FSTSVSRPGRGEPRFIAVGYVDDTOFVRF 60

Query 61  DEDAASORMEPRAPWIE(QEGPEYWDENTRNVEAHSOTDRVDLGTLRGYYNQSEDGSHTIO 120
DEDALS IRME PRAPWIE QEGPEYIDRNTRNVEAHS I TDRVD LGTLRGYYNOSEDGSHT I
Hbjct 61  DEDAASQRMEFRAPWIE(QEGPEYWDENTRNVEAHS(TDRVDLGTLRGYYNQSEDGSHTI] 120

Query 121 FMYGCDVGSDGRFLRGYQQDAYDGEDYIALNEDLESWTAADMALFITEREWEALHFAEQL 150
RITYGCDVGSED GRFLEGY QQDAYDGED Y IALNED LESWTAADMAAR TTERKWEAAIFAE UL
Shict 121 BMYGCDVGIDGRFLEGY(QUDATDGEDYIALNEDLESUTAADMALETTERFWEALHFAEQL 180

Query 181 FRAYLEGTCVEWLRRHLENGKETLQRTDAPKTHNTHHAVEDHEAILRCWALSFYPAEITLT 240
RATLEGTCVEWLERHLENGEETLORTDAPETHNTHHAV SDHEATLRCWALSFYFAETTLT
Sbjct 181 FRAYLEGTCWEWLRRHLENGFETLORTDAPKTHNTHHAVSDHEATLRCWALSFYPAEITLT 240

Query 241 WIRDGEDQTODTELVETREAGDGTFIEWAAYVYFSGIE QRYTCHY(HEGLPEFLTLRWEF 300
WORDGED QTODTELVETRPAGDGTFIEWALYYWFSGIE QRYTCHVQHE GLFEPLTLRWER
Sbjct 241 WORDGEDOTODTELVETRPAGDGTFOEWAAVYYPSGIEQRYTCHYOHEGLPEPLTLRWEE 300

Query 301 SSQPTIFIVGIIAGLVLFGAVIAGAVVALVREWPRESSDREGGITIQALISDEANGEDVIL 360
SE0PTIPIVGITAGLYLFCAVIAGAVVARVEWRRES SDREGGSTS0ARSSD SANGEDVIL
3bjct 301 33QPTIFIVGIIAGLVLFGAVIAGAVVAAVEWRREISDRKGGITIQAAIZDIANGIDVIL 360

Query 381 TACEV 365

TACEY
Zbjct 361 TACEV 365

Figura 19: Alineamiento en un rastreo con BLASTp

3.4. Navegadores genémicos

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

Algunos de los navegadores gendmicos mas utilizados son:

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

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

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

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

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

4. CUESTIONES

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

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

Trabajos de evaluacion

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

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

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

1. OBJETIVO

En la actualidad la cantidad de informacién genética esta 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 practica es la aproximacion al conocimiento y manejo
de este tipo de programas.

2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. Recursos en la web

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 ususario y
devuelven los resultados proporcionados por el programa a traves de la propia web o
mediante correo electrénico.

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

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

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

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

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

3. METODOLOGIA

3.1. Busqueda y analisis de una secuencia (A)

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

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

Para obtener nuestra secuencia iremos en primer lugar a la pagina principal de
Ensembl: 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:2653211-2657767

Tal y como se ve en la siguiente figura:

Search: Human v i for EY:2653211-265??67|

Go |

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

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

#° Configure this page

Q Manage your data

P Export data
L

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.

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

- 108 -



Departamento de Genética, Universidad de Granada

podrian ser indicativas de la presencia de una region codificante. Buscaremos ORF
con el programa ORFFinder en:

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

pegando la secuencia en el recuadro de texto:

PubMed Entrez BLAST

NCEI The ORF Finder (Open Reading Frame Finder) is a graphical analysis tool which finds all open re
= BN the database.

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

o Enter Gl or ACCESSION «) =
suby 5

kit or sequence in FASTA format
FTP site >chromosome: GRCh37:Y:2653211: 2657767: 1 j

Tools

for data mining

PSRN (154G CT CCACATAATATTTTGTATTTATATTTATT CACATTGTTAAGGAARAAT
S AGGT CTTGCACTGOGGGAGAGATTGECCTTAGCT CCACAT ACACAG CTGGGTAGE

CATAGATAAGGAGGATT CTTGCTGAAGACAGGCT AGGCTGAT CAGACAT CACCTA
T CAGATATGLGGTGLGGEGTACAGT CTGGCT AACCTGGTTAGGAGAGTTCTTTGE
GTTTGGT CAAACAGAGAAT CTGTGT CAGAGGTT CAAGAAAAGGAAARTTAATGTA

Genetic codes 1 Standard | ']

Tras pulsar sobre el botén “ORFFind” el programa buscara las ORF y mostrara el
resultado como se observa a continuacion:

< ORF Finder (Open Reading Frame
L= N[&:10 Finder)

Pubhied Entrez OMIM Taxonomy Structure

chromosome:GRCh37:Y:2653211:2657767:1

view | 1 GenBank[¥| Redraw | 1oo|v| Frame from to Length
[ I o ] -3 m1820.2434 615

-2 24074..4286 213

[ |

= +3 m1878.. 2057 180
— s ' 3 = 665. 820 165
E_.:.Z:- | -3 m3854.4015 162
[ o | B . -3 B3437..3508 162
e  —, U — -1 m 04,243 150

+3 ® 531. 677 147
-1 ®22254.2391 138
+3 m2079.2216 138
+1 = 943.1074 132
-2 m3822.3944 123
-1 m1663.1782 120
-2 m1506,1625 120
+2 B4442.4556 116
+1 ®1690.1800 111
-1 =@ 997,1098 102
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A la izquierda vemos una representacion grafica de las 6 pautas de lectura con las
ORF senaladas en color (tres por cada hebra del ADN). A la derecha se indica los
nucleétidos donde comienzan y terminan y su longitud total. En la ultima pauta de
lectura se observa una ORF de mayor longitud que las demas, que podria ser
indicativa de la presencia de una region codificante.

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

Program blastp | * | Database nr with parameters

Siaw I lGenBank:"| Radreaw | 100 .J Sinfranes | Frame from to Length
: — = -3 ®1820.2434 615

e -2 m4074..4286 213

[ |
= +3 m1878..2057 180
f =] I
-3 ®m B66b.. 829 165
1| m ] [ -8 BE3854..4015 162
= 1 N . -3 m3437..8598 182
r i | — | . -1 ® 94, 243 1B0
Length: 204 aa +3 ® B531.. 677 147
Accept | Alternative Initiation Codons -1 P2254..2391 138
+3 BE207S..2216 138
2424 . .g;n;ca‘tutf:t;eti:t:._.:tn;g:gta:tc;nc;g:gat +1 m 943..1074 132
2385 gettacmgtecmge cmsgsysstattcccgetctecggags
D t: sgtP H ‘3'% e tl"P i tl.t AR <2 WMOD23.A84L, 149
2344 mgctcttoccttoctitgoactgannge tgtanctotangtatong -1 B1663..1782 120
. 4 5F L € TF E-5 C N5 K T
2239 tgt;ntcgggngna;a:;gtuuuggc ;a:stc;uggnt;gnétg -2 E1506..16256 120
Co& T'6 E K & D
2254 mmgegmcccstommcgemttontegtgtagtetegegntengngg +2 m44430..4556 118
BOR N & B TOY WSS R0 0 R +1 E1690..1800 111
2209 cgemmgetoge tetagagaatccoagns e geenctengagate
RKhALENFPRHIRNSET -1 ® 997.1098 102
2164 agcmagcoagetgggataccagtggannyt jcttmctgamagocgan
5 kK @ YoM KN LTEAKTE

2115 maatggccmttcttocmggaggencaganattacaggccstocac
Q E'A QK L AQ A RANH

2074 mgmgmgeamtscccgeattatangtatcgacctogtcggnngacy
REKY PFNY KYRP RRIKSL

2023 mngotoctgccgamgaattgcagtttge ttcccgemgntecoget
|, B R il e TR Sk S R A e R R i

1384 tcggtactctgemgegangtge anc tggacancaggttgtacagg
fA2 LD NKNRLTYR

1535 gotgoctgtmcgomngocncacac teangastogagenccageta
K AT HSRNEWHDQL

1894 ggceacttacegeecatenncgeage e nge teacege nge nacag
{5 - S S| S o G RN S SR R T G B G

1843 gaccgetacmgcemctggacanagetgtan 1820
| T

Deberiamos ver a continuacién si ese marco de lectura corresponde con alguna
proteina conocida. Desde ésta misma pagina de resultados es posible realizar una
busqueda mediante BLASTP frente a la base de datos “nr” (no redundante) que
contiene todas las secuencias conocidas habiendo eliminado los datos redundantes.
Para ello pulsamos sobre el boton “Blast” sefialado en la figura. Al pulsar éste botén
los datos se envian al NCBI (National Center for Biotechnology Information)
mostrandonos una pagina con los datos enviados y las opciones elegidas para realizar
la busqueda.
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Query Protein Sequence (204 letters)

Danbase

i

Job title  Protein Sequence (204 letters)

RequestiD (JUZYIWHIOL ] b1 Show resuis in a new window
Format
Show | Alignment = | as | HTML | [ advanced View | Use old BLAST report. forme Feset form to defaudad

Alignmenit View | Painwise -~

Display Graphical Overview Linkout Saquence Retrieval O MCBlgi Y
Masking c.halar.(el.! Lower Case jl colul:l Grey jl v
Limitresilts  Descriptions: [ 100 _=||  Graphical overvieu: [ 100 || Migments;[ 100+ v

Organism  Type common name, binomial, taxid, ar group name. Only 20 tap tasa will be shawn
Erer =y I be =g | Enclude = a
Ertrez query: | o
Expact in: | | Expect hias: | i
Percent |dentity Hin: |7| Percent Idertity Maw: |7 i

Farmatfor [ pspeLasT with inclusion threshald: | |

I

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

Parte de los resultados de BLAST se muestran a continuacion:

Putative conservad domains have been detecizd, elick an the image below for detiled resuls.

1 = 50 75 i 125 150 7 =

P 1 . ! s | | | { : i /
7 0861 binding sibe Ak B A A A AL A &

Specific hits S0X-TCF_HMG—hox

Superfanilies HMG-box superfamlly

Diswinrion of 1M Blast Hits on hoQuery Sequence i

|AAXS3512 SRY protein [Homa sapiens] S=402 E=1.62-110

Color key for alignment scores
<40 40 080 80-200 >=200
1 21 ) 2 1

20 o
=0 Al2C ]

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

AAX93512 SRY (Sex-Determining Region Y) protein [Homo sapiens] S=402 E=1.6e™""°
donde S es la puntuacién obtenida en el alineamiento y E es el valor “Expect’, es
decir, el numero de veces que se esperaria encontrar la secuencia buscada por azar

en la base de datos.

Pulsando sobre la caja HMG de la parte superior accedemos a una pagina con
informacion adicional sobre este tipo de dominio:

-111-



Departamento de Genética, Universidad de Granada

]

Conserved domains on [cy12630] __ Vewcomhomeul |
Local query sequence
Graphical summary  shou

fuery saq.
Specific hits
Non-opoeifie MATA_HMG-box
fits HMG-box [
HMGE—-UEF_HMG—box
HHG_box
- [Hon-=specific hif] c400084, High
N hobility Group (HMGHbox is Tound
Superfanilins i HHG-box auperfamily na vla?;eq Urpe(ularyuruc
lti-denains T NEBE . chomosomal protens ane S
_‘J trarscription factos. HMGs bind ta - _L!
the minar groove of DNA 2nd have

Searhlarsminr domsinar hisct e | 21 been classified by DNA binding
preferans o phyloge

Dasaription
013E8]), EOK-TCF_HMWG-bo lass | member of the HMG-box supefamily o (SOX-TCF) include: tmrscription factars, TCF-1, 3,
=39]. M b b ifamily of DMA- -4 and also SRY and LEF-1, which bind fourway

[+ 50%-TCF_HMG-o:
[+ MATA_HM G-

A junctons and duples DHA target. The szcand

!

[ifMGE-UEF G-b chl}Qﬂ] HME 5o QIOUP (MATA) inCludes Tungal mating Gpe gene

[ HIG_hasp1amCOS05]. HIMG thigh mabilite arun) hox e
[+ HMG Em 2t00208], high mability graup: 138670
#NHPEB]C 0 GS643], Ch i inted proteins ining the HKAG domain [Chromatin stucture and dynamics] 35207 yes

Blasisearch parametiers
Date Soura:: Live blast seach RID - JUZY@H4L0LL
User Options: Dambase: cdsearchictd v2.20 Low complexiy tiler: yes  E-value trreshold: 0.01  Maxmum rumbar of hits: 500

3.3. Busqueda y analisis de una secuencia (B)

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

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

View | 1 GenBank ¥ | Redraw I 100{?“ Si:{rrmsl
- |

= 3§ _
—— m— | =
- | — — W
- . I
T — I
 — | p— -

Se observan muchos marcos de lectura abierta dispersos pero no hay ninguna que
claramente se diferencie de los demas en tamafio. Sabemos de antemano que esta
regién 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 porcién de ADN poseee varios intrones que
interrumpen el marco de lectura abierta. Teniendo en cuenta que la mayoria de los
genes de eucariotas estan interrumpidos por intrones, esto supone realmente un
problema para estimar correctamente donde se localizan los genes basandose
Unicamente en la presencia de marcos de lectura abierta.
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Por tanto se hace necesario estimar la posicion de los posibles principios y finales de
intrones presentes en la secuencia, que reciben respectivamente el nombre de sitios
“‘donadores” y de sitios “aceptores”. Para ello analizaremos la secuencia con el
programa NetGene2:

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

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

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

SUBMISSION

Submission of a local file with a single sequence:

File in FASTA hrmail Examinar... I
® Human

Oc.elegans

O A thaliana

Cleatfields | Sendfile |

Submission by pasting a single sequence:

Sequence r-mel

® Human

Oec. elegans

O A thaliana
Sequence

AAGCAAAGOAAGCCAGAGAAAATCAGTGT CTACAGGGAACCAGAGAGAAGCCTGTCOTAT
TAACCCATTAAATGATTCAGAGCCTTCCAGATTTCTCTGTAGAGACAATGAAAGGGGATG
ATTTTTCTGCT CCCTCCAGTTTAACTCATT CTAAGCAGACGCAAAGCCATTGTAGAAGAA
ACAAGACCTAAT CCTGTTTTCCTTGGCCCCAGTTAGATGGGGAGTTTCCAGGTTCAGAGA

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

1.9 premp——————

2 it ' 4

o 8.5 i ez e " .

o F - T ghdge o o 2 g &

© g,84 MWWM“*M Rniygeaser kgl o i
it T & e s v R v — ——

& /

< \

& 1.8

=)

2 a5 |

: ‘ I

€ BB i . i R e s = o I7|
5 @ L] 1000 1588 2088

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

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

El primer potencial sitio donador (exén/intrén) corresponde a la posicion 1319, y la
siguiente posicién que podria actuar como aceptor (intrén/exon) es la 2214. Estos dos
puntos corresponderian a un primer intréon, 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.

1 i a M 8 it [rT e
el S VA L8 O T W R vl AN . LA TR A (Y I LTI TV NS

fuery seq.

WA bikaivg its

Superfanilies & Sox_N_superfamily ] [ HMG-box superfamily |

Disw@anion of 100 Bast His on e Query Sequence &

|AAP36231 Homo sapiens SRY [sex determining region Y)-box 9 (camp.. 5=306 E=4 2¢-82 |

Color key ror alignment scores
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Vemos que efectivamente corresponde con dominios conservados y se trata de un
fragmento del gen SOX9 ya que las primeras coincidencias corresponden a este gen
en distintas especies. Una de ellas corresponde al gen SOX9 Humano.

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

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

3.4. Localizacioén de intrones mediante “dot plot”

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

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

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

r
f"") N C Bl Search Nucleotide -
-
Hasanal Cerar for sox9 mrna homo sapiens Clear

Entre los resultados obtenidos veremos:

[] Homo sapiens SRY (sex determining region Y)-box 9 (SOX9), mRNA
7. 3,963 bp linear mREMNA
Mi_000346.3 GI: 182765453

GenBank FASTA Graphics FRelated Sequences

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

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

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

4. CUESTIONES

En relacion con la consulta realizada con el programa ORFFinder:

e Que indican las 6 barras que aparecen en la pantalla?

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

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

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

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

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

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

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

e ;Que 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:

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

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

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

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

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

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

¢ Por qué el potencial codificante decae antes de llegar al final del ultimo exén?

- 117 -



Departamento de Genética, Universidad de Granada

-118 -



Departamento de Genética, Universidad de Granada

ALINEAMIENTO MULTIPLE DE
SECUENCIAS DE ADN Y
PROTEINAS
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ALINEAMIENTO MULTIPLE DE SECUENCIAS
DE ADN Y PROTEINAS

1. OBJETIVO

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

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

2. FUNDAMENTO TEORICO

Alineamiento de dos secuencias homologas de nucledtidos o de aminoéacidos

Mediante comparacion de dos secuencias homdélogas 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
localizacion de las inserciones y deleciones que han podido ocurrir en cada especie
desde que estan divergiendo de una especie ancestral comun.

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

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

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

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

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

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

A. Las dos secuencias son idénticas:

G C T T G C A G C

R
A ° °

G ° ° °

C ) ° °
T ° °

T ° °

G ° ° °

C ° ° °
A ° °

G ° ° °

C ) ° °

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

P Aals|c|T|T]e|c|Aals]c
A | e °

G ° ° °
C ° ° °
T e | o

T e | o

G ° ° °
T e | o

A | e °

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

I Aajelc]Tt]Tt]e]c]afe]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):

B Aajelc|Tt]T]e]c]Aa]e]c
A | e °

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

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

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

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

Alineamientos multiples

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

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

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

Para obtener el alineamiento procederemos de la siguiente manera:

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

File Edt Alignment Trees Colors Ouality Help

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

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

CLUSTAL Alignasent fils crosted [0 aline s, fas. sl

Se pueden afhadir nuevas secuencias usando la opcién ‘APPEND SEQUENCES’.

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

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

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

Las tres etapas se suceden de manera automatica si seleccionamos la opcién ‘DO
COMPLETE ALIGNMENT’. Se puede saltar alguno de los pasos seleccionando ‘DO
ALIGNMENT FROM GUIDE TREE’ (si se dispone de un dendrograma previo que
actua como guia para el alineamiento multiple) o ‘PRODUCE GUIDE TREE ONLY’ (si
s6lo se quiere obtener el arbol de referencia obviando la construccion del alineamiento
multiple).

En cualquiera de los tres casos, siempre nos aparecera una ventana emergente sobre
la ventana principal en la que debemos indicar el directorio donde queremos guardar
los ficheros de salida (output) y el nombre que le daremos a dichos ficheros. Las
extensiones son *.dnd (para el fichero del dendrograma) y *.aln (para el del
alineamiento):
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En el Apéndice 2 se muestran dos ficheros de salida tipicos: uno con el alineamiento
multiple de un conjunto de secuencias de ADN y otro en el que se describe el
dendrograma obtenido en el proceso.

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

= ClustalX 2.1
File Edit Algnment Trees Colors OCuality Help

Modk: | Mgl Aigrment Mode v/ Fort (10 s

CLUSTAL created wly.alng

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

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

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

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

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

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

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

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

4. CUESTIONES

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

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

Ejemplo para secuencias de ADN:

>Nombre de la secuencia 1
GTTATCGTAAATTAAATCCAATGGTATTCTGTGGTTTATATCCGATTGATTCTAGAAAAATTAGAATT-
AAACGATTCTGCACTTGAGTTTGAACCAGAAACATTGGATTCTTAGGACTTCTTCATATGGAAATCCTTC
AAGAACGTATTGAACGT

>Nombre de la secuencia 2
GTTATCCTAACTTAAATCCAATGGTTTTCTCTGGTTTATATCCGATTGATTCTTAGAAAAATTAGAATT -
AAACGTTTCTGCAATTGAGTTTGAACCAGAAACATTGGATTCTTAGGACTTCTTCATATGGAAATTCTTC
GGGTACGTATTGAACGT

>Nombre de la secuencia 3
CTTTTCCTATCTTATATCCAATCCTTATGGCTCGTATATATCCGATTGATTCTTAGAAAAATTAGAATTA
AAAGGTTTCTGCATTTGAGTTTGAACCAGAAACATTGGATTCTTTGGGCTTCTTCATATGGTTTTTCTTG
GGGTACGTATTGAACGT

Ejemplo para secuencias de proteinas:

>Nombre de la secuencia 1

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

>Nombre de la secuencia 2

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

>Nombre de la secuencia 3

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

‘DO COMPLETE ALIGNMENT’

Alineamiento multiple (fichero *.aln): ADN.

CLUSTAL 2.

Cruvulg 9
Cruvulg 12
Cruvulg 8
Cruvulg 11
Cruvulg 19
Cruvulg 10
Cruvulg 2
Cruvulg ¢
Cruvulg 15
Cruvulg lé
Cruvulg 5
Cruvulg 7
Cruvulg 13

Cruvulg 9
Cruvulg 12
Cruvulg_ 8

0.

9 multiple sequence alignment

TTACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTCTTCG
T-ACTTTTGCTACGGGAGTC
TARACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTCCAGGCC
TAACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTCCAGG
TAA(ﬁTTTG\TALGGHAGT(quT((
T-ACTTTTGCTACGGGAGTC
TAACTTTTGCTACGGGAGTC
TRACTTTTGCTACGGGAGTC
T-ACTTTTGCTACGGGAGTC
T-ACTTTTGCTACGGGAG
T-ACTTTTGCTACGGG AGT(
T-ACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTTTAGGEC

TAACTTTTGCTACGGGAGTCCGTTTTAGGCC
o ok ok ek ok o ok ok ok ok ke ko ko

CGTTT \AHG\
CGTTTCAGG
TTC

lelalc
i

GGCC

ATAAGCACATTCCCAATGTTTTAGATTTTG-
ATAAGCACATTCCCAATGTTTTAGATTTTG-
ATAAGCACATTCCCAATGTTTTAGATTTTG

CGTTCCAGG f,

CCACGAACTATCAARRC

CGTTTCAGGCCI

CCACGAACTATCAARARCG

* %

CCACGAACTATCAAAACGAAGCTACGGACC
CACGAACTATCAAAACGAAGCTACGGACC
CACGAACTATCAAAACGAAGCTACGGACC
CACGAACTATCARARCGAAGCTACGGACC
CACGRACTATCARAACGAAGCTACGGACTC
CACGAACTATCAAAACGAAGCTACGGACC
GAAGCTATAGACG
AAARCGAAGCTATAGACG

CACGAACTATC

CCACGAACTATCAAAACGAAGCTATAGACG

CACGAACTATCAAAACGAAGCTATAGACG
CACGAACTATCAAAACGAAGCAGTCGACG
ARGCTATCGACG
_ACGAACTATCARARACGAAGCTATCGACG
dhkkdkkkkkhkdkhk ok k ok ok ko k ok ok &k ok

——————— TCAACACAACTCTATCCAGCC
——————— TCAACACAACTCTATCCAGCC
7777777 TCAACACAACTCTATCCAGCCA

Cruvulg 11 ATAAGCACATTCCCAATGTTTTAGATTTTG-——————— TCARCACARCTCTATCCAGC
Cruvulg 19 ATAAGCACATTCCCAATGTTTTAGATTTTG-——————— TCARCACAACTCTATCCAGK
Cruvulg 10 ATAAGCACATTCCCAATGTTTTAGATTTTG-——————— TCARCACAACTCTATCCAGCC
Cruvulg 2 AGGAGTACATTTARAARCGTTTCAGATTTTG-——————— GARATGARARCATTATTCGGTCA
Cruvulg:ﬁ AGGAGTACATTTRAAAACGTTTCAGATTTTG-——————— GRRAATGAARCATTATTCGGTCA
Cruvulg 15 AGGAGTACATTTRAAAACGTTTCAGATTTTG-——————— GRRAATGAARCATTATTCGGTCA
Cruvulg 16

Cruvulg 5
Cruvulg 7
Cruvulg 13

ok

ER * * &k

AGGAGTACATTTAAAACGTTTCAGATTTTG-————-—— GAARTGAAACATTATTCGGTCA
ATGACTACATTTCCAGCATTTCGGATTTTGCATCCAACAATATGARACATTATCCGGCC
ATGACTACATTTCCAGCATTTCGGATTTTGCATCCAACAATATGARACATTATCCGG!
ATGACTACATTTCCAGCATTTCGGATTTTGCATCCAACARATATGARACATTATCCGGC
* ok ok ok ok ok *

Kkk  kkk Kk K

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

existe el mismo nucleétido]

Alineamiento multiple (fichero *.aln): Proteinas.

CLUSTAL 2.0.9% multiple seguence alignment
Secuencia_ 1 KHPIILEKLEFPDPVI
Secuencia_ 2
Secuencia 3

dkekdkhdkdk dhkdkdhkko okdkkdkh
Secuencia 1
Secuencia 2

Secuencia_ 3
e ok ke Kk ko

SMATEPKTKKDQEKLSQVLNKFMK-EDPTFEATTDPET
KHPLILEKLFFPDPVMSMATEPKKKKDQEKLSQVLNKFMKEEDPTFAATTDPET

PHPLILEKLEFPDPVMAMAIEPTKKKDQEKLQQVLNKFMKEEPPTFA-TTDPET
&k ok

GOILIH
GQILIH
GQILIH
de 3 Jc 4 I ek

LEAkkkkkkdk ok k&

GMGELHLEIMVDRMKREYGIEVNVGKPOQVAYKETIRKKAIGEGKFIKQTGGRGQYGHAII
GMGELHLEIMVDRMKREYGIEVNVGKPOQVAYKETIRKKAIGEGKFIKQTGGRGQYGHAII
GMGELHLEIMDDEMEKREYGIEVNVGKPQVAYKET IRKKATIGEGKFIKQTGGRGQYGHATT
R

Secuencia
Secuencia_
Secuencia_ 3

-

EIEPLPRGAGFEFIDDIHGGVIPKEFIPSV
EEEPLPRGAGFEFIDDIHGGVIPFEFIPSV
EEEPLPRGAGFEFIDDIHGGVIPFEFFPP-V

* kkkhkkhkkhokkkkkhhddhkhk

LR

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

existe el mismo aminoacido; indica que

uno de los siguientes grupos “fuertes” de

aminoacidos con propiedades qwmlcas similares esta muy conservado: STA, NEQK,
NHQK, NDEQ, QHRK, MILV, MILF, HY, FYW; "." indica que uno de los siguientes
grupos “débiles” estd muy conservado: CSA, ATV, SAG, STNK, STPA, SGND,
SNDEQK, NDEQHK, NEQHRK, FVLIM, HFY] [Estos son todos los grupos puntuados
positivamente de acuerdo a la matriz Gonnet Pam25. Los grupos definidos como
“fuertes” tienen una puntuacion > 0.5 mientras que los definidos como “débiles” tienen

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

(

Cruvulg 8:0.00000,
(

(

(

Cruvulg 9:0.00856,
Cruvulg 12:0.00580)
:0.00026,

(

Cruvulg 10:0.00193,
(

(

(

Cruvulg 2:0.0028
Cruvulg_6:0.
:0.00147,
(

Cruvulg 15:0.00000,
Cruvulg 1€:0.00000)
:0.00143)

:0.07307,

(

(

Cruvulg 5:0.00629,
Cruvulg 7:0.00812)
:0.00335,

Cruvulg 13:0.01105)
:0.08386)

:0.22318)

:0.00100)

r
00575)

:0.00260,

Cruvulg 19:0.00000)
:0.00000,

Cruvulg 11:0.00000);

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

0.02
Cruvulg_13

{Cruvulg_7
Cruvulg_5

’_{Cruvu 1g_16

Cruvulg_15
HCruvulg_6
Cruvulg_2

Cruvulg_11

Cruvulg_8
Cruvulg_19

Cruvulg_12

Cruvulg_9

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1. OBJETIVO

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

2. FUNDAMENTO TEORICO

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

En el 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 patron de ramificacion se
denomina topologia del arbol. Hay que distinguir entre nodos terminales y nodos
internos. Estos ultimos representan a especies ancestrales hipotéticas mientras que
los nodos terminales representan a especies existentes en la actualidad. Las especies
que estan conectadas por ramas a un mismo nodo interno, comparte ese nodo
ancestral. Las ramas que conectan nodos externos con nodos internos se denominan
ramas externas o terminales mientras que las que conectan nodos internos son
ramas internas. Un nodo puede ser bifurcado si tiene sélo dos descendientes o
multifurcado si tiene mas de dos. Por lo general, la representacién 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 multifurcacion o politomia en un arbol puede interpretarse de dos
maneras: a) representa una realidad, es decir, un ancestral ha dado lugar a mas de
dos especies descendientes; b) existe una ambigliedad a la hora de determinar el
correcto patron de bifurcacién porque 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 ningun otro taxon fuera del grupo. Se
espera que un grupo taxondémico (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
taxondmico tiene un ancestral comin 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 comun mas reciente de todas las especies comparadas.
Desde la raiz, una unica ruta evolutiva da lugar a cada uno de los nodos. Un arbol sin
raiz es un arbol que sdlo especifica las relaciones de parentesco entre las especies
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comparadas sin describir los pasos evolutivos que han conducido desde un ancestral
comun a dichas especies.

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

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

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

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

Métodos de reconstruccion filogenética

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

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

Existen varios métodos de reconstruccion de arboles filogenéticos basados en
matrices de distancias genéticas. En todos ellos, lo primero que se debe hacer es
construir dicha matriz de distancias. Para ello se estiman las diferencias entre cada par
de secuencias del alineamiento. La forma mas simple de calcular la distancia genética
es calculando el numero de diferencias (p) entre las secuencias. Sin embargo, si p
tiene un valor alto (las secuencias han divergido considerablemente) puede ocurrir
que, en cada sitio del alineamiento se hayan producido substituciones multiples y
reversiones de tal forma que p nos estard dando un valor subestimado del niumero de
substituciones nucleotidicas ocurridas realmente. Por lo tanto, se han desarrollo un
numero amplio de métodos de calculo de distancias corregidas basados en modelos
probabilisticos. Los 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 Especie 5

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

Los valores de distancias de esta matriz son los que se utilizan para reconstruir el
arbol, siendo la longitud de las ramas proporcional a dichos valores. Como se decia al
principio, existen diferentes métodos de inferencia basados en distancias, pero el mas
popular es el método del vecino mas 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.
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Como ejercicio, se podria tratar de construir manualmente un arbol por este método a
partir de la matriz de distancias mostrada mas arriba.

Método de maxima parsimonia

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

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

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

Una vez clasificados los sitios del alineamiento e identificados los sitios informativos,
para cada arbol posible se calcula el 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 elegira aquel arbol que se
explique con el menor numero de cambios.

Si hay mas de un arbol con ese numero, se puede obtener un arbol consenso, del
que podemos distinguir: a) consenso estricto (strict consensus), en el que todas las
ramas conflictivas se resuelven colapsandolas a un 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 patron de ramificacién observado en
mas del 50% de los arboles obtenidos.

Método de maxima verosimilitud

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

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

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

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

Método de inferencia bayesiana

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

Fiabilidad de la reconstruccion filogenética

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

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

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

222455589101012121216 16 17 19 20 21 21 24 24 24 25

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

3. METODOLOGIA

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

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

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

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

iEE Analysis  Help

& Open A File/Session .. | = % & % ) = O
Open a Recently Used File b [ ey T gy T Ummiies T o © Seemen * Awe " Ces "
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E¥ Convert File Format to MEGA...
2 Printer Setup..
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Tanto las secuencias de nucleétidos como las de aminoacidos han de seguir las reglas
de cédigo IUPAC. Ademas, se pueden utilizar los siguientes simbolos especiales:

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

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

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

- Guion (-): gap.

El programa MEGA dispone de un editor de texto (Text File Editor invocado con la
opcion Edit aText File dentro del menu File) que es muy util para crear y editar ficheros
ASCII. Se invoca su aparicion tanto a requerimiento nuestro como de manera
automatica por parte del programa en cuanto en el fichero de entrada (input) se

detectan errores de formato. Una vez hechos los cambios estos se pueden guardar
permanentemente.

Analysis Help
& Open AFileiSession ... L ¢ oW\ o, B
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Una vez abierto con el programa MEGA un fichero con secuencias de ADN alineadas
en formato MEGA, lo primero que aparecera en la pantalla sera el alineamiento
dispuesto en una cuadricula (Sequence Data Explorer):
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Este explorador ofrece diversas funciones como por ejemplo: a) la posibilidad de
seleccionar diferentes subconjuntos de datos o de secuencias (Setup/Select Genes
and Domains y Setup/Select Taxa and Groups); b) diferentes tipos de analisis
estadisticos como la composicién nucleotidica; c) identificacion de posiciones
nucleotidicas segun que estén conservadas, sean variables o sean filogenéticamente
informativas. En esta practica no utilizaremos las opciones que permiten definir
regiones en las secuencias o seleccionar grupos de secuencias. Sin embargo, si que
podremos visionar las secuencias y determinar algunos datos interesantes como el
numero de posiciones nucleotidicas variables o la composicidon nucleotidica de dichas
secuencias.

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

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

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

= MEGA 5.01 [33)
Fils Analysis Help
E " o E = ® (5] D
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TA| = [y C onstructiTest Maximuen Likslibood Tres._. |
37 g “* ConstructTest Haighbor-Joining Tres.

T ConstructTest Minimum-Evolution Tree

& ConstructiTest UPGMA Tree.
= ConstructTest Mavimum Parsimony Tree(s]

Open Tres Sessbon |

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

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

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

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

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

Gaps and Missing Data

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

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

Include Sites: Labeled Sites

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

Si queremos conocer los valores de distancias genéticas calculados entre cada par de
secuencias podemos visualizar una tabla de distancias mediante la opcion ‘Compute
pairwise distance’ del menu ‘Distance’:
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Habra que introducir el método requerido para el célculo de distancias y las diferentes
opciones referidas anteriormente con respecto al tratamiento de las posiciones
nucleotidicas.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

4. CUESTIONES

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

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

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

Ejemplo para secuencias de ADN:

#MEGA

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

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

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

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

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

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

ATGACTACATTTCCAGCATTTCGGATTTTGCATCCAACAATATGAAACATTATCCGGCCA
ATGACTACATTTCCAGCATTTCGGATTTTGCATCCAACAATATGAAACATTATCCGGCCA
ATGACTACATTTCCAGCATTTCGGATTTTGCATCCAACAATATGAAACATTATCCGGCCA

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

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

1. OBJETIVOS

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

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

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

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

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

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

e Saber interpretar un heat map

2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. Introduccion

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

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

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

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

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

e Comparar células u organismos mutantes frente al tipo comun.

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

2.3. Chip de ADN

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

L
- Sonda marcada
-~
- = =
\‘\ \"\ \"\ \'\
= (,/ ' =~
NS S S
e e

Oligonucledtidos fijados

Figura 1: El principio basico de la hibridacion entre las sondas y las muestras marcadas con fluorocromos.
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TOMADELA _ PURIFICACION _’TRANSCRIPCIC')N — MARCAJEDEL _ HIBRIDACION Y — PASOPOR __ NORMAL_IZACICJN
MUESTRA DE LOS ARNm INVERSA cDNA LAVADODS ESCANER Y ANALISIS

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

2.4. Formatos

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

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

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

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

#MURBER_FEATURES 50675

AMUMBER_SAhPLES 1

JARINRLE krnckdown CATEGORICALkSEZ,CRER] WALIES{kT 62, k55D, WSS, k56T, CRER, CRER, CRER, CRER, CREE kSEZ;  DESCRIPTICRG

HMEMES GEMA0GINRCEL GEM3B0AI0A CEL GEME034TI,CEL GEM3NA400.CEL GEM30498T.CEL GEMANA4BS, CEL GEKIA0440, CEL GEM30450 CEL B5M3N 4L, CEL G5R204433,CEL
AFFH-RIOR-5_ ol T.39625 7.90737 7.23743 43637 7.34597 3452 T.47z61 7.05995 72781 745372
AFFM-RIOR-I4_at 7.52081 7.00373 7.51305 787374 7.6424 7.70386 T.90648 7.49351 7591 7.97457
AFFM-BI0B-3_at T.304T4 7.43693 T.15845 T.50731 7.23631 7.308313 T.56635 7.09388 720534 7.50468
AFFH-BIDC-S_st 2.668159 B.B0527 2.62663 2.86E37 8.72935 8.75524 2.85612 £.33707 B.63857 B.99363
AFFH-BIOC-3_at 3.18017 5.16143 8.93165 9.24033 8.59173 8.12338 9.31531 B.T34T7 9.01035 5.3T066
AFFIH-BIODN-G_at 10,23937 10, 36505 101072 10,4137 10.35115 1026289 10,5073 5,37635 10,2087 1049168
AFFHR-Bio0n-3_at 11,42244 11.58818 11,3934¢ 11,56568 11.35693 11.48258 1171196 1L.1725¢ 1L47972 1175497
AFFR-CreX-5_at 1271792 12,7813 12623792 12,7733 1296011 1276249 1282018 12.5828¢ 12.79189 1280231
AFFR-Creii-3_at 1514333 138.26343 15083532 1319258 1317033 1520326 1330833 1503835 1518078 1524255
AFFX-03pK-5_at 347568 2.4313 3.37607 354034 3.38339 320988 344872 243425 247675 2.47596
AFFM-DapH-M st 350773 3,63347 3,56403 36R2ETE 365241 357305 352033 2.50732 367981 248767
AFFX-D8pH-3_at 287336 3.57034 3.80883 4n3637 4.07182 2.78A%3 3. 76886 3.8596 3.05919 3877
AFFY-LYsH-S_at 3.28702 2.4291 2.2086 3 49968 3.49045 2.30877 3.32035 2.41957 2.44722 2.39793
AFFH-Lysh-ha_at 375178 2.56740 3.93615 381628 3.75371 2.60104 3.76703 2.00145 2.02048 2.85627
AFFM-Lysk-3_at 346567 3.29125 355825 3.47032 3.42001) 3.39159 3.3088 2.45031 2.397T3 2.5553L
AFFH-Fhan-5_at 3E3EET 361111 3.55439 357315 3.0764 3533 3.42604 3.52134 347623 3.95661
AFFH-Phar-i_at 356734 3.62732 3,50831 375001 365624 35892 367513 353679 3.5491 3.59656
AFF¥-Phax-3_st 591873 5.65696 5.75135 564308 5.64539 5.48134 567591 553426 5.53895 6.05351
AFFE-Thr-5_st ALelT 4. 3834 4,20108 436363 4.31819 A.00285 A4.27004 113127 018085 433308
AFFR-Thed-h_at 3749652 37ETL 3,74589 373753 384862 HE2542 362837 788 3.62083 20085
AFFR-Thrx-3_at 471639 A.02316 425317 479143 4.09242 A00356 417R97 404344 4064835 4.29755
AFFX-Trprd-5_at 386239 2.24016 285943 410542 267407 27978 3.70833 2,85426 273883 2.89961
AFFM-Troric-h_st 3,72832 3.6339 365365 379352 381173 3,55191 379715 2.65367 361719 253838
AFFN-Trprid-3_at 35153 3.43559 3,38037 3.50065 35117 230417 3.42667 2.43999 3.3512 3.57526
AFFM-r2-Ec-biod-5_at 7.60247 7.51598 T.ELEAT 780558 764093 7.82321 2.04030 7.63304 763777 £.150L3

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

2.5. Preprocesamiento de los datos

El preprocesamiento es necesario para detectar artefactos técnicos y corregirlos en la
manera de lo posible. Estos artefactos incluyen diferencias en la preparacion de las
muestras, diferencias en el proceso de hibridacién, hibridacion no-especifica, sesgo de
fluorocromos (mas importante en los chips de dos canales) y diferencias entre los
escaneres. Para los datos del tipo de chip con que trabajamos aqui (chips de un canal)
podemos distinguir 2 pasos importantes en el preprocesamiento:

Sustraccion del ruido de fondo: Una fuente de ruido de fondo proviene de la
hibridacion no-especifica, es decir de dos secuencias no completamente
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complementarias que sin embargo pueden formar un hibrido (Figura 1). Para estimar
el impacto de este efecto, Affymetrix incluye para cada sonda (PM - perfect match) otra
con una base, la decimotercera, cambiada (MM - mismatch). La intensidad de la sedal
en las sondas MM permitira estimar el impacto de la hibridacion no especifica.

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

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

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

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

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

2.6.1. log; - ratio

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

1
Iérupﬂl
)
grupo2l

ratio = logs(

Es decir como relacién de la intensidad de la sefal de la sonda i entre el grupo 1y el
grupo 2.

El resultado es facil de interpretar:

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

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

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

ratio = 1 : el gen se expresa el doble en el grupo1 que en el grupo2
ratio = -1: el gen se expresa el doble en el grupo2 que en el grupo1

3.6.2. Significacion estadistica

La ratio definida en la seccion anterior define la diferencia de expresion génica entre
dos condiciones. Es decir, podemos interpretar ésta medida como la fuerza de la
sefal. En el préximo paso tenemos que buscar aquellas ratio o diferencias que son

- 158 -



Departamento de Genética, Universidad de Granada

estadisticamente significativos. Es decir, aquellas que no se deben al azar. Para ello
se pueden emplear muchos tests estadisticos diferentes, algunos de ellos
desarrollados especificamente para los chips de ADN. Aqui queremos mencionar solo
uno de los mas usados en todos los campos de la biolégica, la prueba t de Student (-
test). En estos test, el estadistico utilizado tiene una distribucion t de Student si la
hipétesis nula es cierta. Por lo general se asume que las distribuciones son gausianas
y que las varianzas son del mismo orden. Se calcula en primer lugar el estadistico t
como la diferencia entre las medias dividida por la desviacién standard del conjunto de
datos. El estadistico t se puede convertir directamente en una significacion estadistica
mediante una tabla.

3.6.3. Correccién por acumulacién de errores de tipo Il

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

3. METODOLOGIA

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

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

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

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

Signin

Fargptyou passworid?

U sterl @5 anorroLs user

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

3.1. Estructura general de Babelomics

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

‘\
[
‘\
€

Upload duta ;  Processing  Expression  Genomic  Functionalanibsis  IRities L

AORYPRcRES WOl ity an pioject defudt 0 Kbl 1.00 Ga(0.00%)  mo achve jobs =~ & logaut
0

Upload data

9 % Mo data faund
[Data il |
| |
[Setoct your ot e R —
|
|
|

-

| —
B = -

Figura 5: La interfaz para subir los datos al servidor

En el panel superior tenemos 6 opciones:

e [Upload data]: subir datos al servidor

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

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

¢ [Genomic]: analisis relacionados con polimorfismos de una base (SNPs)

e [Functional analysis]: analisis funcional de una lista de genes (no lo vamos a
usar)

e [Utilities]: algunas herramientas para el analisis de datos incluyendo el visor de
los datos crudos que vamos a usar en esta practica.
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A la derecha vemos un menu plegable que nos muestra los datos que hemos subido y
los procesos que hemos lanzado indicando también su estado actual (pendiente,
ejecutandose o terminado)

3.2. Subir los datos al servidor

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

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

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

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

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

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

Yiew by Datatype:

. i i
o Expression
& QOne-channe!
= ATy metrix
u Agilent
® CenePix
» Two-channels
» Agilent
= GenePix
o Data mateix
o Expression
a SNP
s 1D jist
a Gene
o Transcript
a Protein
o SNP
o Functional terms
o Ranked
* Anmnotation
@ Gene vs annotation
o Extended annotation
¢ Other
@ Mewick
a Blast
o Interaction
o Genotype (PED and MAP zip-filed)
@ Plink assaciation

Accept

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

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

3.3. Analizar los datos crudos

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

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

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

g s
¥ Aok penersi=c
=
(hiowes seer | nedeassested o Toal e g

O 00 1 Lo D form: s (MCroarrsy sprassn]

Saine ynur data

oty
by e [saxrpie nere

joks D criatiare

Run |

Figura 8: Seleccionar los datos crudos que queremos visualizar.
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Figura 9: La distribucion de las intensidades antes de normalizar los datos

3.4. Preprocesar los datos

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

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

antwyen e w0 g O 1 JECT SRR SIS OF 1.00 G (409%) moacie ot [ [ Tagoit

Seliet i data

Or 92 b Upikew Daia form. Ulasd [afmetric spres prmicraa s il

Anatysis

[#] Fwie
[ Pt

T Frasant shert ca

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

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

I SURTTIY

[ Leced sa

o genessted

ﬁ ¢

g Tooi form meangies

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

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

‘ Nombre de la muestra Descripeion

GSM304303 K562 cells control replicate 1
GSM304304 K562 cells control replicate 2
GSM304479 K562 cells control replicate 3
GSM304498 K562 cells control replicate 4
GSM304480 K562 cells control replicate 5

1o M304487 K562 cells CREB Knock-out replicate 1
GSM304488 K562 cells CREB Knock-out replicate 2

1o M304489 K562 cells CREB Knock-out replicate 3
GSM304490 K562 cells CREB Knock-out replicate 4
GSM304491 K562 cells CREB Knock-out replicate 5

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

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

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

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

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

e Job: podemos asignar un nombre al proceso

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

o s =

[rEv— e Wekuea Bemagran
VECFEIMrachon I BEE LS i CPED ootk 5 O

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

Sedect your data

M Lipkoad [datamatrod

Seluct he class to analyse

Specify the class values to test:

Ome-class {for log ratios)

Two.classes

Multl.clageas

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

1 Test output files

' Significative results

1_significatie_atase b

Figura 15: Resumen de los parametros y los resultados en formato texto para descargar.
3.6. Analizar e interpretar los resultados
La pagina de resultados consta de varios apartados.

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

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

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

name statistic p-value adj. p-value

218055_s_at 15.95 4 69e-7 0.005242
205352_at 14.91 0.0000518 0.04784
241950_at 13.96 0.00002298 0.03635
226751 _at 12.43 0.00001591 0.03261
203680_at 1094 0.000055 0.04784

220520_s_at 10.7 0.000005811 0.02955
222550_at 10.56 0.000006402 0.02855
209362_at 10,54 0.000009515 0.02955

208846 _s_at 10.39 0.00001606 0.03261
210748_at 10,11 0.000007856 0.02355

page 1 of 10

Figura 16: Las sondas/genes que se expresan de forma diferencial
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CREBKnockout: GSM304487....
CREBKnockout: GSM 304488
CREEKnockout: GSM304485. ..
CREBKnockout: GSM 304490,
CREBKnockout: GSM 304491 ...,
K562 GSM304303.CEL

K562: GSM 304304 CEL

K362: G5M 304475 CEL

K562: GSM3044B0.CEL

K562: GSM 304498 .CEL

statistic adj. p-value
218055_s_at 15.9524 0.0052
205352_at 14.9085 0.0478
241950_at 13.9636 0.0370
226751 _at 12.4349 0.0326
203680_at 10.9396 0.0478
220520_s_at 10.6996 0.0296
222550_at 10.5568 0.0296
209362_at 10.5415 0.0296
208946_s_at 10.3907 0.0326
210758_at 101136 0.0296
214513_s_at 10.0557 0.0478
201619 at [ | 9.9078 0.0364
209884 _s_at [ [ |9.8970 0.0478
221634 _at [ |9.8479 0.0309
212533_at [ |9.8329 0.0296
210779_x_at 9.6565 0.0309
201362_at 9.0225 0.0478
225736_at 8.9474 0.0360
227124 _at __ 8.8378 0.0478
211423_s_at i | | |s.74609 0.0370
235165_at s 5746 0.0413
218032_at 8.5564 0.0413
211404 _s_at _. 8.5381 0.0478
155591 0_at | |8.1530 0.0478
226741 _at [ 8.0026 0.0487
202222_s_at 7.9906 0.0478
231888_at 7.9306 0.0478
209232_s_at | | 7.9240 0.0478
203875_at | | | 78676 0.0478
206103 _at o 7.8384 0.0478

Figura 17: Una representacion grafica de los resultados. El color rojo indica sobre-expresion mientras azul
indica represion.
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Figura 18: Enlaces directos para llevar a cabo analisis funcionales con la lista genes que se expresan
diferencialmente.

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

4. CUESTIONES

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

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

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

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

e Qué es la expresion diferencial.

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

1. OBJETIVO

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

2. FUNDAMENTO TEORICO

Determinacion genética del sexo en mamiferos

En mamiferos, la presencia de un cromosoma Y determina el sexo masculino,
mientras que su ausencia implica un desarrollo femenino. Al inicio del desarrollo
embrionario, la génada es indiferenciada y bipotencial, lo que significa que puede
seguir dos rutas de desarrollo alternativas y, en condiciones normales, mutuamente
excluyentes: testiculo u ovario. En la gbnada 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 guidén) inicia una cascada de activacion génica que induce a una sub-
poblacion de células somaticas a diferenciarse como células de Sertoli, encargadas de
orquestar el desarrollo testicular. Estas células de Sertoli se organizan formando
cordones sexuales (precursores de los tubulos seminiferos del testiculo adulto) en el
interior de los cuales se localizan las células germinales que dejan de proliferar
(arresto 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 ratén, la proteina
SRY se une, junto con el factor esteroidogénico SF1, a una secuencia intensificador
del gen Sox9 vy lo activa. Las mutaciones en que el gen Sox9 se activa en una
gonada XX, hacen que ésta siga la ruta testicular, mientras que si este gen permanece
inactivo en una goénada XY, ésta seguira la ruta ovarica. Por tanto, Sox9, al igual que
Sry, son necesarios y suficientes para activar la organogénesis testicular. SOX9 activa
el gen Fgf9 que a su vez estabiliza la expresion de Sox9, estableciéndose un bucle de
automantenimiento de la expresion de éste ultimo en la gonada masculina. SOX9
activa también la expresion de otros genes como Amh (hormona 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 que SOX9 es el
gen alrededor del cual pivota el desarrollo testicular, y lo hace no sélo en mamiferos
sino en todos los vertebrados.

En la gbénada XX la ausencia de cromosoma Y, y por tanto del gen SRY, implica la
inactividad de SOX9 y la activacion de RSPO1 y WNT4, que inician la cascada de
activacién génica que conduce al desarrollo ovarico. Al no expresarse el gen Sox9, las
células somaticas bipotenciales de la gébnada embrionaria se diferencian como células
pre-foliculares (no como ceélulas 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 meidtico). En resumen, en ausencia de Sry, la organogénesis
gonadal sigue la ruta ovarica y el fenotipo somatico del individuo sera femenino.
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La vision clasica acufada por Jost (1953) de que la ruta ovarica es la ruta constitutiva,
cambié sobre la base de nuevos datos en los que se describio la reversidn sexual
parcial o total de individuos XX de ratén, que presentaron mutaciones de pérdida de
funcién en genes como Wnt4 y Rspol. Los individuos XX Wnt4-/- (homocigotos para el
alelo mutado) mostraron génadas parcialmente masculinizadas y expresion de los
genes Sox9 y Fgf9, diferenciacion de células de Leydig, migracion celular desde el
mesonefros adyacente hacia el interior de la génada (evento morfolégico especifico de
la génada XY) y desarrollo de un patrén vascular especifico de testiculo. La mutacion
de pérdida de funcion en el gen RSPO1 provoca una reversion sexual completa de
hembra a macho, es decir machos XX. Este fue el primer caso descrito de una uUnica
mutacion en un gen que provoca reversion sexual completa de hembra a macho y esta
mutacion sitta 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 iniciacion prematura de la foliculogénesis y un fallo ovarico
prematuro. Sin embargo, la ausencia de reversion sexual de hembra a macho de
ratones mutantes FoxI2-/- indica que no es un determinante ovarico. En esta practica
vamos a amplificar un fragmento del gen Sry, y comprobaremos que esta presente en
células masculinas (XY), mientras que las células femeninas (XX) carecen de dicho
gen.

SOX9: Un gen pleiotrépico

El gen SOX9 fue inicialmente identificado como el gen responsable del sindrome
displasia campomélica (DSCM), una malformacion del esqueleto asociado con
reversion sexual XY. SOX9 es un factor de transcripcion perteneciente a la familia de
proteinas SOX (Sry-like HMG box). En humanos se encuentra localizado en la regiéon
cromosomica 17924.3-9g25.1 y esta compuesto por tres exones y dos intrones. SOX9
se expresa en un gran numero de tejidos embrionarios entre los que se incluye
condrocitos, células de Sertoli, celulas de la placoda ética, células pancreaticas,
células del epitelio intestinal, células de la cresta neural, células del epitelio pulmonar,
células de la notocorda y varios tejidos mas. Esto sugiere que SOX9 tiene multiples
funciones durante el desarrollo embrionario de mamiferos, y para poner de manifiesto
el papel que Sox9 tiene en el desarrollo de los diferentes 6érganos en que se expresa
se han generado ratones mutantes para este gen. En el ratdén, este gen esta localizado
en el cromosoma 11. El primer ratbn mutante para Sox9 fue descrito en 2001. Estos
ratones mutantes heterocigéticos para Sox9 reproducian la mayor parte de las
malformaciones del esqueleto mostradas por los pacientes con DSCM, aunque otras
anomalias, como la reversion sexual no se ponian de manifiesto. Los ratones
mutantes heterocigoticos para Sox9 morian alrededor del nacimiento, por lo que no
era posible generar ratones mutantes homocigéticos. Debido a esto ultimo, se
generaron ratones mutantes condicionales para los diversos tejidos donde Sox9 se
expresa, es decir, animales que solo carecen de la funcidén del gen en tejidos u
organos concretos. Asi, Sox9 ha sido inactivado condicionalmente en homocigosis en
condrocitos, lo que provocd 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 ratébn. 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 actua posteriormente en la cascada génica que
regula el desarrollo testicular. La inactivacion condicional homocigdtica de Sox9 en
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ratdbn 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 pancreaticas, la
invaginacion de la placoda ética, el desarrollo de la préostata, 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 histolégicos a los que
se ha realizado una inmunohistoquimica con un anticuerpo anti-SOX9.

3. METODOLOGIA

3.1. Deteccion del gen Sry mediante PCR

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

-Oligonucleétidos para la amplificacion del gen Sry de raton:

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

-Oligonucleétidos para la amplificacion del gen de la Miogenina de raton:

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

-Componentes de la reaccion:

10X Solucion tampdn Taq polimerasa 2.5 pi
25 mM MgCI2 1.5 pl

25 mM dNTP 0.2 pl
DMSO 1.25 pl

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

ADN 100 ng

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

e 94°C, 3 minutos

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

e 72°C, 5 minutos

e 4°C, indefinidamente

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

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

3.2. Observacion de preparaciones de inmunohistoquimica para SOX9

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

DAB
2 H202 ——2 HzO + Dz Eliminados Proteina de interés
—>~ en las
lavados . -
@ Jk Anticuerpo primarig
L H20z DAB ::;f::zrﬁ: conjugado
con peroxidasa

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 preparacién del complejo compuesto por el
anticuerpo primario, el anticuerpo secundario y la peroxidasa, permitiendo la reaccién coloreada con DAB.
Su ausencia (esquema de la derecha) permite el lavado de todos los componentes, no habiendo reaccién
alguna.

Finalmente se hace una contra-tincion de las preparaciones con hematoxilina, se
deshidratan y se montan con DePeX para su observacion al microscopio éptico. Tras
este proceso, observaremos las células positivas para la proteina de interés de color
marrén, mientras que el nucleo de las células negativas se ve de color azul
(hematoxilina; Figura 3)
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Figura 3: Marcaje inmunohistoquimico de tejido testicular de raton, usando un anticuerpo primario anti-
Sox9. Sélo las células de Sertoli aparecen marcadas con el color marron. El resto de las células se
muestran azul claro por la contra-tincidn realizada con hematoxilina.
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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 ratén (E12.5). Dado que Sox9 es un gen
pleiotrépico, su expresion se detectara en diferentes tejidos y érganos embrionarios. El
objetivo de esta practica consistira en identificar la presencia o ausencia de expresion
de este gen en los diferentes 6rganos y tejidos observados en los cortes de embriones
examinados.

4. CUESTIONES

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

2. ¢ Que ocurre en mamiferos cuando el gen SRY esta 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. €j. SOX9),
para todas las especies, excepto para el raton y la rata, en cuyo caso se escriben en
cursiva con la primera letra en mayuscula y las demas en minuscula (p. €j. Sox9). Los
nombres de las correspondientes proteinas siempre se escriben sin cursiva y con
mayusculas (p. ej. SOX9).
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ESTUDIO DE EXPRESION GENICA MEDIANTE
RT-PCR

1. OBJETIVO

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

2. FUNDAMENTO TEORICO

Identificacion de la Hormona Anti-Mulleriana

Los conductos de Miiller (o conductos paramesonéfricos) y los conductos de Wolff (o
conductos mesonéfricos) son dos estructuras tubulares embrionarias que aparecen
lateralmente en el primordio urogenital durante el desarrollo embrionario de
mamiferos. En hembras, los conductos de 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 Mdller.

Las primeras evidencias sobre el mecanismo molecular responsable de la
degeneracion de los conductos de Muller se obtuvieron en la década de 1940-1950, a
partir del trabajo de Alfred José que transplanto tejido testicular en fetos de conejo que
previamente habian sido castrados y observdé que los conductos de Wolff se
diferenciaban en los conductos eferentes, epididimos y vesiculas seminales, mientras
que los conductos de Muller degeneraban. Posteriormente, observé 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 Muller, que formaban los oviductos, el utero, el cuello del Utero y parte
superior de la vagina. De estos experimentos se dedujo que un factor difusible,
producido por el testiculo, diferente de la testosterona, era responsable de la regresion
de los conductos de Miiller en el feto masculino. A este factor lo llamé inicialmente
sustancia inhibidora de los conductos de Miller. Sin embargo, la identificacion de esta
sustancia no resultd ser facil, y no fue hasta 1984 cuando se pudo purificar y
caracterizar. A esta sustancia se la conoce actualmente como Hormona Anti-Mdilleriana
(AMH), o sustancia inhibidora del conducto de Muller (MIS). Experimentos posteriores
confirmaron que la AMH era la responsable de la degeneracién de los conductos de
Miuller. 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 hipotetizé que ciertos factores
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masculinizantes viajarian desde el feto masculino hasta el feto femenino. De acuerdo
con esto Ultimo, varios investigadores descubrieron que en los casos de
freemartinismo el feto femenino en el utero tiene fusionado su corion con el corion de
un feto masculino, lo que permite que los vasos sanguineos estén interconectados. En
1984 se confirmd que la sustancia difusible que viajaba a través de los vasos
sanguineos entre los fetos masculino y femenino en los casos de freemartinismo era la
AMH.

AMH y desarrollo testicular

En mamiferos, la expresion del gen determinante de testiculo, SRY, en las células pre-
Sertoli del primordio gonadal XY, hace que la goénada 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 transicién mesénquima-epitelio y forman los cordones testiculares.
Poco después, en el mesénquima que rodea a los cordones testiculares, se
diferencian las células de Leydig. Las células de Sertoli son las encargadas de
producir la AMH, desde donde es secretada y transportada al mesénquima que rodea
al conducto de Miller. En estas células se produce la uniéon con su receptor, el
receptor de tipo Il de la hormona Anti-Mdlleriana (AMHRZ2). La union ligando-receptor
(AMH-AMHR2) desencadena una cascada génica conducente a la degeneracién del
conducto de Muller 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 Mdiller no degenera. Tampoco se diferencian las
células de Leydig, por lo que no se produce testosterona y la falta de desarrollo del
conducto de Wolff impide que se formen los érganos sexuales masculinos (Figura 1).

Células
Células de Sertoli
de Leydig
1
Vesicula seminal I
' AMH
> |
Testosterona |
{
Vaso eferente
Conducto
Conducto de Miller
de Wolff Epididimo
Genitalia Otero
externa
masculina

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

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

El gen de la AMH

La AMH esta formada por un homodimero de gluco-proteina de unos 140 KD muy
conservada entre diferentes especies. La region carboxi-terminal comparte una gran
homologia con los miembros de la superfamilia de factores transformantes del
crecimiento TGF3. La AMH humana esta codificada por un gen de 2.75 Kbp divididos
en 5 exones caracterizados por un alto contenido en GC. La regién 5' no traducida es
de aproximadamente 10 nucledtidos, mientras que la sefial de poliadenilacion esta a
90 nucledtidos corriente abajo del coddn 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 transcripcion, localizado 10 pb corriente arriba
del coddén de iniciacion ATG. Contrariamente, la AMH humana no contiene una caja
TATA o CCAAT, sino que posee un elemento iniciador funcional (Inr), que es
especificamente reconocido por el factor de transcripcién TFII-l. En la region
promotora de humano se han encontrado sitios de union funcionales para los factores
de transcripcién SOX9, SF1 y GATA (Figura 2)
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Figura 2: Estructura del gen de la AMH humana.
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Mutaciones en la AMH

El sindrome de persistencia del conducto de Miller (PMDS, persistent Mullerian duct
syndrom) es una enfermedad rara de origen genético caracterizada por anomalias del
tracto reproductor. Los pacientes desarrollan testiculos, y en el momento del
nacimiento son identificados como varones sin ambigliedad 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, condicién necesaria para el
desarrollo normal de la espermatogénesis. Ademas estos pacientes mantienen
estructuras derivadas de los conductos de Miiller, como un utero y trompas de Falopio.
Dado que estas estructuras son internas, a no ser que un hermano mayor sea
identificado con esta condicion, para el correcto diagndstico del sindrome es necesario
el uso de la cirugia. Los testiculos se diferencian normalmente, y en el caso que no
haya tenido lugar un criptorquidismo prolongado suelen contener células germinales.
Sin embargo, los conductos excretores no suelen estar conectados correctamente, ya
que frecuentemente desarrollan una aplasia del epididimo y de la parte superior de los
conductos eferentes.

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

3. METODOLOGIA

En esta practica se comprobara que el gen de la AMH se expresa en tejido testicular.
Para ello vamos a extraer ARN total de testiculos y de ovarios (como control negativo)
de ratones en estadio neonatal. Con el ARN total realizaremos una reacciéon 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 pequena muestra de tejido testicular u ovarico, que previamente ha sido extraido
de raton en el estadio neonatal y congelado a -80°C. Se utilizaran columnas extraccion
de ARN que contienen una membrana de silice. Las muestras bioldgicas inicialmente
seran lisadas y homogeneizadas en presencia de un tampdén altamente
desnaturalizante que ademas contiene tiocianato de guanidina, que inactiva
inmediatamente las ARNasas, lo que evita la degradacion del ARN. Después se afade
etanol, lo que proporciona a la solucidon unas condiciones fisico-quimicas que
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favorecen la unién del ARN a la membrana de silice, mientras que el resto de los
componentes celulares permanecen en disolucion. Se hace pasar el lisado a través de
una columna de extraccion mediante centrifugacion. Tras este proceso, el ARN
permanecera unido a la columna, y el resto de componentes celulares se eliminaran
con el sobrenadante. Después de lavar la columna usando varias soluciones, se pone
agua en la columna. En presencia de agua, el ARN se desprende de la membrana de
silice y pasa a solucion acuosa, que sera recuperada en el sobrenadante tras una
centrifugacion.

Procedimiento

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

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

no

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

Centrifugar 1 minuto a maxima velocidad.

N o o koo

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.

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

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

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

12. En el sobrenadante se recupera el ARN total.

RT-PCR de un paso

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

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

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

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

¢ Volumen final de la reaccién 25 i

e ARN total 1l

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

e Cebador AMH-F (10 mM) 1ul

e Cebador AMH-R (10 mM) 1ul

e One step RT-PCR mix 1wl

e Inhibidor de ARNasa 1l

¢ Hy0 libre de ARNasa 17.5 pl

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 expresién de la AMH, se
observara un amplicon de aproximadamente 200 pb.

4. CUESTIONES

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

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

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

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