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1. Introduccion

1.1 El andlisis de secuencias y su importancia

La informacioén funcional y hereditaria de un organismo se encuentra almacenada en moléculas de DNA,
RNA y proteinas, todas estas macromoléculas son cadenas lineales compuestas de moléculas més
pequeias. Estas macromoléculas son ensambladas a partir de un alfabeto fijo de compuestos quimicos
bien conocidos: el DNA esta formado por cuatro desoxirribonucleétidos, el RNA estd formado por
cuatro ribonucleétidos y las proteinas estdn formadas por 20 aminodcidos. Debido a que estas
macromoléculas son cadenas lineales de compuestos definidos, pueden ser representadas como
secuencias de simbolos. Estas secuencias pueden ser entonces comparadas para encontrar similitudes
que sugieran que las moléculas estan relacionadas por su forma o funcién.

Es importante recordar que una secuencia biolégica (DNA, RNA o proteina) posee una funciéon quimica,
pero cuando esta es reducida a un cédigo de letras sencillas funciona también como una etiqueta Gnica,
casi como un cédigo de barras. Desde el punto de vista de la tecnologia de la informacion, la
informacion de las secuencias es invaluable. La etiqueta de la secuencia puede ser aplicada a un gen, su
producto, su funcién, su rol en el metabolismo celular, etc.
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Figura 1. Posible informacién asociada a un solo gen

Sin embargo, la cuestion mds importante acerca de estas etiquetas, es que no solamente identifican un
gen particular; también contienen patrones biolégicamente significativos, que permiten comparar
diferentes etiquetas, conectar informacion, y hacer inferencias. Asi que no solamente las etiquetas
pueden conectar toda la informacién acerca de un gen, éstas pueden servir para conectar informacién
sobre genes que son ligera o drasticamente diferentes en su secuencia.
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Los datos de las secuencias de genes son el més abundante tipo de informacién, y existe un gran
conjunto de métodos y herramientas computacionales que pueden ayudar a analizar los patrones
contenidos en dicha informacién. La comparacién de secuencias de genes, o analisis de secuencias
biolégicas, es uno de los procesos utilizados para comprender la evolucién de las secuencias. Es una
disciplina importante dentro de la biologia computacional y la bioinformética.

1.2 La investigacion biolégica a través de la World Wide Web

La Internet ha cambiado completamente la forma en que los cientificos buscan e intercambian
informacion. La informacion que antes era comunicada en papel ahora es digitalizada y distribuida a
partir de bases de datos centralizadas, las revistas ahora son publicadas “en linea”, y casi cualquier grupo
de investigacién posee un Sitio Web que ofrece de todo, desde publicaciones hasta descargas de
software y servicios automatizados de procesamiento de datos.

Los cientificos utilizan los servicios Web en Internet para la mayoria de los andlisis de datos hoy en dia.
Esto es debido a su accesibilidad, interfaz simple de documentos y formularios, y frecuentemente
servicios gratuitos que proveen muchas herramientas de andlisis y bases de datos actualizadas. Adn
cuando las interfaces de Web para los andlisis de biologia molecular no siempre son la mejor opcién, si
éstas son capaces de realizar el trabajo, son preferibles a un programa ejecutdndose bajo algin sistema
operativo especifico.

La mayoria de los usuarios encuentran problemas al utilizar programas para el anélisis de secuencias. No
solamente son dificiles de aprender debido a los pardmetros, sintaxis y semantica, sino a que muchos son
diferentes. Debido a esto, los programadores se han dedicado a construir interfaces de Web que
simplifiquen el aprendizaje y utilizacién de dichos programas, un claro ejemplo de dicha tendencia son
interfaces como: Virtual PCR y WebPHYLIP. Inclusive se han desarrollado sistemas avanzados, tales como:
Pise, que permiten la generacién de interfaces de Web a partir de programas de biologfa molecular mas
sencillos.

1.3 La base de datos PROSITE

Un motivo es una regién o porcién de una secuencia de proteina que posee una estructura especifica y
es funcionalmente significativa. Las familias de proteinas a menudo son caracterizadas mediante uno o
mas de tales motivos. La deteccién de motivos en proteinas es un problema importante puesto que los
motivos portan y regulan varias funciones, y la presencia de motivos especificos puede ayudar a clasificar
una protefna.

PROSITE es una coleccién de descriptores de motivos dedicada a la identificacion de familias de
proteinas y dominios. Los descriptores de motivos utilizados en PROSITE son patrones o perfiles, los
cuales han sido derivados a partir de alineamientos mdiltiples de secuencias homélogas. Esto proporciona
a estos descriptores de motivos la notable ventaja de identificar relaciones distantes entre secuencias que
hubieran pasado inadvertidas mediante alineamiento simple de secuencias. Los patrones y perfiles
poseen tanto ventajas como desventajas, los cuales definen su area de aplicacion.

PROSITE es un método para determinar cual es la funcién de proteinas no caracterizadas que han sido
traducidas de secuencias de cDNA o DNA gendmico. Esta base de datos esta elaborada de tal forma que
con herramientas computacionales apropiadas, pueda ser rapido y factible el identificar a qué familia
conocida de proteinas (si la hay) pertenece una nueva secuencia. En algunos casos, la secuencia de una
proteina desconocida se encuentra lejanamente relacionada con cualquier proteina de estructura
conocida para poder detectar su semejanza por medio de alineamiento de secuencias completas. Sin
embargo, puede ser identificada por la presencia en su secuencia de un bloque particular de tipos de
residuos, diversamente conocidos como patrones, motivos, firmas, o huellas digitales. Estos motivos



sobresalen debido a los requerimientos particulares en la estructura de regiones especificas de una
proteina, los cuales pudieran ser importantes, por ejemplo, por sus propiedades de anclaje, o por su
actividad enzimatica.

PROSITE se encuentra disponible como una serie de archivos de texto que proveen los datos, ademés de
documentacién. El sitio de PROSITE (http://www.expasy.org/prosite/) esta provisto de una interfaz de
usuario que permite indagar en la base de datos y examinar la documentacién. La base de datos también
puede obtenerse para instalacién local a través del sitio FTP de PROSITE. Su utilizacién es gratuita para
usuarios no comerciales.

1.4 Perl y su aplicacion en Bioinformatica

Una gran parte de la Biologfa Computacional consiste de tareas frecuentes de procesamiento de textos,
tales como la manipulacién de cadenas, concordancia de expresiones regulares, traduccién de archivos,
e interconversién de formato de datos. Por consiguiente, muchos desarrolladores en la comunidad
bioinformatica hacen uso extenso del lenguaje de programacién Perl, el cual sobresale en dichas tareas.

Perl es popular entre los bidlogos debido a su cardcter practico. La informacién bioldgica en las
computadoras tiende a estar organizada en archivos de texto o en bases de datos relacionales.
Cualquiera de estas fuentes de datos es facil de manejar con programas en Perl. Perl se ha convertido en
una especie de fenémeno en el area, puesto que muchos biélogos lo encuentran como un lenguaje facil
de aprender que posee muchas de las herramientas que ellos necesitan: en particular su soporte para el
procesamiento de textos y expresiones regulares lo hacen adecuado para tareas complejas de traduccion
de textos (comunes en bioinformética).

Perl ha madurado de un simple lenguaje de “script” a un poderoso ambiente de programacién tanto
para el estilo procedimental como para el orientado a objetos. Mientras que sigue siendo utilizado para
crear programas simples “desechables”, también se utiliza para disefiar aplicaciones complejas,
modulares, bien documentadas y mantenibles. La facilidad de utilizacién de Perl para una variedad de
tareas, tanto de alto nivel como para programacién de CCl, es inigualable.

Un ejemplo sobresaliente del papel que ha jugado Perl en bioinformatica, es cuando permitié a los
cientificos del Proyecto Genoma Humano el intercambiar datos y comparar los resultados que se estaban
produciendo en 2 diferentes centros de secuenciamiento.

2. Justificacion

El andlisis de secuencias es una de las metodologias mas utilizadas en bioinformatica y recientemente en
biologia molecular, por lo que es importante el desarrollo de herramientas computacionales adecuadas y
eficientes para llevar a cabo el trabajo.

Hoy en dia es posible realizar muchos de estos andlisis mediante herramientas en Internet que facilitan la
utilizacién y aprendizaje de estas metodologias, esto es a través de interfaces sencillas para los usuarios
nuevos y al mismo tiempo poderosas para los usuarios avanzados. La mayoria de estas herramientas
utilizan el lenguaje de programacién Perl debido a su alta eficiencia para el procesamiento de textos y
desarrollo de aplicaciones Web.

La base de datos PROSITE es una de las mas conocidas y utilizadas para la identificacion de dominios
funcionales en secuencias de proteinas. Existen algunas herramientas que realizan bisquedas dentro de
esta base de datos, desafortunadamente estas bisquedas estan limitadas a que el usuario introduzca


http://www.expasy.org/prosite/

secuencias de proteina Gnicamente, excluyendo la posibilidad de hacer blsquedas a partir de secuencias
de nucleétidos, las cuales son més usuales de obtener en los experimentos de laboratorio.

Resulta necesario desarrollar una aplicacion que permita a los usuarios realizar bisquedas en la base de
datos a partir de ambos tipos de secuencias (nucleétidos y/o proteina), para asi poder obtener un mayor
beneficio tanto de la base de datos como de las secuencias obtenidas en el laboratorio.

3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Desarrollar una interfaz de Web para el andlisis de secuencias de nucleétidos y/o aminodcidos que
utilice la base de datos PROSITE para la bisqueda de dominios proteinicos conocidos en ellas.

3.2 Objetivos Particulares

e Elaborar un disefio de software adecuado para facilitar su administracion y utilizacion.

e Utilizar para su implementacion el lenguaje de programacion Perl y evaluar su eficiencia.
e Evaluar la facilidad de utilizacién de la interfaz y de interpretacion de sus resultados.

e Determinar la veracidad de los resultados proporcionados por la aplicacion.

4. Metodologia

4.1 Disefno de ProSA

ProSA es una abreviatura para “Protein Sequence Analyzer”. La idea general de esta aplicacion es que
sea una interfaz de Web que permita a los usuarios realizar andlisis de secuencias de nucleétidos y/o
aminoacidos mediante blsquedas en la base de datos PROSITE, con la finalidad de poder predecir a que
posible familia de proteinas pertenece una secuencia obtenida en el laboratorio.

Para llevar a cabo la implementacion de esta aplicacion, se requirié el planteamiento del siguiente
diseno, el cual consta de 3 partes principales:

1. Un script que actualice regularmente la base de datos PROSITE.
2. Una interfaz de Web para el usuario.
3. Una aplicacién CClI que realice el andlisis e imprima los resultados al usuario.

4.2 Implementacion de ProSA

Una vez elaborado el disefio de la aplicacién, se procedié a su implementacién para la cual se utilizé
una PC con las siguientes caracterfsticas:

e Sistema operativo: FreeBSD 4.8
e Interprete de Perl 5.8
e Servidor de Web: Apache 1.3.27

La aplicacién se escribié en un editor de texto con apoyo de la bibliografia mas conocida sobre Perl,
expresiones regulares y la reciente bibliografia sobre Perl para bioinformatica.



Cabe mencionar que la aplicacién pudo haber sido desarrollada en cualquier otro sistema operativo
(Linux, Mac OS 6 Windows) que contara con un intérprete de Perl y un servidor de Web. La eleccion
tomada para este trabajo fue por decision del autor debido a varias razones, dentro de las cuales
destacan:

1. El robusto soporte de FreeBSD para el desarrollo de aplicaciones Web.
La facilidad de administracion y seguridad de Apache.

3. FreeBSD, Perl y Apache son proyectos de software libre que cuentan con una gran cantidad de
documentacion, soporte y usuarios, ademas de que son gratuitos.

4.3 Obtencién de secuencias para analisis con ProSA
Para comprobar la eficiencia de la aplicacion, se hizo wuna seleccion en GenBank

(http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) de 10 secuencias con tablas de traduccién diferentes. La
siguiente tabla describe brevemente cada una de estas secuencias:

Tabla 1. Secuencias seleccionadas para analisis con ProSA

Nidmero(s) de Longitud

Secuencia Tabla de Traduccion

Acceso (nucleétidos)
Virus de inmunodeficiencia humana 1,

NC 001802 9181 Standard (1)
genoma completo -
DIy ST DI AR NC_000886 16497 Vertebrate Mitochondrial (2)
secuencia completa
Mitocondria de Saccharomyces cerevisiae, NC_001224 85779 Yeast Mitochondrial (3)

genoma completo

Mold Mitochondrial, Protozoan
U12386 41591 Mitochondrial, Coelenterate Mitochondrial,
Mycoplasma, Spiroplasma (4)

Mitocondria de Acanthamoeba castellanii,
genoma completo

Mitocondria de Drosophila melanogaster,

genoma completo NC_001709 19517 Invertebrate Mitochondrial (5)

mRNA para hemoglobina de Tetrahymena Ciliate Nuclear, Dasycladacean Nuclear,

pyriformis D13920 587 Hexamita Nuclear (6)
mRNA macronuclear para protein-cinasa
nuclear putativa de Euplotes octocarinatus AJ249683 1322 Euplotid Nuclear (10)
(gen npk 1)
Gen potenciador de la infectividad a
macroéfagos (mip) de Legionella lytica cepa AF148986 598 Bacterial and Plant Plastid (11)
LLAP-9, cds parciales
X17375
q . g AJ271733
Mitocondria de Scenedesmus obliquus, AJ272528 42781 Scenedesmus obliquus mitochondrial (22)
genoma completo AJ277429
AJ400708
DN L D U LT e ) AF288091 31570 Thraustochytrium mitochondrial code (23)

aureum, genoma parcial

Estas secuencias fueron almacenadas en archivos con formato CenBank. Para el andlisis de cada
secuencia, se copiaron las lineas correspondientes a los nucleétidos y se introdujeron en la interfaz de
Web, seleccionando el tipo de secuencia y tabla de traduccién correspondiente. Se utilizaron como
clientes los navegadores Web: Mozilla, Konqueror e Internet Explorer para evaluar el formato de la
interfaz y sus resultados.

5. Resultados
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5.1 Implementacién de ProSA

El resultado de la implementacién consistié en una serie de archivos jerarquizados de acuerdo a su
funcién dentro de la aplicacion. La siguiente figura resume el sistema de archivos obtenido:

( ProSA )

O
(" sync_prOSITER! )
C= )
—( poacg )
C=)

—( prosahml )

O

(' codontablepm }——(  toguilspm )

( posapm ) rrOSITEPM )

( seqstaspm  }——(  sequilspm )
C

¢ log )
( prosa.log )——( sync_PROSITE.log )

( templates )

( aminoacid.tmpl )——( error.tmpl )
—( nucleotide.tmpl )

( var )
( prosite.dat )——( prosite_4_prosa.dat )

Figura 2. Jerarquia de archivos de ProSA

Este sistema de archivos se compone de directorios organizados de manera similar a la convencién de los
sistemas Unix. Esta eleccion es cominmente utilizada para el desarrollo de aplicaciones, lo cual permite
organizar los archivos de manera sencilla y eficiente. La siguiente tabla describe el contenido de los
directorios en la presente implementacién:



Tabla 2. Contenido de los directorios de ProSA

Directorio | Contenido

bin Script para actualizar la base de datos PROSITE
cgi-bin | Aplicacién CGI que realiza el andlisis
htdocs | Interfaz de Web para el usuario
lib Médulos para el script de actualizacién y la aplicacion CCl
log Bitdcoras de actividad
templates | Plantillas HTML para el despliegue de los resultados de la aplicacién CGl
var Archivos de la base de datos PROSITE

Para lograr algunas partes de la implementacién, se recurrié a los siguientes médulos de Perl existentes:
CGI, Date::Calc, HTML: : Template y LWP::Simple. El primero forma parte de la distribucién estandar de
Perl, mientras que los demas fueron instalados de CPAN (http://www.cpan.org/). Todos los médulos
contenidos en el directorio 11b fueron elaborados por el autor para satisfacer las necesidades particulares

de la implementacion.

5.2 Ejemplo de utilizacion de ProSA

A continuacién se describird paso a paso y con ayuda de figuras la realizacién de un andlisis con ProSA.

5.2.1 Introduccion de una secuencia y seleccion de parametros

e Introducir la secuencia que se desea analizar en la caja de texto mds grande que aparece en el
formulario HTML (Paso 1).

e Seleccionar un tipo de secuencia para el andlisis (Paso 2).

e Seleccionar un Cédigo Genético para la traduccion en caso de que la secuencia sea de
nucleétidos (Paso 3).

e Hacer clic en el botén “Analizar” (Paso 4).
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ProSA::Protein Sequence Analyzer

ProsA: :Protein Sequence Analyzer es una herramienta que busca dominios praoteinicos conocidos en secuencias de nucledtidos o proteina utilizando la Base de Datos PROSITE, con la finalidad de que el usuario
pueda predecir a que posible Familia de proteinas pertenece una secuencia obtenida en el laboratorio.

Instrucciones de uso:

1, Teclea o pega (CtrHv) una secuencia de nucledtidos o proteina (los caracteres extrafios seran eliminades),
2. Selecciona el tipo de secuencia.

3. Silasecuencia es de nucleotidos, selecciona el Cadigo Genético apropiado para su braduccion,

4, Haz click en el botén "Analizar",

Teclea o pega tu secuencia aqui:

1 agcegtrita gggettgoaa TErotactge aatggetgct gatgeattag ttacagacaa
61 agacaaattg tcttacagta ttgetgcaga tttagggaaa aattttaaag gtcaaggeat
121 cgatatcaat cotgaagoat tagocaaagg aatgoaagat ggaatgtotg gogotcaatt

181 gattttaact
241 taagcgtagc
201 tttaagttet
421 cactggtact

541 tggttctact

gascaacaaa Tga=agatgt
gcagaattta atazamaagc
aataaagcaa aaactggtgt

361 aattcttgaa goccggtactg gtgcotaageo

ttgatcgacg gractgtatt

481 tacattccaa gtatcacaag trattccagg

tgggaagttt trgttcotge

tttaaacaaa tttcaaaaag
tgaagaaaac aaatctaaag
agtagtatta ccaagegget
aggadaagca gatactgtaa
tgatagcact caaaagactg
ctggactgaa goattacaat
tgatctaget tacggtecac

artraatgge
gogaagogtt
tgeaatataa
ctgttgatta
gtaaaccage
taatgeetge
gtagtgtt

<—— Paso 1

Tu secuencia es: & Digfnin  proteina Paso 2

5i ku secuencia es DNA/RNA, por Favor selecciona el Codigo Genético para la traduccién:

11. Bacterial and Plant Plastid < EI Paso 3

fnalizagl Limpiar | S

Programa en Perl por; Mauricio Herrera Cuadra

= Dane =5

e |

Figura 3. Ejemplo de llenado del formulario de ProSA

5.2.2 Despliegue de los resultados del andlisis

En la siguiente figura se muestran los resultados del andlisis de la secuencia introducida. Se pueden
observar datos como: secuencia introducida, duracién del andlisis, secuencia de mRNA utilizada para la
traduccion, nimero de nucledtidos, peso molecular, nimero y porcentaje de Adeninas, Uracilos,
Guaninas, Citosinas, porcentaje de Adenina-Uracilo y Guanina-Citosina, Cédigo Genético utilizado para
la traduccién, secuencia del Ter marco de lectura, nimero de subsecuencias, longitud y peso molecular
de cada una de ellas, y los datos més importantes obtenidos con esta aplicacion: los patrones de
PROSITE que se localizaron en cada subsecuencia, asi como su posicién, fragmento concordante, patrén
de basqueda y expresion regular equivalente.
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La secuencia introducida fué:

1 agccgtttta gggcttgoaa tgtotactge aatggoctgot gatgocattag ttacagacaa
6l agacaaattg tcttacagta ttggtgcaga tttagggaaa aattttaaag gtoaaggeat
121 cgatatcaat cctgaagcat tagoccaaagg aatgoaagat ggaatgtoctg gogotcaatt
181 gattttaact gaacaacaaa tgaaagatgt tttaaacaasa tttcaaaaag atttaatgge
241 taagcgtage goagaattta at tgaagaaaac aaatctaaag gogaagogtt
301 tttaagttct aataaagcaa aaactggtgt agtagtatta ccaagogget tgoaatataa
361 aattcttgaa goecggtactg gtgotaagoc aggaaasgea gatactgtaa ctgttgatta
421 cactggrtact ttgatcgacg gractgratt tgatagcact cazaagactg grtaaaccage
481 tacattccaa gtatcacaag ttattccagg ctggactgaa geoattacaat taatgootge
541 tggttetact tgggaagttt ttgttocctge tgatctaget tacggtocac gtagtgtt

La duracién del andlisis fué: 00:00:04

La secuencia de mRNA utilizada para la traduccién fué:

AGCCGUUUUAGG GCUUGCAAUGUCUACUGCAAUGGCUGCUGAUGCAUTAGUUACAGACAAAGACAAAUUGUCUUACAGUAUUGGUG CAGAUUUAGGGAAA
AAUUUUAAAGGUCAAGG CAUCGAUAUCAAUCCUGAAGCAUUAGC CAAAGGAAUGCAAGAUGGAAUGUCUGGCGCUCAAUUGAUUUUAACUGAACAACAAA
UGAAAGATGUUUTAAACAAATUTCAAAAAGATTUAAUGGCUAAGCGUAGC GCAGAAUTUAAUAAAAAAGCUGAAGAAAACAAATCUAAAGGCGAAGCGUT
UUUAAGUUCUAAUAAAGCAAAAACUGGUGUAGUAGUAUTAC CAAGC GG CUTGCAAUAUAAAAUTCUUGAAGC CGGUACUGGUGCUAAGT CAGGAAAAGTA
GAUACUGUAACUGUUGAUUACACUGGUACUUUGAUCGACGGUACUGUAUUTGAUAGCACUCAAAAGACUGGUAAAC CAGCUACAUUCCAAGUAUCACAAG
TUAUUCCAGGCUGGACUGAAGCAUTACAAUTAAUGC CUGCUGGUUCUACUTGE GAAGUUUTUGUUC CUGCUGAUCUAGCUUACGGUCCACGUAGUGUL

Contiene 598 nucledtidos v su peso molecular es: 192612.02 Da.

Esta compuesta por:

200 Adeninas (33.44 %0).
170 Uracilos (28.43 %).
128 Guaninas (21.40 %),
100 Citosinas (16.72 %0).

El porcentaje de AU es: 61.87 % v el de GC es: 38.13 %,

El Cédigo Genético seleccionado para la traduccidn fué: Bacterial and Plant Plastid.

El 1er marco de lectura genera la secuencia:

SRFRACNVYCNGC*CISYROROIVLQYWCRFREKF*RSRHRYQS * 5 ISQRNARWNVWRS IDFN*TTNERCFEQISERFNG* A*RRI**KS*RKQI*RREV
FEF""SKNWCSS ITKRLAI*NS *SRYWC* ARKSRYCNCY LHWYFDRRYCI* *HSKDW* TS YIPSITSYSRLD*S ITINACWFYLGSFCSC¥SSLRST™C

Esta secuencia contiene 23 subsecuencia(s):

La subsecuenci

SRFRACNVYCNGC

Contiene 13 aminoacidos v su peso molecular es; 1708.89 Da.

La subsecuenci

CISYRQROIVLOYWCRFREKF

Contiene 21 aminoacidos vy su peso molecular es: 3183.67 Da.
Se encontrd: Protein kinase C phosphorylation site (PKC PHOSPHO SITE) en |a posicidn: 3
El fragmento concordante fug: SYR
El patrén de bisqueda Fué: [ST]-x-[RK]
La expresién regular equivalente es: [ST].[RK]

La subsecuencia:

RERHRYQS

Contiene 8 aminoacidos v su peso molecular es: 1215.31 Da.

La subsecuencia:

SISQRNARWNVWRSIDEN

Contiens 18 aminoacidos y su peso molecular es: 2555.74 Da.
Se encontrd; Protein kinase C phosphorylation site (PKC PHOSPHO SITE) en la posicidn: 3
El fragmento concordante fué: SQR

El patrén de blsqueda fué: [ST]-x-[RK]
La expresion regular equivalente es; [STLIRK]

La subsecuenci

il ﬁgi‘Dnﬂe

Figura 4. Pagina con los resultados del anlisis realizado por ProSA

Nuevamente se aprovecharon las ventajas del lenguaje HTML para incluir vinculos en la pagina de
resultados del andlisis. El primero es hacia el sitio del NCBI donde se encuentra la informacién referente
a los Codigos Genéticos. Para cada andlisis de secuencias de nucleétidos éste vinculo se estard
apuntando hacia la seccién correspondiente al Cédigo Genético seleccionado por el usuario. Los



vinculos restantes son hacia la documentacion correspondiente a cada patrén de PROSITE encontrado
en las subsecuencias de proteina.

5.3 Analisis con ProSA

Una vez realizado el andlisis de las secuencias seleccionadas en GenBank, se procedi6 a la interpretacion
de los resultados obtenidos por la aplicacion CGl. Los resultados completos fueron almacenados en
archivos HTML. Se utiliz6 como nombre para cada archivo el nimero de acceso correspondiente en
GenBank para cada secuencia.

6. Discusion

El andlisis de secuencias es una de las metodologias mas utilizadas en bioinformdtica. El desarrollo de
herramientas computacionales adecuadas y eficientes permite auxiliar a los bidlogos en la bidsqueda del
significado y funcién de las secuencias contenidas en los genes. El poder realizar estos analisis a través de
Internet permite el acercamiento de todo tipo de usuarios, los cuales no requieren de conocimientos en
programacioén para utilizar las aplicaciones.

ProSA es una aplicacion con un disefo adecuado, pues éste permite un facil mantenimiento y
administracién de la aplicacion, ademas de que su instalacién y configuracién no es complicada. Otra de
las principales ventajas de su disefio es que se pueden reutilizar todos sus médulos y funciones. Perl es
un lenguaje que fomenta estas practicas a través de su esquema de programaciéon modular. La
implementacién puede utilizarse como base para el desarrollo de futuras aplicaciones, o extenderse para
realizar blsquedas utilizando otras bases de datos u otro tipo de secuencias.

El resultado de esta implementacion esta orientado a computadoras con caracteristicas similares (Linux,
*BSD, Mac OS X y demas tipos de Unix), mas no por eso se encuentra limitado para su utilizacién en
otras plataformas (Mac OS < 9, Windows) después de una configuracion apropiada.

La utilizacion de Perl como lenguaje para desarrollar la implementacién fue eficiente, esto se debié a
que Perl es un lenguaje de programacién suficientemente maduro, que cuenta con un gran soporte para
la bisqueda de patrones y el desarrollo de aplicaciones Web. La gran cantidad de médulos disponibles a
través de CPAN permite la rapida implementacién de casi cualquier disefio de software.

A pesar de la existencia del proyecto BioPerl, no se utiliz6 para esta implementacién ninguno de los
médulos ahf existentes para la manipulacién de secuencias, esto se debié a que -desde el punto de vista
del autor- el proyecto BioPerl no es ain lo suficientemente maduro como para elaborar aplicaciones que
se utilizaran dentro de un ambiente de produccién (como es denominado en informatica).

BioPerl funciona bien para aplicaciones desarrolladas dentro de un laboratorio, donde los usuarios son
los mismos investigadores que elaboran herramientas para simplificar tareas diarias, mas no para usuarios
finales que probablemente no puedan corregir los errores en las dependencias que ocasiona el continuo
desarrollo y evolucién de los médulos del proyecto.

Tomando en cuenta que con la tecnologfa de secuenciacion actual solo es posible obtener secuencias de
hasta 500 nucleétidos por experimento, y que los tiempos obtenidos para los analisis con ProSA fueron
bastante cortos (2 seg. para 587 nucleétidos), podemos decir que la aplicacion es bastante eficiente para
analizar secuencias obtenidas mediante estos experimentos.

Esto no significa que ProSA esté limitado para analizar secuencias mayores, por el contrario, la evidencia
de que tal andlisis es posible se presenta en los resultados aqui descritos (15:04 para 85779 nucleétidos).



El Gnico inconveniente serd que para obtener una secuencia de tal longitud se necesitardn decenas de
experimentos de secuenciacién, ademds de un largo proceso previo de ensamblaje de la secuencia.

En el caso de que se contara con dicha secuencia, el analisis serfa demasiado lento para llevarse a cabo
por Internet. En el presente trabajo se realizaron modificaciones en la configuracion de Apache,
ajustando la variable Timeout a 1200 segundos (20 minutos), con lo cual el andlisis de las secuencias
grandes pudo llevarse a cabo. Esto se logré a costa de que la aplicacién consumié una gran cantidad de
memoria, debido al inmenso volumen de datos que fue generado, ademas de que el procesador era
ocupado en un alto porcentaje por el proceso correspondiente. Esta aproximacion no es la mas
adecuada, ya que en el caso de una maquina con pocos recursos (poca memoria y/o procesador lento),
estos dos factores podrian comprometer su rendimiento, sobre todo si ésta funciona como servidor de
Web.

Una de las soluciones més adecuadas seria modificar el disefio de la aplicacién orientdndolo hacia un
modelo de cémputo distribuido, en el que una computadora central se encargue de recibir las
secuencias y se repartan fragmentos a otras maquinas para que realicen partes del andlisis y devuelvan
los resultados para su ensamble y despliegue al usuario. Este disefio podria reducir considerablemente el
tiempo para la realizacién del andlisis de una secuencia grande, ademas de que no agotarfa los recursos
de la maquina que funciona como servidor puesto que el trabajo estaria repartido.

ProSA es una aplicacién sencilla para los usuarios nuevos y al mismo tiempo poderosa para los usuarios
avanzados. La interfaz de Web resulta bastante facil de utilizar, ya que cuenta con descripciones sobre la
aplicacién y su uso, asi como vinculos a sitios que proporcionan informacién relacionada con los datos
que se utilizan para el andlisis.

El despliegue de los resultados se encuentra en un formato atractivo y legible para su interpretaciéon. Una
posible mejora sobre su aspecto podria ser el resaltar directamente en las secuencias de proteina los
patrones de PROSITE encontrados. Se podrian consensar cédigos de color para patrones que presenten
actividad bioldgica semejante, tal como hacen los programas de visualizacién molecular, por ejemplo:
RasMol.

Los resultados proporcionados por la aplicaciéon son plenamente confiables, puesto que todos los
patrones de PROSITE encontrados en los analisis coincidieron con la actividad correspondiente a los
genes publicados en GenBank.

Ocurrieron algunas discrepancias en cuanto a los marcos de lectura donde se encontraron muchos de los
patrones de actividad biolégica significativa, las cuales son justificables debido a que la mayoria de las
secuencias corresponden a organismos eucariotes. Es importante recordar que la estructura de los genes
eucariotes es mas complicada que la de los genes procariotes. Al contrario de los genes procariotes, los
genes eucariotes se encuentran a menudo fragmentados en piezas que son ensambladas antes de la
traduccion. En eucariotes, el mRNA es procesado antes de ser traducido. Existen dos tipos de
procesamiento: el corte y la poli-adenilacién. El corte une las secuencias codificantes y elimina los
elementos intermedios. Las secuencias que terminan dentro del mRNA maduro son llamadas exones, y
las intermedias son llamadas intrones. En la poli-adenilacién se anaden 50 o mas nucleétidos de adenina
al final del mRNA.

ProSA es una aplicacién que traduce las secuencias de nucleétidos tal y como son proporcionadas por el
usuario. El Gnico pre-procesamiento que lleva a cabo es el de eliminar los caracteres que no pertenezcan
al tipo de secuencia seleccionado para el andlisis, pero carece de métodos para la distincién de intrones
y exones, por lo que la deteccion de secuencias no codificantes dependera total y absolutamente de la
habilidad y experiencia del usuario para la interpretacién de los resultados.



Sin embargo, con la ayuda de ProSA sera relativamente sencillo encontrar genes en genomas procariotes.
Esto se debe a que los genes procariotes son un poco mas simples. Estos contienen un promotor que
determina cuando un gen debe ser transcrito y una regién codificante que contiene la secuencia de
DNA para una protefna. En estos genomas serd muy raro encontrar marcos de lectura abiertos (ORF)
largos, esto se debe a que es mas probable encontrar codones STOP cada 21 tripletes aproximadamente
(ya que existen 3 codones STOP de un total de 64 combinaciones de tripletes). Por ejemplo, sera
realmente poco probable encontrar un ORF que tenga una longitud de 900 nucleétidos (en promedio,
las proteinas poseen una longitud de 300 aminodacidos); aunque si sucediera, seria una clara sefal de
que el ORF codifica para una proteina real. Por supuesto, algunos genes codifican para proteinas
pequefas, y encontrar éstos sera un poco mas dificil.

Por tales motivos, la interpretacion de resultados de los andlisis de secuencias pertenecientes a
organismos eucariotes puede resultar un poco mas compleja, sin embargo no es imposible, clara
evidencia de esto es el presente trabajo.

La aplicaciéon final se instald6 como una herramienta en el Sitio Web de la Carrera de Biologia
(http://biologia.iztacala.unam.mx/tools/prosa/). Si se desea obtener una copia gratuita del software para
instalacién y uso local en otros servidores sera necesario contactar al autor.

En conclusién, ProSA resulta una herramienta innovadora, puesto que no existia una aplicacién que
realizara bisquedas en la base de datos PROSITE a partir de secuencias de nucleétidos. Con el desarrollo
de esta aplicacién se ha podido resolver este problema, son los usuarios finales los que deberan juzgar
los beneficios aqui planteados.


http://biologia.iztacala.unam.mx/tools/prosa/
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