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GLOSARIO

ACIDO CITRICO: Para efecto de la presente investigacion, el acido citrico como

acido tricarboxilico hace referencia al Ciclo de Krebs.

ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (ADN): El componente quimico dentro del
nucleo de una célula que lleva las instrucciones para elaborar los organismos

vivientes.

ACIDO RIBONUCLEICO (ARN): El componente quimico que resulta de la
transcripcion del ADN. En el ARN, la letra U, que corresponde al uracilo,
substituye a la Timina del ADN. En las células se encuentran tres tipos de ARN. El

ARN mensajero, el ARN de transferencia y ARN ribosomal.

ADENOSIN TRIFOSFATO: Es el ATP (adenosin trifosfato) la molécula que
interviene en todas las transacciones de energia que se llevan a cabo en las
células; por ella se la califica como "moneda universal de energia". EI ATP esta
formado por adenina, ribosa y tres grupos fosfatos, contiene enlaces de alta
energia entre los grupos fosfato; al romperse dichos enlaces se libera la energia

almacenada.

ALGORITMO: Es un conjunto finito de instrucciones o pasos que sirven para

ejecutar una tarea o resolver un problema.

AMINOACIDOS: Los aminoacidos son compuestos organicos que al combinarse
forman las proteinas. Los aminoacidos son el resultado de la digestion de las
proteinas. Estan clasificados en aminoacidos "esenciales" (deben ser consumidos)
y "no esenciales" (los puede producir el organismo a partir de los aminoacidos

esenciales).



BIOINFORMATICA: Una disciplina cientifica que se interesa por todos los
aspectos relacionados con la adquisicion, almacenamiento, procesamiento,
distribucién, analisis e interpretacion de informacion bioldgica, mediante la
aplicacion de técnicas y herramientas de las matematicas, de la biologia y de la
informatica, con el proposito de comprender el significado biolégico de una gran

variedad de datos.

BIOLOGIA MOLECULAR: Es una ciencia cuyo objetivo fundamental es la
comprension de todos aquellos procesos celulares que contribuyen a que la
informacion genética se transmita eficientemente de unos seres a otros y se

exprese en los nuevos individuos.

VIAS METABOLICAS: Son los diferentes pasos bioquimicas que realiza la célula
de cualquier organismo para llevar a cabo reacciones de asimilacion y

desasimilacion.

VIAS REGULADORAS: Son aquellas que permiten influenciar los procesos de

supresion (o no induccién) de un gen para construir una determinada proteina

CITOCROMO: Proteina coloreada que contiene hierro y participa en los procesos

de respiracién celular.

CITOPLASMA: Region celular situada entre la membrana plasmatica y el nucleo,

conteniendo los organulos celulares.

CODON: La informacién genética se escribe con cuatro letras, pero que estan en
grupos de tres. Cada grupo de tres se llama coddn y lo que hace es codificar un

aminoacido o un simbolo de puntuacién (Comenzar, Stop).



COENZIMAS: Son grupos quimicos que ayudan a las enzimas a llevar a cabo sus

funciones anabdlicas y catabdlicas.

ENZIMAS: Las enzimas son proteinas que catalizan basicamente todas las
reacciones quimicas en las células de todos los organismos vivos. Las enzimas
metabolizan un sustrato para convertirlo en un producto sin que la enzima sufra
ninguna modificacion estructural o metabdlica, las enzimas se clasifican segun el

grupo quimico que catalizan.

ESPECTROMETRIA: Proceso quimico en donde se utiliza como sistema de
medicién el espectro fotdmetro, fundamentalmente se utiliza para describir
cualitativamente y cuantitativamente la composicion de una sustancia organica o

no.

EUCARIOTA: Son células con nucleo diferenciado y con compartimentos

intracelulares separados entre si por membranas independientes

EXONES: Componentes importantes del acido ribonucleico recién trascrito.
Combina secuencias de expresion con secuencias de no expresién. Las
secuencias de expresion se denominan ex Los aminoacidos son compuestos
organicos que al combinarse forman las proteinas. Los aminoacidos son el

resultado de la digestion de las proteinas.

FILOGENIA: Parte de la Biologia que se ocupa de las relaciones de parentesco
entre los distintos grupos de seres vivos. Origen y desarrollo evolutivo de las

especies, y en general, de las estirpes de seres vivos.

GENOMA: Es el conjunto de genes que especifican todos los caracteres que
pueden ser expresados en un organismo. Un genoma es todo el material genético

de un ser vivo. Es el juego completo de instrucciones hereditarias para la



construccion y mantenimiento de un organismo, y pasar la vida a la siguiente
generacion. En la mayoria de los seres vivos, el genoma esta hecho por un
quimico llamado A.D.N. El genoma contiene genes, empacados en cromosomas y

afectan caracteristicas especificas del organismo.

GLUCOLISIS: Proceso que consiste en una serie de diez reacciones, cada una
catalizada por una enzima determinada, que permite transformar una molécula de

glucosa en dos moléculas de un compuesto de tres carbonos, el acido piruvico.

GLUCOSA: Molécula que se sintetiza en la fotosintesis de las plantas, y esta
contenida como molécula compleja en los nutrientes de todos los seres vivos y de
cuya degradacién quimica obtiene energia todos los seres vivos. Se compone de

seis atomos de carbono, doce de hidrégeno y seis radicales -OH.

HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS: Es software que permite el analisis,

representacion, visualizacion, comparacién de microorganismos biolégicos

HIDROFOBICO: La propiedad que tiene una sustancia de repelar el agua.

HONGOS: Son organismos con nucleo que se reproducen por esporas, carecen
de clorofila (por lo tanto no son fotosintéticos), se reproducen sexual o

asexualmente y pueden tener estructuras filamentosas o no.

IN SITU: Se refiere a los procesos o las reacciones que se realizan en un

determinado lugar dentro de la célula.

ITERACION: Una iteracion es un ciclo complete de desarrollo que produce una
version (interna o externa) de un producto ejecutable, que constituye un
subconjunto del producto final en desarrollo, que luego se ira incrementado de

iteracion en iteracion hasta convertirse en el sistema final. Cada iteracién pasa a



través de varios flujos de trabajo del proceso, aunque con un énfasis diferente en

cada uno de ellos, dependiendo de la fase en que se encuentre.

LEVADURA: Nombre genérico de ciertos hongos unicelulares, de forma ovoidea,
que se reproducen por gemacion o division. Suelen estar unidos entre si en forma
de cadena, y producen enzimas capaces de descomponer diversos cuerpos

organicos, principalmente los azucares, en otros mas sencillos.

METABOLISMO: Conjunto de reacciones quimicas que efectuan constantemente
las células de los seres vivos con el fin de sintetizar sustancias complejas a partir

de otras mas simples, o degradar aquellas para obtener estas.

METABOLISMO GLUCIDICO: Es la liberacién de energia de un aceptor a un

receptor y se refiere a la degradacion de la glucosa para la sintesis de la ATP .

METABOLISMO LIPIDICO: Este es el metabolismo de los lipidos o de las grasas.

METABOLISMO PROTEICO: Es el proceso de degradacién de las proteinas para
formar compuestos simples como aminoacidos, las enzimas que intervienen e el

procesos de llaman peptidazas.

MITOCONDRIA: Mitocondria del griego: mitocondrias, thread + chondros, granulo
es el sitio donde se lleva a cabo la respiracion celular, el metabolismo aerobio, en

la mayoria de los organismos eucariontes (con nucleo verdadero).

MOLECULAS: Es una de las diferentes formas en las que se pueden agrupar los
atomos de uno o varios elementos quimicos, y se caracterizan por estar formadas
por un numero determinado de atomos. Si en una molécula cambian el nUmero de
atomos, o se altera la distribucion de los mismos, nos encontraremos con una

molécula distinta correspondiente a un compuesto distinto.



NUCLEOTIDOS: Los nucleétidos son los bloques de construccién a partir de los
cuales se construyen los acidos nucleicos. Los nucledtidos estan unidos en una
cadena polinucleotidica con un esqueleto que consiste de series alternadas de

residuos de azucar y fosfato.

ORGANULOS: Componentes de las células eucariotas con morfologia y funciones
bien diferenciadas. Los principales organulos son: Nucleo: Sintesis y reparacion
del DNA, Nucledlo: Sintesis de los ribosomas y proceso del RNA. Mitocondrias:

Respiracion celular.

OXIDACION: Es el proceso electroquimico por el cual un ién o dtomo pierde uno o
varios electrones. Cuando un i6n o atomo se oxida: Pierde electrones, Actua como
agente reductor, Es oxidado por un agente oxidante, Aumenta su estado o numero

de oxidacion.

PEPTIDOS: Son un tipo de moléculas formadas por la unién de varios
aminoacidos mediante enlaces peptidicos. La union de un bajo numero de

aminoacidos da lugar a un péptido:

e Oligopéptido: Numero de aminoacidos < 10.
o Polipéptido: Numero de aminoacidos > 10.

e Proteina: nimero de aminoacidos > 50.

POLIMEROS: La materia esta formada por moléculas que pueden ser de tamafio
normal o moléculas gigantes llamadas polimeros. Los polimeros se producen por
la unién de cientos de miles de moléculas pequefias denominadas mondmeros

que forman enormes cadenas de las formas mas diversas.

PROBIOTICO: Son los microorganismos y/o las sustancias roducidas por estos

que sirven para estimular el crecimiento o para efectuar reacciones de asimilacion



de nutrientes. Los probidticos corresponden a una preparacion de un producto que
contiene microorganismos viables en suficiente numero, los cuales alteran la
microbiota (por implantacién o colonizacién) en un compartimiento del huésped

provocando efectos beneficiosos sobre la salud del mismo.

PROTEASA: Es una enzima que degrada otras proteinas. Hay muchos tipos de
proteasas y cada una degrada un tipo especifico de proteinas. Las proteasas son
importantes en la regulacion celular, porque constantemente es necesario cortar y

reparar moléculas.

PROTEOMICA: La protedmica estudia el proteoma, el conjunto de proteinas que
se expresan a partir de un genoma. La enorme cantidad de informacién generada
por los proyectos de secuenciacion de genomas, y la necesidad de descifrar esta
informacion estan desplazando el foco de atencién hacia el estudio directo de las

proteinas, su estructura, su funcion, sus interacciones y sus modificaciones.

SISTEMA: Es el conjunto de cosas que ordenadamente relacionadas entre si,

contribuyen a un determinado objetivo.

SISTEMA DE INFORMACION: Es un conjunto formal de procesos que, operando
sobre una coleccidn de datos estructuradas recopilan, elaboran y distribuyen la

informacion necesaria para las operaciones de una empresa.

SISTEMA REDOX: Proceso de oxidorreduccion entre el reductor y el oxidante, en
donde existe una transferencia de electrones que genera una corriente eléctrica,

marcada por una diferencia de potencial entre ambos.

UBIQUINONA: Corresponde a una proteina que naturalmente esta presente en el

interior de las células y cumple la funcion de activar la respiracién celular.



RESUMEN

La Bioinformatica como nueva area de interés en nuestra sociedad y como uno de
los nuevos acontecimientos cientificos que comprende la investigacién y el
desarrollo de herramientas bioinformaticas permiten entender el flujo de
informacion biolégica, partiendo desde los genes hasta las estructuras
moleculares; por esta razon, hoy en dia la Bioinformatica se ha convertido en un
instrumento necesario por medio del cual los investigadores logran profundizar

en sus estudios cientificos.

Actualmente algunas instituciones interesadas en la investigacion bioldgica e
informatica como la UNAB, requieren de herramientas que permitan un mejor
estudio y entendimiento de la composicion estructural y funcional de las proteinas
en particular, asi como el disefio de modelos que los expliquen. Para lograr
realizar este tipo de investigaciones se necesita tener claro conocimiento sobre
aspectos biolégicos e informaticos, lo cual se logra tomando como punto de
partida que la Bioinformatica. Dado su caracter multidisciplinar, permite mayor
comprension sobre el significado biolégico de una gran cantidad de datos que sin
la ayuda de los sistemas de informacion no tendrian el desarrollo cientifico que

han alcanzado.

Por lo anterior esta investigacion como proyecto de grado ha realizado un estudio
biolégico que busca comprender una serie de procesos biolégicos basicos en las
células y un estudio de diferentes herramientas bioinformaticas como son: Rasmol,
Treeview, Fasta, Clustal X, SRS, YMGV, BLAST SERVER, KEGG, Entrez; las
cuales de manera grafica permiten visualizar, modificar y comprender la

composicion estructural de las proteinas.



Para la realizacion de este trabajo se plantearon elementos metodologicos
procedentes tanto del campo biolégico como de las tecnologias informaticas, que
articulados de manera armonica dieron lugar a un proceso metodologico complejo
que permitid de una parte, el estudio biolégico del Citocromo C de
Kluyveromyces fragilis y por otra, el andlisis de las herramientas
Bioinformaticas y el desarrollo del Sistema de Informacion Bioinformatico. Dicho
proceso se organizd a manera de fases que permiten cumplir los objetivos
especificos del proyecto indicando qué y cédmo se lograran cada uno de ellos, asi

como las técnicas y recursos que lo operacionalizan.

El estudio biolégico se abordd desde el crecimiento y desarrollo de
Kluyveromyces fragilis hasta la obtencién de la secuencia de aminoacidos de la
proteina del Citocromo C, mediante las siguientes fases: Cultivo de la levadura
Kluyveromyces fragilis sobre medio modificado de Malta dextrosa agar y medio
de Ogy; Obtencion de biomasa mediante cultivo en medios liquidos modificados,

como el caldo de Malta en Biorreactores de 5 litros; Proceso de Secuenciacion.

La metodologia para la elaboracion del analisis de las herramientas
Bioinformaticas y el desarrollo del Sistema de Informacién Bioinformatico se
fundamenté sobre el Proceso Unificado de Racional (RUP), a través de la

siguiente secuencia:

e Iniciacion. Recoleccion de informacion y determinan de los recursos
necesarios, ademas de un planteamiento de fases iterativas donde se planifica
el proceso.

e Elaboracién. Andlisis de toda la documentacion y de las diferentes
herramientas bioinformaticas dando como resultado la determinacion de la
viabilidad de integracion de estas en un unico sistema.

e Construccion. De ser posible la integracion de estas herramientas

bioinformaticas en un uUnico sistema, en esta fase se desarrollara de forma



iterativa e incremental el producto software requerido para el Centro de
Investigacion en Biotecnologia y Medioambiente de la UNAB, usando el
software de desarrollo apropiado para su construccion.

e Transiciéon. Evaluacion del funcionamiento de Sistema de Informacién
Bioinformatico

e Conclusiones. Muestra los resultados obtenidos y si estos cumplieron con los

objetivos propuestos al inicio de la investigacion.

El estudio buscaba evaluar la posibilidad de integracion de estas herramientas
Bioinformaticas en un unico sistema que le facilite a los investigadores del
Laboratorio de Investigacion y Medio Ambiente de la UNAB, el estudio de las

proteinas microbianas en especial la del Citocromo C de Kluyveromyces fragilis.

Como resultado del proceso, se logro: la integracion de las diferentes
herramientas bioinformaticas que al comienzo de la investigacién se plantearon.
Ademas se realizo la caracterizaciéon del Citocromo C de Kluyveromyces fragilis,

cumpliendo asi con los objetivos de esta investigacion.



INTRODUCCION

Debido a que la Bioinformatica desde hace algun tiempo atras surge como nueva
disciplina cientifica, ha merecido gran interés mundial especialmente por
organismos pioneros dedicados a la investigacién y el avance cientifico. Este
tema actualmente no es ajeno a la Universidad Autonoma de Bucaramanga, la
cual lo ha considerado como un gran desafio debido en parte a los desarrollos y
aplicaciones derivadas de las investigaciones sobre biologia molecular que

plantea el presente siglo.

Este proyecto titulado ESTUDIO E IMPLEMENTACION DE ALGUNAS
HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS PARA SU POSIBLE INTEGRACION EN
UN SISTEMA QUE PERMITA LA CARACTERIZACION DEL CITOCROMO C de
Kluyveromyces fragilis se realiza con el fin de iniciar el proceso Bioinformatico
dentro de la UNAB, es por ello que se parte de una estructura interdisciplinar entre
el Laboratorio de Computo Especializado y el Laboratorio de Investigacion en
Biotecnologia y Medio Ambiente, teniendo como base la importancia del trabajo en
equipo y la aplicacion de la ciencia bioldgica y de la tecnologia para afrontar este

reto.

En el presente documento y en los diferentes capitulos que lo componen se podra
apreciar como los objetivos propuestos al inicio de la investigacion se fueron

desarrollando para asi obtener los resultados esperados.

Este documento se encuentra estructurado por capitulos, en el capitulo primero
titulado Planteamiento del problema vy justificacién cual contiene los aspectos que
conllevaron a realizar esta investigacion. En este se muestra cual es la situacion
actual y como a través de este proyecto de grado se pretende dar inicio a la era de

la Bioinformatica en la UNAB.



El capitulo segundo, Antecedentes muestra al contexto en que se concibio y se
desarroll6 el presente proyecto, destacando la importancia de la iniciacidén de esta
nueva linea de investigacién en la UNAB, debido a los avances cientifico —
tecnologicos y la importancia de la union entre las herramientas tecnoldgicas como

una herramienta de apoyo a la investigacion Bioldgica.

En los Objetivos que constituyen el capitulo tercero, se especifica de manera

concreta el alcance del proyecto y los presupuestos cientificos para su desarrollo

En el capitulo cuarto, Estado del Arte se expone una recopilacién del desarrollo
historico de la Bioinformatica y también enfatiza como ésta ha ido evolucionando
dentro de la UNAB, poniendo de manifiesto Ila importancia de este aporte
cientifico — tecnolégico. Mostrando la importancia de la inclusion de esta linea

dentro del proyecto investigativo de la UNAB.

En el capitulo quinto, Marco Tedrico se muestran los fundamentos conceptuales,
tecnolégicos y metodologicos tanto del area biolégica como informatica que
orientan la elaboracion de este proyecto, la relacién que existe entre ellos en el
contexto del proyecto, e igualmente la metodologia propuesta para obtener los
resultados. Teniendo en cuenta las diferentes etapas necesarias para el logro de
los objetivos propuestos. A su vez también se recopila la informacién necesaria
sobre las herramientas Bioinformaticas tomadas en cuenta para el desarrollo de

este proyecto de grado.

El capitulo sexto titulado Desarrollo Metodolégico muestra una descripcion de las
fases planteadas para el desarrollo de este proyecto, teniendo en cuenta que este
es multidisciplinar y por lo tanto comprende un area biolégica y un area

informatica.



En el capitulo séptimo, Resultados se describe todo el proceso desarrollado para
cumplir con los objetivos propuestos de este proyecto, cumpliendo paso a paso
con la metodologia de este proyecto. Iniciando por el analisis de las Herramientas
Bioinformaticas locales con su respectivo modelado y el por qué de la
determinaciéon de su posible integracion en un unico sistema; la obtencién de la
secuencia de aminoacidos del Citocromo C de Kluyveromyces fragilis, y la

caracterizacion de esta levadura en el Sistema de informacién Bioinformatico.

En el capitulo octavo, se exponen las Conclusiones en donde se enfatiza el
proceso final y los logros obtenidos en la investigacion y se analizan cada una de
las herramientas bioinformaticas integradas que permitira la aplicacion de tales
herramientas en el proceso biolégico concluyendo la eficiencia de la integracion y

su aplicacion.

En los anexos se ilustra mediante las pantallas del sistema las guias de utilizacién

del Sistema de Informacion Bioinformatico.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMAY JUSTIFICACION

La Bioinformatica como nueva area de interés en nuestra sociedad y como uno de
los nuevos acontecimientos de la ciencia, se puede entender como la interseccion
entre la biologia y la tecnologia de la informacion y proporciona las herramientas y
recursos necesarios para favorecer la investigacion biologica. Este campo
interdisciplinario comprende la investigacién y desarrollo de herramientas Uutiles
para llegar a entender el flujo de informacion desde los genes a las estructuras
moleculares, su funcion bioquimica, su conducta biolégica y, finalmente, la

influencia en las enfermedades.

Una de las definiciones generalmente aceptada de Bioinformatica es: "Una
disciplina cientifica que se interesa por todos los aspectos relacionados con la
adquisicion, almacenamiento, procesamiento, distribucién, analisis e interpretacion
de informacion bioldgica, mediante la aplicacidén de técnicas y herramientas de las
matematicas, de la biologia y de la informatica, con el propésito de comprender el

significado bioldgico de una gran variedad de datos". [1]

Dentro del contexto cientifico-tecnolégico en el Laboratorio de Investigaciones en
Biotecnologia y Medioambiente (LINBYA) de la UNAB, se requieren herramientas
bioinformaticas que permitan un mejor estudio y entendimiento de la composicién
estructural y funcional de las proteinas, en especial las derivadas de los procesos
metabdlicos realizados en la mitocondria de los microorganismos, como en las

levaduras.

El reto en la construccion de software para el area bioinformatica, es el
establecimiento de una arquitectura que permita la realizaciéon de busquedas
inteligentes, comunicacion con bases de datos y la union con herramientas de

analisis que permitan dar respuesta a problemas biolégicos concretos.



Por esta razén se ha decidido por medio de este proyecto, estudiar algunas
herramientas bioinformaticas actuales, buscando su posible integracién en un solo
sistema que le facilite a los investigadores del Laboratorio de Investigaciéon en
Biotecnologia y Medioambiente (LINBYA) de la UNAB, el estudio de la proteina del
Citocromo C de Kluyveromyces fragilis y que se pueda usar en estudios

posteriores con diferentes microorganismos.



2. ANTECEDENTES

No se puede mirar la historia de la bioinformatica sin describir inicialmente la

historia de la biologia. En realidad son los bidlogos y los bioquimicos quienes

hacen su primer acercamiento a la tecnologia computacional como elemento

fundamental para su trabajo diario. [2]

La Bioinformatica comprende tres subespecialidades:

Bioinformatica en sentido estricto. La investigacion y desarrollo de la
infraestructura y sistemas de informacion y comunicaciones que requiere la
biologia moderna. (Redes y bases de datos para el genoma, estaciones de

trabajo para procesamiento de imagenes).

Biologia Molecular Computacional. La computacion que se aplica al
entendimiento de cuestiones bioldgicas basicas, mediante la modelizacién y
simulacién. (Sistemas de Vida Artificial, algoritmos genéticos, redes de

neuronas artificiales).

Biocomputacion. El desarrollo y utilizacion de sistemas computacionales
basados en modelos y materiales biolégicos. (Biochips, biosensores,
computacion basada en DNA). Los computadores basados en DNA se estan
empleando para la secuenciacion masiva y el screening de diversas
enfermedades, explotando su caracteristica de procesamiento paralelo

implicito. [1]

Los sistemas informaticos que se emplean en el area bioinformatica cumplen las

siguientes funciones:



e Adquisicion de datos.

e Software para visualizacion.

e Generacién y ensamblaje de secuencias.

¢ Analisis de datos.

e Programas para analisis de secuencias.

e Prediccioén de estructura de proteinas.

e Paquetes de integracion y ensamblaje de mapas genéticos.
e Software para clasificacion y comparacion.

e Técnicas de inteligencia artificial.

o Gestion de datos.

o Bases de datos locales o accesibles mediante redes de comunicaciones.
e Distribucién de datos.

¢ Redes de comunicaciones.

Los principales campos de aplicacion de la bioinformatica, se pueden resumir

como:

e Gestion de datos en el laboratorio.

e Automatizacion de experimentos.

e Ensamblaje de secuencias contiguas.

e Prediccion de dominios funcionales en secuencias génicas.
¢ Alineacion de secuencias.

e Busquedas en las bases de datos de estructuras.

e Determinacion de la estructura de macromoléculas.

e Prediccion de la estructura de macromoléculas.

e Evolucion molecular.

e Arboles filogenéticos.



La nueva generacion de informatica introduce el concepto de Bioinformatica de
Segunda Generacion caracterizada porque en los ultimos afios, se ha trabajado
con muchas bases de datos que almacenaban informacién biolégica a medida que
iban apareciendo. Sin embargo esto no sdélo ha tenido efectos positivos ya que
muchos cientificos se quejan de la creciente complejidad que representa encontrar

informacion util en este "laberinto de datos".

Para mejorar esta situacion, se desarrollan técnicas que integran la informacién
dispersa, gestionan bases de datos distribuidas, las seleccionan automaticamente,
evaluan su calidad, y facilitan su accesibilidad para los investigadores. Se habla de
Bioinformatica Integradora, que cada vez, con mas énfasis, reside en Internet y no

en bases de datos locales. [1]

En unos afos, la comunidad cientifica tendra a su disposicién la secuencia de
bases (3.000 millones) que componen el Genoma Humano; sin embargo, esta
informacion (estructural) es insuficiente para un entendimiento completo de su
funcién, regulacion y variacion (aproximadamente 80.000 genes). Los procesos
celulares son gobernados por el repertorio de genes expresados y su patréon de
actividad temporal. Se necesitan herramientas para gestionar informacion
genética en paralelo. Por ello, se emplean nuevas tecnologias para extraccion de

conocimiento, mineria de datos y visualizacién. [3,4]

La bioinformatica, en este sentido, ofrece la capacidad de comparar y relacionar
la informacién genética con una finalidad justificada, siendo capaz de ofrecer unas
respuestas que no parecen obvias a la vista de los resultados de los

experimentos.

La potencia de estos sistemas trae consigo la obtencion, en tiempos muy breves,
de grandes volumenes de informacion, (secuencias, mutaciones, datos de

expresion geénica, determinaciones analiticas de interés clinico, screening de



farmacos) que necesitan ser gestionados con técnicas bioinformaticas para extraer

conocimiento de utilidad en la investigacion biomédica.

Este proyecto se considera como una investigacion pionera en el campo de la
Bioinformatica ya que no existen antecedentes de trabajos similares dentro de la
UNAB, contando solo con la propuesta de un Prototipo de sistema para
almacenamiento de informacion de secuencias bioldgicas en estructuras de
arboles de posiciones, realizado por Julie Alexandra Quiroga Rios estudiante de la

facultad de Ingenieria de Sistemas en el afio 1.998.

Con este trabajo de investigacion se pretende iniciar la era de la Bioinformatica en
la UNAB y es por ello que se hace una sinergia entre el Laboratorio de Computo
Especializado y el Laboratorio de investigacion en biotecnologia y Medio Ambiente
(LINBYA) de la UNAB.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Conocer el funcionamiento de algunas herramientas Bioinformaticas aplicadas a la
caracterizacion de la proteina del Citocromo C de Kluyveromyces fragilis,
buscando su posible integracién en un Unico sistema para apoyo de futuros

estudios en el area de en la UNAB.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar y caracterizar el ciclo de vida de Kluyveromyces fragilis.

Conocer los procesos biolégicos basicos relacionados con la caracterizacion de la

proteina del Citocromo C de la levadura Kluyveromyces fragilis.

Profundizar sobre algunas de las herramientas bioinformaticas disponibles para el
estudio de la proteina del Citocromo C de Kluyveromyces fragilis como son:

Fasta, Clustal X, TreeView, Rasmol, Kegg y Yeast Microarray Global Viewer.

Analizar el funcionamiento de las diferentes herramientas bioinformaticas descritas
anteriormente, usando una metodologia apropiada con el fin de comprender sus
caracteristicas basicas, siguiendo la metodologia apropiada correspondiente a

cada programa de Bioinformatica.

Evaluar la posibilidad de integracién de las herramientas bioinformaticas en un
unico sistema, que permita la caracterizacion del Citocromo C de Kluyveromyces

fragilis.



4. ESTADO DEL ARTE

Desde el principio de los afios 90, muchos laboratorios han estado analizando el
genoma completo de varias especies tales como bacterias, levaduras, ratones vy
seres humanos. Durante estos esfuerzos de colaboracion, se han generado
cantidades enormes de datos los cuales se recogen y se almacenan en grandes

bases de datos, la mayoria de las cuales son publicadas y accesibles.

Debido al incremento en complejidad y capacidad tanto de las computadoras
como de las técnicas de investigacion, se necesitan "puentes" humanos que
puedan entender ambas disciplinas y sean capaces de comunicarse con los

expertos de los dos campos. [1, 2, 4]

Actualmente hay cerca de 80 genomas que estan accesibles publicamente por
Internet y unas tres centenas de otros en bases de datos privadas. Genbank, la
mayor base de datos de secuencias genéticas del mundo contiene actualmente
cerca de 10 mil millones de pares de bases equivalentes a cerca de 12 millones de

registros (genes). [1, 2, 4]

El auge que experimenta la Bioinformatica es visible con el surgimiento en el
mundo de compafiias orientadas a prestar esta clase de servicios relacionados
con el manejo de la informacion bioldgica. Los datos en si mismos no son

comercializables, pero la informacion implicita de ellos si lo es.

En la Revista Colombiana: Ciencia y Tecnologia se hace un importante recuento
de la capacidad de la Bioinformatica para ayudar a resolver problemas y procesos
biolégicos, sefialando que las Universidades, la Academia de Ciencias Exactas,
Fisicas y Naturales y entidades particulares, han dado comienzo muy

recientemente a la aplicacion de estas herramientas, entrando asi a este nuevo



concepto que sin duda ayudara a realizar la tarea bioldgica con mayor precision y
a mas bajo costo. Competir exitosamente exige estar adelantados en el futuro,
estar a la vanguardia en los desarrollos de la ciencia y la tecnologia. Por esto es
que la ciencia aplicada es urgente, para que Colombia pueda entrar a competir en
un mundo globalizado, para que sus productos tengan un mayor valor agregado a
través de la innovacion. Por otro lado, porque es urgente modificar los actuales
sistemas de produccion que ya son obsoletos, frente a los nuevos que ofrecen los

acelerados avances de la ciencia y la tecnologia de hoy. [5]

La Universidad Autbnoma de Bucaramanga no es ajena a estos grandes desafios
debido en parte a los desarrollos y aplicaciones derivadas de las investigaciones
sobre biologia molecular que plantea el presente siglo, por eso desarrollé6 una
estructura interdisciplinar entre el Laboratorio de Computo Especializado y el
Laboratorio de Investigacion en Biotecnologia y Ambiente teniendo como base la
claridad de la importancia del trabajo en equipo y la aplicacion de la ciencia
biolégica y de la tecnologia. Debido a los grandes avances del genoma humano,
esta multidisciplina se viene transformando y dando origen a otras tres areas
emergentes: Gendmica: mapeo, secuenciacion y caracterizacion de genes,
Protedmica: estudio de la interaccion de las proteinas, mecanismos de control y
expresion génica, entre otras y Bioinformatica: basadas en supercomputadores
con la capacidad de almacenar grandes bases de datos sobre secuencias
genomicas de hombre y otros organismos vivos, desarrollo de algoritmos que
permitan comparar bases e interaccion de datos de librerias gendmicas, librerias
quimicas, proteinas, quimica combinatoria, entre otras las cuales generaran

grandes cambios en los mercados bursatiles del mundo entero.



5. MARCO TEORICO

5.1 CONCEPTOS BIOLOGICOS

5.1.1 Levaduras. Las levaduras son hongos no filamentosos, es decir, que
carecen de micelio. Su estructura reproductiva asexual es la Blastospora, que es
una especie de yema que se desprende de manera irregular de la célula madre y
da lugar a una célula exacta. También se reproducen sexualmente formando
cuerpos fructiferos desnudos, denominados Ascos con unidades celulares que son

las Ascosporas. (Figura 1)

Figura 1. Fotografia electrénica de Kluyveromyces fragilis

Este grupo perteneciente al Dominio Eucharya y al subdominio Fungi, agrupa a
especies y géneros de importancia médica e industrial y estan muy ligadas a los
alimentos. Desde el punto de vista cientifico las levaduras se han convertido en
modelos de estudio desde hace mas de 100 afos y se caracterizan porque
poseen un ciclo de vida que permite realizar los ensayos que requieren tanto la
biologia molecular como la genética actual; tienen un genoma pequefo, solo unas
cuantas veces mayor que el de las bacterias y 200 veces menor que el genoma de

las células de los mamiferos.



Kluyveromyces fragilis es una levadura muy importante como probidtico y se
esta estudiando en el Laboratorio de Investigacion en Biotecnologia y Ambiente de
la UNAB, su papel en los procesos de asimilacion de nutrientes y la capacidad de
servir de apoyo al aparato digestivo de los rumiantes, cualidad que sera muy
importante en la conversién de leche y carne de mejor calidad y cantidad en
lugares de poca disponibilidad de buenos pastos para el pastoreo. La calidad
nutricional se mide por la capacidad de biotransformacion del alimento, proceso en

el que juega papel importante la proteina del Citocromo C mitocondrial.

Uno de los paradigmas mas importantes en la biologia, es el que establece que el
DNA se transcribe a RNA, el cual se traduce, generandose todas las proteinas que
estan presentes en los diferentes momentos del ciclo celular. Son las proteinas las
responsables de mantener el funcionamiento de la célula y, es por ello que el
estudio simultdneo de todo el juego de proteinas presentes en los diferentes
momentos de la célula ha resultado de gran interés. Las proteinas que son
sintetizadas por las levaduras participan en un gran numero de procesos
metabdlicos y energéticos como el transporte de electrones y la fosforilacidon

oxidativa. [6]

5.1.2 Transporte de Electrones y Fosforilacién Oxidativa. La mayor parte de
la energia libre que se produce durante la oxidacién de la glucosa a CO:2 es
retenida en las coenzimas reducidas FADH2 y NADH generadas en la glucdlisis y
el ciclo del &cido citrico, éstas durante la respiracién liberan electrones, que iran
pasando por una serie de transportadores en la membrana interna mitocondrial,

formando 4 complejos:

1.-Complejo I.- De la NADH deshidrogenasa a la ubiquinona
2.-Complejo Il .-De la Succinato deshidrogenasa a la ubiquinona.

3.-Complejo Ill.-Citocromo reductasa. De la ubiguinona al Citocromo C .



4.-complejo IV.-Citocromo C oxidasa, que acepta electrones del Citocromo C y los

cede al oxigeno.

La citocromo oxidasa, dimero (hierro y cobre) cataliza de forma eficiente la
reduccion del oxigeno. La célula puede utilizar el oxigeno para la respiracion solo
porque la citocromo oxidasa situa al oxigeno en un centro bimetalico especial,
donde se mantiene unida entre un atomo de hierro ligado a un grupo hemo y a un
atomo de cobre, hasta que se capte un total de 4 electrones; solo entonces los 2
atomos de la molécula de oxigeno seran liberados como 2 moléculas de agua sin
ningun peligro. La energia resultante se usa para el bombeo de los protones
hacia fuera de la membrana interna mitocondria y provoca un gradiente
electroquimico que es positivo - acidico y negativo-alcalino en la matriz

mitocondrial. [7]

La ATP sintasa es la enzima que cataliza la fosforilacidon, posee una zona esférica
llamada factor | dirigida hacia la matriz mitocondrial, y por otra parte el factor Fo
integrado a la membrana. Dado que la membrana es basicamente impermeable a
los protones, por lo tanto el gradiente no se desarma por una constante reentrada
de los mismos, teniendo en cuenta que la ATP sintasa (conocido como complejo
F1, ATP asa mitocondrial) contiene el unico canal para la entrada de protones, por
lo tanto a medida que los protones pasan por el canal, se produce la siguiente
reaccion ADP + Pi= ATP. [8, 9]

El acoplamiento de los dos procesos se realiza a través del gradiente de potencial
electroquimico de protones que es generado por la cadena respiratoria durante la
transferencia de electrones desde los sustratos hasta el oxigeno. Una de las
proteinas esenciales para el transporte de electrones es el Citocromo C, que se
caracteriza porque recibe los electrones del complejo ubiquinona Citocromo C1 y
transfiere al complejo Citocromo Oxidasa. Esta proteina ha sido extraida de la

membrana interna mitocondrial y ha sido purificada y cristalizada; la proteina es



esférica de aproximadamente 104 a 113 residuos de aminoacidos y un grupo
hemo unido covalentemente, el caracter hidréfébico del entorno del grupo hemo

hace que el potencial redox del Citocromo C sea mas positivo. [7, 8]

La secuencia de mas de 80 especies eucariotas ha sido determinada por Emil
Smith y Col., el hallazgo mas importante es que 26 de los 104 aminoacidos han
permanecido inalterables durante mas de 1500 millones de afos. Algunos
ligandos como Metionina e Histidina son invariantes, en algunas regiones la
secuencia es casi invariable en todas las moléculas de Citocromo C, el
arrollamiento compacto de la proteina requiere la presencia de Glicina en sitios
determinados, varios residuos invariantes de Lisina y Arginina estan localizados en

los centros cargados positivamente en la superficie de la molécula. [10] (Figura 2)

Figura 2. Representacion de la cadena respiratoria: matriz de la mitocondria (Tomado de
Luenga, 2003)

Por todas las caracteristicas mencionadas y siendo el Citocromo C una proteina
esencial para la cadena respiratoria, en este trabajo se utilizaran diferentes

herramientas de la bioinformatica para estudiar algunas caracteristicas



estructurales del Citocromo C de la levadura y su relacion con los Citocromos C de
otros organismos, asi mismo su filogenia, su similitud o diferencia; también se
determinara la importancia de su participacion en el transporte de electrones y en
la fosforilacion oxidativa y por otra parte se buscara en la base de datos la

secuencia de nucledtidos que corresponde al gen que codifica esta proteina.

5.1.3 Sistema Citocromo. El Citocromo C es una proteina que esta presente en
todos los organismos que contienen una cadena respiratoria mitocondrial: plantas,
animales y microorganismos. Este transportador evolucion6 hace mas de mil

millones de anos.

Es un componente de la cadena respiratoria mitocondrial de la mayoria de los
Eucariotas; se encuentra situado en la membrana mitocondrial interna expuesto
hacia el lado intermembrana. Esta codificado por el DNA nuclear y se sintetiza
COmo un precursor que posee una presecuencia N-terminal de 61 aminoacidos.
Dicha presencia esta formada por una region N-terminal muy basica de 35
aminoacidos, caracteristica de un dominio que dirige a la matriz, una region central
de 19 aminoacidos sin carga y una region C-terminal acidica de 7 aminoacidos.
Parte de esta presecuencia es separada por una proteasa de la matriz cuando el
polipéptido se inserta en la membrana interna. A continuacién, el grupo hemo se
une a la proteina y provoca un cambio de conformacién para que pueda actuar
como una segunda proteasa del espacio intermembrana que elimina el resto de la
presecuencia. De esta manera, el Citocromo C queda insertado con la orientacion

adecuada de la membrana. [11, 12, 13]

5.1.4 Mitocondrias. Las Mitocondria son diminutas estructuras celulares de
doble membrana responsables de la conversion de nutrientes en el compuesto

rico en energia trifosfato de adenosina (ATP), que actua como combustible celular.



Por esta funcion que desempefan, llamada respiracion, se dice que las

mitocondrias son el motor de la célula.

Se encuentran Mitocondrias en las células Eucaridticas (células con el nucleo
delimitado por membrana). El numero de Mitocondrias de una célula depende de
la funcidon de ésta. Las células con demandas de energia particularmente
elevadas, como las musculares, tienen muchas mas mitocondrias que otras. Por
su parecido con las bacterias aerdbicas (es decir, que necesitan oxigeno), los
cientificos creen que las mitocondrias han evolucionado a partir de una relacion
simbidtica o de cooperacion entre una bacteria aerdbica y una célula eucaridticas
ancestral, (Teoria Endosimbidtica. Las mitocondrias son los organulos celulares
encargados de suministrar la mayor parte de la energia necesaria para la actividad
celular, actuan por tanto, como centrales energéticas de la célula y sintetizan ATP
a expensas de los carburantes metabdlicos (glucosa, acidos grasos vy

aminoacidos). (Figura 3)

Figura 3. Ultraestructura mitocondrial. (Tomado de Luenga, 2.003)
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La ultraestructura mitocondrial esta en relacion con las funciones que desempeia:
en la matriz se localizan las enzimas responsables de la oxidacion de los acidos

grasos, los aminoacidos, el &cido piravico y el Ciclo de Krebs. [14, 15, 16]

En la membrana interna estan los sistemas dedicados al transporte de los

electrones que se desprenden en las oxidaciones anteriores y un conjunto de


http://www.arrakis.es/~lluengo/cadena.html
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proteinas encargadas de acoplar la energia liberada del transporte electronico con
la sintesis de ATP; estas proteinas le dan un aspecto granuloso a la cara interna

de la membrana mitocondrial.

También se encuentran dispersas por la matriz una molécula de ADN circular y
unos pequenos ribosomas implicados en la sintesis de un pequefio numero de

proteinas mitocondriales.

El producto mas importante de la degradacion de los carburantes metabdlicos es
el acetil-CoA, (acido acético activado con la coenzima A), que continua su proceso
de oxidacién hasta convertirse en CO2 y H20 ,mediante un conjunto de reacciones
que constituyen el ciclo de Krebs punto central donde confluyen todas las rutas
catabdlicas de la respiracion aerobia. Este ciclo se realiza en la matriz de la

mitocondria.

En este ciclo se consigue la oxidacion total de los dos atomos de carbono del resto
acetilo, que se eliminan en forma de COg; los electrones de alta energia obtenidos
en las sucesivas oxidaciones se utilizan para formar NADH Y FADH2, que luego
entraran en la cadena respiratoria, en donde los Citocromos juegan un papel
importante. [7, 8, 16, 17]



http://www.arrakis.es/~lluengo/adn.html
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Figura 4. Representacion grafica del ciclo de Krebs y sus interconexiones metabdlicas.
(Tomado de Biopsicologia).
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La via metabdlica 8 (Figura 4), es la ruta central del metabolismo intermediario,
ademas de ser la responsable de la obtencidon de la energia biolodgica por parte de
las células vivas desde la utilizacidn de las estructuras mitocondriales. El papel de
ruta central viene especialmente determinado por el cruce del metabolismo
glucidico, con la figura del acido piruvico, con el metabolismo lipidico desde la
acetil CoA y con el metabolismo protéico con las conexiones de los aminoacidos

desde los acidos oxalacético y alfa-cetoglutarico principalmente. [18]

5.1.5 Ribosomas. Son organulos membranosos, visibles solo al microscopio
electronico debido a su reducido tamafio en las células procariotas 29nm y 32nm

en las células eucariotas. Su funcién es ensamblar proteinas.

ADN - Transofrmaciéon - Transcripcion > ARN - Proteinas en el ribosoma
ARNm ‘/l\‘ARNr

ARNt

5.1.6 Proteinas. Las proteinas, del griego Proteion, son moléculas de peso
molecular elevado, formados por aminoacidos formados por enlaces peptidicos.
La union de un bajo numero de aminoacidos da lugar a un péptido: oligopéptido:

aminoacidos <10; polipéptido: aminoacidos > 10; proteinas: aminoacidos > 50.

Son biomoléculas formados basicamente por carbono, hidrégeno, oxigeno y
nitrégeno, y pueden contener Hierro (Fe), Fosforo (P), Azufre (S), Magnesio (Mg) y
Cobre (Cu). Son las mas abundantes de las Biomoléculas, constituyen mas del
50% de las células.

Las proteinas naturales estan formadas por aminoacidos de la serie Levégira. Los
aminoacidos se clasifican en: alifaticos neutros de cadena apolar (glicina, alanina,

valina, leucina e isoleucina); alifaticos neutros de cadena no ionizable (serina y



treonina); aromaticos neutros (fenilalanina, tirosina y triptéfano); con azufre
(metionina y cisteina); acidos di carboxilicos (acido glutamico y aspartico); basicos

(lisina, arginina e histidina). [1, 3, 18]

Las proteinas son polimeros lineales de a-aminoacidos con amplia variabilidad
estructural y funciones biolégicas muy diversas. La variedad de proteinas es
elevadisima, y para su clasificacion se suele recurrir a: criterios fisicos, quimicos,

estructurales y funcionales.

Los aminoacidos se unen entre si mediante enlaces peptidicos, entre el carboxilo
de un aminoacido con el grupo amina del otro, con perdida de agua. Se denomina

péptido al polimero de aminoacidos cuya masa es menor de 6 Kda.

Un aminoéacido es una molécula que contiene un grupo carboxilo — COOH y un

grupo amino NH2 — libres. Pueden expresarse como NHz2- CHR — COOH.
i’
R/ :\nu

R= grupo organico o un OH. Caracteristico para cada acido.

Los aminoacidos son 20: alanina, arginina, asparagina, aspartato, cisteina,
fenilalanina, glicina, glutamato, glutamina, histidina, isolencina, lencina, lisina,

metionina, prolina, serina, tirosina, treonina, tritéfano, valina.



Figura 5. Representacion de la alanina; aminoacido mas pequefio después de la glicina

O
N
HaM Cc—C
| ™o
CHz

La estructura primaria: es el ordenamiento o secuencia de aminoacidos en una
cadena polipeptidica. La secuencia de los aminoacidos esta determinada por los

genes que controlan la sintesis proteica.

Se sintetizan tanto en el citoplasma de la célula como en las mitocondrias, como
es el caso de la proteina del Citocromo C. La sintesis se lleva a cabo mediante
conversion del DNA a RNA y con ayuda de los Ribosomas, de los RNA:
mitocondrial, ribosomal y de transferencia y de moléculas de aminoacidos,

mediante la etapa denominada de traduccién.

En la sintesis de las proteinas un concepto importante para recordar, es que la
base fundamental del mecanismo transcripcional del DNA es que de éste resulta
una copia en forma de RNA, en un proceso que podriamos definir como "‘uno a
uno", pues cada nucleétido en la cadena de DNA se copia en la de RNA (con la
variante Timina que se copia en Uracilo). Analizar este proceso desde el punto de
vista bioinformatico no representa un gran problema de modelamiento, lo que si
constituye un problema un poco mayor es la traduccién de dicho RNA en proteina
pues se encuentran involucrados otros procesos y variables que complejizan la
simulacion, tales como las ediciones del RNAm y la utilizacion de un cddigo

especifico de traduccién (codigo genético), entre otros.

Como se sabe, existen 64 codones (que resultan de la combinacion de los 4

nucledtidos, tomados de a tres a la vez), de esta manera un aminoacido (de ahora



en adelante "aa"), puede ser codificado por entre 1 y 6 codones diferentes. Por
otra parte el hecho de que los nucledtidos de DNA (traducidos ya en RNA) se lean
de a 3 para especificar una proteina, implica que este DNA cuenta con 3 marcos
de lectura dependiendo del lugar desde el cual se empieza a leer, es decir desde
el nucledtido 1, 2 o 3. Como las dos cadenas de DNA pueden ser copiadas en
RNA, entonces tenemos 6 marcos de lectura posibles para una misma proteina, 3
por cada cadena del DNA, si a esto le sumamos la especificidad de uso codonico
de algunos organismos, la complejidad del modelamiento por medios informaticos
se eleva. Esta es una de las razones principales por las cuales la predicciéon de
proteinas a partir de DNA es un poco mas dificil que la simple transcripcion de
DNA a RNA.

La informacién genética esta en el DNA y esa informacién se copia en RNA. El
Ribosoma lee el RNA y ensambla la proteina. Toda proteina es una cadena de
aminoacidos. El Ribosoma lee tres letras del codigo genético que ha trasportado
en el RNAt ( tres letras codifican un aminoacido y se llama codon) vy lo

complementa con el anticodon del RNAm (complementario).

Asi sucesivamente va leyendo las siguientes letras y ensambla el aminoacido
correspondiente al lado del anterior y asi hasta que llegue un codon que trae la
senal de parada. (Stop: UAA, UAG). El AUG cadifica la metionina y sirve como
sitio de iniciacion, el primer AUG en un RNAm es la regié que codifica el sitio

donde la translacion de proteinas se inicia. (Tabla 1)



Tabla 1. Representacion del codigo genético junto con los aminoacidos que lo componen

Base 2
U C A G
UUU Fenilalanina | UUC Serina UAA Tirosina UGU Cisteina
UUC Fenilalanina | UCC Serina UAC Tirosina UGC Cisteina
UUA Leucina UCA Serina UAA Stop UGA Stop
UUG Leucina UCG Serina UAG Stop UGG Triptéfano
CUU Leucina CCU Prolina CAU Histidina CGU Arginina
CUU Leucina CCC Prolina CAC Histidina CGC Arginina
2 CUA Leucina CCA Prolina CAA Glutamina CGA Arginina
®
m
CUG Leucina CCG Prolina CAG Glutamina CGG Arginina
AUU Isoleucina ACU Treonina | AAU Asparagina AGU Serina
AUC Isoleucina ACC Treonina | AAC Lisina AGC Serina
AUA lIsoleucina ACA Treonina | AAA Lisina AGA Arginina
AUG Metionina ACG Treonina | AAG Lisina AGG Arginina
GUU Valina GCU Alanita GAU Acido glutamico | GGU Glicina
GUC Valina GCC Alanina GAC Acido glutdmico | GGC Glicina
GUA Valina GCA Alanina GAA Acido glutamico | GGA Glicina
GUG Valina GCC Alanita GAG Acido glutamico | GGG Glicina

La “columna vertebral" del analisis de secuencias en bioinformatica lo constituyen
los alineamientos de dichas secuencias. Comparaciones que se realizan entre
dos o mas secuencias a la vez con el fin de encontrar entre estas ciertas

regularidades o patrones. Como fue mencionado anteriormente, a pesar de que en



teoria es posible inferir facilmente las propiedades de una proteina dada su
estructura primaria, en la practica resulta un hecho muy complicado.
Principalmente esta dificultad surge del hecho, resaltado anteriormente, de que
entre el paso de DNA -> RNA -> PROTEINA, surgen algunos procesos que
complican en gran medida la inferencia de la secuencia polipeptidica a partir del

DNA. Entre estos procesos los mas relevantes son:

Al confrontar una secuencia de proteina con el DNA es necesario encontrar en
que lugar de dicho DNA se inicia la codificacion de ésta, asi como el lugar en el
cual se detiene. Este problema es particularmente dificil en el humano, pues
contiene mucho mas DNA del requerido para codificar el numero de proteinas
existentes en su organismo, asi que una porcion de DNA al azar tiene muchas

probabilidades de no codificar nada.

La presencia de exones en el DNA. Algunas veces este problema se puede
minimizar mediante la utilizacion de cDNA (via RNA), en vez del DNA en si mismo,
pues este cDNA contiene mucho menos ruido (material extraio) . Sin embargo
son muchos los casos en los cuales el RNA no se puede analizar y es necesario

acudir al DNA original.

e No todo el RNA codifica la proteina. Pueden existir regiones de RNA no
codificantes, las cuales pueden llegar a ser mas largas que la regidn

codificadora en si misma.

e Notodos los RNAs codifican proteinas (RNAr, RNAt y RNAsn por ejemplo).

De esta manera, no existe una solucién global y completa para determinar una
secuencia de proteina codificada a partir de una de DNA. Sin embargo, se puede
combinar una serie de aproximaciones informaticas (sumadas a procedimientos en

laboratorio humedo), y obtener resultados aceptables.



En este punto es importante realizar un pequefo paréntesis y resaltar que hemos
estado hablando de dos aspectos diferentes del analisis de secuencias, uno de
ellos es la deduccion de la secuencia de aminoacidos (su estructura primaria), a
partir de la secuencia de DNA, y por otra parte la inferencia de funcion (estructura
terciaria o cuaternaria) de la proteina a partir de la estructura primaria asi el
Citocromo C es una proteina conjugada, globular y monomérica. Podemos afirmar
que estas dos aproximaciones han sido el principal interés en el desarrollo de la

bioinformatica en el mundo. [19]

Hablando mas concretamente de la inferencia de funcion a partir de la estructura

primaria, generalmente se utilizan dos aproximaciones:

1 Homologia, compara la estructura primaria de la proteina analizada con la de

otras proteinas cuya funcion ya se conoce.

2 “Ab initio”, que busca determinar la estructura que minimice la energia libre.
Esta aproximacién se realiza generalmente mediante métodos Monte-Carlo o

redes neurales.

Sin embargo, incluso después de haber determinado la estructura terciaria de la
proteina, aun no se han desarrollado técnicas que permitan inferir las propiedades
funcionales de ésta proteina con base en su estructura, siempre se acude a la

comparacion con proteinas ya conocidas.

Aunque la vision dada hasta el momento pueda parecer bastante pesimista, el
analisis de secuencias es, sin embargo, de gran importancia primero porque en si
mismo es un intento hacia la consecucion de métodos exitosos en el analisis de
secuencias, y su potencial es vasto. En segundo lugar el analisis de secuencias
actual permite realizar una serie de estudios que de otra manera serian casi

imposibles o por lo menos muy poco efectivos, a saber.



Identificacion de la estructura primaria de una proteina a partir de DNA. Es
de este punto del cual se ha estado hablando la mayor parte del tiempo. Por
ejemplo, si se esta tratando de encontrar el lugar del DNA desde el cual se
codifica para la proteina, es util conocer cuales péptidos son codificados por los
seis marcos de lectura, asi una seccion corta que contenga muchos codones de
parada, es un candidato muy malo a regién codificadora. Obviamente este analisis
no dice de donde a donde se codifica la proteina, pero por lo menos permite

suponer donde estan ocurriendo las cosas. [3]

Busqueda de secuencias similares. Después de haber determinado una
secuencia, ya sea mediante técnicas de Ilaboratorio humedo o in silico,
generalmente surge una pregunta mas o menos obvia: "';existe una secuencia
parecida a esta?" , en otras palabras: "“;ya ha visto alguien una secuencia como
esta?". Para esto se realizan busquedas de secuencias similares a la nuestra en
bases de datos destinadas para estos propositos: GenBank, EMBL, DDBJ,
SwissProt, PIR etc. [1, 2]

Inferencias evolutivas. Se pueden realizar inferencias interesantes comparando
las secuencias de proteinas equivalentes (homdlogos) entre diferentes
organismos, que permitan realizar testimonios al respecto de la evolucion de

dichas especies a partir de sus ancestros comunes.

Similitud, ldentidad y homologia. Cuando se habla de Identidad se hace
referencia a la ocurrencia de exactamente los mismos residuos en la misma

posicion de las secuencias alineadas.

El término Similitud hace referencia a las concordancias aproximadas entre las
secuencias alineadas, estas concordancias tienen significado unicamente cuando
se evaluan de acuerdo a una matriz de sustitucion . La similitud permite asignar

informacién de una secuencia en otra, nada mas. Cuando se tiene una similitud



entre secuencias > 25% a lo largo de la longitud de la secuencia, se puede hablar
de alta similitud y generalmente son casi homodlogas. Una similitud alta en
regiones cortas puede ser del 60% en 20 residuos. Por otra parte generalmente
valores E < 0.02 (estadisticamente se puede contar con valores < 0.05, lo que
significa que se tiene un 95% de confianza en que el puntaje del alineamiento no
se realiz6 por azar) son significantes e implican homologia, mientras valores de E
>1 no son significantes. Cuando se dice que A tiene una alta Homologia con B,
decimos que A y B son muy parecidas pero que sus ancestros también, lo primero
siempre se sabe pero lo segundo no. En realidad un porcentaje de homologia
indica "‘identidad y/o similitud" pero no necesariamente una relacién evolutiva.
Cuando las secuencias son homologas comparten un plegamiento y todos los

aminoacidos en este plegamiento deben ser conservados. [4, 10, 19]

5.1.7 Métodos y determinacién de crecimiento de los microorganismos
El crecimiento de un microorganismo depende de varios factores como: El

microorganismo en si, de acuerdo a sus caracteristicas bioldgicas; la composicion
del medio de cultivo, teniendo en cuenta que las células creceran mas lentamente
en un medio minimo que en un medio rico con todos los nutrientes; las
condiciones de incubacion: la temperatura de incubacion, la concentracion de CO2
en la atmosfera de cultivo, la agitacion, etc; la procedencia y caracteristicas del
inéculo: la curva de crecimiento variara dependiendo de que se parta de un cultivo
estacionario o de uno en crecimiento exponencial, que se pase un cultivo crecido
en MM+Glc a MM+Gal o de MR a MM+Glc o de un medio de malta o de malta

modificado.

Por otro lado para lograr medir el crecimiento de una poblacion se pueden utilizar

los siguientes métodos:



Métodos directos. Son aquellos en los que se cuenta el n° total de células en
un volumen conocido y asi se estima el n° total en la poblacion. Entre ellos se
encuentran: Recuento directo del numero de células al microscopio usando
camaras de recuento; Contadores electronicos, al suspender las células en un
fluido conductor por el que pasa una corriente eléctrica cada una de estas
genera un impulso; Recuento de células viables, haciendo diluciones se puede
obtener el crecimiento de colonias aisladas procedentes de una unica célula;
Métodos indirectos, estos se caracterizan por que utilizan parametros distintos
del n° de células, pero que pueden relacionarse de forma directa con éste

como la masa celular, actividad metabdlica, etc.[22, 23, 24, 25]

Métodos indirectos. Determinacion del peso seco, se trata de medir la masa
celular presente en un cultivo y estimar el numero de células proporcional a
ésta; Determinacion del nitrogeno celular midiendo el contenido proteico del
cultivo; Determinacion del DNA; Determinacion de una actividad metabdlica
segun el tipo de microorganismo, por ejemplo el consumo de oxigeno (en
aerobios), liberacién de CO2 u otro producto de fermentacién, etc; Medida de
la turbidez del cultivo, basandose en la capacidad de las células y particulas en

general de absorber y/o dispersar la luz que incide sobre ellas. [22]

La ecuacion que permite calcular el tiempo requerido para que una célula

microbiana se divida dando lugar a dos células, este se denomina tiempo de

generacion G y es pues el tiempo que necesita una poblacién para duplicar el

namero de células. Si debe considerar un tiempo inicial, To, y otro final, Tf, se

tiene que la expresion de G es: G = (Tf-To)/n, donde: n es el numero de

generaciones, y viene dado por el numero de ciclos de divisién ocurridos en la

poblacion en un tiempo dado. [22, 26,27]



5.1.8 Métodos de secuenciaciéon. Para realizar la secuenciacion de
proteinas e igualmente determinar la cantidad de cada aminoacido en éstas,
es preciso empezar por someterla a hidrolisis, con acidos, alcalis 0 enzimas,
segun el aminoacido que vaya a determinarse. Existen algunos métodos
para la identificacion de aminoacidos, entre ellos podemos encontrar: [23,
25, 28, 29, 30, 31]

e Métodos quimicos. El primer método, y desde el punto de vista cuantitativo el
método mas sencillo, consiste en aislamiento directo de los aminoacidos o de

sus derivados, a base de diferencias en sus solubilidades.

e Métodos microbiologicos. Este método puede llegar a demostrar una
relacion directa entre la cantidad de cada uno de aminoacidos en un medio y la
capacidad de crecimiento del microorganismo. Usando una curva de
crecimiento patron puede mostrar esta relacion de acuerdo a cantidades

especificas para el aminoacido.

e Método de disolucion isotopico. Este método puede ser extraordinariamente
exacto, pero requiere de aminoacidos marcados isotopicamente, es muy
laborioso y a veces, como en el caso de isétopos estables, requiere del uso de

equipo de ensayo costoso (espectrometro de masas).

¢ Analisis cromatografico. Con mucha diferencia, el método mas util y mas
preciso para determinar la cantidad de cada aminoacido en un hidrolizado de
proteina es la separacion de los aminoacidos en una columna de adsorbente,

seguida por la elusion consecutiva de cada acido.

e Método de Sanger. Las proteinas pueden ser caracterizadas por un analisis

ulterior de los residuos N y C-terminal. La mayoria de las proteinas tienen dos



extremos: un amino (N-terminal) y un carboxilo (C-terminal). Este es
histéricamente el mas importante; sin embargo, no es el mas adecuado para el
objeto de estudio de este proyecto de grado porque el reactivo reacciona

lentamente y los aminoéacidos son dificiles de detectar.

e Método de Edman. Este método es el elegido para la realizacién de esta
investigacion. En este procedimiento se utiliza el reactivo fenilisotiocianato, que
marca Y libera tan solo el residuo N-terminal sin destruir el resto de la proteina.
El aminoacido del N-terminal liberado se puede aislar e identificar; este se
conoce como una feniltiohidantoina. Esto deja al descubierto un nuevo residuo
N-terminal de la proteina; el producto proteico puede reciclarse varias veces a
través de la reaccion de Edman, y en cada paso pierde un aminoacido del N-
terminal. En la actualidad se utiliza un analizador automatico o secuenciador,
que puede programarse para controlar la mezcla adecuada de reactivos, la
separacion de los productos y la identificacion de los derivados

feniltiohidantoinicos de los aminoacidos N-terminales.[32, 33, 34, 35] (Figura 6)

Figura 6. Representacion de la secuenciacion por el N-terminal.
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Por ejemplo la tripsina que es una enzima digestiva que se produce por el

pancreas e in viro es utilizada comunmente para romper especificamente a los



polipéptidos de gran tamarfo, en fragmentos susceptibles de ser secuenciados. La
tripsina rompe a los enlaces peptidicos que se encuentran en el lado carboxilo de
una lisina o arginina. Los fragmentos resultantes se denominan péptidos
tripsinizados: [36, 37, 38] (Figura 7)

Tripsina Tripsina

Péptido

6 Gly-His-Phe-i6ll-Bi§-NE-GIy-VE-B'E-GIy-VE -6l

proteina original

fragmentos resultantes o] péptidos tripsiizados

Gly-His-Phe-lell- B péptido 1
RE-Gly-VE-BS péptido 2
Gly-YE]- Bl péptido 3

El tratamiento de una proteina con bromuro de ciandgeno se utiliza también
comunmente para romper de manera especifica a las proteinas. El bromuro de
cianégeno rompe la cadena en el lado carbonilo de un residuo de metionina. Este
agente como la tripsina es muy especifico y usualmente lleva a la produccion de

un numero limitado de fragmentos: [39, 40]

Figura 7. Representacion de la ruptura de una proteina por medio de Bromuro de
ciandgeno.

Bromuro de ciandgeno

Péptido l
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proteina original

fragmentos resultantes
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5.2 CONCEPTOS INFORMATICOS

5.2.1 Sistema. De manera general, el diccionario de la Real Lengua Espafola
define un sistema como “el conjunto de cosas que ordenadamente relacionadas
entre si, contribuyen a un determinado objetivo”. A partir de dicha definicion se
puede concluir las partes principales de un sistema: los componentes del sistema,
las relaciones entre ellos, que determinan la estructura del sistema y el objetivo del
sistema. Ademas se destacan otros componentes como el entorno del sistema
(que es todo aquello que lo rodea) y los limites del sistema (que es la frontera
entre lo que es el sistema y lo que constituye el entorno). Para las técnicas del
analisis de los sistemas se sigue la definicién del enfoque sistémico o teoria

general de sistemas. [20, 21]

5.2.2 Sistema de Informacion. Un sistema de informacion esta constituido,
por las bases de datos, los programas de aplicacion, los procedimientos manuales
y automatizados, e incluye los sistemas computacionales que realizan

procesamiento. [20, 21]

Uno de los conceptos mas complejos define un sistema de informacion como un
conjunto formal de procesos que, operando sobre una coleccién de datos

estructuradas segun las necesidades de la empresa recopilan, elaboran y



distribuyen la informacion (o parte de ella) necesaria para las operaciones de
dicha empresa y para las actividades de direccion y control correspondiente
(decisiones) para desempefar su actividad de acuerdo a su estrategia de

negocios. [20, 21]

¢ Elementos de un sistema de informacién. Los elementos que componen un

sistema de informacion son: [20]

> Los procedimientos y las practicas habituales de trabajo. Se siguen al
ejecutar toda clase de actividades necesarias para el buen funcionamiento

de la empresa.

> Lainformacion. Es el elemento fundamental del sistema, su razén de ser.

> Las personas o usuarios. Son los individuos o unidades de la

organizacién que introducen, manejan o usan la informacion.

» El equipo de soporte. Para la comunicacion, el procesamiento y

almacenamiento de la informacion.

5.2.3 Lenguaje UML. El Lenguaje Unificado de Modelado (Unified Modeling
Language, UML) es un lenguaje estandar, sencillo y muy expresivo que permite
cubrir una visualizacion general del software orientado a objetos a desarrollar.
UML (Lenguaje Unificado de Modelado) puede utilizarse para visualizar, construir,
especificar y documentar las caracteristicas generales de un sistema. Su
utilizacion es independiente del lenguaje de programacion y de las caracteristicas
de los proyectos, ya que UML (Lenguaje Unificado de Modelado) ha sido disefiado

para modelar cualquier tipo de proyectos. [41]



El lenguaje UML nos provee de diferentes diagramas los cuales hacen mas facil la

comprension del sistema a crear. Estos diagramas son:

Diagramas de casos de uso: los diagramas de casos de uso se emplean para
modelar la vista de casos de uso de un sistema. Estos diagramas son
importantes para visualizar, especificar y documentar el comportamiento de un

elemento.

Los diagramas de casos de uso se emplean para visualizar el comportamiento
de un sistema (los servicios visibles externamente que proporciona el sistema
en el contexto de su entorno), de forma que los usuarios puedan comprender
como utilizar ese elemento y que los desarrolladores puedan implementarlo.

Normalmente un diagrama de casos de uso contiene:

» Casos de usos: Un caso de uso es una descripcion de las acciones de un
sistema desde el punto de vista del usuario. Representados en una elipse.
Cada caso de uso contiene un nombre que indica su funcionalidad.

» Actores: los actores son los usuarios que interactuan con el sistema. Se
representan con un mufeco.

> Relaciones de dependencia, generalizacién y asociacién: son las

interacciones entre los actores y los casos de uso.

Diagrama de clases: Los diagramas de clases se utilizan para modelar la vista
de disefo estatica de un sistema. Esto incluye modelar el vocabulario sistema,
modelar las colaboraciones o modelar esquemas.

Los diagramas de clases dan una vista que soporta principalmente los
requisitos funcionales de un sistema, los servicios que el sistema debe

proporcionar a sus usuarios finales.

Los diagramas de clases contienen normalmente los siguientes elementos:



» Clases: una clase es una descripcion de un conjunto de objetos que
comparten los mismos atributos, operaciones, relaciones y semantica. Una
clase esta representada por un rectangulo que dispone de tres apartados,
el primero para indicar el nombre, el segundo para los atributos y el tercero
para los métodos.

» Cada clase debe tener un nombre que la distinga de las otras clases.
Un atributo representa alguna propiedad del elemento que se esta
modelando que es compartida por todos los objetos de esa clase. un
método u operacion es la implementacion de un servicio que puede ser
requerido a cualquier objeto de Ila clase para que muestre un
comportamiento.

» Interfaces: son las vistas con las que el usuario interactia con el sistema.

> Relaciones de dependencia, generalizacion y asociacion: existen tres
tipos de relaciones especialmente importantes: dependencia, que
representan relaciones de uso entre clases; generalizaciones, que conectan
clases generales con sus especializaciones, y asociaciones, que

representan relaciones estructurales entre objetos.

Diagramas de secuencias: Es un diagrama que destaca la ordenacion
temporal de los mensajes, estos diagramas se utilizan para modelar los
aspectos dinamicos de un sistema. Los diagramas de secuencias pueden
utilizarse para visualizar, especificar, construir y documentar la dinamica de
una sociedad particular de objetos, o se pueden utilizar para modelar un flujo
de control particular de un caso de uso. Estos diagramas son utiles debido a
que permiten observar la vida de los objetos en el sistema, identificar llamados
0 posibles errores que se puedan presentar en el modelado estatico, que
imposibiliten el flujo de informacion o de llamadas entre los componentes del

sistema.



Normalmente los diagramas de secuencias contienen:

» Linea de vida de un objeto: representa la vida del objeto durante la
interaccion. En un diagrama de secuencias, un objeto se representa como
una linea vertical punteada con un rectangulo de encabezado y con
rectangulos a través de la linea principal que denotan la ejecucion de
metodos.

» Activacion: muestra el periodo de tiempo en el cual el objeto se encuentra
desarrollando alguna operacién, bien sea por si mismo o por medio de
alguno de sus atributos.

» Mensaje: el envié de mensajes entre objetos se denota mediante una linea
soélida dirigida, desde el objeto que emite el mensaje hacia el objeto que lo

ejecuta.

5.2.4 Plataforma de Desarrollo Windows. Windows es un sistema operativo
que fue creado y lanzado al mercado por la empresa Microsoft el 20 de
Noviembre de 1985. La caracteristica particular que siempre ha mantenido
el sistema operativo Windows hasta el momento es el manejo de una
interfaz grafica facil de usar, la cual tuvo un gran cambio al incluirse los

menus desplegables.

Con el paso del tiempo, el sistema operativo de Microsoft ha evolucionado,
actualmente existen varias versiones de acuerdo a las necesidades del usuario,
entre ellas podemos encontrar: Windows 95, Windows 98, Windows Me, Windows
2000, Windows XP entre otros. [42]



5.2.5 Lenguajes e Interfaces de Desarrollo

Java. Java se ha desarrollado a partir del concepto de un codigo ejecutable
independiente de la plataforma. Los investigadores de Sun Microsystems lo
crearon para que fuera un poderoso sistema de programacion y transferencia
de informacién utilizable en la Web. Java es un lenguaje de programacion

disefiado para suministrar contenidos ejecutables a las redes informaticas.

Java surgié en 1991 cuando un grupo de ingenieros de Sun Microsystems
trataron de disefiar un nuevo lenguaje de programacién destinado a
electrodomésticos [6]. La reducida potencia del calculo y memoria de los
electrodomésticos llevo a desarrollar un lenguaje sencillo capaz de generar

cbédigo de tamafio muy reducido.

Debido a la existencia de distintos tipos de CPUs y a los continuos cambios,
era importante conseguir una herramienta independiente del tipo de CPU
utilizada. Desarrollaron un cédigo “neutro” que no dependia del tipo de
electrodoméstico, el cual se ejecutaba sobre una “maquina virtual” denominada
Java virtual Machine (JVM). Era la JVM quien interpretaba el codigo neutro
convirtiéndolo a codigo particular de la CPU utilizada. Esto permitia lo que
luego se ha convertido en el principal lema del lenguaje: “Write Once, Run
Everywhere”. A pesar de los esfuerzos realizados por sus creadores, ninguna

empresa de electrodomésticos se intereso por el nuevo lenguaje.

Como lenguaje de programacion para computadores, Java se introdujo a
finales de 1.995. La clave fue la incorporacion de un intérprete de Java en la
version 2.0 del programa Netscape Navigator, produciendo una verdadera
revolucion en Internet. Java 1.1 aparecio a principios de 1997, mejorando
sustancialmente la primera version del lenguaje. Java 1.2, mas tarde

rebautizado como Java 2, nacio a finales de 1998.



Java es el lenguaje ideal para aprender la informatica moderna, porque
incorpora todos estos conceptos de un modo estandar y mucho mas sencillo.
El principal objetivo del lenguaje Java es llegar a ser el “nexo universal” que
conecte a los usuarios con la informacion, este esta situada en el ordenador

local, en un servidor Web, en una base de datos o en cualquier otro lugar.

Java permite facilmente el desarrollo tanto de arquitecturas cliente-servidor
como de aplicaciones distribuidas, consistentes en crear aplicaciones capaces
de conectarse a otros ordenadores y ejecutar tareas en varios ordenadores

simultaneamente, repartiendo por lo tanto el trabajo.

Java hace realidad la animacién, la iteracion (ciclo complete de desarrollo que
produce una version (interna o externa) de un producto ejecutable, que
constituye un subconjunto del producto final en desarrollo), el procesamiento,
las aplicaciones distribuidas y nuevas formas de comunicacion, ademas posee
una gran flexibilidad para ser implementado sobre diferentes plataformas. Java
es una herramienta no comercial y de facil acceso, cuya principal caracteristica

es el desarrollo orientado a objetos. [43]

Netbeans — Jcreator. Netbeans IDE es un gran entorno de desarrollo para
Java, hecho en Java y open-source el cual soporta una variedad de lenguajes
como Java, C, C++, entre otros. Netbeans es un software libre que facilita la
creaciéon de interfaces de manera rapida y eficiente permitiendo agilizar en
factor de tiempo el desarrollo de la aplicacion. Netbeans es un entorno de
desarrollo, una herramienta para programadores para escribir, compilar,

corregir errores y para ejecutar programas.[44]



Jcreator es un ambiente de desarrollo integrado para Java. Este programa
permite editar, compilar, ejecutar y hacer “debug”, es decir sacar “bugs” o

bichos, que son los errores en un programa.[45]

5.2.6 Microsoft Access. Microsoft Access es un sistema gestor de bases de
datos relacionales (SGBD). Este es un programa para la gestion de informacion
que permite disefar las estructuras necesarias para almacenar la informacion y los
medios para su introduccién y explotacion. Una base de datos suele definirse

como un conjunto de informacion organizada sistematicamente. [46]

En la terminologia propia de las bases de datos hay tres conceptos claves

dentro de las tablas, los cuales son:

e Un campo es cada uno de los tipos de datos que se van a usar. Se hace
referencia a los campos por su nombre.
e Unregistro esta formado por el conjunto de informacion en particular.

¢ Un dato es la interseccion entre un campo y un registro.
ELEMENTOS DE ACCESS [46]

e Tablas. Las tablas con el componente basico o elemental de las bases de
datos. O lo que es lo mismo, una base de datos esta principalmente
compuesta por varias tablas relacionadas. Las tablas contienen datos sobre
algo o alguien, proveedores, clientes, libros en una biblioteca, compras,

ventas, etc.

e Consultas. Las consultas son preguntas que un usuario hace a la base de
datos. Con ellas puede obtener informacion de varias tablas y con la
estructura que mas le interese. Ademas, las consultas pueden archivarse
de forma que la proxima vez que se quiera hacer la misma pregunta no

tendra que volver a plantearla, sera suficiente con llamar a la consulta



previamente creada. La importancia de las consultas es enorme, de hecho
es la potencia de esta herramienta la que permite que los gestores de base

de datos sean casi imprescindibles en nuestro trabajo diario.

Formularios. Los formularios son un mecanismo que facilita enormemente
la operatoria general con tablas, principalmente a la hora de mostrar,
introducir y modificar datos. Un uso adecuado de éstos redunda bastante
en el nivel de manejabilidad de una aplicacion o de un sistema de

informacién desarrollado con Access.

Informes. Los informes permiten presentar la informacién con una

apariencia altamente profesional a la hora de imprimir nuestros datos.

Paginas de acceso a datos. Una pagina de acceso a datos es una pagina
Web que se puede utilizar para agregar, modificar, ver o manipular datos
actuales en una base de datos de Microsoft Access o de SQL Server. Se
pueden crear paginas que se utilizaran para especificar y modificar datos,
de manera similar a los formularios de Access. También se pueden crear
paginas que muestren registros agrupados jerarquicamente, de manera

similar a los informes de Access.

Macros. Las macros son un mecanismo de automatizacion de Microsoft
Access. Utilizando éstas es posible automatizar tareas repetitivas
eliminando la posibilidad de introducir errores de operacion y liberando
tiempo para emplearlo en otras actividades. Podemos decir que una macro
no es mas que una lista de tareas que queremos que Access lleve a cabo

automaticamente.

Moédulos. Los mddulos son objetos donde se almacena cédigo escrito en

lenguaje de programacion denominado Access Basic.



5.3 HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

5.3.1 Rasmol. Rasmol es un programa de graficos moleculares que permite la
visualizacion de cualquier tipo de estructura molecular definida. Ademas, es un
programa de gran versatilidad que permite no solo obtener diferentes modelos de
representacion de una molécula, sino que también permite colorear, resaltar y
seleccionar atomos y/o regiones particulares, por lo que facilita el aprendizaje de

los fendmenos estructurales y de su relacion con la actividad biolégica.

Igualmente Rasmol permite construir animaciones sobre una molécula, para
presentar diferentes caracteristicas de la molécula como la estructura secundaria,
la conformacion de dominios, la localizacion de sitios activos, los cambios
estructurales provocados por mutaciones de la macromolécula, entre otros. [47]
(Figura 8, 9)

Figura 8. Representacion de una molécula 2MCG en modelo Wireframe
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Figura 9. Representacion de una molécula 2MCG en modelo Spacefill
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5.3.2 Treeview. TreeView es un programa simple que exhibe los arboles del
origen de la filogenia en un ambiente grafico, realizando procesos de
estructuracion y analisis de datos de varias maneras, permitiendo un analisis

experimental sobre el origen de la filogenia del objeto de estudio.

TreeView proporciona una vision del arbol del origen de la filogenia , contenido en
archivos con formatos de otros programas como: NEXO, de PHYLIP, de Clustal
W o de Clustal X, entre otros. [48] (Figura 10, 11)



Figura 10. Representacion del arbol de la filogenia de primates en Unrooted
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5.3.3 Fasta. Fasta permite comparar un par de proteinas o secuencias de ADN,
como también la comparacién de una sola proteina o secuencia de ADN a una

secuencia que se encuentra almacenada en una base de datos o biblioteca.

Fasta puede identificar secuencias largas que sean poco semejantes o secuencias
altamente divergentes durante el proceso de comparacion, con el fin de
determinar de esta manera la existencia de semejanzas y homologias entre las
secuencias completas de proteinas o de ADN almacenadas en las bases de
datos. [49] (Figura 12, 13)

Figura 12. Interfaz modo grafico donde solicita secuencias en Fasta
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Figura 13. Archivo generado como resultado del software.

B prueba - WordPad

Archiva  Edicién  Wer Insertar Formato  Avuda

alineacion multiple tradicional de la secuencia y del perfil.

modificar el orden de la alineacion,

Dl SR M o |
# "C:yDocuments and SettingshUsuario 14Escritorio) fastahfastaid.exe™ o~
FASTL searches a protein or DNAL sequence data bank
version 3.4tZ21 May 14, 2003
Please cite:
W.R. Pearson & D.J. Lipman PNALS [(19858) 55:24449-2448
fasta.tre, 379 as
w2 fastal.tre likbrary
379 resgidues in 1 sedquences
hltschul/Gish param=: nd: 379 Lambda: 0.158 K: 0.015% H: 0.100
Fa3TL (3.45and Mar 2Z002) function [optimized, BLS50 matrix (15:-5)] ktup: 2
join: 37, opt: 25, openfext: -10/-2, width: 16
The best scores are: opt bhits E(1
gi| 532319 pir | TVFVZE| TVFVZE envelope protein [ 379) 2442 563.0 4.6e-165
Frgi]| 532319 pir | TVFVZE | TVFVZE envelope protein (379 as)
initn: 2442 initl: 2442 opt: 2442 Z—-sScore: 2985.8 bhitz: 563.0 Ef): 4.6e-165

Swith-Waterman score: Z442; 100.000% ijidentity (100.000% ungapped) in 379 aza o

10 z0 30 40 50 &0
gi| 532 ELRLRYCAPAGFALLECNDADYDGFETNCSNVIVVHC TNLMNTTYTTGLLLNGSYSENRT

gi| 532 ELRLRYCAPAGFALLECNDADYDGFETNCSNVIVVHCTNLMNTTYTTGLLLNGSYSENRT
10 z0 30 40 50 60 |wl]
¢ | 5 1y

Para obtener Avuda, presione F1 R

5.3.4 Clustal X. Clustal X proporciona un ambiente integrado para realizar
alineaciones multiples de la secuencia y del perfil para analizar resultados.

Ademas le permite al usuario seleccionar las opciones requeridas para la

para ser alineadas y puede seleccionar una gama secundaria de la alineacién

para ser realineado y para ser insertado nuevamente dentro de la alineacion

original. [50] (Figura 14, 15)

También permite

seleccionar un subconjunto de secuencias



Figura 14. Interfaz de Clustal X, mostrando resultado en alineamiento multiple
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5.3.5 Kegg. En mayo 1995 se inicio un proyecto llamado Kegg (Enciclopedia de
Kyoto de genes y del genoma). EIl objetivo primario de Kegg es automatizar el
conocimiento actual de interacciones moleculares, conocer caminos metabdlicos,
caminos reguladores y secuencias moleculares. Kegg mantiene los catalogos
genéticos para todos los organismos que se han estudiado ligando cada producto
de los genes a un componente en el pathway. Kegg también organiza una base de
datos de todos los compuestos quimicos en células vivas y liga cada uno de estos
compuestos a otro componente. Los datos en Kegg son representados por
diagramas graficos (los mapas del camino y los mapas del genoma) o los textos

jerarquicos (los catalogos de genes y los catalogos moleculares). [51] (Figura 16)

Figura 16. Interfaz en linea de KEGG
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5.3.6 Yeast Microarray Global Viewer. Yeast Microarray Global Viewer (YMGV)
es una base de datos que proporciona una vista sintética de los perfiles genéticos

de levaduras. El YMGV exhibe una representacion grafica de las variaciones en la



expresion genética para cada uno de los experimentos genodmicos realizados,
permitiendo la recuperacién rapida de las condiciones experimentales que tienen
un efecto sobre la expresion de estos genes. Ademas, proporciona herramientas
a grupos aislantes de genes que comparten perfiles similares de la transcripcion
dentro un subconjunto definido de experimentos, a través de herramientas
estadisticas que permiten mostrar un gravamen critico de los datos publicados.
[52] (Figura 17, 18)

Figura 17. Interfaz en linea de YMGV
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Figura 18. Resultados arrojados por el software.
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5.3.7 SRS (EmbI/EDbi). El SRS (Sistema de recuperacion de la secuencia), es el
sistema de aplicaciones mas utilizado en el mundo para acceder y recuperar

informacion de las bases de datos de secuencias bioldgicas, gendmicas y demas

bases de datos relacionadas. [53]

SRS estd instalado en mas de 30 servidores publicos a través del mundo y da
actualmente el acceso a mas de 300 bases de datos. SRS utiliza bancos de datos
moleculares bioldgicos que se encuentran disponibles en formato ASCII (estandar
para el intercambio de datos). Ademas, casi todos los usos en biologia molecular

(tal como Blast , PHRAG, TACG, entre otros.), tienen como producto de salida un

archivo de texto. [53] (Figura 19, 20)




Figura 19. Interfaz de la bases de datos de SRS
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5.3.8 Entrez. Entrez fue desarrollado por el Centro Nacional para la Informacién

de la Biotecnologia (NCBI). Entrez es un sistema de busqueda que integra



informacion de bases de datos en NCBI. Estas bases de datos incluyen
secuencias de nucledtidos y proteinas, estructuras macromoleculares vy

cromosomas completos a través de PubMed.[54] (Figura 21)

Figura 21. Interfaz de la bases de datos de Entrez.
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5.2.9 NCBI Blast Server. Blast (herramienta basica de la busqueda de la
alineacion) utiliza un algoritmo heuristico en la busqueda de la alineacion y

es empleado por los programas: blastp, blastn, blastx, tblastn, y tblastx.

Los programas de Blast fueron adaptados para buscar las semejanzas dentro de
una secuencia. Los cinco programas de Blast descritos aqui realizan las tareas
siguientes: el blastp compara la secuencia de un aminoacido contra una base de
datos de la secuencia de la proteina; el blastn compara una secuencia del
nucleotido contra una base de datos de la secuencia del nucleotido; el blastx
compara los productos conceptuales de la traduccion de una secuencia del

nucleotido contra una base de datos de la secuencia de la proteina; el tblastn


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/

compara una secuencia de la proteina contra una base de datos de la secuencia
del nucleotido traducida dinamicamente en seis marcos de lectura; el tblastx
compara las traducciones de una secuencia del nucleo contra una base de datos

de la secuencia del nucleotido. [55] (Figura 22)

Figura 22. Interfaz de la bases de datos de Blast.
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6. DISENO METODOLOGICO

Debido a que la bioinformatica comprende dos grandes ciencias: biologia e
informatica, es necesario para cumplir los objetivos propuestos dividir la
metodologia de desarrollo en dos etapas. Una etapa comprende la metodologia
para el estudio biolégico del Kluyveromyces fragilis, y la otra comprende la

metodologia a aplicar en el proceso de desarrollo del software.

Figura 23. Diagrama general del proceso Bioinformatico (Realizado por los autores)
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6.1 ETAPA 1: Metodologia para el estudio biolégico del Kluyveromyces

fragilis.

El estudio biologico comienza desde el crecimiento y desarrollo de
Kluyveromyces fragilis hasta la obtencion de la secuencia de aminoacidos de la

proteina del Citocromo C, proceso con las siguientes fases:

6.1.1 Fases

e Fase 1. Cultivo de la levadura Kluyveromyces fragilis sobre medio

modificado de Malta dextrosa agar y medio de Ogy.

e Fase 2. Obtencion de biomasa mediante cultivo en medios liquidos

modificados, como el caldo de Malta en Biorreactores de 5 litros.

e Fase 3. Proceso de Secuenciaciéon: Los péptidos se pueden secuenciar
(establecer el orden en que se encadenan los aminoacidos en la secuencia)
automaticamente utilizando el reactivo de EDMAN que separa y derivatiza el
aminoacido N-terminal. Se realizan ciclos automaticos de separacién e
identificacion cromatografica. Mas alla del aminoacido 20 o 30 el resultado ya
no es fiable. Los péptidos se pueden secuenciar también por espectrometria de
masas. Los péptidos son automaticamente fragmentados y de la masa de los

fragmentos se deduce la secuencia. [56, 57, 58].

Las proteinas se pueden secuenciar tras romperlas en péptidos de tamano
adecuado y separarlos por cromatografia. Para la rotura se emplean enzimas o
reactivos que cortan en sitios especificos. Es necesario realizar dos roturas con
reactivos diferentes para obtener dos conjuntos de péptidos, todos los cuales son

secuenciados. Los péptidos de un conjunto tienen secuencias que solapan las de
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los péptidos del otro grupo y por comparacion se puede establecer el orden en que
se encadenan en la proteina entera. Es mucho mas facil y rapido determinar la

secuencia de una proteina por secuenciacion de su gen. [56, 57, 58]

El protocolo para la purificaciéon del Citocromo C de Kluyveromyces fragilis
comprende después de la separacion por el método de Edman un proceso de
filtracion para eliminar el precipitado de hidroxido de aluminio, el cual se unié a la
membrana de la Mitocondria debido a la carga negativa de los fosfolipidos y dejo
libre a la proteina en solucién. Para este proceso se us6 cromatografia de
intercambio idnico, la cual separa a las proteinas en funcién de sus cargas. El
Citocromo C posee numerosos grupos cargados positivamente, la columna usada
fue del tipo Amberlita CG-50.

El siguiente paso fue remover el exceso de sales empleado segun el protocolo por
filtracién cromatografica en gel, la cual separa las proteinas basado en su tamafo,
como en el proceso se obtienen proteinas el método usado para su determinacion
fue el método de Bradforod y la concentracion del Citocromo C se midié por

espectrofotometria.

Partiendo de wuna concentracion inicial de 15 gramos de Biomasa de
Kluyveromyces fragilis obtenida del Birreactor se llevaron a cabo los distintos
procedimientos para la identificacion en cada una de las facciones que contenia el

Citocromo C.
6.2 ETAPA 2: Metodologia para el desarrollo del software
El disefio metodologico a seguir para realizar este proyecto es El Proceso

Unificado de Rational (RUP) ya que se adapta especialmente a UML (Lenguaje

Unificado de Modelado). Este proceso de desarrollo permite obtener un software



de mayor calidad satisfaciendo las necesidades de los usuarios finales dentro de

la planificacidn establecida.

Las caracteristicas mas sobresalientes del Proceso Unificado de Rational son:
centrado en la arquitectura dando desde el inicio del proceso una estructura
robusta que facilite el desarrollo del software y su mantenimiento posterior.
También este proceso estara dirigido por casos de uso que permiten tener un
conocimiento sobre las actividades y escenarios utilizados para guiar el flujo de
procesos desde la captura de requisitos hasta las pruebas. Este proceso soporta
técnicas orientadas a objetos basandose en los conceptos: objeto y clase y las
relaciones entre ellos, usando UML (Lenguaje Unificado de Modelado) como la
notacion comun. Ademas, el Proceso Unificado de Rational se basa en un
proceso adaptable y configurable cubriendo las necesidades de cada proyecto
para el cual se necesite usar. Los aspectos calidad y riesgo, van contenidas
durante el proceso de esta metodologia, de esta manera podemos decir que el
Proceso Unificado de Rational impulsa un control de calidad y una gestion del

riesgo continuo para garantizar el éxito del proyecto en cada fase de desarrollo. [2]

Figura 24. Representacion del ciclo de vida del RUP [41].
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6.2.1 Fases

Esta metodologia contiene fases de desarrollo, las cuales permiten cumplir los

objetivos especificos de los proyectos indicando qué y cdmo se lograran cada uno

de ellos, también las técnicas y recursos a utilizar y los resultados o productos que

se esperan alcanzar.

Iniciacion. Durante esta fase se recolecta la informacion adecuada para
comprender los aspectos necesarios y fundamentales que permiten desarrollar
esta investigaciéon. Ademas se utilizaran diferentes alternativas: medios
informaticos como Internet, también lecturas en material impreso como lo son
articulos, revistas, libros, tesis, entre otros, y ademas la asesoria por parte de
la directora y del asesor, todo esto con el fin de complementar la informacion

necesaria para el desarrollo del proyecto.

También en esta fase se determinan los recursos necesarios para llevar a cabo
el proyecto y un planteamiento de fases iterativas donde se planifica el

proceso.

Elaboracion. Una vez recolectada la informacion bioinformatica, es necesario
realizar un analisis de toda la documentacién y de las diferentes herramientas
bioinformaticas usadas para este proyecto, identificando las caracteristicas y

los riesgos que se puedan presentar durante el avance de este.

Para la comprensidén de la composicién estructural y la caracterizacion del
Citrocromo C de Kluyveromyces fragilis, se llevaran a cabo practicas de
laboratorio, tutorias sobre el tema, entre otros; las cuales permitiran tener un
conocimiento claro y suficiente sobre esta tematica, con el fin de obtener una

documentacion completa.



El resultado del anadlisis de las herramientas bioinformaticas sera un
documento que refleje las caracteristicas principales de estas, determinando su
estado del arte, a través del Lenguaje de Modelado Unificado UML,
determinando asi su posibilidad de integracion en un unico sistema. De ser
posible la integracion en un sistema se procedera a evaluar las herramientas

existentes y plataformas para lograr desarrollar este proyecto.

Construccion. De ser posible la integracion de estas herramientas
bioinformaticas en un unico sistema, en esta fase se desarrollara de forma
iterativa e incremental el producto software requerido para el Centro de
Investigacion en Biotecnologia y Medioambiente de la UNAB, usando el

software de desarrollo apropiado para su construccion.

Transicion. En esta fase de desarrollo, los usuarios del sistema evaluaran su
funcionamiento, determinando si cumple con los requerimientos minimos y
necesarios para el desarrollo de futuras investigacion en el area de

Bioinformatica.

Conclusiones. Como parte final de este proyecto se emitiran unas
conclusiones en donde se mostrara cuales fueron los resultados obtenidos y si

estos cumplieron con los objetivos propuestos al inicio de la investigacion.



7. RESULTADOS

71 MODELAMIENTO DE LAS HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS
LOCALES EXISTENTES

En el modelado de las diferentes herramientas bioinformaticas locales, se
mostraran los diagramas de casos de usos que representaran claramente las

opciones con las que interactua el usuario.

7.1.1 Rasmol. Rasmol es una herramienta que permite el analisis de moléculas
bioldgicas a través de representaciones graficas. En Rasmol se puede visualizar
cualquier tipo de estructura molecular definida porque esta ideado para hacer
posible la visualizacion, la ensefanza y la produccion de imagenes con calidad de

publicacion.

A su vez Rasmol se compone de una interfaz grafica y una interfaz modo
comando. Todo lo que se realiza dentro de la interfaz grafica se ve reflejado en la

interfaz modo comando y viceversa.

Las funciones mas representativas de Rasmol comprende la representacion de la
molécula cargada en las formas de estructuras de alambre, enlaces en cilidros de
Dreiding, esferas de espacio relleno (CPK), bolas y barras, cintas
macromoleculares (lisas, sdlidas y en filamentos) y superficie de puntos. La
molécula exhibida puede ser girada, desplazada, ampliada (zoom) y/o cortada en
rebanadas interactivamente usando, el ratén, las barras de desplazamiento de
windows, o en linea de comandos. RasMol puede leer una sucesion de comandos

previamente preparada en un archivo de script (quion) (o via comunicacion



interactiva) para permitir cargar una imagen dado o un punto de vista concreto, de
forma rapida. RasMol también puede crear un archivo script conteniendo los

comandos requeridos para regenerar una imagen en uso. (Figura 25)

Finalmente, la imagen generada podria exportarse en una variedad de formatos
incluyendo GIF, PPM, BMP, PICT, ficheros de salida Sun o como un script
MolScript o Kinemage [47]. Ademas esta herramienta nos permite trabajar con

archivos de diferentes tipos como lo son:

e Brookhaven Databank: *.pdb; *.ent

*

e Alchemy File Format: *.alc; *.mol
e Sybyl MOL2 Format: *.syb; *.mol
e MDL Mol File Format: *.mdl; *.mol
e MSC (XMol) XYZ Format: *.xyz

e CHARMnN File FormT: *.CHM

e MOPAC File Format: *.mop

Figura 25. Diagrama de casos de uso Herramienta Rasmol




7.1.2 Clustal X. Clustal X trabaja bajo una interfaz grafica y se caracteriza por ser
un programa de propésito general para el alineamiento multiple de secuencias de

ADN o de proteinas.

La interfaz de Clustal X puede variar de acuerdo a las necesidades del usuario ya
que tiene dos opciones: Multiple Alignment Mode y Profile Alignment Mode, con
las cuales se puede estudiar una o dos secuencias. Clustal reconoce
automaticamente diversos tipos de formato de archivo. Los diferentes formatos

son:

Los formatos de FASTA y de NBRF/PIR son reconocidos teniendo ">" como el
primer caracter en el archivo. Los formatos de EMBL/Swiss Prot son reconocidos
por las letras "identificacion" en el comienzo del archivo (el simbolo para el campo
conocido de la entrada). El formato de CLUSTAL es reconocido por la palabra
CLUSTAL al principio del archivo. El formato de GCG/MSF es reconocido por uno
del siguiente: - la palabra PileUp en el comienzo del archivo. - la palabra !!
AA_MULTIPLE_ALIGNMENT o ! NA_MULTIPLE_ALIGNMENT en el comienzo
del archivo. - la palabra MSF en la primera linea del archivo, y los caracteres. en
el extremo de esta linea. El formato de GCG/RSF es reconocido por la palabra !!
RICH_SEQUENCE al principio del archivo. (Figura 26)



Figura 26. Diagrama de casos de uso Herramienta Clustal X
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7.1.3 Fasta. Esta herramienta permite cargar de manera manual dos archivos de
secuencias biologicas para que sean comparados y arroja un archivo donde se
muestran los resultados de la comparacion. Igual puede comparar con una base
de datos. La interfaz grafica mostrada por esta herramienta es de modo comando.

(Figura 27)

Figura 27. Diagrama de casos de uso Herramienta Fasta
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7.1.4 Treeview. Esta herramienta permite mostrar el arbol de la filogenia del
objeto a estudiar, igualmente permite que el resultado arrojado sea guardado
como grafica, importar una lista de nombres taxondémicos. Ademas permite
modificar el arbol representado y que este sea mostrado con las preferencias
requeridas por el usuario. Esta herramienta permite modificar tanto el tipo de letra,
tamafno y forma de las letras mostradas en los resultados arrojados. Tiene una
opcion en la que se puede cambiar el tipo de arbol mostrado, se puede imprimir el
arbol y en general un grupo de funciones que permiten modificar la estructura del
arbol. Otra opcion reflejada en esta herramienta es la de mostrar las ventanas de

representacion de los resultados. (Figura 28).

Ademas esta herramienta nos permite trabajar con archivos de diferentes tipos

como lo son:

e Nexus (*.tre;*.trees)

e Phylip (*.phy)

e Clustal W(*.dnd;*.ph;*.phb)
e Henning86(*.hng)



Figura 28. Diagrama de casos de uso Herramienta Fasta
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7.2 SISTEMA INTEGRADO DE INFORMACION BIOINFORMATICA

Una vez realizado el proceso de analisis a las herramientas Bioinformaticas
locales se concluyd que si es viable su integracion en un unico sistema que
permita no solo la caracterizacion del Citocromo C de Kluyveromyces fragilis
sino que ademas le provee al usuario una herramienta para el analisis molecular

de cualquier tipo de microorganismo.

Después de comprobar que si es viable la construccibn de este sistema

Bioinformatico se procedi6 al desarrollo de este.



7.3 MODELAMIENTO DEL SISTEMA DE INFORMACION BIOINFORMATICO

7.3.1 Diagramas de casos de usos

e Casos de uso nivel 0. (Figura 29). En este diagrama se representa de
manera general el comportamiento del sistema desde el punto de vista del
usuario, ademas de la forma, tipo y orden como los elementos generales

interactuan.

Figura 29. Diagrama de casos de uso, nivel 0
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e Casos de uso nivel 1. (Figura 30) En este diagrama se define de manera

clara y precisa como el usuario interactuara con el sistema a desarrollarse.



Figura 30. Diagrama de casos de uso, nivel 1
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A continuacion se describe la funcion que realiza cada uno de los casos de uso

que tiene el sistema a desarrollar:

Crear Archivo

e Descripcion: El usuario desea crear un archivo y debe seleccionar la

herramienta bioinformatica a la cual le desea crear un archivo.



e PRE - condiciéon: Se parte del hecho de que el usuario necesita crear un

archivo para visualizar en una herramienta bioinformatica.

¢ Flujo de eventos:

o Path Basico:

1.
2.

4,
5,

Seleccionar la opcién crear archivo.

Seleccionar la herramienta con la cual desea visualizar
archivo.

Ingresar datos que conforman el archivo.

ingresar el nombre al archivo.

Guardar el archivo en la ubicacion predeterminada.

o Path Alternativo:

1.
2.

El usuario cancela el proceso.

Devuelve al usuario a la pantalla principal.

o Post — Condicién: Se ha creado un archivo de acuerdo con las especificaciones

del usuario.

Determinar Extension y Herramientas para visualizar el archivo

e Descripcion: El usuario carga un archivo en el sistema, y este realiza un

andlisis de la extension del archivo para comprobar que herramientas

bioinformaticas puede utilizar.

e PRE - condicion: Se parte del hecho de que el usuario necesita el analisis de

un archivo biolégico.

e Flujo de eventos:

o Path Basico:

1.
2.
3.

Ingresar el archivo.
El sistema realiza el analisis de la extension del archivo.
Se muestran las herramientas bioinformaticas que pueden

utilizarse.

o Path Alternativo:



1. Se envia un mensaje de error por que la extensién del archivo
no es compatible con ninguna de las herramientas
bioinformaticas.

2. Se solicita al usuario ingresar nuevamente un archivo
compatible con las herramientas bioinformaticas.

3. Serepiten pasos 2 y 3 del Path basico.

e Post — Condiciones: Se muestran las herramientas bioinformaticas que utilizan

este archivo.

Ejecutar Herramienta

e Descripcion: El usuario desea visualizar un archivo en alguna de las
herramientas bioinformaticas existentes en el sistema.
e PRE - condicién: Se parte del hecho de que el usuario necesita visualizar un
archivo biolégico.
¢ Flujo de eventos:
o Path Basico:
1. Seleccionar la opcion visualizar archivo.
2. Seleccionar la herramienta con la cual desea visualizar
archivo.
3. Se ejecuta la herramienta bioinformatica escogida.
o Path Alternativo:
1. El usuario cancela el proceso.
2. Devuelve al usuario a la pantalla principal
e Post — Condiciones: El usuario puede visualizar el archivo en la herramienta

bioinformatica seleccionada, utilizando todas las caracteristicas de la misma.

Crear Enlaces Web

e Descripcion: El usuario desea agregar en el sistema un nuevo enlace Web.



e PRE - condicién: Se parte del hecho de que el usuario necesita un nuevo
enlace Web dentro del sistema.
¢ Flujo de eventos:
o Path Basico:
1. Seleccionar la opcion Administracion.
2. Seleccionar la opcion crear nuevo enlace Web
3. Seingresan los atributos del nuevo enlace Web.
4. Se guardan los cambios en el sistema.
o Path Alternativo:
1. El usuario cancela el proceso.
2. Devuelve al usuario a la pantalla principal de administracion.

e Post — Condiciones: En el sistema queda creado un nuevo enlace Web.

Modificar Enlaces Web

e Descripcion: El usuario puede modificar los atributos dentro del sistema de los
enlaces Web existentes, si estas en algun momento llegan a cambiar.
e PRE - condicién: Cuando se requieren cambios en las aplicaciones Web.
e Flujo de eventos:
o Path Basico:
1. Seleccionar la opcion Administracion.
Seleccionar la opciéon modificar enlace Web
Se muestran los enlaces Web existente.

Seleccionar el enlace Web que desea maodificar.

o bk~ 0D

Se realizan las modificaciones al enlace Web.
6. Se guardan los cambios en el sistema.
o Path Alternativo:
1. El usuario cancela el proceso.
2. Devuelve al usuario a la pantalla principal de administracion.

e Post — Condiciones: La informacién del enlace Web queda actualizada.



Eliminar Enlaces Web

e Descripcion: El usuario puede eliminar un enlace Web existente.
¢ PRE - condicion: Cuando el enlace Web a dejado de funcionar en Internet o ya
no satisface las necesidades del usuario.
e Flujo de eventos:
o Path Basico:
1. Seleccionar la opcion Administracion.
Seleccionar la opcion eliminar enlace Web
Se muestran todas las aplicaciones Web.

Selecciona la aplicacion Web a eliminar.

o ~ 0D

Se elimina la aplicacion Web.
6. Se guardan los cambios en el sistema.
o Path Alternativo:
1. El usuario cancela el proceso.
2. Devuelve al usuario a la pantalla principal de administracion.

e Post — Condiciones: La aplicacion Web queda eliminada del sistema.

7.3.2 Diagramas de secuencias. En el andlisis realizado se crearon de los
diferentes casos de uso de nivel 1 los correspondientes diagramas de secuencia:
en estos diagramas se muestra la interaccion de un conjunto de objetos en una
aplicacion a través del tiempo. Esta descripcion es importante porque puede dar
detalle a los casos de uso, aclarandolos al nivel de mensajes de los objetos
existentes, como también muestra el uso de los mensajes de las clases disefiadas
en el contexto de una operacion. A continuacion mostraremos los diferentes

diagramas de secuencias generados a partir de los diferentes casos de usos:



Crear Archivo

Figura 31. Diagrama de secuencia — Crear archivo
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Este diagrama representa la secuencia que realiza el sistema (Figura 31), la cual
es:
1. Al entrar al sistema, este consulta las herramientas para solicitar sus
extensiones.
2. El usuario selecciona la herramienta a crear.
El usuario ingresa los datos que contiene el archivo a crear.
Cuando el usuario decide guardar el archivo, el sistema le muestra con que
extension debe guardar el archivo.

5. El archivo ha sido guardado con la extension deseada.



Determinar Extension Y Herramientas Para Visualizar El Archivo

Figura 32. Diagrama de secuencia — Determinar extension y herramientas para visualizar

archivo
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La secuencia general de este diagrama (Figura 32), es la siguiente:
1. El usuario ingresa el archivo a examinar, para consultar las herramientas
disponibles para el.
El sistema determina la extension del archivo.
El sistema consulta el identificador de la extension.

El sistema consulta las herramientas compatibles con el archivo.

ok~ w0 N

El sistema muestra herramientas compatibles.

Ejecutar Herramienta

Figura 33. Diagrama de secuencia — Ejecutar herramienta

X HO @ O

U=uario - Usuario Forma de listado herramientas © Forma Control ejecucion Frogramas o web ¢
herramientas | Contral Entidad

| Solicita herramienta existentes |

|
|

| | Ervia herramientas
|

; Envia herramientas existentes
existentes

mvia seleccidn de herramient

Envia seleccian

Envia seleccian de heramienta ;
de herramienta

Ejecuta
herramienta

E—

Exito

Exito

Exito

by

__:_____
—

La secuencia general de este diagrama (Figura 33), es la siguiente:
1. El sistema consulta las herramientas existentes.
2. El sistema muestra las herramientas existentes.
3. El usuario selecciona la herramienta a ejecutar.
4

El sistema ejecuta la herramienta seleccionada.



Crear Enlaces Web

Figura 34. Diagrama de secuencia — Crear enlaces Web
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La secuencia general de este diagrama (Figura 34), es la siguiente:

El sistema consulta los enlaces Web existentes.

1.

2. Elusuario ingresa los datos del nuevo enlace W eb.



3. El sistema verifica datos.

4. El sistema crea el nuevo enlace Web.

Modificar Enlaces Web

Figura 35. Diagrama de secuencia — Modificar enlace Web
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La secuencia general de este diagrama (Figura 35), es la siguiente:

1.

o & 0D

El sistema consulta los enlaces Web existentes.
El usuario selecciona el enlace Web a modificar.
El sistema consulta los datos del enlace Web.
El usuario modifica los datos del enlace Web.

El sistema guarda los datos modificados.

Eliminar Enlaces Web

Figura 36. Diagrama de secuencia — Eliminar enlace Web
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La secuencia general de este diagrama (Figura 36),es la siguiente:
1. El sistema consulta los enlaces Web existentes.
2. Elusuario selecciona el enlace Web a eliminar.

3. El sistema elimina el enlace Web.

7.3.3 Diagrama de clases. (Figura 37). El diagrama de clases se considera
principal para el analisis y disefio de un sistema porque en él se representan

ademas de las clases sus relaciones estructurales y operaciones.



Figura 37. Diagrama de clases
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A continuacion se muestra la descripcion de todos los componentes de este

diagrama:

e Programas o Web: Esta entidad contiene toda la informacion de las diferentes
herramientas que se encuentran en el sistema, es en ella donde esta definida
toda la informacion que a estas se refiere, como lo es el identificador, nombre,

link, ubicacion local o Web y descripcion.

e Extension: En esta entidad se encuentran almacenadas todas las extensiones
con las que pueden trabajar las diferentes herramientas bioinformaticas
contenidas en el sistema, se encuentra compuesta por un identificador y por el

nombre de la extension.

e Control de administracion de enlace Web: este control es el encargado de
comunicar todo lo referente administrar los enlaces Web, que en su defecto

corresponde a la parte de crear, modificar y eliminar enlaces Web.

e Control de creacion de archivo: Este control realiza los métodos de consultar
herramientas, crear archivo y consultar extensiones, los cuales son los

encargados de crear un archivo para la herramienta deseada por el usuario.

e Control ejecucidon herramienta: este control es el encargado de consultar la
herramienta que el usuario desea ejecutar para trabajar, este control realiza la

consulta de las herramientas existentes.

e Control examinar archivo: es el encargado de consultar las herramientas

disponibles para el archivo que el usuario ha ingresado.



e Forma de administracion de enlace Web: Esta es la interfaz que interactua con
el usuario, es en ella donde el usuario puede crear, eliminar, modificar y

consultas los enlaces Web existentes en el sistema.

e Forma de listado de enlace Web: esta es la interfaz que le muestra al usuario

los enlaces Web existentes en el sistema.

e Forma de listado de herramientas: esta es la interfaz que le muestra al usuario

todas las herramientas Web existentes en el sistema.

e Forma de contenido archivo: Esta es la interfaz en donde el usuario ingresa los

datos que contiene el archivo a crear.

e Forma de examinar archivo: Esta es la interfaz donde el usuario ingresa el
archivo el cual desea analizar, para saber que herramientas tiene el sistema

disponible para trabajar con el.

Después de analizar el sistema propuesto se procediéo al desarrollo de este,
teniendo como base todos los requerimientos y requisitos arrojados por este

analisis. (Anexo 1)

7.4 CARACTERIZACION DEL CITOCROMO C DE Kluyveromyces fragilis

7.4.1 Secuencia genética del Citocromo C de Kluyveromyces fragilis.

De acuerdo al desarrollo de esta investigacién y al largo proceso de estudio de la
proteina del Citocromo C de Kluyveromyces fragilis se logré la secuenciacion de
sus aminoacidos, utilizando diversos metodos para alcanzar este logro; dando

como resultado la siguiente secuencia:



ATCTTAGAAG
AATCAGACGG
TCTCGATACC
GGAACGGTAT
CCAAAGTCAT
ACATGAATGT
TCTTATTTAC
TTCAACCTTA
TATATTGATT
CGCTTTCTCT
ACGCCACCTC
GGTATTCTCT
ACTTATCATT
CGGTTTAGGA
CAAGCATAGG
ACTATTGGCT
GCAAGTTCAA
TTTTTTATCA
AAAAGTCACC
AAAAATGAAA
TTCTTGCATC
CAAAAAGACG
TGGCGGCTAC
GCCAAAAGAA
CCTGAAAAGC
GTGATTTACC
TAACATCACA
TCGGCTTTAC
GTGTGGTAAC
TGGCTCAGAA
GCTGGTATGC
TTACCGCACT
ACTTGTGCAT
AAATGACTAA

7.4.2 Secuencia de aminoacidos del Citocromo C de Kluyveromyces fragilis.

Tomando como base la secuencia genética obtenida, se transformé a una

AGATTGTCGG
TTCTCTTATC
GAAGATGCAC
GTGAAATTAA
TAAACTTTAA
TTGATCCAAC
CCCGTTTTTG
TTTTGCGATA
ACAATTATTC
CTTAAGTCGC
ACAGCTATCT
TAACTTTCTA
AGCCTTAAAA
CGTAAAGTCG
GAGCCTCATG
ATCGTTCTGA
CAGTTGCGTT
CGATAAACCG
TTGAAGGTAG
TTAAAAATGT
GGGTTTGCAA
ATGACAGCGC
CGTTTTAGAA
GAAGTCGCAG
CAAAAGAGAA
AAAGTCAGAT
ACCAATAATC
GCAGAGAAAT
AATCACGTTC
GAATTAGATA
CAAATGAAGT
TTTTTCTCTC
TTTTTATCTT
AAAACCCTAT

TGAATTTACC
ATTGAGGGCT
GTACCTTCAA
TGGGCTACAA
TTCAACATGT
ACAACATTTA
GCTTTTGCTA
CAAATTAAAG
TAGGCTTACT
GTCAACGTGG
CTACAATCGG
TGAATTAGGT
GCCACAGCAG
AAGTTAATCG
AAAAAGTTTG
TTACAGCCTC
TCGTTCAGAT
ATTACTATAG
ATGCAAAATC
CGCTATCGTG
TTTCATTGCT
GAATGGATTT
GAACCAGAGC
ATCCGACGGT
ACCGAAGGAA
CGCCAAATTG
CGAATCTGGT
TGAAAAACAT
CATCTTAATA
ACGCTGCACT
GAGCGTTCCT
TATTAGAATT
CCTATTAGGA
TTTCGCCA

ACTTCAACAG
CCGCCAATTT
CGGCTTAATT
ATCACGATTC
GGCTAAGCGA
TTCAACATTG
GAATCTTGCA
GGTTATTAAA
TGCCTTCATG
CATCTTATGA
TTCTAATGCA
CACTCTGGTG
TAGGTATTTT
TTTGAAATGG
ATGAAATCAA
TTTTATTTCA
GATTTAGCCA
TAGCATTGGA
CAGTTTCCAA
ACGGTTAAAG
TTTTCACGCA
GCTGCCGATA
CGGAACCAGA
AAAACCTGAG
AAACCAAAAG
ATTCTAATTC
CGGTAAAGGT
AAACGCTATC
ATGCCGGCGT
GGTAGCTGTC
GTCAGTTTCA
CCTCTCATTT
TATCTAACGA

CCCCATCAAT
ACGTGATTTG
TTAGAGCATT
TAGAAGTGAA
TGTCATCAAG
GATAAATAAT
ATTGAAATTA
ATGCCACACT
AGCTTTATTA
AAGCATGCAT
CCTTATGTAG
GCGATATTGA
AGTCGCCATT
TTTGCCTTAA
CATTATCCCT
CAAGGTAAAA
AATTGCTGAC
ACAAGAAATC
GATTTCGTTT
AAAAGGCACC
AGTTTTGTCT
TCATCTCAAC
GCCGGCGCCT
CCACCAAAAG
AAAAGCCGAA
ATCGATCAAT
AATAGCACAG
CAAACCGTGC
AATTAGTAAT
AATAATGCCC
GAATCACAAA
GTGCACTTAT
TTATCTTCTG

TAACGATGAA
AATAAATTAT
TAGAAGAAAT
TTACAACATG
ACATCGCTTT
CATCCTAAAT
ATTCTCAATA
TATTCCACTT
TGGGTTGGCT
GAATTAGACA
GTTTGCTTGG
TGCGGCGGCT
CCTGCAATGG
ATGAGAAAAA
TTTATTGACA
TCCAAGTGAA
TATTACGGAA
AGTAATTGGG
CTATCACTGA
TCAATGATAG
CTTTCCTGTA
TCATATTTCC
CCGGTAGTAG
AACCCGAAAA
AAAACCGAAG
CAACAAGCGA
ATGAAGTCAA
ACGCATGATG
GCGCGAATCA
GTCCAATTGG
TTAAAAAAGT
CTAGGACATC
CTCATCAATA

secuencia de aminoacidos, dando como resultado lo siguiente:

GTTATCCCAC
TTGACTGGAA
TCCAGAAGAA
ATTAAACAAG
TTTCTTCCGT
CGCACGAATT
CCGTATAATG
CTTACAACAA
TGTGATTGCA
TTGACTTACA
TACCGTCATT
ATTATGGTGC
TGTGTTACAA
AGCCAAACAA
TCATGTTGGT
TGTACCAAAA
AGTGGTGAAA
AAAAAGATCA
TATTATGGCT
ATAAAAGTCG
TTGGATTGTA
ATGGAAATGC
AACCTGAACT
ACCAAAAGAG
AAAGAACAAC
CCACAACAGG
TGCTTATCGC
CGCAAACAAG
GCAAATCTTC
TCCATTGCCT
GCGGTAAATT
TTTCATAAAA
AGGTAAATAA

.ILE LEU GLU GLU ILE VAL GLY GLU PHE THR THR SER THR ALA PRO SER ILE ASN ASP GLU VAL ILE PRO
.GLN SER ASP GLY SER PHE ILE ILE GLU GLY SER ALA ASN LEU ARG ASP LEU ASN LYS LEU PHE ASP TRP ASN
.LEU ASP THR GLU ASP ALA ARG THR PHE ASN GLY LEU ILE LEU GLU HIS LEU GLU GLU ILE PRO GLU GLU
.GLY THR VAL CYS GLU ILE ASN GLY LEU GLN ILE LEU GLU VAL ASN TYR ASN MET ILE LYS GLN

.HIS GLU CYS LEU ILE GLN HIS ASN ILE TYR SER THR LEU ASP LYS STOP SER SER STOP ILE ALA ARG ILE
.SER TYR LEU PRO ARG PHE TRP LEU LEU LEU GLU SER CYS ASN STOP ASN STOP PHE SER ILE PRO TYR ASN
.VAL GLNPRO TYR PHE ALA ILE GLN ILE LYS GLY LEU LEU LYS CYS HIS THR TYR SER THR SER TYR ASN ASN

1
2
3
4
5.ALA LYS VAL ILE LYS LEU STOP PHE ASN ILE TRP LEU SER ASP VAL ILE LYS THR SER LEU PHE TYR SER VAL
6
7
8
9

.ILE LEU ILE THR ILE ILE LEU GLY LEU LEU ALA PHE MET SER PHE ILE MET GLY TRP LEU VAL ILE ALA
10. ARG PHE LEU SER STOP VAL ALA SER THR TRP HIS LEU MET LYS ALA TYR MET ASN STOP THR LEU THR TYR
11.ASN ALA THR SER GLN LEU SER LEU GLN SER VAL LEU MET HIS LEU MET STOP VAL CYS LEU VAL PRO SER

12. LEU VAL PHE SER STOP LEU SER MET ASN STOP VAL THR LEU VAL ALA ILE LEU MET ARG ARG LEU LEU TRP CYS
13. THR TYR HIS STOP PRO STOP LYS PRO GLN GLN STOP VAL PHE STOP SER PRO PHE LEU GLN TRP CYS VAL THR THR
14. VAL STOP ASP VAL LYS SER LYS LEU ILE VAL STOP ASN GLY LEU PRO STOP MET ARG LYS LYS PRO ASN ASN



15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.

7.

LYS HIS ARG GLU PRO HIS GLU LYS VAL STOP STOP ASN GLN HIS TYR PRO PHE TYR STOP HIS HIS VAL GLY

THR ILE GLY TYR ARG SER ASP TYR SER LEU PHE TYR PHE THR ARG STOP ASN PRO SER GLU CYS THR LYS

SER LYS PHE ASN SER CYS VAL SER PHE ARG STOP PHE SER GLN ILE ALA ASP TYR TYR GLY LYS TRP STOP ASN
PHE LEU SER ARG STOP THR ASP TYR TYR SER SER ILE GLY THR ARG ASN GLN STOP LEU GLY LYS ARG SER

LYS SER HIS LEU GLU GLU ARG CYS LYS ILE GLN PHE PRO ARG PHE ARG PHE TYR HIS STOP TYRTYR GLY

STOP LYS STOP ASN STOP LYS CYS ARG TYR ARG ASP GLY STOP ARG LYS GLY THR SER MET ILE ASP LYS SER ARG
SER CYS ILE GLY PHE ALA ILE SER LEU LEU PHE HIS ALA SER PHE VAL SER PHE LEU TYR TRP ILE VAL

GLN LYS ASP ASP ASP SER ALA GLY PHE ALA ALA ALA ILE ILE SER THR HIS ILE SER MET GLU MET

LEU ALA ALA THR VAL LEU STOP STOP PRO GLU PRO GLU PRO GLU PRO ALO PRO PRO VAL VAL GLU PRO GLU LEU
PRO LYS GLU GLU VAL ALA ASP PRO THR VAL LYS PRO GLU PRO PRO LYS GLU PRO GLU LYS PRO LYS GLU

LEU GLU LYS PRO LYS GLU LYS PRO GLU GLU LYS PRO LYS GLU LYS PRO LYS LYS PRO LYS LYS GLU GLN

ARG ASP LEU PRO LYS SER ASP ARG GLN ILE ASP SER ASN SER SER ILE ASN GLN GLN ALA THR THR THR GLY
ASN ILE THR THR ASN ASN PRO ASN LEU VAL GLY LYS GLY ASN SER THR ASP GLU VAL ASN ALA TYR ARG

SER ALA LEU ARG ARG GLU ILE GLU LYS HIS LYS ARG TYR PRO ASN ARG ALA ARG MET MET ARG LYS GLN

GLY VAL VAL THR ILE THR PHE HIS LEU ASN ASN ALA GLY VAL ILE SER ASN ALA ARG ILE SER LYS SER

SER GLY SER GLU GLU LEU ASP ASN ALA ALA LEU VAL ALA VAL ASN ASN ALA ARG PRO ILE SER LYS SER

ALA GLY MET PRO ASN GLU VAL SER VAL PRO VAL SER PHE ARG ILE THR ASN STOP LYS SER ALA VAL ASN

PHE THR ALA LEU PHE SER LEU TYR STOP ASN SER SER HIS LEU CYS THR TYR LEU GLY HIS LEU SER STOP LYS
LEU VAL HIS PHE LEU SER SER TYR STOP ASP ILE STOP ARG LEU SER SER ALA HIS GLN STOP GLY LYS STOP

LYS STOP LEU LYS ASN PRO ILE PHE ALA

5 ANALISIS DE RESULTADOS EN EL SISTEMA DE INFORMACION

BIOINFORMATICO

Teniendo el sistema de informacion Bioinformatico fue posible realizar la

caracterizacion de la proteina del Citocromo C de Kluyveromyces fragilis, dando

como resultado segun la herramienta Bioinformatica, lo siguiente:

7.

fragilis en esta herramienta bioinformatica se utilizé un microorganismos Ilamado

5.1 Analisis en Fasta. Para realizar el analisis comparativo de Kluyveromyces

Kluyveromyces marxianus

#

/segprg/slib/bin/fasta34 -s BL50 -w 80 -m 5 -m 6 -f -10 -g -2 -g @

/www/htdocs/tmp/tmp 6686.1ib 2

FASTA searches a protein or DNA sequence data bank
version 3.4t24 July 21, 2004

Please cite:

W.R. Pearson & D.J. Lipman PNAS (1988) 85:2444-2448

Query library @ vs /www/htdocs/tmp/tmp 6686.1ib library searching
/www/htdocs/tmp/tmp 6686.1ib library

1>>>g1]151893954 |ref|YP 076645.1| putative 5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase

[Kluyveromyces fragilis] - 246 aa



vs /www/htdocs/tmp/tmp 6686.1ib library

197 residues in 1 sequences
Altschul/Gish params: nO: 246 Lambda: 0.158 K: 0.019 H: 0.100

FASTA (3.47 Mar 2004) function [optimized, BL50 matrix (15:-5)]1 ktup: 2
join: 36, opt: 24, open/ext: -10/-2, width: 16
Scan time: 0.000

The best scores are: opt bits E(1)
91151892330 |ref|YP_075021.1| 5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase [S ( 197) 52 18.7
0.11 align

>>>gi|51893954 |ref|YP_076645.1|, 246 aa vs /www/htdocs/tmp/tmp 6686.1ib library

>>gi[51892330 |ref|YP 075021.1] 5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase [Kluyveromyces
marxianus (197 aa)

initn: 48 initl: 48 opt: 52 Z-score: 62.2 Dbits: 18.7 E(): 0.11

Smith-Waterman score: 101; 26.396% identity (46.193% similar) in 197 aa overlap (28-216:29-
197)
Entrez lookup Re-search database General re-search

>gi|518 28= 216: = s m e e

10 20 30 40 50 60 70
gi|518 MEKGQIRQWVWDELTRRGQAAFPKPVHGRIPNFVGSAAAAARLRELEVYRQARVVKVGPDSPLHPIRAMVLRDGKKLYM

gi]|518 MDLSKQELRRRMIAARQALDPAERARLSGRAQRAVLAAPEWARARTVLLY----- IPVRGEVDTAALAAAGRQAGKRLLL

10 20 30 40 50 60 70
80 90 100 110 120 130 140 150

gi|518 P-TPRLTAGFVV--LEGVEPGREREATSLTNFRRFGREVRLEEIDP--IDLVVAGTVAVSQSTGVRIGKGAGYGDMEFAL

gi|518 PRVERAERGLRLHRWDGTPEQLVRGAYGIPEPRP----- DLPQEDPRAVDLVVVPGVAFDRR-GRRLGYGGGYYDRLLPQ

80 90 100 110 120 130 140
160 170 180 190 200 210 220 230

gi]|518 LCRLGKLRPDTPVVTAVHDLQVVDAPDHPLGVELPWDPHDISVDY IVIP---TRTIAVRRAHPQPTEIDWSLLEPERLRA
gi|518 LAR-—---—--- AAAIGLGYGFQLVE-——————-— RLPAEAHDVPLDALATDLGLTRFPA--SADPSP
150 160 170 180 190

240
gi|518 LQPLLELRRMQGGNP

246 residues in 1 query sequences

197 residues in 1 library sequences

Scomplib [34t24]

start: Tue Oct 19 18:54:59 2004 done: Tue Oct 19 18:55:00 2004
Total Scan time: 0.000 Total Display time: 0.016

Function used was FASTA [version 3.4t24 July 21, 2004]

7.5.2 Analisis en Clustal X. De igual manera, para realizar el andlisis comparativo
de Kluyveromyces fragilis en esta herramienta bioinformatica se utilizé el

microorganismos Kluyveromyces marxianus.


http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www/cgi/search_run2.cgi#gi|51892330#gi|51892330
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/htbin-post/Entrez/query?db=p&form=6&Dopt=d&uid=gi|51892330
http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www/cgi/searchfa.cgi?query=gi|51892330&db=p&lib=%25/www/htdocs/tmp/tmp_6686.lib&pgm=fa&start=29&stop=197&n1=197
http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www/cgi/search_frm.cgi?query=gi|51892330&db=p&lib=%25/www/htdocs/tmp/tmp_6686.lib&pgm=fa&start=29&stop=197&n1=197

CLUSTAL X (1.83) multiple sequence alignment
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ATTGAATAATGGGGCTGCAAAAATTAAGGGTGCTAAAATATATACCAGTA

AATGGATATTGAAAATATTAATGTACCAGTAGTTTTGCATGTATAATTAT

————— ATCTTAGAAGAGAT----TGTCGGTGAATTTAC-CACTTCAACAG
K,k kk kK * * ok kK *kk Kk * x %

TATTACCAATAGACGAAGTGGAGGTATTAGAGCGATTTGGGGGAATTGTG
CCCCATCAATTAACGA--TGAAGTTATCCCA-CAATCAGACGGTTCTCTT

* kK kK * Kk Kk Kk Xk Kk kkk *x k k% * * K * ok

ATTGTATATATAGTGTGTATGTTTTACGGTACTGAAAGATCGTGTTGTAA
ATC--ATTGAGGGCTCCGCCAATTTACGTGATTTGAATAAATTATT-TGA

* * * K * * * Kk kK kK *  * * Kk K *x kx Kx *

GGAAAAATAAGGCACAGGAAAAATTCAGATTTTTTAAGGGTTTATTACTA
CTGGAATCTCGATACCGAAGATGCACGTACCTTCAACGGCTTAATT--TT

* K * *k kK ok X * * * K Kk kk kK kkk *

GGAGCAGTAGTAGTAGTAGAGTAGTGGTAGCAAAAGCCGAGATCTAGGTA
AGAGCATT----- TAGAAGA--AATTCCAGAAGAAGGAACGGTATGTGAA

*kkkx K *kk kxkKk Kk K *k ok kKoK * ok ok kX
GAGACAGATCTGTAATACATAGCTAGTTGAAGTTGAAGAAGTGCAAACGT
ATTAATGGGCTACAAATCACGATT--CTAGAAGTGAATTACAACATG-AT

* * * x * x * x * * * * Kk Kk Kk * * K *

TAAGAAAAAAAATGTCTAAATTTGATGTTGAACAGTTATTGAGTGAATTG

TAAACAAGCCAAAGTC---ATTAAACTTTAA---TTCAACATGTGG-CTA
*kk kK K,k Kok ok *kk Kk kK x * * * Kk x *

AACCAGGATGAAAAGATTTCCTTACTTTCTGCAGTTGATTTCTGGCATAC
AGCGATGTCATCAAGACATCGCTTTTTTCTTCCGTACATGAATGTTTGAT

* Kk X % * % k% * % * *khkxkk Kk kK * % * % *

TAAGAAGATTGAACGGTTGGGAATTCCAGCGGTGAGGGTTTCTGATGGTC
CCAACAC----AACATTTA-—-—-—- TTCAACATT--GGATAAATAATCATC

* * * K x * * *x kk X * * Kk K * k% * *
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CAAATGGTATTAGAGGGACGAAGTTCTTTGATGGGGTTCCTTCAGGATGT

CTAA----ATC----GCACGAATTTCTT-ATTTACCCCGTTTTTGGCTTT
* Kok * K Kk okokkkk  kkokkk * *k  okx Kk ok

TTCCCTAATGGTACCGGGTTGGCATCTACTTTTGATCGCGATCTGCTTGA
TGCTAGAATCTTGC--AATTGAAATTAATTCTCAATACCGTATAATGTTC

*  * * Kk Kk *  x * Kk Kk * K * ok k * K * K *

GACAGCAGGTAAGTTGATGGCTAAGGAATCGATTGCGAAGAATGCTGCTG
AACCTTATTTTG--CGATA-CAAATTAAAGGGTTATTAA-AATGCCACAC

* Kk * * * Kk x *  kx * * * ok x * Kk kkkkk *

TGATTTTGGGTCCAACCACAA-ACATGCAACGTGGTCCTTTGGGTGGTCG
TTATTCCACTTCTTACAACAATATATTGATTACAATTATTCTAGGCTTAC

* kk Kk * K Kk kkkkKk ok k% * * * K * *

TGGTTTTGAATCATTCTCTGAAGATCCATATCTTGCTGGTATGGCTACT ~-
TTGCCTTCATGAGCTTTATTATGGGTTGGCTTGTGATTGCACGCTTTCTC

* % * kK *x *x k* k* % * ** kX kx Kk % * kK

TCTTCTGTTG--TTAAAGGTATGCAAGGCGAAGGTATTGCTGCTACCGTT
TCTTAAGTCGCGTCAACGTGGCATCTTATGAAAGCATGCATGA--—-—-ATT

* Kk Kk k * Kk Kk *x kK K kK kK kK * K * K

AAGCATTTTGTTTGTAACGACTTGGAAGACCAACGTTTTTCTTCGAACTC
AGACATTG-ACTTACAACGCCACCTCACAGCTATCTCTACAATCGGTTCT

* * kK Kk * x kK Kk Kk Kk *x k Kk % * K * Kk Kk

AATTGTTTCTGAAAGGGCTCTGAGAGAAATTTACTTGGAGCCCTTCAGAT
AATGCACCTTATGTAGGTTTGCTTGGTACCGTCATTGGTATTCTCTTAAC

* % % * ** X *  x * * % kK * * *

TGGCAGTTAAACATGCCAATCCTGTTTGTATAATGACTGCTTATAACAAG
TTTCTATGAATTAGGTCACTCTGGTGGCGATATTGA-———— TGCGGCGGC

* * * k% *x k k*x k% * K * Kk Kk Kk k * *

GTCAATGGCGATCATTGCTCCCAATCCAAGAAGCTATTG--ATCGACATT
TATTATGGTGCAC-TTATCATTAGCCTTAAAAGCCACAGCAGTAGGTATT

* Kk Kk Kk K * ok x * * * kkkk X * *  x * kK

TTGAGAGACGAGTGGAAATGGGACGGTATGTTAATGTCCGACTGGTTCGG
TTAGTCGCCATTCC----TGCAATGGTGTGTTA-———— CAAC-GGTTTAG

* K * ok * K * kkk Ak kkk * kk kkk Kk *

TACATATACGACTGCCGCAGCTATCAAGAATGGGTTGGATATCGAGTTCC

GACGTAAA-———-- GTCGAAGTTA------ ATCGTTTGAA-ATGGTTTGCC
*k kk K Kk okok KKk Kk kk ok kkk Kk kk Kk ok Kok

CTGGACCAACAAGATGGAGAACACGTGCTTTAGTGTCTCACTCTCTCAAC

TTAAATGAGAAAAAAGCCAAACAACAAGCATAGGGAGCCTCATGAAAAAG
* ok Kk Kk Kk ox * kK *kk Kk * ok * %

TCCAGAGAACAAATCACTACTGAAGATGTTGATGATCGTGTTAGACAAGT
TTTGATGAAATCAACATTATCCCTTTTATTGAC-ATCATGTTGGT--ACT

* * Kk k *x kkx k% *x kK kK Xk kk Kkkhkkk K *  x

GCTAAAAATGATTAAGTTCGTTGTTGACAATTTAGAGAAAACAGGTATTG
ATTGGCTATCGTTCTGATTACAGCCTCTTTTATTTCACAAGGTAAAATCC

* * Kk * Kk * X * * ok * * * *
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TGGAGAATGGCCCAGAATCTACTTCAAACAACACCAAGGAAACCTCGGAC

AAGTGAATGTACCAAAAGCAAGTT----CAACAGTTGCGTTTCGTTCAGA
Kk kkkxkk  kkk kk Kk Kk kK * ok kK * *  x

CTGTTGAGAGAGATTGCTGCTGACTCTATTGTTTTATTGAAGAACAAAA-
TGATTTAGCCAAATTGCTGACTATTACGGAAAGTGGTGAAATTTTTTATC

* Kk Kk *k * kK Ak Kk Kk kK * ok * * * K *

ACAATTATCTTACCTCTAAAGAAAGAAGACAATATCATGTCATTGGCCCA
ACGATAAACCGATTACTATAGTAGCATTGGAACAAGAAATCAGTAATTGG

**x k*x * X * *k*x kKk X * **x K * * Kk x K

AATGCTAAAGCAAAGACTAGTTCCGGTGGTGGTT-CAGCATCTATGAACT
GAAAA-AGATCAAAAAGTCACCTTGAAGGTAGATGCAAAATCCA-—--GTT

* *x kK kkkk Kk X * KkkKk ok Kk k%K Kk Kk Kk K *

CCTACTATGTTGTTTCTCCGTATGAAGGTATCGTCAATAAGCTGGGCAAA
TCCAAGATTTCGTTTCTATCACTGATATTATGGCTAAAAATGAAATTAAA

* % **x Kk kkkk kK * x % *x kX * Kk kK * K %

GAGGTCGATTACACCGTAGGGGCCTATTCACACAAATCGATTGGAGGTTT
AATGTCGCT---ATCGTGACGGTTAA---AGAAAAGGCACCTCAA-—-—-T

* kkkk Kk * kk %k * K * * ok k% * * * *

GGCAGAGAGTAGTTTGATCGATGCTGCAAAACCAGCAGATGCTGAAAATG
GATAGATAAAAG----- TCGTTCTTGC——----- ATCGGGTTTGCAATTTC

* * Kk Kk K * K * Kk Kk K * Kk Kk * kK kK % * x *

CTGGATTAATTGC-CAAGTTTTACTCCAATCCAGTAGAAGAGAGATCTGA

ATTGCTTTTTCACGCAAGTTTTGTCTCTTTCCTGTATTGGA--—--— TTGT
* ok kk ok ok kkkkkkkok Kk kkx kkk * * * *

AGATGAAGAACCATTCCACGTTACCAAAGTCAATAGATCCAATGTTCAC-
ACAAAAAGA-———————— CGATGACAGCGCGAATGGATTTGCTGCCGATA

* ok * Kk kK **k  Kx * * * * Kk Kk Kkkk * * *

TTATTTGATTTCAAACATGAGAAAGTGGATCCAAAGAACCCTTACTTTTT
TCATCTCAACTC--ATATTTCCATGGAAATGCTGGCGGCTACCGTTTTAG

* kkx kx x * * * k% *  x **  x * * Kk x

TGTAACCTTAACCGGA--CAGTAC--GTGCCTCAAGAAGATGGTGATTAT
AAGAACCAGAGCCGGAACCAGAGCCGGCGCCTCCGGTAG-TAGAACCTGA

Kk kK Kk Kk Kk kK * K Kx * * kkk kK * kK kK *

ATCTTCAGTCTTCAAGTTTATGGTTCTGGTTTGTTCTACTTAAACGATGA

ACTGCCAAAAGAAGAAGTCGCAGATCCGACG-GTAAAACCTGAGCCACCA
* * % *  * * KkKk * % *Kk ok X Kk Kk %

GTTGATTATTGACCAAAAGCACAACCAAGAAAGGGGTAGTTTCTGCTTTG

AAAGAACCCGAAAAACCAAAAGAGCCTGAAAAGCCAAAAGAGAAAC--CG
* % * ok Kk K Kk k% * kK k * * *

GAGCTGGTACCAAAGAAAGAACCAAAAAGTTGACTTTGAAGAAGGGCCAA
AAGGAAAAACCAAAAGAAAAGCCGAAAAAAC-———— CGAAGAAAGAACAA

* K * Kk kK kK Xk kK kK Kkkk*k kAKX KkkKk Kk * Kk x

GTTTATAATGTAAGAGTTGAGTACGGTTCTGGCCCAACTTCAGGTTTGGT
CGTGATTTACCAAAGTCAGATCGCCAAATTGATTCTAATTCA---TCGAT

* ok k * % * % * * % * ok xkkx *  x K
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TGGGGAATTCGGTGCAGGTGGATTCCAAGCTGGTGTCATTAAGGCGATCG

CAATCAA-—————- CAAGCGA--CCACAACAGGTAACATCA---CAACCA
* * K,k Kk Kk kK ok kkk kkk K * kK

ATGATGACGAGGAGATTAGAAACGCAGCAGAATTAGCAGCTAAGCATGAT
ATAATCCGAATCTGGT-—-—-———— CGGTAAAGGTAATAGCACAG-ATGA-

* Kk k) * *  x *x k Kk % * K * Kk x * Kk kkk Kk

AAGGCTGTGTTGATAATTGGATTAAATGGTGAATGGGAAACCGAAGGTTA
—AGTCAATGCTTATCGCTCGGCTTTACGCAGA----GAAATTGAAAAACA

** X ** Kk xk *  x * * ok * % * K x Kk * % * *

TGACAGAGAAAACATGGATTTGCCAAAAAGAACAAATGAATTAGTTCGTG
T---AAACGCTATCCAAACCGTGCACGCATGATGCGCAAACAAGGTGTGG

* * ok * * * K * * * % Kk K *

CTGTTTTGAAAGCAAATCCAAATACTGTTATCGTTAACCAATCAGGTACC
TAACAATCACGTTCCATCTTAATAATGCCGGCGT-AATTAGTAATGCGCG

* X * K % *kk Kk kK *kkx kX * ok Kk 0k *

——CCAGTTGAGTTCCCTTGGTTAGAAGAGGCAAATGCGCTAGTTCAAGCT
AATCAGC-AAATCTTCTGGCTCAGAAGAATTAGATAA-————————————

* kK * K Kk kK ok Ak kkkKk * Kk x

TGGTACGGTGGTAATGAATTGGGTAATGCTATCGCAGATGTCTTGTACGG
CGCTGCACTGGTAGCTG--TCAATAATGCCCGTCCAATTGGTCCATTGCC

* Kk K * Kk Kk kK * * ok Kk k kK * K * K *

TGACGTGGTTCCAAATGGTAAGTTATCGCTCTCTTGGCCATTTAAGTTGC

TGCTGGTATGCCAAATG--AAGTGAGCGTTCCTGTCAGTTTCAGAATCAC
*k K Kk kkkxkxkk  kkkk Kk Kk Kk * * * x %

AAGATAATCCAGCCTTTTTAAACTTCAAGACCGAGTTCGGAAGAGTTGTT
AAATTAAAAAAGTGCGGTAAATTTT----ACCGCACTTT-——-—— TTTCT

* * * k * * * kK * K * Kk kK * * K *

TACGGTGAGGATATCTTTGTTGGTTATAGGTACTACGAAAAGCTTCAAAG
CTCTATTAGAATTCCTCTCATTTGTGCACTTATCTAGGACATCTTTCATA

* * kK kK **x  x * * * * % * k Kk kK% *

AAAGGTAGCCTTCCCCTTCGGATATGGTCTATCGTATACAACATTCGAAC
AAAACTTGTGCATTTTTTATCTTCCTAT-TAGGATATCTAACGATT--AT

* Kk Kk * K% * K * K kK * K Kx * Kk Kk * *

TAGATATTTCTGACTTCAAGGTAACTGATGATAAGATAGATATTTCAGTT

CTTCTGCTCATCAAT--AAGGTAAATAAAAATGAC-TAAAAAACCCTATT
kK Kk ok ok kkkkkkk Kk Kk kk ok kK Kk K * kK

GATGTGAAGAATACTGGTGATAAATTTGCTGGCTCCGAGGTGGTGCAAGT
TTCGCC A=~ === === — = —m o m oo

* *

CTACTTCAGCGCTCTAAACTCTAAGGTCTCGAGACCGGTTAAGGAGTTGA
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ATTGAACTAGAATTGAAAGATGCAATTTCCTACTTTAACGAAGAGCTCGG



Kluyveromycesmarxianus
Kluyveromycesfragilis

Kluyveromycesmarxianus
Kluyveromycesfragilis

Kluyveromycesmarxianus
Kluyveromycesfragilis

Kluyveromycesmarxianus
Kluyveromycesfragilis

Kluyveromycesmarxianus
Kluyveromycesfragilis

Kluyveromycesmarxianus
Kluyveromycesfragilis

Kluyveromycesmarxianus
Kluyveromycesfragilis

Kluyveromycesmarxianus
Kluyveromycesfragilis

Kluyveromycesmarxianus
Kluyveromycesfragilis

Kluyveromycesmarxianus
Kluyveromycesfragilis

GGAGAAGATCAAGCAGAATAAAAAACAAATTATGAAGTACGGAAACTTCT

7.5.3 Analisis en Rasmol. Rasmol permite realizar una representacion grafica del
Citocromo C de Kluyveromyces fragilis, a continuacién se puede ver la

representacion de esta molécula en dos vistas diferentes: (Figura 38, 39)



Figura 38. Representacion tridimensional de la secuencia de aminoacidos de
Kluyveromyces fragilis.

Figura 39. Representacion de Kluyveromyces fragilis en Rasmol vista ‘cintas’




7.5.4 Anadlisis en TreeView. El andlisis de Kluyveromyces fragilis en esta
herramienta Bioinformatica permitié conocer el arbol del origen de la filogenia.

(Figura 40)

Figura 40. Filogenia del citocromo ¢ de Kluyveromyces fragilis

swall TG COoLU

swall CYC HUMAN

= pavall CYC BOVIN

— il GG HORSE

gl CYC MOUSE

b vl YT RABIT

swall CYC SCHPO

swall CYC MELICR

swal CYCT YEAST

P sl ¥ HLULA

syall CY G YEAST

7.5.5 Analisis en KEGG. El andlisis de los genes de enzimas de Kluyveromyces

fragilis que participan en la fosforilacion oxidativa. (Figura 41)



Figura 41. Genes de enzimas de Kluyveromyces fragilis que participan en la
fosforilacion oxidativa.

. scalfl9l Oxidative phosphorvlati

s Q00BO ATPE8; F-type Hi-transporting ATPase subunit B [EC:3.6.3.14]
[5P:ATPB YERST

QU130RATEY; F-type Ht-transporting ATPase subunit c [EC:3.6.3.14] [SF:ATP9 YEAST]

& YBLO99W ATPl; P-type Hi-transporting ATPase alpha chain [BEC:3.6.3.14]
[SP:ATPA YERST]

« YPLO3&W PFMAZ; Ht-transporting ATPase [EC:3.6.3.6] [S5P:PMRZ YEAST]

® YPLOTBCATP4; F-type H+-transporting ATPase subunit b [EC:3.6.3.14]
[SP:ATPF YTERST]

7.5.6 Analisis en Blast. Esta herramienta bioinformatica permitid realizar el
alineamiento de la secuencia de Kluyveromyces fragilis tomando como

comparacion la secuencia del Rattus norvegicus

Score = 162 bits (411), Expect = 2e-39
Identities = 73/104 (70%), Positives = 86/104 (82%)

Query: 2 GDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLEFGRKTGQAAGESYTDANKNKGITWG

GD +KG +F +CAQCHTVEKGG +K GPNLHG+FGRKTGQA GESYT+AN++KGITW
Sbjct: 6 GDEKKGASLFKTRCAQCHTVEKGGANKVGPNLHGVFGRKTGQAEGESYTEANRDKGITWD

Query: 62 EDTLMEYLENPKKYIPGTKMIFAGIKKKGERADLIAYLKKTTNE 105
E+TL YLENPKKYIPGTKM FAG KK +R ++I YLKK T+E
Sbjct: 66 EETLFAYLENPKKYIPGTKMAFAGFKKPADRNNVITYLKKATSE 109

CPU time: 0.19 user secs. 0.03 sys. secs 0.22 total secs.
Lambda K H
0.314 0.135 0.404
Gapped
Lambda K H
0.267 0.0410 0.140

Matrix: BLOSUMG6G2



Gap Penalties: Existence: 11, Extension: 1
Number of Sequences: 1

Number of Hits to DB: 164

Number of extensions: 61

Number of successful extensions: 1

Number of sequences better than 10.0: 1
Number of HSP's better than 10.0 without gapping: 1
Number of HSP's gapped: 1

Number of HSP's successfully gapped: 1
Number of extra gapped extensions for HSPs above 10.0: O
Length of query: 105

Length of database: 711,361,694

Length adjustment: 80

Effective length of query: 25

Effective length of database: 711,361,614
Effective search space: 17784040350
Effective search space used: 17784040350
Neighboring words threshold: 9

Window for multiple hits: O

X1: 16 ( 7.3 bits)

X2: 129 (49.7 bits)

X3: 129 (49.7 Dbits)

Sl: 42 (21.9 bits)

S2: 68 (30.8 bits)



8. CONCLUSIONES

Se logré una profundizacién en un area cientifica que desde hace muy poco
tiempo se ha explorado inclusive a nivel mundial. A nivel local, la UNAB hace su
primer acercamiento por medio de este trabajo de grado investigativo sobre la

Bioinformatica.

El desarrollo de esta investigacion ha permitido tener claridad en conceptos
bioldgicos que hasta el momento eran ajenos. Conocer sobre las levaduras tipo el
Kluyveromyces fragilis, las mitocondrias, los ribosomas, el ciclo de Krebs y en
general una terminologia biolégica que de pronto parecia muy compleja, pero que

con el tiempo se hace mas amigable para el desarrollo de la investigacion.

De la fase experimental preliminar se puede concluir que el microorganismo
Kluyveromyces fragilis crece muy bien sobre el sustrato y la cosecha de
biomasa es buena. Igualmente al realizar un estudio previo de secuenciacién de
la biomasa recolectada después de 10 dias de cultivo, se obtuvo 1 gramo; este se
tratd con el reactivo de Edman y se envié para la lectura en un secuenciador
Shimadzu a la Universidad de Texas at Houston, departamento de Biologia

molecular, logrando obtener la secuencia genética de este microorganismo.

El analisis realizado a las diferentes herramientas bioinformaticas permitié
comprender el funcionamiento de cada una de ellas y sobre todo conocer los
requerimientos. Al utilizar las diferentes herramientas bioinformaticas se ha
observado como se pueden representar un sin numero de datos desde diferentes
vistas, los cuales hasta hace poco eran unicamente entendibles para los

investigadores en Biologia y areas afines.



El modelado con la herramienta UML permitié tener un claro conocimiento de los
requerimientos del sistema, los cuales a través de los diferentes diagramas que
provee esta herramienta permitid6 modelar la funcionalidad del sistema, estos
diagramas son: diagrama de casos de uso, nivel 0 y 1; diagrama de secuencias;
diagrama de clases. UML permitié con la elaboracién de estos diagramas obtener

claridad y un punto de inicio para la implementacion del sistema a desarrollar.

Se logré realizar la integracion de las herramientas bioinformaticas descritas en los
objetivos mediante un Sistema de Informacién Bioinformatico que permite
administrar herramientas Bioinformaticas, crear nuevos archivos de contenido
biologico, verificar compatibilidad de archivos con herramientas para ser

analizados y por ultimo ejecutar estas herramientas.

A partir del Sistema de Informacién Bioldgico se pudo realizar la caracterizacion
del Citocromo C de Kluyveromyces fragilis tomando como secuencia de
comparacion la de Kluyveromyces marxianus, obteniendo datos de gran
importancia para el desarrollo de futuras investigaciones con esta levadura y
concluir que existen grandes semejanzas las cuales denotan una linea troncal

comun entre las dos.

El analisis de los resultados demuestra el cumplimiento tanto de los objetivos
propuestos como de la metodologia. Los aportes demostrados en los resultados
permiten por primera vez mostrar las caracteristicas moleculares de una levadura

con un importante uso como prebidtico.



9. RECOMENDACIONES

El analisis de las conclusiones permiten la utilizacion de estas herramientas
integradas como una muy valiosa alternativa para la determinacion estructural de
las proteinas que componen no solo el Citocromo sino de la molécula completa de

microorganismos.

De esta forma la contribucion de la presente investigacion permite iniciar la linea
de investigaciéon en Bioinformatica con aportes viables y a la vez confiables, toda
vez que cualquier dato que se introduce dentro de los parametros sefialados en la

investigacion dan como resultado la comprensién molecular.
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ANEXO A.

PANTALLAS DEL SISTEMA DE INFORMACION BIOINFORMATICO

El sistema de informacion Bioinformatico esta orientado a todas aquellas personas
investigadoras en el campo de la Bioinformatica, pues este es de gran ayuda al
integrar como ya se ha mencionado en este documento diversas herramientas

para el analisis biologico.

Cuando el usuario ingresa al sistema podra visualizar la siguiente ventana (Figura
42), en donde encontrara las diferentes funciones o moddulos que tiene este

sistema.

Figura 42. Ventana principal del sistema Bioinformatico
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SISTEMA DE INFORMACION BIOINFORMATICO

ﬁ' Adminiztrar Herramientas

‘ ﬁ Crear Archivo

‘ ﬂ"'ﬁl Examinar Archivo

‘ ﬁ Ejecutar Archivo

Una vez que el usuario ha elegido la opcién Administrar Herramientas, visualizara

la siguiente ventana: (Figura 43)



Figura 43. Administrar Herramientas
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En esta ventana el usuario podra administrar las herramientas bioinformaticas
existentes, es decir las que estan incluidas en la base de datos o inclusive las que
desee ingresar. En el menu superior el usuario encontrara dichas opciones, estas

son: Buscar, Agregar, Actualizar, Limpiar, Eliminar, Consultar y Ayuda.

Si el usuario desea realizar una busqueda, el debera ingresar el nombre de la
herramienta Bioinformatica en el campo ‘Nombre’ y luego dar clic sobre el botén
Buscar.

El usuario podra limpiar los campos del formulario dando clic en el botén Limpiar.

Si el usuario desea ingresar una nueva herramienta Bioinformatica en linea lo

podra hacer diligenciando los campos activos y dando clic en el botén Agregar.



Si el usuario desea modificar los datos de alguna herramienta Bioinformatica
debera primero consultarla y luego modificar el campo que desee, esta operacion

se hara dando clic en el botéon Actualizar.

Para eliminar una herramienta Bioinformatica, el usuario debera primero
consultarla y luego dar clic en el botén eliminar, la herramienta se eliminara por

completo del sistema.

Si el usuario desea hacer una consulta general sobre las herramientas
Bioinformaticas y la relacion existente con las Extensiones dentro de la Base de
Datos podra dar clic en el Boton Consultar, el usuario podra visualizar la siguiente

ventana que se desplegara ha realizar esta operacion: (Figura 44)

Figura 44. Consulta Herramientas relacionadas con Extensiones.
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Y finalmente, el usuario podra consultar una ayuda que contempla las funciones
principales de este modulo de Administracion de herramientas de este sistema

Bioinformatico.

Cuando el usuario ha seleccionado del menu principal la opcién de Examinar
Archivo podra conocer las herramientas Bioinformaticas con las que podra analizar
el archivo, por ello inicialmente el usuario visualizara la siguiente ventana en
donde podra seleccionar el archivo al que le desea conocer la extension: (Figura
45)

Figura 45. Abrir archivo.
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Después de haber hecho esta seleccion se desplegara una ventana en donde se
mostraran las herramientas Bioinformaticas que se pueden usar para el analisis
biolégico de la informacidén contenida en el archivo anteriormente seleccionado.
(Figura 46)



Figura 46. Herramientas Bioinformaticas compatibles.
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Una vez que el usuario ha seleccionado la opcion de Ejecutar Herramienta. El
sistema automaticamente desplegara una ventana listando el nombre de la
herramienta Bioinformatica con su respectivo nimero de identificacion dentro del

sistema. (Figura 47)

El usuario podra escribir en un cuadro de texto la herramienta seleccionada y por

ultimo dar clic en el botén Ejecutar.

Una vez hecho esto, la herramienta seleccionada se desplegara y el usuario podra

interactuar directamente con ella.

Figura 47. Ejecutar Herramienta.
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