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RESUMEN

La cantidad de informacién sobre acidos nucleicos y péptidos que han
sido secuenciados es tan voluminosa, que su andlisis requiere el empleo
de medios informéticos. De hecho, la bioinformética es una disciplina en
plena expansion. En este capitulo se describen diversas herramientas
informaticas que pueden resultar de gran utilidad en biologia molecular.
Las secuencias de acidos nucleicos son almacenadas en diversas bases
de datos, existiendo diversas aplicaciones de software para analizarlos.
Existen basicamente tres formas de acceso a estas bases de datos:
conectar con un potente servidor central (localizado en cualquier parte
del mundo) via InterNet, con un sistema personal, o mediante soluciones
hibridas entre ambos (IntraNet). Se describe la busqueda de la secuencia
de DNA en una base de datos, el analisis de restricciéon de la misma, la
seleccién del fragmento de interés y el disefio de cebadores para su
amplificacion mediante PCR y para la secuenciacion del mismo.
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Abreviaturas empleadas (por orden alfabético de abreviatura). DVD: disco
digital versatil; EBI: Instituto Europeo de Bioinformatica; EMBL: Laboratorio
Europeo de Biologia Molecular; GCG: Grupo Genético de Computacién; NCBI:
Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica; PCR: reaccidén en cadena
de la polimerasa; SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La bioinformatica es una disciplina en plena expansion. En este apartado se
describirdn diversas herramientas informaticas que pueden resultar de gran
utilidad en biologia molecular.

2. BASES DE DATOS

La cantidad de informacion sobre &cidos nucleicos y péptidos que han sido
secuenciados es tan voluminosa, que su analisis requiere el empleo de medios
informéticos. Las secuencias de acidos nucleicos son almacenadas en diversas
bases de datos, siendo GenBank/EMBL la méas popular. Actualmente esta base
de datos (que incluye secuencias de DNA) ocupa aproximadamente 200 GB,
por lo que suele distribuirse en formato DVD-ROM y en el futuro lo sera en



otros formatos (HD-DVD, Blu-Ray y sistemas holograficos) y —sobre todo— via
InterNet (ver mas adelante).

Se han organizado también otras bases de datos donde se recopila
informacion sobre RNA y proteinas en general, asi como especificas sobre
tRNA, virus del SIDA, etc.

Existen basicamente tres formas de acceso a estas bases de datos:
conectar con un potente servidor central (localizado en cualquier parte del
mundo) via InterNet, con un sistema personal, 0 mediante soluciones hibridas
entre ambos (IntraNet).

La primera opcion (InterNet) utiliza superordenadores (p.ej., Cray) o potentes
servidores (p-€j., SiliconGraphics/MIPS, Sun/Sparc, HP/PA-RISC,
IBM/PowerPC, Digital/Alpha, AMD o Intel) con procesamiento masivamente
paralelo a los que se conectan los usuarios mediante terminales informéaticas.
Suele ser el método mas barato, pero tiene la desventaja de que los tiempos
de espera pueden llegar a ser muy grandes, debido a la saturacion del sistema
y a la escasa velocidad que ofrece la linea telefénica de datos en estos
momentos. Se esperan mejoras sustanciales en el futuro (satélites, tecnologia
ATM, fibra optica, etc).

La segunda posibilidad (el sistema personal) puede resultar algo mas cara,
pero su eficiencia suele ser significativamente superior. En este caso, el factor
limitante es disponer de un potente microprocesador para realizar las
busquedas y analizar los resultados. Lo ideal es un sistema basado en Unix, y
por tanto multiproceso (p.ej., Xserve/Xserve RAID/Xserve Cluster con MacOS X
Server). Gracias a los logros tecnolégicos alcanzados en la fabricacion de
microprocesadores, se esta haciendo realidad el suefio de explotar la potencia
de los superordenadores (casi) al precio de los ordenadores personales.

La tercera solucidén (IntraNet) pretende aprovechar las ventajas de las dos
primeras posibilidades. Se trata de un servidor local (tipicamente una maquina
con multiproceso simétrico y basada en Unix, para uso dentro del campus
universitario) al que acceden los usuarios por medio de una red EtherNet de
alta velocidad basada en fibra optica.

3. SOFTWARE DE ANALISIS
3.1. Accelrys GCG (GCG/Wisconsin)

El paquete Accelrys GCG (anteriormente conocido como GCG/Wisconsin)
de Accelrys (San Diego, CA, USA; <http://www.accelrys.com>) también
conocido como Wisconsin es, con diferencia, el mas potente y exhaustivo del
mercado para el analisis de acidos nucleicos y proteinas. Su Unico —y muy
significativo— inconveniente es que soélo esta disponible para sistemas Unix
bien bajo su tipica interfaz de comandos o con interfaz grafica XWindow (Unix).
Ello significa que para llegar a “dominarlo” es necesario un gran esfuerzo de
aprendizaje. Incluso su version web no es todo lo intuitiva que seria de desear.
Otro inconveniente es que no permite realizar las excelentes presentaciones de
datos y graficos que pueden obtenerse con productos competidores.



Actualmente se esta estudiando la posibilidad de desarrollar versiones de GCG
para otros sistemas operativos mas faciles de usar, debido al significativo
incremento de potencia de los procesadores usados en ordenadores
personales y a la mejora de sus sistemas operativos (MacOS X sobre Intel).
También se esta desarrollando dicha version “intuitiva” para ser consultada via
InterNet.

3.2. Unarevoluciéon de lainformacién llamada Internet

La informacion que necesitas esta ahi; en internet. A un clic del raton de tu
ordenador. Hace unos afios se encontraba algo dispersa, a través de diversos
protocolos de comunicacion y con una interfaz de comandos y, por tanto, poco
amigable (Telnet, FTP, Gopher, News, WAIS, eMail via EAN/Pine, etc).
Afortunadamente, todo ha sido unificado gracias al denominado “Web”
(literalmente, “tela de arafia” o “red”) o “World Wide Web” (literalmente, “tela
mundial de arafia” o “red de redes”), a través de los programas de ordenador
Navigator y Communicator (NetscapeCommunications, Mountain View, CA,
USA,; en <http://www.netscape.com>), posteriormente copiados por Microsoft
(Redmond, WA, USA; <http://www.microsoft.com>) bajo el hombre de Internet
Explorer. Veamos algunos ejemplos de una fuente de recursos (Internet) que
esta creciendo exponencialmente:

El gobierno de los Estados Unidos mantiene el acceso gratuito (por ahora)
via Internet a los recursos informaticos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) en <http://www.ncbi.nlm.nih.gov>. EI NCBI incluye, entre
otros servicios e informaciones, las busquedas a la base de datos GenBank en
<http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/Web/Search/index.html> vy, en particular,
busquedas de secuencias de acidos nucleicos, proteinas o texto a través de
Entrez en <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez> y busquedas de similitud de
secuencias via BLAST en <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST>. También
pueden enviarse secuencias inéditas de DNA o proteinas para su inclusién en
las bases de datos correspondientes (p.ej., GenBank para acidos nucleicos) via
BanKit en <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Banklt/index.html|>.

Otra herramienta de busquedas de secuencias y texto del GenBank es el
Bioccelerator en <http://sgbcd.weizmann.ac.il>, aunque esta pensado mas
CcOmo un servicio comercial.

Otros recursos informaticos de biologia molecular disponibles en internet
pueden encontrarse en las paginas de la revista de métodos BioTechniques en
<http://www.biotechniques.com/biosrc.html> e Internet On Ramp en
<http://lwww.tulane.edu/~dmsander/biotechniquessites.html>. También son
interesantes el Laboratorio Europeo de Biologia Molecular (EMBL) en Alemania
<http://www.embl-heidelberg.de> y su sede britanica, denominada European
Bioinformatics  Institute  (EBI)  <http://www.ebi.ac.uk/ebi_home.html|>.
También es interesante y muy completa la denominada pagina web de biologia
molecular de Pedro en
<http://www.public.iastate.edu/~pedro/research_tools.html|>.

Merece especial atenciobn BioSci (Bionet Usenet News) en
<http://lwww.bio.net> y, particularmente, el grupo de métodos de biologia
molecular en <bionet.molbio.methds-reagnts>, de secuenciacion automatica



en <bionet.genome.autosequencing> y de software en
<bionet.software.www>. Toda la correspondencia de BioSciNews esta
archivada en <http://www.bio.net/hypermail>. Por ejemplo, los archivos de
los grupos de News anteriores (métodos, secuenciacién y software), pueden
consultarse en las siguientes tres direcciones, respectivamente:
<http://www.bio.net/hypermail/ METHDS-REAGNTS>,
<http://www.bio.net/hypermail/ AUTOMATED-SEQUENCING> y
<http://www.bio.net/hypermail/BIO-SOFTWARE>. Todos los archivos de
News pueden consultarse en DejaNews <http://www.dejanews.com>.

3.3. LaserGene

Actualmente, el paquete integrado personal que mejor explota las
posibilidades ofrecidas por la informatica (facilidad de uso y potencia) es
LaserGene (DNAStar, Madison, WI, USA; <http://www.dnastar.com>). Este
consta de:

—30 DVD-ROMs correspondientes a secuencias de acidos nucleicos (28),
secuencias de proteinas (1) y datos cristalograficos obtenidos por difraccion de
rayos X (1). La mayor parte de las secuencias de DNA corresponden a las
denominadas “Etiquetas de Secuencias Expresadas” (“Expressed Sequence
Tags”; EST), correspondientes a fragmentos de mRNAs (cDNASs), disponibles
en <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.htmI>. No obstante, ya han
sido secuenciados algunos genomas completos (p.ej., el de Escherichia coli,
arabidopsis, arroz, raton, humano, etc), y otros muchos estan secuenciandose;
como puede consultarse en
<http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/Genome/org.html|>.

—Software de biologia molecular para el andlisis y manipulacion de
secuencias de acidos nucleicos y proteinas. Son ocho mddulos: EditSeq,
GeneQuest, SeqgBuilder, MegAlign, PrimerSelect, Protean, SegMan Il y
XRayViewer.

Para facilitar su uso, el paquete dispone también de la aplicacién LaserGene
Navigator; una pantalla grafica donde los diferentes modulos del conjunto
aparecen en forma de botones que pueden ser activados por el usuario. La
ltima versiéon de LaserGene aprovecha las posibilidades de internet, de forma
que permite una interaccion transparente con el web del NCBI. Asi, permite
realizar comparaciones de secuencias mediante el algoritmo “BLAST” y
recuperar secuencias obtenidas con la aplicacion “Entrez”.

Activando GeneMan se accede a las diferentes bases de datos del CD-
ROM. Desde GeneMan pueden realizarse busquedas tanto de texto (p. ej.,
“homo”) como de secuencias (p. ej., “ACGTACGTACGTACGT"). El resultado
de la busqueda puede grabarse para su posterior andlisis. Tipicamente, la
secuencia de interés obtenida con GeneMan se abre después desde EditSeq,
que permite su edicibn o modificacion, segun diversos criterios (p. ej., para
eliminar las regiones que no interesan, obtener la cadena complementaria,
traducirla a aminodcidos, etc). También puede realizarse un analisis de
restriccion de la secuencia de DNA mediante SeqgBuilder, asi como una
comparacion con otras secuencias empleando MegAlign (comparacién de
multiples secuencias). Por otro lado, PrimerSelect permite disefiar oligos para



hibridacion, secuenciacion o amplificacion mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). Lo ideal es usarlo conjuntamente con Oligo (ver mas
abajo). Por su parte, SegMan Il permite manejar proyectos de secuenciacion,
realizando el solapamiento necesario de las secuencias introducidas para
generar la secuencia consenso correspondiente ("contig"). No obstante, ha sido
superado con creces por Sequencher (ver mas abajo). Las secuencias de
péptidos pueden ser analizadas mediante el modulo Protean. Por su parte,
GeneQuest permite analizar exhaustiva y elegantemente las secuencias
(“ORFs”, “Motifs”, sitios de poliadenilacion, etc). Finalmente, XRayViewer, con
la ayuda de unas gafas estereoscopicas tipo LCD acopladas al Macintosh,
permite visualizar en tres dimensiones las moléculas de la base de datos que
han sido cristalizadas (0 sea, de las que se dispone de informacion sobre
distancias atdbmicas obtenidas por difraccion de rayos X).

3.4. Sequencher

Sequencher (GeneCodes, Ann Arbor, MI, USA,;
<http://www.genecodes.com>) es, probablemente, la mejor aplicacion para la
gestion de proyectos de secuenciacion. De hecho, es el que se empled
rutinariamente en el Proyecto del Genoma Humano y otros proyectos de
secuenciacion satélites. Ademas de potente es muy facil de usar.

3.5. Oligo

Oligo (National Biosciences, Plymouth, MN, USA; actualmente distribuido
por sus desarrolladores: Molecular Biology Insights, Plymouth, MN, USA
<http://lwww.mbinsights.com>) es muy valioso para el disefio de sondas de
hibridacibn o cebadores para secuenciacion o PCR. El programa aplica
precisos algoritmos termodindmicos, con lo cual consigue una mayor exactitud
que otros programas competidores. No obstante, la versién actual no permite
buscar oligos en un rango prefijado de tamafios, por lo que utilizaremos
también PrimerSelect para este menester, optimizando posteriormente el
disefio de los cebadores elegidos con Oligo.

3.6. GelBase/BlotPro

GelBase/BlotPro (UVProducts, Cambridge, UK; <http://www.uvp.com>) es
una combinacion de hardware y software para la captura, digitalizacion, andlisis
e impresion de imagenes correspondientes a electroforesis de acidos nucleicos
o proteinas. También sirve para analizar membranas de hibridacion
("Southern”, "Northern", "Western"), etc. Actualmente ha sido superado por
productos competidores —y significativamente mas caros— como
IntelligentQuantifier y AdvancedQuantifier (ver mas abajo).

3.7. IntelligentQuantifier y AdvancedQuantifier

IntelligentQuantifier o 1Q y AdvancedQuantifier o AQ (Biolmage; actualmente
denominada Genomic Solutions, Ann Arbor, MI, USA;
<http://www.bioimage.com>) son, con diferencia, los paquete mas potente
del mercado, capaces de analizar practicamente cualquier tipo de imagen
generada en un laboratorio de biologia molecular. 1Q es de propdsito general;
AQ, ademas, compara imagenes 1D.



3.8. GeneConstruction/Search Kit y Genelnspector

El GeneConstruction/Search Kit o GCK (Textco, West Lebanon, NH, USA;
<http://www.textco.com>) permite realizar dibujos precisos y profesionales de
proyectos de ingenieria genética y clonacion, funcionando también como una
base de datos de los mismos. Contiene también otros moédulos como la
posibilidad de simular analisis de restriccion en electroforesis en gel de
fragmentos de DNA. El GCK es, sin duda, una de las herramientas mas utiles
para el disefio grafico de secuencias y su administracion.

Por su parte, Genelnspector es un paquete de andlisis de secuencias y
cuaderno de laboratorio electronico e interactivo. Es una herramienta Unica en
su clase; un nuevo paradigma que merece la pena explorar.

Existen también otras muchas aplicaciones especificas que pueden resultar
interesantes para algunos aspectos de la biologia molecular, pero que se
escapan al objetivo de esta breve introduccion.

4. BUSQUEDA DE LA SECUENCIA DE DNA EN LA BASE DE DATOS,
ANALISIS DE RESTRICCION DE LA MISMA, SELECCION DEL
FRAGMENTO DE INTERES Y DISENO DE CEBADORES PARA SU
AMPLIFICACION MEDIANTE PCR Y PARA LA SECUENCIACION DEL
MISMO

Este protocolo corresponde al paquete informético LaserGene para Mac OS,
asi como a la aplicacion “Entrez” del NCBI en <http://www.ncbi.nlm.nih.gov>:

a).-Buscar en la base de datos GenBank/EMBL las secuencias disponibles
del organismo cuyo DNA se desea amplificar (Salmonella typhimurium)
mediante el médulo GeneMan (LaserGene) o Entrez (NCBI).

b).-Elegir el operén de la arabinosa (araBAD). Exportar su secuencia al
disco duro para su posterior analisis.

c).-Editar la secuencia mediante EditSeq.
d).-Realizar un analisis de restriccion de la secuencia mediante MapDraw.

e).-Seleccionar la regiébn del operdn que se desea amplificar mediante
EditSeq. Grabarla en disco.

f).-Disefiar los oligos externos y anidados necesarios para la amplificacion
mediante PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) y para la secuenciacion
del DNA elegido. Para ello emplear primero la aplicacion PrimerSelect y
después optimizar la pareja elegida con Oligo.

g).-Comentar las ventajas e inconvenientes de cada una de dichas
aplicaciones.

h).- Imprimir los resultados obtenidos en cada una de las etapas.



Nota: un disefio eficiente de oligos para secuenciacién y —sobre todo—
para amplificacion mediante PCR, requiere considerar diversos parametros
termodinamicos, como son la posible formacion de estructuras secundarias
(horquillas 3’) y de dimeros entre los cebadores. Otros factores importantes a
tener en cuenta son la energia libre de hibridacion del pentdmero 3" de cada
cebador, asi como las temperaturas de fusion de los cebadores (Tm, pero
calculada con el algoritmo del vecino mas préximo), su contenido en GC/AT, su
longitud y la del DNA que amplificarian. Recientemente, los diversos
parametros que contribuyen a la eficiencia de un cebador han sido agrupados
en un algoritmo denominado Eficiencia de Hibridacion (PE; “Priming Efficiency”)
en la aplicacion Oligo.
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