Trabajo Practico de Bioinformatica

La busqueda y caracterizacion de genes y sus productos en bases de datos es una herramienta fundamental de
la Biologia Molecular y sus aplicaciones. Existen multitud de bases de datos y programas en internet que
permiten identificar genes a partir de una secuencia de ADN o bien encontrar secuencias de ADN de genes de
interés. Una vez halladas estas secuencias, puede estudiarse la estructura génica, el transcripto producido y el
producto final, ya sea éste un polipéptido o un ARN. En este trabajo practico practicaremos estos aspectos desde
los dos puntos de partida mencionados anteriormente.

1) Como identificar y caracterizar un gen a partir de su secuencia de ADN

Entre las sustancias que permiten a las plantas resistir enfermedades se encuentran los fenilpropanoides. Estas
sustancias, entre las que se encuentran el dcido cindmico, el 4cido cumarico, la cumarina y el cinamaldehido, se
sintetizan a partir de ciertos aminodacidos, como la fenilalanina. En un estudio de plantas de maiz sensibles a
ciertas enfermedades se encontré que algunas eran incapaces de sintetizar dcido cumarico. Mediante estudios
de biologia molecular se encontré que poseian un defecto en una secuencia de ADN, que en las plantas
resistentes era la siguiente:
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Copia esta secuencia (asi como estda, con nimeros y todo) e introducila en el programa BLAST, que se encuentra
en: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. BLAST es una herramienta para realizar alineamientos de secuencia
y asi identificar una secuencia desconocida. Su nombre significa “Herramienta Basica para la Busqueda de
Alineamientos Locales”, en inglés: “Basic Local Alignment Search Tool”. Al entrar, vas a ver esta pantalla:
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Las distintas opciones te permiten investigar una secuencia de ADN (Nucleotide BLAST, a la izquierda), de
proteina (Protein BLAST, a la derecha) o traducir una en otra (opciones del centro). En nuestro caso, vamos
entrar en Nucleotide Blast y vamos a pegar la secuencia de ADN en la ventana que dice “Enter Query Sequence”
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Una vez hecho eso, apreta el botdn que dice BLAST abajo de todo a la izquierda y espera unos minutos por el
resultado. Recorda que es un gen de maiz, y que estas bases de datos estan en inglés.

El resultado te va a aparecer como una lista de todas las secuencias de ADN que hay en esa base de datos con
un cierto nivel de parecido con la que vos introdujiste. Tu secuencia siempre es la que llaman “query” y las
secuencias parecidas encontradas en la base de datos se llaman “subject” (abreviado “Sbjct”). En las columnas
a la derecha te dan dos porcentajes importantes: la que dice “Per. Ident.” te da el porcentaje de identidad, es
decir cudntos de los nucledtidos de tu secuencia (query) estan presentes en la misma posicidon en cada una de
las secuencias subject; la otra columna importante es la que dice “Query Cover”, que te indica si el parecido con
la secuencia subject es a lo largo de toda la secuencia (100%) o solamente en una parte de la secuencia (<100%).

Mird esa lista y clickea en la que aparece arriba de todo, es decir, la mas parecida y con mas cobertura. Una vez
gue hayas entrado alli, vas a ver el alineamiento y una leyenda que dice “Sequence ID” seguida de un numero
en azul, que es un link. Entra en ese link y vas a encontrar las caracteristicas del gen identificado en esa base de
datos, entre ellas: “LOCUS”: el nimero que acabds de picar; “ORGANISM”: la especie de la cual se obtuvo esa
secuencia; “AUTHORS, TITLE, JOURNAL”: la publicacién donde se describié ese gen; “PUBMED”: el link a la
publicacidn (puede haber mas de una, en cuyo caso estos descriptores se van a repetir) y “FEATURES”, donde
vas a encontrar aspectos que se resaltaran en la secuencia de ADN o la de la proteina traducida que se
reproducen abajo de todo. “Gene” te marcara el gen completo; “Exon” te marcara los exones que pueda haber
en ese gen; “CDS” te marcara la secuencia codificante (coding sequence), es decir la que contiene los codones
gue codifican los aminodcidos de la proteina. Revisa estos aspectos y responde lo siguiente:

a) éQué significa el alineamiento? ¢Como se ve si clickeds en proteinas con menor porcentaje de identidad?
b) éQué proteina es?
c) éPor qué la CDS es mas chica que la region abarcada por el exdn?

d) ¢Dénde estan los codones de iniciacion y de terminacion?

A continuacién, copid el nimero de locus e insertalo en el programa Uniprot, que se encuentra en:
https://www.uniprot.org/, y te va a abrir la siguiente pantalla:
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https://www.uniprot.org/

Una vez que hayas insertado el nimero de locus, apreta “search” (a la derecha) y fijate que te va a dar las
proteinas con ese nombre que haya en su base de datos. En este punto es importante aclarar que estas bases
de datos son redundantes, es decir que contienen todo lo que los investigadores hayan incorporado alli, de
modo que si dos 0 mds investigadores estaban trabajando con el mismo gen, puede haber mas de una entrada
para el mismo gen o proteina. En nuestro caso, anda a la primera que aparece, clickea en ella y fijate lo que
encontras.

Uniprot, como lo sugiere su nombre, redne informacidn de varias plataformas diferentes, las cuales estan como
links en la pagina que se te va a abrir. Estaria bueno hacer una exploracién a través de estos recursos. Por
ejemplo, donde dice “GO-...” se refiere a “Gene Ontology”, que es algo asi como una clasificacién de los genes
de acuerdo a su funciodn. Fijate en las funciones que pone para este gen tanto en la funcién molecular como en
el proceso biolégico. Mas abajo vas a encontrar los nombres y taxonomia tanto para la proteina como para la
especie vegetal de donde proviene. Con respecto a la taxonomia de la proteina, es importante recalcar una
clasificacidon que aparece como “EC: ...” donde los ... son unos niumeros separados por puntos, por ejemplo:
1.1.1.1. Ese nombre corresponde a una clasificacidn de las enzimas de acuerdo a la reacciéon que catalizan,
realizada por la Enzyme Commision (de donde viene la abreviatura EC; para una descripcién, podés ver
https://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero EC vy links alli adentro). Continuando con las descripciones, vas a
encontrar mas abajo otra que te da la ubicacidon subcelular, y a continuacién otra que se llama “Interaction” y
que si entras alli te va a dar un mapa de todas las otras proteinas que interactian con la que encontraste. Esto
es muy util para intentar armarse una idea de en qué procesos puede intervenir esta proteina. Por su parte, en
“Family and Domains” vas a encontrar una cantidad de plataformas que explican la estructura de la proteina y
la distribucion de sus dominios funcionales. Entrd en esos links a ver qué podés descubrir.

Finalmente, vamos a explorar otro programa, Illamado KEGG Pathway, que estd en
https://www.genome.jp/kegg/pathway.html y que te va a permitir estudiar la via metabdlica donde actua la
proteina que acabas de descubrir. Alli tenés que seleccionar el organismo (en nuestro caso, zma, por Zea mays,
pero si no sabés la sigla la encontrds apretando donde dice “Organism”) y luego en la ventana donde dice “Enter
keywords”, es decir, “Ingresar palabras-clave”, ingresa el nombre de la enzima con el nimero EC que tenés que
copiar desde Uniprot.
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Identifier). The prefix has the following meaning:
map manually drawn reference pathway
ko reference pathway highlighting KOs
ec reference metabolic pathway highlighting EC numbers
m reference metabolic pathway highlighting reactions
«<org> organism-specific pathway generated by converting KOs to gene identifiers
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Una vez que ingreses, te va a mostrar unos mapas metabdlicos en miniatura. Selecciona el mas relevante de
acuerdo a lo que queremos saber de este gen (para eso releé el parrafo introductorio, donde te dice por qué
estamos estudiando esta secuencia de ADN). Una vez que entres a la via metabdlica vas a ver algo como esto:
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donde tu proteina de interés estd remarcada en rojo (tené en cuenta que este NO ES el mapa de la proteina que
estamos estudiando, es solo a titulo de ejemplo). En el mapa, todas las enzimas estan indicadas con sus nimeros
EC vy los recuadros verdes indican que esa proteina se encuentra en el genoma del organismo que se seleccioné
para estudiar. Los rectangulos blancos, en cambio, indican que esas enzimas se conocen pero no se pudieron
localizar en el genoma de la especie que se selecciond para estudiar. Las flechas indican el sentido preferencial
de las reacciones (recordd que todas son reversibles) y los circulitos con un nombre al lado indican los
metabolitos. Si clickeds en un circulo te muestra la férmula quimica de cada metabolito, y si clickeds en una
enzima va a otras paginas donde te da caracteristicas de las enzimas y de las reacciones catalizadas.

Una vez que hayas encontrado la via metabdlica donde interviene nuestra proteina (recorda que puede haber
mas de una via metabdlica donde interviene la misma proteina y tenés que elegir la mas relevante para nuestros
objetivos) explorala y responde por qué la planta sensible a la enfermedad que origind este estudio era incapaz
de sintetizar acido cumarico, y qué otras sustancias relacionadas con la resistencia a enfermedades podrian estar
ausentes en este tipo de plantas.

1) Cémo encontrar secuencias de ADN de genes de interés

Supongamos que en vez de contar con una secuencia de ADN tenemos la sospecha de que cierta funcidn
biolégica puede ser interesante con el objeto de entender y mejorar la resistencia a enfermedades. Entre estas,
podemos mencionar una serie de proteinas llamadas “proteinas relacionadas con patogénesis” o “pathogenesis-
related proteins”, las cuales se abrevian como PR seguidas de un niumero, por ejemplo PR-1. Otras proteinas de
interés son las quitinasas (chitinases en inglés) que son enzimas capaces de digerir las paredes celulares de los
hongos. Para encontrar sus secuencias de ADN y proteinas, vamos a ir nuevamente a la plataforma de los
Institutos Nacionales de Salud de EEUU (National Institutes of Health, NIH) donde estaba la plataforma BLAST, y
vamos a entrar a un sitio diferente, llamado Gene: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
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Ahivamos a tipear el nombre del gen en la parte superior, y después “search”. Hacelo primero para PR-1y para
acotar la busqueda, elegi una especie, por ejemplo, soja: “PR-1 soybean”. Cuando veas la lista de las proteinas
que te devuelve, acordate que la base de datos es redundante, es decir hay varias entradas para la misma
proteina, y no todas estan completas. Elegi una, por ejemplo PR1-9, e inicia la exploracidn. Vas a ver un esquema
del gen donde te da la posibilidad de entrar y ver el ARNm vy la proteina:
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Te va a aparecer el esquema de la siguiente manera:
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La barra azul representa el ARNm y la roja, la proteina. ¢Por qué la barra roja es mas corta que la azul? Si te

pards con el cursor encima de las barras, te va a mostrar la secuencia de proteina

o nucledtidos correspondiente

a la zona donde te paraste. Ademas, si movés las barras verticales y apretas la lupa que estad encima, podés ver

la secuencia de ADN correspondiente a la zona entre esas barras.

Si seguis hacia abajo, vas a encontrar enlaces a la secuencia del ARNm y a la proteina:
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Entrd en ambos, y fijate que en la proteina, ademads de los atributos que se encuentran en “FEATURES” vas a
encontrar uno que se llama “sig_peptide”, que significa “péptido sefal”. Si apretas ahi, te va a sefialar los
aminoacidos que forman ese péptido sefial.

Busca en la literatura y en internet qué es y para qué sirve el péptido sefial, y en relacién con eso, deduci por
qué a esta proteina la nombran como “precursor”.

Luego de esto, entra nuevamente a Uniprot con el locus correspondiente a esta proteina y fijate si en la ubicacién
subcelular encontras la explicacidn de para qué sirve el péptido sefial.

Finalmente, repeti el ejercicio con la quitinasa de tomate (entra al mismo sitio Gene con “chitinase tomato”) y
fijate que en la barra verde que vimos antes podés encontrar la estructura de exones e intrones de ese gen.
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Busca qué representan estas estructuras y como se procesan durante la maduraciéon del ARNm.

Ademas de estos ejercicios, aprovechd para navegar por todos estos sitios y los relacionados por los links que
encuentres en ellos, y tomate el tiempo para averiguar qué son todos los recursos que hay y para qué sirven. La
mejor manera de aprender estas cosas es metiendo la mano.



