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Distinguida comunidad preparatoriana:





El presente trabajo es un esfuerzo de profesores y profesoras del colegio de Biología de la Escuela Nacional Preparatoria y de la Facultad de Ciencias de nuestra universidad. Representa la culminación del interés de innovar, actualizar y ofrecer al estudiantado un acercamiento a una de las subdisciplinas más jóvenes y de frontera. A través de este libro podrán conocer que pueden acceder a genes y genomas de manera gratuita y conocer de cerca a las proteínas en su conformación tridimensional, de cómo los científicos de todo el mundo colaboran para producir conocimiento científico entre otras situaciones reales del mundo contemporáneo de las ciencias biológicas. A lo largo de los capítulos, encontrarán algunos cuestionarios y videos que apoyan cada tema. En una segunda parte, encontrarán secuencias didácticas y prácticas de laboratorio especialmente diseñadas para ustedes, de tal suerte que puedan no solo saber sino aplicar los conocimientos con datos reales. 
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La bioinformática es una disciplina científica que conjunta el conocimiento proveniente de las ciencias computacionales y de las ciencias biológicas. Se basa en el uso de métodos y técnicas informáticas para almacenar y analizar información biológica. Por ejemplo, se puede utilizar para crear bases de datos en las que se almacenan secuencias de genes y estructuras moleculares de biomoléculas, además de la información biológica relacionada con éstas (anotación), incluyendo algunos aspectos médicos, químicos, bioquímicos, moleculares y evolutivos. Asimismo, la bioinformática proporciona una serie de códigos computacionales que nos permiten analizar, comparar y extraer toda la información necesaria para establecer hipótesis biológicas sobre las moléculas de interés. De esta manera, podemos hacer, entre muchas otras cosas, la comparación de las secuencias de genes de diferentes organismos para conocer qué tan similares son y poder definir si tuvieron un origen común, y/o predecir la función que tienen.


 


Hoy en día tenemos algoritmos altamente eficientes y sensibles para generar este tipo de comparaciones; sin embargo, no siempre fue así. En este texto abordaremos la historia del uso de caracteres moleculares para establecer hipótesis evolutivas, los datos moleculares que nos proporcionan información evolutiva, las herramientas que nos permiten almacenar y comparar los datos moleculares, y finalmente, la forma en que se pueden inferir aspectos evolutivos a partir de la comparación de todo este conjunto de caracteres.


 


[image: https://www.fiosgenomics.com/what-is-bioinformatics-overview-and-examples/]


La bioinformática involucra varias disciplinas como la estadística y las ciencias de la computación (informática).


 


Ilustracion por Khira Nicole Reséndiz Caballero


 




Historia de la evolución molecular


La historia de la evolución molecular se remonta a principios del siglo XX con la conjunción de diversas disciplinas relacionadas con la biología, como la medicina y la física. En este apartado se revisarán algunos aspectos que fueron fundamentales para el desarrollo de este campo, y posteriormente, para el área de la bioinformática.


 


Puedes revisar a profundidad la historia de la evolución molecular en esta conferencia del profesor Antonio Lazcano:


 


CONFERENCIA LINK DAR CLICK


 


 


 




La bioquímica comparada como una herramienta para establecer las relaciones evolutivas


Los caracteres moleculares son una de las principales fuentes de información que nos sirven para reconocer las relaciones evolutivas de los diferentes linajes de organismos y de las entidades asociadas a los seres vivos, por ejemplo, los virus. El estudio de las relaciones evolutivas de los organismos tuvo sus inicios a principios del siglo XX con el uso de la bioquímica comparada. En el año de 1901, el inmunólogo, parasitólogo y bacteriólogo estadounidense George Henry Falkiner Nuttall comparó las reacciones inmunológicas entre los sueros sanguíneos provenientes de distintas especies de animales como un intento para descubrir las relaciones de parentesco entre ellos. Los resultados fueron publicados en su libro “Blood immunity and blood relationship: a demonstration of certain blood relationships amongst animals by means of the precipitin test for blood”, escrito en 1904. En sus trabajos observó que la reacción de precipitación, que ocurre cuando se combina un anticuerpo con un antígeno soluble para formar agregados que se precipitan, era mucho más eficiente cuando se combinaban los sueros sanguíneos de organismos que están más cercanamente relacionados. Las conclusiones derivadas de su trabajo establecen que la cercanía de las relaciones sanguíneas de varios grupos de animales, obtenidas a partir de las reacciones de precipitina, sirven para llevarnos a tiempos geológicos a partir de los cuales podemos inferir sus relaciones evolutivas, todo en ausencia de la paleontología tradicional.


 


[image: V0027749 George Henry Falkiner Nuttall. Photograph by T. Whitlock, 19]George Henry Falkiner Nuttall (San Francisco, California, 5 de julio de 1862 – Londres, Inglaterra, 16 de diciembre de 1937) Wikimedia CC BY 4.0 T. Whitlock.


La esencia de los trabajos de Nuttall establece el principio más importante en evolución molecular, el cual indica que el grado de similitud entre los caracteres moleculares puede reflejar el grado de las relaciones evolutivas de los organismos que poseen esas moléculas. Sin embargo, el reconocimiento de que la información almacenada en las secuencias moleculares podía ser utilizada como registro histórico a partir del cual se pueden establecer inferencias en torno al pasado biológico de los organismos se dedujo cincuenta años más tarde.


 


 




Las diferencias estructurales de las moléculas también pueden reflejar las relaciones evolutivas de los seres vivos


 


 


En el año de 1909, el fisiólogo Edward Tyson Reichert y el geólogo y especialista en cristalografía Amos Peaslee Brown, ambos de origen estadounidense, escribieron un libro titulado “The differentiation and specificity of corresponding proteins and other vital substances in relation to biological classification and organic evolution: the crystallography of hemoglobins”, en donde abordaban la diferenciación y especificidad que tienen las hemoglobinas en relación con la clasificación biológica y la evolución orgánica. Ambos estaban convencidos de que la mejor manera de aproximarse a las relaciones evolutivas de los animales era a partir de la comparación de la forma y de los ángulos de sus hemoglobinas mediante el uso de la cristalografía. El análisis de la comparación de los cristales de las hemoglobinas de más de cien especies de animales, los llevó a concluir que las formas de los cristales eran característicos de cada especie. Observaron que aquellos cristales de grupos de organismos cercanamente relacionados tenían formas muy similares, mientras que los cristales de organismos más distantes tenían un mayor número de diferencias. Esa similitud también se hacía evidente al comparar y cuantificar las diferencias en los ángulos que forman parte de la estructura de los cristales. Sus conclusiones se vieron reforzadas por la siguiente anécdota relatada por Reichert y Brown en su artículo “The crystallography of hemoglobins”:


Durante sus estudios comparativos, Reichert y Brown recibieron muestras de sangre etiquetadas como provenientes de una especie de babuino de uno de los zoológicos de la zona. Al hacer los preparativos y examinar los cristales se dieron cuenta de que la forma de los cristales no correspondía con ninguna especie de babuino que hubieran examinado hasta el momento, sino que éstos se asemejaban más a los cristales de la hemoglobina de los felinos. Una investigación con el personal del zoológico les confirmó su sospecha, la muestra sanguínea era de un gato al que le habían practicado una autopsia y le habían tomado una muestra de sangre.


 


[image: https://journals.sagepub.com/doi/abs/10.3181/00379727-5-37]


Primera página del artículo "The crystallography of hemoglobins" por Reichert y Brown. Obtenido de https://journals.sagepub.com/doi/abs/10.3181/00379727-5-37


 


 


Al igual que Nuttall, Reichert y Brown se percataron de que el grado de similitud entre los caracteres moleculares puede reflejar el grado de la cercanía evolutiva entre los organismos. Unos años más tarde, el médico, químico y patólogo austriaco Karl Landsteiner llegaría a las mismas conclusiones.




 





Karl Landsteiner (Viena, 14 de junio de 1868-Nueva York, 26 de junio de 1943). unknown, copyrighted in 1930, published in New York Times on October 31, 1930; Bachrach Studios, public domain.


A principios del siglo XX, Karl Landsteiner centró sus trabajos de inmunología y serología en humanos. En sus estudios reconoció la existencia de diferentes grupos sanguíneos en la población humana. Como mérito a sus hallazgos, los cuales tenían una implicación directa con el proceso de transfusión sanguínea, se le otorgó el premio Nobel de Medicina en 1930. En 1933, realizó diversos trabajos evolutivos sobre la especificidad de las reacciones serológicas basados en la premisa de Nuttall de que el suero sanguíneo de un animal reacciona de una manera más intensa con el suero sanguíneo de otro animal cercanamente relacionado, siendo la intensidad de las reacciones de precipitación proporcionales al grado de las relaciones zoológicas. En el segundo capítulo de su libro titulado “Die spezifizität der serologischen reaktionen” (en su versión en inglés: “The specificity of serological reactions”), Landsteiner demostró que el uso de las diferencias químicas podía utilizarse para medir las diferencias entre las especies de organismos como una alternativa a la clasificación basada en las características morfológicas. En sus escritos menciona que, en los seres vivos, como ocurre en el reino de los minerales, las diferencias químicas son paralelas a la variación en su estructura, idea que originalmente había sido propuesta por Reichert y Brown unos años antes.


En una edición posterior del libro “The specificity of serological reactions”, Linus Pauling, un amigo cercano a Landsteiner, escribió un capítulo sobre la estructura molecular y las fuerzas intermoleculares que operan en las reacciones de antígenos y anticuerpos. Un antecedente que repercutiría profundamente en los trabajos evolutivos de Pauling.


 


 


 






Las secuencias moleculares como documentos de la historia evolutiva


 


A mediados de la década de los 30 del siglo pasado, el físicoquímico y dos veces ganador del premio Nobel, Linus Pauling, comenzó a interesarse en el estudio de las moléculas biológicas, entre las que se incluía a la hemoglobina. En abril de 1936, Pauling reportó las posibles interacciones y cambios estructurales que tendría la hemoglobina cuando ésta se une a las moléculas de oxígeno. Sus estudios sobre la hemoglobina serían fundamentales para el desarrollo del campo de la evolución molecular.


A principio de los años 60s, Pauling, junto con el biólogo austriaco Emile Zuckerkandl, introdujeron el término de paleogenética para designar a los estudios de la genética combinados con la evolución. En su artículo titulado “A comparison of animal hemoglobins by tryptic peptide pattern analysis”, aplicaron los métodos tradicionales de la química y de la genética para establecer las relaciones evolutivas de los organismos. Mediante el uso de la electroforesis y la cromatografía en papel, demostraron el rango de variación de la estructura de la hemoglobina perteneciente a diferentes animales. Observaron que los patrones de degradación de la hemoglobina, cuando ésta era tratada con tripsina (una enzima que degrada cadenas de proteínas), eran más parecidos entre organismos cercanamente relacionados, ocurriendo lo contrario para los patrones de degradación de los organismos lejanamente relacionados, en donde se podían observar un mayor número de diferencias.


 


[image: https://paulingblog.files.wordpress.com]


Zuckerkandl (derecha) y Pauling (izquierda). Fotografía tomada de: https://paulingblog.wordpress.com/tag/emile-zuckerkandl/


No fue sino hacia finales de los años 60s y principios de los 70s cuando el campo de la evolución molecular comenzó a desarrollarse gracias a la disponibilidad de secuencias de genes y de proteínas. En 1965, Emile Zuckerkandl y Linus Pauling propusieron que las secuencias, ya sea de nucleótidos o de aminoácidos, podían ser utilizadas para estudiar las relaciones evolutivas entre los seres vivos, ya que en ellas está almacenada la información que guarda el registro de su pasado histórico. En su artículo “Molecules as documents of evolutionary history” abordaron las preguntas sobre 1. ¿Qué moléculas pueden brindar información sobre el pasado de los seres vivos? y 2. ¿Cómo se puede extraer esa información? Concluyen que la comparación de los caracteres (nucleótidos) que constituyen a los ácidos nucleicos, o los caracteres (aminoácidos) que forman parte de los polipéptidos nos pueden dar pistas sobre la historia evolutiva de los seres vivos.


[image: Letter from Linus Pauling to Emile Zuckerkandl. September 12, 1964.]




Carta de Linus Pauling a Emile Zuckerkandl. September 12, 1964. Aquí se observa la explicación del argumento principal sobre la historia que pueden contener las mutaciones acumuladas en una proteína y por lo tanto, calcular la divergencia y el tiempo que ha pasado entre cada proceso de divergencia/especiación. Fotografía tomada de: https://paulingblog.wordpress.com Dominio público


 


Zuckerkandl y Pauling realizaron los primeros trabajos sobre las diferencias entre las secuencias de la hemoglobina perteneciente a diversos grupos de organismos, y reconocieron que mientras más cercanamente relacionados estuvieran los grupos, el número de diferencias entre las secuencias sería cada vez menor. De esta manera, pudieron establecer en términos cuantitativos las relaciones evolutivas de las hemoglobinas, sugiriendo que estas proteínas provienen de un ancestro común. Con las ideas de Zuckerkandl y Pauling se pudieron conjuntar los campos de la paleontología, la biología evolutiva y la biología molecular, y se inició una nueva área de estudio conocida como Evolución Molecular, la cual nos permite conocer tanto las relaciones evolutivas de organismos completamente diferentes, como su pasado, historia y estilo de vida, utilizando exclusivamente información o datos moleculares.


 


Para completar esta lección puedes ver el video de El reloj molecular y los tiempos de divergencia del profesor Ricardo Sandoval:


 


CONFERENCIA DAR CLICK


 


 


 






Secuencias moleculares de nucleótidos y aminoácidos


 


Para investigar e inferir las relaciones evolutivas de los seres vivos se pueden utilizar diferentes tipos de información. La forma clásica con la que la biología evolutiva ha trabajado durante muchas décadas se deriva del método comparativo en donde los organismos son vistos como productos históricos. En esta visión dinámica de la naturaleza cada individuo está definido por su singularidad, y su comparación nos proporciona información sobre los patrones de diversificación. Durante muchos años se utilizaron diversos métodos tradicionales como la morfología, la fisiología, la embriología, el ciclo de vida, la ecología, la genética, la paleontología, y en los últimos tiempos, los caracteres moleculares; sin embargo, no fue sino hasta la década de los años 50s del siglo pasado cuando se empezaron a utilizar las secuencias del DNA, RNA o de las proteínas para reconocer la historia evolutiva de los organismos, gracias a la invención de las técnicas de secuenciación.


 


[image: Una de las aplicaciones de la bioinformática es la capacidad, mediante modelos probabilisticos, de "resucitar" proteinas ancestrales de tal suerte que observemos cuál era la función que tenía la enzima en el pasado. Imagen tomada con permiso de Colin J. Jackson, en el trabajo https://doi.org/10.1016/j.sbi.2021.04.001]


Una de las aplicaciones de la bioinformática es la capacidad, mediante modelos probabilisticos, de "resucitar" proteinas ancestrales de tal suerte que observemos cuál era la función que tenía la enzima en el pasado. Imagen tomada con permiso de Colin J. Jackson, en el trabajo https://doi.org/10.1016/j.sbi.2021.04.001


 





 






Moléculas asemánticas, episemánticas y semantoforéticas


En 1965, Emile Zuckerkandl y Linus Pauling escribieron un artículo para el Journal of Theoretical Biology en donde discutían los diferentes tipos de moléculas que tienen los seres vivos y argumentaban cuáles de ellas nos podrían brindar información sobre su pasado histórico. De acuerdo con Zuckerkandl y Pauling, los sistemas vivos preservan una gran cantidad de su pasado histórico en su organización interna, es decir, en sus moléculas. Ellos clasificaron a las moléculas biológicas en tres categorías: 1.- las moléculas asemánticas, 2.- las moléculas episemánticas, y 3.- las moléculas semantoforéticas o semántidas. 


En el primer caso se encuentran todas aquellas moléculas que no son producidas por los organismos y que no expresan, directa o indirectamente, alguna información evolutiva de éstos. Sin embargo, los organismos las utilizan frecuentemente en diversos procesos celulares. Por ejemplo, los iones metálicos, que no son sintetizados por las células del organismo, son frecuentemente utilizados durante las reacciones metabólicas. 


En el segundo tipo de moléculas podemos encontrar a aquellas que son sintetizadas por las células, pero no poseen información evolutiva. Este tipo de moléculas son sintetizadas por las semantoforéticas. Son llamadas episemánticas porque, aunque no expresan información evolutiva, son el producto de las moléculas que sí la expresan. Entre algunos ejemplos podemos encontrar a las bases nitrogenadas, azúcares, aminoácidos, lípidos, etc. Finalmente, el tercer tipo de moléculas que sí portan la información de la historia de los seres vivos son las semántidas. Este tipo de moléculas son transmitidas de generación en generación, y, por lo tanto, pueden tener un largo recorrido histórico. 


Las únicas moléculas que cumplen con estos criterios son los polímeros de DNA, RNA y las proteínas. 





 


 


 




Fundamentos de Bioinformática


A continuación, revisaremos conceptos fundamentales para entender la evolución molecular, la cual es el fundamento de la bioinformática y la genómica. Revisaremos cómo podemos simplificar la información contenida en ácidos nucleicos (DNA, RNA y proteínas) en simples secuencias de letras, como si fueran palabras. Revisaremos la complejidad de las proteínas y cómo cuando los genes evolucionan, nos cuentan historias distintas. 


Aprenderemos a buscar genes en las bases de datos y buscar sus equivalentes en otras especies. También aprenderemos cómo comparar estos genes y cómo estos cambian con el tiempo.


 




Secuencias de DNA, RNA y proteínas


En biología, una secuencia molecular hace referencia a un conjunto de caracteres que forman parte de dos tipos de polímeros: los ácidos nucleicos y las proteínas. En el caso de los ácidos nucleicos, éstos están compuestos por cuadro unidades, o monómeros, llamados nucleótidos. El DNA está formado por los monómeros de adenina (A), guanina (G), citosina (C) y timina (T), mientras que la adenina (A), guanina (G), citosina (C) y el uracilo (U) constituyen al polímero de RNA. Para el caso de las proteínas, éstas están conformadas por veinte unidades llamadas aminoácidos, entre los que se encuentran a la glicina (G), alanina (A), valina (V), leucina (L), isoleucina (I), metionina (M), prolina (P), fenilalanina (F), tirosina (Y), triptófano (W), serina (S), cisteína (C), treonina (T), asparagina (N), glutamina (Q), ácido aspártico (D), ácido glutámico (E), lisina (K), arginina (R) e histidina (H). Tanto los ácidos nucleicos como las proteínas están constituidos por la combinación de sus monómeros, formando largas cadenas de una longitud determinada. Por lo tanto, cada gen, o cada proteína, estará conformada por una secuencia ordenada de monómeros. En general, el orden de cada monómero en la secuencia determinará la estructura y la función de estos polímeros.


[image: Proteína (enzima) en color verde y ácido nucleico (DNA) en color naranja-morado. Moléculas de agua en esferas rojas. Esta imagen ilustra la interacción de estos dos biomoléculas, la enzima repara al DNA dañado. Imagen diseñada para el libro de texto a partir del trabajo de Yang, CG., Yi, C., Duguid, E. et al. Crystal structures of DNA/RNA repair enzymes AlkB and ABH2 bound to dsDNA. Nature 452, 961–965 (2008). https://doi.org/10.1038/nature06889 PDB:3BKZ]

Proteína (enzima) en color verde y ácido nucleico (DNA) en color naranja-morado. Moléculas de agua en esferas rojas. Esta imagen ilustra la interacción de estos dos biomoléculas, la enzima repara al DNA dañado. Imagen diseñada para el libro de texto a partir del trabajo de Yang, CG., Yi, C., Duguid, E. et al. Crystal structures of DNA/RNA repair enzymes AlkB and ABH2 bound to dsDNA. Nature 452, 961–965 (2008). https://doi.org/10.1038/nature06889 PDB:3BKZ


 


La enorme cantidad de secuencias que tenemos disponibles en diferentes bases de datos han sido producto del trabajo laborioso que han desarrollado los científicos. Sus inicios se remontan a los primeros años de la década de los 50s, en donde el bioquímico británico, Frederick Sanger, estableció el orden de los aminoácidos de la hormona polipeptídica llamada insulina, siendo ésta la primera proteína secuenciada en la historia. Su trabajo e ingenio le llevaron a recibir el premio Nobel de Química en 1958. Más tarde, en el año de 1980, se volvió a congratular con un segundo premio Nobel de Química al desarrollar los métodos de secuenciación para los ácidos nucleicos. Gracias al mejoramiento de los procesos de secuenciación, varios miles de genomas (conjunto de genes) y proteomas (conjunto de proteínas) han sido secuenciados en los últimos años.


 


Ilustracion por Khira Nicole Reséndiz Caballero


 


 


 




Genes ortólogos, parálogos y xenólogos


        


Todos los seres vivos tienen uno o más genomas en el interior de sus células, por ejemplo, nosotros los tenemos dos genomas en nuestas células, el nuclear y el mitocondrial. El concepto de genoma ha sido utilizado para designar al contenido total de material genético (ácidos nucleicos) que tienen los organismos, o las entidades virales asociados a ellos. Por lo tanto, un genoma estará compuesto por una colección de genes y de secuencias en las que se almacena toda la información e instrucciones necesarias que van a caracterizar a cada uno de esos sistemas.


En un genoma podemos encontrar diferentes tipos de genes, entre los que se incluyen a los genes ortólogos, los genes parálogos y los genes xenólogos.


Los genes ortólogos son aquellos genes que se heredan verticalmente, es decir, que pasan de ancestros a descendientes, y la divergencia a nivel de secuencia se va a dar después de que ocurre un evento de especiación en el que una población de organismos se diferencia tanto que llega a formar dos poblaciones diferentes. Generalmente, este tipo de genes llevan a cabo la misma función en diferentes organismos.


Los genes parálogos son aquellos que se han originado a partir de un evento de duplicación, y cuya divergencia a nivel de secuencia se da antes de que ocurra el fenómeno de especiación. Normalmente, los genes que se originaron por duplicación adquieren una nueva función que puede estar relacionada con la función original de la copia ancestral.


Los genes xenólogos son aquellos que se transfieren entre organismos que comparten un espacio y tiempo específico, por lo tanto, se dice que se transfieren horizontalmente. Este fenómeno ocurre mucho sobre todo en virus.


A diferencia de los genes ortólogos y parálogos, este tipo de genes no provienen de los organismos ancestrales que dieron origen a las poblaciones recientes.


 


 





Este esquema ilustra los conceptos de genes ortólogos y parálogos. Observa cómo estamos analizando el mismo gen (el de la histona H1). En el pasado no existían los humanos y los chimpancés como especies pero existía el gen ancestral de la histonia H1. Posteriormente el gen se duplicó y luego ocurrió un proceso de especiación que dio origen al humano y al chimpancé. Los genes de la histonia H1 en humano y chimpancé provienen del mismo gen ancestral (son homólogos) pero cómo ocurrió una especiación son genes ortólogos que realizan la misma función, tienen un origen común ancestral pero están en especies distintas. Observa cómo hay dos copias del mismo gen (líneas rojas y azules). Cada célula de los humanos y chimpancés tienen dos copias del mismo gen pero si observamos ambas copias estamos frente a genes parálogos (duplicados). Si solo observamos una de las copias son genes ortólogos. Imagen tomada y modificada  de: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ortholog_paralog_analog_examples-ES.svg Autor: Smelgar


 


 




Búsqueda de homólogos e hipótesis evolutivas


 


Uno de los principales objetivos que se tienen durante el proceso de la comparación de secuencias es conocer si las secuencias que se están comparando, y que mantienen cierto grado de similitud, son homólogas, es decir, si provienen de un origen común, o no. Por lo tanto, no hay grados de homología; la homología es un término cualitativo. Si se quiere indicar qué tan parecidas son dos secuencias, entonces se pueden emplear los conceptos de similitud e identidad, siendo ambos términos cuantitativos.


 


Ilustracion por Khira Nicole Reséndiz Caballero






Bases de datos, alineaciones y bioinformática


 


Como se mencionó anteriormente, la bioinformática es una disciplina científica que conjunta el conocimiento proveniente de las ciencias computacionales y de las ciencias biológicas. Se basa en el uso de métodos y técnicas informáticas para reunir, almacenar, organizar y analizar información biológica. Para ello, se utilizan computadoras para procesar la vasta cantidad de información biológica, química, bioquímica, molecular, evolutiva, entre otras.


 


Gracias a la bioinformática, se pueden crear bases de datos en las que se almacenan secuencias y estructuras moleculares, además de códigos computacionales que nos permiten analizar, comparar y extraer las secuencias moleculares y las estructuras tridimensionales de las moleculas con el objetivo de establecer hipótesis biológico-evolutivas.


 


 




Bases de datos moleculares


 


En bioinformática, una base de datos corresponde a un sitio electrónico que almacena una gran cantidad de información de manera estructurada y sistematizada. Esta información se puede consultar y manipular a partir de una serie de instrucciones bien definidas, ordenadas y acotadas que se encuentran integradas en un código que puede ser interpretado por algún lenguaje de programación.


Las bases de datos moleculares almacenan información proveniente de la evidencia científica desarrollada in-vivo (experimentos en células de un organismo), in-vitro (experimentos en un laboratorio), o in-silico (simulaciones en la computadora), de múltiples áreas de investigación entre las que se encuentran la genómica (conjunto de genes), transcriptómica (expresión de un conjunto de genes), proteómica (conjunto de proteínas), metabolómica (conjunto de enzimas, sustratos, productos, metabolitos que participan en el metabolismo), así como del estudio filogenético, taxonómico, químico, bioquímico, médico, genético, molecular y celular. Normalmente, las bases de datos moleculares incluyen información sobre la función, estructura, localización, participación, interacción, y distribución filogenética, tanto de los genes como de sus productos traducidos, o de otras secuencias que están almacenadas en el genoma de los organismos, o de otras entidades biológicas, por ejemplo, los virus.


 


Existen diversas bases de datos biológicas y moleculares utilizadas en bioinformática. Entre las más comunes se encuentran:


 


National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) Plataforma digital compuesta de distintos módulos que albergan información relacionada con aspectos biomédicos y genómicos. Además, esta plataforma contiene herramientas bioinformáticas para analizar enormes volúmenes de datos almacenados en ella.


 


European Molecular Biology Laboratory (EMBL) (https://www.embl.org/) Plataforma dedicada a la investigación de la biología y medicina molecular, así como a la bioinformática. En esta plataforma se alojan diversos programas especializados que permiten la manipulación y el tratamiento de cantidades extremadamente grandes de datos biológicos.


 


Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (http://www.genome.jp/kegg/) Base de datos que almacena información sobre la función bioquímica y molecular de los sistemas biológicos, así como de los datos generados por la secuenciación de genomas. En esta base de datos también se incorporan herramientas bioinformáticas para el análisis de secuencias y el establecimiento de sus relaciones evolutivas.


 


MetaCyc (https://metacyc.org/) Base de datos que describe las rutas metabólicas, enzimas y metabolitos de los tres grandes grupos celulares (Archaea, Bacteria y Eukarya). Además, MetaCyc proporciona un conjunto de herramientas bioinformáticas para investigar, analizar y visualizar la información almacenada en esta base.


 


Universal Protein Resource (UniProt) (https://www.uniprot.org) Repositorio que alberga información relacionada con la anotación funcional de las proteínas.


 


Protein Structure Classification Database (CATH) (http://www.cathdb.info/) Sitio electrónico que se especializa en la clasificación de las estructuras de proteínas y en las relaciones evolutivas de los dominios que forman parte de esos polipéptidos. Las estructuras tridimensionales de las proteínas son obtenidas del banco de datos PDB y son clasificadas en el orden jerárquico de Clase, Arquitectura, plegamiento o Topología, y en superfamilias de Homólogos.


 


Structural Classification Of Proteins (SCOP) (http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/) Base de datos que se especializa en la clasificación de los dominios de las proteínas con base en la similitud de su secuencia y estructura tridimensional, cuyo objetivo principal es determinar sus relaciones evolutivas. La organización jerárquica está compuesta de Clase, Plegamiento, Superfamilia, y Familia.


 


Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/) Sitio web que almacena los archivos que corresponden a las estructuras tridimensionales de diferentes biomoléculas. Los archivos contienen las coordenadas espaciales de las biomoléculas que fueron analizadas por diversas metodologías entre las que se encuentran la cristalografía de rayos x, espectroscopia por resonancia magnética nuclear, microscopia electrónica, criomicroscopia electrónica, entre otras.


 


Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/) Base de datos que reune una amplia colección de alineamientos múltiples obtenidos a partir de programas altamente eficientes y sensibles como los modelos ocultos de Markov. Los alineamientos forman parte de las secuencias de los dominios de proteínicos y son clasificados en familias de homólogos. Está base de datos ahora forma parte de otra llamada InterPro.


 


Classification of Protein Families (InterPro) (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) Base de datos que proporciona el análisis funcional de las proteínas, clasificándolas en familias, y prediciendo los dominios y sitios funcionales importantes. Hoy en día, almacena toda la información contenida en Pfam.


 


BRENDA Enzyme Database (http://www.brenda-enzymes.org/) Sitio electrónico que alberga a una colección sistemática sobre la información funcional de las enzimas.


 


ViralZone (https://viralzone.expasy.org/) Sitio web que recopila la información genómica, molecular y epidemiológica sobre todos los géneros y familias de virus. Los genes y las proteínas virales pueden estar ligados a la información proveniente de la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot.


 


 




Alineación de secuencias


La alineación de secuencias biológicas se refiere al proceso de la comparación de dos o más secuencias, ya sean de nucleótidos o aminoácidos, para identificar tanto a las regiones conservadas como a las regiones variables, y así poder cuantificar los niveles de similitud. La búsqueda de regiones similares se lleva a cabo mediante la comparación de cada uno de los caracteres que forman parte de una de las secuencias, contra cada uno de los caracteres que componen a la otra secuencia. Por ejemplo, la manera más fácil de comparar dos secuencias es calcular el número de sitios idénticos entre las secuencias, y a partir de ello, establecer un valor de alineamiento. El valor opuesto, que corresponde a la no-similitud entre las secuencias, es referido como valor de distancia. Como se describirá más adelante, los métodos de alineación de secuencias resultan ser mucho más complicados, ya que varios de ellos emplean algoritmos heurísticos y evaluaciones estadísticas, haciendo que los alineamientos sean más rápidos y más exactos, es decir, producen alineamientos óptimos.


Las alineaciones se pueden clasificar en alineaciones pareadas y en alineaciones múltiples. Una alineación pareada se refiere a la comparación de dos secuencias para reconocer si provienen de un origen común, es decir, si son homólogas. Una alineación múltiple se refiere a la comparación de tres, o más secuencias, para establecer sus relaciones evolutivas, es decir, para conocer cuáles están más emparentadas entre sí.


Asimismo, las alineaciones pueden ser de dos tipos dependiendo del algoritmo de alineamiento utilizado. Si el método intenta alinear cada uno de los residuos en cada una de las secuencias, se les considera como alineamientos globales. Este tipo de alineamientos son útiles cuando las secuencias que se están comparando son muy similares y tienen aproximadamente la misma longitud. Por el contrario, si el método intenta alinear algunos segmentos o regiones en las secuencias, se les considera como alineamientos locales. Estos alineamientos son utilizados cuando las secuencias se parecen poco, es decir, contienen pocas regiones similares, o también se utilizan cuando se están buscando regiones pequeñas de residuos llamadas motivos.




 




Podemos simplificar las secuencias de DNA tomando solamente la hebra codificante de 5´a 3'. Observa como al final obtenemos una secuencia de letras A, T, G y C pero solo a partir de la hebra que tiene el sentido 5' a 3'. La otra hebra complementaria de 3' a 5' puede ser descartada pues es complementaria a la hebra 5' a 3'. Imagen de creación propia tomando como base la imagen de Wikimedia Commons creada inicialmente por MesserWoland bajo licencia Creative Commons CC-BY-SA-2.5


 


 




Alineaciones pareadas


 


Como se mencionó anteriormente, una alineación pareada se refiere a la comparación de dos secuencias con el objetivo de identificar regiones similares. La cuantificación de los niveles de identidad y similitud permitirán decidir si las secuencias involucradas en la alineación provienen de un origen común, es decir, si son homólogas. Adicionalmente, las regiones conservadas, es decir, que tienen pocas modificaciones, y que están ampliamente distribuidas entre las secuencias, no solo nos indican las relaciones evolutivas sino que también pueden proporcionar pistas sobre la función y estructura de esas secuencias.


 


En un proceso de comparación pareado de secuencias, además de identificar los sitios idénticos, se deben de reconocer los mecanismos de mutación que han tenido lugar en las secuencias a lo largo de su historia evolutiva. Este punto es muy importante debido a que nos dará una mejor comprensión de cómo es que evolucionaron las secuencias.


 


 


 




Mutaciones reconocibles en las alineaciones


En un alineamiento de secuencias biológicas, que comparten un ancestro común, se pueden identificar, además de las identidades, puntos de mutación conocidos como similitudes y espacios entre las secuencias que son conocidos como inserciones/deleciones (indels). Las comparaciones muestran que aquellas secuencias de especies cercanamente relacionadas usualmente difieren muy poco, mientras que las secuencias de especies relacionadas distantemente difieren mucho más.


Algunas mutaciones que han sido reconocidas cuando se están comparando las secuencias de ácidos nucleicos son las transiciones, las transversiones, las inserciones y las deleciones.


Una transición es la sustitución de una purina por otra purina (Adenina/Guanina), o de una pirimidina por otra pirimidina (Citosina/Timina o Citosina/Uracilo), y ocurren con mayor frecuencia.


Una transversión es la sustitución de una purina (A/G) por una pirimidina (C/T/U) o la sustitución de una pirimidina (C/T/U) por una purina (A/G). Este tipo de sustituciones ocurren con menor frecuencia debido a razones químicas y estéricas (p.ej. de configuración espacial). La inserción se define como la incorporación de uno o más nucleótidos en algunas secuencias biológicas, mientras que la deleción es definida como la pérdida de uno o más nucleótidos en algunas de las secuencias.


Cuando se están comparando secuencias de proteínas, el número de mutaciones que podemos encontrar es mucho mayor. Por ejemplo, además de las inserciones o deleciones, también se pueden identificar mutaciones con sentido, sin sentido, silenciosas y de tipo neutro. Una mutación con sentido, o también llamada no-sinónima, se produce cuando hay un cambio de uno de los nucleótidos que forma parte de un codón (secuencia de tres residuos de nucleótidos que codifica para un aminoácido) dando como resultado un aminoácido cuyas propiedades fisicoquímicas son muy diferentes. 


Las mutaciones sin sentido son aquellas en las que el cambio de uno de los nucleótidos que forma parte del codón da como resultado un codón de término que obliga a la detención de la síntesis de la proteína, generando una proteína truncada.


La mutación silenciosa, o sinónima, es aquella en la que el cambio del nucleótido produce el mismo aminoácido, ya que un aminoácido puede estar codificado por más de un triplete (secuencia de tres residuos de nucleótidos).


Finalmente, una mutación de tipo neutro se refiere al cambio de uno de los nucleótidos del triplete que da como resultado un aminoácido que tiene propiedades fisicoquímicas parecidas y un tamaño estructural similar.


La acumulación de identidades y la presencia de sustituciones conservadas (residuos fisicoquímicamente parecidos) en regiones dentro de las secuencias comparadas, sugieren que ese segmento conservado juega un papel importante en el aspecto estructural o funcional de las secuencias.


Alineamiento múltiple de aminoácidos de una proteína, la proteína Spike del SARS-CoV-2. Observa que la posición marcada en rojo (618) es la que varía entre todas, la mutación sería D618G. No tenemos certeza de cuál aminoácido era el ancestral, si G o D pero existen métodos para estimarlo. Las secuencias que tienen G en esa posición son las secuencias obtenidas en México, dos en Francia, una de Estados unidos y una en el Reino Unido. Revisa las fechas de las secuencias y trata de relacionar la fecha y la mutación. ¿Las fechas cercanas comparten esa mutación? ¿Qué tipo de mutación ocurrió en esta proteína?


 


 


 


 


 


 






Matrices de sustitución


 


La implementación de algoritmos que permiten identificar las regiones conservadas en las secuencias que se están comparando se han modificado a lo largo del tiempo. La historia de la evolución de los sistemas de búsqueda y de la evaluación estadística es fascinante y compleja. En este texto únicamente se abordarán de manera superficial dichos métodos de búsqueda. Para tener un conocimiento más amplio de las metodologías y programas utilizados en las alineaciones de secuencias, se pueden revisar los siguientes libros: “Of URFS and ORFS: a Primer on How to Analyze Derived Amino Acid Sequences” de Doolittle (1986), “The Phylogenetic Handbook. A Practical Approach to Phylogenetic Analysis and Hypothesis Testing” de Lemey, Salemi y Vandamme (2009), “Sequence Alignment, Methods, Models, Concepts, and Strategies” de Rosenberg (2009), y “Encyclopedia of Bioinformatics and Computational Biology, ABC of Bioinformatics” Volúmenes I, II y III de Ranganathan, Gribskov, Nakai y Schönbach (2019).


La historia de los alineamientos de secuencias, utilizando algoritmos computacionales, comenzó en los años 70s. Anteriormente, los primeros métodos de comparación de secuencias se hacían manualmente y solo se consideraban los bloques de las identidades. Con la incorporación de la informática a la biología, se desarrollaron varios programas que identificaban regiones conservadas de una manera más sensible y más eficiente, y utilizaban criterios biológicos cada vez más profundos. Uno de esos criterios biológicos fue la incorporación de las llamadas matrices de sustitución. El objetivo de las matrices fue el de generar puntajes de alineamiento menos subjetivos entre las secuencias de aminoácidos que se están comparando.


Una matriz de sustitución describe la frecuencia con la cual un aminoácido es reemplazado por los diecinueve aminoácidos restantes. Recordemos que prácticamente todas las proteínas biológicas están constituidas por veinte aminoácidos (ver sección 2.2). Por lo tanto, el cálculo de las frecuencias de reemplazo no será un valor arbitrario, sino que éste se obtendrá a partir de bloques de secuencias alineadas. La frecuencia de reemplazo nos dirá, en términos prácticos, qué tan probable es que se den los reemplazos tomando en consideración las presiones de selección a las que está sometida la proteína. Por ejemplo, existe una mayor probabilidad de reemplazo entre los aminoácidos que comparten ciertas características fisicoquímicas y tamaños similares que entre aquellos que no tienen relación alguna. De las frecuencias observadas y esperadas se calculan las probabilidades que estarán incluidas en una matriz cuadrada 20x20, es decir, la matriz estará constituida por veinte filas y veinte columnas, en donde cada fila y cada columna representa a cada uno de los veinte aminoácidos. Los valores más altos en las celdas de la matriz indican que los aminoácidos involucrados se pueden reemplazar más fácilmente, mientras que los números más pequeños o negativos indican la baja frecuencia de la sustitución entre los aminoácidos.


Una de las primeras matrices de sustitución de aminoácidos que se diseñaron fueron las matrices tipo PAM (Point Accepted Mutation). Estas matrices fueron desarrolladas por Margarett Dayhoff, una científica estadounidense dedicada a la fisicoquímica y que se volvió experta en bioinformática. Las matrices de sustitución PAM se construyeron a partir de alineamientos globales de un conjunto de secuencias de proteínas que estaban altamente conservadas (con un número mayor al 85% de similitud), y que, por lo tanto, estaban cercanamente relacionadas. La medición de la frecuencia de sustitución para ese conjunto de secuencias le llevó a construir la matriz de sustitución PAM1. En las matrices PAM1 se estima el ritmo de sustitución esperado entre dos aminoácidos si el 1% de los aminoácidos cambian. Debido a que las secuencias están altamente conservadas, en este tipo de matriz se asume que las sustituciones no tienen un efecto en la función de la proteína, por lo que se considera que las mutaciones son aceptadas en la evolución (de ahí deriva su nombre). Las matrices PAM mayores se derivaron de la multiplicación cuadrática de la matriz PAM1 consigo misma, asumiendo una tasa constante de cambio. El número de la matriz PAM se refiere a la distancia evolutiva, así que, los números más grandes corresponden a distancias más grandes. Por lo tanto, matrices PAM menores son utilizadas para comparar secuencias que están muy conservadas, es decir, que han variado muy poco a lo largo de su historia evolutiva, mientras que las matrices PAM grandes son utilizadas para comparar secuencias que están poco conservadas, es decir, que han variado mucho a lo largo de su historia evolutiva.


La incorporación de las matrices de sustitución tipo PAM en los alineamientos de secuencias fue un gran logro y trajo consigo varias ventajas. Sin embargo, había algunos inconvenientes que podían resolverse si se hacían observaciones y mediciones de bloques de secuencias con diferentes niveles de conservación, dejando de lado la multiplicación constante de las matrices. Los primeros en hacer ese tipo de sugerencias fueron los biólogos moleculares Steven Henikoff y Joria Henikoff. Los Henikoff, quienes estudiaban la estructura, función y evolución de las proteínas, se percataron de que las matrices de sustitución PAM no funcionaban tan bien para el caso de las secuencias moleculares que tenían altos niveles de divergencia, por lo que propusieron el uso de matrices tipo BLOSUM (Block SUbstitution Matrix), las cuales eran construidas a partir de la observación y medición directa de la alineación de secuencias con diferentes niveles de similitud. De esta manera, se construyeron diferentes matrices BLOSUM de acuerdo a bloques de secuencias con diferentes porcentajes de identidad, haciendo énfasis en aquellos bloques cuya divergencia era muy alta. En estos casos, el porcentaje utilizado le da el nombre a cada una de las matrices BLOSUM; por ejemplo, una matriz BLOSUM90 es utilizada para comparar secuencias muy conservadas que tienen altos porcentajes de identidad, mientras que una matriz BLOSUM45 es utilizada para comparar secuencias poco conservadas que tienen niveles de identidad menores al 45%. A diferencia de las matrices PAM que utilizan alineamientos globales, las matrices BLOSUM utilizan alineamientos locales.


 


 




Algunas herramientas comúnmente utilizadas para llevar a cabo alineaciones múltiples


 


La diversidad de programas y algoritmos para alinear secuencias de manera múltiple es equivalente a la que existe para el análisis de secuencias de forma pareada. La siguiente lista corresponde a los principales programas que llevan a cabo alineamientos múltiples y que son utilizados como base para elaborar árboles filogenéticos:


Clustal. Es una paquetería desarrollada inicialmente por Des Higgins a finales de los años 80s del siglo pasado. Su objetivo fue elaborar un algoritmo que le permitiera llevar a cabo alineamientos múltiples, tanto para ácidos nucleicos como para proteínas. Actualmente, se han desarrollado algunas variaciones al algoritmo inicial; sin embargo, los programas más recientes alojados en esta paquetería producen una exactitud y robustez mayor en los resultados. Las diferentes versiones del Clustal incluyen a ClustalV, Clustal W, ClustalX, ClustalW, y Clustal2. Las versiones de Clustal V y W utilizaban un sistema no gráfico, pero a partir de la versión X se implementaron tanto un sistema no-gráfico como un sistema gráfico. Aunque todas las versiones utilizan un método heurístico para la construcción de la alineación, los programas ClustalW, y Clustal2 se han hecho más eficientes debido a que utilizan árboles guía de semilla y técnicas perfil-perfil HMM, por lo que se utilizan para alinear secuencias divergentes.


MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform). Programa que se utiliza para generar alineamientos múltiples para secuencias de nucleótidos o de aminoácidos. Este programa fue desarrollado por Katoh, Misawa, Kuma y Miyata como una alternativa a los programas que estaban disponibles a principios de los 2000. De una forma completamente novedosa, el programa utiliza el algoritmo de la Transformada de Fourier Rápida (FFT) para generar agrupaciones de secuencias de manera progresiva. Una de las principales características de MAFFT es que puede alinear un gran número de secuencias en un tiempo muy corto, y producir buenos alineamientos.


MUSCLE (MUltiple Sequence Comparison by Log-Expectation). Programa desarrollado por Robert Edgar para alinear de manera múltiple secuencias de proteínas y de ácidos nucleicos. MUSCLE es uno de los programas más utilizados en el área de la bioinformática por su alta eficacia y rapidez. Las ventajas de este programa se obtienen al realizar tareas iterativas que consisten en la construcción de matrices de distancia para conocer las diferencias entre las secuencias homólogas que se están alineando, y en el agrupamiento de secuencias que forman parte de segmentos de un árbol guía y su proceso de refinamiento.


T-Coffee (Tree-based Consistency Objective Function for Alignment Evaluation). Herramienta que lleva a cabo alineamientos múltiples basados en la consistencia y que intenta reducir los inconvenientes de los métodos de alineación progresiva. Genera una librería de alineamientos pareados para usarla como guía para el alineamiento múltiple. También puede combinar alineamientos múltiples obtenidos previamente. T-Coffee destaca por poder utilizar la información de las estructuras tridimensionales para generar un mejor alineamiento de secuencias que tienen altas tasas de divergencia. Tiene funciones avanzadas para evaluar la calidad de las alineaciones y cierta capacidad para identificar los motivos dentro de las secuencias (Mocca). Diferentes versiones de T-Coffee han sido creadas por sus desarrolladores Notredame, Higgins y Heringa, incluyendo M-Coffee que combina la salida de los paquetes de alineación de programas más utilizados en bioinformática y localiza las regiones compartidas de esos paquetes de alineación, Expresso y 3D-Coffee que combina la información de las estructuras primarias y terciarias de las proteínas para generar alineamientos múltiples, R-Coffee que alinea secuencias de RNA tomando como guía la estructura secundaria, TM-Coffee que alinea proteínas de membrana, y Pro-Coffee que alinea regiones promotoras homólogas.


Para conocer más del software utilizado para llevar a cabo alineaciones múltiples, consulta el libro “The Phylogenetic Handbook. A Practical Approach to Phylogenetic Analysis and Hypothesis Testing” de Lemey, Salemi y Vandamme (2009).


 


 




Algunas herramientas comúnmente utilizadas para la alineación pareada de secuencias


En bioinformática, el término “software” es utilizado para describir a los programas e instrucciones que llevarán a cabo tareas de interés biológico, por ejemplo, la comparación de secuencias y el establecimiento de las relaciones evolutivas. Una multitud de programas se han creado para cumplir con esos objetivos. La siguiente lista corresponde a los principales programas que llevan a cabo alineamientos pareados y que son utilizados para explorar las bases de datos en busca de homólogos:


BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Es una aproximación altamente eficiente para comparar dos secuencias y explorar bases de datos en tiempos muy cortos. Desarrollado por Altschul, Gish, Miller, Myers y Lipman, esta herramienta implementa búsquedas de tipo local, generando alineamientos óptimos mediante el uso de matrices de sustitución. Los resultados son evaluados estadísticamente para asegurar la confiabilidad de éstos, haciéndolo un algoritmo simple y robusto. Se han desarrollado diferentes versiones de BLAST, entre las que se incluyen al BLASTp para comparar secuencias de aminoácidos, BLASTn para comparar secuencias de nucleótidos, BLASTx para comparar una secuencia de nucleótidos (traducida) contra secuencias de aminoácidos, tBLASTn para comparar  una secuencia de aminoácidos contra secuencias de nucleótidos (traducidas), tBLASTx para comparar una secuencia de nucleótidos (traducida) contra secuencias de nucleótidos (traducidas) de la base de datos. Todas las versiones anteriores de BLAST utilizan matrices de sustitución tipo PAM o BLOSUM. Sin embargo, existen otras versiones de BLAST, como PSI-BLAST y DELTA-BLAST, que ocupan lo que se conoce como matrices de sustitución específicas para cada posición (PSSM). En estas versiones de BLAST se construyen matrices de sustitución para cada posición de las secuencias; por lo tanto, los pesos para cada aminoácido de cada una de las columnas de la alineación se calculan tomando en consideración las frecuencias y sus propiedades fisicoquímicas. En lugar de ocupar una sola matriz de sustitución para toda la alineación, se ocupará una súpermatriz con una dimensión de 20xL, en donde L corresponde a la longitud del alineamiento de varias secuencias homólogas. Tradicionalmente, a los algoritmos que ocupan PSSMs se dice que trabajan con perfiles, y éstos están íntimamente asociados con los dominios proteínicos, los cuales pueden ser definidos como las unidades estructurales, y en algunos casos, funcionales de las proteínas, y que pueden ser característicos de una familia de proteínas homólogas. El uso de perfiles es altamente eficiente para la búsqueda de homólogos remotos, es decir, para encontrar secuencias poco conservadas. De ahí su alta popularidad entre la gente que se dedica a la bioinformática.


FASTA. Algoritmo desarrollado por David J. Lipman y William Pearson, el cual facilita la búsqueda de similitudes entre secuencias de aminoácidos y/o de nucleótidos. Es un programa altamente eficiente y sensible para reconocer regiones conservadas mediante el uso de matrices de sustitución en periodos de tiempo relativamente cortos. Es un alineamiento de tipo local y su uso se ha visto reducido por los algoritmos que emplean perfiles.


HMMER. Es una paquetería desarrollada por Sean Eddy, Travis Wheeler y el grupo de trabajo “HMMER” para identificar homólogos remotos, tanto de ácidos nucleicos como de proteínas. La homología se detecta al comparar un perfil HMM contra una o varias secuencias. Los perfiles HMM se construyen a partir de un alineamiento múltiple y pueden ocupar tanto alineamientos de tipo local, como alineamientos de tipo global. Existen diferentes programas que están dentro de la paquetería HMMER, incluyendo a hmmscan para buscar secuencias de proteínas contra perfiles HMM de una base de datos, hmmsearch para realizar búsquedas de un perfil HMMs contra una base de datos de secuencias, jackhmmer para hacer búsquedas iterativas de secuencias contra una base de datos de proteínas, nhmmer para buscar secuencias de DNA/RNA contra secuencias de DNA y/o RNA de una base de datos, nhmmscan para realizar búsquedas de secuencias de nucleótidos contra perfiles hechos de secuencias de nucleótidos, y phmmer para buscar secuencias de proteínas contra una base de datos de proteínas.


SSEARCH. Es un programa que ocupa el algoritmo Smith-Waterman desarrollado por Temple Smith y Michael Waterman para hacer alineamientos locales y la búsqueda de regiones similares entre secuencias de proteínas o de ácidos nucleicos. El algoritmo compara segmentos de todas las posibles longitudes y optimiza la medida de similitud. Para ello, crea una matriz de puntaje en donde se registran los puntajes de identidad, similitud e indels, y los resultados son evaluados utilizando una medida estadística llamada Z-score. La base su funcionamiento se deriva de otro algoritmo llamado Needleman-Wunsch, el cual fue uno de los primeros algoritmos de programación dinámica desarrollados para la comparación de secuencias biológicas.


Para conocer más del software utilizado para llevar a cabo alineaciones múltiples, consulta el libro “The Phylogenetic Handbook. A Practical Approach to Phylogenetic Analysis and Hypothesis Testing” de Lemey, Salemi y Vandamme (2009).


 


 




Alineaciones múltiples


 


La alineación de secuencias múltiple es una extensión del alineamiento pareado. Una vez que se han obtenido un conjunto de secuencias homólogas, éstas se comparan de manera pareada para saber cuáles de ellas están más relacionadas entre sí con el objetivo de reconocer su historia evolutiva. Los algoritmos que hacen alineaciones múltiples comienzan comparando la similitud de todas las parejas de secuencias, alineando primero a las dos secuencias con la similitud más alta. Las otras secuencias se van adicionando progresivamente de acuerdo al resto de valores de similitud. Durante el alineamiento se van añadiendo espacios que representan a los indels, simulando los procesos de inserción y deleción. De esta manera, se forman los bloques homólogos posicionales en el conjunto de secuencias.


 


La obtención de un buen alineamiento múltiple es uno de los pasos más importantes en la construcción de un árbol filogenético. Por lo tanto, si la similitud es baja, dando como resultado un alineamiento pobre, entonces es recomendable editar las secuencias para eliminar todas aquellas regiones altamente variables. La edición de las secuencias nos permitirá reconstruir la historia evolutiva de las regiones compartidas. La adición de fragmentos en algunas secuencias por fenómenos de recombinación independientes, u otros eventos, no son importantes para la reconstrucción filogenética.


 


Además del uso de las alineaciones múltiples para la construcción de árboles filogenéticos, éstas también nos pueden servir para localizar regiones conservadas involucradas con la función y estructura de la proteína, o para reconocer dominios o segmentos altamente conservados que forman la parte distintiva de una familia de proteínas.


 


 




Filogenia molecular


Una de las herramientas centrales de la biología es la comparación. A través de la comparación de las características que comparten los organismos se pueden inferir algunos aspectos sobre su historia evolutiva. Para poder reconstruir la historia evolutiva de los seres vivos y el patrón de las relaciones evolutivas se hace uso de la sistemática filogenética.


La sistemática filogenética utiliza diagramas, a los que llamamos filogenias, para representar las relaciones de ancestros-descendientes de un conjunto de organismos o moléculas. Los fundamentos de la sistemática filogenética provienen de las ideas de Charles R. Darwin, quien consideró que la evolución es producto de la descendencia con modificación, por lo que la historia evolutiva de los organismos debe estar reflejada en sus patrones de ancestría y descendencia. Fue Darwin quien popularizó la idea de representar, de manera metafórica, las relaciones evolutivas en forma de árboles. Darwin publicó un solo árbol evolutivo, y éste fue incluido en su libro de El Origen de las Especies por medio de la Selección Natural de 1859. Sin embargo, Darwin dibujó varios árboles en sus notas de trabajo a lo largo de su vida, incluyendo árboles evolutivos de mamíferos (1850), de primates (1868), y árboles evolutivos que mostraban el origen común de placentarios y marsupiales (1887). La metáfora de un árbol como representación de la historia evolutiva maduró considerablemente en la mente de Darwin durante más de 20 años, culminando con la idea de la existencia de un árbol de la vida para ejemplificar la historia interconectada y clasificación de los seres vivos. La descripción de un árbol de la vida es muy clara en su correspondencia personal. En una carta escrita a Huxley en 1857, Darwin dijo: “Creo que el tiempo llegará, aunque no creo estar vivo para verlo, cuando veamos árboles genealógicos verdaderos para cada uno de los reinos en la naturaleza”.


Actualmente, la reconstrucción de árboles filogenéticos ha llegado a ser una actividad rutinaria en estudios evolutivos. En los últimos años ha habido un gran avance en la biología que nos ha permitido disponer de una gran cantidad de información sobre la variabilidad de los seres vivos en sus secuencias genéticas, y en el desarrollo de técnicas y herramientas que nos permiten analizar esa información. De esta manera, surge la filogenia molecular, la cual puede definirse como una rama de la filogenia que ocupa los caracteres moleculares para obtener información de las relaciones evolutivas de un conjunto de organismos.


 


 


 




Los árboles filogenéticos


 


La evolución es el principio unificante de toda la biología y el entender cómo se establecen las relaciones evolutivas entre los seres vivos se convierte en un punto crucial. La forma de visualizar las relaciones evolutivas de los organismos, o de las moléculas que se estén comparando, es mediante un esquema llamado árbol evolutivo o filogenia. Diferentes tipos de diagramas se han utilizado para representar esas relaciones de parentesco entre los organismos o moléculas, pero todas ellas tienen la forma de un árbol. Un árbol filogenético está compuesto por nodos externos que representan a las entidades que se están analizando (p.ej. los organismos o las secuencias moleculares) y nodos internos que hacen referencia a las entidades ancestrales; también está compuesto por un conjunto de ramas que simbolizan a las relaciones de ancestría-descendencia, y por una raíz que representa a la entidad ancestral de la cual derivan el resto de los nodos.


En los árboles filogenéticos no siempre se conoce la raíz, por lo tanto, a estos árboles se les denomina como árboles sin raíz, y únicamente muestran las posiciones de las entidades analizadas sin indicar la dirección del proceso evolutivo. Aquellos árboles que sí incluyen a ese nodo particular se les conoce como árboles con raíz, y en este tipo de diagramas se puede saber la dirección del proceso evolutivo. En un árbol también se pueden identificar a los grupos de entidades que están cercanamente relacionados mediante un conjunto de ramas y nodos a los que se les da el nombre de clados. Por lo tanto, un clado está compuesto por un grupo de organismos, o moléculas, que incluyen al ancestro y a sus descendientes. A los organismos y/o moléculas que se están analizando para construir árboles filogenéticos también reciben el nombre de Unidades Taxonómicas Operacionales (OTUs), mientras que las entidades ancestrales reciben el nombre de Unidades Taxonómicas Hipotéticas (HTUs).


 





 


 


Árbol filogenético sin raíz. Estos árboles son también válidos y se usan cuando no tenemos certeza del grupo externo adecuado para enraizar el árbol, sin embargo, podemos reconocer ciertos grupos. Observa como tenemos grupos de fagos de DNA (DNA phages) en color rosa para resaltarlos, por otro lado tenemos en azul a los Arenavirus (Arenaviruses) y en otro grupo a virus de RNA como el SARS-CoV-2. En este trabajo se demostró que los virus pueden robarse enzimas enteras de células lo que les puede dar una ventaja evolutiva. Imagen tomada de Cruz-González A, Muñoz-Velasco I, Cottom-Salas W, Becerra A, Campillo-Balderas JA, et al. (2021) Structural analysis of viral ExoN domains reveals polyphyletic hijacking events. PLOS ONE 16(3): e0246981. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0246981 con permiso de los autores.


 


 




Árbol filogenético con raíz que muestra las relaciones de serpientes y otros reptiles como geckos, tortugas, aves, algunos dinosaurios emparentados con las aves y cocodrilos. La raíz está representada con la letra A y es el origen de todos estos grupos de animales y nos ayuda a darle polaridad o dirección al árbol. A grandes razgos, tenemos dos grupos de reptiles, el primero que incluye a las serpientes, lagartijas y geckos. Por otro lado, un segundo grupo que incluye las aves y los cocodrilos y algunos dinosaurios. ¡Sí, las aves modernas son parientes filogenéticos de los dinosaurios! Tree adapted from Irisarri, I., Baurain, D., Brinkmann, H., Delsuc, F., Sire, J.-Y., Kupfer, A., … and Philippe, H., 2017. Phylotranscriptomic consolidation of the jawed vertebrate timetree. Nat Ecol Evol 1, 1370–1378. https://doi.org/10.1038/s41559-017-0240-5


Imagen tomada y modificada con fines educativos de © UC Museum of Paleontology Understanding Evolution, www.understandingevolution.org. con licencia CC BY-NC-SA 4.0 Deed Attribution-NonCommercial-ShareAlike 4.0 International


 


 


 




Modelos evolutivos


Un modelo evolutivo es una descripción matemática de cómo evolucionan las secuencias, y funcionan como un puente de conexión entre las alineaciones de secuencias y los métodos de reconstrucción filogenética.


Existen modelos de sustitución tanto para secuencias de aminoácidos como para secuencias de nucleótidos. Anteriormente, se asumía que cada sitio o posición en las secuencias evolucionaban a la misma tasa de cambio. Sin embargo, hoy en día, se asume que cada sitio evoluciona independientemente, a pesar de que no es una visión tan realista, ésta nos sirve para simplificar la complejidad computacional al momento de reconstruir una filogenia.


La sustitución entre nucleótidos, o entre aminoácidos, se modela como un evento aleatorio y los cambios entre los estados se describen mediante cadenas de Markov en las que la probabilidad de cambio solo depende del residuo actual y no de los residuos que estuvieron ocupando anteriormente esa posición.


El modelo de evolución más sencillo para la sustitución de nucleótidos es conocido como Jukes-Cantor (JC), el cual asume que cualquier cambio entre nucleótidos ocurre con la misma probabilidad y que las frecuencias de los nucleótidos son iguales. Uno de los modelos de evolución más complejos es el modelo de Tiempo General Reversible (GTR) que utiliza diferentes parámetros que involucran a la estacionariedad, reversibilidad y homogeneidad. Los modelos que se ubican entre el más sencillo y el más complejo son K80, F81, F84, HKY85 y TN93.


En los modelos de cambio para aminoácidos no se estiman los parámetros, sino que se fijan previamente. En estos modelos se utilizan matrices de reemplazamiento como las Blosum, Dayhoff, JTT, LG, MtArt, MtREV, WAG, entre otras. En algunos casos es posible usar las frecuencias observadas de aminoácidos.


Los modelos de evolución, además de modelar las probabilidades y las frecuencias, también pueden utilizar otros parámetros en los que se asumen que las regiones dentro de una secuencia tienen diferente tasa de evolución. Por ejemplo, se puede modelar la variación de las tasas entre las posiciones del alineamiento mediante la distribución gamma (+G), o se puede asumir que una proporción de las posiciones o sitios son invariables (+I).


La elección del modelo dependerá del conjunto de datos que se estén analizando, por lo que se debe utilizar el modelo que más se ajuste a los datos. Mientras más cercano esté a la realidad de los datos, la inferencia filogenética será mejor.


 


 




Infiriendo árboles filogenéticos


La reconstrucción de la historia evolutiva de un conjunto de moléculas u organismos puede llegar a ser extremadamente compleja y en muy pocas ocasiones es posible llegar a una conclusión verdadera. Aunque existen muchos métodos disponibles, ninguno de ellos garantiza que el árbol filogenético inferido es el árbol verdadero. Por lo tanto, cualquier diagrama que represente las relaciones evolutivas va a ser una hipótesis, la cual puede tener un excelente sustento por las evidencias, directas o indirectas, que provienen de otras investigaciones o de otras disciplinas científicas.


Los métodos para reconstruir árboles filogenéticos a partir de caracteres moleculares se pueden agrupar de acuerdo al tipo de información que utilizan (p.ej. estados de carácter discretos o de matriz de distancia) y de acuerdo a la aproximación del algoritmo empleado (p.ej. algoritmo de agrupamiento o el criterio de optimización).


En los métodos de estado de carácter se usan caracteres discretos. En el caso de las secuencias, cada posición de la secuencia en el alineamiento es un “carácter”, y cada residuo, ya sea un aminoácido o un nucleótido en esa posición, es un “estado”. Usualmente, todas las posiciones de los caracteres se analizan independientemente, por lo tanto, cada columna del alineamiento es considerada como un evento evolutivo independiente.


En los métodos de matriz de distancia se calculan las medidas de disimilitud de cada OTU para producir una matriz con los valores de distancia para cada pareja comparada. A partir de esos valores se infieren las relaciones filogenéticas de los OTUs. Este método resulta ser muy rápido y puede analizar una gran cantidad de información. Los métodos de distancia usualmente emplean un modelo evolutivo para las secuencias que han divergido mucho a lo largo del tiempo. El objetivo del modelo evolutivo es el de corregir aquellos eventos en donde se producen mutaciones muchas veces en un mismo sitio.


En los métodos de optimización se examinan diferentes topologías de árboles para buscar el árbol óptimo. Por ejemplo, pueden utilizar un criterio estadístico para considerar la probabilidad de que un árbol haya dado lugar a los datos observados según un modelo evolutivo, y así poder comparar el soporte de cada uno de los árboles producidos. Dada la cantidad de árboles que se pueden generar a partir del número de OTUs empleados, estos métodos resultan ser poco prácticos para analizar mucha información por la cantidad de tiempo utilizado.


En el método de agrupamiento se evita evaluar diferentes árboles. A diferencia del método de optimización, en este método se produce un solo árbol a partir del agrupamiento gradual de los OTUs que se estén analizando. En estos métodos se utilizan diferentes algoritmos para reconstruir la topología del árbol, los cuales pueden ser muy rápidos y utilizar una gran cantidad de información.


Entre los programas que utilizan estados de carácter bajo el criterio de optimización se encuentran el de Máxima Parsimonia (MP), Máxima Verosimilitud (MV) y la Inferencia Bayesiana, mientras que los programas que utilizan matriz de distancia y un criterio de optimización incluyen al Fitch-Margoalish, y los programas que usan una matriz de distancia, pero bajo un criterio de agrupamiento, encontramos al UPGMA y al Neighbor-Joining (NJ).


 


 


 




Inferencia filogenética basada en métodos de distancia


Uno de los primeros métodos utilizados para reconstruir árboles filogenéticos basados en distancia, y con el criterio de agrupamiento, es el UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic means). De manera general, el agrupamiento se hace con base en los valores más pequeños de distancia para cada pareja. Una vez que se ha establecido la pareja más cercana, se vuelve a calcular una matriz para buscar a las parejas con la distancia más pequeña. Este proceso se repite hasta que se agrupen todos los OTUs. En este método se asume que la tasa evolutiva es idéntica para todas las secuencias, lo que produce varios errores en los árboles filogenéticos.


Otro método que construye árboles a partir de una matriz de distancia y un criterio de agrupamiento es el Neighbor-Joining. En este método se buscan, secuencialmente, parejas de vecinos que estén conectados por un único nodo y que tengan la distancia más corta. El proceso comienza con un árbol en forma de estrella que no tiene ramas internas. Después, se toma a la primera pareja de OTUs que están conectados por un solo nodo y que tienen la longitud de rama más pequeña, la cual fue calculada a partir de las distancias entre los OTUs, y se añade la primera rama interna. El algoritmo va conectando a las parejas de vecinos (OTUs compuestos) secuencialmente con base en las longitudes de las ramas y la conexión con un nodo. Finalmente, el algoritmo une al último par de OTUs que producen el árbol que minimiza la longitud de las ramas internas.


El método Fitch-Margoliash está basado en una matriz de distancia y ocupa un criterio de optimización. En este método se evalúan todos los posibles árboles para encontrar el árbol que minimiza las diferencias entre las distancias genéticas por pares y la distancia representada por la suma de las longitudes de las ramas para cada par de taxones en el árbol.


 


 




Inferencia filogenética basada en métodos de parsimonia


Este método tiene como objetivo el encontrar la topología del árbol que pueda explicarse con el menor número de cambios de caracteres (sustituciones) en las secuencias. Normalmente, este método produce más de una topología, y comienza con la búsqueda de sitios informativos. Un sitio será informativo si favorece a una topología sobre las otras restantes. Una vez que se analizan todas las topologías para cada uno de los sitios informativos se hace una sumatoria del número total de cambios para cada árbol, y se elije al que tenga un menor número de cambios.


 


 




Inferencia filogenética basada en métodos de máxima verosimilitud


El método de máxima verosimilitud es similar al de máxima parsimonia debido a que tiene que examinar diferentes topologías de los árboles y evaluar el soporte relativo sumando todas las posiciones de la secuencia. Este método trata de encontrar el árbol más probable a partir de los estados de los caracteres o datos (D) dada una determinada topología de árbol o hipótesis (H) y un modelo de evolución (M), es decir, se intenta conocer cuál es la probabilidad de que, habiendo obtenido un determinado árbol, éste sea el resultado de nuestros datos.


 


Para un árbol en particular, el cálculo de la probabilidad implica sumar todos los posibles estados de los caracteres en los nodos ancestrales. Utiliza técnicas de optimización numérica para encontrar la combinación de longitudes de ramas y parámetros evolutivos que maximicen la probabilidad. Busca la probabilidad de varias topologías y aquel árbol que tenga la mayor probabilidad es el que se elige.


 




Inferencia filogenética basada en métodos bayesianos


La inferencia bayesiana es un método que emplea los estados de carácter y utiliza un criterio de optimización. Se basa en el concepto de probabilidad para buscar un conjunto de árboles o hipótesis plausibles para los datos. Requiere que se especifiquen previamente los parámetros del modelo (modelo de sustitución, longitud de las ramas, y topología del árbol). Sin embargo, no siempre se conocen con toda certeza esos parámetros, así que se recurre a la suposición de que cada topología del árbol es igualmente probable. Las probabilidades posteriores se obtienen mediante la exploración del espacio del árbol a partir de Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC), en donde se simula un conjunto aleatorio de parámetros y se propone un nuevo estado, y para cada paso se calcula el índice de probabilidad y el índice anterior para el nuevo estado con relación al estado actual. Si los resultados son mejores, entonces se aceptan lo parámetros y se continúa el análisis. Después de una convergencia inicial a un conjunto de soluciones probables de modelo/árbol, se espera que este algoritmo estocástico muestre la distribución de probabilidad posterior. La frecuencia con la que se muestrea la topología del árbol es proporcional a su probabilidad posterior. Los resultados se presentan como características resumidas de las muestras (p.ej. media o mediana) y un árbol consenso.


 


 




Marcadores evolutivos


Los marcadores moleculares son un conjunto de biomoléculas que han sido utilizadas en estudios filogenéticos. Entre el conjunto de biomoléculas que se han utilizado para establecer las relaciones evolutivas de los seres vivos se encuentran los ácidos nucleicos (DNA y RNA) y las proteínas (enzimas y proteínas estructurales). Como se mencionó anteriormente, la comparación de las secuencias pertenecientes a los genes, o a sus productos codificados (p.ej, las proteínas), son una fuente extremadamente importante para estudiar la historia de esas moléculas, y en algunos casos, la historia de los organismos que poseen esas moléculas.


En sistemática filogenética, el uso de marcadores moleculares resulta ser muy importante debido a que la información molecular nos ayuda establecer relaciones evolutivas de los organismos que no comparten características fenotípicas visibles, por ejemplo, una bacteria comparada con un elefante o con una planta. Esa limitación morfológica se puede resolver mediante la comparación de las características que tienen en común esos grupos de organismos, es decir, las biomoléculas. Por lo tanto, la comparación de marcadores moleculares nos ayuda a establecer historias evolutivas de la biosfera, lo cual hubiera sido imposible con el uso de los métodos tradicionales como la morfología, anatomía, fisiología, paleontología, etc.


Aunque el uso de las moléculas puede ser fundamental para la construcción de las filogenias, también pueden presentar una serie de inconvenientes. En la reconstrucción de un árbol filogenético, distintos marcadores moleculares pueden producir diferentes topologías o formas, algunas de ellas contradictorias, para el mismo grupo de organismos que se estén analizando. Esas aparentes incongruencias podrían deberse a varias causas, incluyendo las diferentes tasas de evolución de las secuencias que se estén comparando, a los eventos de transferencia horizontal de genes que ocurren cuando un grupo de organismos le transfiere genes a otros organismos que no están cercanamente relacionados, a la pérdida de genes homólogos, a los eventos de paralogía (ver Genes ortólogos, parálogos y xenólogos), entre otros. Por lo tanto, es muy importante seleccionar los marcadores evolutivos adecuados para estimar una topología confiable.


No todos los marcadores moleculares son útiles para el análisis de un grupo particular de organismos. Algunos aspectos que se deberían tomar en consideración son: a) que el gen (o proteína) sea de copia única, esto nos evitará combinar la historia evolutiva de diferentes secuencias; b) que las secuencias tengan una longitud similar, lo que permitirá que las alineaciones sean mejores al no incorporar espacios conocidos como indels (ver Mutaciones reconocibles en las alineaciones); c) que la tasa de sustitución sea la óptima, por ejemplo, que la tasa de sustitución sea rápida si se desea comparar a organismos cercanamente relacionados, por el contrario, que la tasa de sustitución sea lenta si desea comparar a organismos que están lejanamente relacionados; d) que el marcador no sea producto de eventos de transferencia horizontal debido a que puede producir una historia evolutiva diferente; y e) que la distribución filogenética del marcador sea la adecuada, es decir, que el marcador molecular esté presente en todos los organismos que se van a analizar. Finalmente, resulta importante reconocer que la filogenia molecular refleja exclusivamente la evolución de una secuencia. En algunos casos, la historia evolutiva de la secuencia puede ser similar o idéntica a la de los organismos; cuando ocurren estos casos, se podrá concluir que esa secuencia es un buen marcador molecular que refleja la historia evolutiva de los seres vivos.


Para conocer los diferentes marcadores moleculares que más se han utilizado en los estudios filogenéticos, se puede consultar la revisión hecha por Patwardhan, Ray y Roy del 2014 en 10.4172/2329-9002.1000131
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Secuencias didácticas y prácticas de laboratorio


 


A continuación, te presentamos algunas secuencias didácticas y prácticas de laboratorio propuestas por profesores y profesoras de la Escuela Nacional Preparatoria y de la Facultad de Ciencias de nuestra Universidad, con la finalidad de que puedas aplicar algunos conceptos revisados anteriormente.




Secuencia didáctica integradora de los contenidos conceptuales, procedimentales y actitudinales


Genes y biotecnología para resolver problemas actuales


 


 


 




	
		
	
	
		
				
			Título de la secuencia: Genes y biotecnología para resolver problemas actuales.

			
		

		
				
			Autor(es): Violeta Méndez Solís, Hilda Claudia Morales Cortés, Paulina Cifuentes Ruiz y Wolfgang Cottom Salas.

			
		

		
				
			Correo electrónico de contacto: wolfgang.cottom@enp.unam.mx 

			
		

		
				
			Plan y programa: Biología IV 1502 Plan 1996

			
		

		
				
			Contenidos abordados: La investigación biológica y sus aportaciones para la comprensión de alteraciones en los procesos celulares: ejemplos de investigaciones y


			aportaciones en distintas áreas como biología celular y molecular, genómica,


			edición del genoma, proteómica y transgénicos, entre otros. Uso de herramientas para la búsqueda y selección de información confiable en internet, que ayude a la comprensión de temas como alteraciones metabólicas y genéticas. 

			
		

		
				
			Temas abordados: Genes y proteínas, dogma central, expresión genética.

			
		

		
				 
		

		
				
			Requerimientos (técnicos y teóricos): Acceso a computadora, internet navegador procesador de texto plano (Sublime text, Bloq notas, Text Wrangler, NO WORD). 


			Teóricos: Dogma central de la Biología Molecular.

			
		

		
				
			Número recomendado de estudiantes: 150 en tres grupos

			
		

		
				
			Objetivo(s) de la secuencia: 


			Que el alumno se familiarice y conozca las bases de datos biotecnológicos disponibles en internet (NCBI gene bank, UNIPROT),  la definición de gen, homología y la estructura de los genes.


			Que el alumno comprenda cómo funcionan las bases de datos (producción y depósito de información)


			Que el alumno se habilite en la aplicación/uso de aplique técnicas (programas) bioinformáticos.


			Que el alumno analice funcionalmente un gen en un contexto biológico. (A través de una búsqueda especializada de información)


			Que el alumno pueda crear una reflexión de la importancia de esta información biológica y biotecnológica para la generación/construcción de conocimiento y la resolución de problemas de salud.

			
		

		
				
			Justificación y metodología

			 

			La bioinformática es una disciplina científica que requiere esfuerzos colectivos de distintas técnicas y fundamentos teóricos como las matemáticas, la informática y desde luego, la biología. El estudiantado, mediante el acceso y la ejecución de programas bioinformáticos podrá tener acceso a secuencias de genes y proteínas reales depositadas en bancos de datos las cuales son producto de la actividad científica mundial. Al tratarse de datos biológicos reales, se podrá iniciar un proceso de apreciación y valoración del estudiantado hacia el quehacer científico para la producción de conocimiento para la humanidad y por otro lado, una apreciación y valoración del estudiantado hacia la importancia de los datos biotecnológicos que se utilizan para resolver un problema de salud pública real.

			 

			La metodología de esta secuencia plantea un aprendizaje situado a partir de una secuencia problema, la cual representa a un gen; que cuando está defectuoso (un alelo recesivo en dominancia completa) puede causar una enfermedad que disminuye la calidad de vida de los portadores. En este sentido, el estudiantado a través de herramientas web y asesoría del profesor, tratará de resolver y proponer una hipótesis acerca de la una secuencia problema.

			 

			Inicio

			 

			El profesor aplicará asíncronamente un cuestionario (PRE-TEST) al estudiantado previo a la aplicación de la secuencia, (enfatizando que la actividad no tendrá una evaluación sumativa para la calificación de los estudiantes participantes) haciendo énfasis sobre que no tiene un valor sumativo para el estudiantado.

			 

			En la primera sesión, el profesor deberá desarrollar en 50 minutos una clase sobre genética, genómica y bioinformática y también proporcionar material complementario al estudiantado (lecturas y algunos videos).

			 

			Desarrollo

			 

			La ejecución de la secuencia didáctica tendrá lugar en una sala de cómputo (considerar y reservar tres sesiones de 50 minutos). Se solicitará acceso a un navegador web, de preferencia Firefox o Chrome, solicitar también la instalación de los softwares Sublime text, Bloq notas, Text Wrangler o algún procesador de texto plano. Evitar Microsoft Word.

			 

			En la primera sesión se tendrá acceso a un servidor NAS especial para esta secuencia didáctica, el cual contiene los documentos de un gen problema en formato fasta. Durante esta sesión el estudiantado podrá explorar el formato fasta señalado el cual consiste en una línea inicial que comienza siempre con un signo “>” y una serie de datos que ofrecen al lector información sobre la secuencia. Esa primera línea puede contener el número de acceso de esa secuencia en una base de datos, puede también contener el nombre científico de la especie de la que este gen fue secuenciado, entre otros metadatos relacionados con la secuencia.

			 

			Cuando se abren este tipo de archivos es importante siempre utilizar un software que no altere el formato de la secuencia, de tal suerte que siempre se pueda trabajar con el archivo sin comprometer la información que ahí se contiene. En Linux se puede abrir en terminal usando nano, cat o vi:, en macOS puede abrirse con un programa como Text Wrangler, Sublime text o el mismo TextEdit incorporado. En Windows puede ser abierto en Sublime Text o en Bloq de notas siempre cerrando el programa sin guardar cambios ni (modificando) cambiando el formato.

			

			

			

			

			

			

			

			 
		

		
				 
		

		
				
			ACTIVIDAD(ES) DE INICIO

			 

			PRE-TEST

			 

			Requerimientos: sala de cómputo y acceso a un formulario de Google.

			 

			Contenidos conceptuales

			 

			
					
				Flujos permitidos y no permitidos de la información genética

				

					
				Elementos estructurales de los genes (ORF, región reguladora y región codificante)

				

					
				Mutaciones que afectan a las proteínas (cambio de sentido), codón STOP anticipado.

				

			

			 

			Cuestionario 1 extra-clase

			 

			
					
				¿Qué elementos estructurales constituyen a un gen?

				

					
				¿Por qué nos sirve estudiar a los genes?

				

					
				¿Cómo se puede inferir la función de un gen?

				

					
				¿Qué elementos estructurales constituyen a una proteína?

				

					
				¿Qué es una mutación de cambio de sentido?

				

					
				¿De qué forma las mutaciones pueden alterar la estructura de las proteínas?

				

					
				¿Qué es la bioinformática?

				

					
				¿Qué es la genómica?

				

			

			 

			Primera sesión presencial en sala de cómputo.

			 

			Manipulación de secuencia problema y análisis de secuencia mediante un blastn.

			 

			Segunda sesión presencial en sala de cómputo.

			 

			Conversión de secuencia de DNA a mRNA, traducción de la secuencia de mRNA.

			 

			Tercera sesión presencial en sala de cómputo.

			 

			Búsqueda de la proteína en la base de datos PDB.

			

			

			 
			Resumen gráfico de las tres sesiones en sala de cómputo

			

			

			

			

			 
			

			
		

		
				
			ACTIVIDAD(ES) DE DESARROLLO

			 

			Manipulación de secuencia problema y análisis de secuencia mediante un blastn

			 

			Para conectar al servidor: https://bpbp8.quickconnect.to/ 


			Usuario: Sequences


			Password: Bioinformaticap8

			 

			
					
				Abrir el archivo secuencia_problema.fasta en la carpeta “Secuencia problema” con algún programa para manipulación de texto plano como Sublime text, Bloq notas, Text Wrangler. NO MICROSOFT WORD.

				

					
				Seleccionar y copiar toda la secuencia. Tener cuidado de seleccionar toda la secuencia desde la primera hasta la última línea.

				

					
				Pegar la secuencia en el cuadro de texto de BLASTN sin mover ningún parámetro y opción. LIGA: https://acortar.link/r7GwF0 o https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch 

				

					
				Analizar los resultados guiándose con la tabla guía.

				

			

			

			

			 
			Se traduce la proteína

			 

			
					
				Abrir el archivo secuencia_problema.fasta con algún programa para manipulación de texto plano como Sublime text, Bloq notas, Text Wrangler. NO MICROSOFT WORD. 

				

					
				Podemos convertir la secuencia de DNA en RNA simplemente buscando y reemplazando todas las “T” (de timina) por “U” (de uracilo). Buscar -> reemplazar “T” por “U”. No es importante si son mayúsculas o minúsculas pero de preferencia, mantener las minúsculas. El programa no tiene problemas en asumir las T como U pero para fines didácticos es buena idea cambiar las T por U.  Si hubiese problema, bajar del servidor el archivo secuencia_problema_rnamensajero.fasta, archivo listo con uracilos en lugar de timinas. En otra alternativa, se puede usar este servidor para transformar una secuencia de DNA en RNA https://biomodel.uah.es/en/lab/cybertory/analysis/trans.htm 

				

					
				Copiar y pegar secuencia en https://web.expasy.org/translate/ y seleccionar DNA forward (que significa hebra codificante).

				

					
				Seleccionar la opción Verbose: Met, Stop, spaces between residues  en Output format y dar click en Translate!

				

					
				Discutir el marco de lectura número 2 (5'3' Frame 2) o el marco de lectura que refleje la zona roja más larga ininterrumpida. Las regiones que no están sombreadas antes y después pueden asociarse a UTR’s o regiones que no se traducen (regiones reguladoras p.e.).

				

					
				Seleccionar la opción Includes nucleotide sequence, no spaces  in Output format

				

					
				Discutir la relación entre un aminoácido y cada tres nucleótidos.

				

			

			 

			Búsqueda de la proteína

			 

			Una vez obtenida la secuencia traducida a aminoácidos, podemos buscar la estructura terciaria de la proteína en el PDB.

			 

			
					
				Descargar el archivo .txt que contiene los marcos de lectura. Tener cuidado de anotar qué marco de lectura contiene la secuencia de aminoácidos más larga (el ORF correcto). 

				

					
				Copiar la secuencia y pegarla en la caja de búsqueda en https://www.rcsb.org/ 

				

					
				Seleccionar el primer resultado.

				

					
				Describir qué biomoléculas observamos.

				

			

			
		

		
				
			ACTIVIDAD(ES) DE CIERRE

			 

			Cuestionario 2 extra-clase

			 

			
					
				¿Qué importancia tiene en el ser humano el gen que analizaste? 

				

					
				¿Con qué  función está relacionado el gen que analizaste?

				

					
				Si el gen que analizaste está defectuoso, ¿qué consecuencia puedes deducir que se presentará en el portador puedes deducir? Realiza una investigación breve al respecto, de considerarlo necesario.Puedes realizar una investigación breve para responder esta pregunta.

				

					
				Existen genes que se comparten en distintas especies con un origen en común (homólogos), que tienen una alta similitud en secuencia de nucleótidos o aminoácidos y realizan la misma función. ¿Cómo se llaman estos genes? Guíate con: https://genotipia.com/genomica-comparativa/ 

				

			

			 

			
					
				Actualmente se pueden analizar y anotar (asignar las funciones de los genes)  genomas completos de varios millones de nucleótidos en una secuencia. ¿A qué puedes atribuir este avance?

				

			

			 

			
					
				¿Cómo consideras crees que es la colaboración científica para resolver problemas actuales o para producir conocimiento científico? Investiga la forma cómo se realiza la colaboración en la investigación científica. 

				

			

			
		

		
				
			POST-TEST

			
		

		
				
			Observaciones


			Este trabajo debe ser realizado de manera individual. Se desea evaluar el desempeño individual y medir estadísticamente el aprovechamiento y las diferencias antes y después de la ejecución de la secuencia. No comunicarse entre pares, no buscar en internet ni en otro sitio. No influye en tu participación ni en calificación.

			 

			Gracias.

			 

			Para la resolución de dudas en la aplicación de esta secuencia, contactar a Wolfgang Cottom al correo wolfgang.cottom@enp.unam.mx

			 

			Referencias
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			Programas en línea


			
					
				DNA<->RNA->protein. (n.d.). https://biomodel.uah.es/en/lab/cybertory/analysis/trans.htm

				

					
				Expasy - Translate tool. (n.d.). https://web.expasy.org/translate/

				

					
				Bank, R. P. D. (n.d.). RCSB PDB: Homepage. https://www.rcsb.org/

				

					
				BLAST: Basic Local Alignment Search Tool. (n.d.). https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

				

			

			 

			    


			   


			  


			  

			
		

	





 




 


 


 


 


 






Práctica de laboratorio


 


Archivo PDB: ¿qué es y por qué es importante conocerlo?


 


Autor: Adrián Cruz González


 


Requerimientos técnicos


Acceso a computadora, navegador de internet (Firefox, Google, etc.), procesador de texto plano (VS Code, Sublime text, etc.) y software de visualización de proteínas (PyMol, Chimera).


 


Requerimientos teóricos


Conocimiento básico de proteínas, ¿qué son y cómo se componen?


 


Número recomendado de estudiantes: 25-40


 


Objetivos de la secuencia


Que el alumno comprenda cómo se estructura un archivo PDB (.pdb).


Que el alumno se familiarice con la información contenida en los archivos PDB.


Que el alumno valore la importancia del análisis de proteínas.


Que el alumno conozca los archivos PDB y su relación con las matemáticas.en el quehacer científico.


 


Justificación y metodología


La bioinformática desempeña un papel importante en la investigación biológica y la comprensión de las funciones de las proteínas a través del análisis de archivos PDB (Protein Data Bank). Los archivos PDB nos permiten analizar estructuras tridimensionales de proteínas, lo que es fundamental para comprender cómo las proteínas interactúan con otras moléculas y/o proteínas. Dado que los alumnos utilizarán un archivo descargado de la base de datos del “Protein Data Bank”, estarán interactuando con datos de proteínas reales, lo cual les ayudará a comprender el quehacer científico y su impacto en la generación de conocimiento para la sociedad.


 


La metodología de esta secuencia propone que el aprendizaje parta del uso de un archivo PDB, el cual representa a una proteína. Utilizando el archivo, se describirán sus componentes y se hará la edición del mismo (guardando archivo original y editado). Por último, se abrirán los archivos en un software de visualización de proteínas (PyMol o Chimera), con el motivo de mostrar a los alumnos cómo se aprecian gráficamente los archivos PDB, comparando el archivo original con el editado.


 


Inicio


En la primera sesión (50 minutos), se impartirá una clase hablando de aspectos básicos sobre las proteínas, su conformación y algunas de las funciones que realizan. Se les proporcionarán referencias bibliográficas y algunos videos informativos a los alumnos.


 


Desarrollo


Durante la segunda sesión (50 minutos), se dará inicio a la secuencia didáctica. Esta se llevará a cabo en una sala de cómputo, en la cual, los ordenadores tengan instalados algún procesador de texto (Sublime text, Visual Studio Code) y acceso a un navegador web (Chrome, Firefox).


 


A cada alumno, se le solicitará entrar, mediante el navegador web, a la base de datos del “Protein Data Bank”. En el buscador de la base de datos se ingresará un código PDB, el cual consiste de 4 caracteres, este se les proporcionará a los alumnos durante la sesión. Procederán a descargar el archivo PDB en el ordenador, y posterior a ello, abrir el archivo en el procesador de textos. Durante la sesión, los alumnos podrán explorar el formato PDB, el cual contiene información sobre la organización tridimensional de una proteína. En general, la estructura del archivo se encuentra dirigida por etiquetas al inicio de cada línea, cada una de estas etiquetas hará referencia al tipo de información que nos proporciona esa línea determinada de texto.


 


En la tercera sesión (50 minutos), los alumnos harán una copia del archivo PDB. Utilizando la copia, el alumno borrará una sección de la proteína y se pasará a visualizar los dos archivos (original y editado) en algún software de visualización de proteínas (Chimera, PyMol). Este ejercicio se realizará con el propósito de familiarizar al alumno con los componentes del archivo y que comprenda la utilidad de estos datos.


 


Actividad(es) de inicio


Requerimientos: salón de clases con proyector y acceso a internet.


 


Contenidos conceptuales de la sesión de introducción



		
	Composición de las proteínas y lugar en el dogma central de la biología.

	

		
	Estructuras que adquieren las proteínas.

	

		
	Funciones que desempeñan las proteínas.

	




 


Cuestionario post-clase



		
	¿Cómo se componen los aminoácidos y cuántos existen?

	

		
	¿Cómo se clasifican los aminoácidos fisicoquímicamente?

	

		
	¿Cuáles son los aminoácidos escenciales y cuales son no esenciales?

	

		
	¿Cómo se unen los aminoácidos?

	

		
	¿Cuál es la estructura primaria, secundaria y terciaria de una proteína?

	

		
	¿Por qué es importante estudiar a las proteínas?

	

		
	¿Qué es la biología estructural y cómo se relaciona con la bioinformática?

	




 


Primer sesión en la sala de cómputo


Obtención del archivo y explicación de lo que es el formato PDB (análisis de los componentes del archivo).


 


Segunda sesión en la sala de cómputo


Visualización del archivo PDB, edición del mismo y comparación.


 


Resumen gráfico de las sesiones en la sala de cómputo


 





 


Actividad(es) de desarrollo


 


Obtención del archivo y explicación de lo que es el formato PDB (análisis de los componentes del archivo).



		
	En el navegador web acceder al sitio del “Protein Data Bank” (https://www.rcsb.org/), y utilizar la barra de búsqueda de la página para encontrar la proteína de interés. El código de la proteína a buscar es: 5C8U (“Crystal structure of the SARS coronavirus nsp14-nsp10 complex”).

	

		
	En la página de la proteína seleccionada, verás información detallada sobre la molécula, su estructura y otros datos relacionados. En la parte superior derecha de la página se encontrará un botón azul con la leyenda: "Download Files", al presionarlo, nos dará los distintos formatos en que podemos obtener el archivo, seleccionar la opción “PDB Format”, eso comenzará la descarga.

	

		
	Una vez descargado, abrir el archivo PDB con el procesador de textos seleccionado.

	

		
	Explorar la estructura del archivo PDB observando algunos componentes clave como: REMARK (anotaciones relacionadas con la estructura), ATOM (información sobre los átomos de la proteína), SEQRES (secuencia de aminoácidos de la proteína), HELIX y SHEET (información sobre la estructura secundaria de la proteína), etc.

	




 


Visualización del archivo PDB, edición del mismo y comparación.



		
	Abrir el archivo PDB descargado con el editor de texto. 

	

		
	Localizar una sección específica de la proteína en el archivo PDB para borrarla. Esto implica la eliminación de líneas que representan átomos, enlaces, etc. Siempre con el cuidado de no alterar la estructura general del archivo.

	

		
	Guardar una copia del archivo PDB original con un nombre diferente para conservar la versión no editada. En el archivo editado, guarda los cambios y asegúrate de mantener la extensión ".pdb".

	

		
	Abrir tanto el archivo PDB original como el archivo editado con un software de visualización (Chimera o PyMol). Comparar las dos estructuras y observar la región que se eliminó en la versión editada. Utilizar las herramientas proporcionadas por el software para explorar la estructura de las proteínas.

	




 


Actividad(es) de cierre


 


Cuestionario post-actividad



		
	En términos generales, ¿cuál es la función que realiza la proteína utilizada en la secuencia?

	

		
	¿Cuántos átomos componen a la proteína?

	

		
	¿Cuántos residuos (aminoácidos) tiene la proteína?

	

		
	Si la proteína que se ocupó en la secuencia “fallara”, ¿qué sucedería?

	

		
	Si se le quitara una región de su estructura a una proteína, ¿cuál sería la consecuencia?, y ¿por qué?

	




 


Reflexionar sobre cómo esta actividad ilustra la importancia de la integridad de la estructura tridimensional de las biomoléculas y cómo la modificación de una región puede afectar la función y las propiedades de la molécula.




 


Para la resolución de dudas en la aplicación de esta secuencia, contactar a Adrián Cruz al correo adrian33cruz@ciencias.unam.mx o wolfgang.cottom@enp.unam.mx 
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Programas en línea
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			 TÍTULO: Detectives de la biodiversidad

			
		

		
				
			Elementos

			
				
			Descripción

			
		

		
				
			1. Datos de identificación

			
				
			Programa: Temas Selectos de Biología (sexto año de bachillerato)

			
		

		
				
			Ubicación en el programa

			
				
			Unidad 1: La metodología de la Investigación en el desarrollo de los hallazgos científicos


			Unidad 3: Conocer la biodiversidad para proteger nuestro ambiente (técnicas de estudio de la biodiversidad).

			
		

		
				
			2. Objetivo (s) específico(s) de la secuencia

			
				
			
					Comprender la relevancia de los caracteres moleculares en el estudio de la biodiversidad.

					Utilizar herramientas bioinformáticas como BLAST, para determinar la identidad de una muestra de DNA mitocondrial.

					Reflexionar sobre la importancia y las limitaciones de las bases de datos de genes para el estudio de la biodiversidad.

			

			
		

		
				
			3. Contenidos

			
				
			Conceptuales

			
				
			Procedimentales

			
				
			Actitudinales

			
		

		
				 
				 
				 
		

	




	
		
				 
				
			1.6 La ciencia y los métodos de investigación d) elementos de una investigación científica


			3.3 Técnicas de estudio de la biodiversidad y su importancia

			
				
			2.7 Desarrollo de proyectos de investigación.


			3.6 Investigación y análisis de los tipos de biodiversidad

			
				
			1.16 Valoración del uso de la metodología de investigación como herramienta común en el quehacer científico


			3.12 Valoración de los tipos de biodiversidad, su importancia, impacto social, económico y político

			
		

		
				
			4. Vinculación con otras disciplinas

			
				
			Biología IV


			Biología V

			
		

		
				
			5. Ejes


			transversales

			
				
			Habilidades para la investigación y solución de problemas del mundo actual. Fomento de valores


			Manejo de TICs

			
		

		
				
			6. Duración de la secuencia

			
				
			1-2 sesiones de 50 minutos


			Conocimientos previos: metodología de la investigación experimental. Conceptos básicos sobre biodiversidad (especies, nombres científicos, categorías taxonómicas) y genes o marcadores moleculares. Técnicas básicas de biología molecular: extracción de DNA, PCR, Secuenciación Sanger.

			
		

		
				
			7. Fuentes

			
				
			
					Comisión Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad. (2023) Enciclovida. https://enciclovida.mx/

					International Barcode of Life. (2023). What is DNA barcoding? https://ibol.org/about/dna-barcoding/

					National Library of Medicine. Nacional Center for Biotechnology Information. (2023). Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

					National Library of Medicine. Nacional Center for Biotechnology Information. (2023).GenBank. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

					Wang, M. E. y Zhang, X.C. (2022). Friend or foe: Using DNA barcoding to identify arthropods found at home. Journal of Emerging Investigators. 5: 1-5.

			

			
		

		
				
			
					Etapas del proceso de enseñanza
				
						Activación de nociones previas.

				

				

			


			Construcción de conocimiento.


			
					
				
						Integración del conocimiento.

				

				

			


			 


			 


			Evaluación

			
				
			I. El (la) profesor(a) planteará las siguientes preguntas detonadoras al grupo:


			
					¿En qué tipo de información se basan l@s científic@s para describir una nueva especie?

					¿Sería útil el DNA para distinguir entre especies? Argumenta.

			


			
					De manera individual, l@s alumn@s leerán la siguiente información

			


			Anotarán en su cuaderno los siguientes puntos:


			
					¿Qué son los códigos de barra de DNA?

					¿Cuáles son los pasos básicos para obtenerlos?

					¿Qué es una “biblioteca” o base de datos de referencia?

					¿Por qué BLAST sería una base de datos de referencia de utilidad para identificar especies?

					El (la) profesor(a) retomará los puntos en plenaria. Organizará a l@s alumn@s en

			


			equipos de 3-4 integrantes para llevar a cabo la siguiente actividad. Al finalizar las instrucciones les


			compartirá la lista de cotejo con la que serán evaluad@s.


			
					Se les planteará a l@s alumn@s la siguiente situación hipotética:

			


			Imagina que eres parte de un equipo de científic@s que estudian la biodiversidad. Se proponen conocer la identidad de los artrópodos que habitan en los hogares de la Ciudad de México.


			Comienzan el muestreo en los hogares y en su laboratorio de Sistemática molecular extraen el DNA para cada individuo, amplifican y secuencian el gen mitocondrial que codifica para la subunidad I de la proteína Citocromo Oxidasa (COI). Como leyeron en la información previa, este es uno de los marcadores moleculares que ha sido ampliamente utilizado como un “código de barras” para la vida.


			
					Una vez reunidas las secuencias de COI en esta carpeta, su trabajo es utilizarlas para hacer una búsqueda en BLAST e identificar las especies a las que pertenecen.

					Complementarán la información del nombre científico con la distribución geográfica, la clasificación taxonómica y la imagen de la especie consultando el sitio de Enciclovida.

					Presentarán la información en un documento colaborativo en forma de una tabla con tres columnas: nombre científico (escrito en cursivas o subrayado) e imagen de la especie con pie de figura, clasificación taxonómica, y distribución geográfica. Agregarán un título adecuado para la tabla de acuerdo con la información que incluye.

					Contestarán las siguientes preguntas de análisis:

					¿Cuáles son las ventajas de los códigos de barra para la vida? ¿En qué situaciones puede ser útil identificar rápidamente a una especie?

					¿Cuáles son las desventajas o limitaciones de los códigos de barras para la vida?

					Si quisiéramos identificar especies de plantas, ¿la subunidad I de la proteína citocromo oxidasa sería igual de útil que en los animales? Argumenta tu respuesta.

					Si al extraer y secuenciar el DNA de una especie no encontráramos resultados en la herramienta BLAST, ¿a qué podría deberse?

					¿Cuál sería la importancia ecológica o de salud pública de los ejemplares identificados?

					El profesor dirigirá la discusión de las respuestas de los equipos en clase. Evaluará el documento colaborativo con una lista de cotejo. L@s alumn@s llenarán una rúbrica para su autoevaluación.

			

			
		

	





Práctica: Complejidad de los genomas


 


Realizó: Wolfgang Cottom Salas






 


Objetivo: El estudiante analizará 3 genomas de diferentes organismos, una bacteria, un perro (cromosoma x) y un gato (cromosoma 21) e interpretará las reglas de Chargaff para comprender la complementariedad de las bases que llevaron a proponer la estructura de los ácidos nucleicos.


Antecedentes: Desde hace 20 años el estudio de los genomas ha arrojado una gran cantidad de información muy importante que ha ayudado al conocimiento de enfermedades, procesos celulares, entre otros. Esta información la componen la secuencia de nucleótidos, los transcriptomas, proteomas, diferentes tipos de RNA, reguladores, metilomas, hasta las relaciones evolutivas que tienen entre los organismos. Además, existen múltiples reservorios encargados de poner a disposición del público toda esta información, entre ellos se encuentra: el NCBI (National Center of Biotechnology Information) y el Proyecto ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements). Toda la información contenida en estas páginas puede ser revisada en cualquier momento haciéndolas herramientas muy útiles para los estudiantes que deseen hacer investigación in sílico.


DESCARGAR CARPETA DE SECUENCIAS EN: https://drive.google.com/file/d/1xj5EY0EX627Wwj85SPOOzXhhBFIe1COV/view?usp=sharing 




Hipótesis o supuesto inicial de lo que esperas observar o poner a prueba:


 


 


 


Metodología:


 


ESTA PRÁCTICA ES COMPUTACIONALMENTE DEMANDANTE. REQUIERE TENER INSTALADO PYTHON3 Y TENER ACCESO A TERMINAL EN WINDOWS, LINUX O MACOS. SI NO SE TIENE ACCESO PUEDE SOLICITAR POR CORREO QUE SE CORRA EL ANÁLISIS DE LOS GENOMAS Y SE LE ENVIARÁN LOS RESULTADOS.



		
	Navega por la terminal a la carpeta que contiene los genomas, se llama "genomas_practica".

	

		
	Una vez dentro de la carpeta, ejecutar este comando: > python3 genomes_file_input.py

	

		
	El programa te solicitará que ingreses el nombre del archivo. clfcx.fasta contiene el cromosoma x del perro, ecog.fasta contiene el genoma de la bacteria Escherichia coli y humanX.fasta para el cromosoma X del humano.

	

		
	Repite el comando por cada uno de los genomas, anota los resultados que arroje la pantalla.

	

		
	Analiza tus resultados y elabora una tabla con ellos. Interpreta cada uno de los resultados que arroja el programa.

	




Resultados:




	
		
		
		
		
	
	
		
				
			Organismo 


			(nombre científico)

			
				
			G/C

			
				
			A/T

			
				
			Tamaño del genoma (Mb) 1Mb=un millón de bp

			
		

		
				 
				 
				 
				 
		

		
				 
				 
				 
				 
		

		
				 
				 
				 
				 
		

		
				 
				 
				 
				 
		

	





Responde las siguientes preguntas:


1. Analiza un genoma de cualquiera de los organismos seleccionados ¿Qué notas sobre la cantidad de bases de Adenina y Guanina, es la misma que de Timina y Citosina?




 


2. Compara entre los genomas ¿Poseen la misma cantidad de GC y TA?




 


3. ¿Cuál de ellos tiene mayor cantidad de GC? 




 


4. ¿Tendrá alguna ventaja termodinámica el tener mayor cantidad de GC o de TA?




 


5. ¿Se cumplen las reglas de Chargaff? Si no es así, discute porqué las proporciones no son exactas.


 


Conclusiones (escribe una conclusión sobre el análisis de genomas, así como las herramientas tecnológicas que se emplean para analizarlos).












 


Bibliografía (escribe 2 libros de texto consultados y 2 medios electrónicos en formato APA)






 




Endosimbiosis a prueba


 


Práctica de laboratorio


Autor: Wolfgang Francisco Cottom Salas


Objetivo: Que el estudiante pueda poner a prueba la teoría de endosimbiosis que explia el origen de las mitocondrias y cloroplastos en eucariontes a través de un análisis de la subunidad alfa de la ATP sintasa en bacterias, cloroplastos y mitocondrias.


 


Materiales:



		Set de secuencias en este LINK

		Computadora y acceso a internet

		Explorador web




Marco teórico


La simbiosis es una interacción estrecha y duradera entre dos organismos diferentes, denominados simbiontes, que viven juntos en una asociación mutuamente beneficiosa, neutral o perjudicial. Esta relación puede involucrar a especies de diferentes reinos biológicos, como animales, plantas, hongos o bacterias. La simbiosis puede clasificarse en tres tipos principales:



		
	Mutualismo: Ambos organismos se benefician de la relación, y a menudo no pueden sobrevivir de manera independiente. Un ejemplo es la asociación entre las raíces de las plantas y ciertos hongos micorrícicos, donde la planta proporciona carbohidratos a cambio de nutrientes absorbidos por los hongos.

	

		
	Comensalismo: Un organismo se beneficia de la relación, mientras que el otro no se ve afectado significativamente. Ejemplos incluyen aves que anidan en árboles sin afectar negativamente al árbol.

	

		
	Parasitismo: Un organismo se beneficia a expensas del otro, causándole daño. Un ejemplo común es la relación entre un parásito y su huésped, donde el parásito obtiene nutrientes a expensas del huésped.

	




La teoría de la endosimbiosis es una propuesta en biología evolutiva que explica el origen de las células eucariotas mediante la incorporación simbiótica de organismos más simples en células hospedadoras. Se postula que estructuras celulares complejas, como las mitocondrias y los cloroplastos, evolucionaron a través de la endosimbiosis. En este proceso, una célula fagocita a un organismo simbionte, estableciendo una relación simbiótica beneficiosa a lo largo del tiempo.


Materiales 


 



		Set de secuencias "endosimbiosis.fasta"

		https://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/simple_phylogeny/ 

		Computadora o smartphone con acceso a internet




Metodología



		Descarga el set de secuencias y envíalas a un alineador múltiple de secuencias, por ejemplo: https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo y selecciona proteínas como entrada. En tipo de archivo de salida selecciona PEARSON/FASTA y envía la solicitud al programa. Cuando finalice (tomará un par de minutos) el programa, dirígente a la pestaña Restult Files y descarga "The alignment in FASTA format converted by Seqret". En casi de tener problemas en ejecutra el alineamiento, puedes descargar el archivo listo para el siguiente paso en: https://drive.google.com/file/d/1A4UxCpWmb2r3TNGFi-BtYZcH090ovyt7/view?usp=sharing

		Puedes abrir el archivo con bloq de notas o Sublime Text (debes instalaro previamente descargándolo en: https://www.sublimetext.com/ ) NUNCA LO ABRAS CON WORD. Notarás que las secuencias tienen "-" GAPS, estas son mutaciones que han ocurrido en el tiempo y ayudan a diferenciar las secuencias entre especies. Posteriormente usa alguno de estos programas en línea: Simple phylogeny .fr en http://www.phylogeny.fr/simple_phylogeny.cgi o Simple phylogeny en .uk https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/phylogeny/simple_phylogeny Sube el archivo o abre el archivo con Sublime text y copia y pega todos los caracteres en la caja de texto. Envía el archivo sin modificar ningún parámetro. Visualiza la filogenia y discute. Puedes observar una filogenia de esta práctica resuelta en este link: https://drive.google.com/file/d/1W7aV9OxmFvpiJnZpNECCea91Apg1ZzEO/view?usp=sharing




Cuestionario guía


 



		¿A quién está asociado el tipo de secuencias de la cianobacteria "Thermosynechococcus elongatus" (la secuencia Cyano_thermosynechococcus elongatus? ¿A cloroplastos o a mitocondrias? ¿Por qué?

		¿A quién está asociado el tipo de secuencias de la mitocondria de "Homo sapiens, Bos taurus y a la planta Arabidopsis thaliana" (las secuencias Mitho_Arabidopsis thaliana, mit_Bos taurus y mit_Homo sapiens)? ¿A secuencias de cloroplastos o bacterias? ¿Por qué?




 


 



		
	Sagan, L. (1967). On the origin of mitosing cells. Journal of Theoretical Biology, 14(3), 255-274.

	

		
	Margulis, L. (1970). Origin of Eukaryotic Cells. New Haven, CT: Yale University Press.
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Hilda Claudia Morales Cortés
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EPUB/imgs/proteinasr.jpg
Reconstructed
ancestor

Often:
Thermostable
Promiscuous

Evolvable

Engineering guided
by ASR

Engineering
target





EPUB/imgs/usersbpbp8downloadsb.png
WOLFGANG COTTOM SALAS
EEEEEE

BIOINFORMATICA
PARA BACHILLERATO

ESCUELA NAGIONAL PREPARATORIA

INFOCAB PB202223





EPUB/imgs/imageeditor-imagee01.png
Duplicacién de genes:

Gen ancestral
de histona H1

Especiacion

Histona H 1.1

Histona H 1.2

05/
/))0
$2
(‘s-

Human histone H1.1
Human histone H1.2

Chimpanzee histone H1.1
Chimpanzee histone H1.2

obojeled

obojouO





EPUB/imgs/imageeditor-imageedi.png
Biology

Bioinformatics.

Computer
Science

‘www.flosgenomics.com





EPUB/imgs/image02.png





EPUB/imgs/image03.png
e i

T Duadh Vil ﬂ%}h“som\@m

oo Rartt e, tamintd] o — 50 M yoang

L t £ raet ) ST T
5 10 00 3%0 00 50 gep WO WO 9D






EPUB/imgs/image11.png





EPUB/imgs/imageeditor-image06p.png
sa|Ipod0sd

sinesouip
uejae-uou

spaq

sa|un3

soxpab

spaez)) ueyuens)

sayjeus

awn





EPUB/imgs/image05.png
ss(+)RNA

Coronavirus (SARS)

ss(-)RNA

[ ]
h Ly

h MvirNZg‘,’_cL

®
h  JvitNUCL )\

Y amorN\'\"‘L\‘\,,.eL

. o
Arenaviruses oo h €
[ ] &
h
. §
Q
& g
o' & DNA phages
&£ h
h @





EPUB/imgs/image07.png
®8





EPUB/imgs/capturadepantalla207.png





EPUB/imgs/capturadepantalla206.png
580 590 600 610
5_03_06_20_M_xico:/1-1273 ~ DAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAV
S_03_20_Francia:/1-1273 DAVRDPQTLE I LDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAV
S_12_19_China:/1-1273 DAVRDPQTLE I LDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAV
S_18_02_20_USA:/1-1273 DAVRDPQTLE I LDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAV
S_19_01_20_USA:/1-1273 DAVRDPQTLE I LDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAV
S_23_12_20_USA:/1-1273 DAVRDPQTLE I LDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAV
S_24_02_20_China:/1-1273 DAVRDPQTLE I LDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAV
S_29_03_20_Reino_Unido:/1-1273DAVRDPQTLE | LD I TPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAV
S_24_09_20_Francia:/1-1273 ~ DAVRDPQTLE | LDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAV
S_27.05_20_M_xico:/1-1273 ~ DAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAV






EPUB/imgs/capturadepantalla209.png
A SCTAGCAAGG T
NSV " g






EPUB/imgs/capturadepantalla208.png





EPUB/imgs/diseosinttulo.png
Aviso legal
D.R.©2023. Universidad Nacional Auténoma de México. Excepto donde se indique lo contrario, esta obra esta bajo una

licencia Creative Commons Atribucién-No comercial 4.0 Internacional (CC BY-NC 4.0 Internacional).
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/legalcode es
®S

[N e ne

Forma sugerida de citar la secuencia didactica

Hernandez-Morales, R., Becerra, A., Morales, H., Méndez, V., Cruz-Gonzalez, A., Cifuentes, P., Herrera-
Mejia, M, Reséndiz-Caballero, K., Cottom-Salas, W. (2023). Bioinformética para bachillerato. [Publicacién
digital]. Universidad Nacional Auténoma de México. Escuela Nacional Preparatoria Plantel 8 "Miguel E.
Schulz". https://repositorio.cab.unam.mx

Con la licencia usted es libre de @ ®S
\

o Compartir: copiar y redistribuir el material en cualquier medio o formato
o Adaptar: remezclar, transformar y construir a partir del material

Bajo los siguientes términos:

e Atribucion: usted debe dar crédito de manera adecuada, brindar un enlace a la licencia, e indicar si
se han realizado cambios. Puede hacerlo en cualquier forma razonable, pero no de forma tal que
sugiera que usted o su uso tienen el apoyo de la licenciante

o No comercial: usted no puede hacer uso del material con propésitos comerciales

En los casos que sea usada la presente obra, deben respetarse los términos especificados en esta licencia.





EPUB/imgs/capturadepantalla210.png
A,B (par de bases AT)

C,D (par de bases CG) Ignorando la doble hélice y solo
1 (esqueleto de fosfatos) considerando la hebra 5’ a 3’
2 (bases individuales sefialada con numeros rojos y solo
complementarias las bases visibles.

3 (base citosina ‘C’) 5’ATCTACATGTACGY





EPUB/imgs/image01.png





EPUB/imgs/bpb102.png
WOLFGANG COTTOM SALAS
EDITOR

BIOINFORMATICA
PARA BAGHILLERATO

ESCUELA NACIONAL PREPARATORIA

Plantel 8 Miguel E. Schulz Facultad de Ciencias UNAM

DICIEMBRE 2023
INFOGAB PB202223





EPUB/imgs/capturadepantalla203.png





EPUB/imgs/capturadepantalla202.png
37 (293)
The crystallography of hemoglobins,

By EDWARD T. REICEERT and AMOS P. BROWN.

[From the S. Weir Mitchell Laboratory of Physiology, University of
Pennsylvania.)

The primary object of this research was to determine whether
or not corresponding albuminous substances are identical. We
believed that if non-identity were established we should have a
fact of great fundamental importance in relation to heredity, the
origin of species, etc. The crystallographic method was adopted
because we believed that by this means we might succeed where
the chemist has failed ; and hemoglobin was selected as the first
substance of our inquiry because of its comparatively ready crys-
tallizability. Crystals from over one hundred species have been
studied, and we have not only positively shown the non-identity
of the hemoglobins, but have also brought to light much informa-
tion of broad biological interest. From a preliminary review of
our records certain facts stand out very prominently.

1. The constancy of genevic characters in the crystals.— For
instance, the genera that have been represented by a considerable
number of species, as Felis, Canis, Papio, etc., show in each case con-
stancy in the characters of the crystals in each genus, with marked
differences both in axial ratios and in crystal systems between the





