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LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA (BIOL. 3365)
Anélisis del gen AmyE mediante el uso de herramientas de bioinformatica

A. Objetivos generales:
Analizar secuencias de ADN utilizando herramientas de bioinformatica que se
encuentran en la pagina electronica del National Center for Biotechnology
Information (NCBI).

Analizar estructura primaria para predecir estructura secundaria y terciaria

B. Objetivos especificos:
1. Hallar la secuencia del gen AmyE de B. licheniformis utilizando el programa
GenBank®.
2. ldentificar genes homologos al gen AmyE utilizando la herramienta Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST).
3. Encontrar el “Open Reading Frame” (ORF) para el gen AmyE.

C. Introduccion

La bioinformaética es un campo de la ciencia que integra en una sola disciplina la
biologia, las ciencias de computos y la tecnologia de informacion. EI manejo y la
organizacion de la informacién biolégica han sido de vital importancia debido al
incremento anual en la adquisicién de informacidn genética.

El National Center for Biotechnology Information (NCBI) fue establecido en
noviembre de 1988 como una division del National Library of Medicine (NLM) en el
National Institutes of Health (NIH) como una respuesta del gobierno de los Estados
Unidos a la necesidad de mas y mejores métodos de procesamiento de informacién
bioldgica. Este juega un rol central en la creacion de bases de datos publicas,
investigaciones en el area de la biologia computacional, desarrollo de programas para
analizar datos de genoma y la diseminacion de informacion biomédica mediante PubMed
y PubMed Central. Algunas de las bases de datos contenidas en el NCBI son GenBank®
y OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man).

GenBank®

GenBank® es una coleccion publica e internacional de secuencias de ADN del
NIH mantenido como un consorcio entre el NCBI, el European Molecular Biology
Laboratory (EMBL) y el DNA Data Bank of Japan (DDBJ). Actualmente posee una base
de datos de secuencias de ADN de 100 gigabases. Este sistema permite hacer busquedas
de secuencias de ADN y descargar archivos en computadoras personales para analizar
posteriormente.



BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

BLAST es una herramienta para comparar secuencias de nucleétidos o proteinas
con todas las secuencias contenidas en la base de datos del NCBI. Entre algunos de los
programas de blsqueda que BLAST tiene se encuentran el blastn, el blastp y el blastx. El
programa blastn compara el ADN de interés (“query”’) con secuencias similares de ADN
en la base de datos. El programa blastp compara la proteina de interés con secuencias de
aminoacidos similares, mientras que el programa blastx compara la secuencia de
nucledtidos de interés traducida con secuencias proteicas en la base de datos.

El analisis de homologia que realiza este programa es de vital importancia para la
investigacion porque, si ciertas secuencias son similares (= 25% de homologia para
proteinas y > 70% de homologia para nucledtidos en amino acidos mayores de 100
unidades), se pueden establecer relaciones evolutivas entre genes.

ORF Finder (Open Reading Frame)

Un gen es una secuencia de ADN que codifica para proteinas o ARN (i. e.,
tRNAs, rRNAs y snRNASs). Los genes se componen principalmente de regiones
reguladoras, promotores, exones, intrones, “open reading frames”, entre otros. Un ORF
es una secuencia de ADN dentro de un gen que puede traducirse en una proteina. Este se
encuentra entre la secuencia que codifica para el codon de iniciacion (ATG) y uno de los
tres posibles codones de terminacién (UAA, UAG o UGA). El programa ORF Finder se
especializa en identificar las posibles regiones que codifican para proteinas. Este es el
primer paso para comprender la funcién de un genoma.

En este experimento utilizaremos algunas de las herramientas de bioinformética
gue se encuentran en la pagina electronica del NCBI. Primero, se buscaréa la secuencia del
gen AmyE en B. licheniformis, luego, se determinara si este gen es homologo a cualquier
otro gen u organismo usando el programa BLAST vy, finalmente, mediante el programa
OREF Finder, hallaremos todos los posibles ORFs para nuestra secuencia de intereés.

Phyre2 (Protein structural analysis) [Kelly and Sternberg (2009)]

La informacidn genética nos provee la base para la sintesis de proteinas. El
trabajo de laboratorio hasta este momento ha sido dirigido al estudio de la funcion
proteica de una amylasa. La funcion de una proteina esta determinada por la expresion,
estructura y localizacion subcelular. La expresion del gen lleva la informacion para la
generacion de la estructura primaria (i.e. secuencia polipéptica). La energia dada por la
secuencia de amino acidos incide directamente en la formacion de estructura secundaria.
La interaccion entre estructura secundarias genera la formacion de la estructura terciaria y
funcional de la proteina. En algunos casos dos proteinas en su estructura terciaria
interaccionan para formar la estructura terciaria. Entender o conocer la estructura de
proteinas es fundamental en el desarrollo de drogas inhibidoras o activadoras de actividad
enzimatica. Ademas, compafiias biotecnoldgicas utilizan el conocimiento disponible
sobre la estructura de la proteina para el disefio de estructuras que puedan aumentar la
actividad de las proteinas. Pero, la resolucion de estructura proteica es un proceso que



toma tiempo. Por tanto, técnicas bioinformaticas integran conocimiento previo para
predecir la estructura de proteinas.

El desarrollo de algoritmos ha ayudado a poder predecir la estructura secundaria y
terciaria de proteinas usando la estructura primaria (o secuencia) de la proteina. El
algoritmo Phyre2 es utilizado en la actualidad para predecir la estructura secundaria y
terciaria de una proteina. Utilizaremos la secuencia proteica que ustedes encuentren para
modelar o predecir la estructura secundaria y terciaria de la proteina.

D. Procedimiento I. Obtener secuencia.

1. Acceder la pagina electrénica del National Center for Biotechnology Information
(NCBI):
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

2. Paraacceder GenBank®, vaya hasta la parte inferior, ver “Featured” y seleccionar
GeneBank.
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Figura 1. Pagina principal del National Center for Biotechnology Information
(NCBI). La flecha de la figura indica el enlace hacia GenBank®.



3. Existen 2 formas de realizar la busqueda de una secuencia de ADN. Una es
escribiendo la descripcién del gen o nombre del organismo. Esta es una bdsqueda
abarcadora que generara todas las secuencias relacionadas al término utilizado.
Otro método para realizar la busqueda es escribiendo el numero de acceso de la
secuencia (accession number) si este se conoce. Este método es mas conveniente
debido a que limita la busqueda a la informacion de ese gen. En este caso
utilizaremos la secuencia del gen AmyE con el nimero de acceso X03236.

Para encontrar la secuencia gque estas buscando, localiza en la parte superior de la
pagina electrénica la barra de busqueda. En el area identificada como Search
debes seleccionar Nucleotide en vez de Entrez y en el area identificada como for
escribe el nimero de acceso de la secuencia. Finalmente selecciona Go (Figura
2).
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* What is GenBank?

GenBank® is the NIH genetic sequence database, an annatated collection of all publicly availabie
DNA sequences (Mucisic Acids Research 2011 Jan:38(Database issyey 032-7)

approxmately 126,551,501,141 bases in 135,440,924 SeqUENCE records In the traditional
GenBank divisions and 191,401,303,188 bases in 62,715,268 sequence records in the WGS
division as of April 2011

The compiete release noles for the current version of GenBank are avaiiable on the NCBI fip
site. A new release is made every two months. GenBank is part of the nternational Nucleotide
Sequence Database Collaboration. which comprises the DNA DataBank of Japan (DDBJ). the
European Molecular Bioiogy Laboratory (EMBL). and GenBank at NCBI. These three
organizations exchange dala on a daly basis

An example of a GenBank fecord may be viewed for a Saccharomyces cerevisiae gene.
* Submissions to GenBank

Many journals require submission of sequence nformation to a database prior fo publication so
that an accession number may appear in the paper. There are several oplions for submitting
data 10 GenBank.

- Bankit, a WWW-based submission tool for convenient and quick submission of sequence
data

~ Sequin. NCBYs stand-alone submission software for MAC, PC, and UNIX platiorms, is
available by FTP. When using Sequin, the output fles for direct submission should be sent
to GenBank by e-mail

- fbi2asn, a command-iine program, automates the creation of SEqUENCE records for
submission to GenBank using many of the same functions as Sequin. It s used primarily
for submission of complete genomes and large batches of sequences

= Barcode Submission Tool, @ WWW-based tool for the submission of GenBank sequences
and trace data for Barcoge of Lite projects. Currentyy, only miochonarial cytochrome c
oxidase subunit | (COI) genes are being acneplen with this.tool_ For the submissions of loci
other than COI please use either Bankit or Sequi

There are specialized, edures for batch of sequences, such as

EST. STS, and GSS sequences.

Figure 2. Nucleotide search

4. Una vez accedes el archivo encontraras la descripcion del gen. En la tabla |
encontraras una breve descripcion del tipo de informacion del gen que se
encuentra en el archivo. Al final de la pagina electronica encontraras la secuencia
del gen.



Tabla I. Descripcion de términos encontrados en el archivo que contiene la informacion
del gen.

Términos Descripcion

Linea de identificacion, contiene: nombre arbitrario, largo de la
Locus | secuencia, tipo de molécula utilizada para obtener la secuencia y
la fecha en que se hizo publico el archivo.

Definition | Describe brevemente el contenido bioldgico del archivo.
Muestra el nimero de acceso de la secuencia y luego del punto
indica la version. Ademas muestra el Gl (geninfo identifier). El
Gl es un nimero asignado por NCBI, este nunca se repite y se
utiliza para identificar un gen.

Source | Indica la fuente del organismo utilizado.

Organism | Indica la clasificacion taxondmica del organismo.

Contiene algunas referencias en las que se basaron para realizar
Reference | el trabajo, se incluye: autor, revista y titulo del articulo. Ademés
contiene un enlace a la referencia del articulo en PubMed.

Caracteristicas del gen. Indica la posicién de los nucleétidos que
componen las secuencias importantes del gen como: promotores,
Features | secuencia codificadora (CDS) e inicio de trascripcion entre otras
cosas. En esta seccion pueden encontrar la secuencia de amino
acidos que codifica el gen de interés.

Version

5. Selecciona la secuencia resaltando la misma con el cursor desde el nimero 1
luego de origin hasta la ultima letra de la secuencia. Luego copia la misma. Para
esto ve a edit en la barra que esté en la parte superior de la ventana, luego
selecciona el comando copy. Esta secuencia la utilizaras en la segunda parte del
procedimiento.

Es recomendable que guardes la secuencia que copiaste creando un archivo en
Word, Note Pad o algln otro programa al cual tengas acceso.

E. Procedimiento Il. Determinar homologia.

1. Una vez obtenemos la secuencia podemos determinar cuales son otras secuencias
de genes en las que podemos encontrar una secuencia similar al gen de interés.
Para esto utilizaremos la herramienta llamada Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST). Para acceder BLAST debes ir la pagina principal de NCBI.

Si aun te encuentras en la pagina electronica de la descripcion del archivo del gen,
puedes pulsar el logo de NCBI que se encuentra en la parte superior izquierda de
la pagina electronica. Por otro lado si decides comenzar el trabajo en otro
momento, accede la pagina principal de NCBI en la direccién:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/



En la parte superior de la pagina electronica hay una barra que contiene diferentes
enlaces, ahi debes hacer clic a BLAST (Figura 3).
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Figura 3. Pagina principal de NCBI. La flecha a la izquierda de la figura muestra la
barra que contiene el enlace hacia BLAST.

2. Para comparar la secuencia de ADN de interés con otras secuencias de ADN
debes hacer clic en nucleotide BLAST (blastn) (Figura 4).

Basic BLAST
Choose a BLAST program to run.

Search a nucleotide database using a nuclectide query

nuclectide blast ; 3 X
Algonthms: blastn, megablast, discontigucus megablast

Search protein database using a proteln query

protein blast . . )
Algonthms: blastp, psi-blast, phi-blast

blastx | Search proteln database using a translated nucleotide query

tblastn | Search translated nuclectide database using a proteln query

tblastx | Search translated nuclectide database using a translated nucleotide query

Figura 4. Pagina principal NCBI BLAST. La flecha dentro de la figura sefiala el
enlace hacia la pagina electrdnica de nucleotide-nucleotide BLAST.



3. Sino estas llevando a cabo el procedimiento el mismo dia, debes buscar la
secuencia del gen de AmyE que guardaste antes de proseguir. Debes copiar la
misma utilizando la aplicacion copy en el programa que estés utilizando.

4. Ve aedit en la barra superior de la ventana del browser y utilizando la aplicacion
paste inserta la secuencia del gen en el recuadro provisto en la parte superior de la
pagina identificado como Enter Query Sequence (Figura 5).
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7. Unavez te presiones el botén de BLAST aparecera una pagina igual a la de la
figura 7. Ahi deberés presionar el boton de Formatting Options. Luego en la
siguiente pagina que aparece se debera seleccionar el boton de View report
(Figura 8). También, puede esperar hasta que el analisis termine.
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Figura 7: Descripcion del estado de la basqueda. La flecha a la derecha de la
figura sefiala el boton Formatting Options
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Figura 8: Descripcion del estado de busqueda. La flecha a la derecha de la figura
sefiala el botdn de View Feport

8. Los resultados de la busqueda de homologias apareceran en otra pantalla. Ahi
encontraras un mapa con las alineaciones de diferentes archivos de GenBank®
con los que el programa encontr6 homologia con la secuencia del gen que



sometiste. Puedes mover el cursor sobre las lineas del mapa para identificar las
secuencias (Figura 9).
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Figura 9. Resultados de la busqueda de homologia.

9. Para ver en detalle la descripcidn de los archivos que contienen homologia,
puedes pulsar una linea del mapa. Esto te llevara a ver el alineamiento de tu
secuencia con la encontrada o puedes “roll down” con el curso para ver la
descripcion de los resultados.

F. Procedimiento Il11. Encontrar un Open Reading Frame (Marco de lectura
abierto)

1. Accede a google.com y escribe “ ORF finder” o accede a este enlace
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html

2. Existen dos métodos para realizar la basqueda, uno es escribiendo el nimero de
acceso de la secuencia de DNA (accession number) o el nimero de identificacion
de informacion del gen (GI) en el espacio provisto. El otro método se realiza
escribiendo o insertando la secuencia del gen en el espacio provisto para ese
proposito identificado como sequence in FASTA format. Ambos métodos son
igualmente efectivos. El método a utilizarse depende de la informacion que se
tenga acerca del gen de interés.

En este caso conocemos el nimero de acceso para la secuencia de AmyE
(X03236). Debes escribir el mismo en el lugar que esta identificado como Enter
Gl or ACCESSION (Figura 10). Luego pulsar “OrtFind.”



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html
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Figura 10. Pagina electronica ORF Finder en NCBI. La figura muestra el rea
provista para llevar a cabo la basqueda del gen de interés

3. La prdxima pagina electrénica te muestra un mapa del gen que tiene sombreadas
las partes del gen que posiblemente codifiquen para una proteina. A la izquierda
del mapa se muestra una lista en la cual encontraras el marco de referencia en el
que puedes encontrar ese ORF, la localizacion de las bases y la cantidad de bases
que incluye.

Puedes seleccionar la secuencia que entiendas que codifica para la proteina y
hacer clic para ver mas detalles de la misma. Para seleccionar el “open-reading
frame” correcto puedes utilizar la informacion obtenida en el Procedimiento I, en
la parte de “FEATURES, CDS.”

Determina cuantos amino &cidos codifica el gen y copiar la secuencia primaria
de la proteina. Necesitaras la secuencia de la proteina para el Procedimiento
V.

4. Al seleccionar uno de los fragmentos, aparecera toda la secuencia para ese
segmento. Podras ver la misma desplazando la pagina electronica hacia abajo.

Si te interesa ver la informacidon del gen puedes hacer clic al boton que dice View
justo sobre el mapa. Este enlace te llevara al documento que guarda la
informacion del gen en GenBank.

G. Procedimiento IV. Analisis de secuencia de proteinas: Estructura secundariay
terciaria



1. Elanalisis de la secuencia de proteina se hara usando el algoritmo Phyre2 que
pueden accesar en la pagina: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/ (Figura 11)

2. Al llegar a la pagina indicada llenaran la informacion requerida que incluye,
direccion de “email”, nombre del trabajo y la secuencia de la proteina (Figura 11).

3. En la seccion descrita como “Modelling Mode” marcaran “Intensive” (Figura 11)

4. Luego de entrada toda la informacion, pulsaran el boton que dice “Phyre Search”
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5. Luego de pulsar “Phyre Search” saldra una nueva pagina que le indicard el
proceso de analisis. La pantalla se auto-renovara cada 30 segundos hasta que el
algoritmo termine el ensayo. Usted puede dejar esta pantalla abierta hasta que el
proceso termine o cerrarla y esperar a que le llegue un correo electronico con la
direccion en donde puede encontrar los resultados.

6. Al terminar el andlisis, el servidor le enviara un correo electrénico a la direccion
que uste registro. En ese mensaje habra un “link” que le llevara a ver los
resultados. (Figura 12)


http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/
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7. “Scroll down” en la pagina de resultados para ver la prediccion de estructura

secundaria y alineamiento con otras proteinas analogas.
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Figura 13. Prediccion de estructuras secundarias.
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H. Preguntas guias para analisis

Procedimiento | y 11
1. ¢A que organismo pertenece el gen?

2. ¢Cuantos pares de base tiene el gen?
3. ¢Cuantos amino &cidos codifica este gen?

4. ¢Con cudl otros genes es homologo AmyE? Indique el por ciento de Identidad entre
ellos.

5. ¢Qué indica o implica que haya genes homologos a AmyE?

Procedimiento 111
1. ¢Por qué hay diferentes “open reading frames™?

2. (Qué componentes determinan el “open reading frame”?

3. (Por qué el “open reading frame” tiene que ser continuo? (i.e. sin espacios o
secuencias que interrumpan el “open reading frame”)

4. (Cuantos codones contiene el “open reading frame” seleccionado?
5. ¢(Cuantos amino acidos codifica el “open reading frame” seleccionado?

6. ¢Existe diferencia entre la cantidad de codones y el nimero de amino acidos
codificados? ¢Por qué?

Procedimiento IV
1. Haga un listado de estructuras secundarias segun la prediccion hecha por el algoritmo
Phyre2

2. (Cudl es el por ciento de confiabilidad (“confidence”) en la estructura terciara
modelada para alpha amylase?

3. ¢Como usted describe pudiera describir la estructura de la proteina?

4. Determine donde se encuentra localizados el N y C-terminal en la estructura de alpha
amylase.

5. ¢Puedes determinar donde se encuentra el sitio activo de la proteina?

6. Si modificas amino acidos cataliticos, ¢afectarias la estructura de la proteina?
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