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INTRODUCCION

En la siguiente practica o leccién guiada vamos a introducir al alumno en los
conceptos basicos de la biologia molecular y la computacion, centrandonos en el cédigo
genético universal codificado en los ADN’s y ARN’s, y atendiendo a los distintos recursos
informaticos a los que podemos acceder en la actualidad, dando a conocer el gran
potencial de esta nueva ciencia que emerge desde la biologia, la matematica, la fisico-
quimica y la computacién. De esta manera, se le abre al alumno una puerta para darle
a conocer los diferentes recursos que existen en la red para el analisis de datos
biolégicos, genéticos, protedmicos, etc, todo ello mediante una practica guiada en la que
vera el potencial de diferentes recursos y en donde se enfatizaran aspectos tedricos.

Para centrar al alumno, se le guiara a través del genoma del conocido virus
COVID-19, despertando el interés de la bioinformatica aprovechando la ingente
informacién e impacto de esta pandemia acontecida, asi como las nuevas técnicas de
inmunizacion basadas en vacunas de ARNm. De esta manera, se trata de una practica
guiada o magistral del profesor al alumno profano con algo de conocimiento, mediante
la cual, a la vez que se le muestran herramientas informaticas accesibles en red, se le
explican conceptos propios de la biologia molecular y de la bioinformatica. Durante la
practica o leccion guiada, el profesor podra o debera ir explicando conceptos como los
de transcripcion, traduccion, codigo genético universal, gen, ADN, ARN, ARNm, splicing
alternativo, ORF, CDS, intrones y exones, regiones UTR, codones, pautas de lectura de
codones en una secuencia, asi como los conceptos de biologia o fisico-quimicos
pertinentes en cada momento etc.

ACCEDIENTO A LA INFORMACION DEL VIRUS DEL COVID-19

Cuando escuchamos hablar de la pandemia del virus del Covid-19 y no somos
expertos en la materia, podemos proceder a realizar un estudio con base cientifica para
conocer muchos aspectos a tener en cuenta ante esta alarmante situacién. Si lo que
pretendemos es conocer dicho virus, sus variantes y vacunas posibles,
recomendaremos acudir a la pagina web de National Center for Biotechnology
Information (NCBI: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para comenzar a buscar informacion
acerca de este virus.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Accediendo a la pagina realizaremos una busqueda seleccionando “All
DataBase” introduciendo la palabra “COVID 19” y nos redirigira a la pagina con los
siguientes resultados de busqueda que mostramos en la figura 1.
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llustracion 1. Resultado de la busqueda en el NCBI por la palabra "Covid 19".

Vemos que si clicamos en TAXONOMY nos llevara a una pagina donde aparece
un resumen de la taxonomia del virus, su genoma e identificaciones pertinentes que
pasaremos

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 a analizar.

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 is a below-species classification of Severe

llustracion 2.
Identificacion
del virus SARS-

acute respiratory syndrome-related coronavirus

Browse taxonomy

Current scientific name Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2

Acronym SARS-CoV-2 CoV-2 y acceso
Genome type SSRNA(+) a su genoma
NCBI Taxonomy ID 2697049

en el NCBI
Podemos ver el
tamano de la

For more details see NCBI Taxonomy

CBY-SA - Alexey Solodovnikov

Genome External links secuencia del

Browse all genomes in NCBI Virus Encyclopedia of Life genoma Ios
Wikipedia ’

Reference genome ASM985889v3 Segmentas

Jan 13, 2020 .

e virales y los 11

genes  que

posee el virus.

Genome size 299 kb
Viral segments 1
Genes 11

Annotation fram NCRI RefSen
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Genome External links
Browse all genomes in NCBI Virus Encyclopedia of Life
Wikipedia

Reference genome ASM985889v3

Jan 13, 2020
RefSeq GCF 009858895.2

Genome size 29.9 kb
Viral segments 1
Genes 11

Annotation from NCBI RefSeq

SARS-CoV-2 reference genome (NC_045512.2)

5 3
ORF1ab 3a M 7b 10
ORF1a - s E 68

.?a
N

llustracién 3. Visién esquemdtica del genoma del Virus SARS-CoV-2 y sus genes. Es importante el nimero de
referencia de la secuencia o la referencia del genoma de GenBank, que en este caso es NC_045512.2

Assembly statistics Si clicamos en “Reference genome”

These statistics describe the nuclear genome of the reference sequence, GCF_009858895.2

Genome size 29.9 kb
Number of chromosomes . detallada del genoma del virus y
Number of scaffolds 1 podremos acceder a un enlace “View
GC percent 37.5 a" genes”
Assembly level Complete Genome

llustracion 4. Descripcion estadistica del genoma
Annotation details del SARS-CoV-2
i Vemos el tamario del genoma vy su
Name NCBI RefSeq . L.
o o porcentaje  de nucledtidos GC.
Genes 1 También podemos ver que hay 11
Protein-coding gl genes, indicando su identificacion,
NG Codifig 0 simbolo y nombre. Vemos que los 11
View all genes (includes updated and unannotated genes) genes de SARS_COV_2 Codlflcan para
Chromosomes proteinas:

Chromosome GenBank RefSeq Size (bp) GC content (%)

ANONYMOUS MN908947.3 NC_045512.2 29.903 37,5

nos llevard a una pagina en donde
aparece una descripcion mas
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llustracion 5. Los 11 genes del virus de SARS-CoV-2 y las proteinas viricas para las que codifican.

b e

Gene ID

43740568

43740569

43740570

43740571

43740572

43740573

43740574

43740575

43740576

43740577

43740578

Symbol

s

ORF3a

ORF&

ORF7a

ORF7b

N

ORF10

ORF8

ORFlab

Gene name

surface glycoprotein
ORF3a protein
envelope protein
membrane glycoprotein
ORF6 protein

ORF7a protein

ORF7b

nucleocapsid phosphoprotein
ORF10 protein

ORFE protein

ORF1a polyprotein;ORF1ab polyprotein

productos proteicos.

Rows per page 111 0f 11 <

Gene type Transcripts Action

protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding

protein-coding

Rows perpage 20 v 1-110f11 <

Si clicamos en cada
uno de los 11 genes
podemos acceder a un
navegador genomico
para ver dichas
regiones en el genoma,
asi como sus
transcritos y productos.
A estas alturas, ya
hemos identificado que
el COVID-19 (SARS-
CoV-2) es un virus de
ARN con un genoma
de tamano 29.9 kb.
Observamos que de 11
genes salen 28

llustracion 6. Podemos acceder al fichero FASTA del gen que codifica a la proteina S, asi como su transcrito y

Download

Download a data package for gene (GenelD:
43740568)

Select file types - estimated size 1 Mb
Gene sequences (FASTA)

[] Transcript sequences (FASTA)

[[J Protein sequences (FASTA)

Your selected data will be downloaded as a ZIP archive

Name your file

nchi_dataset.zip

Cancel [VOTHIGED]

proteina para analizarlo
con el programa SnapGen
Viewer que veremos mds
adelante.

Si
descargamos  los
ficheros FASTA del
gen, transcrito vy
proteinas podemos
ejecutarlos en
SnapGene Viewer
y ver la secuencia
de aa del transcrito.

Las
herramientas que
vamos a utilizar son
la base de datos del
NCBI, el buscador
ORF FINDER vy el
programa de
descarga gratuita
SnapGene Viewer.
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T m
wWhole Protein
Length 1273 aa
P Molecular Weight 141.178,79 Da
b Extinction Coefficient (280 nm) 146.460 M cm™*
b Absorbance (280 nm, 0,1%%) 1,04
Isoelectric Point (pIl) 6,10

Charge at pH | 7,0 ~ -26,80

llustracion 7. Secuencia de
aa en codigo de 1 letra para
la proteina S en SnapGene
Viewer. El  programa
numera la secuencia desde
el 1 en adelante, no
teniendo en cuenta en este
caso la secuencia total del
genoma, pues hemos
descargado solo la
traduccion de la proteina S
desde el NCBI en la pdgina
comentada.

Podemos
acceder a las
propiedades de la
secuencia de aa de
la proteina desde
SnapGene  Viewer
donde nos indicara el
numero de tipos de
aa que aparecen, su
porcentaje, asi como
datos fisico-quimicos
de la proteina S

llustracion 8. Propiedades

de la proteina S en SanpGene Viewer.
Podemos ver el numero de cada tipo
de aa y su porcentaje en la secuencia,
asi como sus propiedades fisico-
quimicas.

También podemos ir a

Amino Acid Number Percent

A Ala Alanine 79 6,21 los detalles de los genes y
C Cwys Cysteine 40 3,14 s
= E e T = S accederemos a una pagina
E Glu Glutamic Acid as 3,77 con un SummaDL un
F Phe Phenvylalanine 77 6,05 .

o= = e o e Genomic _Context y a
H B S ie e 17 1,34 Genomic regions,
I Ile Isoleucine 76 5,97 .

o T e e gt transcripts, and products y
I Leu Leucine 108 8,48 otros de mucho interés.

™M Met Methionine 14 1,10

N Asn Asp_aragine 838 S,91 POdemOS Obtener
P Pro Proline 58 4,56 . L, i

Q Gin Glutamine 62 4,87 mucha informacién de dicho
B AANS Aroinine 2= 2a 20 gen que codifica para la
s Ser Serine o9 7,78 , ,

T Thr  Threonine o7 = famosa proteina S, asi como
b val Maliirs 27 762 al ftranscrito y productos
W Trp Tryptophan 12 0,949 .

Y Tyr Tyrosine 54 4,24 flnales-

Con el fichero FASTA de la secuencia gendmica de la proteina S descargado
podemos ejecutarlo en el programa SnapGene Viewer, donde podremos acceder a la
secuencia y seleccionar el marco o pauta de lectura 1, que es el que empleara el

ribosoma para la traduccion de la proteina en cuestion.
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“ Genomic regions, transcripts, and products All? llustracién

Genomic Sequence:  NC_0455122
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Desde la pagina anterior, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-
hub/genome/GCF 009858895.2/ podemos acceder al fichero de GenBank del: Severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate Wuhan-Hu-1, complete genome
NCBI Reference Sequence: NC_045512.2. Desde aqui podemos acceder al fichero en
formato FASTA para obtener la secuenciacion del genoma a la que se hace
referencia, donde indica la fecha, laboratorio, autores y métodos empleados, asi como
otros datos de interés para el investigador. Vemos que, a pesar de ser un virus de ARN,
la notacion en su secuenciacion se hace en base al cédigo de “letras” de nucledtidos de
ADN (“A”,”T”,”C”,”G”), donde aparece la Timina en vez del Uracilo propio de los ARN’s.

Ahora, para probar herramientas de bioinformatica y aprender conceptos,
al margen de que tengamos los genes identificados del virus SARS-CoV-2, pasaremos
a buscar los ORFs copiando la secuencia del fichero FASTA y entrando en la pagina
del NCBI (National Center for Biotechnology Information del National Institutes of Health,
que es una institucion publica de los EEUU). En esta pagina hay una herramienta de

analisis. https://www.ncbi.nlm.nih.qov/orffinder/

ORF FINDER es un programa on line para encontrar marcos abiertos de
lectura en secuencias de DNA, o RNA en nuestro caso. Al ejecutar el programa nos
aparecen 159 marcos de lectura abiertos. Hemos de tener en cuenta que ORF finder
solo busca marcos de lectura abiertos —un concepto tedrico que no necesariamente
ha de corresponder a un CDS-, determinados por los codones de inicio y stop, sin
tener en cuenta las regiones promotoras, UTR’s, etc, es asi que salen mas posibles

proteinas que las que realmente se dan en la descripcion del virus en GenBank.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
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llustracién 10. Marcos Abiertos de Lectura en el genoma del SARS-CoV-2

Sabemos que Laregion de codificacion de un gen, también conocida
como CDS (Coding Sequence), es esa porcion del ADN de un gen o bien ARN que
codifica la proteina. La region generalmente comienza en el extremo 5’ por un codén de
inicio y termina en el extremo 3’ con un coddén de terminacion. Analizando el fichero de
Gen Bank NCBI, Reference Sequence: NC 045512.2 podemos extraer la informacion
real del virus secuenciado y sus proteinas o productos génicos funcionales que se
indican en los FEATURES. Podemos resumirlos para el caso del SARS-CoV-2 concreto
secuenciado por este equipo y laboratorio que se indica. Pasamos a resumir cierta
informacién de los FEATURES como los 11 genes y sus CD’s correspondientes, asi
como sus localizaciones y rangos en la secuencia de la cadena de ARN que, por
convenio, se escribe en el sentido 5’->3’ (aqui no adjuntamos la secuencia de la cadena,
pues es muy larga):

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..29903
/organism="Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2"
/mol type="genomic RNA"
/isolate="Wuhan-Hu-1"
/host="Homo sapiens"
/db xref="taxon:2697049"
/country="China"
/collection date="Dec-2019"

llustracion 11.Parte del FEATURES del fichero donde indica cudndo y donde se secuencio, asi como el organismo y
su taxon de referencia.

Del fichero GenBank referente a la referencia indicada del virus SARS-CoV-2
podemos extraer la siguiente informacién que resumimos sobre sus genes y los


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2697049
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respectivos CDS’s, asi como sus traducciones a aa, que no los adjuntaremos por
ahorrar espacio.

- Region 5’ UTR 1..265

- Gene: 266..21555 /gene="ORF1ab" con la Regiones Codificadoras:
o CDS: join(266..13468,13468..21555)
o CDS: 266..13483

- Gene: 21563..25384 /gene="S" /locus_tag="GU280_gp02" /gene_synonym="spike glycoprotein"
o CDS: 21563..25384

- Gene: 25393..26220 /gene="ORF3a" /locus_tag="GU280_gp03"

/db_xref="GenelD:43740569"

o CDS: 25393..26220

- Gene: 26245..26472 /gene="E" /locus_tag="GU280_gp04" /db_xref="GenelD:43740570"
o CDS: 26245..26472
- Gene: 26523..27191 /gene="M" /locus_tag="GU280_gp05" /db_xref="GenelD:43740571"

o CDS: 26523..27191
- Gene: 27202..27387 /gene="ORF6" /locus_tag="GU280_gp06"
/db_xref="GenelD:43740572"
o CDS: 27202..27387
- Gene: 27394..27759 /gene="ORF7a" /locus_tag="GU280_gp07"
/db_xref="GenelD:43740573"
o CDS: 27394..27759
- Gene: 27756..27887/gene="ORF7b" /locus_tag="GU280_gp08"
/db_xref="GenelD:43740574"
o CDS: 27756..27887
- Gene: 27894..28259 /gene="ORF8" /locus_tag="GU280_gp09"
/db_xref="GenelD:43740577"
o CDS: 27894..28259
- Gene: 28274..29533 /gene="N" /locus_tag="GU280_gp10" /db_xref="GenelD:43740575"
o CDS: 28274..29533
- Gene: 29558..29674 /gene="ORF10" /locus_tag="GU280_gp11"
/db_xref="GenelD:43740576"
o CDS: 29558..29674
- Region 3'UTR: 29675..29903

Cabe sefalar que estos CD’s indicados en el fichero de GenBank del virus son
los marcos de lectura abiertos que realmente se expresaran en el virus, siendo que
los localizados por ORF Finder anteriormente lo son desde un aspecto tedrico, siendo
la experimentacion la que nos indicara cuadles de ellos verdaderamente son
codificadores. En los FEATURES, en cada CDS aparece la traduccioén a proteinas o
producto génico que se expresa realmente en el virus. Para probar la eficacia de ORF
FINDER intentaremos localizar el ORF correspondiente a la famosa “proteina S” del
virus, y la compararemos con la traduccion que aparece en el fichero de GenBank que
hemos consultado.

La traduccion del CDS que da lugar a la proteina S produce una secuencia,
segun el fichero Gen Bank, que viene dada por los aminoacidos:

/translation="MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVFRSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVS
GTNGTKRFDNPVLPFNDGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCEFQFCNDPFLGVYYHKNNKS
WMESEFRVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPQGFSALEPLVDLPI
GINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGI
YQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCF
TNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIY
QAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGV
LTESNKKFLPFQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPT
WRVYSTGSNVFQTRAGCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQSIIAYTMSLGAENSVAYSNNSI
AIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVFAQVKQIYKTPPIK
DFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNKVTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDEMIAQYTSAL
LAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIGVTQNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDVVNQNAQ
ALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDKVEAEVQIDRLITGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKR
VDFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAICHDGKAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTD
NTFVSGNCDVVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDL
QELGKYEQYIKWPWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSEPVLKGVKLHYT"

Sabemos, por GenBank, que dicha proteina viene codificada en la secuencia
del genoma en la region CDS: 21563..25384. Ello nos indica que ORF Finder busca
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marcos abiertos de lectura, pero que no contempla el hecho de los promotores que son
necesarios para el inicio de la traduccion y que vendran a ser los CDS’s que realmente
se traducen a aminoacidos. Ahora, al conocer donde es el inicio de la proteina “S” en
la secuencia, procederemos a ponerlo en el buscador de ORF FINDER, situandonos en
el nucledtido en cuestion donde comienza el codon de inicio de dicha proteina.

4K Bk 8k ok o2k pak o ek pak 20k Bzzk (24
%ind: “ lVMC:I D aQ & i = A Tools ~

21,540 |21.550 [BEL Marker 1 21570 |21.589
GATGTTCTTGTTAACAACTAAACGAACA&TGTTTGTTTTTCTTGTTTTATT

CTACAAGAACAATTGTTGATTTGCTTGTTACAAACAAAAAGAACAAAATAA
r 5.14.201441514 el [

» »
GAT GTT CTT BTT AARC ARC
D U L V] ] N

ORF26 =
iTe  TTT &IT  TIT CTT &IT TIA TTG
| P v F L v L L

ATG TIC TIe TTA ACA ACT ARA  CGBA  ACA
M F L b i T

21,540 21,558 [21.568 21,578 21,580

Y

llustracion 12. Inicio de la proteina S en la secuencia del genoma en la etiqueta Marker 1. Podemos ver los 8
primeros aa de la proteina que se corresponden con los indicados en GenBank. Vemos que el inicio de la proteina
S estd dentro de un ORF ya iniciado anteriormente en la secuencia por ORF FINDER.

Desde ORF FINDER podemos poner un marcador de inicio donde indica el CDS
de la proteina S en el fichero Gen Bank, asi como otro marcador en su fin:
21563..25384. Vemos que el CDS de la proteina S se encuentra dentro de un ORF
identificado por ORF FINDER, pero no en el inicio de éste a causa de la pauta de
lectura. En ese rango de la secuencia que hemos marcado, podemos observar como
ORF FINDER nos muestra otros marcos de lectura abiertos, algunos en la hebra
codificante con una u otra pauta de lectura posible, otros lo mismo, pero en la hipotética
hebra complementaria que, en nuestro caso, al tratarse un virus monocatenario de
ARN, no existe, pero que ORF FINDER si contempla en este caso.

% Tools — | # Tracks — " =

orFF=1 BT
orF7= H
o~~~ HEE
s mm ORFF7F — Hc
orF= 1
= —— I- ORl=12f
o g ORFFS OoORF:

I orRrF=s=s orFs= § orFF7= BB
E oRF1=1 orFs= § orFE= § oRrFs B B orF<s
orFcs3 1 or71 § B jlorF1=- E ORFioo
orRF=2s § orRFes o= m B oRF1=2S

oRrFs7F § B orRF=S=
I OoORF1G1
E oRF1=S

DRFETS

E oRF1=9S

llustracion 13.Dos marcas en el inicio y fin del CDS correspondiente a la proteina S dentro del ORF26 identificado
por el programa. Mediante el buscador del navegador podemos poner marcas en la secuencia o seleccionar rangos
dentro de esta para realizar busquedas en Gen Bank del NCBI.
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SnapGen Viewer

Podemos utilizar el programa gratuito SnapGene Viewer y cargar la secuencia
FASTA del virus para obtener un grafico de su genoma, con los 11 marcos de lectura
correspondientes a los 11 genes con sus respectivos CDS, indicados en color naranja
y en el sentido de lectura de la hebra de ARN, de 5’°->3’, siendo que también aparecen
otros 4 CDS’s, en color verde y sentido opuesto, que el programa calcula al interpretar
la lectura de la “tedrica e inexistente, en este caso, hebra molde” —pues nuestro virus
es de ARN monocatenario positivo, solo que SnapGene Viewer nos calcula la lectura
de la hebra complementaria, hipotética en este caso-. También podemos observar en la
secuencia donde actuan las diferentes enzimas.

BsrBI (28.436)
Absl - Xhol - PspXI - PaeR71 (28.473)
| BseYI (29.19)

PspFl (29.202)
| Stul (29.528)

(26.751) Agel - SgrAl
Narl - BsaHI (675) B ‘

(674) KasI | Sfol (676)

|

(336) Nrul | | (25.149) BepEl ‘ |_ORF10

per et || T g678) EcoS3KI (15.100) 1) s

265) Taq .‘ I‘,w‘//agll (846)  Xmal - TspMI (4252) Sacl (15.102) ORF3a [/ (27)
i Wl e
L “I‘.‘;’ / Smal (4254) Fackis%o) | NgoMIv (15.958) (25.313) BamHI ‘.‘;‘ iR

(0) Start, ‘.‘l i/ ‘ Pmel (6747) ORFlab Nael (15.960) (25.140) Swal “‘{’ End (29.903)

NC_045512
29.903 bp

llustracion 15. Esquema del genoma del SARS-CoV-2 indicando sus genes en naranja y las enzimas asociadas a las
regiones del genoma.

llustracion 14. Mapa del genoma del SARS-CoV-2 con sus CDS, UTR'S y productos génicos asociados. De otro
. T s
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lado, podemos ver en la secuencia del genoma, mediante SnapGen Viewer, el
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porcentaje de nucledtidos C, G, que sirve de base para el analisis de un gen por las
propiedades fisicoquimicas de estos dos nucledtidos.

! L L a0 B0

llustracién 16. Contenido en porcentajes de bases C/G en la cadena de ARN del genoma del virus SARS-CoV-2.
Observamos que en los extremos de la secuencia del genoma de ARN aumenta el porcentaje de bases de
desoxirribonucledtidos C/G.

También, desde el NCBI podemos descargar el fichero FASTA del genoma de
SARS-CoV-2 secuenciado en cuestion y abrirlo con SnapGene Viewer.

Hemos de tener presente que SnapGene Viewer permite carga de la pagina
del NCBI los genomas y sus FEATURES si le indicamos la referencia o nimero de la
secuencia NCBI (en nuestro caso, para el SARS-CoV-2 secuenciado segun la
referencia que el NCBI Virus nos proporciona, enlace proporcionado en la busqueda
primera por “Covid 19” que hemos realizado al principio):

NC_045512

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate Wuhan-Hu-1, complete genome (Wu,F., et al.)
Attributes

Nuc Completeness: complete

Length: 29903

Mol Type: RNA

Host: Homo sapiens

Geo Location: China

Collection Date: 2019-12

jauguu culuguuaaca acuaaacgaa caauguuugu uuuucuuguu uuauugccac uagucucuag 21.600
. N . . 7095 . ;

D V L Vv N N |

D V L Vv N N H= -
M F L L T T K R T M F Vv F L VvV L L P L VvV s s -

llustracién 17. Observamos donde comienza el inicio de la codificacion de la proteina S, procedente de un ORF ya
abierto anteriormente en la secuencia. SnapGene Viewer nos muestra los posibles marcos de lectura abiertos, pero
en este caso identifica el CDS de la proteina S, que serd la codificacion que finalmente se traducird o expresard
genéticamente.
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llustracion 18. Vemos el inicio del gen que codifica para la proteina S en azul.Hay 3 pautas de lectura que se indican,
las cuales dan lugar a distintos aa. la nuestra es la marcada en naranja. Vemos que antes de la Metionina que inicia
la secuencia de, en el marco abierto le precede una Treonina (T).

dgauguu cuuguuaaca aclUagaacCcgaa Cgauguuugu uuuucuuguu uuauugc

llustracion 19. Vemos que el CDS que precede a la secuencia del CDS de la proteina S, marcado con una X en en
dibujo, tiene una pauta de lectura diferente a la de la codificacién de la proteina S, la cual esta debajo y cuyo ORF
se inicia anteriormente, indicado con la M en un circulo mds a la izquierda. Ese ORF ya estd abierto, pero en él la
cadena ha sido utilizada en una pauta de lectura diferente a la identificada por el programa, la pauta de lectura
que produce la traduccion que hay encima de ésta. Cuando se inicia la traduccion de la proteina S, el ribosoma
utilizard esta segunda pauta y no la primera que venia utilizando, siendo que indicamos el primer aa de la proteina
S con la M en el segundo circulo de la figura, lugar donde comienza la secuencia de aa de la proteina S.

21.600

21.750
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Ahora podemos volver al NCBI datasets del gen que codifica para la proteina
S, acceder a las regiones gendmicas del: S surface glycoprotein [ Severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 ] Gene ID: 43740568, updated on 7-May-2022
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/43740568).  Seleccionamos la banda roja
corres’pondiente al CDS del gen S y accedemos a un menu que nos lleva a la base de
datos BLAST, en concreto accedemos a BLAST Protein: YP _009724390.1, en donde
se selecciona la region concreta de la proteina S. Nos aparecera un listado de
busqueda con resultados de secuencias que, por alineamiento, aparecen de mayor a
menor identificacion con las habidas en la BB.DD del BLAST Protein.

Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download Select columns ~ Show | 100 ¥ (2]
select all 700 sequences selected GenPept Graphics Distance tree of results  Multiple alignment MSA Viewer
G L SEOR Scorm | Score | Caver |vatus | tomt |len |  Acossmon
- -~ -~ -~ - -
surface glycoprotein [Severe acute respiratory_syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 2557 2557 99% 0.0 100.00% 1282 BCNB6353.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 2555 2555 99% 0.0 100.00% 1273 QIZ15717.1
Chain A, Spike glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2| Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 2554 2554 99% 0.0 100.00% 1310 6XR8 A
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru. .. 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QOF12329.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory_syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviry... 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QWC778851
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QRNE63738.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviry... 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QMT96172.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome corohavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviry... 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QIUSD973.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QOF15989.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Sewvere acute respiratory syndrome coronaviru... 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QMT94564 1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory_syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviry... 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QKU28906.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QOUBE714.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QZJ49063.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QKWV35819.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QIA98583.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviry... 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QIZ14569.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory_syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QIZ16559.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QIUB1873.2
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 2553 2553 99% 0.0 98.92% 1273 QOU93902.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviry... 2653 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QOF10625.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 2553 2553 99% Q.0 100.00% 1261 QXF49728.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QIUus81885.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 25563 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QWC76579.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QKV06859.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QOF08429.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory_syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 256563 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QIS61254 1
surface g|vcoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviru... 2553 2553 99% 0.0 99.92% 1273 QNV50022.1
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2] Severe acute respiratory syndrome coronaviry... 2553 2553 99% 0.0 100.00% 1273 YP_009724390.1

llustracion 20. Listado de secuencias encontradas tomando como referencia la proteina S en Blast del NCBI. La mayoria muestrasn un 100% de
identidad.

Podemos acceder a la informacion del enlace de la 12 secuencia de la busqueda
y en ella aparecera sus descripciones, asi como su alineamiento con las secuencias de
la BB.DD de BLAST, mostrando las identidades de nucleétidos y posibles gaps en los
alineamientos en la busqueda por comparacion de secuencias. Desde este fichero hay
un enlace de Graphics donde podemos acceder a un navegador de BLAST sobre la
secuencia de aa. En el, en rojo, podemos ver una primera regién no alineada, pues el
alineamiento correcto comienza en la posicién 12, como se indica en el resultado de la
busqueda en la base de datos de BLAST.
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. Dowvwnload ~ GCenPept Graphics

surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2]
Sequence ID: BCNB86353.1 Length: 1282 MNMumber of Matches: 1

Range 1: 21 to 1282 GenPept Sraphics

“Score Expect Method Positives Gaps
2557 bits(6627F) 0.0 Compositional matrix adjust. 1262/1262(100%0) 1262/1262(100%% ) O0/12
QuIiery e SSQCWNMNLT TRTQLPPAY THNSFTRGWYWYYPDKWFRSSWLHSTQDLFLPFEFSMWITIWFHATHWS e B
SSQOCWYWNLT TRTQLPPAY THNSFTRGWYYPDKWFRSSWVLHSTQDLFLPFFSMWITIWFHATHWVS
Sbjct 23 SSQCVHMNLTTRTQLPPAY THNSFTRGWY Y PDKWFRSSWVLHSTQDLFLPFFSMWTIWFHATHWVS s
Query T2 GTHNGTKRFDMPWVLPFMNDGWYYFASTEKSHNIIRGWIFGT TLDSKTQSL LITWRNRNATRWW LKWC 1331
GTHNGTKRFDNMPVLPFNDGWYYFASTEKSMNITRGWIFGT TLDSKTOQSL L TWMNRNAT MWW TEKWC
sSbjct 8281 GTHNGTKRFDMPVLPFMNDGYYFASTEKSHITRGWIFGT TLDSKTQSL L TWRRNATRMWW TKWC 1A
Query s B EFQFCMNDPFLGVY YHKMNNKSWMESEFRVYSSAMNMNCTFEYWSQPFLMDLEGKQGHNFKMNLRE 191
EFQFCHNDPFLGYWY Y HKMMKSIWMESEFRWYSSAMMNMCTFEYWSQPFLMDLEGKOQGHNFEFKMNLRE
sSbijct AA1 EFQOFCHNDPFLGVYVY YHKMMKSIWMESEFRWVYSSAMMCTFEYWSOQPFLMDLEGKOQGHNFKMNLRE 20
Query 192 FWFKMNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPOGFSALEPLWVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTP 251
FVFKMNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPOGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTRP
sSbjct 201 FWFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPOGFSALEPLWVDILPIGINITRFQTLLALHRSYLTP 262
Quer™y 252 GDSSSGEIWT AGAAANY Y VWGEGY LOPRTFLLKYMNENGT ITDAVWVDCALDPLSETKCTLKSFTWEKG 2321
GDSSSGIWTAGAAAY Y WGY LOPRTFLLKYMENGT ITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTWEKG
sbijct 2671 GDSSSGEIWT AGAAANY Y WGEGY LOPRTFLLEKYMNEMNGT ITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTWEKG =222
QuUer™y =212 IYOQTSMNFRWVQPTESIWRFPMNITHNLCPFGEWVFMNATREFASWVYAWWNRKRISMNOCWADY SWILYMNS 274
IYOTSNFRWOPTESIWRFPMNITHNLCPFGEWFMNATRFASWVYAWNRKRISMNCWADY SWILYMNS
sbijct 320 IYOQOTSMNFRWYWOPTESIWRFPMITHNLCPFGEWFMNATREFASWVYARWNMNRKRISHMNCWADY SWILYMNS Er=1=]
Query IT7T2 ASFSTFKCYGWVWSPTKLMNDLCFTHNWYADSFWIRGDEVRQIAPGQTGK TADYRNNY KL PDDFEFTG A3
ASFSTFKCYGWSPTKLNDLCFTMNWY  ADSFWIRGDEVRQOQIAPGOTGK TADYMNYKLPDDFTG
sbijct 281 ASFSTFKCYGWSPTKLMNDLCEFTMNYWY ADSFWIRGDEVRQIAPGOQTGK TADYMNYKLFPDDFTG e B N
Query A2 CWVILIAWNSMNMNLDS KWGGHNY MY LY RLFRKSMNMLKPFERDISTEIYOQOAGSTRPCMNGWEGFMNCYFP A2
CWLTAWNSMMLDSKWGEGENYMNY LY RLFRKSHMNLKPFERDISTEIYOQOAGS TPCHNGWEGFMNCYFP
Sbjct AAd CW LAWNSMNLDS KWGGHNYMNY LY RLFRKSMNLKPFERDISTE LY OQAGSTPCMNGWEGFNCYFP S
Query AD2 LOSYGFQPTHGVGYQPY RWVWWLSFELLHAPATWVCGPKKSTHNLVKNKCWVNEFHNFMNGLTGTGW S54
LOSYGFOQOPTHNGWVGYQPYRWVWVWILSFELLHAPATWVCOCGPKKSTRHNLVKMKCWMNFMNFNGLTGTGW
Sbjct Sel LOSYGFOPTHNGVYGYOPYRWVWVVWVLSFELLHAPATWVCGPKKS TRHNLWVKMKCWVNFMNFMNGL TGTGW S
Query 552 LTESMNMKKFLPFOQOFGRDIADT TDAVWRDPOQTLEILDITPCSFGGWSWITPGTRNMTSMOWAWL L= e
LTESMKKFLPFQOFGRDIADT TDAVWRDPQTLEILDITRPCSFGGWSWITRPGTRMTSMOWANWL
sbijct 5661 LTESMNMKKFLPFOQOFGRDILADT TDAVWRDPOTLEILDITRPCSFGGWSWITRPGTRMTSMOWANWL 526
Query 512 ODWHRCT EWPWATHADQL TPTWRWYSTGSMNWYWFQTRAGCL TGAEHWMNMNSY ECDIPIGAGIC LS I
Y OQDWHMNCTEWVPVYATHADQLTPTWRWYSTGEGSMNWFQTRAGCL TIGAEHWVMNMNSYECDIPIGAGIC
sbijct 21 ODWHRCTEWPWYWATHADQL TPTIWRWYSTGOESMWYWFQTRAGCL TGAEHWMNMNSY ECDIPIGAGIC 586
QuIiery G722 ASYOQTQTHMSPRRARSWVASQSTIAY TMS LGAEMNSWAYSMMNSTATPTMEFTISWYWITTEILPWSM e 7 I
ASYQTOTMNSPRRARSWVASQOST LAY TMS LGAENSWAYSMMNSTIATPTHNFTISWITEILPWSM
sbijct 5281 ASYOTQTHMSPRRARSWVASQSTIIAY TMSLGAEMNSWAYSMMSTATPTMNFTISWITTEILPWSM Faa
Query FI> TKTSWYDCTMY ICGDSTECSHNLLLOYGSFCTQLMRALTGIAVWEQDKMNTQEWFAQWKOQIT KT Fo4
TKTSWYWDC TMY ICGDSTECSMNLLLOYGSFCTQLNRALTGLIAWVEQDKNTOEWFAOWKOIWKT
Sbjct FAaAl TKTSWYWDCTMY LCGDSTECSMNLLLOYGSFCTQLMNRALTGIAVEQDKMNTQEWFAQWKQIWKT t=l=1=]
Quiery T PPIKDFGGFMFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFMNKWTLADAGFIKOQYGDCLGDIAARDLIC 851
PPIKDFGGFHNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFMNKWTLADAGFIKOYWGDCLGDTIAARDLIC
sSbjct sol PPIKDFGGFMFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFMNKWTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLIC s8c
Query 252 AOKFRNGLTWLPPLLTDEMIAQY  TSALLAGTITSGWT FRFGAGAALQTPFAMOMAYREFMNGIGW b= e
AOQOKFMNGLTWLPPLLTDEMIAQY TSALLAGTITSGWT FGAGAALQTRPFAMOMAYRFMNGIGW
sSbjct s861 AQKFMGLTWLPPLLTDEMIAQY TSALLAGTITSGIWT FGAGAALQIPFAMOMAY RFMNGIGW p=PrX=]
Query 912 TOMNYLYEMOKLTANQFHNSATGKTITQDSLSSTASAL GKLOQDWWMOMAOQALMNTLVWKQLSSMEFG k=g B
TOMNWLYEMQKL TANQFHNSATGKIQDSLSSTASALGKLQDWWRMOMAQALMNTLWVWKQLSSMEFG
sbijct 920 TOMNMWLYEMOKLIANQFHNSATGKIQDSLSSTASALGKLOQDWVWRMOMNAQALMNTLWVWKQLSSMEFG oB@
Query 972 ATSSWVILNDILSRLDKWVEAEVQIDRLITGRLOSLOQTYWITOOQLIRAAETIRASAMNMLAATKMSE 1321
ATSSVYLMNDILSRLDKWEAEVQIDRLITGRLOSLOTYWTOQOQLIRAAEIRASAMLAATKMSE
sbijct == B ATSSWVLNDILSRLDKWVEAEVQIDRLITGRLOSLOTYWITOQOQLIRAAETRASAMNMLAATKMSE 1240

Query 132 CWLGODSKRWDFCGKGYHLMSFPOQSAPHGWWFLHVYTYWPAQEKMNFEFT TAPATCHDGKAHFEFPR HEZL=l
CWLGOSKRWDFCGKGYHLMSFPOQSAPHGWYFLHWYTYWPAQEKMNFEFT TAPATCHDGKAHEFPR
sbijct A Sad CWLGODSKRWDFCGKGYHLMSFPOSAPHGWWFLHWVTYWRPAQEKMFT TAPATCHDGKAHFPR 11 S

Query 1292 EGWFWSMNGTHIWFWVTOQRMNFYEPQITITTDNT FVSGNCDWVWVYIGIVHNNTWYDPLOFPELDSFKEE i B B
= EGVEFWVSMNGTHIWEFWVTORMNEYEPQILILITTDNTFEFVWSGHNCDWWYWIGIVMNNTWYDPLOPELDSFKEE
Sbjct 11l EGVWFWSNGTHIWFWVTORMFYEPQIITTDMT FRFWVWSGHNCDWVIGIWVNNTWYDPLOPELDSFKEE 115

Query 1152 LDKY FKMNHTSPDWDLGDISGIMNASWYWWNIQKEIDRLMNMEVAKMLMNESLIDLOQELGKYEQY I K 12171
LDKY FKMNHATSPDWVDLGDISGIMNASWWVNIQKEIDRLMEVAKMNMLMNESLIDLQELGKYEQY I K
sSbjct 1161 LDKY FKHNHATSPDWDLGDISGIMNASWYWWVNIQKEIDRLMNMEVAKHNLMNESLIDLOQELGKYEQY LK A220

Query 1212 WPIWY IWLGFIAGLIAIVMYv T ImMlcomtscoesclkgococscgscckFDEDDSEPVYLKGWKILH 1274
WPIWY TWLGFITAGL ITATWYWMYT IMLCCMTSCCSCLKGCCSCGOESCCKFDEDDSEPWLKGWKLH
Sbjct A221 WPIWY TWLGFITAGL TATWMWYT IMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCOCCKFDEDDSEPWVLKGWKILH 1282

Query A272 e 1272
sSbijct 1281 " 1282

llustracion 21. Cadena de aa de la Surface Glycoprotein de la proteina S. La 12 cadena comienza a alinerse a partir del aa 12 hasta el 1281.
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llustracion 22. Hemos seleccionado en el navegador de BLAST de la 12 secuencia encontrada la regién no alineada, marcada en lineas rojas y
descrita en el recuadro donde, en azul, se muestran los aminodcidos que no se han alineado con nuestra secuencia “problema”. La cadena
empieza a alinearse a partir del aa 12 hasta el 1281.
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