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RESUMEN

TiTULO

EVALUACION DEL PROGRAMA COMPUTACIONAL GelnExORF-v1l PARA LA
DETERMINACION DE LA POSICION, FASE DE INTRONES Y TRADUCCION DE
EXONES OBTENIDOS DE BASES DE DATOS PUBLICAS.*

AUTOR
CASTRO LOPEZ, Nubia Esther**

PALABRAS CLAVES
Gen, mRNA, ORF, Intrén, Exon, Traduccién, Alineamiento.

DESCRIPCION

La bioinformatica es crucial en el estudio del ensamble de genomas, al aumentar la
eficiencia en la identificacion de las regiones que componen a los genomas virales,
procariontes y eucariontes. Sin embargo, los programas computacionales actuales,
disefiados para eucariotas, no consideran la fase del intron y la traduccion de los
exones. El método bioinformatico de tercera generacion GelnExORF-v1 permite la
identificacion de intrones y exones presentes en una secuencia de acidos nucleicos.
Ademas, a diferencia de otros, genera el posible marco abierto de lectura de la
secuencia de los exones, delimita los intrones y determina su fase. No obstante,
dicha herramienta informéatica no ha sido evaluada por expertos en ciencias
naturales. Por lo tanto, se hizo fundamental validar su funcionamiento en genes con
diferentes cantidades de intrones, obtenidos de bases de datos publicas como el
GenBank. Para ello, se aline6 cada Gen, con su respectivo mMRNA y ORF, después
por medio de GelnExXORF-v1l se obtuvieron; los posibles intrones, su fase, los
exones con los productos proteicos que codifican y el proceso fisiolégico en que
pueden participar y se demostré su importancia biolégica. Por lo anterior,
GelnExXORF-v1 facilitard la identificacion de nuevas regiones gendmicas de forma
rapida y eficaz.

*Trabajo de grado.
** Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Francisco José Martinez Pérez, Ph.D.
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ABSTRACT

TITTLE

EVALUATION GEINEXORF-V1 COMPUTER PROGRAM FOR DETERMINING
THE POSITION OF INTRONS AND TRANSLATION PHASE OF EXONS
OBTAINED FROM PUBLIC DATABASES.*

AUTHOR
CASTRO LOPEZ, Nubia Esther**

KEYWORDS
Gen, RNAm, ORF, Intron, Exon, Translation, Alignment.

DESCRIPTION

Bioinformatics is a crucial element in the study of genomes assembly, in order to
increase efficiency to calculate the identity of nucleotide regions in genomes from
virus, prokaryotic and eukaryotic organisms. However, current computer software
tools designed to eukaryotic genes do not consider the intron phase and exons
translation. The third generation Bioinformatics software GelnExORF-v1 allows
identification of exons and introns in a nucleic acids sequence. Furthermore, unlike
others, generates a putative open reading frame from exons sequences, delimits
introns, and determines their phase. However, experts in natural sciences have not
evaluated this software. Consequently, it became essential validate their operation
in genes with different amounts of introns obtained from public databases such as
GenBank. Therefore, each gene was aligned with their corresponding mRNA and
ORF, then GelnExORF-v1 was applied to obtain; the putative introns, its phase, the
exons with the encoding protein products, and the physiological process in which
they could participate, and was demonstrated their biological importance. For all
above GelnExXORF-v1 facilitates the identification of new genomic regions quickly
and effectively.

* Degree work.
** Science Faculty. Departament of Biology. Director: Francisco José Martinez Pérez, Ph.D.
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INTRODUCCION

En la actualidad hay un ritmo cada vez mayor de datos bioinformaticos puestos a
disposicion, en cuanto a variacion genética, transcriptomas, exomas y proteomas.
Del mismo modo, una creciente variedad de programas bioinformaticos disponibles
a partir de muchas fuentes diversas, que han sido disefiados con la finalidad de
identificar un gran numero de patrones de secuencias, que tienen una potencial
importancia biologica dentro de regiones inter-génicas, genes, transcriptos y
proteinas (Teber et.al., 2006). Ejemplo de ello; el programa FEX de la plataforma
Softberry que determina los extremos 5' y 3' de los posibles exones (Softberry,
2015), las herramientas computacionales para establecer intrones y exones
disponible en la pagina WEB Gene Afinity (Gene Infinity, 2015

http://www.geneinfinity.org/sp/sp coding.html#splicing), la traduccion del exén ha

sido establecida unicamente por el programa Djinn Lite (Teber et.al., 2006) ademas,
existen otros programas computacionales reportados en la literatura (Goodswen et
al., 2012; Jian et al., 2014 y Li et al., 2012).

Sin embargo, los programas computacionales actuales disponibles en el mercado
y/o publicos en paginas de internet no consideran la fase del intron. Para darle una
solucién a esta problematica el Laboratorio de Gendémica de Celomados de la
Escuela de Biologia de la Universidad Industrial de Santander, ha desarrollado un
programa computacional, GeInExORF-v1, que identifica cada intrén con su fase, la
correspondiente traduccién de cada exoén, y la cantidad, posicién, tamafio de estos
por medio del analisis del alineamiento de las tres secuencias necesarias para
codificar una proteina a saber; el Gen, el mMRNA y el Marco abierto de lectura (ORF,
por sus siglas en Ingles), permitiendo evaluar todas las variantes que codifican para
una proteina, siendo esta una de las novedades mas importantes ya que se estima
que el 75% de eventos de empalme alternativo cambian la secuencia de codificacion
de las proteinas (Zavolan et al., 2003) que a menudo puede producir isoformas de
las proteinas con diferentes composiciones, motivos y dominio (Loraine y Helt,

2002) lo que hace, imprescindible el desarrollo de herramientas bioinformaticas que
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permitan modelar las variantes de transcripcion. Por lo tanto dentro de este proyecto
de grado, se evaluara el funcionamiento y las limitaciones del GelInExORF.v1 y
sobre todo la relevancia biologica de los resultados, dado que se acumulan
secuencias a gran velocidad, se requiere que los bi6logos puedan asimilar la
informacion de fuentes diversas relacionada con la secuenciacion (Teber et al.,
2006).

Es importante, resaltar que este proyecto de grado modalidad pasantia, esta
incluido dentro del proyecto “Estudio de la factibilidad del uso preferencial de
codones para establecer la concentracion optima de desoxinucleétidos (ANTPSs), por
medio de la secuenciacién de genomas con tecnologia de tercera generacion”, el
cual fue aprobado por COLCIENCIAS mediante la convocatoria 700 Convocatoria
a proyectos regionales de investigacion aplicada para el desarrollo de pruebas de
concepto relacionadas con nuevas tecnologias biologicas, biomédicas o asociadas
al uso sustentable de energia — 2014, codigo de contrato FP44842-382-2015-.
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COMPETENCIAS

1 - Gener6 razonamiento l6gico asi como la habilidad para el manejo y analisis de
los resultados de programas computacionales relacionados a la genémica.

2 - Domino el lenguaje molecular y bioinformatico.

3 — Establecid la capacidad de trabajo en equipo.

4 - Desarroll6 soluciones alternativas en cuanto a datos de secuenciacién genémica
e identificacion de organizacién y estructura de genes eucariontes.

5 - Elaboré un informe que permite la comunicacién escrita de resultados
bioinforméticos.

6 - Adquirié actitud ética y espiritu de investigacion para poder desempefiarse en el
campo laboral de la Bioinformatica aplicada al Genémica.
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1. OBJETIVOS
1.1 - OBJETIVO GENERAL
- Validar el programa computacional GelInExORF-v1 creado por el Laboratorio de
Genodmica de Celomados para la determinacion de la posicion, fase de intrones y
traduccion de exones obtenidos de genes reportados en bases de datos publicas.

1.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Elaborar una base de datos de genes de organismos eucariontes obtenida a partir

de una base de datos publica.

- Determinar los posibles marcos de lecturas abiertos con genes con una cantidad

menor 0 mayor a cinco intrones independientemente de la especie.

- Conocer la eficiencia y limitaciones del programa para encontrar intrones y exones

cuyos marcos de lectura correspondan a las proteinas biolégicas que codifican.

15



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 - ELABORACION Y DEPURACION DE LA BASE DE DATOS.

Se realiz6é una busqueda de genes que codificaran para proteinas, seleccionados a
partir de proyectos de genomas de la Base de datos publica del National Center
Biotechnology Information de Estados Unidos de América, NCBI (Tatusova et al.,
1999).

Para esto, se identificd la proteina y se determinaron los codones que la codifican,
lo que corresponde al ORF, el cual debia contener el primer codén ATG que codifica
para la primera metionina y los codones de terminaciéon UAG, UGA y UGG para

genes Eucariontes (Martinez et al., 2011).

Seguido, se procedio arealizar la busqueda del MRNA y el ORF en la base de datos,
al colocar el nombre de una proteina o de un gen. No se incluyeron mRNA
mitocondrial ni cloroplastidico ya que el cédigo genético es diferente al citoplasmico
y GelnEXOFF-v1 no fue disefiado para proteinas de organelos.

Identificada las secuencias, se generé un formato Fasta para cada Gen, con su
respectivo mMRNA y ORF. Los cuales se alinearon entre si por medio del programa
computacional Clustal W (Larkin et al., 2007) con los parametros del modelo
evolutivo de genes neuroendocrinos denominado “Pérdida de DNA” (Martinez et al.,
2011).

Posteriormente, se analizo el resultado, observando en el alineamiento que las tres

secuencias presentaran regiones homologas y no homologas, las cuales

correspondian respectivamente a exones o intrones.
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Por dltimo, se realiz6 una revision bibliografica para determinar, que la proteina
habia sido reportada en la base de datos, si se secuencid6 por métodos

experimentales o por algoritmos bioinformaticos (Martinez et al., 2007, 2011).

La base de datos se conformé con genes, que presentaron una cantidad mayor y/o

menor de 5 intrones.

2.2 — VALIDACION Y FUNCIONAMIENTO DEL PROGRAMA COMPUTACIONAL
GEINEXORF-V1.

Puesto que el objetivo de la pasantia es el analisis de los resultados arrojados por
el software GelnEXORF-vl, mas no el disefio, analisis bioinformatico y
biomateméatico de los algoritmos que lo generaron, a continuacién se indican los

elementos y métodos requeridos para la obtencién de los resultados a analizar.

Figura 1. Ventana Unica del software GeInExORF-v1.

File to read:

Final File:

Una vez se activa el programa se observa en la pantalla una ventana unica, la cual
permitio, el ingreso de la informacion a analizar. Ella muestra 2 pestafas, “Open”
gue permitié traer el archivo Fasta que contiene las tres secuencias del Gen, mMRNA
y el ORF, previamente alineadas, de la carpeta del escritorio del computador o de

una memoria USB. Mientras que la pestafia Translate lo ejecuta.
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Las 4 subventanas, corresponden a comandos que el usuario no manipula y una de

ellas presenta movimiento cuando el programa esté corriendo (Fig.1).

Concluido el proceso, GelInExORF-v1 tiene dos opciones, por medio de ventanas,
para indicar si las secuencias son 0 no aptas para ser analizadas. Una de ellas es
una ventana de dialogo, que indica que el archivo es correcto y generoé resultados
(Fig. 2), mientras la otra explica la razon por la que no arrojo los resultados y da una

serie de instrucciones para revisar las secuencias (Fig. 3).

Los resultados se encuentran disponibles en la direccion de salida que se indica en
la subventana Final File (Fig.1) y por supuesto el formato Fasta debe cumplir con
las caracteristicas impuestas por el disefiador, para que el GelInExORF-v1 lo lea

correctamente.

Figura 2. Ventana de dialogo de GelInEXORF-v1 cuando el programa arroja resultados.

Seqguences Translator

Its Done!

Aceptar
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Figura 3. Ventana de dialogo de GeInEXORF-v1 cuando el programa no arroja resultados.

Excepcion no controlada en la aplicaciin, S hace cic en Contiruar. la
e aphcacidn omitird aste amor & intentard cortinuar. Si hace ciic en Salr, Ia

aphcacién se cemard inmediataments .
B indice estaba fuera dal intervalo. Debe ser un valor no nagativo &

infenor al tamafio de la coleccidn.
Nombre del pardmetro; index.
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3. RESULTADOS

3.1 - BASE DE DATOS DE GENES, mRNA y ORF FUNCIONALES PARA LA
VALIDACION DEL GelnExORF-v1.

Para la construccién de la base de datos y sustentados en los criterios de seleccion,
expuestos en la metodologia, del gen para la validacion del GelInExORF-vl, en
especial la cantidad de intrones contenidos en el ORF, se eligio a la superfamilia de
receptores de dopamina y al gen proteina quinasa tipo Il dependiente de
calcio/calmodulina (CAMKAZ2D) correspondientes a las siguientes especies:

El primero corresponde a los genes que codifican para la super familia de los
receptores de dopamina en Homo sapiens, se encontraron los 5 genes que la
constituyen. DR1 y DRS5 sin intrones y Dr2-Dr4 con mas de 2 intrones. Ademas, las

12 variantes de mRNA con sus respectivos ORF (Tabla 1).

También, se incluyé a los dos genes que codifican para el receptor antes
mencionado en Drosophila melanogaster del cual se encontraron las cinco variantes

de mRNA para el DR1 y tres para el DR2; y la misma cantidad de ORF (Tabla 2).

En tanto que, para el gen que codifica para la CAMK2D se seleccion6 a Bos taurus,
ya que este gen tiene mas de dos intrones dentro de 307433 pares de bases (pb),
es decir 4.35 veces mas grande que el DR3 el gen méas extenso de dopamina (Tabla
3).

Se encontrd que los genes obtenidos son producto de procesos bioinformaticos, es
decir inteligencia artificial, mientras que los mMRNA y ORF son productos
experimentales como ha sido reportado en el proyecto de secuenciacion del

genoma humano (Kidd et al. 2008).
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Tabla 1. Namero de acceso (gi) y la posicion para el ORF y el NM para el mMRNA, dentro
del cromosoma correspondiente, de los genes que codifican para el Receptor de dopamina
en H. sapiens; correspondiente a las 12 variantes.

ESPECIE Hama sapgiens

PROTEINA Receptor de Dopamina

SECUENCIAS gi POSICION & No. ACCESO

OR1GEM CROMOSOMAS 226503350(5001-5483

OFR1BMAm BEToE557| NM_000734.5

OR10RF 88758587 346-2286

OR2 GEN CROMOSOMA 11 203377033[5001-70655

OR2 Y1RNAm 151336946 )| MM_D00735.5

OR2 Y1 ORF 1581336946| 236-1567

OR2 Y2 BMAm 151337003 MM_D16574.5

OR2 Y2 ORF 151337003) 236-1450

OR3 GEM CROMOSOMA 5 553727254 [5001- 75756

OR3 WA BMAm 595763542 [ NM_000736.5

OR3 WA ORF 595763542 |432-1634

OR3 YE RMAm 5957E3546[NM_03536635.5

OR3WE ORF 595763546|432-1535

OR3 WYF BMAm 595763545 NM_00T252563. 2
| DRz wF OFF 595763545(231-1433

OR35S RMAm 595763545 NM_001230503.1

OR35S ORF 59576354 3| 424-1626

OR3 =1RMNAm TETIZ25335(=M_011512510.1

OR35S =1 ORF TETI25335(513-1715

OR3 <2 BMAm TETIZ5937 | =M_0115125111

OR3 =2 ORF TETI25337(d21-1623

OR3 =3 BMAm TETIZ25333[ =M_011512512.1

OR3 =3 ORF TETI25933|628-1530

OR4 GEN CROMOSOMA 11 565815425 6362 34-633634

OR4 RMAm 236010530] NM_D00737. 3

OR4 ORF 236010530|1-1260

ORS GEM CROMOSOMA 4 237651053 5001-7376

ORS RMAm TSV 75| MM_000735.4

ORS ORF TH313773| 3971530

21



Tabla 2. Namero de acceso (gi) y la posicion para el ORF y el NM para el mMRNA, dentro
del cromosoma correspondiente, de los genes que codifican para el Receptor de dopamina
en D. melalnogaster; correspondiente a las 8 variantes.

ESPECIE Drosophila melanogaster

PROTEINA RECEPTOR DE DOPAMINA
SECUENCIA gi POSICION 6 NM

DR1 Cromosoma 3R 671162122|142145810-14165379

DR1WVE RMNAM 3B6T765733|NM_057659.4

DR1WE ORF 386765733|534-2024

DR1WVC RMNAmM 3B6T765734|NM_001170136.2

DR1WC ORF 386765734|534-1979

DR1 VD RNAM 3BET6S73S|NM_001260163.1

DR1 WD ORF 386765735|489-202

DR1WVE RNAM 442619031 | MM _001275634.1

DR1 VE ORF 442619031|534-2216

DR1IWF RNAM 939620353 |NM_001316525.1

DR1VF ORF 939620353|534-2141

DR2 Cromosoma 3R 671162122|29659984-29630304

DR2 VA RMNAM 281362799\ MM _170420.2

DR2 VA ORF 281362799|904-2517

DR2 VB RNAM 665395361 |MM_079824.4

DR2 VB ORF 665395361 |904-2523

DR2 WVC RMNAM 442621700(NM_001276143.1

DR2WVC ORF 442621700|904-3327

Tabla 3. Numero de acceso (gi) y la posicion para el ORF y el NM para el mRNA, dentro
del cromosoma correspondiente, de los genes que codifican para Calcium/calmodulin-
dependent protein kinase type Il (CAMK2D) en B. taurus.

ESPECIE Bos tourus
GEN CAMEZD
SECUENCIA gi POSICION

CAMKZ2D Cromosoma 3R | 957816011|13105361-13413294

CAMEKZD RMAM

114052473

MNM_0001046333.1

CAMEZD ORF

114052473

39-1505
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3.2 -RESULTADOS OBTENIDOS CON GelnExORF-v1

Los resultados obtenidos de la validacion de GelnExXORF-v1, con la base de datos
construida en el punto 3.1, se presentaran por secciones para que se tenga un mejor

analisis y compresion de estos.

3.2.1 - Posicion, tamafio de exones e intrones y su fase. El programa arroja
resultados con informacion que corresponde a los parametros bioinformaticos de la
posicion y tamafio en pares de bases de lo que puede ser considerado un intrén y/o

un exon.

Para la superfamilia de los receptores para la dopaminas el GelnExORF-v1 arrojo
resultados para 10 de los 12 mRNA en H. sapiens y para 2 de los 8 mRNA en D.

melanogaster.

La figura 4 muestra de manera explicita la informacion que se obtiene con el
GelnExXORF-v1 sobre la posicion, la longitud, y la fase de cada uno de los intrones
y la cantidad de exones e intrones. Este ejemplo contiene los resultados que se
obtuvieron para el gen DR3 Variante A con su respectivo mRNA y ORF, que codifica
para dopamina H.sapiens, datos reportados en el GenBank (Tabla 1).
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Figura 4. Resultados obtenidos con GelInEXORF-v1 que muestra la cantidad de exones e
intrones y la fase en DR3 VA de H. sapiens.

Dr3 War A Align2.aln - Result.fox
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3.2.2 - Traduccion de exones con GelnExORF-vl. GelnExORF-v1l utiliza el
término "Traslation" para describir las posibles traducciones de las regiones de

transcripcion basica, tales como exones.

El formato de como se muestran los resultados permite una vision general del
tamanfo fisico del mapa de genes y sus transcripciones asociadas, en términos de
los tamafos relativos de los intrones, exones, y la densidad de caracteristicas a lo
largo de estos mapas. Cada aminoacido es colocado en la parte superior del
segundo nucleétido de cada condén y ambos se encuentran acorde a la
nomenclatura propuesta por el Comité Internacional de la Union de Bioquimica (NC-
IUB, 1986).

24



Es de llamar la atencién que muchos de los nucle6tidos tiene diferente color entre
ellos, pero los desarrolladores del software no suministraron informacion del motivo
de esta presentacion. Pese a lo anterior, la visualizacion del exdn con respecto al
intron hace sencillo discernir entre uno y el otro. Prueba de ello es la imagen
fotogréfica que muestra el alineamiento de las tres secuencias Gen, RNAmM, ORF y
la traduccion conceptual a amino&cidos de los codones que componen al exén 1 del

gen DR3 Variante A de H. sapiens. (Fig 5).

Figura 5. Resultado obtenidos con GelnEXORF-v1 que muestra el exén 1, los intrones
contiguos y los amino&cidos correspondientes a cada codén en DR3 VA de H. sapiens.

Dr3 Var A Align2.aln - Resultfox

."u.a.EIIl\l'.II\.

Translation TAVVHPVHYQAGTGEQSSCRRVALMNIT
GeneH.Chromosome3  CTTGCTTTTTCAGGTACACTGCAGT GGTCATGCCCATTCACTACCAGCATGACACGGGACAGAGCTC CTGTCRACGLGTGRCCCTCATGATCAL
AGTGOTCATGCCCATTCA TGGCACGOGACAGARCTCCTATCGRCACATAGCL

ORFH. Chromosome3 CACTGCAGTGTCATGCCCGTTCACTACCAGCATGRCACROBACARAGCTCCTGTCORCACATRRCCCTCATEATCACE
Aligment SEESE R R R LR LR ER R LR LR LR R

Translation AFAVSCPLLFGFNTTG
GeneH. Chromosome3  CCTTTGCTGTGTCCTGCCCTCTTCTGTTTGRCTTTAATACCACAGGTAACAGTGATGRCTTCATTTCTACCATCCATGTGATT
MRNAH. Chromosome3  CCTTTGCTGTGTCCTGCCCTCTTCTGTTTGRCTTTAR

ORFH. Chromosone3 (CTTTGCTGTaTCCTRCCCTCTTCTATTTARCTTTAATACCACAGE
Aligment SHEREEEEREEE SRR THRRER TR RS L ERR R R

Translation
GeneH. Chromosome3 A A A AGTGTA (A4 TGCAMGCTTTGGCCTTTATGGATTS

(RFH. Chramosome3
Alignment
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3.3 — IDENTIFICACION DE LOS LIMITES DEL FUNCIONAMIENTO DE
GelnExORF-v1.

Se determinaron diferentes elementos que generaron dos opciones que
cuestionaron la veracidad de los datos obtenidos en los resultados. Siendo estas; la
no ejecucién del programa y la segunda; la generacién de falsos positivos. A

continuacion, se detallan.

3.3.1 - Extremo 5’ muy largo antes del codon de inicio de la traduccion. Para
este caso, no se obtuvo un resultado positivo debido a que desde un principio el
primer exon que contiene el codén ATG que indica el sitio de inicio de la traduccion,
no fue identificado desde el alineamiento del gen. Razon de ello, se observaron
alineamientos inespecificos con respecto a otras partes del gen. Lo anterior fue
debido al niumero de pares de bases del sitio de inicio entre el primer exon y del
segundo exén. Ejemplo de ello; se muestra en la Figura 6 donde se observa que el
extremo 5" es muy largo en el alineamiento del Gen, que codifica para el receptor

de Dopamina, DR1 Variante C en el cromosoma 3R en D. melanogaster.

Figura 6. Alineamiento del Gen, mMRNA y ORF para DR1 Variante C en el cromosoma 3R

en D. melanogaster gue muestra un extremo muy largo antes del inicio de la traduccion.
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3.3.2- Polimorfismo, delecién en el gen, ausencia de parametros en los
algoritmos del GelnExORF-v1 para discriminar la cantidad en pares de bases
que corresponden a exones e intrones con relevancia biolégica y artificio
bioinformatico. Cuando se presentaba en el alineamiento un espacio de 2 o0 mas
nucleotidos, GelnExXORF-v1 consideraba esta incoherencia biolégica como un
intron y por lo tanto arrojaba resultados. El patrén anterior se presenté en
alineamientos con polimorfismos y/o una o mas deleciones entre las secuencias.
Ejemplo de los tres casos se muestran en la figura 7 con los resultados obtenidos
del analisis de las secuencias Gen, mMRNA y ORF correspondientes al receptor de

dopamina DR3 variante X1 del cromosoma 3 en H. sapiens.

Asi mismo, un aspecto sobresaliente fue que GelnExXORF-v1 no podia ser utilizado
si Clustal W 2.1 no generaba alineamientos por diferencias significativas entre la
cantidad de nucledtidos del gen y las otras dos secuencias. Por ello, se generd un
artificio bioinformatico, al alterar el formato Fasta para lograr el alineamiento,
mediante el intercambio de la secuencia original del gen por la del mRNA, la del
MRNA por la del ORF, la cual fue constante, es decir el formato contenia dos
secuencias idénticas del ORF. GelnExORF-v1 no tuvo la capacidad de discernir e
identificar el error de la ausencia de una de las secuencias, es decir la del gen, y
aun asi arroj6 resultados. Cabe aclarar que los nombres se mantuvieron para que

el formato fuese leido por el programa.

Todo lo anterior se observa en la figura 8 que muestra los resultados obtenidos de
la alteracién de las secuencias que codifican para CAMCK2 en B. taurus, cuyo gen
tiene un tamafio 307433 pb en comparacion con los 3010 pb del mRNA 'y 1467 pb
del ORF.
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Figura 7. Resultados arrojados por GelInEXORF-v1 del andlisis de las secuencias de DR3
VX1 de H. sapiens. Los circulos rojos indican los falsos intrones, los azules los

polimorfismos, y los blancos las deleciones.

GCTCCTGTCGGCGCGTGECC % CH GTC \CTGGECC TGTGTCCTGC--C
GCTCCTGTCGECECGTGEC C CC TGTGTCCTGC--C
= *x % = xx

% 3% x % * *x xex

TV TGCTCC TT CAACP T ATV GTCAFC C--- ICTQTG --—-

CTCTTCTGTTTG-
CTCTTCTGTTIG

* FrEE * xa

CCT CCCTTTG  GIG CT TCCITGTCTD GCCA E CL T TGAT C G
CAGGAGGAAA ATAGAHAAARA GT GTALGEH
ATCTATATGGTHLTGARACA AAMAGGATC

TGTCCTTCTACCTGCCCTTTGRA CCTTATCTATGCCAGAATCTATGTGETGCTG GG TC
Eee £ x % . = gk

G

ORFH. Chrom CCTGGCTTC--COC \CCCTTT-CTCCTGACCCAGCA
Alignment wwwxs = + e

Va T GCTm
AGHTAGTECAGCAGAT
mRNAH. Ch
ORFH.Chrom GIGGACCAGE
Alignnent . ok waE

ORFH.Chrom
Alignment

TGETGECCNT G G5 TEGEECC FCA T6

GeneH. Chi A TTAATATTTH
TGGTGGCCATTGTGCTTGGGECCTTCATTGTCTG
TGETGECCATTGTACTTEGEECCTTCATTATCTGCTGECTGCCCTTCTTCT

Alignment * ok ks £t x wkxer ke st o® =

Figura 8. Resultados y fragmento del alineamiento obtenidos a partir de GeInExORF-v1, del
mRNA y la duplicacion del ORF que codifican para la CAMK2D en B. taurus.
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3.4 — COMPARACION Y VERIFICACION DE LOS RESULTADOS POSITIVOS A
PARTIR DE GelnExORF-vl CON LOS OBTENIDOS EN SOFTWARES
BIOINFORMATICOS PUBLICOS Y POR EL METODO MANUAL.

Con el fin de comparar las formas en que se observan los resultados de
GelnExXORF-v1 versus programas en linea existentes, a saber GeneSplicer (Pertea
et al,. 2001), SplicerPort (Dogan et al,. 2007), Splice Site Prediction by Neural
Network (BDGP), GeneMark (Besemer y Borodovsky 2005), y Alternative Splice Site
Predictor (ASSP) (Wang y Marin 2006) se replicé el analisis de la secuencias para
el receptor de Dopamina DR3 VA de H. sapiens (Anexo 1). Se determiné que la
forma y estilo no era util y no tenia una importancia biolégica, puesto que mostraba
una cantidad ilégica de intrones y/o de la secuencias consensos que los define.

Estos estan basados en algoritmos intrinsecos de la pagina WEB.

Finalmente, se hizo necesario corroborar la relevancia biolégica de los datos
obtenidos con GelnEXORF-v1, de forma manual con la identificacion de los codones
y su respectivo aminoacido como se ejemplifica en la figura 10, para el gen
mencionado en esta seccién. En ella se muestra la concordancia entre el exén, su
traduccion, el intron inmediato y el primer nucleétido del codén que determinara la

fase con el siguiente exon.
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Figura 9. Traduccion manual y conceptual del exon 1 del gen DR3 variante A, que codifica
para el receptor de dopamina en H. sapiens, basado en la traduccion conceptual de coddn por
coddn ofrecida por programa bioinformatico “Translate”.

M 2 2 L 3 0 L

P JEBSLOLEED 4821834 ——m—m—mm oo TECCATCTCTEAGCCRECT 20
GeneH. sapisna, CACEGGRAGCCCCTTEECATCACECACCICCCTCT GG TATEECATCT CTEAGCCRGCT TOED
mPKEE. =api=naD3  —————— AR GCCCCTTEECATCACECACCTCCCTCTEEECTATEECATCTCTGAGCCAGCT 451

fiiiiiiiiiiiiiiiiiis
= & H L ¥ ¥ T C & L E ¥ 5 T ¢ B 3 @ 2 R

i |ESLE1EED 437 GAGTGECCACCTEARCTACACCTETEEEECAGAGAACT CCACAGETGCCAGOCAGECCCE B0
SzmeE i GAGTGGCCACCTGARCTACACCTETEEEECAGAGAACT CCACRGETGCCASCCAGECCOE 7140
mRERE. mapiznald GAGTGGCCACCTGARCTACACCTETEEEE0AGAGAACT CCACRGETGCCAGOCAGECCOCE 511

4iilllilllllirizalllllllllriiillllllliliiiillllilllrraaalaal
P HE &2 ¥ ¥ AL 5 Y CORUL I LTIV EF G H

i |ESLELEED, 922 CCCACATECCTACTATECCCTCTCCTACTBOECGCTCATOCTEECCATCETCTTOEECRR 140
ZeneEH i CCCRCATECCTACTATECCCTCTCCTACT B CECECTCAT OO TEGCCATCETCTTOEGCAR 7200
mRNEE. =amiznall CCCRCATECCTACTATECCCTCTCCTACTECECECTCATOCTEECCATCETCTTOEGCRAL 571

4iilllilllllirizalllllllllriiillllllliliiiillllilllrraaalaal
& L v ¢ M A ¥V L K E R &2 L 9 T TG TN ¥ L

183101 EED 432 TEECCTEETETECATEECTGTECTGARGEAGCEEECCCTECAGACTACCACCARCTACTT 200
G=n=E i TEECCTEETETECATEECTFTECTEARGERECEEECCCTECAGRCTACCACCARCTACTT T2 60
gRELE. sapiznaDd TEECCTEETETECATEECT T ECTGARCELECEEECCCTECAGRCTACCACCARCTACTT 621

R

v ¥ 8 L 2 WV A D L L V A T L ¥V H F W V I

i |39101EED 432~ ACTAGTCAGCCTEE T TS ECACACTTECTEETEECCACCTTEETEATCOCCTEEETEET 260
CeneE. =api=ns ATACTGACCCT e T TGO ACACT TECTEETEECCACCTTEETEATOCCTEEETEET 7220
mRNAE. mani=n=Dd ACTAGTGAGCCTEE T T SECAGACTTECTEETEGCCACCITESTEATEOCCTEEETEET 601

e
¥ L.E ¥

i |39101EED 432~ AT T A ST B = m = = = e e e e e e e e e e e e e e e FT
GeneE i ATACCTGGEAGETEACTAGACT TCAGETECATETTGTCTCTATEACTSTGCTAGTACTTET T2E0
mRNAE. =ani=n=D3 AT TR B e T B~ — ———————m—m e T0E

Aiadddlaliliisa
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4. DISCUSION

El GeInEXORF-v1 fue disefiado para facilitar el analisis de la estructuras de intrones
y exones en genes eucariontes, por lo que era indispensable validar su
funcionamiento y sus resultados desde una visidn biologica ademas de la
bioinformética. Los programas de busqueda comparativos de genes realizan la
busqueda basados Unicamente en patrones que definen donde un gen comienza y
termina (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004).
GelnExORF-v1 funciona mediante la comparacién de los segmentos de las
secuencias que codifican para proteinas. Ademas, posee las caracteristicas
necesarias para la visualizacion de los resultados, tales como la facilidad de
navegacion, codigo de colores, y las representaciones a nivel macro y detallado del

alineamiento de las tres secuencias (Teber et al,. 2006).

La relevancia biologica de los resultados inicialmente se ve comprometida por la
construccion de una base de datos con estructuras génicas canonicas para el
formato Fasta. Durante este proceso se presentaron considerables desafios, debido
a la densa informacién que ofrece el GenBank y a que existen numerosas
secuencias para el Gen, mRNA, ORF y proteina que poseen deleciones,
inserciones, nucledtidos y/o aminoacidos no determinados y a errores e
inexactitudes que puedan existir en las principales bases de datos de secuencias
(Wesche et al,. 2004).Estas inconsistencias en las anotaciones surgen debido a los
métodos en la identificacion de los genes y en la generacién de los ORF (Teber et
al., 2006).

No obstante, mediante el alineamiento de las tres secuencias necesarias para
codificar una proteina, GelnExORF-v1, determina la posicion y la fase de los
intrones, como se observa en la figura 4, esto tiene una gran importancia ya que los
algoritmos bioinformaticos actuales se centran Unicamente en la prediccion de las

regiones codificantes mas no en las regiones no traducidas (Ashurst y Collins,
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2003) es decir, que las herramientas bioinformaticas disponibles en linea
Unicamente se enfocan en la prediccion del exdn, de las proteinas y de la estructura
secundaria (Rutherford et al., 200). Ademas de esta novedad, permite analizar
individualmente las secuencias especificas para cada variante (tabla 1) lo cual es
trascendental ya que el procesamiento alternativo del ARN mensajero es un
importante mecanismo de regulacion de la expresion génica en mamiferos (Stamm
et al., 2006) por ejemplo en humanos entre un 30% y un 50% de todos los genes

produce multiples variantes de la transcripcion (Lander et al., 2001).

La ventaja de estos métodos es que dan resultados automaticos y rapidos, sin
embargo se paga un precio en términos de fiabilidad (Kleffe et al., 1997). Tal cual
sucede con GelnExORF-vl1, el cual no discrimina la cantidad de deleciones
encontradas y si estas deleciones en el alineamiento son concordantes entre el
MRNA y el ORF, siendo apenas dos nucleétidos los considera como un intron

arrojando resultados sin relevancia biolégica como se observa en la figura 7.

Ademas, de que estos modelos bioinformatico son especificos para modelos
humanos o unos pocos organismos bien estudiados (Kleffe et al., 1997).
Consecuentemente, la interpretacion de las diferentes secuencias génicas,
Gnicamente por este método computacional es insuficiente para generar resultados
satisfactorios para toda la gama de las secuencias reportadas que codifican para
proteinas. Por la tanto se hace necesario coordinar los resultados computacionales
con el método manual para aprender de las inconsistencias generadas entre las
estructuras de genes (Pennisi, 2003). Por lo tanto, sigue siendo necesaria la
traduccion conceptual y manual de cada codon con la ayuda de TRANSLATE, a
pesar de parecer un método obsoleto por el tiempo que se necesita para llevarlo a

cabo.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos del programa computacional GeInExORF v-1 tuvieron una
relevancia biolégica mostrando la fase y la posicion de los intrones y la traduccion
de los exones, concordantes con la teoria, comprobando asi que es un programa
Optimo para poner en funcionamiento y facilitar parte de la biologia molecular.
Ademas de que GelnEXORF-v1 es sencillo de manejar y tiene una plataforma para

cualquier Windows.

Otra ventaja adicional del funcionamiento de GelnExORF-V1 es debido a que
detecta de forma indirecta diferencias entre el gen y el mRNA cuando no
corresponden a la fecha y/o sistema de secuenciacion sea experimental o in silico.
Lo que contribuye para la toma de decisiones en la clonacién de un segmento

gendmico o de cDNA de forma experimental.
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