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SISTEMA MITOCONDRIAL ANIMAL (SISMIT): UN PROGRAMA DE
COMPUTACION APLICADO EN EL ANALISIS MOLECULAR DE LOS
GENOMAS MITOCONDRIALES DE ANIMALES VERTEBRADOS

SISTEMA MITOCONDRIAL ANIMAL (SISMIT): A COMPUTING SOFTWARE BASED IN THE
MOLECULAR ANALYSIS OF MITOCHONDRIAL GENOMES OF VERTEBRATES

C. Scotto' y R. Valdivia?

RESUMEN

El presente trabajo reporta el disefo de un programa de computacién que analiza a nivel
molecular las secuencias del DNA mitocondrial de 37 animales vertebrados domesticos y sil-

vestres de importancia zoogenética.
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ABSTRACT

The present article reports the design of a computing program which analizes at the molecular
level the sequences of mitochondrial DNA (mtDNA) of 37 domestic and wild life vertebrates of

zoogenetic importance.
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INTRODUCCION

Los avances tanto en el campo de la biolo-
gia molecular como en la informatica han per-
mitido el desarrolio de una nueva area de la
ciencia denominada bioinformdtica.

En 1979, BROWN et al. predijeron que
las moléculas de DNA mitocondrial de los
vertebrados (mtDNA) llegarian a ser una de
Jas primeras moléculas de DNA en ser total-
mente secuenciadas con el tiempo, debido a
que son las unidades genémicas eucaridticas
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mads simples que existen en la naturaleza, pues
tienen un tamafo promedio de 16 500
nucleétidos (Rosamond, 1982) y carecen de
intrones (Anderson et al., 1981).

Abreviaturas: PCR = Polymerase Chain
Reaction; RFLP = Restriction Fragment
Length Polymorphisms; bp = base pairs.

Es asi que durante |os iltimos veinte anos
se han estado reportando las secuencias
nucleotidicas completas del DNA mitocondrial
de diferentes animales vertebrados disponibles
actualmente en el Genbank (1999) de Intemet.

Por otro lado, debido a las caracteristicas
que esta molécula posee es muy utilizada en


mailto:E-mail:scottoc@holmall.com

diferentes estudios a nivel molecular para la
construcciéon de mapas de restriccién por
RFLP (NEIL et al., 1979; Brown, 1980) o para
laamplificacién de segmentos especificos por
PCR (Higuchi et al., 1984). El patrén
electroforético de bandas obtenido en un gel
por RFLP o PCR, junto con el patrén de ban-
das de un marcador comercial, en cualquier
laboratorio son analizados a simple vistaocon
la ayuda de lectores pticos para su deteccién
(Scott et al., 1993).

Hoy, existen programas de computacién
que son bancos de datos de secuencias
nucleotidicas como el Genbank (Altschul et
al., 1990) y de secuencias de aminodcidos
como el Proteindata Bank (Bernstein et al,,
1977). Otros programas de computacién tra-
bajan con estas secuencias haciendo predic-
ciones, comparaciones por homologia y anéli-
sis de sus propiedades intrinsecas como son
el Blastp, Seqaid, Oligo, Macaw, etc., (Karlin
& Altschul, 1990). Sin embargo, ningin pro-
grama integra tanto la informacién molecular
dentro de una base de datos junto con las se-
cuencias nucleotidicas o de aminodcidos y las
principales técnicas moleculares utilizados en
el anélisis de genomas mitocondriales como
son el RFLP y el PCR.

En respuesta a este problema, se desarro-
[16 y patenté el programa de computacién Sismit

Sistema mitocondrial animal (SISMIT): Un programa de

Animal, Versién 1.0 (1999). Este programa
constituye el primer programa de biologia
molecular aplicado en el andlisis del mtDNA
de animales vertebrados utilizando un sistema
visual de andlisis de imdgenes digitales por
computadora.

MATERIALES Y MéTODOS

El Sismit Animal (1999) fuc creado utili-
z4dndose el programa Pascal, version 7.0
(Tenenbaum & Augenstein, 1981) y la infor-
macién del trabajo de Tesis de Scotto (1996).

RESULTADOS

El Sismit Animal fue disefiado de forma
versatil para funcionar en computadoras des-
de el modelo AT-286 con | Megabyte de
Memoria RAM y en cualquier tipo de pantalla
monocromatica o a color.

El programa utiliza algoritmos matemati-
cos apropiados para proyectar una pantallade
Mend Principal (Fig. 1) y vanias pantallas para
los Submenus que contienen diferentes opcio-
nes seleccionables por el usuario (Fig. 2).

Dentro del Mend Principal las opciones Da-
tos Basicos y Diccionario son bancos de
datos con informacién mitocondrial actualiza-

Sistema Mitocondrial

Diccionario

Salir

Secuencias de ADNmt
Técnicas moleculares

Configuracién

Figura 1. 1) Datos basicos; 2) Secuencias de DNAmt; 3) Técni-
cas moleculares; 4) Diccionario; 5) Configuracién; 6) Salir
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da (Fig. 3), los cuales estdn complementados
con la proyecci6n de graficos descriptivos para

Datos Basicos I

Biogénesis
Fusioén

Divisién
Enfermedades
Estructura
Fisiologia

ADN mitocondrial
Cédigo genético
Replicacién
Transcripcién
Traducciodn
Herencia Materna
Filogenia y eveclucién

Salir

Figura 2. 1) Historia; 2) Biogénesis; 3) Fusion; 4) Division,
5) Enfermedades; 6) Estructura; 7) Fisiologia; 8) ADN
mitocondrial, 9) Cédigo genético; 10} Replicacién; 11)
Transcripcion; 12) Traduccion; 13) Herencia Materna; 14)
Filogenia y evolucion; 15) salir.

cada tema seleccionado (Fig. 4).

La opcién

Secuencias

del DNA

mitocondrial permite seleccionar el mtDNA
de uno de los 37 animales vertebrados dife-

13/26

enfermedades asociadas al adn mitocondrial
(o]
Las principales citopatias mitocondriales soa:
ENFERMEDAD ABREVIACION TIPO DE SECUENCIR DEL
MUTRCION ADNmt RFECTADR
Epilepsia
mioclénica ERAF
con fibra M Puntual 8344
roja desigual
Rvanzar i 4 Ver grafico : [F1]
Retroceder : T salir (ESC)
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Figura 3. Se describe una citopatia mitocondrial denomi-
nada Epilepsia mioclonica con fibra roja desigual. Su abre-
viacién: MERRF. Tipo de mutacién: Puntual. Secuencia del

mtDNA afectada: 8344
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MELAS (3243)
MMC (3260) ™

LHON (3243 y 3260) |——
LHON (4160 y 4216) |——

LHON (4917 y 5244) ———

LHON (7444) |

CITOPATIAS MITOCONDRIALES

16073,

14597 14421

{ LHON (15257 y
15812)

121

;_ﬂnon (11778)

| NARP (8993)

GENES AFECTADOS POR

MUTACIONES PUNTUALES 8470

| MERRF (8344)

{
10064  ——— DELECIONES

Figura 4. Se describe las regiones en la melécula del mtDNA donde se han

identificadeo las principales mutaciones de tipo puntual (numeros) o por delecion
(semicirculos) que producen enfermedades en humancs con las abreviacio-
nes: LHON, MEL ASMERRF, MMCy NARP.

rentes con que lrabaja el programa (Fig. 5).
Ademds, para cada cadcna del mIDNA se-
leccionada (Cadena H o L) puede obtenerse
informaci6n de cada uno de los 37 genes que
poseen las moléculas de mDNA de los
vertebrados: 22 RNA mensajeros, 2 RNA
ribosénmicos y 13 genes para proteinas (CANN
et al., 1987) como son la secuencia del gen

seleccionado, los porcentajes de bases
nitrogenadas (adenina, guanina, citosina y
timina) y el nimero de nucledtidos totales del
gen seleccionado (Fig. 6).

Dentro de erta opcidn y al scleccionarse
un gen que codifique para una proteina se ob-
tendra su secuencia de aminodcidos respecti-

(Homo sapiens)
(Homo sapiens)
(Bomo sapiens)
(Homo sapiens)
(Petramyzon marinus)

(Pongo pygmaeus pygmacus)

{Pongo pygmaeus abelii)

{Ornithorrhynchus anatinus)
(Polypterus ortanipinnia)

(Crossostoma lacustrae)
(Protopterus dolloi)
(Gallus gallus)
(Xenopus laevis)
(Rattus norvegicus)
(Mus musculus)
(Rhinocerus umicornis)
(Oncorhynchus mykiss)
(Didelophis virginiana)

Secuencia de ADN mitccondrial
Asno (Eqqus asinus) Humagpo 2
Bacalao (Gadus morhua) Humano 3
Ballena aleta (Balaenoptera physalis)} Humano 4
Ballcnz azul (Balagnoptera musculus) Humano 5
Bovino {Bos taurus) Lampraa
Caballo (Eqqua caballus) Orangutan 1
Canguro (Macropus robustus) Orangutan 2
Carpa (Cyprinus carpio) Ornitorrinco
Celacanto (Latimeria chalumnaa) Pez africano
Chimpance 1 (Pan troglodytes) Pez asiético
Chimpance 2 (Pan troglodytes) Pez pulmonado
Erizo (Erinaceus europacus) Pollo
Feeown 1 (Halichoerus gryphuz) Rzna de garras
Foca 2 (Phoca vitulina) Rata
Gato (Felis catus) Ratdn
Gibén (Hylobates lar) Rinocerontae
Gorila 1 (Gorilla gorilla) Trucha
Gorila 2 (Gorilla gorilla) Zarigueya
Bumano 1 (domo sapiens) Comparacicaes
Salir

Figura 5. | a pantalla muestra las 37 especies diferentes de
vertebrados cuyo DNA mitocondrial esta en la base de datos
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adn mitocondrial

asno

8000

2769 tacaagtattaattgcaggaggaga
2794 attaatagggttaggacgagcggca
2819 tcgtaaagagtgtgatcaacttgct
2844 ttttagaatccgatatatgttgaag
2869 cgtttcectgggttgtagcatceggg
2894 gatgccggatgatgtcgggtagcega
2919 ctacgggaatttgataaatagtttc
2944 ttggtgatgttggtgattgtagtag
2969 ttgtaggtataagtaatagcgtggt
2994 taggatcgggagtgggatcggaatt
3019 ggtatacttagggggatgggtacgg
3044 tatgggtgattaattgtatttggac
3069 ccttaagataagtatgatcggtata
3094 ggtcggatcgacagatgagttagga
3119 aactagtcccactcggagtttgagt
3144 tttatacgagattaacctcggaatg

Trabajar con secuencias

Opciones seleccionadas

Seleccién de cadena

Secuencias codificadoras
Ir al nucleétido

Cadena seleccionada H
Gen seleccionado NDI1
Nimero de nucleétidos 957

% bases A:27 T:31 C:11 G:30

L Salir

Figura 6. La pantalla muestra

la ubicacién espacial, la secuencia
nucleotidica, la cadena del mt DNA, numero de nucleotidos y porcentaje de

bases nitrogenadas del gen NAD1 mitocondrial.

va (Fig. 7). También dentro de esta opcioén se
puede realizar comparaciones de dos genes
iguales o dos genes diferentes para dos espe-
cies diferentes o para la misma especie selec-
cionada por el usuario (Fig. 8).

La opcién Técnicas Moleculares permite
trabajar con las técnicas moleculares mas uti-
lizadas en la biologia molecular como son el
RELP y PCR (Maniatis, F. & Sambrook, J.,
1989). Dentro de la opeidn RELP, se puede

adn mitocondrial 1 MFMINVLLLIIPILLAVAFLTLVER
26 KILGYMQLRKGPNIVGPYGLLOPIA
51 DALKLFIXKEPLQPLTSSTSMFIIAP
76 ILALTLALTMWYPLPMPYPLINMNL
1 101 GILFMLAMSSLAVYSILWSGWASNS
126 KYALIGALRAVAQTISYEVTLAIIL
151 LSVLLMSGSFTLSTLIITQEYLWLI
176 FPSWPLAMMWFISTLAETNRAPFDL
asno 201 TEGESELVSGFNUEYAAGPFALFFL
226 AEYANIIMMNIFTTTLFLGAFHSPY
251 LPELYSINFTMKTLLLTCSFLHWIRA
276 SYPRFRYDQLMHLLWKNFLPLTLAL
301 CMWHVSLP IMLSSIPPQT
8000 326
351
376
Numero de aminoacidos : 318
E:Ac. Glutamico N:Asparagina Q:Glutamina K:Lisina Y:Tirosina™
D:Ac. Aspartico C:Cisteina H:Histidina M:Metionina T:Treonina
A:Alanina F:Fenilalanina I:Isoleucina P:Prolina W:Triptofano
R:Arginina G:Glicina L:Leucina 5:Serina V:Valina

Figura 7. La pantalla muestra la secuencia de los 318 aminoacidos
codificados por una sola letra del gen ND1 mitocondrial.
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1 gttaatgtagcttaatgatatcaaa
2¢ gcaaggcactgaaaatgcctagatg
51 agtattcctactccataaacacATA
76 GGCTTGGTCCTGGCCTTTTTATTAG

101 TTATTAATAAAATTACACATGCAAG
126 TATCCGCACCCCAGTGAGAATGCCC
151 TCTAAATCGCACTCTACGATCAAAA
176 GGAGCAGGTATCAAGCACACTACAA
201 AGTAGCTCATAACACCTTGCTAGGC
226 CACACCCCCACGGGACACAGCAGTG
251 ATAAAAATTAAGCTATGAACGAARG
276 TTCGACTAAGTTATATTAAACTAGG
301 GTTGGTAAAATTCGTGCCAGCCACC
326 GCGGTCATACGATTAACCCAAATTA
351 ATARACCCTCCGGCGTAARGCGTGT
376 CAAAGACCCATACTARRATAAAGTT

1 gttaatgtagcttaataatataaag
26 caaggcactgaaaatgcctagatga
51 gtattcttactccataaacacaTAG

76 GCTTGGTCCTAGCCTTTTTATTAGT
101 TATTAATAGAATTACACATGCAAGT
126 ATCCGCACCCCAGTGAGAATGCCCT
151 CTRAARTCACGTCTCTACGATTAAAR
176 GGAGCAGGTATCAAGCACACTAGAA
201 AGTAGCTCATAACACCTTGCTCAGC
226 CACACCCCCACGGGACACAGCAGTG
251 ATAARAATTAAGCTATGARCGAARG
276 TTCGACTAAGTCATATTAAATAAGG
301 GTTGGTAARTTTCGTIGCCAGCCACT
326 GCGGTCATACGATTAACCCAAATTA
351 ATARATCTCCGGCGTAAAGCGTGTC
376 ARAGACTAATACCAAAATARAGTTA

Comparaciones
Cambinr cadena
Elegir nuevo gen

Caballo
Salir

Opciones seleccionadas

Cadena selmccionada L
genes : ARNtmt-Fen / ARNimt-Fen
% bases A:}8 T:26 C:19 G:l6

% basas A:40 T:29 C:16 G:15

Figura 8. Las pantallas mostradas comparan la secuencia nucteotidica
del tRNA-Fenilalanina mitocondrial de dos equinos (asno y caballo).
También se compara lfos porcentajes de sus bases nitrogenadas.

seleccionar de una lista de [50 enzimas de
restriccion diferentes, nueve enzimas de res-
triccién y realizar digestioncs simples o dobles
del mtDNA escogido (Fig. 9). De la misma
manera, para la opcién PCR, se puede selec-
cionar dos sondas o primers ya probados a
nivel mundial para amplificar una secuencia
especifica para un mtDNA seleccionado
(Fig. 10).

Para las opciones RFLP y PCR, el pro-
grama proyecta un patrén electroforético
digital que permite ver al usuario los fragmen-
tos oblenidos por RFLP o el fragmento ampli-
ficado por PCR. Ademds, s¢ puede seleccio-
nar un marcador molecular utilizado comuin-
mente en los laboratorios para comparar la
distancia de migracién de la corrida

Seleccidén de enzimas de restriccién

Nael Nrul SacI Sgfl Stul
Narl NsilI SaclzI SgrAl StyI
Neil . Pf1MI SaIll Smal Tagl
Ncol Plel Sau3Al Snal Thal
Ndel PpuMI Sau961 SnaBI Tthlllt
Nhel EIE scar Spel TurboNael
NlaIIl PvulI ScrFI SphI Tru9l
Nlaiv PvuIlI Sdul SsPI VspI
NotlI Rsal SfaNT SstI Xbarx
NspI RsrII Sfir SstII XhoI
Adelante Atras salir

— = =

Figura 9. Banco de datos de las enzimas de restricciéon utilizadas en RFLP
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Seleccion de Sondas Cadena L

[L516as EEBEREIE L9388Bp L6461Bm L15175B0
L517As L6125Ba L940Bp L9337Bm L15289Bo
L8912As L6126Ba L6464Bp L15025Bm L15541Bo
L12030As L7020Ba L9340Bp L15861Bm L16176Bo
L13773As L7907Ba L11221Bp L16352Bm L514Ca
L14437As L.8786Ba L15028Bp L48Bo L8916Ca
L14600As L.9029Ba L15791Bp L239Bo L11019Ca
L148B46As L14616Ba L15864Bp L14487Bo L14603Ca
L15457As L15672Ba L936Bm L14765Bo L14460Ca
L513Ba L16571Ba L938Bm L14929Bo L14849Ca
Adelante Atras Salir

-----------------------II------------IIIL

Figura 10. Banco de datos de las sondas utilizadas en PCR

electroforética. Dentro de esta opetdn se puede
obtener informacion molecular como son el
peso molecular (en pb) y el ntmero de Jos frag-
mentos digernidos por RELP (Fig. 11), o el ta-
maio del segmento amplificado por PCR
(Fig. 12).

DISCUSION

El presente reporte demuestra que con
nuestro programa SISMIT Animal es posible
integrar Ja informacién de la secuencia
nucleotidica del DNA mitocondrial disponible
en Internet de diferentes especies animales

pb MARCADOR MUESTRA Enzima (s)

. seleccionada (s) : Pstr
Origen Sacl
#8888 s
10, Marcador

,000 & seleccionado : Lambda HindIITI
5,000
2,500 Numero de bandas : 5
1,000 . Banda seleccionada : 1

500 Hin

250 I Peso molecular de

la banda en pb 7746

100

50 |
25 Trabajar con secuencias
0 her
Ver banda ...
P Salir

Figura 11. En la pantalla superior derecha se indica las enzimas de res-
triccién y marcador seleccionados, y el nimero de bandas

80




Sisterna mitocondrial anumal (SISMIT): Un programa de

pb MARCADOR MUESTRA

Sonda (s8)
saleccionada (s)

Origen L16176Bo +H341Bo
12: 388 P

. Marcador
10,000 . seleccionado : Lambda HindIII
5,000
2,500 Namero de bandas s 1
1,000 ) Banda seleccionada : 1

500 Hin

250 Peso molecular de

la banda en pb : 502
i T

| ;PYallll Seleccionar marcador

Trabajar con secuencias

Ver banda ...
Salir

| —

Figura 12. En la pantalla superiar derecha se indica las sondas y marcador

seleccionados, niimero de bandas,
en pb

con la informacién de biologia molecular utili-
zados en los laboratorios que analizan esta mo-
lécula. De esta manera, se pudo disenar un
programa de computacion que utiliza un len-
guaje informatico para proyectar un sistema
de andlisis de imdgenes y facilitar el acceso y
utilizacion de esta informacion de una forma
ficil, confiable y util para los investigadores.
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