Alfonso Olaya-Abril y Maria Cejas-Molina

edmetic

Revista de Educacion Mediatica y TIC . ;

Bioinformatica como recurso educativo: Proyecto de ingenieria genética

Bioinformatics as educational resource: Genetic engineering project

174

Fecha de recepcion: 29/04/2017
Fecha de revision: 22/05/2017
Fecha de aceptaciéon: 24/05/2017

Coémo citar este articulo:

Olaya-Abril, A. y Cejas-Molina, M. (2018). Bioinformdtica como recurso
educativo: Proyecto de ingenieria genética. EDMETIC, Revista de Educacion
Medidtica y TIC, 7(1), 174- doi: https://doi.org/10.21071/edmetic.v7il.10027



https://doi.org/10.21071/edmetic.v7i1.10027

Bioinformdtica como recurso educativo: Proyecto de ingenieria genética

Bioinformatica como recurso educativo: Proyecto de ingenieria
genética

Bioinformatics as educational resource: Genetic engineering project
Alfonso Olaya-Abril' y Maria Cejas-Molina 2

Resumen:

La utilizacidon de medios informdticos para procesar los contenidos curriculares
de las diferentes materias, asi como para aprender su propio manejo, ha
crecido exponencialmente en los Ultimos anos. El uso de las Tecnologias de la
Informaciéon y la Comunicacion (TIC) pueden contribuir al acceso universal a la
educacion mediante microproyectos de bajo coste. Sin embargo, para ello
hay que disenar y desarrollar proyectos educativos coherentes con las
necesidades educativas. Con este proyecto, programas biocinformdticos
bdsicos necesarios para el desarrollo de un proyecto de ingenieria genética se
tfransformardn en recursos educativos con los que el alumnado no solo
adquirird nociones bdsicas sobre el uso y manejo de estos programas -que les
serdn requeridos en su vida profesional como cientificos-, sino que les servird
para afianzar y contextualizar conceptos relacionados con el propio proceso.
Partiendo del objetivo de la mutacién de un gen concreto, el alumnado serd
capaz de desarrollar una estrategia que le reporte una gran cantidad de
informacion sobre éste usando Unicamente medios informdaticos.

Palabras claves: Ingenieria genética, bioinformdatica, gen, TIC.

Abstract:

The use computational tools to process curricular contents of the different
subjects, as well as to learn their own management, has grown exponentially in
recent years. The use of Information and Communication Technologies (ICT)
can contribute to universal access to education, equality in education, the
exercise of quality teaching and to the learning and professional development
of teachers, as well as to a more efficient management and administration of
the education system. However, it is necessary to design and develop
educational projects that are consistent with educational needs. With this
project, based on the use of basic biocinformatics programs within the
framework of a genetic engineering project, students will not only acquire basic
notions about the use and management of these programs, which will be
required in their professional life as scientists, but also it will serve to strengthen
and confextualize concepts related to the process itself. Based on the
objective of mutation of a particular gene, students will be able to develop a
strategy that will report a large amount of information about it using only
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1. Introduccién
El docente actual debe poseer toda una serie de caracteristicas, reconocidas
no solo en numerosos trabajos (Santos Guerra 2001, 2003; Escudero 2010, Pérez
Gomez 2010; Shon 1992), sino tfambién en las propias normativas que legislan la
educacion en Espana (apartado 3 -objetivos-, de la Orden ECI/3858/2007).
Entre estas competencias se incluyen las relacionadas con el aprendizaje y la
innovacioéon, de alfabetizacion digital y para la vida y la carrera profesional
(Trilling y Fadel, 2009). Por tanto, se deben potenciar a todos los niveles el
desarrollo de éstas, toda vez que es también necesario que los proyectos
educativos se contextualicen a la realidad social y econdmica del lugar en el
que se desarrolla (Calderon, 2015) y se actualice la bibliografia a usar,
considerado por muchos autores como un obstdculo en el camino del
aprendizaje de las ciencias (McDermott 2014; Real Decreto 850/1993). La
llegada de las Tecnologias de la Informacion y la Comunicacion (TIC) ha
permitido tener una gran cantidad de informacion disponible, habiendo
transformado tanto los ordenadores como los dispositivos moviles (tablets,
teléfonos inteligentes, etc.) en herramientas que, de forma guiada (Gil 1997),
facilitan la investigaciéon a diferentes niveles sin necesidad de laboratorios
experimentales (Garcia-Molina 2011, Velasco et al. 2012).

La Bioinformdtica es el uso de técnicas computacionales, matemdadticas
y estadisticas para el andlisis, interpretacion y generacion de datos bioldgicos.
Estudia la mineria de datos de dcidos nucleicos, proteinas, lipidos, azicares y
metabolitos mediante diferentes aproximaciones. Hoy dia, la biocinformdatica se
aplica en un amplio abanico de estudios para dilucidar desde la funcidon de un
gen (Goddard et al. 2017) a la dindmica de las poblaciones microbianas en
sus entornos naturales (Xiao et al. 2017), llegando al cénit de la investigacion
actual, la biologia de sistemas (Auffray et al. 2003). De hecho, es una parte
fundamental de ésta Ultima, pues las integraciones de métodos
computacionales con los resultados experimentales obtenidos a partir de
técnicas de alto rendimiento pasan inexorablemente por la bioinformdtica. El

hecho de que grandes centros de investigacion y plataformas internacionales
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hayan apostado por el desarrollo de programas de codigo abierto libres de
licencias (como Bioconductor (Park ef al. 2017), MaxQuant (Cox et al. 2011),
XITandem (Craig et al. 2004) o Trans-Proteomic Pepiline (Keller et al. 2005),
entre ofras), asi como la creacion de repositorios de metadatos publicos,
permite su uso sin coste alguno para los usuarios en actividades de ciencia
ciudadana (Socientize proyect). De esta forma, con proyectos educativos
dirigidos, y mediante diddcticas especificas (Rossi et al. 2013, Vogt y Kuhn
2013), se pueden hacer uso de ellos no solo para afianzar conceptos con
ejemplos y metodologias reales y actuales, sino que incluso se podrian usar
directamente en el proceso de ensenanza-aprendizaje en un entorno de
aprendizaje basado en proyectos (Project-based learning, PBL) (Lopez Melero
2013a, by c).

Con el presente trabajo se pretende dotar a los docentes de secundaria
de una herramienta fdcilmente aplicable en sus aulas toda vez que, a los
estudiantes, de secundaria y universitarios, les sirva como guia para afianzar
conceptos. En ambos casos serd aplicable a varios niveles curriculares.
Partiendo de un objetivo concreto, la mutacién del gen de la éxido nitroso
reductasa (NosZ, Pden_4219) se conformard un proyecto en el que se dardn
las herramientas para buscar informacién de éste y su importancia a escala
global, se disenard una estrategia de mutacién por doble recombinaciéon
homologa (Alberts 2002) que incluird el diseno de cebadores para la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y el mapeo de sitios de restriccion; y se
completard con la bUsqueda de secuencias homodlogas a nivel nucleotidico y
proteico, las hipotéticas interacciones proteina-proteina que puedan
establecerse, su hipotética funcién y su integracién en el metabolismo del
nitrégeno. Finalmente se animard al desarrollo de actividades con distintos
genes diana para que el alumnado maneje por si mismo las diferentes
herramientas, ddndoles la posibilidad de explorar, manipular, sugerir hipdtesis y
de cometer errores y reconocerlos, fomentando el estimulo de la curiosidad y

el placer por la investigacion y el descubrimiento (Calderén 2015).

2. Enfoque pedagogico

La aproximacion que se presenta a continuacion busca aportar herramientas
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diddcticas adicionales a los docentes, incluyendo la bioinformdtica en la
ensenanza de las ciencias para ilustrar con ejemplos concretos conceptos
cientificos relativamente complejos. El uso de las TIC en experiencias
educativas en ciencias ya ha sido reportado como beneficioso en otros
dmbitos como la fisica (Gil 2014), sin embargo, su aplicacién en el drea de
bioquimica y biologia molecular es inexistente. Con este proyecto se
combinan dos estrategias de aprendizaje, el aprendizaje por inmersion y el
desarrollo de proyectos de biotecnologia de bajo costo usando herramientas
bioinformdticas, englobados en un enfoque constructivista mediante
metodologias basadas en la indagacion e inmersion (Novak y Gowin 1988,
McDermott 2014).

Mediante el aprendizaje por inmersidon (Quiroz 2007) se permitird el desarrollo
de micro-proyectos de investigacion en las aulas, tanto de secundaria como
de universidad, que abarcardn, por tanto, diferentes niveles curriculares. El
principal objetivo es dotar al alumnado de unos conocimientos bdsicos de los
gue actualmente se manejan en los laboratorios biotecnoldgicos a escala
global toda vez que desarrollardn actitudes necesarias para su desarrollo
integral, como el optimismo (Maruny, 1990), la perseverancia (Mateos, 2007), la
investigadora (Colom, 2003), la reflexiva (Coll, 1993), la autenticidad (Salinas,
2002) o la comprensiva (Mateos, 2007).

Con el desarrollo de proyectos de biotecnologia de bajo coste usando
herramientas bioinformdticas se pretende utilizar el potencial de éstas en el
proceso de ensenanza-aprendizaje, convirtiéndolas en recursos educativos
altamente atractivos tanto por su novedad como por su capacidad para
mostrar procesos de forma integrada y atfractiva visualmente. Permiten
ejemplarizar, investigar y comprobar muchos de los conceptos clave presentes
en las diferentes partes del curriculum de secundaria y universitario. Esta
estrategia ha sido ya implementada, con éxito, en diferentes contextos
educativos (Gil et al. 2006, Calderén et al. 2009a, b y c), lo que se puede

considerar una garantia para su implementacion.
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3. Ejemplo de proyecto biotecnolégico usando bioinformatica bdsica
Para el desarrollo del proyecto se marcard como objetivo la mutacion del gen
NosZ del organismo secuenciado (todos los organismos con los que se frabajan
de rutina en los laboratorios estan secuenciados) Paracoccus denitrificans,
estirpe  PD1222, mediante una estrategia de mutacion por doble
recombinaciéon (Figura 1).

3.1. Busqueda de informacién dirigida: PubMed

R1 F2

§

Silvestre

PCR
Ligacién
Transformacion de E. coli DHS5a

EcoRI BamHI BamHI HindIll
Pstl

Ncol

Fragmento A Fragmento B

Vector pGEMT-Easy

Selection por LacZ
Chequeo de la orientacion por PCR y/o ER

Fragmento A Gentamicina Fragmento B

pk18mob

Fragment A Gentamicin Fragment B

Conjugacion entre E. coli
S17.1(pK18mob/construccion) y PD silvestre

Figura 1. Resumen de un proceso de ingenieria genética tipico

En primer lugar, habrd que buscar informaciéon sobre lo que ya se conoce
en cuanto a la funcion de este gen, para posteriormente obtener su
secuencia, necesaria para el diseno de cebadores para la PCR y para la
seleccion de las enzimas de restriccion (ER) a utilizar. Aunque el conocimiento
de la secuencia y de los sitios de corte para las ER dentro de los vectores es

indispensable para el diseno final, por la amplia variedad de vectores
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existentes comercialmente no serdn tenidos en consideracidon y solo se
apuntard tal necesidad.
La principal base de datos de bibliografia la representa el sistema de

buUsqueda Pubmed (https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed). Desarrollado por

la “National Center for Biotechnology Information” (NCBI) en Ia National Library
of Medicine (NLM) de Estados Unidos, permite el acceso a las bases de datos
compiladas por la NLM, como MEDLINE, PreMEDLINE, Genbak y Complete
Genome, ademds de a numerosos en laces que entregan articulos a texto
completo. Para buscar informacién Unicamente hay que escribirla en la barra
de busqueda, en inglés (Figura 2). Para obtener informacidon general en
cuanto a un tema, como puede de la éxido nitroso oxidorreductasa (NosZ), lo
mds conveniente es seleccionar revisiones y seleccionar, en los resultados de la

busqueda, el que mas se ajuste a los fines propuestos.

Informacion genéricay actual

Diana de buUsqueda, en inglés

& NCBI  Resources @ How To &

r y =
{PubMed v ||nitrous oxide oxidoreductase
Create RSS Create alert Advanced Help
Format Summary~ Sortby MostRecent+ Perpage 20~ Sendto~ Filters: Manage Filters
Search results ReSU”’OdOS de |O bUSqUedO Find related data A
Database: | Select v
Text availability Items: 1 to 20 of 68 Page |1 |of4 Next

Abstract

Free full tex

© Filters activated: Review. Clear all to show 718 items.

Full text
cibited [j Nitrous Oxide Metabolism in Nitrate-Reducing Bacteria: Physiology and Regulatory Mechanisms - -
st 1. Torres MJ, Simon J, Rowley G, Bedmar EJ, Richardson DJ, Gates AJ, Delgado MJ Search details B

Commons

Reader comments

rending articles

Figura 2. Apariencia del buscador PubMed tras una buUsqueda dirigida.

A partir de los resultados obtenidos el alumnado podrd ver que este gen
en concreto es el responsable de la degradacion del dxido nitroso (N20), y que
de su correcto funcionamiento depende que no se acumule en la atmdsfera,
donde tiene un potencial de calentamiento global 300 veces superior al CO2,
fras su formacién en suelos. Se remarca de esta manera que el desarrollo de
microproyectos como este pueden ser una herramienta eficaz para la
infroducciéon de los retos sociales del Horionte2020. Unicamente con el estudio
de este gen los retos de "“Seguridad alimentaria, agricultura y silvicultura

sostenibles, investigacion marina, maritima 'y de aguas interiores y
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bioeconomia” y “accidén por el clima, medio ambiente, eficiencia de los
recursos y materias primas” pueden ser infroducidos.

Es importante remarcar también que mediante el uso de esta web se
estard contribuyendo a la formacion del alumnado como personas con
razonamiento critico al proporcionales una fuente de informacién cientifica
real y actual. Es especialmente relevante en una época en la que,
inexplicablemente, pseudociencias como la homeopatia o tendencias como
los movimientos antivacunas, estdn emergiendo con cierta fuerza en todos los

sectores de la sociedad.

3.2. Obtencién de secuencias nucleotidicas

Se distinguen tfres grandes bases de datos de nucledtidos entre las que se
establecen colaboraciones, el ya nombrado NCBI (de EEUU), el “DNA Data
Bank of Japan”, (DDBJ); y el “European Molecular Biology Laboratory”, (EMBL).
Del DDBJ se conforma el “Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes”
(KEGG), en el que, partiendo del locus del gen diana (Pden_4219) (Figura 3) se
pueden encontrar de una forma muy intuitiva una gran canfidad de
informacion de genes concretos, desde la secuencia de nucledtidos a la de
proteina, pasando por rutas metabdlicos, dominios proteicos, genes ortdlogos

y pardlogos, etc.

KEGG  ~||pden_4219 || search | Help
» Japanese
KEGG Home KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
Release notes
Current statistics ) ) ) ) o
Plea from KEGG KEGG is a database resource for understanding high-level functions and utilities of
the biological system, such as the cell, the organism and the ecosystem, from
KEGG Database molecular-level information, especially large-scale molecular datasets generated by
KEGG overview genome sequencing and other high-throughput experimental technologies.
Searching KEGG See Release notes (april 1, 2017) and our new message. New!
KEGG mapping New article
Color codes KEGG: new perspectives on genomes, pathways, diseases and drugs

Figura 3. Apariencia de la pdgina principal del KEGG.
Para el caso que nos ocupa, requerimos del conocimiento no solo de la
secuencia del gen, sino también de unos 500 nucledtidos aguas arriba y de

otfros 500 aguas abajo para poder disenar cebadores en éstas zonas (fuera del
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gen diana a mutar). Para ello basta con escribir el niUmero de nucledtidos
deseados en la parte donde nos muestra la secuencia de éstos (“NT seq”), en

la parte baja de la entrada que se obtiene como resultado.

3.3. Diseno de cebadores para PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction) permite
la produccion de billones de copias de una secuencia diana en tan solo una
hora. Descrita por primera vez por Kary Mullis en 1983 -y que le serviria para
ganar el premio Nobel en Quimica en 1993-, tiene en la actualidad un gran
abanico de aplicaciones y se puede considerar como un pilar fundamental de
la Biologia Molecular. En organismos secuenciados es el primer paso en el
proceso de ingenieria genética tipico, pues conociendo el genoma vy tras un
paso de extraccion de ADN gendmico, ya se pueden obtener las copias
necesarias del fragmento génico de interés para los posteriores pasos. Para
ello, no obstante, hacen falta disenar unos genes especificos bajo la premisa
de una serie de consideraciones (Primier Biosoft 2017). Hay numerosas webs
con un elevado nUmero de programas informdaticos entre los que se incluyen
los de diseno de cebadores, asociados o no a plataformas como el NCBI,
como bioinformatics.org. En el NCBI nos encontramos con la herramienta
“Primer-BLAST"”, con la que podremos enconfrar cebadores especificos usando
los programas “Primer3” y “BLAST". En este momento se debe de tener
presente que se buscan dos parejas de cebadores para obtener dos
productos de PCR de tamano diferente -por lo que se tendrd que repetir el
proceso dos veces-, y comprendidos entre 400 y 600 nucledtidos para
favorecer la doble recombinacion homdloga final con la que obtendremos el
mutante. Ademds, hemos de asegurar una alta especificidad en la reaccion,
con lo que la temperatura de fusion de los cebadores debe de ser lo
suficientemente alta (unos 65 °C). Asi pues, pegamos la secuencia de
nucledtidos correspondiente al gen NosZ mds los 1000 nucledtidos anadidos a
ambos lados en la caja de “PCR template” y especificamos que el cebador

directo debe de estar, por ejemplo, entre el nucledtido 1y el 700 y el reverso
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entre el 1000 y el 1500. La seleccién final de la pareja de cebadores se hard
atendiendo al tamano de los productos de PCR y a las caracteristicas de

fusidon, que deben de ser similares con todos los ellos (figura 4).

»HCBU Primer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).
Resetpage Save search Retrieve recentresults  Publication  Tips for finding specific primers

PCR Template
Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) &) Clear Range

~ From To
Forward pnmer =
v | Reverse pnmel -

No se ha seleccionado ningtn archivo

e

CGGCATCIATGTCTGEAAC
Or, upload FASTA file Examinar..

Primer Parameters
(5'>3" on plus strand) -
(5'>3" on minus strand) -
PCR product size
# of primers to return

Min opt Max Max Tm difference

Primer melting temperatures |ﬁ5 ‘ ‘57 ‘ ‘7[' ‘ ‘1 ‘g
m

Figura 4. Infroduccién de la secuencia diana para el diseno de cebadores de PCR
junto con los pardmetros deseados.

Al estar trabajando con procariotas la seleccidn de exones e infrones no
procede, con lo que se obvia la segunda parte de introduccion de
pardmetros (“Exon/Intron selection”). Finalmente, en la JUltima parte se
infroduce como base de datos “Genome” y se especifica el organismo vy la
estirpe (Paracoccus denifrificans PD1222) (Figura 5) antes de lanzar la

busqueda.

Primer Pair Specificity Checking Parameters

Specificity check Enable search for primer pairs specific to the intended PCR template

Search mode o

Database ‘ Genome (chromosomes from all organisms) ~ ‘-;,

Exclusion [Jexclude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR prefix) ] Exclude sample @
Organism ‘Param:tus denitrificans PD1222 (taxid:318586)

Enter an organism name (or organism group name such as enterobacteriaceas, rodents), taxonomy id or select from the suggestion st as you type. g

Entrez query (optionai)

Primer specificity Stringency  primer must have at \eastmtal mismatches to unintended targets, including

atleast mismatches within the Iast bps atthe 3'end. &

Ignore targets that have ur meore mismatches to the primer. &

Max target size 4000 @

Splice variant handling [ Aliow primer to ampiify mRNA splice variants (requires refseq mRNA sequence as PCR tempiate input) &

Get Primers [ show results in a new window 2] Use new graphic view &
Figura 5. Seleccidon de los pardmetros referentes a la base de datos a usar y el

organismo concreto sobre el que hacerlo.

Tras esperar unos segundos a que se corra el programa obtendremos una
salida de resultados tanto grafica como de texto en la que se puede apreciar

tanto la posicion de los cebadores encontrados por el programa bajo nuestros
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pardmetros junto con ofra serie de caracteristicas a tener consideracion, como
la secuencia, la hebra del ADN sobre la que se ha reconocido la secuencia, la
longitud de los cebadores, la tfemperatura de fusion, su posicion, el contenido

en GC y la complementariedad propia y con el extremo 3’ (Figura 6).

Query_1: 0..1.7K (1.7Kbp) = | Find: v o a @ & ATooss I |8FTrcks
200 0 [0 % Wso  [s00 550 600 S0 1550 (1600

Template}

Seq-entry_::=_seq {id_{local s..

3
@

o

i
1
Tt &

2

1E

2
e

2

sso 600 |eso |7 [75e  [se  [sse [0 s [k [LeSo |16 1S (1209 1250 [L309 [1350 (1400 (450 [1560 [1sse ji6e0 [Lese [Ln
Resdy " ¥ Tracks shown: 23

Primer pair 1

Sequence (5'>3") Template strand Length Start Stop Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CCAACGCCGCCCGCAAGATT Plus 20 455 474 6671 6500 3.00 200
Reverse primer CATCACGTCGCAGCGCACCC Minus 20 1037 1018 6694 70.00 500 1.00
Product length 583

Figura 6. Resultados obtenidos tras la busqueda bajo las premisas introducidas.

Para la eleccion de las parejas de cebadores se deben tener otras
consideraciones, como la homologia de las secuencias seleccionadas con
otras especies para asegurar la especificidad del proceso, fundamentalmente
con otras con las que se tfrabajard en el proceso de ingenieria genética, como
Escherichia coli. Para tal comprobacion se han de tomar las secuencias de los
cebadores elegidos y, mediante un andlisis de nucledtidos BLAST (BLASTN)
estdndar se puede obtener esa informacién. En la caja de consulta de
secuencia se introduce la secuencia, especificando el organismo frente al que
gueremos hacer la consulta (Figura 7). Idealmente, no se deberia presentar
homologia entre los cebadores a utilizar y ninguna otra secuencia (que no sea
la del gen diana) del organismo a mutar ni de ninguna otra especie necesaria

en el proceso.
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@
BLAST  » blastn suite
Standard Mucleotide BLAST

J blastn blastp blastx tblastn tblastx

BLASTN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. more...
Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &/
CCARCGCCGCCCECAAGATT

o[ ]
Or, upload file

Examinar... | Mo se ha seleccionado ningtn archivo. &

Job Title

Enter a descriptive title for your BLAST search &

[ Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database OHuman genomic + transcript OMouse genomic + transcript ®0thers (nr etc.):
|Nucleotide collection (nr/nt) V| L2

Organism — - -

Optional |Eschench|a coli (taxid:562) | [ Exclude '+

Figura 7. Entorno para la realizacion de un BLAST de nucledtidos estandar.

3.4. Estrategia a utilizar con enzimas de restriccion

Dependiendo de la secuencia a amplificar y de los vectores requeridos para el
proceso se pueden anadir unas secuencias diana para enzimas de restriccion
especificas, de tal forma que se aseguraria la extraccidén de la secuencia
deseadaq, se podria usar para probar la orientaciéon con la cual el fragmento se
une al vector, e incluso se podria favorecer el ensamblaje de los fragmentos
deseados como si de un puzle se tratara. Este es el caso del proceso dirigido
que se estd desarrollando en este trabajo, donde las dos zonas amplificadas
estarian interrumpidas por un gen de resistencia que serviria para la seleccion y
aislamiento de los clones que lo incorporasen. Siguiendo con el ejemplo del
caso general expuesto en la figura 1, al cebador directo del fragmento 1
puede tener una diana de restriccidn para la enzima de restriccion EcoRl, el
cebador reverso del fragmento 1, para BamHl; el directo del fragmento 2,
BamHI en el directo y Hindlll en el reverso, mientras que el casete de resistencia
para gentamicina entraria mediante sitios complementarios a los extremos
originados por una digestion con la enzima BamHI. Para la comprobacién de
las dianas para las ER de fipo I, que son aquellas reconocen secuencias
génicas palindrémicas o palindromos (secuencia de dcido nucleico (ADN o
ARN) que se lee igual de 5' (5-prima) a 3' (3-prima) en una de las hebras, o de

5'a 3' en el flamento complementario) y cortan siempre en un sitio concreto,
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se puede recurrir  dl uso del programa “Webcutter  2.0"

(http://rna.lundberg.qu.se/cutter?/). Para ello se debe copiar la secuencia a

amplificar en la caja correspondiente y se seleccionan aquellas ER cuyo
posible corte se quiere comprobar, en este caso EcoRI, BamHl y Hindlll,
ademds de Ncol y Pstl, que se podrian usar para comprobar la orientacién de
insercion de los fragmentos al vector. Tras ello se obtiene una salida de
resultados en la que sobre la secuencia infroducida se senalan las ER que la

cortan y, al final de la pdgina, se obtiene una tabla de resumen (Figura 8).

Table by Enzyme Name

Enzyme No. Posicions Recognition
name cuts of sites segquence

HNecol 3 3 2298 2320 c/catgg More info

The following endonucleases were selected but don't cut this seguence:

BamHI, EcoRI, PstI, HindIIT

Figura 8. Resultados obtenidos tras el andilisis de los sitios de corte por ER utilizando el

programa Webcutter 2.0.

Se puede apreciar que la ER Ncol cortaria en la secuencia a clonar, por
lo que, en principio, no podria ser usado en la estrategia. No obstante, se
podria tolerar este corte puesto que su rol en el proceso es Unicamente para
comprobar la orientacion de la unién del fragmento teniendo en cuenta el
tamano de los fragmentos resultantes tras el corte, que se separarian mediante

electroforesis en un gel de agarosa, lo cual también se puede calcular in silico.

3.5. Informaciéon complementaria pero necesaria

Si bien el proceso de ingenieria genética se podria dar por acabado con el
punto anterior, en la realidad los cientificos buscan toda la informacidn previa
disponible antes de abordar un tema. Asi, informacién como la reaccién que
cataliza la enzima producto del gen diana, la ruta metabdlica a la que
pertenece, los dominios proteicos conservados que posee la proteina y que
podrian redirigir la diana de mutacion, las funciones bioldgicas o las

interacciones con oftras proteinas son informaciones fécilmente disponibles,
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toda vez que sirven para infroducir y reforzar diferentes conceptos
relacionados con la biotecnologia. La mayor parte de los items mencionados
se pueden obfener de la misma pdagina del KEGG, que enlaza a su vez a ofras
webs en las que se encuentra la informacion, como Pfam (para dominios
proteicos), KEGG Pathway, KEGG Reaction o a Protein Database, de la que se

puede obtener la estructura de la proteina (de estar disponible) (Figura ?).

Ruta metabdlica (KEGG Pathway)

e
5N ,'J‘ e
S.J §(~J 7’ s Denitrification
] 3 CTVY

[NaGHI] NaK
,:;f. i @‘ Ninte © o Lkl o—{Faz}—»o
i N < [NepAB| it [ N85 | Nitne onde Nitrous oxide Nitrogen
-3 S5
c4
>
L o) Reaccidén enzimdtica (KEGG Reaction)
N=EN N=NZ0
00697 /,u.-r—'“‘ - x‘/ S =3 iy 00887
R H R H
Hr'l 1o} H\o Hb'l o} 2 C00080
:/r Ry H co0001 :/l/ R w M
” HN »_N\"(:t R HN” ™ N NR
0 R 51 OHs HiC 052.-‘ o a0 S O3 e © & Y
HyC HC
» s CHs > s CHs
HC CHy HyC CHy
HO" S0 HO X0 HO" S0 HO YO

€00125 €00126

Figura 9. Oftro tipo de informacién relevante para el desarrollo de un proyecto de

ingenieria genética que se puede obtener a partir del KEGG.

Otra cuestion a considerar son las posibles interacciones que la proteina
pueda establecer, pues puede ser realmente Util para predecir la respuesta.
Con el programa “STRING” se pueden obtener mapas de interacciones

partiendo del locus o la secuencia diana (Figura 10).

nosR

A

Dt
% 3

\/4\
e

Figura 10. Mapa de interaccién del gen NosZ de acuerdo al programa STRING.
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Se puede observar que interacciona con otras proteinas relacionadas
con el metabolismo del nitrdbgeno, haciendo de éstas posibles dianas para

posteriores estudios en mayor profundidad.

4. Discusion
La ejecucion de este microproyecto permitird el abordaje de varios
conceptos importantes en el curriculum de biologia y geologia de
secundaria y bachillerato, asi como de asignaturas propias de grados
universitarios como el de biologia, el de bioguimica o el de
biotecnologia. Bajo una linea y enfoque constructivista, el desarrollo de
este microproyecto permitird la identificacion de algunas de sus
caracteristicas mas notorias, como la consfruccion del conocimiento
sobre los contenidos relevantes a través de actividades (Quiroz 2007).
Usando la bioinformatica como recurso educativo se estd haciendo uso
de las TIC para profundizar en el conocimiento (Cacheiro 2011) con el
fin de acercar al alumnado a conceptos y procesos que les suele
resultar complejos de aprender. Haciendo uso de ordenadores, tablets u
otros dispositivos moviles no solo aprenderdn la definicion de lo que es
una enzima de restriccion, sino que ademds las usardn en un contexto
de los que se llevan a cabo hoy en dia en todos los laboratorios de
biotecnologia para el desarrollo de diferentes estrategias de clonacion.
Del mismo modo, no solo se fomentard la lectura de textos
cientificos, sino que se les dard las pautas y herramientas necesarias
para que el alumnado tenga conocimiento de fuentes de informacion
fidedignas. No solo no tendrdn que memorizar Io que es una PCR, sino
qgue con la contribucidon a su diseno y planificacion interiorizardn su
fundamento. Dependiendo de la diana a mutar los microproyectos se
pueden alzar como herramientas para el conocimiento transversal. En
este caso, por ejemplo, la biotecnologia molecular se ha enlazado con
edmetic, 7(1), 2018, E-ISSN: 2254-0059; pp. 174-195,
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problemas medioambientales como la contaminacion por nitratos y
nitritos o la emision de No.O a partir de la agricultura. En esta misma lineq,
el establecimiento de dianas como el gen CFIR o el de la somatostatina
permitird infroducir al alumnado en aplicaciones de la biotfecnologia en
el dmbito de la salud y de la produccién animal respectivamente.

Ademds, la metodologia empleada permitird el desarrollo de
competencias clave como:

- Competencia en comunicacion linguistica. El alumnado no solo
adquirird terminologias propias del drea de conocimiento, sino que, por
el abordaje de las bases de datos bibliograficas como NCBI, tomardn
conciencia de los estilos usados en el lenguaje cientifico toda vez que
se familiarizan con la lengua inglesa.

- Competencia matemdtica y competencias bdsicas en ciencia y
tecnologia. Es la competencia fundamental de las ciencias
experimentales, y las abordardn a lo largo de todo el microproyecto.

- Competencia digital. El uso de la bioinformdatica a partir de
plataformas de acceso abierto mediante internet garantiza el desarrollo
de esta competencia, toda vez que actividades como las busquedas o
el tratamiento de datos profundizardn en este aspecto.

- Aprender a aprender. El alumnado serd un sujeto activo durante
su desarrollo, manejando por si mismos los diferentes programas vy
aprendiendo a utilizarlos con una guia por parte del profesorado, por lo
que esta competencia se verd también claramente desarrollada.
Ademds, les permitird interiorizar conceptos abstractos, como puede ser
la biotecnologia en su conjunto, puesto que se trata de conceptos que

el alumnado no puede “ver” ni “tocar”.

Ademds de estas competencias clave, diferentes elementos
transversales también serdn fratados, la comprension lectora, la expresion

oral y escrita, la comunicacién audiovisual y las Tecnologias de la

Informacién y la Comunicacion.
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En definitiva, el desarrollo de este microproyecto permitird al docente
usar la bioinformdtica como recurso educativo no solo para informar, sino
también para la colaboracion entre iguales y el aprendizaje (Cacheiro 2011),
Es, ademds, perfectamente compatible con la combinacion de otras
estrategias metodolégicas como el aula invertida: el profesor puede
proponer una lista de genes candidatos a mutar mediante la misma
estrategia y mediante actividades individuales o grupales el alumnado debe
deberia de seguir las pautas mostradas -ajustdndolas a las necesidades
especificas derivadas de |la naturaleza del gen a mutar- que luego podrian
exponer en clase al resto de sus companeros, sobre todo si se tiene en
consideracion el potencial de la técnica en cuanto a la transversalidad de
contenidos.

Se pone de manifiesto que se pueden disenar una serie de actividades
de bajo costo mediante el uso de plataformas gratuitas, contextualizindolos
a problemas y situaciones reales que el alumnado se puede encontrar en su
futuro laboral en un laboratorio de biotecnologia, toda vez que se requieren
nuevos enfoques pedagdgicos para que su utilizacion sea efectiva. En este
sentido, un docente con una solida formacion diddctica pedagdgica y que
domine tanto los contenidos disciplinares como las diferentes herramientas
bioinformdaticas se hace necesario para, finalmente, lograr una integracion

curricular efectiva de las TIC en ciencias.
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