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RESUMEN

Por el impacto que representa la contaminacion ambiental,
actualmente resulta de gran valor la produccion de biocombustibles de
calidad asi como el aprovechamiento de desechos organicos que
normalmente no tienen ninguna utilidad.

A través de la Biologia Sintética, que es la ciencia que disefia y
construye nuevos sistemas bioldgicos, es posible el mejoramiento de
organismos existentes para procesar desechos contaminantes que
tradicionalmente no se utilizan en el dominio de los biocombustibles,
tales como el suero de la leche.

Las rutas metabdlicas son un conjunto de reacciones quimicas
catalizadas por enzimas que permiten llevar a cabo funciones
esenciales dentro de las células. A través del redisefo de estas rutas,
es posible crear conexiones que permiten la implementacién de nuevas
funciones que normalmente no se encuentran presentes en la
naturaleza. Desde un punto de vista computacional, es posible la
traduccién de rutas metabdlicas, las cuales se encuentran
almacenadas en repositorios como la Enciclopedia de Genes vy
Genomas de Kyoto (KEGG), a estructuras de datos basicas, tales como
los grafos. Estas transformaciones habilitan la aplicacién de los
algoritmos ya estudiados en el area, lo que permite contribuir a la
optimizacién de los analisis necesarios para alcanzar el producto final.
El presente trabajo tiene como objetivo el diseno de una herramienta
que permita la transformacion de rutas metabdlicas y el desarrollo de
algoritmos de buUsqueda que establezcan rutas relevantes entre
compuestos relativos a la produccion de biocombustibles. Como
resultado, se creard un catdlogo de componentes genéticos, o
biobricks, encontrados a partir del analisis de rutas en particular, para
el ensamblaje sintético en la bacteria E. Coli. Los ensamblajes se
caracterizaran estructuralmente y funcionalmente segln las piezas
utilizadas. Finalmente, se visualizaran las nuevas construcciones con el
fin de mostrar y soportar el proceso de analisis, asistiendo a los
profesionales del drea que llevan a cabo este trabajo.

Palabras Claves: Biologia Sintética, grafos, rutas metabdlicas,
bioinformatica, KEGG, biocombustibles, proteinas, biobricks.
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ABSTRACT

Due to the impact of environmental pollution, it is valuable to produce
high quality biofuels and to leverage organic waste that normally
would have no use.

Through Synthetic Biology, the science of designing and building new
biological systems, it is possible to improve existing organisms to
process waste that is not traditionally used for biofuels production,
such as butter milk.

Metabolic pathways are a set of chemical reactions catalyzed by
enzymes that carry out essential functions within cells. Through the
redesign of these pathways, it is possible to create connections that
allow for the implementation of new functions that normally are not
present in nature. From a computational point of view, metabolic
pathways, which can be found in data sources as the Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG), can be converted to basic data
structures, such as graphs.

These transformations enable the application of well known
algorithms, which allows for the optimization of the analyses required
to achieve the assembly of new organisms.

The present work aims to design a tool that allows for the
transformation of metabolic pathways and the development of path
finding algorithms that establish relevant links between compounds
that are essential to the production of biofuels.

As a result, a catalog of biobricks will be created from the analysis of a
subset of paths. This will allow for the synthetic assembly of the E. Coli
bacteria. The assembly's structure and functions will be characterized
according to the pieces used. Finally, new constructions will be
visualized with the goal of demonstrating and supporting the analysis
processes, thus, assisting people that work in the field of Synthetic
Biology.

Keywords: Synthetic Biology, graphs, metabolic pathways,
bioinformatics, KEGG, biofuels, proteins.
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CAPITULO 1. DEFINICION DEL PROYECTO

1.1. Planteamiento del Problema

La creacién de biocombustibles con bajo impacto ambiental en la
actualidad es de vital importancia, debido a los altos indices de
contaminacidon que se perciben en el pais y el mundo. Por medio de
técnicas desarrolladas en el campo de la Biologia Sintética, es posible
diseflar nuevos organismos que habilitan la produccién de
biocombustibles puros y de mejor calidad. Esta solucion evita que
estos sean mezclados con otros combustibles contaminantes, técnica
que usualmente se utiliza para mantener su compatibilidad con las
tecnologias existentes (Chin, 2008). Ademas, minimiza aun mas los
desechos nocivos que producen y que diariamente afectan a toda la
poblacidn.

Otra ventaja de este proceso de reingenieria es que permite el
aprovechamiento de materias organicas que tradicionalmente no se
utilizan en la produccion de biocombustibles. El suero de la leche, por
ejemplo, representa una amenaza potencial de contaminacion a las
fuentes de agua cercanas a las plantas de produccion de la industria
lactea (Morales & Gurza, 2002), en caso de que este no sea utilizado.
Existen herramientas que dan soporte al proceso de disefio vy
ensamblaje de nuevos organismos, sin embargo, muchas veces, los

profesionales en el drea no cuentan con el conocimiento experto en el
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area de estudio (Orozco Solano, 2012), que les permita tener una
curva de aprendizaje sencilla.

Por otro lado, los sistemas actuales son de propdsito general y no se
especializan en un tema en especifico como lo es la produccion de
biocombustibles, un ejemplo de ello, es el proceso de recoleccion de
los componentes genéticos adecuados para alcanzar la degradacién de
materias organicas y la inferencia de funcionalidades de un organismo
gue ha sido redisefado a partir de un conjunto determinado de piezas
seleccionadas. Por lo anterior, se invierte una cantidad significativa de
tiempo en la preparacién de entradas para la creacion de un nuevo
disefio. La principal razén es que los datos se recolectan y se
correlacionan manualmente basados en las fuentes de informacién
disponibles y la experiencia desarrollada en el campo.

Ademas, en el proceso de disefio no se realizan analisis funcionales ni
estructurales de los nuevos organismos disefados a partir de los
componentes utilizados y sus caracteristicas, de modo que asistan al
proceso experimental posterior a esta etapa. Las caracterizaciones
estructurales permitirian describir el resultado final de manera
concreta, por medio de la cuantificacion de sus componentes
genéticos. Por otro lado, las caracterizaciones funcionales permitirian

realizar una aproximacion sobre el comportamiento potencial del
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disefio final, con el fin de realizar un mejor acercamiento desde un
punto de vista funcional.
A partir de los puntos mencionados anteriormente, es posible
caracterizar y resumir el problema de la siguiente manera,
describiendo el mismo de lo mas general a lo mas especifico:
» Existe la necesidad de la creacidon de biocombustibles de calidad
y bajo impacto ambiental, lo que minimizaria una fuente mas de
contaminacion y permitiria el aprovechamiento de desechos
organicos no tradicionales.
= A través de la Biologia Sintética es posible llevar a cabo el
redisefio de organismos existentes, lo que permite Ia
transformacién de desechos organicos en biocombustibles.
» Estos disefios son asistidos por herramientas de propdsito
general, las cuales, no proporcionan informacion adicional a los

usuarios con respecto al producto final.

A través del disefio de una herramienta para la asistencia del proceso
de disefio es posible no sbélo soportar al profesional que trabaja en el
area, sino que también realizar un aporte al sector involucrado en la

produccion de biocombustibles en el pais.
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1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Disefiar una herramienta prototipo que asista el proceso de disefio
sintético de la bacteria E. Coli en la produccion de biocombustibles por
medio de la blusqueda y clasificacion de componentes genéticos afines

en catalogos y la caracterizacion de los nuevos ensamblajes.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Especificar el catdlogo de componentes genéticos requeridos en el
ensamblaje sintético de la bacteria E. Coli en produccion de
biocombustibles a partir del andlisis y transformacién de sus rutas
metabodlicas en estructuras computacionales y la aplicacion de
algoritmos de busqueda.

e Establecer las caracteristicas estructurales de los nuevos
organismos ensamblados basados en su composicién, cuantificando
los componentes de los ensamblajes finales.

e Establecer una aproximacion de las funciones de los nuevos
ensamblajes sintéticos en la bacteria E. Coli a partir de las
caracteristicas de sus componentes, las cuales seran extraidas de

repositorios de datos externos.
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e Mostrar los ensamblajes sintéticos de la bacteria E. Coli por medio

de computacién grafica.

1.3. Justificacion

El presente proyecto se desarrollara con el fin de proveer una
herramienta que asista a los cientificos experimentales en el disefio
sintético de nuevos organismos, ya que las herramientas de disefo
actuales para este fin son de propdsito general, tales como la seccién
2.4, y tienden a ser complejas para quienes no se encuentran
familiarizados con los temas presentes (Orozco Solano, 2012).
Ademas, se enfocan solamente en la construccién y no en la finalidad
del producto que se quiere obtener.

La importancia de un sistema de este tipo reside en la posibilidad de
realizar reingenieria de organismos involucrados en la produccién de
biocombustibles. Esto es posible a través del mejoramiento de su
estructura, para lograr un mayor aprovechamiento de los desechos
organicos que se generan en nuestro pais. Por ejemplo, en la empresa
lactea se desechan anualmente mas de 675 mil toneladas del suero
que proviene de la leche, ya que por su composicidn quimica son
dificiles de tratar y en consecuencia, dicho suero es desechado en los

rios (Alvarado, Garcia, & Rodriguez, 2012).
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No obstante lo anterior, utilizando la Biologia Sintética, es posible
reutilizar el suero de la leche transformandolo en biocombustible. Esto
alimentaria tecnologias a nivel nacional que utilizan como insumo
combustibles fésiles, una de las mayores fuentes de contaminacion
ambiental.

Por medio de un sistema sencillo y orientado a un fin especifico, se
puede simplificar el proceso de disefio y ensamblaje, asistiendo a los
profesionales del area en el disefio de nuevos organismos de una
manera mas simple y rapida. De esta manera, se contard con mayor
informacion sobre el producto meta a construir. El alcance de la
herramienta se enfocara desde la creacion de un catalogo a partir del
anadlisis y transformacién de las rutas metabdlicas de los distintos
componentes genéticos hasta la caracterizacién de las secuencias
ensambladas a partir de sus elementos. Esto contribuird a que el
proceso de disefio de organismos sintéticos sea mas preciso en
aplicaciones tales como la produccién de biocombustibles, no sélo en el
pais sino en el nivel internacional.

Ademdas de lo senalado, se apoyard la creacion de nuevos
biocombustibles no existentes en el pais y la reutilizacién de materias
organicas no tradicionales, que beneficiaran a la comunidad cientifica
involucrada en el tema, a la poblacién en general y al medio ambiente,

reduciendo los indices actuales de contaminacion.
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El proyecto se llevara a cabo bajo la guia del profesor e investigador
Allan Orozco, de la Universidad de Costa Rica (Escuela de Medicina y
Postgrado de Ciencias Biomédicas) y la colaboracién de ingenieros en
Biotecnologia y Biologia del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica y la
Universidad Nacional. Lo anterior, con el propdsito de alcanzar un
disefio adecuado del sistema segun las necesidades y la experiencia de
los cientificos experimentales en el area de la Biologia Sintética y los

biocombustibles.

1.4. Hipotesis

Con base en los recientes estudios en el campo de la Biologia Sintética
acerca de la produccién de biocombustibles, los sistemas actuales
utilizados en el ensamblaje sintético de organismos y las necesidades
de la comunidad cientifica, es posible disefiar una herramienta
prototipo que asista a los profesionales en el area de la Biotecnologia y
afines, en el disefio de nuevas funcionalidades y en el ensamblaje
sintético de la bacteria E. Coli para produccién de biocombustibles por
medio de la transformacidn de las rutas metabdlicas en una estructura
de datos computacional adecuada que permita los analisis requeridos y
la validacidon por criterio experto del disefio a través del desarrollo de

un prototipo.
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CAPITULO 2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1. La Bioinformatica en Costa Rica

La Bioinformatica es una ciencia interdisciplinaria que abarca
principalmente conocimientos del area de la Biologia y de Ciencias de
la Computaciéon. En esta disciplina, se procesan una cantidad
significativa de datos e informacidén y existe una necesidad importante
de utilizar recursos computacionales para procesar y obtener
resultados relevantes a partir de muestras amplias. Hace unos afios,
por ejemplo, secuenciar el genoma humano, el cual contiene
3.2x10° pares de bases (~3 GB), podia tardar dias y su costo se
media en millones de ddlares. Ahora, con la ayuda de equipos
especializados, se ha logrado optimizar esta tarea no soélo reduciendo
su tiempo en horas (Kollewe, 2012), sino también reduciendo su costo
significativamente en menos de $1000 por un genoma completo
(Perkel, 2013).

En Costa Rica, la Bioinformatica ha surgido principalmente del ambito
académico e investigativo (Orozco, Morera, Jiménez, & Boza, 2013).
Instituciones como la Universidad de Costa Rica (UCR), la Universidad
Nacional (UNA), el Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (ITCR), el
Centro Nacional de Alto Tecnologia (CeNAT), el Instituto Nacional de
Biodiversidad (INBio), el Instituto Clodomiro Picado (ICP) vy la

Universidad Earth comenzaron a dar los primeros cursos y talleres de
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Bioinformatica y Biologia Computacional desde el afio 2000 (Orozco
Solano, 2012).

Ademads, actualmente las universidades publicas en el pais capacitan
una cantidad significativa de profesionales al afio en estas areas
afines, las cuales tienen un alto potencial para colaborar en el
desarrollo del area de la bioinformatica. Un ejemplo de ello, es el
Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (TEC), en donde se compard y se
evalud la cantidad de graduados en las carreras de Ingenieria en
Computacion e Ingenieria en Biotecnologia desde el afio 2000 hasta el
ano 2013 a nivel de Bachillerato, a partir de la informacién brindada
por el departamento de Admision y Registro de dicha institucion.

Dado a que la fundacion de la carrera en Biotecnologia se dio en 1997
(Aguilar, 2007), los primeros graduados se dieron a partir del afo
2002. Desde ese momento hasta la fecha, el pais cuenta con personal
altamente calificado en ambas carreras, como se muestra en la Figura

1.
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Figura 1. Namero de graduados en las carreras de Ingenieria en
Computacion y en Biotecnologia del TEC desde afio 2000 al 2013*

En el ano 2012, se inician los estudios de postgrado a nivel de
maestria en Bioinformatica y Biologia de Sistemas en la UCR (fundada
por el asesor del presente trabajo), como formacidon complementaria
que les permita a los profesionales de éstas areas desenvolverse mejor
en el medio (Orozco Solano, 2012). También, en el 2004, el Consejo
Nacional para Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas (CONICIT), la
Universidad de las Naciones Unidas (UNU) y el Programa de
Biotecnologia para América Latina y el Caribe (BIOLAC), firman un
convenio con el fin de fortalecer el area de la biotecnologia, por medio

de talleres que permitieran la capacitacion del recurso humano en esta

! Figura 1. Elaboracién propia.
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area para los paises de Centroamérica y el Caribe (Consejo Nacional
para Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas, 2004).

La Bioinformatica es aun una ciencia reciente e inmadura en el pais,
por lo que se enfrentan limitaciones que han frenado su crecimiento.
Ademads, existen pocos profesionales capacitados en ésta area para
satisfacer la demanda del mercado, ya que se necesitan conocimientos
del area de la informatica, ciencias biomédicas y biologia (Orozco
Solano, 2012) no solo para dirigir proyectos, sino también para
aprovechar las capacidades de las herramientas computacionales en
los laboratorios experimentales.

Algunas instituciones, como el INBio, han desarrollado algunos
sistemas de informacion como ATTA, un portal que permite consultar
la base de datos de especimenes en el pais en la Web, apoyando asi la
creacion y divulgacion de informacion sobre la biodiversidad (INBio,
2011). Sin embargo, la mayoria de enfoques en este Instituto se
involucran solamente en el desarrollo de sistemas aplicados y no
realmente en la creacidn de aplicaciones bioinformaticas.

Por otro lado, en el Centro Nacional de Alta Tecnologia (CeNat), se han
desarrollado proyectos como la prediccion estructural de proteinas por
medio de simulaciones computacionales. Estos proyectos estan
enfocados en realizar predicciones a partir de la estructura terciaria de

la proteina, la secuencia de aminoacidos y utilizando el cluster de
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procesamiento del CNCA (Colaboratorio Nacional de Computacion
Avanzada). También hay proyectos mas enfocados en almacenar gran
cantidad de datos y no en su procesamiento, como el mantenimiento
de genomas, que utilizan algoritmos de alineamiento de secuencias,
clasificacion, entre otros (Morales J. C., 2013).

Finalmente, la UCR dispone de un clister de Bioinformatica, en la
Escuela de Medicina, donde se almacenan mas de 350 servicios web
alojados en la plataforma GALAXY. En este clister se han programado
las primeras aplicaciones para el analisis y alineamiento de secuencias
a nivel local (Matarrita Araya, 2013), producto de los proyectos que se
han llevado a cabo en la maestria de Bioinformatica y Biologia de

Sistemas.

2.2. La Biologia Sintética y los biocombustibles

La Biologia Sintética es el disefio y construccion de nuevos elementos
y sistemas bioldgicos. Estos elementos son estandarizados en lo que
se denominan biobricks. Esta ciencia ademas abarca el redisefio de
sistema bioldgicos naturales para propdsitos utiles (Synthetic Biology
Community, 2013). Mediante la ingenieria de nuevos componentes
genéticos, que no se encuentran presentes en la naturaleza, se crean
nuevas funcionalidades que reprograman el cdédigo genético de

organismos ya existentes. Existen bacterias, por ejemplo, que
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funcionan como pequefas fabricas de biocombustibles y al ser
modificadas genéticamente, mejoran su eficiencia. Esto evita mezclas
con otros tipos de combustibles contaminantes y disminuyen el
impacto que usualmente causan en los motores actuales (Chin, 2008).
Cuando se crea una nueva pieza, se lleva a cabo un proceso de
estandarizacion que permite abstraer su composicién y a las vez
definir interfaces de conexidn que reducen su complejidad y permite
que el conocimiento se comparta entre las diferentes organizaciones
(Heinemann & Panke, 2006). Mediante estas ideas se simplifica el
ensamblaje de un nuevo organismo por medio de bloques o
"biobricks", proceso equivalente a armar las piezas de un
rompecabezas. En la Figura 2, se muestran las entradas, salidas y

procesos involucrados en la Biologia Sintética.

Conocimiento
Biologico

Biologia Sintetica

Diseio del ‘ Fabricacién e

. . Sist
Sistema del Sistema g

Biobricks |
/ Bioldgicos

| Herramientas ‘
| de Disefio

Figura 2. Biologia Sintética (Heinemann & Panke, 2006)

La etapa mas relevante para esta investigacion es el disefio del

sistema, ya que se considera que es factible dar soporte a los usuarios
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en el ensamblaje de nuevos componentes genéticos, con el fin de
obtener mayor informacién sobre el funcionamiento del producto final.
Desde hace algunos afnos, la Biologia Sintética se ha identificado como
area de desarrollo y de oportunidades, al plantear la posibilidad de
disefar y aplicar ingenieria en organismos existentes. Las aplicaciones
de esta metodologia son diversas y una de ellas es la produccion de
biocombustibles.

Los biocombustibles son un tipo de combustible, liquido, gaseoso o
sdlido, derivados de materiales bioldgicos o biomasa (The Institute of
Grocery Distribution, 2007). La principal diferencia con respecto a las
fuentes tradicionales de energia, es que se derivan de recursos
renovables.

En el mercado estadunidense, la mayoria de biocombustibles se
clasifican en dos categorias: el etanol que se obtiene principalmente
del maiz y el biodiesel que se produce a partir de los acidos grasos.
Sin embargo, ambos funcionan como aditivos en la gasolina o el diesel
a menos que el motor se encuentre disefiado especificamente para

utilizar este tipo de combustibles (Feltman, 2013).
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Figura 3. Proceso de la produccion de bioetanol (Chin, 2008)

Dependiendo del tipo de combustible y la materia organica que se
utilice, el proceso puede variar, pero se mantienen los principios
basicos.

En la Figura 3, se muestra el flujo para la produccién de bioetanol.
Inicialmente se selecciona y se muele la materia organica de origen
vegetal, luego, se da la fermentacién de azucares y almidones
contenidos en la biomasa por medio de microorganismos que producen
etanol. Los subproductos son separados y los liquidos son destilados
para eliminar la mayor cantidad de agua, de modo que pueda usarse
como combustible. A pesar de las variaciones que pueda haber en el
proceso, el principal interés se encuentra en el papel que juegan estos
pequefos organismos Yy las reacciones que causan durante el
procesamiento de los productos primarios.

Dependiendo de la materia organica que se utilice, se pueden crear
distintos tipo de biocombustibles (Demirbas, 2008). A continuacién se
listan algunos de los biocombustibles mas comunes:

29



= Bioetanol: derivado de cultivos de cereales, como el trigo,
remolacha, maiz, granos de soya y cafia de azUcar. Este es
utilizado como substituto del petrdleo (gasolina).

= Biodiesel: derivado de cultivos de semillas oleaginosas, como la
palma aceitera, girasol o granos de soya. Este es utilizado como
substituto del diesel.

* Biogas: derivado de desechos organicos, ya sea de animal o de
fuente municipal, comercial o industrial. Este es utilizado como
substituto del gas natural.

= Otros biocombustibles: segun la ingenieria de los organismos y
del proceso, también se pueden producir otros combustibles para

motores como el metanol, propanol y butanol.

Por medio de la Biologia Sintética, se puede modificar los organismos
que participan en el proceso de degradacién ya sea para aumentar la
produccién o para sintetizar otros tipos de combustibles que
disminuyan el efecto nocivo que producen en el ambiente. En
particular, los estudios recientes se han enfocado en la reingenieria de
la bacteria Escherichia Coli (E. Coli) (Hu, 2013), utilizando cepas
inofensivas comunmente utilizadas en la industria de la biotecnologia.
La ventaja de este organismo es que es facil de cuidar, tiene un alto
grado de reproduccion y existe mucha informacion al respecto, dado a

qgue ha sido estudiado ampliamente (Liu & Khosla, 2010). Ademas,
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esta puede ser modificada para producir muchos tipos de
biocombustibles como el etanol, el hidrégeno y el biodiesel (Fuga &
Collier, 2013).

Los investigadores de la Universidad de California (UCLA), proponen la
produccién de biocombustibles a partir de la glucosa (Chin, 2008),
modificando genéticamente la bacteria E.Coli para que esta sea un
sintetizador eficiente de biocombustible. La ventaja es que por medio
de este proceso se pueden producir alcoholes (como el isobutanol) que
poseen una densidad similar a la gasolina, sin ser tan volatil ni
corrosivo como el etanol, provocando menor dafio a los motores.
Mediantes este estudio, no sélo se logré producir diferentes tipos de
alcoholes no tipicos, sino que también se utilizaron otros compuestos
organicos como la levadura (Atsumi, Hanai, & Liao, 2008).

En la Universidad de Exeter, en el Reino Unido, otro grupo de
investigadores modificaron cepas de la bacteria E. Coli para producir
biocombustibles muy similares al diesel, por lo que no necesita
mezclarse con otros productos del petréleo. Lo mas relevante es que
no se enfocan en modificar el metabolismo actual de la bacteria, sino
en disefar e implementar nuevas rutas metabdlicas para la produccién
de combustibles renovables y relevantes para la industria (Howard,

Middelhaufe, & Moore, 2013).
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De esta manera, se muestra como la Biologia Sintética es un mercado
emergente y fértil, que promete importantes avances en el futuro.
Actualmente, paises como China, Holanda, Estados Unidos, Gran
BretafNa y Suiza poseen una estrategia de desarrollo alineada con la
Biologia Sintética, por otro lado, el sector privado se encuentra
invirtiendo fuertemente para alcanzar un mayor desarrollo de esta

area cientifica (Piacente, 2011).

2.3. La Biologia Sintética en Costa Rica

La Biologia Sintética en Costa Rica y en general Centroamérica ha sido
fuertemente impulsada en los ultimos afos, no obstante, es aun un
mercado joven debido a diferentes razones legales, socioecondmicas,
éticas, entre otras. En el pais, por ejemplo, no existe una legislacién
robusta que permita proteger la confidencialidad de la informacion
gendmica de los ciudadanos (Salas, 2013), la gestién en la
metagendmica de organismos y el impacto ambiental asociado. Sin
embargo, los proyectos poco a poco avanzan y contribuyen al
desarrollo de esta ciencia en el pais.

Hasta la fecha, en el pais se ha identificado sélo un proyecto dedicado
al campo de la Biologia Sintética. Este proyecto cuenta con la
participacion de un grupo de estudiantes y profesores de la
Universidad Nacional y el Instituto Tecnoldgico de Costa Rica. En el
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ano 2012, el equipo participd en iGEM (International Genetically
Engineered Machine), una competencia a nivel mundial de biologia
sintética. El proyecto, denominado Cibus 3.0, consiste en la produccién
de biocombustibles utilizando desechos de la industria lactea,
utilizando el suero de la leche. El equipo logré crear 10 bloques o
biobricks sintéticamente, que fueron recombinados con la bacteria E.
Coli para la produccion de biodiesel. Finalmente, esto nuevos
componentes sintéticos fueron agregados a los registros oficiales
(Alvarado, Garcia, & Rodriguez, 2012).

Existen instituciones que se encuentran trabajando en la producciéon de
biocombustibles, como el Centro Nacional de Investigaciones
Biotecnoldgicas (CENIBiot), los cuales utilizan biomasa vegetal, como
las microalgas, para la produccién de etanol y butanol (Rosales, 2013).
Sin embargo, sus metodologias se basan en métodos tradicionales
para la produccion de biocombustibles. Ademas, no utilizan técnicas
del area de la Biologia Sintética, como por ejemplo, analisis vy
procesamiento de datos relativos a rutas metabdlicas para el redisefio
de nuevos organismos que contribuyan a la creacién de nuevos

biocombustibles.
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2.4. Herramientas de diseio

Con el fin de acelerar el proceso de ensamblaje de nuevos
componentes, los usuarios o profesionales en el campo, utilizan
herramientas que les permiten crear o armar su disefio "in silico" o de
manera digital para luego comprobar su comportamiento en el
laboratorio.

A pesar de que existen herramientas muy completas para el disefio de
nuevos ensamblajes, se requiere un conocimiento a profundidad del
area. Esto limita a muchos ingenieros experimentales aprovechar las
aplicaciones en Bioinformatica para este fin, una problematica visible
no sélo en herramientas de ensamblaje sino también muchas otras
herramientas del area de las ciencias bioldgicas.

Por lo anterior, es necesario mejorar el uso de los recursos
bioinformaticos de manera que habilite a los investigadores a
encontrar, interactuar, compartir, comparar y manipular informacion
importante de manera mas efectiva y eficiente (Bolchini, Finkelstein,
Perrone, & Nagl, 2009).

A continuacidon se describen algunas de las herramientas de diseno
existentes que no sélo permiten ensamblar los componentes genéticos
sintéticos, sino también combinar estos bloques con el genoma del

organismo seleccionado:
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Gene Designer 2.0 es una herramienta visual que permite el
disefio de segmentos de ADN sintéticos, sin limitarse a los
componentes que se encuentran en la naturaleza. Ademas, es
factible editar y combinar los elementos genéticos mediante una
interfaz grafica entre otras caracteristicas (Villalobos, Ness,
Gustafsson, Minshull, & Govindarajan, 2006).

SynBioSS es un conjunto de herramientas de Biologia Sintética
para la modelacion y simulacion de construcciones genéticas.
Este utiliza un registro estandar de partes bioldgicas e interfaces
graficas y de linea de comandos para ejecutar los algoritmos de
simulacion (Hill, Tomshine, Weeding, Sotiropoulos, & Kaznessis,
2008).

GeneComposer es un programa para realizar ingenieria sintética
asistida de secuencias de ADN. Este sistema realiza una
integracion completa de datos estructurales y de secuencia que
facilita las tareas en la etapa de disefio (Lorimer, Raymond, &
Walchli, 2009).

Pathway Hunter Tool es una herramienta que soporta el proceso
de recoleccidon de piezas genéticas para los disefios. Este sistema
se enfoca en el analisis de conectividad entre los compuestos y
las enzimas presentes en las rutas metabdlicas de los nuevos

organismos (Rahman, Advani, & Schunk, 2005).
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Herramientas como las mencionadas en el punto anterior, poseen un
nivel de dificultad significativo, principalmente para quienes no
pertenecen al area. Una de las principales razones se debe a que su
disefio se centra principalmente en su propdsito y no en la usabilidad o
la curva de aprendizaje que podrian presentar los nuevos usuarios. En
general, muchos de los wusuarios afirman que la comunidad
bioinformatica provee datos precisos y de gran valor a través de sus
herramientas, sin embargo, frecuentemente encuentran que sus
interfaces a estos recursos son engorrosas en cuanto a su uso y

navegacion (Pavelin, Cham, & Matos, 2014).

Dado estas afirmaciones, es importante que el disefio de la
herramienta propuesta sea apropiada no sdélo en cuanto a
funcionalidad sino también en el despliegue de los resultados de
manera simplificada y su presentacién por medio de representaciones

graficas, que faciliten la comprension de los usuarios.

Por otro lado, como se menciona en las secciones anteriores, no sélo
existen recursos para el desarrollo de la bioinformatica en el pais, sino
que también es posible innovar en area como la Biologia Sintética por
medio de proyectos interdisciplinarios que permitan la contribucion y el

enriquecimiento de los distintos proyectos activos y futuros en el area.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1. Descripcion del proceso

En la naturaleza muchos organismos funcionan como pequefas
fabricas, es decir, a partir de la materia prima, se generan
subproductos que son utilizados para otros fines en particular. Dentro
de los organismos existen rutas metabdlicas o procesos, que indican
como los compuestos principales son degradados en compuestos mas
simples, que finalmente se descomponen en un producto meta. Un
ejemplo de ellos, se muestra en la Figura 4, en donde los organismos
gue puede transformar la materia organica en subproductos, son la

base principal para la produccion de biocombustibles.

{

{ F’f_:}
\",_ o _ i.s
Rutas Metabdlicas

Organismos Fabricas Materia Organica Biocombustibles
(Procesos)

f- %
<2 s (fransforman)
® O O o O Ty

Figura 4. Los organismos y sus procesos?

Las materias tradicionales en la produccién de biocombustibles suelen
ser cereales o cultivos de semillas oleaginosas. Sin embargo, existen
desechos organicos que no se reutilizan con el fin de producir

biocombustibles. Una de las razones es que los organismos existentes

2 Figura 4. Elaboracién propia.
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no poseen los procesos necesarios para realizar este tipo de
transformacién. Debido a esto, aquellos desechos que no tienen
ninguna otra utilidad, se convierten en una fuente mas de
contaminacion.

Las rutas metabdlicas son una cadena de reacciones quimicas
catalizadas por sustancias que permiten llevar a cabo funciones de

descomposicién de materia orgdnica, tal y como se muestra en la

Figura 5.
Rutas Metabdlicas
(Procesos)
A L — EnzlmasJ
Muevas Rutas Metahélicas O ®) @ B
. @ i 7 d AT h e N
S o~
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e i representan

ermiten utilizar ; S
P Reacciones quimicas

! I g .
e ~——|Compuesto| 4 ‘ IRl 1 — Producto BT
I - |- (Enzimas)
| & M B

{&E@HE Biocombustibles

s

Materia organica
no tradicional
(Suero de la
leche)

crean

«—utilizados en

Redisefio de Gen A Gen B Gen C
organismos

Figura 5. Disefio de nuevas rutas metabélicas?

3 Figura 5. Elaboracién propia.
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Los compuestos base son extraidos de la materia organica y los
productos meta, obtenidos luego de una serie de reacciones, son
utilizados como materia prima para producir biocombustibles. Estas
sustancias catalizadoras son llamadas enzimas y pertenecen a uno de
los grupos de las proteinas. Las proteinas pueden ser producidas por
distintos genes y dependiendo del organismo, sus caracteristicas
pueden variar.

Las rutas metabdlicas pueden ser mejoradas para alcanzar un
proposito en especifico, utilizando genes de otros organismos. De esta
forma, se puede crear una seleccion de genes y luego modificar la ruta
existente para lograr nuevas funciones. Las rutas de la bacteria E. Coli,
por ejemplo, pueden modificarse para procesar desechos organicos
como el suero de la leche. Mediante estas construcciones, se pueden
producir los mismos substratos, como los &cidos grasos para la
produccién de biocombustibles, al igual que se creaban a partir de
otras entradas, con la diferencia que los genes pueden pertenecer a

otras rutas metabdlicas.

3.2. Definicion de etapas
Con el fin de mejorar la eficiencia en la modificacion de procesos
tradicionales para la trasformacion de compuestos y productos, se

propone la incorporacion de elementos computacionales en la etapa de
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disefio de rutas metabdlicas. Esto permitird no soélo la automatizacion
de tareas sino que llevara a cabo analisis para la seleccion genes en el
disefio de nuevas rutas metabdlicas. A continuacion se citan las etapas
en las que se descompone la solucion:

= Etapa 1: Andlisis de rutas metabdlicas.

= Etapa 2: Seleccién de proteinas.

= Etapa 3: Seleccién de genes.

= Etapa 4: Creacidon de un catalogo y sus ensamblajes.

» Etapa 5: Visualizacion de ensamblajes.

3.2.1. Etapa 1: Analisis de rutas metabdlicas

Para cada organismo, existe un gran banco de rutas metabdlicas que
describen los procesos internos de cada uno de ellos. En el campo de
la Biologia Sintética, es relevante conocer las posibles relaciones que
se pueden establecer entre organismos, ya que a partir de ellas es
posible crear nuevas propuestas para la creacion de disefios que no
existen en la naturaleza. Tradicionalmente, la mayoria de propuestas o
herramientas existentes se enfocan en el analisis dentro de un sodlo
organismo, debido a que involucrar relaciones cruzadas entre distintos
de ellos aumenta la complejidad en la construccién y en la validacion.
Con el fin de encontrar resultados relevantes con la informacion

disponible en los repositorios de datos disponibles, se propone crear
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una sola red de rutas metabdlicas a partir de un subconjunto
seleccionado. A partir de pequenas redes, se localizan los puntos de
enlace, representados en los elementos que tienen comun y se
conectan uno a uno hasta tener una sola red metabdlica que permita
realizar busqueda de caminos de un punto a otro.

Antes de recorrer la estructura construida, se definen una lista de
puntos de entradas y puntos de salida, o meta, la cual va ser
dependiente de las necesidades de quién realiza los analisis. El mismo
criterio aplicara para el subconjunto inicial de rutas metabdlicas, lo que
permitird hacer una busqueda mas enfocada por tipo de ruta u
organismo, eliminando ruido que puede agregar la utilizacidon de rutas
no relevantes para el producto final.

Para la seleccion de caminos, se utilizara el enfoque de todos los
caminos posibles, basados en restricciones de inclusién, exclusion, y
profundidad.

Por medio del tamano del camino se permitira conocer la ruta que
requiera la menor cantidad de componentes genéticos, pero no
necesariamente la mas relevante para el anadlisis que se llevara a cabo.
Por otro lado, listar todos los caminos posibles brinda flexibilidad a la
hora de seleccionar la ruta mas apropiada. Sin embargo, dado a que la
red completa puede constar de miles a millones de elementos, se

deben definir restricciones que acorten la busqueda, no sdlo por el
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costo computacional sino también por la relevancia de los resultados
finales. Estas restricciones definirdn si un camino es mas interesante
que otro. A continuacién se listan las restricciones habilitadas:

* Profundidad o tamaho del camino.

» Exclusion de compuestos o proteinas.

* Inclusidn de compuestos o proteinas.
Al definir todas las entradas necesarias, se realizara el calculo de todas
las posibles rutas disponibles. Dado a que el proceso de seleccidén es
dependiente a factores especificos del estudio que se lleva a cabo, el
profesional en el area serd el responsable de seleccionar cual sera la

ruta con la cual se va a trabajar en las siguientes etapas.

3.2.2. Etapa 2: Seleccion de proteinas

En una ruta metabdlica, se pueden encontrar elementos de distintos
tipos, en general, se definen en compuestos y proteinas. Los
compuestos se descomponen en compuestos mas simples debido a las
reacciones quimicas que llevan a cabo las proteinas. Los compuestos
son obtenidos del medio y las proteinas son parte de cada organismo,
por esto, es que el siguiente paso consiste en la extraccién de las
proteinas presentes en la ruta. El objetivo final es encontrar los genes
necesarios para construir la nueva ruta metabdlica y para esto se

requiere conocer las proteinas asociadas.
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De la ruta seleccionada en la etapa anterior, se filtran todos los
elementos que representan una proteina, y se excluyen aquellas que
no cumplan con alguno de estos criterios:

*» Familia taxondmica relevante. Por ejemplo: Bacteria.

= Entrada verificada, es decir, fue manualmente validada y no

generada de manera automatica, computacionalmente.

3.2.3. Etapa 3: Seleccion de genes

Una vez obtenida la lista de proteinas, se puede obtener la lista de
genes responsables en su fabricacién a partir de la informacion
disponible en la estructura interna de las rutas metabdlicas.
Usualmente, estas contienen identificadores que permiten obtener mas
detalles sobre sus elementos y sus dependencias.

Es importante recalcar que la produccién de una proteina no es unica,
sino que existen genes, de distintos organismos, que pueden producir
la misma proteina, pero con algunas variaciones. Ademas, la seleccion
de los genes es un proceso dependiente del organismo y el producto
meta. Por este motivo, de ser necesario, el usuario se involucrara en la
seleccién del gen o genes de interés, por medio de criterios basados
en la literatura disponible que describe la funcién que ejecuta, los
sitios de restriccion presentes o caracteristicas de los elementos que

conforman la proteina (Alvarado Meza, 2014). De lo contrario, todos
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los elementos encontrados seran agregados al catalogo

componentes genéticos.
Para cada gen, existe una cantidad de informacion sig

respecto a su origen, referencias, entre otros. Sin embargo

de

nificativa

, para el

disefio de nuevos organismos, lo que se requiere es la secuencia de

ADN codificante o CDS (Coding DNA Sequence) por sus siglas en

inglés, la cual es la region del gen que codifica la proteina,

gue se muestra en la Figura 6.

E. coli chromosomal region from 76.0 to 81.5 minutes
GenBank: U00039.1

GenBank  Graphics

>gb |UC0039,.1 |ECOUNTe:1-1085 E. coli chromosomal region from 7&.0 to B1
GATTTGGCATAGGCITTATTIGGTCAGCGCCIGCCACGGTACTITGACARAATCCGEETCGCCARGATATT
CCGAGCGGETCEECGTAGGCGTATTITCTICCGCITCTGCCATGATTTEGCATCECATCGECGCTGCCARAGCC
GIATTICTIICATATCGARGTITICCAGARTATTGAGGATTTGTACGATATGGAT CCCGCCGGAGGATGGEE
GEIGGECATGEAGTAARACCTGATACCCGCGATAATCGCCGCTITATCGGRGTGCGTTCGACCGCTTTATAGG
CIGCTAAATCITCTITAGTGAT CARGCCACCGTITITTICTGCATCTICCIGEECGATCTGTTCCGCARTCGT
GCCTITTATAGRATTCGTCCGEGCCEITITCAGCRARATCATCTCCAGECTICTTITGCCAGGTTCGCCTGCACC
AGCGETGICGCCCTITITICAGCGECTCGCCCICT T TCCAGARAGATAGCTITACTGTITITTCGIGATTICGECR
LCACTICGCTACCGIAGGTTITGAGART CGT CAGCCAGCGCEGTCGITARCGATALARCCATCGCGIGCCAG
TTTRARCGCGEGCTGCACGACTTTGTTCAGCGEGCATGGTGCCGTATTTATCCAGCGCCAGCGAGRAACCT
GCTACCGTACCCGEIGTGCCGEARGCCAGATGCGARGTGAGTGATTITITTIGCTIGTCCGGGITGCCCTGAT
CATCGRGGRACATATCGCGGETICGCITIGGCGEETGCCATTTCGCGGRAAATCGATAGCCGIGGTATTIGCC
LATTTTTICGARGCGGATITAACATARRACCACCACCECCCAGATTCCCTGCCTECGGATGCGTTACCGCCAGT
GCGTAGCCCACCGCCACGGCGGCATCARACGGCATTCCCGCCCTCCTTGAGRATATCCACCCCCACCTGAG
TGGCAGTGECGT CCACAGRCGCTACCATTCCCTGTTITCGCGCGTACCGEETGGRAGACATCTITCCICCAL
LCCATRACGRGACGGGECEECGCAGGAGGCGCGECEECGECECTARAACANCTTCCT GAGAGCAGAGCAGCL
LATGGCCACCCEECGTARALLCGTCGGTTTITATCAT

como la

.5 mimumtes

Figura 6. Region codificante para el gen GMP1 (National Center for

Biotechnology Information, 1994)
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El catdlogo de biobricks, tendra elementos que se construyen
utilizando el CDS como base. Una vez conformadas estas piezas
genéticas, sera posible crear y visualizar los ensamblajes sintéticos.
Sin embargo, antes de que la pieza se encuentre lista para la siguiente
etapa, es necesario verificar que se cumplan las siguientes
restricciones:
» El gen tiene un CDS valido.
= EI CDS no posee ningun sitio de corte o su complemento de las
enzimas de restriccion.
= El CDS es relevante para el usuario.
» La pieza posee los elementos estandar para constituir un
biobrick. Para esto se deben agregar unas serie de secuencias:
Si el gen es un CDS, se deben agregar el prefijo y sufijo de la
Figura 7. En caso contrario, utilizara los prefijos y sufijos de la

Figura 8.

| ~ A AT T A~~~ o~~~
,,,,,,,
 GCTTCTAG |

TACTAGTAGCGG
CCGCTGCAG

Figura 7. Prefijo y sufijo para una secuencia CDS*

* Figura 7. Elahoracién nronia.



Figura 8: Prefijo y sufijo para una secuencia no CDS®

Estos prefijos y sufijos permiten que las piezas sean cortadas y
ensambladas por medio de los procesos estandar establecidos por la
fundacion iGem. De esta forma, las piezas resultantes seran

estandarizadas bajo el mismo formato que los biobricks.

3.2.4. Etapa 4: La creacion de un catalogo y sus ensamblajes

Como se mencionaba anteriormente, existe un proceso estandar de
ensamblaje de biobricks (International Genetically Engineered Machine
Foundation, 2003) que permite el ensamblaje de biobricks utilizando
técnicas tradicionales de clonacion. Los ensamblajes definidos en iGem
permite el ensamblaje de dos piezas ya sea dentro de otro organismo,
como un plasmido o dos piezas entre si. Un plasmido es una molécula

de ADN que se replica y se transcribe de manera independiente al ADN

> Figura 8. Elaboracién propia.
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cromosOmico. Tiene la ventaja que permiten la insercion de
fragmentos de ADN y luego puede ser facilmente introducido en una
bacteria (Nature Education, 2013).

En el caso de la unién de dos piezas entre si, éstas deben ser cortadas
con enzimas que trabajan en determinados sitios de restriccidon
(International Genetically Engineered Machine Foundation, 2003). Esto
permite que los extremos sean compatibles y que tenga sentido la
union de sitios particulares.

Como se menciona en la seccidén anterior, cada segmento va tener un
prefijo y sufijo con sitios de restriccion validos. Esto va permitir cortar
las distintas piezas a ensamblar por medio de Ilas enzimas
recomendadas en el estandar: EcoRI, Xbal, Spel and Pstl. Las enzimas
EcoRI, Xbal definen sitios de corte en el lado izquierdo de la pieza y

Spel and Pstl del lado derecho, como se muestra en la Figura 9.

Prefix Suffix
ECORI NOtI Xbal Spel NOtI PstI
f GCGGCCGC T G T A A GCGGCCG A
EEEYye SGEESEeE T MERET & + ear + T NGRNOHW £ SCEESEE GENETN

Figura 9. Biobrick estandar con su prefijo, sufijo y sitios de corte
(International Genetically Engineered Machine Foundation, 2003)

De esta forma, es posible realizar el ensamblaje en plasmidos,
moléculas de forma circular, en los cuales se ensamblan estas nuevas

piezas. Un elemento es compatible con otro, si para un sitio en
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particular se utiliza la misma enzima. Es decir, para poder ensamblar
un biobrick en un plasmido es necesario utilizar EcoRI en un extremo vy
Xbal en el otro como se muestra en la Figura 10. Al realizar un corte
en el plasmido, es posible substituir el segmento sobrante por un

biobrick y finalmente completar el ensamblaje.

Corte del Biabrick

+ Biobrick [I + . = Biobrick

Biobrick
” = | /7
Corte del Plasmido : | Plasmido ]j
N\ )
—_— S
— . b —
-’/§ ;\ ."ﬁ? Q\' T
+ || I: w ) + . = | | Pla'smidn} :I Ensamblaje Completo
WA N /
Y, / LY // /
" S
N -/

Figura 10. Ensamblaje estandar de biobricks®

La metodologia estdndar puede aplicarse a varios casos, en particular
se tomaran en cuenta los siguientes:
» Pieza compuesta (2 Biobrick) + Biobrick: se utiliza dos biobricks
previamente unidos y se ensamblan a un nuevo biobrick.
» Pieza compuesta (2 Biobrick) + Plasmido: se utiliza dos biobricks

previamente unidos y luego se ensamblan en un plasmido.

® Figura 10. Elaboracién propia.
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» Biobrick + Plasmido: se ensambla un biobrick individual dentro

de un plasmido, como se muestra en la Figura 10.

Por otro lado, la construccién del catalogo se apoya en dos fuentes: los
genes encontrados a partir de las busquedas y analisis en rutas
metabodlicas y las categorias de interés del registro de biobricks
(International Genetically Engineered Machine Foundation, 2003). Sin
embargo, todos son tratados de la misma manera, ya que sin importar
su procedencia, se definen los prefijos y sufijos necesarios para ser
utilizado como un biobrick en caso de que no lo sea. Ademas, se
contaran con un grupo de plasmidos previamente definidos.

Los ensamblajes se haran mediante una herramienta prototipo
utilizando el catalogo propuesto, eliminando aquellos componentes que
no cumplen con las restricciones definidas. Luego, se seleccionaran las
piezas indicadas y las enzimas a utilizar dependiendo de la modalidad
0 Caso que se escoja.

El resultado final serd caracterizado estructuralmente vy
funcionalmente, con informacidn correspondiente de las piezas

seleccionadas.
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3.2.5. Etapa 5: Visualizacion de ensamblajes

Una vez completados los ensamblajes, estos se podran visualizar
mostrando sus detalles de forma grafica y complementando con la
informacion disponible de la construccion.

El producto final sera visualizado en una representacion circular y
caracterizado estructural y funcionalmente a partir de los componentes

utilizados.

3.3. Delimitacion de entradas

Con el fin de acotar el alcance del proyecto, se definird un grupo
limitado de entradas para llevar a cabo las tareas definidas.

Para la busqueda en rutas metabdlicas, se seleccionaron un conjunto
de compuestos de entrada y salida, basados en la meta final que es la
produccién de biocombustibles. Las entradas se basan en compuestos
comunmente encontrados en desechos organicos idoneos para este
fin, como por ejemplo, el suero de la leche o la broza del café. Por otro
lado, los nodos terminales, son parte del proceso que produce energia
en muchos organismos. Estos procesos a su vez, tienen un papel
importante en la producciéon de biocombustibles. A continuacidon se
listan los compuestos de inicio y final en la busqueda de rutas:

Compuestos de entrada = Celulosa

= Lactosa = Quitina
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= Colageno
= Lignina

Compuestos de salida

=  Piruvato

= Acetil Coenzima A

Con respecto a las rutas metabdlicas, existen distintos repositorios vy

herramientas que permiten la extraccién de las mismas. Sin embargo,

los formatos de salida y las herramientas para extraer la informacion

son diferentes en cada caso. Con el fin de cumplir el objetivo de

disefiar y validar la herramienta propuesta, se selecciond uno de los

repositorios.

Se analizaron las interfaces de datos de la Enciclopedia de Genes y

Genomas de Kyoto, (KEGG) (Kanehisa Laboratories, 2014), Metacyc

(Caspi, Altman, & Billington, 2014) y Reactome (Croft, O'Kelly, & Wu,

2011).

Tabla 1. Comparacion de los repositorios de rutas metabélicas’

Repositorio de Rutas

Acceso a Datos

Formatos de salida

KEGG Servicios Web REST KGML, Texto plano
FTP (Se necesita licencia)
Metacyc Servicios Web REST SBML, JSON, BioPax,
APIs en Lisp, Perl, Java FASTA, Texto plano
Busquedas en mySQL
locales
Reactome Servicios Web REST SBML, SBGN, BioPax,
(beta) PDF, Word, Protege

Servicios Web SOAP
Busquedas en mySQL
locales

’ Tabla 1. Elaboracién propia.
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Para la seleccidon de la fuente de datos se tomo6 en cuenta no sdlo los
protocolos para el acceso a datos y los formatos de salida, sino la
disponibilidad de librerias para la transformacion de rutas metabdlicas
en estructuras de datos estandar como grafos. Ademas, se requeria un
acceso eficiente a las referencias de genes en otras bases de datos,
especificamente las que se propusieron como parte de la
implementacion del prototipo. En la Tabla 1 se muestran los formatos
de salida asi como los accesos a datos de las principales bases de
datos de rutas metabdlicas.

Metacyc y Reactome fueron candidatos a considerar ya que ofrecen
diferentes formatos de salida y un ndmero significativo de protocolos
para el acceso a datos. Sin embargo, KEGG era uno de los mas
utilizados por los usuarios y existian librerias confiables como KEGG
Translator (Wrzodek, Dréager, & Zell, 2011) que permitian la traduccion
inmediata de las rutas metabdlicas a formatos estandar en el ambito
computacional. Otro punto importante, es que posee referencias
directas a bases de datos externas como UNIPROT, su interfaz de
programacién es simple y es de gran relevancia en el campo de la
gendmica para la comunidad cientifica.

Por estos motivos, las rutas metabdlicas a recorrer se extraeran
exclusivamente de KEGG, utilizando el organismo Escherichia Coli K-12

MG1655.
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Con el fin de conectar y encontrar rutas relevantes entre los distintos

compuestos en las rutas metabdlicas, se definieron los siguientes

algoritmos de busqueda:

Algoritmo de Dijkstra: este algoritmo permitird encontrar una
ruta entre dos compuestos de manera rapida y sencilla. A través
de este mecanismo, sera posible establecer las conexiones entre
dos puntos como una implementacidon base, lo que definird de
primera entrada si se puede conectar dichos nodos antes de
realizar una busqueda de mayor complejidad.

Algoritmo de busqueda por anchura: dado a que para el usuario
serd relevante no so6lo encontrar el camino mas corto sino
también analizar todas las posibles conexiones entre dos
compuestos, es necesario realizar una busqueda exhaustiva del
arbol de rutas. Para esto se consideraran restricciones como
exclusiones e inclusiones, que permitiran acotar la busqueda y
encontrar y filtrar los resultados de mayor relevancia para el

usuario.

Para el ensamblaje de biobricks, se utilizaran los plasmidos y las

enzimas que iGem define como estandar.
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Los siguientes son los plasmidos seleccionados:

= pB1A3
= pSB1T3
= pSB3K3

Ademas, los sitios de restriccion se limitan a:
= EcoRI
= Pstl
» Xbal

= Spel

Cada uno de estos sitios representan un patrén en particular, los
cortes se realizaran en aquellos lugares donde se encuentre la
secuencia o su complemento, utilizando los siguientes patrones y su
reverso:

= EcoRI: GAATTC (CTTAAG).

= Xbal: TCTAGA (AGATCT).

» Pstl: CTGCAG (GACGTC).

» Spel: ACTAGT (TGATCA).
Los patrones cortaran la secuencia en un lugar en particular, lo que
determinara como separar las cadenas de ADN. Este proceso se detalla

en (International Genetically Engineered Machine Foundation, 2003).
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En el catalogo también se incluye una lista de biobricks, como parte de

las piezas candidatas a ensamblar. Se selecciond la lista relacionada

con la produccion de combustibles, especificamente las siguientes

categorias, tomadas del catalogo de biobricks.

» Registro de Partes Bioldgicas Estandarizadas (iGem).

— Secuencias Codificantes.

« Secuencias Codificantes de Proteinas.

— Biosintesis.

»

»

»

»

»

»

»

»

Biosintesis y degradacién de AHL.
Biosintesis de los isoprenoides.

Biosintesis de los odorantes.

Biosintesis de los plasticos.

Biosintesis del butanol.

Degradacién del bisfenol A.

Degradacion de la celulosa.

Otra enzimas miscelaneas biosintéticas y de

degradacién.

Esta delimitacién de entradas permite llevar a cabo el proyecto en el

tiempo estimado, sin embargo, es importante mencionar las posibles

extensiones y las implicaciones de cada una de ellas:
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Cambiar los nodos de entrada y salida: al agregar nuevos
compuestos, se debe asegurar de seleccionar la muestra
adecuada de rutas metabodlicas de modo que existan caminos
posibles entre los elementos seleccionados.

Agregar nuevos repositorios de datos: Al incluir una nueva
fuente de datos para las rutas metabdlicas, se debe tomar en
cuenta las conexiones a las bases de datos de proteinas y de
genes. Esto permite mantener la relacidn entre rutas
metabdlicas, proteina y genes para el catalogo de biobricks.
Utilizar varios repositorios de datos: dado a que cada repositorio
tiene sus propios formatos de salida, es necesario crear un
traductor de rutas metabdlicas a un sélo formato estandar que
permita manipularlas como estructuras de grafos.

Agregar nuevos biobricks: debido a que la informacién de los
biobricks no se encuentra estructurada, no existen filtros ligados
al propodsito final de los mismos. Es decir, agregar nuevas
categorias no tiene ningln impacto en el sistema, basta con

ingresar al sistema cuales biobricks se quiere agregar.

El objetivo principal del capitulo recién descrito sera proveer al usuario
una base y una guia sobre el proceso que se seguird a alto nivel. En
las siguiente secciones, se realizara una descripcion mas técnica,

ligada a los detalles de implementacién y especificamente a los
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algoritmos, librerias y aplicaciones utilizados. Por otro lado, a través
del desarrollo del prototipo, se validara el disefio propuesto con el fin

de alcanzar las metas planteadas en la presente investigacion.
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CAPITULO 4. IMPLEMENTACION DEL PROTOTIPO

4.1. Diseno del Modelo Computacional

En el proceso de redisefo de las rutas metabdlicas, se necesita realizar
un analisis profundo sobre las rutas existentes en las bases de datos.
La descomposicién de un compuesto en otro se puede hacer de
diferentes formas y unas pueden tener mayor valor que otras.
Ademads, algunos caminos pueden ser mas largos o cortos y también
pueden utilizar una cantidad variable de enzimas. Antes de poder
seleccionar cuales son los genes se van a necesitar en la reingenieria
de un organismo, primero se debe elegir la ruta que mejor se adapte a
las necesidades del analisis y asi extraer de la misma estos
componentes genéticos necesarios para el ensamblaje.

En la Figura 11 se muestra el modelo computacional que define el

alcance de la herramienta.
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Figura 11. Modelo Computacional®

A continuacién se detallan las diferentes etapas del modelo:
a) Identificacion de entradas: inicialmente, se necesita el nodo
inicial y el nodo final con el fin de encontrar los posibles caminos

entre ambos. Estas buUsquedas estaran limitadas a una

profundidad limitada.

= Compuesto inicial: con el fin de delimitar el alcance los
resultados, esta entrada deber pertenecer al grupo de los

carbohidratos (azucares).

8 Figura 11. Elaboracién propia.
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b)

d)

» Producto final: el producto final pertenecera al grupo de
acidos grados, como los triglicéridos. Estos son utilizados
para la produccién de biodiesel.

» Redes Metabdlicas: conjunto de grafos que describen los
procesos de distintos organismos. Estos procesos o rutas
metabodlicas deberan contener el compuesto inicial y final
en al menos una de ellas. Se utilizara como repositorio de
rutas la base de datos KEGG, ya que posee estos mapas en
formato XML y una interfaz de programacién para que las
aplicaciones puedan realizar consultas directamente.

Calculo de rutas metabdlicas: una vez que se tienen los nodos de
inicio y fin, se llevaran a cabo busquedas en KEGG para calcular
las posibles rutas que hay sobre los mapas disponibles.

Seleccién de rutas: cada ruta se valorara por su longitud y en Ia
cantidad de enzimas involucradas. Ademas, existira la posibilidad
de que el cientifico seleccione la mejor ruta de acuerdo a su
criterio.

Seleccion de genes: una vez que se selecciona la mejor ruta, se
extraeran las enzimas involucradas en el proceso. Luego, se
buscard informacidn acerca de ellas en la base de datos
"Universal Protein Resource (Uniprot)" en donde se extraera

cuales genes pueden producir estas enzimas. Una vez mas, el
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usuario elegira cual de ellos se apega mejor al analisis que se
esta llevando a cabo.

e) Creacion de biobricks: utilizando estos genes se realizaran
busquedas en iGem Registry para buscar coincidencias de los
biobricks existentes. En caso de no existir, el usuario se
encargara de construir el biobrick a partir de la informacién
encontrada, ya que esto conlleva una serie de pasos adicionales
fuera del alcance de este proyecto.

f) Creacidon del catdlogo en el visualizador: luego de realizar los
analisis mencionados, los biobricks encontrados o construidos
seran cargados en la herramienta de Vvisualizacién como
entradas.

g) Visualizacion del ensamblaje: una vez generado el catalogo, la
herramienta habilitara el ensamblaje de biobricks sobre la
bacteria E. Coli. Los ensamblajes finales se caracterizaran de
manera estructural y funcional, con respecto a las proteinas

involucradas en el proceso.

Concretamente, el desarrollo del modelo computacional se realizé en
un prototipo operado desde linea de comandos y las visualizaciones
por medio de la generacion de archivos HTML que muestran el

resultado final de los ensamblajes.
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En la Figura 12, se diagrama la arquitectura de la aplicacién. De
manera inicial, se definen las interfaces a cada una de los repositorios
de datos. Luego, en la capa de légica se agrupan lo métodos de
manera funcional y finalmente, se tienen tres interfaces en la capa de
presentacién: aplicacion por linea de comandos, el visualizador de
rutas metabdlicas por medio de librerias en Java y el visualizador web

para los ensamblajes en JavaScript.

Capa de Presentacion

1
Prototipo en VisualizadorRutas VisualizadorEnsamblajes
Terminal (Java) {Java) (JavaScript)

/Capa de Logica de Negocio
1 1 1 1

Proteinas Genes Grafo Traductor

| Capa de Datos . - :
B —1. =i, =
REST_API PERL_API XML_API JAVA_API

\ I'.I

(GG c| | igem | |Archives
GraphML

—

Figura 12. Arquitectura de la aplicacion®

° Figura 12. Elaboracién propia.

62



4.2. Extraccion de datos

Las rutas metabdlicas son una serie de reacciones quimicas que
ocurren dentro de una célula. A lo largo del tiempo, estas redes han
sido estudiadas y documentadas en distintas bases de datos.

Para el desarrollo de este proyecto se selecciond como principal fuente
de datos, el repositorio de rutas metabdlicas en KEGG, el cual contiene
informacion para la comprensidon de las funciones y utilidades de alto
nivel del sistema bioldgico, como la célula, el organismo y el
ecosistema. Estos datos son recolectados a partir de la secuenciacién
de genomas y otras tecnologias experimentales de alto rendimiento
(Kanehisa Laboratories, 2014).

Las redes metabdlicas se encuentran representadas en mapas
(Apéndice 1), los cuales se pueden descargar de manera individual por
medio de la interfaz de programacién de la aplicacién (API) bajo el
esquema REST (Fielding, 2000). Los métodos disponibles en el API, se
encuentran detallados en (Kanehisa Laboratories, 2014).

Estos mapas se encuentran en formato KGML (Apéndice 6), un
formato de intercambio entre los mapas de rutas almacenados KEGG
que permite el dibujo automatico de rutas metabdlicas. Ademas,
provee facilidades para llevar a cabo analisis computacionales vy
modelos de redes de genes y/o proteina y redes quimicas. Cada

componente en el mapa, puede conectarse segln su naturaleza,
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creando enlaces entre sus reacciones, enzimas o genes (Kanehisa
Laboratories, 2014).

Dado que para este proyecto se definié trabajar con la bacteria E. Coli,
se utilizaron mapas especificos a este organismo, los cuales proveen
enlaces basados en sus genes. A diferencia de los mapas genéricos,
estos incluyen soélo la informacion relevante al organismo indicado, por
lo que se evita la inclusién innecesaria de datos en los andlisis
relativos a otros organismos. Especificamente, se utilizardn los mapas
bajo el cédigo de organismo "eco", el cual corresponde a la bacteria
Escherichia Coli K-12 MG1655.

Para la extraccion de datos, a partir de una lista previamente definida,
ya sea por el sistema o el usuario, se descargan los archivos de
entrada por medio de scripts (Ver Apéndice 7).

La lista de mapas de interés se puede obtener a partir de busquedas
en KEGG por medio de palabras claves.

Por ejemplo, al realizar la busqueda de los mapas que coinciden a la

palabra "Lactose", se obtiene la siguiente lista:

= map00052 = map01110 = map00040
= map04973 = map00053 map02030
= map00512 = map02010 map04978
= map01100 = map02060 map00600
= map00520 = map00051 map00601
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Una vez que se descarga el conjunto de archivos KGML,
correspondientes a la lista de entradas, se procede a la etapa de
transformacion.

Para la recoleccion de datos, se corrieron los analisis sobre los mapas
que coincidieran en la busqueda de las palabras "Lactose" vy
"Pyruvate". Los resultados se muestran con un prefijo "map" dado que
la busqueda no se limita a un organismo en particular. Por esta razoén,
al asignar el codigo del organismo seleccionado ("eco" para la sepa E.
Coli de interés), los mapas no coincidian a archivos KGML validos.
Dado a que el numero de casos no era significativo y los mapas no
estaban disponibles para este organismo, se excluyeron del conjunto
de archivos que se utilizaron en el analisis. La

Figura 13 muestra un ejemplo de la direccion base utilizada para la

descarga de archivos.

http://www.kegg. jp/kegg-bin/download?entry=eco00010&format=kgml

Figura 13. URL estandar para la descarga de mapas de KEGG'®

19 Figura 13. Elaboracién propia.
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4.3. Rutas Metabdlicas

Una vez descargados los mapas en un formato mas flexible es posible
llevar a cabo el analisis a partir de los mapas utilizados como datos de
entrada. A continuacién se describe el proceso de transformacion y

analisis en rutas metabdlicas.

4.3.1. Transformacion de entradas

Las rutas metabdlicas representadas en los mapas de KEGG tienen un
formato basado en XML, por lo que debe ser traducido e interpretado
para poder crear una estructura de datos apropiada para su
navegacion. Ademads, dado a que estan manualmente anotados,
alguna informacion requiere ser complementada con referencias de
otras bases de datos alternas.

Para llevar a cabo esta tarea, se selecciond la herramienta
KEGGtranslator (Wrzodek, Drager, & Zell, 2011), de la Universidad
Tldbingen en Alemania, que permite la conversidén de archivos KGML en
multiples formatos de salida. A diferencia de otros traductores, esta
busca los componentes faltantes en algunas reacciones fragmentadas,
soportando una variedad de formatos de salida, como por ejemplo:
SBML, BioPAX, SIF, SBGN, SBML-qual, GML, GraphML, JPG, GIF y

LaTeX. Esta herramienta lleva a cabo las traducciones por medio de
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una interfaz grafica o por linea de comandos, con distintas opciones
disponibles para el analisis de los archivos de entrada.

Como formato de salida se selecciondé GraphML (GraphML Project
Group, 2007), un lenguaje que permite la descripcion de las
propiedades estructurales del grafo. Este permite implementar grafos
dirigidos y no dirigidos, representaciones graficas entre otros. Otra
ventaja, es que existen librerias que soportan este formato de forma
nativa, creando una estructura robusta a partir de archivos bajo este
formato.

Una vez definidas estas dependencias, se llevé a cabo la traduccion de
de las rutas metabdlicas en formato KGML a formato GraphML,
utilizando la herramienta KEGGTranslator. Ademas, se excluyeron
todos los nodos que no tuvieran conexidn, ya que al estar aislados

tienen poca relevancia para los analisis.

4.3.2. Construccion de rutas a través de grafos

Debido a que el formato GraphML es utilizado naturalmente para la
creacion de grafos, existen varias librerias disponibles para su
construccion. Esto permite abstraer la implementacion de la estructura
de datos y enfocarse en los algoritmos y analisis.

A partir de esta etapa, se trabajéo con la libreria Blueprints, del

proyecto Tinkerpop (TinkerPop team, 2009), el cual consiste en una
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coleccion de aplicaciones en el dominio de los grafos. En particular,
Blueprints es una coleccion de interfaces e implementaciones que
opera sobre un modelo que consiste en un grafo de propiedades
(Rodriguez, 2012).

Este tipo de grafo consiste en una estructura de nodos y arcos, los
cuales tienen una coleccién de propiedades definidas por un mapa de
llaves y valores. Esto permite el manejo de propiedades variables, sin
limitar su capacidad ni el momento en el cual se pueden definir.

Para la construccién del grafo, se cargan los archivos GraphML por
medio de la libreria en Java, creando asi un grafo de propiedades
como estructura de datos principal para la busqueda de rutas

metabdlicas. La transformacion de datos se muestra en la Figura 14.

Figura 14. Proceso de transformacioén de datos'!

Durante este proceso, se encontraron algunas limitaciones que
debieron resolverse antes de continuar con la siguiente etapa. La
principal limitacién se debid a la aparicién de grafos anidados, ya que
es una carateristica que no es soportada por la libreria de grafos

Blueprints.

1 Figura 14. Elaboracién propia.
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En las redes metabdlicas es comun encontrar varias enzimas presentes
en el camino de un compuesto a otro. Al estar agrupadas en los mapas
originales significa que cualquiera de ellas podria estar presente,
representando un camino nuevo entre ambos puntos. Cuando esto es
traducido al formato GraphML, el grupo de enzimas es representada en
un mismo nodo y declarado como un grafo anidado, como se muestra

en la Figura 15 con el Grafo 2.

o [27.1.1]27.163] Dﬁ-Dﬁlu'?ﬂH-ﬁF
B YARY PYAYx]
p-L-Olucoss [27.12] 271.149]

/]

e I
Grafo1
( Grafo 2 )
(2722) 0
Nodo 2.2 Glucose-6P

Figura 15. Grafos anidados debido a la agrupaciéon de enzimas'?

El Grafo 2 sélo es utilizado como un contenedor y no posee las mismas

propiedades como el resto de los nodos. Esto causa que la libreria falle

12 Figura 15. Elaboracién propia.
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en la traduccién, ya que no existe la propiedad correspondiente al
identificador Unico del nodo.

Como solucidn, se desarrolld un script en Ruby que carga los archivos
en una estructura de datos como un objeto XML. Luego, el algoritmo
implementado se encarga de analizar cada nivel de la jerarquia vy
reubicar aquellos nodos que representan grafos anidados. Esto permite
actualizar las referencias para construir caminos independientes para

cada una de las enzimas como se muestra en la Figura 16.

Beta-D- Beta-D-

Glucose Glucose-6P

Figura 16. Grafos anidados transformados en caminos independientes'?

Una vez que se resuelven este tipo de inconsistencias en los datos de
entrada, el proceso de traduccién es aplicado a todos los archivos
KGML que se encuentren disponibles al iniciar. Luego de completar
este proceso, todos los grafos resultantes se unen en una sola

estructura, la cual se describe bajo la siguiente definicion:

13 Figura 16. Elaboracién propia.
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Dados los siguientes conjuntos de grafos:

G, = {b}
G, ={a,c}
Gs = {b,d}
G, ={a,b,c,d}

Es posible construir un sélo grafo, mediante la unién de estos

subconjuntos:

H = {61; Gy, Gs, 64}

Para la implementacion de esta construccién, se toma cada nodo
individual de los grafos existentes y se agregan a un nuevo grafo. Se
valida que ninguno de ellos exista en la nueva estructura y de ser el
caso, se establecen nuevas conexiones a los nodos existentes para
cada nuevo elemento. Al completar esta etapa, el resultado serd un
grafo Unico que sera utilizado para la busqueda de caminos en la
siguiente etapa. La Figura 17 muestra cdmo al crear un soélo grafo,

podrian habilitarse nuevas rutas como es el caso del camino de A > E.
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Figura 17. Unidn de grafos independientes en una sola estructura®*

Una vez que los mapas se encuentran descargados, el usuario puede
seleccionar un subconjunto de ellos para iniciar el procesamiento de

rutas y la creacién del grafo, como se muestra en la Figura 18.

4 Figura 17. Elaboracién propia.
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Welcome to the Pathways Analyzer!
By Laura Vasquez

Initializing.. Details will be logged here: PathwaysAnalyzer.log

[INFO]
[INFO]
[INFO]
[INFO]
[INFO]
[INFO]
[INFO]
[INFO]
[INFO]
[INFO]
[INFO]
[INFO]
[INFO]
[INFO]
[INFO]
[INFO]
[INFO]

[USER]
% |

Loading Kegg info from file..
Adding Plasmid: psb1a3

Adding Plasmid: psb1t3

Adding Plasmid: psb3k3

Parsing biobricks file biobricks.list..
Loading file part.BBa_C0060..
Loading file part.BBa_C0060.1..
Loading file part.BBa_CO061..
Loading file part.BBa_C0070..
Loading file part.BBa_C0076..
Loading file part.BBa_C0078..
Loading file part.BBa_C0083..
Loading file part.BBa_C0160..
Loading file part.BBa_C0161..
Loading file part.BBa_C0170..

[Step 1. Metabolic Pathways]

Please enter a list of pathways to be analyzed [pathways.list]. Use default? (y/n)

Figura 18. Carga de mapas, biobricks y plasmidos.'®

Al iniciar la aplicacién, esta cargara los datos ya previamente definidos

como la lista de plasmidos y biobricks. Luego el usuario debera

seleccionar la lista de mapas que se utilizaran en el analisis o también

seleccionar el archivo definido por defecto.

Los mapas seran cargados o traducidos sélo si no han sido utilizados

previamente, es decir, si el archivo se encuentra disponible en formato

GraphML, se cargara inmediatamente como se muestra en la Figura

19. En caso contrario, se buscara el archivo KGML y se transformara

15 Figura 18. Elaboracién propia.

73



por medio del KEGGtranslator. En caso de que ninguno de los dos se

encuentre disponible, se excluira el mapa del analisis.

[INFO] Translating 102 pathways into graphs..

[INFO] Parsing pathway eco00010..

[INFO] No translation required for: data/graphml/eco00010.graphml
[INFO] Loading file data/graphml/eco00010.graphml. .

[INFO] Graph loaded successfully => tinkergraph[vertices:90 edges:165]
[INFO] Parsing pathway eco00020..

[INFO] No translation required for: data/graphml/eco00020.graphml
[INFO] Loading file data/graphml/eco00020.graphml..

[INFO] Graph loaded successfully => tinkergraph[vertices:60 edges:101]
[INFO] Parsing pathway eco00030..

[INFO] No translation required for: data/graphml/eco00030.graphml
[INFO] Loading file data/graphml/eco00030.graphml..

[INFO] Graph loaded successfully => tinkergraph[vertices:81 edges:150]

Figura 19. Carga de rutas metabdlicas en formato GraphML*®

Una vez que todos los mapas disponibles se carguen
satisfactoriamente, se uniran en el mapa final como se muestra en la
Figura 20, creando un sélo grafo que permita hacer busquedas entre

los distintos componentes.

[INFO] Merging graph eco03060..

[INFO] Merging graph eco03070..

[INFO] Merging graph eco03410..

[INFO] Merging graph eco03420..

[INFO] Merging graph eco03430..

[INFO] Merging graph eco03440..

[INFO] Merging graph eco04122..

[INFO] Pathways translation to graphs was completed.
[INFO] Hypergraph: tinkergraph[vertices:4896 edges:6486]

Figura 20. Unidn de rutas metabdlicas en un sélo grafo'’

16 Figura 19. Elaboracién propia.
17 Figura 20. Elaboracién propia.
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Una de las limitantes al cargar la informaciéon desde los archivos KGML,
fue que no todos los elementos tenian asociado un nombre, sino que
solo el identificador. Esto limitaba al usuario al no poder realizar las
blisquedas a través de palabras claves, ya que algunos elementos se
encontraban incompletos.

Como solucidon, se implementd un diccionario local que se completa
con busquedas directamente en la base de datos de KEGG. La primera
vez que una reaccion, por ejemplo, no posee un nombre significativo,
se solicita la informacién por medio del API REST de KEGG como se

muestra en la Figura 21.

e et
Wi

<« C' | [} restkeggjp/get/r:RO1678

ENTRY RO1&678 Reaction

HAME Lactose galactohydrolase

DEFINITICHN Lactose + H20 <=> alpha-D-Glucose + D-Galactose
EQUATICH CO0243 + CO0001 «=> CO0Z267 + CO0D124

EEMAEE Same as: RO609E

RFAIER RPO0437 CO00124 CO0243 main

REP0Ol1s84 CO0243 CO0267 main
RP0O5702 CO0001 CO0124 leawve

ENZYME 3.2.1.23 3.2.1.108

PATHWAY rn00052 Galactose metabolism
rn0l1100 Metabolic pathwavs

ORTHOLOGS E01190 beta-galactosidase [EC:3.2.1.23]
E01229 lactase-phlorizin hydrolase [EC:3.2.1.108 3.2.1.62]
K12111 ewvolwved beta-galactosidase subunit alpha [EC:3.2.1.23
Kl12112 ewvolwved beta-galactosidase subunit beta
E1l2309% beta-galactosidase [EC:3.2.1.23]

Figura 21. Extraccion de Datos de KEGG por medio del API REST!®

18 Figura 21. Elaboracién propia.
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Con el fin de extraer la informacion de la solicitud a KEGG, se utilizd
una variacion del cédigo utilizado en la base de datos UniProt (UniProt
Consortium, 2012), cambiando la direccion del servidor a
http://rest.kegg.jp/get/.
La implementacion del diccionario se realizé6 por medio de un archivo
de texto simple, de forma <llave, valor>:

= rn:R00127,ATP:AMP phosphotransferase

= n:R03067,2-amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyl-7

= n:R0O5051,L-erythro-4-Hydroxyglutamate:NAD+ oxidoreductase

* n:R0O3066,2-amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyl-7

Al inicio del programa, los datos son cargados en la aplicacién en una
tabla hash, que permite la consulta eficiente de los componentes
faltantes a la hora de autocompletar el grafo.

Luego de completar los grafos y su informacidn, se procedid a llevar a
cabo los algoritmos de busqueda, los cuales se describen en la

siguiente seccidn.

4.3.3. Algoritmos de biusqueda
Al habilitar una estructura apropiada para crear relaciones entre los

distintos nodos, es posible disefar algoritmos de busqueda que
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permita navegar y construir nuevas conexiones a partir de una serie
de reglas.

El objetivo principal consiste en encontrar todos los posibles caminos
existentes entre dos nodos de entrada, dado un subconjunto de rutas
metabdlicas.

La libreria utilizada para la implementacién del grafo, provee
algoritmos de busqueda basados en JUNG (Java Universal
Network/Graph Framework, por sus siglas en inglés), un marco de
desarrollo que provee métodos para modelaje, analisis y visualizacidon
de los grafos (The JUNG Framework Development Team, 2010).
Inicialmente, esta libreria permitié llevar a cabo las validaciones
iniciales utilizando las funciones disponibles para encontrar el camino
mas corto, como lo es el algoritmo de Dijkstra (Morris, 1998).

Una vez realizada la validacién de la estructura, se realizd una
implementacion personalizada de un algoritmo que encontrara todas
las rutas posibles, basados en la busqueda por anchura (BFS, por sus
siglas en inglés) y un sistema de restricciones que permite filtrar por
prioridad los resultados encontrados. En la Figura 22 se muestra el

algoritmos base de busqueda por anchura.
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Inicio Iteracion 1 Iteracion 2

Figura 22. Basqueda por anchura'®

La busqueda por anchura consiste en la blsqueda del camino mas
corto, basada en la expansion de los sucesores de cada nodo y en la
revision exhaustiva de cada una de ellos hasta el siguiente nivel de
profundidad. En cada iteracion se revisara un nivel de sucesores hasta
encontrar el nodo meta o hasta alcanzar el nivel de profundidad
maxima definido.

Tradicionalmente, este algoritmo también es utilizado para encontrar
el camino mas corto. Sin embargo, dado a que se necesitan todos los
caminos posibles, se implementa una pequefia variacion utilizando el
mismo esquema. Esta variacidn no agregar cada sucesor como un
nodo pendiente a visitar, sino que se guarda el camino calculado hasta
ese punto como una nueva opcidon y asi para cada uno de los
sucesores. Con esto, se tendra una cola de caminos posibles, a los que
iterativamente, se revisaran de nuevo los siguientes sucesores,

creando asi nuevas rutas en la lista en cada nivel.

19 Figura 22. Elaboracién propia.
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Para encontrar todos los caminos posibles se requiere recorrer toda la
estructura, lo que degrada rapidamente el rendimiento y el uso de la
memoria con cada nivel que se analiza. Como una mejora que permita
descartar aquellas rutas que no tienen ningun valor, se agregan las
siguientes restricciones:
» La busqueda sera delimitada por una profundidad determinada.
= El usuario ingresard un conjunto de nodos a descartar, lo que
reducira el area de busqueda del algoritmo.
= El usuario ingresara un conjunto de nodos a incluir, lo que
ayudara a filtrar los resultados finales y a mejorar el algoritmo
de blsqueda realizando una busqueda mas enfocada.
Basado en estas condiciones, en caso de que el camino excediera la
profundidad definida, si un nodo ya fue visitado (lo que indica la
presencia de ciclos) o si el siguiente nodo es parte de las restricciones
definidas por el usuario, el algoritmo descartaria el camino vy
continuaria el anadlisis. De manera mas concreta, en la Figura 23 se
muestra el pseudocddigo para la variacion de la busqueda por

anchura.
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function buscarTodosLosCaminosPorAnchura (nodoInicio, nodoFinal,
profundidad, restricciones) {
Crear lista caminosPosibles
Crear cola caminosEncontrados
Agregar nodoInicio a caminosPosibles

while (caminosPosibles.longitud() > 0) {
camino = caminosPosibles.primerCamino();

if (camino.longitud () >= profundidad)

continue;
sucesores = obtenerSucesores (camino.ultimoNodo());
foreach(sucesor : sucesores) {

boolean esCaminoValido = (sucesor.siguiente() != null &&

camino.contiene (sucesor) &é&
!restricciones.contiene (sucesor))

if (esCaminoVvalido)
Agregar camino+sucesor a caminosPosibles;

else if(sucesor == nodoFinal)
Agregar camino+sucesor a caminosEncontrados;

}

return caminosEncontrados

Figura 23. Pseudocédigo de basqueda por anchura para todos los caminos?°

Mediante este algoritmo, se encuentran nuevas rutas metabdlicas que
nacen a partir de complementar los diferentes mapas de entrada. Una
vez seleccionada la ruta a utilizar, se pueden filtrar los elementos de
modo que se obtengan las proteinas necesarias para continuar el

siguiente paso.

20 Figura 23. Elaboracién propia.
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Con el fin de simplificar las funcionalidades de la aplicacién vy
aprovechar los algoritmos desarrollados, se definieron dos modos a
seleccionar por el usuario:

1. Modo basico: busca el camino mas corto sin agregar ninguna
restriccion, inclusidon o limite de profundidad. Este permitird ver
visualizaciones de forma rapida y pasar a la siguiente etapa sin
agregar configuraciones adicionales al grafo creado.

2. Modo personalizado: calcula todos los caminos posibles, con un
limite de profundidad. Ademas, permite la inclusidn o exclusién

de compuestos, reacciones o proteinas.

A continuacion se muestra un ejemplo del modo basico para encontrar
el camino mas corto. A partir de un subconjunto de rutas metabdlicas,
y los puntos de entrada y salida se obtiene el mejor camino bajo las
condiciones definidas. En particular, para esta modalidad, se utiliza el
algoritmo de Dijkstra y se busca el camino mas corto entre dos nodos,
sin ninguna restriccion, basados solamente en la direccidon. Con el fin
de simplificar los ejemplos en esta seccidn, se utilizd el siguiente
subconjunto de rutas:

= Metabolismo del Carbono (Apéndice 3)

= Metabolismo de la Galactosa (Apéndice 4)

» Ruta de la Pentosa Fosfato (Apéndice 5)

81



La Tabla 2 muestra la ruta mas corta entre la Lactosa y el Piruvato,

para este subconjunto de rutas metabdlicas.

Tabla 2. Ruta metabdlica entre la Lactosa y el Piruvato®!

Nodo Id KEGG Nombre Tipo
Inicio cpd:C00243 Lactose Compuesto
1 eco:b0344, eco:b3076, ebgC Proteina

eco:b3077

2 cpd:C00267 alpha-D-Glucose Compuesto

3 eco:b2388 2.7.1.2 Proteina

4 cpd:C00668 alpha-D-Glucose 6- Compuesto

phosphate

5 eco:b4025 5.3.1.9 Proteina

6 cpd:C01172 beta-D-Glucose 6-phosphate | Compuesto

7 eco:b1852 1.1.1.49 Proteina

8 cpd:C01236 6-Phospho-D-glucono-1,5- | Compuesto

lactone

9 eco:b0767 3.1.1.31 Proteina

10 cpd:C00345 6-Phospho-D-gluconate Compuesto

11 eco:b1851 4.2.1.12 Proteina

12 cpd:C04442 2-Keto-3-deoxy-6- Compuesto

phosphogluconate

13 eco:b1850 4.1.2.14,4.1.3.16 Proteina

Final cpd:C00022 Pyruvate Compuesto

El objetivo del algoritmo no es sdlo encontrar las rutas entre dos

puntos, sino también encontrar las proteinas que se encuentran

involucradas en el proceso. Por otro lado, también es importante

resaltar todos los compuestos obtenidos a partir de la descomposicion

de un compuesto mas complejo, producto de las reacciones que

catalizan las proteinas. A pesar de que estos compuestos no son parte

de la ruta critica, es relevante para el usuario conocer todos los

21 Tabla 2. Elaboracién propia.
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subproductos que se producen en una reaccidn. Estos compuestos se
identificaran en las representaciones graficas por medio de un sistema
de etiquetas de color. Las proteinas se resaltaran en verde; los
compuestos que se derivan pero que no son parte del camino en gris y

la ruta critica en rojo, como se muestra en la Figura 24.

o O

7 2.7.1.2 i

| alpha-D-Glucose 6-phosphate

i
| |pha-D-Glucose
|

beta-D-Fructose 6-phosphate

| 2-Keto-3-deoxy-6-phosphogluconate
|

| / | | D-Galactose

|
/ | ‘

|
|
/ . \
\ / ® |
Lactose é
.‘" beta-D-Glucose 6-phosphate ;{ 4.1.2.14,4.1.3.16
i /, 3.1.1.31 [ e
|
|
|
|
1.1.1.49 6-Phospho-D-glucono-1,5-lactone ‘

Pyruvate

Figura 24. Visualizacion del camino mas corto entre la lactosa y el piruvato??

Adicionalmente, el modo personalizado permite la modificacion de

parametros adicionales como los siguientes:

22 Figura 24. Elaboracién propia.
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e Profundidad del analisis: establece el limite con el cual el
algoritmo deja de expandir los nodos del grafo.

e Lista de exclusiones: lista de elementos que no seran tomados
en cuenta en los caminos encontrados. Esto permitira detener la
biusqueda en un nodo terminal o filtrar los resultados que
contienen este compuesto.

e Lista de inclusiones: lista de elementos que deben ser incluidos
obligatoriamente en los resultados, lo que disminuye también la

lista final de opciones.

Desde el punto de vista del usuario, la aplicacion se limitara a solicitar
el compuesto de entrada, el compuesto de salida, la profundidad en la
que se buscaran los resultados y los archivos de exclusiones e

inclusiones sugeridas por el usuario, como se muestra en la Figura 25.
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[USER] Please select a start compound. Use default [cpd:C00243] - Lactose? (y/n)
y

[USER] Please select a end compound. Use default [cpd:C00022] - Pyruvate? (y/n)
y

== Operation Mode ==
1. [Basic mode] Shortest Path
. [Custom mode] All available paths, with restrictions

%]

[USER] Please choose the operation mode [1 or 2]. Default: 2
2

[USER] Please select at which depth you would like to search, maximum depth defined is: 20. Use default
[117? (y/m)
13

[USER] Do you want to exclude any compound(s)? (y/n)
y

[USER] Please provide an exclusion file, with one compound per line:
exclusions. txt

[USER] Do you want to restrict your paths to any compound(s)? (y/n)
y

[USER] Please provide a valid file, with one compound per line.
inclusions. txt

Figura 25. Seleccion de entradas para la bisqueda de caminos en modo
personalizado?®

Con respecto a la estructura de los resultados, debido a la naturaleza
de los datos y la forma en que se encuentran conectados, el camino
encontrado estara representado en cadenas de la forma: compuesto—
reaccion— compuesto o compuesto — proteina — compuesto. Los
caminos poseen proteinas que se encuentran directamente involucrada
con los compuestos pero también podria estar conformado por la
reaccion que cataliza. Existen casos en el que el camino muestra
solamente la reaccidn, pero siempre existe un vinculo con las proteinas
que la produce, lo que se interpreta como "La proteina A cataliza la

reacciéon B". Sin embargo, al no ser parte de la ruta principal, no se

23 Figura 25. Elaboracién propia.
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mostraba en los resultados y se visualizaban solamente como nodos

externos a la ruta, como se muestra en Figura 26.

2714 .x 5.3.15 Q‘,E—lesplm—D'qlu(unu—l,S—Ia(tnne
7 Lebulose |
e ‘\\\
/ S 11.1.1.49
| ATP:D-fructose 6-phosphotransferase
|‘ \\alpha-D-G\ucose aldose-ketose-isomerase
|‘ \ o beta-D-Glucose-6-phosphate:NADP+ l-oxoreductase
A
S
\ e
\ it
| \ P
| o
\ =
|
|
p; ~ beta-D-Glucose 6-phosphate
N
/ 7
[ beta-D-Fructose 6-phosphate /
—— \
= 7. "a\\pha-D-Glucose
B beta-D-Glucose 6-phosphate kitol-isomerase
—— 5
Elebalcl \\

A

\
Y
_7__,.,--"‘/ Lastose gal hydrolase
Lactose
D-Galactese
el

Figura 26. Visualizacion del camino incluyendo reacciones y proteinas.?*

batC

Como solucidén y con el fin de hacer un despliegue mas claro de la
informacion, una vez que se encontrd un subconjunto de caminos, se
sustituye la reaccidon por la proteina que la cataliza. De esta forma, los
caminos posibles entre dos compuestos estarian estandarizados en un
solo formato compuesto — proteina, como se observé en la Figura 24.

Sin importar la modalidad gque se elija, se seleccionara un resultado del

cual se extraeran las proteinas necesarias para la siguiente etapa.

24 Figura 26. Elaboracién propia.
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En la siguiente seccién se utilizan los resultados encontrados para el
modo basico, con el fin de extraer las proteinas que llevan a cabo el
resultado seleccionado. A continuacién, se muestran las proteinas que
se utilizaran en la siguiente etapa:

= ebgC

2.7.1.2

5.3.1.9

1.1.1.49

3.1.1.31

4.2.1.12
4.1.2.14,4.1.3.16

4.4. Seleccion de Proteinas

El siguiente paso en el desarrollo de este prototipo fue la seleccidon de
proteinas. A partir de las rutas metabdlicas encontradas, se pueden
extraer las proteinas capaces de transformar los compuestos de
entrada hasta alcanzar el subproducto meta. Para este paso, el usuario

seleccionara una ruta, como se muestra en la Figura 27.
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[INFO] This is the selected path:
cpd:C00243 (Lactose)
{ eco00052 }

eco:b0344 ,eco:b3076,eco:b3077 (ebgC)
{ eco00052 }

cpd:C00267 (alpha-D-Glucose)
{ eco00052 }

eco:b2388 (2.7.1.2)
{ eco00052 eco01200 }

cpd:C00668 (alpha-D-Glucose 6-phosphate)
{ eco00052 eco00030 }

eco:b4025 (5.3.1.9)
{ eco01200 eco00030 }

cpd:C01172 (beta-D-Glucose 6-phosphate)
{ eco00030 }

eco:b1852 (1.1.1.49)
{ eco01200 eco00030 }

cpd:C01236 (6-Phospho-D-glucono-1,5-lactone)
{ eco01200 eco00030 }

eco:b0767 (3.1.1.31)
{ eco01200 eco00030 }

cpd:C00345 (6-Phospho-D-gluconate)
{ eco01200 eco00030 }

eco:b1851 (4.2.1.12)
{ eco01200 eco00030 }

cpd:C04442 (2-Keto-3-deoxy-6-phosphogluconate)
{ eco01200 eco00030 }

eco:b1850 (4.1.2.14,4.1.3.16)
{ eco01200 eco00030 }

cpd:C00022 (Pyruvate)
{ eco01200 eco00030 }

Figura 27. Seleccién de la ruta metabélica de interés®®

Para extraer los datos de cada proteina se selecciond UniProt (The
Universal Protein Resource, por sus siglas en inglés), un repositorio de
datos de secuencias de proteinas e informacidon funcional (UniProt
Consortium, 2014). Una de sus ventajas, es que provee una interfaz

de programacién que permite la extraccién de datos por medio de un

5 Figura 27. Elaboracién propia.
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API REST, ya sea en formato tabulado para ciertas columnas o todas
las entradas disponibles en un archivo de texto plano.

Por otro lado, las proteinas encontradas en las rutas metabdlicas
almacenadas en KEGG, tienen asociado un identificador, denominado
"uniprotslds", que permite obtener mas datos acerca de ellas.
Mediante estas palabras claves es posible extraer informacion sobre
los genes que las producen, los organismos al que pertenecen, su
origen y principalmente las referencias cruzadas con otras bases de
datos de genes.

La Tabla 3 muestra los identificadores para cada proteina y su

respectiva llave en UniProt para poder extraer los campos necesarios.

Tabla 3. UniProt Ids para las proteinas seleccionadas?®

Id KEGG Nombre UNIPROT Id

eco:b0344+ ebgC P00722
eco:b3076+eco:b3077 GOZKW?2
P06864

POAC73

eco:b2388 2.7.1.2 POA6VS
eco:b4025 5.3.1.9 POAG6T1
eco:b1852 1.1.1.49 POAC53
eco:b0767 3.1.1.31 P52697
eco:b1851 4.2.1.12 POADF6
eco:b1850 4.1.2.14,4.1.3.16 POA955

26 Tabla 3. Elaboracién propia.

89




Una vez recolectada esta informacion, se implementd una conexion

basada en Java, previamente provista por la documentacién del API

(UniProt Consortium, 2012) que permite la extraccion de datos en un

formato tabulado. A continuacidon, se describen los campos para el

identificador POA955 como ejemplo:

Genes: nombre o nombres de los genes que codifican para la
secuencia de la proteina de entrada. Ejemplo: eda.

Secuencia: despliega la secuencia candnica de la proteina.
Ejemplo: MKNWKTSAESILTTGPVVP.

Proteinas: lista exhaustiva de todos los nombres de las
proteinas. Ejemplo: KHG/KDPG aldolase; 4-hydroxy-2-
oxoglutarate aldolase;2-keto-4-hydroxyglutarate aldolase.
Nombre de la entrada: identificador mnemaénico para la entrada
en UniprotKB. Ejemplo: ALKH_ECOLI.

Dominio: establece el linaje taxondmico. Ejemplo: Bacteria
Longitud: largo de la secuencia. Ejemplo: 213.

Organismo: nombre del organismo fuente de la secuencia de la
proteina. Ejemplo: Escherichia Coli (strain K12).

Verificada: establece si la secuencia fue manualmente anotada y
no generada automaticamente. Ejemplo: reviewed.

Base de datos: referencias cruzadas a entradas relacionadas y

encontradas en otras colecciones de datos fuera de UniProtKB,
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como GenBank, una base de datos de secuencias genéticas.
Ejemplo: X68871, M87458, L20897, X63694, U00096,
AP009048.

Reaccion: describe la reaccidn quimica que dicha enzima
cataliza. Ejemplo: 2-dehydro-3-deoxy-6-phosphate-D-gluconate
= pyruvate + D-glyceraldehyde 3-phosphate.

Funcion: anotaciones generales o comentarios con respecto a su
funcién. Ejemplo: "Involved in the degradation of glucose via the
Entner-Doudoroff pathway. Catalyzes the reversible,
stereospecific retro-aldol cleavage of 2-Keto-3-deoxy-6-
phosphogluconate (KDPG) to pyruvate and D-glyceraldehyde-3-
phosphate. In the synthetic direction, it catalyzes the addition of
pyruvate to electrophilic aldehydes with si-facial selectivity. It
accepts some nucleophiles other than pyruvate, including 2-
oxobutanoate, phenylpyruvate, and fluorobutanoate. It has a

preference for the S-configuration at C2 of the electrophile".

En resumen, el proceso de seleccion de proteinas consiste en:

extraccion de UniprotIDs de las rutas metabdlicas en KEGG, consulta

de la informacion en la base de datos UniProt por medio de la interfaz

de programacion y descarga de la informacién a partir del

identificador, como se muestra en la Figura 28.
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Figura 28. Proceso de extraccién de informacién de las proteinas®’

4.5. Seleccion de Genes

En la naturaleza, las proteinas se encuentran codificadas en los
distintos genes de uno o varios organismos. Una misma proteina
podria ser codificada por diferentes genes, variando ligeramente en su
resultado final. En la etapa anterior, se extrajeron diferentes datos de
las proteinas entre ellas, las referencias cruzadas que permiten
encontrar informacién adicional de los genes en otras bases de datos.
Para llevar a cabo esta tarea, se selecciond como base de datos
externa a GenBank (Benson, Cavanaugh, & Clark, 2012), una base de
datos de secuencias genéticas que posee una coleccidon anotada de
todas las secuencias de ADN publicamente disponibles.

A través de este repositorio de datos, es posible extraer informacion
adicional de cada gen, al igual que se hizo en la etapa anterior con las
proteinas. Para la construccidon de biobricks, la cual sera descrita en la
etapa siguiente, es necesaria la regidén codificante como se explica en

la seccién 3.2.3. Esta es extraida de GenBank, por medio de los

27 Figura 28. Elaboracién propia.
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identificadores presentes en las referencias cruzadas, como se muestra

en la Tabla 4.

Tabla 4. Referencias cruzadas en GenBank para cada proteina®®

KEGG Id UniProt Id | GenBank Id
eco:b0344+ P00722 J01636 | U00096
eco:b3076+eco:b3077 GOZKW?2 V00296 | AP009048
P06864 U73857 | V00295
POAC73
eco:b2388 POA6V8 U22490
U00096
AP009048
eco:b4025 POAG6T1 X15196 | U00096
U00006 | AP009048
eco:b1852 POAC53 M55005 | U13788

U00096 U13789
AP009048 | U13790
U13783 Uu13791
U13784 Uu13792
U13785 U13793
U13786 U13794
u13787 X63694

eco:b0767 P52697 u27192
u00096
AP009048
eco:b1851 POADF6 M87458 | AP009048
X63694 L20897
U00096
eco:b1850 POA9S55 X68871 X63694

M87458 U00096
L20897 | AP009048

Para establecer una comunicacién con GenBank, existe una interfaz de
programacién provista por "Entrez Programming Utilities" (National

Center for Biotechnology Information, 2010), los cuales son un

28 Tabla 4. Elaboracién propia.

93



conjunto de programas que proveen una interfaz estable a la base de
datos del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI,
por sus siglas en inglés), del cual GenBank es parte.

Entre estos programas, "Ebot" es una herramienta web interactiva que
permite a los usuarios la generacién de scripts a partir de una
secuencia de pasos personalizados por el usuario (National Center for
Biotechnology Information, 2013)

En la Figura 29 se muestra la interfaz web disponible para comenzar

configuracion:

S NCBI @ bot

Ebot is an interactive tool that generates a Perl script that implements an E-utility pipeline. Ebot will
guide you step by step in building the pipeline and then will download the Perl script to your
computer.

To run the script, perl must be installed on yvour machine along with the following modules available
from www.cpan.org:

* LWP::S5imple

* LWP::UserAgent

These are very common modules and are part of most standard petl installations.

Begin by entering vour email address: |lvasquez@ic-itcr ac_cr
How should we start this pipeline?
Start with a text query

in this database: | Nucleotide v
L Start with a file of IDs |

Figura 29. Ebot Home page (Sayers, 2010)
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Para poder descargar el CDS a partir del identificador, se debe agregar

estos pasos al flujo o "pipeline", como se indica en el siguiente

procedimiento:

1.

2.

Ingresar el correo electronico.
Seleccione "Start with a text query"”, con la siguiente base de

datos: "Nucleotide".

. Seleccione "Retrieve records for all dates " y luego "Add Step to

Pipeline".

Seleccione "Download full records for the data (efetch)" y luego
"Build Step".

Seleccione el nombre para el archivo de salida en "Output file
name" y el formato de salida en "Choose an output format",

seleccione: "CDS nucleotide FASTA".

. Seleccione "End Pipeline".

Seleccione el nombre del script de salida.
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@ bot

1 2
EFetch
CDS nucleotide FASTA

ESearch
in nuccore
with

to
cds_nucleotide_fasta.out

All done!

Enter the filename for your Perl script: |cds_nucleotide fasta

Generate Perl!
After clicking the Generate Perl! button, please save the script to your computer and then run it by typing perl followed by the name of the script in the following window:

* Windows - Command Prompt
* Mac OS X - Terminal
« LINUX/UNIX - Shell

The bulk of the file produced will be routines from the NCBI_PowerScripting module. The part of the script unique to your pipeline will be in the MAIN BODY of the script starting at line
81:

#*+ SCRIPT MAIN BODY *H##sdsts
Your pipeline code goes here. ..

#+* END SCRIPT MAIN BODY **#dt+

Figura 30. Generacion del script para la descarga del CDS por medio de Ebot
(Sayers, 2010)

La Figura 30 muestra la configuracidon seleccionada para el programa
el cual esta listo para hacer ejecutado por el usuario.

Internamente, el programa se encarga de realizar una blsqueda en la
base de datos de Nucléotidos "nuccore" a partir del identificador
obtenido en UniProt. Esta base de datos posee una coleccién de
secuencias (genomas y genes) de varias fuentes, incluyendo GenBank.
Con la informacién recopilada, se descarga el CDS correspondiente en
un archivo de texto en formato FASTA. El flujo completo de describe

en la Figura 31.
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Figura 31. Extraccion de la regién codificante del gen®®

Para el usuario, este proceso se encuentra automatizado, ya que una
vez seleccionada las rutas con la cual se va trabajar, la aplicacidon
recopila la informacidn necesaria para la creacion del catdlogo de
biobricks. Es decir, extrae la proteinas necesarias, recopila todas las
referencias a GenBank y carga el CDS correspondiente relativo a cada

gen, como se muestra en la Figura 32.

[INFO] Total of proteins in current path: 7

[INFO] Searching the following query: [P00722, GOZKW2, P06864, POAC73, POA6V8, POA6T1, POACS53, P52697, POADF6, POA955]..
[INFO] Connecting to UNIPROT services..

[INFO] Loaded cross-reference into gene for: J01636

[INFO] Loaded cross-reference into gene for: V00296

[INFO] Loaded cross-reference into gene for: U73857

[INFO] Loaded cross-reference into gene for: U00096

[INFO] Loaded cross-reference into gene for: AP009048

[INFO] Loaded cross-reference into gene for: V00295

[WARNING] The protein GOZKW2_ECOLI is not reviewed. It will be removed from the analysis list
[INFO] Loaded cross-reference into gene for: M64441

[INFO] Loaded cross-reference into gene for: X52031

[INFO] Loaded cross-reference into gene for: X03228

[INFO] Loaded cross-reference into gene for: U18997

[INFO] Loaded cross-reference into gene for: U00096

[INFO] Loaded cross-reference into gene for: AP009048

[INFO] Loaded cross-reference into gene for: M64441

[INFO] Loaded cross-reference into gene for: X52031

Figura 32. Basqueda y carga de genes a partir de referencias>’

2% Figura 31. Elaboracién propia.
30 Figura 32. Elaboracién propia.
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4.6. Construccion del catalogo de biobricks

La construccién del catalogo estd compuesto por 3 fuentes de datos,

las siguientes son:

Genes a partir de analisis de rutas metabdlicas: al llevar a cabo
el analisis de rutas entre compuestos, se pueden extraen los
genes participantes en dichos procesos. Luego, se agregaran a la
secuencia los extremos necesarios para poder crear un biobrick
estandarizado, como se describe en la seccion 3.2.3.

Biobricks existentes: se obtienen del registro estandar de partes
bioldgicas (International Genetically Engineered Machine
Foundation, 2003), segun las categorias requeridas por el
usuario. Estos se obtienen a partir de wuna lista de
identificadores, las cuales seran cargados localmente para
inicializar el catdlogo. En caso de que los biobricks no se
encuentren disponibles, estos seran descargados directamente
de iGem. Para este proyecto, se limitara la lista de biobricks a
las categorias establecidas en la seccion 3.3.

Secuencias personalizadas: el usuario puede agregar como parte
de los ensamblajes secuencias propias al catalogo por medio de

archivos de texto, como se muestra en Figura 33.
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[INFO] Do you want to add a new sequence to the catalog? (y/n)
y

[USER] Please enter the path of the new sequence file:
sequence_A. txt
Adding new gene from file: sequence_A.txt

[USER] Do you want to add another sequence? (y/n)
b

[USER] Please enter the path of the new sequence file:
sequence_B. txt
Adding new gene from file: sequence_B.txt

Figura 33. Piezas del catalogo ingresadas por el usuario®!

Una vez seleccionadas las piezas del catdlogo, se procedera a un
proceso de seleccion. Para el caso de los biobricks obtenidos
directamente de iGem no se cuenta con informacion estructurada para
todos los elementos, lo que limita establecer algun criterio de
seleccién, salvo las categorias ya mencionadas.

Con respecto a los genes extraidos de las rutas metabdlicas, se
aplicaran los siguientes criterios:

» Tamafo: los genes que tengan un tamano mayor al definido por
la configuracion, se excluirdn, ya que puede que el segmento
descargado corresponda a fragmentos de todo el genoma o
varios segmentos que no pertenecen a la regién codificante.

» Sitios de restriccién o sitios de corte presentes: otro criterio a

tomar en cuenta son los sitios de restriccién presentes. Estos no

31 Figura 33. Elaboracién propia.
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pueden existir en la secuencia original, ya que afectaria la forma
en que las piezas son ensambladas. Los sitios de corte sélo
pueden estar en los extremos de cada pieza, de lo contrario, la
pieza podria dividir o cortar en el lugar equivocado.
En la Figura 34 se muestran los genes que fueron eliminados bajo
estos criterios, los cuales se muestran a manera de advertencia al

usuario.

[WARNING] This CDS X03228 has more than one segments. It won'
[WARNING] This CDS L20897 has more than one segments. It won'
[WARNING] This CDS U00006 has more than one segments. It won'
[WARNING] This CDS U18997 has more than one segments. It won't be included in the catalog. Besides, it has size of 5215
[WARNING] This CDS J01636 has more than one segments. It won't be included in the catalog. Besides, it has size of 92

t a size of 60
t a
t a
t a
t a
[WARNING] This CDS U00096 has more than one segments. It won't be included in the catalog. Besides, it has a size of 62566
t a
t a
t a
t a
t a

size of 68
size of 2274

be included in the catalog. Besides, it has
be included in the catalog. Besides, it has
be included in the catalog. Besides, it has

[WARNING] This CDS X52031 has more than one segments. It won't be included in the catalog. Besides, it has size of 74
[WARNING] This CDS M64441 has more than one segments. It won't be included in the catalog. Besides, it has size of 72
[WARNING] This CDS U27192 has more than one segments. It won't be included in the catalog. Besides, it has size of 102
[WARNING] This CDS V00295 has more than one segments. It won't be included in the catalog. Besides, it has size of 25
[WARNING] This CDS M87458 has more than one segments. It won't be included in the catalog. Besides, it has size of 39
[WARNING] This CDS X63694 has more than one segments. It won't be included in the catalog. Besides, it has a size of 48
[WARNING] This CDS AP009048 has more than one segments. It won't be included in the catalog. Besides, it has a size of 63888
[WARNING] This CDS U73857 has mocre than one segments. It won't be included in the catalog. Besides, it has a size of 1774

Figura 34. Exclusion de regiones codificantes??

Luego de esta etapa, se pone a disposicion el catdlogo de biobricks
para el ensamblaje de nuevos disefios genéticos, mostrado en la
Figura 35. Con el fin de simplificar la lista de componentes del
catalogo, se Ilimitd la lista de biobricks, seleccionando sélo un
subconjunto de las categorias definidas anteriormente. También, se
listan en el catdlogo los genes encontrados en el andlisis y las

secuencias agregadas por el usuario.

32 Figura 34. Elaboracién propia.
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Genes Length

BBa_C0060 161
BBa_C0061 161
BBa_C0070 161
BBa_C0076 161
BBa_C0078 161
BBa_C0083 161
BBa_C0160 161
BBa_C0161 161
BBa_C0170 161
M55005 1473
U13783 892
U13784 892
U13785 892
U13786 892
u13787 892
U13788 892
U13789 892
U13790 892
U13791 892
U13792 892
U13793 892
U13794 892
U22490 966
V00296 3072
X68871 639
sequence_a 4948
sequence_b 4948

Figura 35. Catalogo para ensamblajes®?

Una vez que se construye el catalogo, se pudieron realizar los distintos
ensamblajes segun las categorias definidas en la metodologia en la
seccion 3.2.4.

En la Figura 36, se muestra un ejemplo bajo la modalidad "Biobrick +
Plasmido"”, en donde el usuario crea un ensamblaje con los genes

encontrados en la ruta metabdlica seleccionada.

33 Figura 35. Elaboracién propia.
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[INFO] Type of biobricks constructions:
Option 1 -> 2 Biobrick + Biobrick
Option 2 -> 2 Biobrick + Plasmid
Option 3 -> 1 Biobrick + Plasmid

[USER] Please choose one of the 3A assembly available [1-3]:
3

[USER] Choose a biobrick or sequence from the list:
uz22490

Figura 36. Modalidades de ensamblaje®*

Para construir un nuevo ensamblaje en la modalidad "Biobrick +
Plasmido", basta con elegir el biobrick del catalogo. Se utiliza por
defecto los sitios de restricciéon EcoRI y Pstl para cortar el segmento.

La Figura 37, se resaltan los sitios de corte para el biobrick U22490.

GAATTCGCGGCCGCTTCTAGATGACAAAGTATGCATTAGTCGGTGATGTGGGCGGCACCAACGCACGTCTTGCTCTGTGTGATATTGCCAGTGGTGAAATCT
CGCAGGCTAAGACCTATTCAGGGCTTGATTACCCCAGCCTCGAAGCGGTCATTCGCGTTTATCTTGAAGAACATAAGGTCGAGGTGAAAGACGGCTGTATTG
CCATCGCTTGCCCAATTACCGGTGACTGGGTGGCGATGACCAACCATACCTGGGCGTTCTCAATTGCCGAAATGAAAAAGAATCTCGGTTTTAGCCATCTGG
AAATTATTAACGATTTTACCGCTGTATCGATGGCGAACCCGATGCTGAAAAAAGAGCATCTGATTCAGTTTGGTGGCGCAGAACCGGTCGAAGGTAAGCCTA
TTGCGGTTTACGGTGCCGGAACGGGGCTTGGGGTTGCGCATCTGGTCCATGTCGATAAGCGTTGGGTAAGCTTGCCAGGCGAAGGCGGTCACGTTGATTTTG
CGCCGAATAGTGAAGAAGAGGCCATTATCCTCGAAATATTGCGTGCGGAAATTGGTCATGTTTCGGCGGAGGCGTGCCTTTCTGGCCCTGGGCTGGTGAATT
TGTATCGCGCAATTGTGAAAGCTGACAACCGCCTGCCAGAAAATCTCAAGCCAAAAGATATTACCGAACGCGCGCTGGCTGACAGCTGCACCGATTGCCGCC
GCGCATTGTCGCTGTTTTGCGTCATTATGGGCCGTTTTGGCGGCAATCTGGCGCTCAATCTCGGGACATTTGGCGGCGTGTTTATTGCGGGCGGTATCGTGC
CGCGCTTCCTTGAGTTCTTCAAAGGCTCCGGTTTCCGTGCCGCATTTGAAGATAAAGGGCGCTTTAAAGAATATGTCCATGATATTCCGGTGTATCTCATCG
TCCATGACAATCCGGGCCTTCTCGGTTCCGGTGCACATTTACGCCAGACCTTAGGTCACATTCTGTAATACTAGTAGCGGCCGCTGCAG

Figura 37. Sitios de corte EcoRI y PstI para el biobrick U224903°

El siguiente paso consiste en seleccionar uno de los plasmidos
disponibles (pSB1A3, pSB1T3, pSB3K3), los cuales se cortan con las
mismas enzimas de restriccion. A la hora de utilizar cada una de las

piezas, el extremo del biobrick que fue cortado con una enzima, debe

34 Figura 36. Elaboracién propia.
35 Figura 37. Elaboracién propia.
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estar en el extremo del plasmido que se cortd con la misma enzima.
En la Figura 38 se selecciona el plasmido pSB1A3 y se resaltan sus

sitios de corte.

TACTAGTAGCGGCCGCTGCAGTCCGGCAAAAAAGGGCAAGGTGTCACCACCCTGCCCTTTTTCTTTAAAACCGAAAAGATTACTTCGCGTTATGCAGGCTTC
CTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGC
AGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCACAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCA
CAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGAC
CCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCG
CTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATC
GCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAG
AACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTT
TTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACG
TTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGT TTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAAC
TTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAAC
TACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGG
AAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTT
GCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATG
ATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACT
GCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTG
CTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGAT
CTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATATAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGG
AAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTG
TCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCAT
TATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCAGAATTTCAGATAAAAAAAATCCTTAGCTTTCGCTAAGGATGATTTCTGGAATTCGCG
GCCGCTTCTAGAG

Figura 38. Sitios de corte EcoRI y PstI para el plasmido pSB1A33¢

Una vez que ambas piezas han sido cortadas, se ensamblan tomando
en cuenta las enzimas que fueron utilizadas para cortar cada extremo.
En la Figura 39 se muestran ambas piezas ya ensambladas,

removiendo los sitios de corte en el lugar indicado.

36 Figura 38. Elaboracién propia.
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AATTCGCGGCCGCTTCTAGATGACAAAGTATGCATTAGTCGGTGATGTGGGCGGCACCAACGCACGTCTTGCTCTGTGTGATATTGCCAGTGGTGAAATCTC
GCAGGCTAAGACCTATTCAGGGCTTGATTACCCCAGCCTCGAAGCGGTCATTCGCGTTTATCTTGAAGAACATAAGGTCGAGGTGAAAGACGGCTGTATTGC
CATCGCTTGCCCAATTACCGGTGACTGGGTGGCGATGACCAACCATACCTGGGCGTTCTCAATTGCCGAAATGAAAAAGAATCTCGGTTTTAGCCATCTGGA
AATTATTAACGATTTTACCGCTGTATCGATGGCGAACCCGATGCTGAAAAAAGAGCATCTGATTCAGTTTGGTGGCGCAGAACCGGTCGAAGGTAAGCCTAT
TGCGGTTTACGGTGCCGGAACGGGGCTTGGGGTTGCGCATCTGGTCCATGTCGATAAGCGTTGGGTAAGCTTGCCAGGCGAAGGCGGTCACGTTGATTTTGC
GCCGAATAGTGAAGAAGAGGCCATTATCCTCGAAATATTGCGTGCGGAAATTGGTCATGTTTCGGCGGAGGCGTGCCTTTCTGGCCCTGGGCTGGTGAATTT
GTATCGCGCAATTGTGAAAGCTGACAACCGCCTGCCAGAAAATCTCAAGCCAAAAGATATTACCGAACGCGCGCTGGCTGACAGCTGCACCGATTGCCGCCG
CGCATTGTCGCTGTTTTGCGTCATTATGGGCCGTTTTGGCGGCAATCTGGCGCTCAATCTCGGGACATTTGGCGGCGTGTTTATTGCGGGCGGTATCGTGCC
GCGCTTCCTTGAGTTCTTCAAAGGCTCCGGTTTCCGTGCCGCATTTGAAGATAAAGGGCGCTTTAAAGAATATGTCCATGATATTCCGGTGTATCTCATCGT
CCATGACAATCCGGGCCTTCTCGGTTCCGGTGCACATTTACGCCAGACCTTAGGTCACATTCTGTAATACTAGTAGCGGCCGCTGCAGTCCGGCAAAAAAGG
GCAAGGTGTCACCACCCTGCCCTTTTTCTTTAAAACCGAAAAGATTACTTCGCGTTATGCAGGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGC
TGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGG
CCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCACAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACC
CGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCC
CTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTC
AGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCA
GAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAG
TTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAA
AAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGA
TCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGG
CACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTG
CTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTAT
CCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGT TTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGG
TGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGT TACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCT
TCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGAT
GCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGC
CACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATATAACCCA
CTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGA
CACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGA
AAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTA
TCACGAGGCAGAATTTCAGATAAAAAAAATCCTTAGCTTTCGCTAAGGATGATTTCTGG

Figura 39. Unién del biobrick U22490 con el plasmido pSB1A33’

Finalmente, una vez que se concluye el ensamblaje meta, es posible
realizar las caracterizaciones estructurales y funcionales sobre el
producto final. De esta forma, es posible obtener mas informacion
sobre las piezas que se utilizaron en el ensamblaje.

Una limitante en esta etapa del proceso es que si se utilizan biobricks
de registro estandar o personalizados por el usuario, no se es posible
obtener informacién de su procedencia o relativos a su funcidon. Sin
embargo, si se seleccionan piezas que fueron producto del analisis de
rutas metabdlicas, es posible extraer detalles de sus funciones,

proteinas involucradas y sus respectivas reacciones. En la

37 Figura 39. Elaboracién propia.
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Figura 40 se muestran las anotaciones encontradas para el ensamblaje

de los ejemplos anteriores.

Structural Annotations

Number of Nucleotides: 3119
Number of Amino Acids: 1039

Functional Annotations

Block: U22490

Protein: GLK_ECOLI

Reaction: ATP + D-glucose = ADP + D-glucose 6-phosphate.

Function: Not highly important in E.coli as glucose is transported into the cell by
the PTS system already as glucose 6-phosphate.

Figura 40. Anotaciones funcionales y estructurales3®

4.7. Visualizacion de los datos

Una vez completado el ensamblaje este se podra visualizar en un
archivo formato HTML, por medio del navegador. Para Ila
implementacion de la visualizacidén se utilizd la libreria de Google para
la creacion de graficos circulares (Google Developers, 2014), la cual se
encuentra escrita en Javascript.

En la Figura 41, se visualiza cada pieza, su tamafio y el porcentaje que
representa de toda la construccién. Ademas se desplegara en la parte
inferior el nombre de cada elemento, el tipo y la secuencia

correspondiente.

38 Figura 40. Elaboracién propia.
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DNA Assembly Visualizer

U22490 U22430
1007 (29%) B psB1T3

I S

GAATTCGCGGCCGCTTCTAGATGACAAAGTATGCATTAG TCG G TGATE TGGGCGGCACCAACGCACGTCTTGCTCTGTGTGATATTGCCAGTGG TGAATCTCGCAGGCTAAGACCTATTEAGGGCTTGAT
TACCCCAGCCTCGAAGCGGTCATICGCGTTTATCTTGAAGAACATAAGGTCGAGGTGAAAGACGGCTGTATTGCCATCGCTTGCCCAATTACCGGTGACTGGGTGGCGATGACCAACCATACCTGGGCGT
TCTCAATTGCCGAAATGAAAAAGAATCTCGGTTTTAGCCATCTGGAAATTATTAACGATTTTACCGCTG TATCGATGGCGAACCCGATGCTGAAAAAAGAG CATCTGATTCAGTTTGGTGGCGCAGAACCGGT
(fsfrfals CGAAGGTAAGCCTATTGCGGTTTACGGTGCCGGAACGGGGCTTGGGGTTGCGCATCTGGTCCATGTCGATAAGCGTTGGGTAAGCTTGCCAGGCGAAGGCGGTCACGTTGATTITGCGCCGAATAGTG
022490 o0 ool AAGAAGAGGCCATTATCCTCGAAATATTGCGTGCGGARATTGGTCATGTTTCGGCGGAGGCGTGCCTTICTGGCCCTGGGCTGGTGAATT TG TATCGCGCAATTGTGAAAGCTGACAACCGCCTGCCAGA
AAATCTCAAGCCAAAAGATATTACCGAACGLGLGLTGGLTGACAGLTGCACCGATTGLCGCCGLGCATTGTUGCTGTTTTGCGTCATTATGGGLCGTTTTGGLGGCAATCTGGCGCTCARTCTCGGGACAT
TTGGCGGLGTGTTTATIGCGGGCGGTATCGTGCCGCGCTICCTTIGAGTICTICAAAGGCTCCGGTTICCGTGCCGCATTTGAAGATAAAGGGCGCTTTAAAGAATATG TCCATGATATICCGG TG TATCTCAT
CGTCCATGACAATCCGGGCCTTCTCGGTICCGGTGCACATTTACGCCAGACCTTAGGTCACATICTGTAATACTAGTAGCGGCCGCTGCAG

Figura 41. Visualizacién del ensamblaje®

4.8. Archivos de salida
Debido a que la mayoria de la interaccion con el prototipo se realiza
por medio de linea de comandos, se crearon algunos archivos de salida
con el fin de proveer mas informacién al usuario. A continuacién, se
listan brevemente los archivos de salida disponibles:

= nodes.list: contiene la lista de identificadores y nombres

compuestos presentes en el grafo. Ejemplo:

rn:R00497 gamma-L-glutamyl-L-cysteine:glycine
ligase (ADP-forming)

cpd:C05577 3,4-Dihydroxymandelaldehyde

eco:b0778,eco:b159 6.3.3.3

3 Figura 41. Elaboracién propia.
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rn:R00494 glutathione gamma-
glutamylaminopeptidase

= paths.list: muestra todos los caminos encontrados entre los los

compuestos dados. Ejemplo:

[Path #1] Size: 11

cpd:C00243 (Lactose)
{ eco01100 }
eco:b0344,eco0:b3076,eco:b3077 (ebgC)
{ eco01100 }
cpd:C00267 (alpha-D-Glucose)
{ eco01100 }
eco:b3565 (5.3.1.5)
{ eco01100 }
cpd:C00095 (Levulose)
{ eco01100 }
eco:b0394 (2.7.1.4)
{ eco01100 }
cpd:C05345 (beta-D-Fructose 6-phosphate)
{ eco00030 eco01100 }
eco:b2465,eco0:02935 (2.2.1.1)
{ eco00030 eco01100 }
cpd:C00118 (Glyceraldehyde 3-phosphate)
{ eco00900 eco00030 eco01100 }
eco:b1850 (4.1.2.14,4.1.3.106)
{ eco00030 eco01100 }
cpd:C00022 (Pyruvate)

{ eco00900 eco00030 eco01100 }

» viz.html: Visualizacion de los ensamblajes en formato HTML.
= PathwaysAnalyzer.log: registra los eventos de la aplicacion. En
caso de estar en modo "debug", imprimira el contenido de las

principales estructuras de datos del sistema.
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4.9. Tecnologias utilizadas

Para el desarrollo del prototipo, se utilizaron una serie de tecnologias y
sistemas, segun los requerimientos de cada una de las etapas. En

laTabla 5 se muestran los detalles sobre estas tecnologias.

Tabla 5. Tecnologias Utilizadas*®

Tecnologias Detalles

Java

= Versién: 1.7.0_25.

= Propdsito: Implementacién del prototipo.
Ruby

= Version: 1.9.3p0.

* Propdsito: Eliminacidon de grafos anidados.
Lenguajes Perl
= Versién: v5.14.2.
= Propdsito: Obtener archivos CDS de GenBank.

Javascript
= Goggle javascript API (Google Developers,
2014).

* Proposito: Visualizacién de los ensamblajes.

Editores /Control = Eclipse Kepler Java EE IDE for Web Developers.
de Versiones = VIM - Vi IMproved (version 7.3.429).
» Eclipse EGit 3.0.3.201309161630-r.
GNU/Linux
Sistema = Xubuntu-12.04.2 Precise Pangolin.
Operativo = Version del kernel: 3.5.0-45-generic.

Software de = Virtualbox 4.3.6 r91406
Virtualizacion

Hardware = Procesador: Intel(R) Core(TM) i7-3630QM CPU
@ 2.40 GHZ (64-bits)
= RAM: 6 GB

40 Tabla 5. Elaboracién propia.
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CAPITULO 5. ANALISIS DE RESULTADOS

El disefio de una herramientas orientada a un fin en particular fue
posible por medio de la utilizacién de datos enfocados y la filtracion de
resultados de manera controlada. Esto se alcanzé utilizando las rutas
metabdlicas para una cepa de la bacteria E. Coli y realizando
blusquedas sobre compuestos que son relevantes para la
descomposicién de materias organicas, potencialmente utilizadas para
la produccion de biocombustible. En contraste con otras herramientas
de uso genérico, se presenta una propuesta que permite enfocar la
investigacién a un conjunto de datos que establecera los analisis hacia
un propdsito especifico.

A pesar de la complejidad de las rutas metabdlicas, se confirmd que a
través de su andlisis es posible la transformacidon de las mismas en
una estructura de datos estandar tales como los grafos. La relevancia
de este logro reside en el hecho de poder ubicar un problema del area
de la biologia en el area de la computacién, lo que permite utilizar
algoritmos y teorias estudiadas en este campo para el procesamiento y

el analisis de datos.
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5.1. Rutas metabdlicas

Para comprobar la hipdtesis que se plantea en este trabajo, se
realizaron una serie de experimentos que permitieron el disefio de una
herramienta que asistiera el proceso de ensamblaje sintético de la
bacteria E. Coli.

Inicialmente, se selecciond una muestra de datos para delimitar el
alcance del proyecto y llevar a cabo los experimentos, especificamente
con los datos definidos en la seccién 3.3.

Para seleccionar un conjunto significativo de rutas metabdlicas, se
realizaron busquedas en KEGG (Kanehisa Laboratories, 2014) para el
organismo Escherichia coli K-12 MG1655. Se recolectaron todos los
mapas que coincidieran con las palabras claves "Lactose" y "Pyruvate",
como compuestos de entrada y salida, obteniendo un total de 101

rutas metabdlicas.

Al unir todas las rutas metabdlicas y llevar a cabo el calculo de rutas
hasta una profundidad de 13 nodos, se obtuvieron los siguientes

resultados:

= Grafo:
o 4173 vértices.
o 5773 aristas.

= NUmero de caminos encontrados: 14.
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= Total de caminos analizados: 229753.

De los 14 posibles caminos entre los dos compuestos, se seleccioné el

primero para llevar a cabo los analisis:

Figura 42. Ruta metabdlica entre la Lactose y el Piruvato*!

Cada nodo puede provenir de una misma ruta o existe la alternativa de
crear conexiones entre los nodos en comun de los distintos mapas.
Esto permite que se sugieran nuevos caminos, que no se encuentran
explicitos en el organismo analizado. La Tabla 6 muestra los mapas

involucrados en la ruta metabdlica seleccionada en la Figura 42.

4! Figura 42. Elaboracién propia.
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Tabla 6. Caminos a partir de 101 rutas metobélicas*?

Id Nombre | Mapas Padres
cpd:C00243 Lactose eco00052
eco:b0344+ ebgC eco00052
eco:b3076+ eco00511

eco:b3077
cpd:C00267 alpha-D-Glucose eco00010 eco00520
eco00051 eco01110
eco00052 eco01120
eco00500
eco:b2388 2.7.1.2 eco00010 eco00521
eco00052 eco01110
eco00500 eco01120
eco00520 eco01200
cpd:C01172 beta-D-Glucose 6- eco00010 eco01110
phosphate eco00030 eco01120
eco00500
eco:b1852 1.1.1.49 eco00030 eco01120
eco01110 eco01200
cpd:C01236 6-Phospho-D- eco00030 eco01120
glucono-1,5-lactone eco01110 eco01200
eco:b0767 3.1.1.31 eco00030 eco01120
eco01110 eco01200
cpd:C00345 6-Phospho-D- eco00030 eco01120
gluconate eco01110 eco01200
eco:b1851 4.2.1.12 eco00030 eco01200
eco01120
cpd:C04442 2-Keto-3-deoxy-6- eco00030 eco01200
phosphogluconate eco01120
eco:b1850 4.1.2.14,4.1.3.16 eco00030 eco01120
eco00330 eco01200
cpd:C00022 Pyruvate eco00010 eco00650
eco00020 eco00660
eco00030 eco00680
eco00053 eco00760
eco00250 eco00770
eco00260 eco00900
eco00270 eco01110
eco00290 eco01120
eco00330 eco01200
eco00362 eco01210
eco00620 eco01220
eco00621 eco01230
eco00622

42 Tabla 6. Elaboracién propia.
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Del andlisis de los compuestos presentes en los mapas, se determind
gque aungue un grupo de compuestos comunes estén presentes en
varios mapas, no necesariamente se encuentran conectados, es decir,
hay mapas que aportan solamente la conexion entre dos compuestos.
Al unir los caminos entre las distintas rutas de entrada, si existen
nodos que ya han sido reportados por alguno de los mapas analizados
previamente, el camino se podra construir por un subconjunto

simplificado de ellos.

Otro aspecto es que los grafos tienden a aumentar considerablemente
de tamafio con algunas rutas metabdlicas, por lo que se tiene la
limitante de no poder graficar toda la estructura. Sin embargo, dado a
que los caminos resultantes tienen un tamafio significativamente mas
pequeino, pueden visualizarse por medio de las librerias utilizadas,

como se muestran en la Figura 43.
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Figura 43. Visualizacién del camino mostrado en la Tabla 6**

En la base de datos KEGG se manejan nodos de diversos tipos, por
ejemplo, compuestos, reacciones, moléculas, proteinas, entre otros.
Todos los elementos estan altamente conectados, lo que implica que el
camino mostrado se podria basar en las reacciones y no en las
proteinas que las catalizan.

Con respecto a la validacién de la estructura de datos y los caminos

encontrados, se llevaron a cabo las siguientes tareas:

43 Figura 43. Elaboracién propia.
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Comparacion de resultados con rutas metabdlicas originales:
debido a que la lista de resultados finales contiene informacion
sobre la procedencia de cada nodo, se pudo identificar el
conjunto de mapas que debian ser validados para cada ruta.
Para llevar a cabo esta etapa, se selecciond un subconjunto de
caminos y se verificd la conectividad establecida entre cada nodo
con respecto a los archivos de entrada. Como guia se utilizaron
los mapas originales, descargados directamente del sitio web, los
cuales no poseen ningun tipo de transformacion o filtro. Esto
permitié descartar incongruencias que se pudieran dar durante el
procesamiento de los archivos KGML a los grafos o diferencias de
conectividad entre los compuestos de la ruta. De esta forma, fue
posible validar que la estructura de datos, estableciendo que era
una representacion equivalente para llevar a cabo los analisis
planteados.

Validacién de los usuarios: una vez completada la etapa anterior,
se crearon casos de prueba en los cuales se incluyeron conjuntos
de rutas posibles entre el Piruvato y la Lactosa, indicando los
mapas fuentes utilizados en el analisis. Luego, estos se enviaron
a los usuarios que colaboraron en el planteamiento inicial de esta
investigacidon y que ademas son parte del proyecto para la

produccién de biocombustibles a partir del suero de la leche, por
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medio de Biologia Sintética. En particular, el Ing. Ricardo
Alvarado del Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LANOTEC),
area nanobiotecnologia y con experiencia en proyectos
enfocados en la produccion de biocombustibles, realizé una
revision de los resultados, verificando la conectividad entre los
nodos, los subproductos producidos por cada reaccién y las
proteinas involucradas en el proceso. A partir de esto, se
brindaron las observaciones pertinentes del caso, que
permitieron mejorar la calidad y precision de los resultados del

prototipo.

5.2. Proceso de creacion del catalogo y los ensamblajes

A partir de camino anterior, se identifican varias proteinas, las cuales

siempre tendran un prefijo como "eco" es su nombre y "protein" en el

atributo de cada nodo relacionado con el tipo.

Estos resultados confirman la factibilidad del célculo y analisis de rutas

por medio de grafos construidos a partir de rutas metabdlicas ya

preestablecidas. Ademas, a pesar de las limitaciones a partir de una

profundidad 16, al menos para este caso, se presentan suficientes

resultados para la meta de las herramientas (mas de 28,000 rutas

posibles).
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Cualquier de estos caminos permite la extraccién de proteinas, las
cuales poseen las referencias de los genes que la producen. Para el

caso anterior, se tienen los siguientes resultados:

* ebgC (eco:b0344+eco:b3076+eco0:b3077)
o Uniprot ID: P00722, GOZKW2, P06864, POAC73
o Referencias cruzadas (GenBank):
= JO1636
= V00296
= U73857
= U00096
= AP009048
= V00295

» 2.7.1.2 (eco:b2388)
o Uniprot ID: POA6VS8
o Referencias cruzadas (GenBank):
= U22490
= U00096
= AP009048

» 1.1.1.49 (eco:b1852)
o Uniprot ID: POAC53
o Referencias cruzadas (GenBank):

= M55005 = U13788
= UO00096 = U13789
= AP009048 = U13790
= U13783 = U13791
= U13784 = U13792
= U13785 = U13793
= U13786 = U13794
= U13787 = X63694

= 3.1.1.31 (eco:b0767)
o Uniprot ID: P52697
o Referencias cruzadas (GenBank):
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= U27192
= UO00096
= AP009048

* 4.2.1.12 (eco:b1851)

o Uniprot ID: POADF6

o Referencias cruzadas (GenBank):
= M87458
= X63694
= UO00096
= AP009048
= 20897

* 4.1.2.14,4.1.3.16 (eco:b1850)

o Uniprot ID: POA955

o Referencias cruzadas (GenBank):
= X68871
= M87458
= 120897
» X63694
= UO00096
= AP009048

Es importante mencionar que no todas los genes enlistados son aptos
para el ensamblaje y la creacién de nuevos disefios, debido los
criterios ya descritos anteriormente. Sin embargo, se muestra aquellos
que cumplen y también los que no son aptos por medio de una

advertencia. En la Tabla 7, se detallan cada uno de los casos, para el

ejemplo utilizado.
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Tabla 7. Caracterizacion de genes encontrados**

Referencia Tamano Descripcion

V00295 25 Posee varios segmentos, excede el maximo definido.

M87458 39 Posee varios segmentos, excede el maximo definido.

X63694 48 Posee varios segmentos, excede el maximo definido.

X03228 60 Posee varios segmentos, excede el maximo definido.

L20897 68 Posee varios segmentos, excede el maximo definido.

M64441 72 Posee varios segmentos, excede el maximo definido.

X52031 74 Posee varios segmentos, excede el maximo definido.

JO1636 92 Posee varios segmentos, excede el maximo definido.

Uu27192 102 Posee varios segmentos, excede el maximo definido.

X68871 639 Valido

U13783 892 Valido

Ui3784 892 Valido

U13785 892 Valido

U13786 892 Valido

Uui13787 892 Valido

U13788 892 Valido

U13789 892 Valido

Ui3790 892 Valido

Ui3791 892 Valido

Ui13792 892 Valido

Ui13793 892 Valido

Ui3794 892 Valido

Uu22490 966 Valido

M55005 1473 Valido

U73857 1774 |Posee varios segmentos, excede el maximo definido.

V00296 3072 Valido

U18997 5215 |Posee varios segmentos, excede el maximo definido.

U00096 62566 |Posee varios segmentos, excede el maximo definido.
AP009048 | 63888 |Posee varios segmentos, excede el maximo definido.

Al solicitar un CDS por medio de una referencia, los resultados pueden
contener fragmentos del genoma, por lo que no es posible ensamblarlo
como una pieza individual. Como una solucién para estos casos, se

cuentan la cantidad de fragmentos y el largo de los resultados de la

44 Tabla 7. Elaboracién propia.
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referencia. Mas adelante, en el momento de los ensamblajes, se
determina si también posee algun sitio de restriccion que afecte el

proceso.

Utilizando un subconjunto de los biobricks del Apéndice 9, se

construye un catadlogo para llevar a cabo los ensamblajes.

Tabla 8. Catalogo Completo?’

Biobricks Tamano

BBa_C0060 161
BBa_C0061 161
BBa_C0070 161
BBa_C0076 161
BBa_C0078 161
BBa_C0083 161
BBa_C0160 161
BBa_C0161 161
BBa_C0170 161
M55005 1473
U13783 892
U13784 892
U13785 892
U13786 892
u13787 892
U13788 892
U13789 892
U13790 892
Ui13791 892
U13792 892
U13793 892
U13794 892
U22490 966
V00296 3072
X68871 639

4> Tabla 8. Elaboracién propia.
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El analisis realizado permitid la creacién y validacion de un catalogo
con los componentes necesarios para los ensamblajes sintéticos de la
bacteria E.Coli, especificamente el organismo Escherichia coli K-12
MG1655. Este catalogo permitira el disefio de nuevos organismos para
la produccién de biocombustibles, mediante la mejora de sus rutas

metabdlicas, cumpliendo asi con el enunciado del primer objetivo.

Con el fin de validar el enfoque de ensamblaje por medio de estos
componentes genéticos, se siguid la metodologia definida por iGem, en
donde se ensamblan los biobricks en plasmidos o entre si, con el fin de

comprobar su compatibilidad, entre ellos.

Asi mismo, el prototipo es capaz de definir 3 tipos de ensamblajes ya

mencionados y detallados en la seccién 3.2.4.

Con respecto a la caracterizacidon de los ensamblajes, es posible medir
estructuralmente su longitud y nimero de amino acidos. Por el lado de
las anotaciones funcionales, si los componentes provienen de las rutas
metabdlicas se dispone de informacién relevante como la reaccién que
cataliza la enzima y una breve descripcién de la funcion que lleva a
cabo. Estos dos enunciados completan el segundo y el tercer objetivo

definidos en la investigacion.
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Finalmente, por medio de computacion grafica y utilizando tecnologias
web, es posible mostrar los ensamblajes terminados y algunas de sus

caracteristicas de ellos, como se muestra en la Figura 44.

DNA Assembly Visualizer

D12473
M psBE3K3

\

pSB3K3
2750 (57.4%)

\_/

Figura 44. Visualizador de ensamblajes?®

Con este ultimo resultado, se verifican y se cumplen los objetivos
planteados, comprobando que es posible el disefio de una herramienta
para la biologia sintética enfocada en un dominio en especifico como lo

es la produccidon de biocombustibles.

46 Figura 44. Elaboracion propia.
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5.3. Escalabilidad de la solucion

Para medir la escalabilidad de la solucion se utilizé la totalidad de las
rutas metabdlicas que coincidieron con los compuestos mencionados.
En total se obtuvieron 102 rutas metabdlicas, las cuales se detallan en
el Apéndice 8. Luego, se realizaron busquedas hasta una profundidad
de 17 nodos sin ninguna restriccion. A partir de este escenario, se
obtuvieron 28,000 caminos posibles luego de haber analizado un
aproximado de 85 millones de nodos, como se muestra en la

Tabla 9.

Tabla 9. Caminos encontrados hasta profundidad 16’

Caminos Caminos Total Nodos

Profundidad Analizados Encontrados Analizados

0 0 0 0

1 1 0 1

2 2 0 4

3 4 0 12

4 18 0 72

5 59 0 295

6 189 0 1.134

7 520 0 3.640

8 1.560 0 12.480

9 4.457 0 40.113

10 12.711 0 127.110

11 35.033 28 385.363

12 97.896 66 1.174.752

13 270.494 768 3.516.422

14 744.980 2.372 10.429.720

15 2.022.439 9.566 30.336.585

16 5.343.934 28.512 85.502.944

4’ Tabla 9. Elaboracién propia.
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Dado a que los experimentos ejecutados no involucraban ninguna
restriccion por parte de usuario, representaba una busqueda
exhaustiva hasta llegar a la meta o a la profundidad definida, por lo
que luego de 17 niveles de profundidad no era posible continuar la

blsqueda debido a una limitante de recursos.

También, debido a la distancia de ambos compuestos, era necesario
realizar un analisis hasta 13 niveles de profundidad para encontrar
posibles caminos, los cuales van aumentando significativamente en
cada iteracion. En la Figura 45, se muestra el aumento de nodos por
cada nivel que se avanza, expandiendo cada vez mas el arbol de

soluciones hasta llegar a su limite.
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Figura 45. Namero de caminos analizados*®

Lo mismo ocurre con el niumero de soluciones dadas, ya que cada
nivel, agrega posibles alternativas a los resultados existentes. Al llegar
al limite de capacidad del algoritmo, el nimero de soluciones es

suficiente o incluso mas que eso, lo que cumple el objetivo definido.

“8 Figura 45. Elaboracion propia.
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Figura 46. Nimero de caminos encontrados*®

Por medio de este andlisis, se considera que no es una imitante de alto
impacto ya que el numero de resultados es suficiente y podria

aumentar segun las restricciones que el usuario defina.

Las pruebas se corrieron en una maquina virtual, en un sistema
GNU/Linux. En la Tabla 10 se detalla el hardware utilizado para la

ejecucion de las pruebas.

% Figura 46. Elaboracion propia.
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Tabla 10. Hardware para pruebas de rendimiento®°

Procesador RAM Sistema Operativo Detalles
GG EM Intel(R) Core(TM) i7- | 6,00 Windows 8 N/A

i 3630QM CPU @ 2.40 GB
GHZ (64-bits)

Sistema Compartido con 3,00 Xubuntu-12.04.2 Virtualbox
Huésped sistema anfitrion GB Precise Pangolin 4.3.6
r91406

5.4. Limitaciones

Luego de cumplir con los objetivos propuestos, existen limitaciones
tanto de los datos de entrada cdmo de la herramienta que representan
a la vez una oportunidad de mejora para el proyecto. A continuacién
se detallan aquellas que pertenecen al conjunto de datos con el que se
trabajé y también, las que son correspondientes al prototipo

desarrollado.

5.4.1. Limitaciones del prototipo

a. Visualizacion de grafos de tamafo significativo

Las librerias utilizadas para la implementacién de los grafos incluyen
moddulos que facilitan la visualizaciéon de la estructura. Sin embargo,

cuando la densidad de elementos es muy alta, no es posible crear una

%0 Tabla 10. Elaboracién propia.
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graficacién de la estructura completa que posea una interpretacién

visualmente coherente como se muestra en la Figura 47.
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Figura 47. Visualizaciéon de grafos con alta densidad®!

b. Transformacion de rutas dependiente del KEGGtranslator

Con el fin de traducir las rutas metabdlicas a un formato facil de
analizar y navegar se utilizé la herramienta KEGGtranslator. Sin
embargo, al llevar experimentos con mapas que pertenecian a
organismos de referencia y no uno en particular, la herramienta no

podia llevar a cabo la traduccién al formato meta a pesar de que si

>! Figura 47. Elaboracién propia.
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lograba interpretar y escribir en otros formatos como SBML. Al realizar
la traduccion al formato GraphML, la herramienta caia en un estado de

error, como se muestra en la Figura 48.

KEGGtranslator

Copyright © 2010-2012 the University of Tuebingen,

Center for Bioinformatics Tuebingen (ZBIT).

This program comes with ABSOLUTELY NO WARRANTY.

This is free software, and you are welcome

to redistribute it under certain conditions.

See http://www.gnu.org/licenses/lgpl-3.0-standalone.html for details.

Mar 15, 2014 5:39:10 PM de.zbit.Launcher launchCommandLineMode —-—-- INFO:

Launching command-line mode of KEGGtranslator.

Mar 15, 2014 5:39:11 PM de.zbit.kegg.io.AbstractKEGGtranslator

preProcessPathway —-—-- INFO: Fetching information from KEGG online

resources...

Mar 15, 2014 5:39:27 PM de.zbit.kegg.io.AbstractKEGGtranslator

preProcessPathway ———- INFO: Information fetched. Translating pathway...
100% | Node 39/39

java.lang.NullPointerException

Figura 48. Error de traducciéon en KEGGtranslator®?

Con respecto al soporte de esta herramienta, no existe un foro publico
de discusiéon para errores comunes y se tratdé de contactar a los
autores en busca de soporte sin éxito. Ademas, no hubo respuesta
alguna que explicara detalladamente la causa de dichos problemas.
Actualmente, el prototipo utiliza mapas de organismos en especifico, lo

gue dio buenos resultados con el traductor.

c. Recursos limitados para el calculo de rutas

52 Figura 48. Elaboracién propia.
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Para la implementacion de los algoritmos de busqueda se tratd de
utilizar el minimo de datos y estructuras de datos para el uso éptimo
de la memoria. Sin embargo, dado a que los recursos son limitados y
se maneja una cantidad considerable de datos, el prototipo mostrara
una excepcion de memoria "java.lang.OutOfMemoryError". Los
experimentos realizados mostraron que la limitante se muestra para
cuando se han analizado mas de 85,502,944 de nodos. Sin embargo,
se determind que tiene un bajo impacto, ya que para ese momento se
tienen al menos 28,000 caminos posibles a analizar, los cuales son un

numero significativo y hasta excesivo para el anéalisis individual.

d. Filtracion de CDS

Los CDS de cada gen se obtienen a partir de las referencias externas
de las proteinas. Sin embargo, estas referencias no siempre apuntan a
esta region sino también a fragmentos del genoma. Al no tener mayor
informacion ademas de la secuencia, se garantiza que un elemento es
un CDS si no es mayor que cierto limite definido y si no posee ningun
otro fragmento. Sin embargo, podria existir un CDS mayor al limite
definido por ejemplo. Como solucidon alterna, en caso de que esta
metodologia excluya algun CDS relevante para el usuario, se propone

habilitar el ingreso de nuevas secuencias seleccionadas por el usuario.

130



5.4.2 Limitaciones de los datos de entrada

a. Descarga masiva de mapas de KEGG limitada por el alto costo de

las licencias

A partir 2011, KEGG introdujo un sistema de subscripciones para
acceder los moédulos de descarga masiva por medio de FTP, como
respuesta a recortes presupuestarios realizados por la Agencia de
Tecnologia y Ciencia de Japon (Hayden, 2013). Para fines académicos,
la licencia para uso personal tiene una costo de $2000 anuales y para
uso organizacionales son $5000 anuales, para todos aquellos paises

que se encuentren fuera de Japodn.

Sin embargo, utilizar la informacién del sitio web de KEGG tiene
ningun costo para los usuarios, lo que permite la descarga individual
de los mapas a través su interfaz de programacion (API), con la
limitante que se debe compilar previamente la lista de mapas que se

quiere descargar y utilizar.

b. Arcos entre dos compuestos dependientes de cada ruta metabdlica

Debido a la naturaleza de las rutas metabdlicas, las conexiones entre

dos nodos no siempre se encuentran presentes para un mismo
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subconjunto de nodos. Es decir, si dos compuestos se encuentran
presentes en un mapa u otro, no necesariamente existira una conexion

entre ellos.

Por ejemplo, utilizando la siguiente muestra de mapas:

= eco00010.
= eco00052.
= eco00051.
= eco00900.
= eco00030.

Y se analiza las conexiones entre:

D-Glyceraldehyde-3P.

Pyruvate.

No hay un arco que conecte ambos a pesar de que los compuestos
se encuentran presentes en varios de estos mapas. Sin embargo, al
agregar el mapa eco01100, se establece una conexidén entre ambos,

como se muestra en la Figura 49.

Figura 49. Conexion entre el D-Glyceraldehyde-3P y Pyruvate en el mapa
eco01100°®

>3 Figura 49. Fuente: http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?eco00900
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Al unir los mapas entre si, estos no sélo aportan nodos de distintos
tipo, sino que también arcos que establecen una relacién que permite

la creacion de puentes y asi, nuevas rutas metabdlicas.

c. El registro de partes bioldgicas no se encuentra estandarizado

El repositorio de partes bioldgicas de iGem contiene muestras de ADN
de miles de partes que han sido agregadas por equipos y laboratorios
participantes en la competicién de iGem. Sin embargo, muchas de las
piezas que se han subido al sitio web tienen informacién incompleta,
es decir, no se encuentran debidamente documentadas. Esto
representa una limitante para el proyecto, ya que impide la creacion
de filtros por algun criterio que permita la clasificacion de las piezas
para un fin en especifico. La Figura 50 muestra un ejemplo de

biobricks que no se encuentran debidamente documentados.

-?-  Name Protein Description Direction Uniprot KEGG E.C. Substrate Product Length

dxs coding sequence encoding 1-
BBa_K118000 deoxyxylulose-5-phosphate synthase 1866

s
A

BBa_K115050 A-COA > AA-COA 1188

s
A

Figura 50. Biobricks no documentados®*

d. Mapas de KEGG manualmente anotados

>* Figura 50. Fuente: http://parts.igem.org/Biosynthesis
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Los mapas de KEGG han sido manualmente anotados, por lo que la
completitud de su informacion no se encuentra estandarizada. Los
mapas se pueden procesar gracias al formato disponible KGML, sin
embargo, al realizar la traduccion de los mapas es necesario realizar
consultas externas a los distintos repositorios de datos para completar
los atributos que no se encuentra presentes. Un ejemplo de esto son
las reacciones, en donde el archivo KGML no posee informacion de su
nombre, sino que solo el identificador asignado. Esto representa un
obstaculo para el usuario, ya que debe consultar cada una de las
reacciones para obtener una referencia mas descriptiva.

Como una solucidn, se realizan consultas adicionales, ya sea en KEGG
0 en otras bases de datos, para obtener los datos adicionales

requeridos.

e. La ruta es dependiente del organismo que se seleccione

Dado a que no todas las enzimas estan presentes en todos los
organismos, el grafo no contendra todos los caminos enunciados en la
ruta metabdlica de referencia. Es decir, las conexiones existiran
solamente entre aquellos nodos que se encuentran presenten. En el
Apéndice 2 se encuentra el mapa para la biosintesis de la

estreptomicina, en el cual se muestra en color los nodos activos, por lo
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tanto, la parte inferior, por ejemplo, no apareceran como posibles

caminos en el grafo.

& NDP-M-methsd-
? L-glucosarnine
I
0-1,4-et-L-Diihyedro- |
? streptosyl-strepitidine-6F [
__________ A
Lrinoglyeosides }'
I
Streptoryein Streptorycin-6F ¥

O#—{31339—0% O Dihyrrostreproraywin. 6F
27172

Figura 51. Elementos de las rutas metabélicas excluidas del grafo®°®

f. Delimitaciéon de compuestos de entrada y salida

Con el fin de acotar el alcance del proyecto, se definid un grupo
limitado de entradas para llevar a cabo la mayoria de los analisis,
como se menciona en la seccion 3.3. De manera especifica, estos
fueron realizados principalmente con la Lactosa y el Piruvato, sin
embargo, es posible variar los compuestos de entrada y salida, ya que

al mismo tiempo, estas son entradas de la aplicacién.

> Figura 51. Fuente: http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?map00521
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

A pesar de que la Biologia Sintética es una ciencia que se encuentra
aun en desarrollo, desde sus inicios ha presentado resultados muy
interesantes no sdlo para la comunidad cientifica sino también para la
sociedad.

La colaboracion de los distintos grupos alrededor del mundo es
esencial para el intercambio de ideas y el avance de la ciencia como tal
en distintos escenarios. Es importante mencionar que estos avances
no deben limitarse a un pais ni un grupo de investigacion en
especifico, sino ampliarse a acciones cooperativas multidisciplinarias.
Tal es el caso del prototipo desarrollado, que a pesar de encontrarse
en un area en vias de desarrollo, representa un vital aporte para
quienes si trabajan en Biologia Sintética y desean llegar mas alld de

los logros alcanzados.

6.1. Conclusiones
A continuacién se enlistan puntualmente las conclusiones del proyecto:
1. El analisis de las rutas metabdlicas de la bacteria E. Coli permitid
el disefio de una herramienta de dominio especifico para asistir

el proceso de la produccién de biocombustibles. A través de la
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traduccion de estas rutas a grafos, utilizando la herramienta
KEGGtranslator, y la aplicacién de los algoritmos de busqueda
(Dijkstra y Busqueda por anchura), se logré la creacién y
optimizacién de rutas entre la Lactosa y el Piruvato, a partir de
una profundidad de 12 elementos en adelante. Esto habilitara el
analisis de nuevos caminos para la generacion sintética de
biocombustibles.

. El disefio de la herramienta de dominio especifico se validé a
través de la implementacién de un prototipo funcional. Esto
permitid la transformacion y el analisis de mas de 100 rutas
metabodlicas de la bacteria E. Coli y de la integracion de los
resultados con los repositorios de datos KEGG, Uniprot vy
GenBank. Con esto, se cred un catalogo de biobricks y se
caracterizaron los ensamblajes finales, lo que permitira el
ensamblaje sintético de nuevos organismos para la produccidn
de biocombustibles.

. Las caracterizaciones estructurales de los ensamblajes sintéticos
finales se obtuvieron mediante la cuantificacién del nimero de
nucleétidos y aminoacidos de los ensamblajes, lo que
enriqueceran la etapa de disefio de nuevas construcciones al
proveer mas informacién al usuario sobre la conformacién del

resultado final.
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4. Las caracterizaciones funcionales de los ensamblajes se

realizaron a través de la complementacion de los resultados con
el recurso universal de proteinas (UniProt), proporcionando
informacion adicional acerca de las proteinas involucradas, tales
como una descripcién basica de sus funciones y las reacciones
que catalizan, por ejemplo, "ATP + D-glucose = ADP + D-
glucose 6-phosphate" para la proteina glucoquinasa, lo que
permitira orientar al usuario en la validacién de las nuevas
construcciones bioldgicas.

. Las técnicas de representacion grafica utilizadas en el prototipo,
permitieron la visualizacion de rutas metabdlicas en grafos, a
través del marco de trabajo JUNG, y los ensamblajes finales en
graficos circulares, a través de programacion Web basada en
JavaScript. Esto permitid mostrar los resultados de una manera
sencilla, lo que facilitard su comprension por parte del usuario.

. La transformacién de las rutas metabdlicas en grafos hizo posible
el analisis de datos por medio de la aplicacién de teorias
computacionales existentes, tales como estructuras de datos y
algoritmos de busqueda. Esto demuestra la aplicabilidad de la
computacion a un dominio no tradicional como la biologia, asi
como la contribucidon de otros campos como la biologia sintética

y la computacién de alto rendimiento.
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7. La solucion propuesta permite abstraer el proceso de rediseio de
organismos al sugerir posibles rutas optimizadas entre los
compuestos presentes en desechos organicos y en los
biocombustibles, lo que permite al usuario enfocarse en
problemas de mayor impacto y complejidad.

8. La colaboracion entre profesionales del campo de la
biotecnologia y la computaciéon fue esencial para el desarrollo del
prototipo, tanto por la riqueza de sus ideas como por sus
contribuciones desde el punto de vista de sus respectivas areas
de estudio.

A manera de resumen, finalmente se concluye que fue posible el
disefio de una herramienta prototipo, la cual asistira a los
profesionales del area de la Biotecnologia. Este prototipo permitira el
disefio de nuevas funcionalidades y el ensamblaje sintético de la
bacteria E.Coli para la produccion de biocombustibles, gracias a la
implementacion de las rutas metabdlicas en  estructuras

computacionales y la validacion por medio de criterio experto.
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6.2. Recomendaciones

Ademas de las caracteristicas desarrolladas existen algunas

recomendaciones importantes que representan el trabajo futuro de

esta investigacion. A continuacion, se detallan las posibles mejoras al

prototipo actual:

Desarrollo de un traductor universal: La informacion en las bases de
datos gendmicas se encuentran en formatos diferentes, lo que
dificulta el analisis complementario de la informacion y la
estandarizacion de los datos. Para este prototipo, se utilizaron las
rutas almacenadas en KEGG y transformadas por medio del
KEGGTranslator. Sin embargo, no solo se presentan las limitaciones
mencionadas en la seccion 5.4.1, sino que también excluye la
posibilidad de incluir mapas de otras bases de datos como Metacyc
(Caspi, Altman, & Billington, 2014) y Reactome (Croft, O’Kelly, &
Wu, 2011), que utilizan el formato SBML. Como alternativa, se
propone incluir distintos traductores para que sea compatible con el

conjunto de formatos mas relevantes en este campo.

Creaciéon de una interfaz web: Para la implementacién de la
propuesta presentada se tomé la decision de desarrollar el flujo por

medio de la aplicacion en linea de comandos, la cual
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funcionalmente facilita la validacién de los resultados. Sin embargo,
desde un punto de vista de usabilidad para el usuario final, es
posible abstraer aun mas las funciones y requerimientos en cada
paso, razon por la cual, se propone el desarrollo de una interfaz
web, de modo que pueda ser accesible a otros usuarios potenciales
por medio de las infraestructuras disponibles, como el Cluster Nelly
del Proyecto de Bioinformatica de la Escuela de Medicina de la

Universidad de Costa Rica (Universidad de Costa Rica, 2011).

Participacion de usuario: debido a que existe un grupo limitado de
profesionales trabajando en el pais para esta area, la etapa de
validacién fue dificil debido a los ciclos de retroalimentacién y el
tiempo disponible por parte de los usuarios. Sin embargo, fue
esencial la participacion de los usuarios finales para la mejora del

sistema de acuerdo a sus necesidades especificas.

Utilizacion de varias bases gendmicas: a pesar de que KEGG provee
suficiente informacién para establecer rutas de un compuesto a
otro, seria relevante complementar la informacién de otros
repositorios de datos, tanto como para validar la relevancia de las
rutas asi también para completar datos que se encuentren

incompletos. También, es posible llevar a cabo andlisis estadisticos
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sobre la aplicacién de la metodologia disenada, utilizando las rutas

metabdlicas almacenadas en las diferentes bases de datos.

Escalabilidad de la aplicacion: el prototipo disefiado permitid
obtener una cantidad significativa de resultados acerca de las
posibles rutas entre la Lactosa y el Piruvato, para el
aprovechamiento de desechos organicos y la produccién de
biocombustibles. Sin embargo, en otros escenarios en donde se
requieran analisis a mayor escala, es decir, a mas de 16 niveles de
profundidad y grafos de mas de 4.000 nodos, se debera realizar
una reevaluacion de los algoritmos y proponer diferentes enfoques

gue permitan asi extender el alcance de la aplicacién.

Finalmente, para dar a conocer y compartir los resultados de la

presente investigacion, asi como para buscar usuarios potenciales del

prototipo, se desea realizar una publicacién en alguna revista cientifica

relacionada como parte del trabajo futuro de este proyecto.
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APENDICES
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Apeéendice 1. Mapa de la glucolisis en la bacteria E. Coli
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6 Apendice 1. Fuente: http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?eco00010
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Apéndice 2. Mapa de la biosintesis de la estreptomicina en
la bacteria E. Coli®’
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>’ Apéndice 2. Fuente: http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?eco00521
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Apéndice 3. Mapa del
bacteria E. Coli®

metabolismo del
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8 Apendice 3. Fuente: http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?eco01200
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Apéndice 4. Mapa del metabolismo de la galactosa en la bacteria E. Coli*°
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% Apéndice 4. Fuente: http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?eco00052
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Apéndice 5. Mapa de la ruta de la pentosa fosfato en la bacteria E. Coli®®
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60 Apéndice 5. Fuente: http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?eco00030
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Apéndice 6. Archivo en formato KGML de la glucélisis en bacteria E. Coli®!

vl--
Creation date: Feb 18, 2014 11:53:54 +0%00 (cMT+09:00)
-
v<pathway name="path:eco00010" ocrg="eco" number="00010" title="Glycolysis / Gluconeogenesis"
image="http://www.kegg.jp/kegg/pathway/eco/ecol0010.png” link="http://www.kegg.Jp/kegg-bin/show pathwayzecol0010">
v<entry id="13" name="eco:b20%7 eco:b2S%25" type="gene" reaction="rn:R01070" link="http://www.kegg.]jp/dbget-bin/www bget?
eco:b20%7+eco:bZ925">

<graphics name="fbaB..." fgcolor="#000000" bgcolor="#BFFFBF" type="rectangle" =z="483" y="404" width="4¢&" height="17"/>
</entry>
v<entry id="37" name="ko:K00128 ko:K14085
bin/www_bget?R00128+K14085+K00145">
<graphics name="K00128..." "#0
</entry>
v<entry 1d="328" name="ko:K01%05" type="ortholog" reaction="rn:R0022%"
<graphics name="K01505" fgcolor="#000000" bgcoclor="#FFFFFF" type="
</entry>
v<relation entryl="70" entry2="73" type="ECrel":>
<subtype name="compound" valus="87"/>
</relation>
v<relation entryl="65%" entry2="70" type="ECrel">
<subtype name="compound" valus="87"/>
</relation>
v<relation entryl="65%" entry2="73" type="ECrel">
<subtype name="compound" valus="87"/>
</relation>
</pathway>

ko:K00149" type="ortholog" reaction="rn:R00710" link="http://www.kegg.]jp/dbget-

link="http://www.kegg.Jjp/dbget-bin/www_bget?K01505">
rectangle” x="146¢" y="S11" width="46" height="17"/>

61 Apéndice 6. Fuente: http://www.kegg.jp/kegg-bin/download?entry=eco00010&format=kgml
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Apéndice 7. Descarga de archivos KGML®?

#!/usr/bin/ruby
class DownloadKegg
def initialize args

@file = args[0]
@prefix = "eco"

end
def readMaps
@maps = File.readlines(@Qfile);
@maps.map! { |item]
item.strip!
item.gsub! ("map", @prefix)

puts "wget http://rest.kegg.jp/get/#{item}/kgml -O #{item}.xml"
$x (wget http://rest.kegg.jp/get/#{item}/kgml -O #{item}.xml)

}

end

def start
readMaps
end

end

if _FILE == $0
downloader = DownloadKegg.new (ARGV)
downloader.start

end

62 Apéndice 7. Elaboracién propia.
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Apéndice 8. Lista de rutas metabodlicas para la Lactosa y
Piruvato.®®

= map00010 Glycolysis / Gluconeogenesis.

= map00020 Citrate cycle (TCA cycle).

= map00030 Pentose phosphate pathway.

= map00040 Pentose and glucuronate interconversions.

= map00051 Fructose and mannose metabolism.

* map00052 Galactose metabolism.

= map00053 Ascorbate and aldarate metabolism.

= map00061 Fatty acid biosynthesis.

= map00071 Fatty acid degradation.

* map00130 Ubiquinone and other terpenoid-quinone
biosynthesis.

= map00190 Oxidative phosphorylation.

= map00240 Pyrimidine metabolism.

= map00250 Alanine, aspartate and glutamate metabolism.

= map00260 Glycine, serine and threonine metabolism.

= map00270 Cysteine and methionine metabolism.

» map00280 Valine, leucine and isoleucine degradation.

» map00281 Geraniol degradation.

» map00290 Valine, leucine and isoleucine biosynthesis.

= map00300 Lysine biosynthesis.

= map00310 Lysine degradation.

= map00330 Arginine and proline metabolism.

* map00340 Histidine metabolism.

= map00350 Tyrosine metabolism.

= map00361 Chlorocyclohexane and chlorobenzene degradation.

» map00362 Benzoate degradation.

= map00364 Fluorobenzoate degradation.

= map00380 Tryptophan metabolism.

= map00400 Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis.

* map00410 beta-Alanine metabolism.

= map00430 Taurine and hypotaurine metabolism.

63 Apéndice 8. Fuente:
http://www.kegg.jp/kegg-bin/search_pathway_text?map=map&keyword=pyruvate&mode=1
http://www.kegg.jp/kegg-bin/search_pathway_text?map=map&keyword=lactose&mode=1
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map00440
map00450
map00460
map00471
map00473
map00500
map00511
map00520
map00521
map00523
map00540
map00550
map00561
map00562
map00564
map00565
map00590
map00592
map00600
map00620
map00621
map00622
map00623
map00625
map00626
map00627
map00633
map00640
map00642
map00650
map00660
map00670
map00680
map00740
map00750
map00760
map00770
map00785

Phosphonate and phosphinate metabolism.
Selenocompound metabolism.
Cyanoamino acid metabolism.
D-Glutamine and D-glutamate metabolism.
D-Alanine metabolism.

Starch and sucrose metabolism.

Other glycan degradation.

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism.

Streptomycin biosynthesis.

Polyketide sugar unit biosynthesis.
Lipopolysaccharide biosynthesis.
Peptidoglycan biosynthesis.
Glycerolipid metabolism.

Inositol phosphate metabolism.
Glycerophospholipid metabolism.
Ether lipid metabolism.

Arachidonic acid metabolism.
alpha-Linolenic acid metabolism.
Sphingolipid metabolism.

Pyruvate metabolism.

Dioxin degradation.

Xylene degradation.

Toluene degradation.

Chloroalkane and chloroalkene degradation.
Naphthalene degradation.
Aminobenzoate degradation.
Nitrotoluene degradation.

Propanoate metabolism.
Ethylbenzene degradation.

Butanoate metabolism.

C5-Branched dibasic acid metabolism.
One carbon pool by folate.

Methane metabolism.

Riboflavin metabolism.

Vitamin B6 metabolism.

Nicotinate and nicotinamide metabolism.
Pantothenate and CoA biosynthesis.
Lipoic acid metabolism.
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map00790
map00860
map00900
map00903
map00910
map00920
map00930
map00970
map01040
map01053
peptides.

map01100
map01110
map01120
map01200
map01210
map01212
map01220
map01230
map02010
map02020
map02030
map02040
map02060
map03010
map03018
map03020
map03030
map03060
map03070
map03410
map03420
map03430
map03440
map04122

Folate biosynthesis.

Porphyrin and chlorophyll metabolism.

Terpenoid backbone biosynthesis.

Limonene and pinene degradation.

Nitrogen metabolism.

Sulfur metabolism.

Caprolactam degradation.

Aminoacyl-tRNA biosynthesis.

Biosynthesis of unsaturated fatty acids.

Biosynthesis of siderophore group nonribosomal

Metabolic pathways.

Biosynthesis of secondary metabolites.
Microbial metabolism in diverse environments.
Carbon metabolism.

2-Oxocarboxylic acid metabolism.
Fatty acid metabolism.

Degradation of aromatic compounds.
Biosynthesis of amino acids.

ABC transporters.

Two-component system.

Bacterial chemotaxis.

Flagellar assembly.
Phosphotransferase system (PTS).
Ribosome.

RNA degradation.

RNA polymerase.

DNA replication.

Protein export.

Bacterial secretion system.

Base excision repair.

Nucleotide excision repair.

Mismatch repair.

Homologous recombination.

Sulfur relay system.
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Apéndice 9. Categorias y biobricks seleccionados (iGem
Foundation, 2014)

Degradation of AHL
= BBa C0061 Plastic

BBa_C0060
BBa_C0070
BBa_C0076
BBa_C0078
BBa_CO161
BBa_C0170
BBa_C0178
BBa_K091109
BBa_C0060
BBa_C0160

Isoprenoids

BBa_K118000
BBa_K115050
BBa_K115056
BBa_K115057
BBa_K118002
BBa_K118003
BBa_K118008
BBa_K343001
BBa_K849000
BBa_K849001
BBa_K849003

BBa_K125504
BBa_K125501
BBa_K125502
BBa_K125503
BBa_K156012
BBa_K156013
BBa_K156014
BBa_K759004
BBa_K759005

Butanol

BBa_1725011
BBa_172512

BBa_I725013
BBa_I1725014
BBa_I725015

Bisphenol-A

BBa_K123001
BBa_K123000
BBa_K525007
BBa_K525515

Odorants BBa_K525008
BBa_J45001 BBa_K525517
BBa_J45002 BBa_K525582
BBa_J45004 BBa_K525562
BBa_J45008
BBa_J45014
BBa_J45017
BBa_ 1742107 Cellulose

= BBa_K118022
= BBa_K118023
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= BBa_K118028

Other Enzymes:

BBa_C0083 BBa_K1067006 BBa_K1031922
BBa_I15008 BBa_K137000
BBa_I15009 BBa_K137014
BBa_T9150 BBa_K137067

BBa_1716153
BBa_I716154
BBa_I1716155
BBa_1716152
BBa_I742141
BBa_1742142
BBa_I1723024
BBa_1723025
BBa_K137005
BBa_K137006
BBa_K137009
BBa_K137011
BBa_K137017
BBa_K118015
BBa_K118016
BBa_K123001
BBa_K108018
BBa_K108026
BBa_K108027
BBa_K108028
BBa_K108029
BBa_K147003
BBa_K123000
BBa_K356000
BBa_K417000
BBa_K332011
BBa_K284999
BBa_K417001
BBa_K417002
BBa_K653000
BBa_K1067002
BBa_K1067003
BBa_K1152003
BBa_K1067004
BBa_K1067005

BBa_K078102
BBa_K078003
BBa_K078005
BBa_K078006
BBa_K078007
BBa_K078008
BBa_K078009
BBa_K144000
BBa_K156012
BBa_K174000
BBa_K398000
BBa_K398006
BBa_K398005
BBa_K826001
BBa_K808010
BBa_K808025
BBa_K808026
BBa_K863006
BBa_K863005
BBa_K863000
BBa_K863001
BBa_K863010
BBa_K863011
BBa_K863012
BBa_K863020
BBa_K863015
BBa_K863021
BBa_K1031620
BBa_K1031621
BBa_K1031622
BBa_K1031623
BBa_K1031624
BBa_K1031625
BBa_K1031931
BBa_K1031923
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Apéndice 10. Glosario

= ADN: abreviacién para acido desoxirribonucleico, contiene las
instrucciones genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento
de todos los organismos vivos y algunos virus. También es
responsable por su transmisidon hereditaria.

» Aminodcidos: Un aminodacido es una molécula organica con un
grupo amino (-NH2) 'y un grupo carboxilo (-COOH). Los
aminoacidos mas frecuentes y de mayor interés son aquellos que
forman parte de las proteinas.

= API (Application Programming Interface): conjunto de funciones
y procedimientos que ofrece cierta biblioteca para ser utilizado
por otro software como una capa de abstraccion. Esta especifica
como algunos componentes de software deben interactuar unos
con otros. Una serie de rutinas, protocolos y herramientas para
la construccidon de aplicaciones de software.

» CDS (Coding DNA Sequence): es una secciéon del ADN o RNA,
compuesta de exones, que codifica la fabricacion de una
proteina.

= (Cola: estructura de datos abstracta en donde sus elementos son
mantenidos en cierto orden, la adicién de nuevos elementos se
realizar por el fin y la eliminacién mediante el inicio de la misma.

» Compuestos: sustancia formada por la union de dos o mas
elementos de la tabla periddica.

*» Enzimas: moléculas que catalizan reacciones quimicas.

» Estructura terciaria: en general es la figura compleja de las
moléculas de una proteina individual. Muestra la relacién
espacial de una estructura secundaria con otra. Este tipo de
estructura controla la funcién basica de una proteina.

» Fucariotas: se denominan células eucariotas todas aquellas que
posean su nucleo y otras estructuras rodeadas de una
membrana, como el ser humano.

= Exones: es la region del gen que no es separada durante el
proceso de corte del ARM, por lo que me mantiene en el ARN
mensajero maduro. Estos contienen la informacién para
producir la proteina codificada en el gen.
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Gen: es una secuencia ordenada de nucledtidos en la molécula
de ADN. Ademas, es la unidad molecular de herencia en un ser
vivo.

Genoma: informacidén genética (hereditaria) de un organismo o
una especie en particular.

Intrones: region dentro del gen que debe ser eliminada durante
la transcripcion del ADN.

JUNG: por sus siglas en inglés, Java Universal Network/Graph
Framework.

KEGG: por sus siglas del inglés, Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes.

Metagendmica: estudio del conjunto de genomas de un
determinado entorno, directamente en su ambiente sin
necesidad de aislar y cultivar esas especies.

Nucledtidos: molécula bioldgica que forma los bloques basicos de
los acidos nucleidos (ADN y el RNA). Sus bases se representan
como: A,T,C,G,U.

Plasmido: moléculas de ADN circular o lineal que se replican y
transcriben independientes del ADN cromosdmico. Presentes en
las bacterias.

Plasmido: moléculas de ADN que se replican y transcriben
independientes al ADN cromosomico, estos se encuentran en
bacterias y algunas levaduras.

Procariotas: se denominan células procariotas, todas aquellas
gue no posean un nucleo rodeado por una membrana, como las
bacterias.

Proteinas: moléculas formadas por cadenas lineales
de aminoacidos.

Protocolos (de comunicacion): conjunto de reglas y normas que
permite que las entidades en un sistema de comunicacion se
comuniquen para poder transformar informacion.

REST (REpresentational State Transfer): es una arquitectura
simple que generalmente corre sobre el protocolo HTTP. REST
involucra la lectura de una pagina web designada que contiene
un archivo XML, el cual describe este contenido.

Rutas metabdlicas: sucesidon de reacciones quimicas que
conducen de un sustrato inicial a uno o varios productos finales,
a través de una serie de metabolitos intermediarios.
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Scripts: Un script es un guidon o conjunto de instrucciones.
Permiten la automatizacion de tareas creando pequeiias
utilidades.

Secuenciacidon: conjunto de métodos y técnicas bioquimicas con
el fin de determinar el orden de los nucleétidos (A,C,G,T) en el
ADN.

Substratos: una molécula sobre la que actla una enzima.
Usuario: profesional con experiencia en biologia o biotecnologia
que utilizara el herramienta disenada.

XML: por sus siglas en inglés, Extensible Markup Language.
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