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SECUENCIACION AUTOMATICA DEL
GENOMA HUMANO

1. OBJETIVO DEL EXPERIMENTO

En esta practica, los estudiantes leerdn secuencias de ADN obtenidos a partir de
técnicas de secuenciacién automaticas de ADN. Los datos se analizaron utilizando las
bases de datos disponibles al publico para identificar los genes y productos genéticos.
El impacto de la gendmica se discutira en el contexto de la sociedad actual.

2. COMPONENTES para 10 grupos de estudiantes

Esta practica contiene un total de doce fragmentos de secuencias de ADN obtenidas
automaticamente. Los estudiantes pueden usar cualquier base de datos de secuencias
del Genoma Humano para llevar a cabo la practica. En este protocolo se ha utilizado la
base de datos ofrecida por el Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica,
NCBI (National Center for Biotechnology Information).

COMPONENTES
Fragmentos de secuencias de ADN 12

2.1 Material requerido y no suministrado

e Ordenador con acceso a internet.

3. INTRODUCCION

El genoma humano haploide comprende aproximadamente tres mil millones de pares
de bases de ADN que se organizan en 23 cromosomas. El orden de estos nucledtidos
crea genes, que son las unidades de la informacidon genética que contienen las
instrucciones para construir y mantener un organismo. La secuenciacion de ADN es el
proceso de determinar el orden preciso de estos nucledtidos. En 2001, se publicaron
las secuencias del primer borrador del Genoma Humano, una por una coalicién
internacional conocida como el Proyecto Genoma Humano y otra por una empresa
Ilamada Celera. Aunque estos primeros estudios necesitaron muchos afos y una gran
cantidad de personas para realizarse, los avances en la tecnologia de secuenciacion
han permitido completar totalmente los datos del genoma de forma rapida y sencilla.
En 2015 se puede conseguir una secuencia completa en un dia por alrededor de mil
dolares. Dado que gran parte de esta secuencia de datos esta disponible
gratuitamente en linea, el nuevo reto en la genética implica encontrar formas
creativas y eficientes de analizar y gestionar las grandes cantidades de datos que se



generan. Esto ha dado lugar un floreciente campo de la bioinformatica, una disciplina
que combina la informatica, la biologia y la tecnologia de la informacion.

La informacion del genoma humano puede ayudarnos a entender mejor nuestra
fisiologia y las bases bioldogicas de las enfermedades hereditarias. Por ejemplo, la
secuenciacion del ADN de los pacientes individuales, conocidos como medicina
personalizada, esté cambiando el papel de la genética en la medicina. La medicina
personalizada utiliza el perfil genético de un individuo para guiar las decisiones
relativas a la prevencién, diagndstico y tratamiento de la enfermedad. La Tabla 1
destaca cinco areas prometedoras de la medicina personalizada. Estas pruebas y
servicios no solo ofrecen increibles posibilidades terapéuticas, sino que también
generan informacién para el paciente que no tiene precedentes en su detalle. Esto
plantea nuevas cuestiones legales y logisticas sobre la proteccion de la
confidencialidad médico-paciente. Por ejemplo, étienen los padres derecho a solicitar
examenes genéticos para sus hijos menores de edad?, o élas compaiiias de seguros
pueden aumentar las tasas o denegar el servicio debido a un potencial problema
genético? La Ley de No Discriminacion por Informacion Genética (Genetic
Information Nondiscrimination Act o GINA) de 2008 (legislacion de EEUU),
aborda algunas de estas preocupaciones mediante la prohibicion del uso de la
informacién genética en las decisiones de empleo y seguros de salud. En el fondo de la
discusion esta la necesidad de equilibrar los avances para mejorar la salud humana,
con sus consecuencias éticas.

Area de Aplicacion Objetivo

Caracterizacion molecular de
las enfermedades raras.

Proporcionar un diagnéstico definitivo y sugerir
nuevas opciones de tratamiento.

Tratamientos individualizados | Predecir la respuesta de los pacientes a una terapia

contra el cancer.

dirigida especifica.

Farmacogendmica.

Optimizar la terapia con medicamentos para
garantizar la maxima eficacia con efectos adversos
minimos.

Cribado de la poblacion de
riesgo de enfermedades.

Aumentar conocimiento de la salud individual y
fomentar los cambios de salud proactivos.

Evaluacion preconcepcion y
prenatal.

Informar a los padres sobre el riesgo de
enfermedades de sus hijos.

Tabla 1: Areas prometedoras en la medicina personalizada

Ademas de un papel en el cuidado de la salud, la secuenciaciéon del genoma humano
tiene, y seguird teniendo, un gran impacto en nuestra comprensién de la historia
humana, la evolucién y biologia general. En el campo de la filogeografia, los cientificos
examinan los patrones geograficos actuales y antiguos de la variacién genética para
obtener mas informacién sobre la expansién global del ser humano y su adaptacién.
Estudios realizados a escala gendmica han demostrado extensos cruzamiento entre
poblaciones separadas, mucho mas que las estimaciones previas basadas en los
estudios de loci individuales. Otra area prometedora es la comparacion gendémica
entre los seres humanos y otros organismos que ayudan a conectar la biologia de



organismos modelo a la fisiologia humana. Los estudios de gendmica comparada
también estan ayudando a descifrar las funciones de los genes de codificacion de
proteinas, ARN no codificantes y secuencias reguladoras en la evolucién. Del mismo
modo mediante el estudio de la estructura y la actividad del propio genoma humano
podemos platearnos preguntas acerca de la funcion del ADN a nivel de genes,
transcritos de ARN, proteinas y productos. Sin embargo, para dar respuesta a estas
preguntas, los cientificos deben hacer frente a los retos computacionales del andlisis
de todos los datos gendmicos, su integraciéon y visualizacién.

Secuenciaciéon de ADN y bisquedas en las bases de datos

El primer paso en un proyecto de secuenciacién es la obtencion de los datos en bruto,
el orden preciso de los cuatro nucleétidos: A, G, C y T. Existen varios enfoques para
generar la informacion de la secuencia y nuevos métodos estan apareciendo cada ano.
Dos métodos populares son la Secuenciacion de terminacion de la cadena vy la
Secuenciacién por sintesis. La Secuenciacion de terminacion de la cadena, a
menudo llamado Secuenciacion de Sanger, permite a los investigadores generar
una cadena larga de ADN a partir de una secuencia diana, también conocido como
plantilla o molde (“template”). La plantilla de ADN se combina con un cebador de ADN
(“primer”), el enzima ADN polimerasa I (ADN Pol I), y una mezcla de dos tipos de
nucleotidos libres, desoxinucledtidos (dNTP) y didesoxinucledtidos (ddNTPs) (Figura
1A). Durante la reaccion de secuenciacién, el ADN Pol I utiliza la plantilla de ADN vy
afiade dNTPs al cebador para formar una cadena complementaria de ADN. De vez en
cuando, la ADN Pol I afiadira un ddNTP en la cadena de ADN, terminando la reaccion
(Figura 1B). Esta terminacion final es debido a la falta de un grupo 3' hidroxilo en los
ddNTPs (Figura 1A) por lo que es imposible para la polimerasa para afiadir otro
nucledtido en el extremo de la hebra. Por lo tanto, el resultado de la reaccién es una
serie de fragmentos de ADN de diferentes tamafios que se pueden separar por
electroforesis capilar (Figuras 1B, 1C). Es importante destacar que cada ddNTP esta
unido a un marcador fluorescente diferente, permitiendo que la fluorescencia de cada
cadena de ADN individual pueda ser "leida" por un laser (Figura 1C). A continuacion,
los cuatro colores fluorescentes diferentes de los ddNTP se detectan automaticamente
y la intensidad de fluorescencia se traducen en un "pico" de datos que representa el
orden de los nucledtidos en la plantilla de ADN (Figura 1D). La Secuenciacion de
Sanger se introdujo en 1977 y fue el principal método utilizado para crear la primera
secuencia del genoma. Todavia se utiliza hoy en dia debido a su capacidad para
generar secuencias largas para su lectura (500-800 pb).
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Figura 1: Secuenciacion de ADN de Sanger.
(A) Creacion de la reaccién de secuenciacion.
(B) Incorporacion de los ddNTPs creando fragmentos de ADN de diferentes tamanos.
(C) La mezcla marcada se secuencia utilizando electroforesis en gel capilar. Un laser
detecta la marca fluorescente de cada uno de los ddNTPs.
(D) La informacién se analizé utilizando un ordenador.



En la Secuenciacidon por sintesis, una hebra individual de ADN que complementa la
hebra de interés se construye nucledtido a nucledtido, con cada nuevo nucleédtido
anadido se libera una senal especifica. Antes de la secuenciacién, la muestra de ADN
debe prepararse e inmovilizarse. Esto implica la fragmentacion al azar el ADN de
interés, el anclaje del fragmento de ADN a una superficie solida, y la eliminacién de
una de las hebras de la doble cadena. Este procedimiento produce zonas cortas
detectables y distintas de moléculas idénticas de ADN. Estas moléculas de ADN
reconstruyen ellas mismas la doble cadena de ADN. A medida que se afiade cada
nuevo nucledtido a la cadena complementaria se libera una sefial Unica para cada
nucledtido. Estas senales se registran en un ordenador y se traducen como la
informacién de la secuencia. La ventaja de este método es que muchas cadenas de
ADN diferentes se pueden examinar en una sola prueba. Esto significa que la
Secuenciacion por sintesis tiene un rendimiento mucho mas alto y un coste menor
gue la Secuenciaciéon de Sanger. Una desventaja de esta técnica es que produce
mas fragmentos de lectura cortos (50-150 pb), lo que significa que se deben realizar
muchas lecturas para secuenciar un solo gen.

Interpretar la informaciéon de secuencia de ADN

Después de obtener los datos de secuenciacion de ADN, los bidlogos moleculares
suelen buscar bases de datos publicas de secuencias similares. Esta blUsqueda puede
revelar una investigacién ya realizada con el gen secuenciado, incluyendo la estructura
tridimensional del producto del gen, enfermedades asociadas con la secuencia, y en
gue tejidos esta activo el gen. En los casos en que la region no haya sido estudiada,
encontrar secuencias similares pueden proporcionar pistas sobre la funcion de la
secuencia y su relacion evolutiva con otros genes humanos.

Uno de las mayores y mas influyentes bases de datos es la GenBank. Esta base de
datos de codigo abierto contiene mas de un billdn de bases de datos de secuencias de
nucleodtidos disponibles publicamente. Cada entrada en GenBank contiene una
secuencia y un numero de acceso, asi como notas bibliograficas y bioldgicas tales
como referencias de autor y los datos taxondmicos. El NCBI supervisa y mantiene la
base de datos en su conjunto, pero cada entrada la presenta directamente cada
laboratorio. La presentacion directa de cada entrada ha permitido que la base de datos
mantenga un ritmo rapido de crecimiento de los datos de secuencias. Sin embargo,
esto también significa que existe heterogeneidad en la calidad de las entradas,
especialmente en la certeza de la identidad de cada nucledtido y en la medida de
notas adjuntas. Estas pueden variar dependiendo de los objetivos del estudio, las
propiedades fisicas de la region(es) de ADN, y el método de secuenciacidon elegido.
Para solucionar esto, GenBank clasifica la informacion de la secuencia en base a la
estrategia de secuenciacion utilizada para obtener los datos.

Asociadas con esta base de datos hay varias herramientas bioinformaticas utiles,
incluyendo la Herramienta de Busqueda de Alineaciones Locales Basicas o
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). El programa BLAST encuentra
regiones de similitud local entre la secuencia de ADN de un usuario y las secuencias de
la base de datos de GenBank. Tal similitud sugiere homologia, la existencia de
ascendencia compartida entre los genes. En la terminologia de BLAST la secuencia
entrada por el usuario se conoce como la secuencia de consulta, las secuencias de
la base de datos se conocen como secuencias diana, y secuencias con similitudes
con la secuencia de entrada son “hits”. El usuario puede extraer conclusiones sobre la
posible funcion molecular de la secuencia de consulta al mirar los “hits”. El programa
BLAST también se utiliza para identificar las especies desconocidas, localizar dominios
conocidos de proteinas, y encontrar posibles localizaciones cromosdmicos.

El programa BLAST tiene un enfoque heuristico para el problema de la blusqueda en la
gigantesca base de datos de secuencias diana. Esto significa que toma atajos con el
fin de hallar las secuencias que coinciden en un tiempo razonable. Estos accesos



directos se basan en el supuesto de que las secuencias biolégicamente similares
contendran tramos cortos con una coincidencia muy alta. El programa BLAST intenta
hallar estos segmentos de elevada coincidencia mediante la eliminacién de las
regiones de baja complejidad, dividiendo la secuencia en fragmentos mucho mas
cortos, y luego escaneando la base de datos para encontrar las coincidencias. Una vez
que se ha generado una lista de fragmentos con elevadas coincidencia, el programa
BLAST amplia el campo de observacion de los fragmentos para ver si las alineaciones
gue coinciden son mas largas. Mediante este tipo de blsqueda en la base de datos de
GenBank, el programa BLAST puede obtener resultados muy rapidamente a pesar de
sacrificar algo de exactitud y precision.

El programa BLAST es popular no soélo debido a su velocidad, sino también porque se
calcula la significacion estadistica de las soluciones. Ademas del nimero de acceso, la
descripcion y enlace al genoma, el programa BLAST proporciona una puntuacion, la
puntuacion de bits, y el valor E. La puntuacion, S (del inglés “score”), es una
medida de referencia de la calidad de la alineacion entre la consulta y la respuesta
positiva. Las variables elegidas por el usuario que incorporan conceptos moleculares y
bioquimicos tienen una gran influencia en este valor. La puntuaciéon en bit es la
puntuacién inicial ajustada en funcion del tamafo de la base de datos y la longitud de
secuencia. El valor E se traduce en la probabilidad, debido a la casualidad, de que
haya otra alineacién con una puntuacion superior a la puntuacion S dada.
Puntuacion, la puntuacion de bits, y el valor E son buenos indicadores iniciales de
la similitud entre secuencias, sin embargo la alineacién en si también debe ser
examinado para asegurar la exactitud.

Esta practica introduce a los estudiantes en la gendmica y la bioinformatica. Con el fin
de adquirir experiencia en la busqueda en bases de datos, los estudiantes usaran el
servicio gratuito ofrecido por el NCBI. En la actualidad, GenBank comprende varias
bases de datos, incluyendo las secuencias de nucledtidos GenBank y EMBL, los CDS de
GenBank no redundante (secuencias de proteinas), traducciones y la base de datos de
Etiquetas de Secuencias Expresadas, EST (Expressed Sequence Tag). Para esta
practica, se recomienda utilizar la base de datos que ofrece el NCBI. Estos ejercicios
implicar el uso de BLASTN, mediante el cual una secuencia de nucledtidos se compara
con otras secuencias en la base de datos de nucleétidos. Para cada una de las tres
secuencias, los estudiantes deben identificar una enfermedad humana potencial y
discutir temas bioéticos relacionados.

4. DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO

En esta practica, los estudiantes leeran secuencias de ADN obtenidos a partir de
técnicas de secuenciacién automaticas de ADN. Los datos se analizaron utilizando las
bases de datos disponibles al publico para identificar los genes y productos genéticos.
El impacto de la gendmica se discutira en el contexto de la sociedad actual.

4.1 Consideraciones previas

Los estudiantes pueden usar cualquier base de datos de secuencias del Genoma
Humano para llevar a cabo la practica. Para la realizacion de este protocolo se ha
utilizado la base de datos ofrecida por el Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica, NCBI (National Center for Biotechnology Information).




5. PRACTICA

1. Escriba: www.ncbi.nlm.nih.gov para iniciar sesién en la pagina web del NCBI.

2. En la parte superior izquierda de la pantalla, haga clic en el apartado "Resources”
(Recursos) del menu desplegable.

3. Haga clic en “Data and software” (Datos y software), a continuacién, haga clic en
“"BLAST (Basic Local Alighment Search Tool)"”.
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4. En la nueva pantalla de inicio, seleccione “Nucleotide blast” (Nucledtido blast),
gue es la primero opinion en la lista de "BLAST Basic”.
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5. En la nueva pantalla aseglrese de que la pestafia seleccionada es "BLASTN".

» NCBU BLAST/ blastn suite Standard Nucleotide BLAST
-
Enter Query Sequence BLASTN prog: search nucleotide datat using & nuclegtide query. mors, Reset pag
_Enhr accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) 4 Choar Query subrange

‘ From

6. Introduzca la secuencia de nucleétidos en la caja grande en la seccién “Enter
Query Sequence” (“Entrar secuencia a consultar”); tenga cuidado al escribir la
siguiente secuencia exactamente:

ggcaactgcccaaagtgtgatccagectgtctcaacagaa

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s)
[

ggcaactgeccasagtotgatecagectgtectcaacagaa

7. En “Choose Search Set” (Elija conjunto de busqueda) aseglrese que se ha
seleccionado “Others (nr etc)” (Otros (nr etc.)) y que “Nucleotide collection
(nr/nt)” (Coleccion de nucledtidos (nr/nt)) aparece en el menl desplegable. Las
entradas restantes deben dejarse en blanco.

Choose Search Set

Database Human genomic + transcript Mouse genomic + transcript @0Others (nr etc.):
|| Nucleotide coliection (nr/nt) w

Organism

Optional Exclude *

Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown &3

Exclude Models (XM/XP) ~ Uncultured/environmental sample sequences

Optional

Limit to Sequences from type material

Optional

Entrez Query YoullllJ Create custom database
Optional Enter an Entrez query to limlt search &

8. En la seccion “Program Selection” (Seleccién del programa) seleccionar “Highly
similar sequence (megablast)” (Secuencia de alta similitud (megablast)).

Program Selection

Optimize for © Highly similar sequences (megablast)
More dissimilar sequences (discontiguous megablasi)
Somewhat similar sequences (blastn)

Chocee a BLAST algorithm &4



9. Haga clic en el cuadro de consulta azul "BLAST"

( !W" ) Soarch database Nuclootido colloction (nrint) using Megablast (Optimize for highly similar soquonces)
Show reewits In a now window

10. Una vez que se ha hecho click en el cuadro de busqueda "BLAST", se le asignara
un ID#. Anote este nimero para poder comprobar los resultados en un momento
posterior.

11. Examine el informe de busqueda BLASTN. El informe incluye:
a. Informe Resumen de Blsqueda muestra una vision general de los parametros
de la busqueda BLASTN.

| itk Your soarch parametors ware adjusted to search for a short Input sequenca.
Eoit and Fesubmil  Save Search Stratedies  » Fomating opticns = DoTioad (T firbe]

Nucleotide Sequence (40 letters)

RID S3I8347YANIR [Expires on 06-15% 60:2% am)
Quary ID |d|Quary_44773 Database Name nr
Dascription  None Description  Wuclkeotide oollection (rt)
Molecule typa nudaic acid PFrogram BLASTA I.2.31+ ECitation

Query Length <40

Other reports: e Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tes of e lbs]

b. Seccién del Grafico Resumen muestra la alineacion de las coincidencias de la base
de datos con la secuencia de consulta. El color de las cajas corresponde a la
puntuacion de la alineacion, siendo el rojo el que representa las puntuaciones de
alineacién mas altas.
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c. Seccion de Descripcion muestra todas las secuencias de la base de datos que
presentan una homologia significativa con nuestra secuencia. Por defecto, los
resultados se clasifican de acuerdo con el “E-Value” (Valor E), pero puede hacer clic
en el encabezado de columna para ordenar los resultados segun diferentes categorias.
Observe que puede haber varias entradas diferentes con una idéntica puntuacion alta.
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d. Seccién de Alineamiento muestra bloques con los alineamientos de cada “hit” del
programa BLAST. Cada bloque de los alineamientos comienza con un resumen que
incluye la “Max score” (puntuacién maxima) y el valor esperado, la identidad de la
secuencia, el nimero de huecos en el alineamiento, y la orientacidn de la secuencia de
consulta con respecto a la secuencia sujeto.

BiDownload +« QenBank Graghics

PREDICTED: Bos taurus epidermal growth facior receptor (EGFR), mRNA
Sequence Bx refXM 002606500.3] Length: 8412 Number of Matches: 1

Rarge 1: 711 to 750 Corllenk GSraphk

Scors Expect Fdentities Gapx Strand
79,8 bits{40) 2e-12 Q0/40{100%) 0/40{0% ) Plus/Pius

Query L CECAACTECCCAAACTETCATCCACCCTOTCTCARCACAR. 40

8bjet 711 GOCAACTECCCAAAGTETCATCCAGCCTCTCTCARCAGAR 750

EDownload ~ GenBank Graghics

PREDICTED: Sos taurus epldermal growth facior receptor (EGFR), mRNA
Seqguence 10: XM _582211.7] Length: B414 Number of Matches: 1

Rawge 11 711 to 780 Soofank Grapmice

Score Expect tdentities Gaps Strand
79.8 bits{40) 2e-12 ___ 40/40{100%) 0/40{0%) PlusiPhas
Query | GD:A)" C

CCCAAAGTGTCATCCAGCCTOTCTCARCACAR 40

Sbjet 711 GOCAMCTECCCAAAGTSTCATCCAGCCTGTCTCARCAGAR 750

EiDownload + GenBank Geaghics

PREDICTED: Bubalus bubalis epidermal growth factor receptor (EGFR), mRNA
Sequance ID: ref XM 00G0USEIZ 1| Lemgth: B425 Numbar of Matches: 1

Range 1: 715 to 7548 et Grassss

Score Expact Identities Gape Strand
79.8 bits{40) 2e-12 A0/40{100%) 0/40{0%) Plus/Pius
Query | GOCAMCTECCCAAAGT S TOATCC AGCCTY h
| 111 ||
Sbjot 715 COCAAMCTCCCCAMCICICATCCACCCIC 754

SiDownload + GenBank Geaghics

12. Seleccione una secuencia para centrarse en un analisis mas profundo de la misma.
Para ello, hacer clic en una barra de color en la secciéon de Grafico Resumen, o hacer



clic en el nombre de la secuencia en la seccién de Descripcidon, o desplacese hacia
abajo a la seccion de Alineamiento. A continuacién, hacer clic en el identificador de
secuencia. Esto nos lleva a obtener informacién adicional acerca de la secuencia
sujeto, incluyendo el nombre del gen, el género y la especie de origen, y articulos
escritos sobre el gen. Después de realizar esta busqueda, uno de los “hits” debe ser
Bos taurus epidermal growth factor receptor (EGFR), mRNA (Bos taurus factor
de crecimiento epidérmico (EGFR), ARNm). Secuencia ID: Ref |XM_002696890.4|.
Si la parte superior del hit no coincide, volver a entrar la secuencia. Asegurarse que
los parametros de la busqueda del BLASTN son los correctos.

5.1 Ejercicio 1
Ahora que esta familiarizado con el proceso de inscripcidén y presentacion de BLAST,

lea el analisis de la secuencia de ADN de la copia impresa del gel (cualquier carril) y
encuentre el gen que identifica esta huella.

Para hacer esto:
(1) Identificar la secuencia de nucleédtidos (nucledtidos 100-200) a partir de la lectura
de la secuencia de ADN.

(2) Escriba al menos 70 bases en el cuadro de consulta del programa BLAST en la
pagina web del NCBI. Las bases pueden ser de cualquier region de la secuencia,
pero deben ser contiguas.

(3) Examinar el informe de busqueda BLASTN, identificar un gen probable, vy
examinar la identificacion de genes para obtener informacion detallada.

Una vez que el gen ha sido identificado, responda a las siguientes preguntas:
(A) éCudl es el nombre de este gen?

(B) En comparacion con la entrada GenBank, ¢qué cadena has leido?

(C) ¢Se puede encontrar algun articulo escrito sobre este gen? Anote el nombre de
uno de los autores que han contribuido.

(D) Al identificar una enfermedad causada por mutaciones en este gen. ¢Cudles
serian los motivos de un médico para realizar una busqueda para esta
enfermedad? &Y si quien realiza la busqueda es una compafiia de seguros?

Recuerde lo siguiente:

¢ La secuencia automatizada diferencia las bases de la siguiente manera: A es de color
verde, C es azul, G es negro, y T es rojo.

e El ADN es de doble cadena y contiene una parte superior (5'>3") e inferior (3'>5")
cadena (a veces esto corresponde a las hebras de codificaciéon y no codificantes). Una
secuencia de ADN se introduce siempre en la direcciéon 5'>3'.

e A veces es dificil de leer un pico de nucledtidos. Esto es particularmente cierto en al
principio y al final de una secuencia de lectura donde los picos pueden superponerse.
Estos lugares de dificil identificacion a menudo son etiquetados con una N en lugar de
con uno de los cuatro nucledtidos. Generalmente, es mejor saltar secciones con una
gran cantidad de N’s.

e Debido a que los investigadores pueden Illamar a los mismos genes con diferentes
nombres, pueden existir varias posibilidades para cada secuencia.

e Al hacer clic en el nimero de acceso de GenBank se puede acceder a informacion
adicional, como la secuencia de proteina/aminoacidos, la descripcion de la
secuencia/gen, y los que contribuyen los nombres cientificos.



¢ Algunas de las secuencias que tienen una puntuacion elevada pueden predecir genes
gue no tienen ningun trabajo de investigacion relacionados con ellos. Los estudiantes
pueden tener que revisar varios emparejamientos antes de que hallar una secuencia
con una referencia asociado.

5.2 Ejercicio 2
Intercambiar la copia de secuencia automatica con otro grupo y enviar la secuencia de

analisis BLAST. Anote el gen. Seleccione una secuencia asociada a un documento
publicado, grabar el titulo y el primer autor del articulo.

1. ¢Qué es la bioinformatica? ¢Cdmo han avanzado en la tecnologia de secuenciacion
en este campo?

2. Nombre dos métodos de secuenciacion y describir el compromiso entre la velocidad
de produccion y la longitud de las secuencias producidas.

3. ¢Qué suposicion hace BLAST? ¢Cudles son las ventajas y desventajas de hacer esta
suposicién?

6. RESULTADOS Y PREGUNTAS DE ESTUDIO

La transduccién de sefiales es un proceso importante por el que los receptores de las
células actian como amplificadores de la sefal. La membrana de la superficie celular
contiene sensores moleculares complejos que reciben, amplifican y reaccionan a
sefiales extracelulares implicadas en el crecimiento y la diferenciacion celular. La
pérdida de capacidad de una célula para reaccionar a estas sefiales puede dar lugar a
la transformacion celular y la aparicion de diversos tipos de cancer.

El conjunto de tres secuencias corresponden a los nucledtidos de distintos genes que
estan funcionalmente relacionados y juegan un papel importante en la transduccion de
sefiales. La identidad de estos genes (y sus proteinas producto) puede determinarse
utilizando la pagina web de NCBI como se ha descrito anteriormente en esta practica.
Tenga en cuenta que los detalles sobre identificacion de genes, cadena, referencias e
informacidn sobre el autor, seran diferentes dependiendo del punto en que se centre
el estudiante. Sin embargo, cada gen debe coincidir con la informacidon basica que se
presenta a continuacion. Después de investigar las posibles enfermedades
relacionadas con estos genes, los estudiantes pueden discutir los temas bioéticos
relacionados.

Secuencia de ADN 1
Linea 1:

GNNNNNTGGNNNNNNNATANTTGCGGCCGCGGTTTTNTTTTTTTNTTNNNCNNGGAGCACAA
NCNAATGNANTGTGTTGTTGTGGCGARGGC-

GARGGCGCCGTTHHTAAAACTGTCTCCTGATATCCTACACAACAAACAAATTTCAT

Linea 2:

CGGAGTATGTACCGACTGTTTTTGACAACTATGCAGTCACAGTTATGATTGGTGGAGAACCAT
ATACTCTTGGACTTTTTGATACTGCAGGGCAAGTTATGA-

CAGATTACGACCGCTCACTTATCCACAAACAG

Linea 3:
ATGTATTTCTAGTCTGTTTTTCAGTGGTCTCTCCATCTTCATTTGAAAACGTGAAAGAAAAGTG
GTGCCTGAGATAACTCACCACTGTCCAAGACNCCTTTCTT-

GCTTGTTGGGACTCAAATTGATCTCAACGAGATGACCC

Linea 4:

CTCTACTATTGAGAAACTTGCCAAGAACAAACAGAAGCCTATCACTCCANAGACTGGGTGAAA
AGCTGGCCCGTGACCTGAANGCNGTCAAAGTATGTG-

GAGTGTTCTGCACTTACACAGCAGANGTCTGAAAAATGTGTTNATGAAGC



Secuencia 1: Ciclo de divisién celular 42 (proteina de unién a GTP) o CDC42

La CDC42 es una molécula reguladora intracelular clave que estd implicada en la
forma de la célula. En células de mamiferos, la proteina CDC42 regula el citoesqueleto
de actina (el andamiaje de una célula) para producir una estructura filamentosa
llamada filopodio, que estan implicadas en la deteccion de otras células y el
movimiento celular. Las mutaciones en CDC42 y sus proteinas asociadas se
correlacionan con ciertos tipos de cancer.

Secuencia de ADN 2
Linea 1:

TGCNNNNNTGGNTNNGGNNNNNATTGNNTCNCTNTACCATGCNNGNGCACAANGTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTGGGCAAAGCGTACAAAGGTTC-

CAAGGGACAGGACCAAGAACGAGGGGCTGAGACATTTACAACAGCAGGCATT

* NOTA: Para obtener los mejores resultados, se recomienda la eliminacién de los
primeros 73 nucledtidos (en rojo) en el analisis de este carril.

Linea 2:
TTTCTCTTCCTCTTCTTCACGGGAGGCGGGCANAGGACTGCTCGGATCGCTTCGTCAAACACT
GTCTTGAGGCCTCNCTGTGTGAGCGCCGAGCACTCCAG-
GTATTTTACAGCACCAATCTCCTTANCCATGGCTANAC

Linea 3:

CCCTGCGGATAGGTGATGGGAGTCAGCTTCTTCBCCTTCAGTTTCNCNATCGTGTCTTTATCAT
CCCTAAGATCAAGTTTAGTTCCCACTANGATGATGGGAGT-

GTTGGGACAGTGGTGCCGCACCTCAGGATACCACTT

Linea 4:

TGCACGGACATTTTCAAATGATGCAGGACTCACAAGGGAAAAGCAAATTAAGAACACATCTGT
TTGCGGATAGGATAGGGGGCGTATTCTGTCATA-

ATCTTCTTGTCCAGCTGTATCCCAAAAAGCCCAGATTCACCGGTTT

Secuencia 2: Ras relacionada con toxina botulinica C3 substrato 1 (familia rho,
pequefa unién GTP de proteina Racl) o RAC1

El gen RAC1 para una proteina reguladora que altera el citoesqueleto de actina para
producir ondulaciones en la membrana, importantes para la motilidad celular. RAC1 es
importante en un gran numero de enfermedades, incluyendo el cancer. Muchos
tumores utilizaran la sefializacion RAC1 para conseguir un aumento de la motilidad y
la capacidad invasiva, una de las primeras etapas requeridas para que el cancer pueda
propagarse por todo el cuerpo.

Secuencia de ADN 3
Linea 1:

TGNNNNNNTGNNNNNNNGNNANAACGAAGTGCAGACTCAAAAGTGCCATCTCCCTCCCGAC
CATTGGAGGATCCCAAGCTCTATGTTGCCCTTATTGT-

CACCAGTGACATTTAATTCCAAACAGGAGTCCTTCGGGCCAGCAA

Linea 2:
GCTGCCCAGGCTTAGCTGCGAGCCCGTCATGGAGGAAAAAAGCTCAGGAGAAAACCAGTCTG
TTGGAGAATGGGACAGTCCACCAGGGAGACACCTC-

GTGGGGCTCCAGCGGTTCTGCATCTCAGTCCAGCCAAGGCAGA

Linea 3:

GACAGCCACTCCTCCAGCCTGTCCGAACAGTACCCCGACTGGGCCAGCCGAGGACATGTTTG
ACCATCCCACCCCATGCGAGCTCATCAAGGGGAAAGAC-

TAAGTCAGAGGAGTCCCTCTCTGACCTTACAGGTTCCCTCCCTCCTCTCC



Linea 4:
CCTGCAAGCTTGATCTTGGGCCCTCACTTTTGGATGANGTGCTGAATGTTATGGATAAAAATA
AGTAACTCGAGCATGCATCTAGAAGGGCCTATTCTATA-

ATGTCACCTAAATGCTAAACCTCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCNT

* NOTA: Para obtener los mejores resultados, se recomienda la eliminacién de los
primeros 70 nucleétidos (en rojo) en el analisis de este carril.

Secuencia 3: proteina efectora CDC42 (Rho GTPasa vinculante) 3 o CDC42EP3

La CDC42 (secuencia 1) regula la formacién de estructuras que contienen F-actina,
mediante su interaccion con diferentes proteinas efectoras. La CDC42EP3, una de
estas proteinas efectoras, esta implicada en la unién a la proteina CDC42, provocando
cambios en la forma de una célula. Una célula detecta sefiales del ambiente externo
mediante la creacion de redes de moléculas de transmisiéon que indican a la célula
como responder a dichas senales externas. Los defectos en estas moléculas de
transmision estan implicados en muchas enfermedades, incluyendo cancer.

6.1 Preguntas de debate
Las siguientes preguntas son complejas y no siempre tendremos una respuesta
correcta o incorrecta. Se plantean para estimular el debate sobre la aplicacion de la
genomica en el siglo XXI.

1. ¢Hay que hacer pruebas prenatales para las enfermedades que son
actualmente incurables?

2. ¢Hay que hacerles pruebas a nuestros hijos para enfermedades de
aparicion en la edad de adulto?

3. éQué papel debe desempenar el gobierno en el establecimiento de
directrices o leyes que regulen las pruebas genéticas humanas?



