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Resumen

RESUMEN

La Bioinformética es una de las esferas de la ciencia que mas explota los sistemas de cémputo debido a
la inmensa cantidad de datos que se hace necesario procesar durante un proceso investigativo. Una de
las tareas ma&s comunes en los proyectos de Bioinformatica es el uso de herramientas matematicas para
extraer informacion util de datos producidos por técnicas biolodgicas, como la secuenciacién del genoma y
en particular, el ensamblado de secuencias genémicas de alta calidad desde fragmentos obtenidos tras la
secuenciacion del ADN. La presente investigacion se centra en el desarrollo de un sistema para realizar el
ensamblaje y edicion de secuencias de acidos nucleicos, el cual es un proceso investigativo que se lleva a
cabo en muchos centros cientificos del pais, especificamente en el Instituto Pedro Kouri. El objetivo de la
investigacion es crear un sistema capaz de realizar dicho proceso debido al alto costo que implican las
herramientas de este tipo a nivel internacional. Para ello se definieron una serie de tecnologias, entre las
cuales se encuentran metodologias de desarrollo, lenguajes de programacion, arquitecturas de software y
patrones de disefio, las cuales se describen a lo largo del presente documento. El resultado fue la
obtencion de un sistema robusto y escalable capaz de realizar el ensamblaje y edicion de secuencias de
acidos nucleicos, entre otras funcionalidades que se incorporaron con el objetivo de incrementar la

usabilidad del mismo.

PALABRAS CLAVE: Bioinformatica, = ADN, Secuenciacion, Ensamblaje de secuencias
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Introduccion

INTRODUCCION

La biologia es la ciencia que tiene como objeto de estudio a los seres vivos y especificamente, su origen,
su evolucién y sus propiedades. Se ocupa tanto de la descripcion de las caracteristicas y los
comportamientos de los organismos individuales como de las especies en su conjunto, asi como de la
reproduccion de los seres vivos y de las interacciones entre ellos y el entorno. La biologia es una
disciplina cientifica que abarca un amplio espectro de campos de estudio que, a menudo, se tratan como
disciplinas independientes. Todas ellas juntas estudian la vida en un amplio rango de escalas (1). Cada
célula de un organismo vivo contiene cromosomas compuestos por pares de bases de una secuencia de
ADN. Esta secuencia, denominada "genoma'", representa un conjunto de instrucciones que controlan la

replicacién y funcién de cada organismo.

La biologia, en la actualidad, tiene como gran aliado a la tecnologia, por medio de ella, sus estudios y
analisis, son mas acabados y completos, por lo que su campo de observacion y experimentacion, se

amplia enormemente al utilizarla (2).

A partir de la Biologia y la Informatica como ciencias, surge la Bioinformatica que es una disciplina
cientifica que combina biologia, computacién y tecnologias de la informacion, la cual tiene como objetivo
facilitar nuevas percepciones biologicas y crear una perspectiva global que permita identificar los
principios unificadores de la biologia. Las principales areas de la Bioinformética son por tanto: el desarrollo
de herramientas que permitan el acceso, uso y actualizacion de distintos tipos de informacion bioldgica; el
desarrollo de nuevos algoritmos y soluciones estadisticas para analizar grandes conjuntos de datos y
resolver problemas biolégicos complejos, tales como predecir la estructura de un gen en una secuencia
gendmica, predecir la estructura de proteinas e identificar familias de proteinas por su similitud de

secuencia (3).

Una de las tareas mas comunes en los proyectos de Bioinformética es el uso de herramientas
matematicas para extraer informacién Gtil de datos producidos por técnicas biolégicas, como la
secuenciacion del genoma y en particular, el montaje o ensamblado de secuencias genomicas de alta

calidad desde fragmentos obtenidos tras la secuenciacion del ADN.

1. . - .
Conjunto de genes que especifican todos los caracteres que pueden ser expresados en un organismo.
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En Bioinformatica el proceso de ensamblaje de secuencias se refiere a cuando los cromosomas de
muchas células se rompen en pequefios fragmentos, los cuales son secuenciados y reensamblados en
secuencias largas o contigs®. Los contigs pueden ensamblarse en secuencias mas largas llamadas
scaffolds® y a veces si la calidad de la secuenciacion es lo suficientemente alta, puede haber informacion
suficiente para ensamblar los scaffolds en cromosomas. La coleccion resultante de secuencias después
del ensamblaje se llama un “genoma de ensamblaje” (4). Actualmente existen dos tipos fundamentales de

ensamblado de secuencias, denominados ensamblaje comparativo y ensamblaje de novo.

La tarea de un ensamblador de secuencias es combinar todas las lecturas en contigs basado en la
similitud de las secuencias individuales leidas. El proceso de secuenciacion comienza rompiendo
fisicamente el ADN en millones de fragmentos al azar, que luego son leidos por una maquina
secuenciadora. A continuacion un programa llamado ensamblador de secuencias lee los solapamientos y

reconstruye la secuencia original.

El ensamblaje de secuencias es actualmente una de las tareas mas complejas computacionalmente,
incluso hoy en dia pocos centros cuentan con los recursos tanto en software como en hardware para

ensamblar un genoma completo fraccionado en miles o millones de secuencias.

El Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK) es una institucion cientifica cubana, reconocida
internacionalmente por los numerosos resultados relevantes y premios obtenidos por sus investigadores.
Ademas, algunos de sus Laboratorios constituyen Centros Colaboradores de la Organizacion Mundial de
la Salud y, a nivel nacional, es la maxima autoridad en las disciplinas de Microbiologia, Parasitologia,

Medicina Tropical asi como Clinica y Epidemiologia de Enfermedades Transmisibles (5).

En el IPK, se llevan a cabo investigaciones, que incluyen el proceso de ensamblaje de secuencias de
acidos nucleicos. Dicho Instituto cuenta con un software de licencia comercial (Sequencher) capaz de
gestionar dichos procesos, pero debido al alto costo para la adquisicion y mantenimiento del mismo se
hace complicada la renovacion de la licencia la cual oscila sobre los 1800 euros para uso académico y

2600 para uso investigativo y comercial , ademas de que esta licencia es fisica y solo puede utilizarse en

Se trata de una secuencia contigua que puede ser leida a través de varias secuencias individuales solapantes.

3 Contigs que no solapan entre si (tienen gaps) pero que se sabe que van juntos gracias a la informacién de los extremos apareados.
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una sola computadora a la vez, o sea consiste en un dispositivo USB el cual es reconocido por el

Sequencher para que el sistema brinde el 100% de sus funcionalidades.

Existen varias herramientas para el ensamblaje de secuencias a la misma vez que existen otras para la

visualizacién de los ensamblajes, pero no existe una solucién libre que integre ambos procesos.

En Cuba no se ha desarrollado una herramienta de este tipo, por lo que su desarrollo seria una buena
opcién para los centros cientificos del pais que realicen este tipo de ensamblaje, en materia de ahorro de

recursos.

La Universidad de las Ciencias Informéticas (UCI) es una institucion cubana creada con el objetivo de
formar profesionales comprometidos y altamente calificados cuyo método de formacién consiste en
vincular el estudio a la produccion de software. En la UCI se encuentra el Centro de Tecnologias y Gestion
de Datos (DATEC), en el cual estd presente la Bioinformatica como una rama de investigacion y
produccion de software. El proyecto de Bioinformatica del Centro DATEC tiene entre sus objetivos el
abastecimiento al pais de herramientas para la gestién y analisis de datos biolégicos. Debido a ello se ha
encomendado a la UCI la tarea de solucionar dicho problema, poniendo a disposicion del IPK los servicios

y la gran capacidad que posee la Universidad para el desarrollo de software con calidad.

Dada esta situacion el problema a resolver del presente trabajo de diploma se resume en: ¢Como
integrar el proceso de ensamblaje de acidos nucleicos con una interfaz grafica de usuario (GUI) que

permita la edicién de las secuencias y el analisis de las mismas por parte de los investigadores del IPK?

El objeto de estudio se centra en la integracion del proceso de ensamblaje y edicion de secuencias de

acidos nucleicos con una GUI.

El campo de accién se enmarca en la integracién del proceso de ensamblaje de secuencias de tipo

comparativo con una GUI.

Para dar solucién a dicho problema se ha planteado el siguiente objetivo general: Desarrollar un Sistema

Informéatico para el ensamblaje y edicion de secuencias de acidos nucleicos.
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Objetivos especificos

e Realizar analisis y disefio al Sistema Informatico para el Ensamblaje y Edicion de Secuencias de
Acidos Nucleicos.

e Implementar el Sistema Informéatico para el Ensamblaje y Edicion de Secuencias de Acidos
Nucleicos.

e Evaluar el Sistema Informético para el Ensamblaje y Edicion de Secuencias de Acidos Nucleicos.
Para dar cumplimiento a los objetivos planteados, se identificaron las siguientes tareas de investigacion.

1. Andlisis del estado del arte sobre los sistemas de codigo libre para el ensamblaje de secuencias de
acidos nucleicos.

2. Estudio y seleccion de la metodologia de desarrollo, herramientas y tecnologias a utilizar para la
implementacién del Sistema

3. Identificacion de los requisitos funcionales del Sistema.
4. Seleccion de los patrones de disefio a utilizar.
5. Implementacion de los requisitos funcionales identificados.
El documento esta estructurado en cuatro capitulos que incluyen los siguientes elementos:

CAPITULO 1. Fundamentacion Tedrica: Muestra un estudio detallado sobre el estado actual del proceso
de ensamblaje y edicion de secuencias de &cidos nucleicos, 0 sea herramientas que se utilizan, sus
caracteristicas y algoritmos existentes para este proceso, también se especifican las herramientas a

utilizar, metodologia de desarrollo, lenguaje de programacion y modelado y tecnologias.

CAPITULO 2. Caracteristicas del Sistema: Incluye el andlisis y modelado de los procesos del negocio,
los requisitos funcionales y no funcionales identificados, ademas de los diagramas y descripcién del caso

de uso identificado como arquitecténicamente significativo.
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CAPITULO 3. Andlisis y Disefio: En este capitulo se describen los patrones de disefio utilizados,
ademas de la vista légica del sistema, asi como el diagrama de secuencia y el modelo de clases del

disefio para el caso de uso identificado como arquitecténicamente significativo.

CAPITULO 4. Implementacion y Pruebas: Se presenta el modelo de implementacion en el cual se define
el modelo de despliegue y el diagrama de componentes para el caso de uso identificado como
arquitecténicamente significativo, ademas de la descripcion de cada uno de ellos, también se muestran los

modelos de prueba usados para comprobar el correcto funcionamiento del sistema.
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CAPITULO 1: FUNDAMENTACION TEORICA

Introduccion

En este capitulo se abordaran temas relacionados con el proceso de ensamblaje y edicion de secuencias
de acidos nucleicos asi como algoritmos que se emplean en dicho proceso y algunos sistemas que lo
realizan. Ademas se realizara un estudio de las herramientas, metodologias y tecnologias disponibles
para llevar a cabo el desarrollo del software. Con el objetivo de lograr una mayor comprension del negocio

también se definiran algunos conceptos fundamentales.
1.1. Proceso de ensamblaje de secuencias

El proceso de ensamblaje de secuencias esta concebido por una serie de fases, esto depende del tipo de

ensamblaje que se desea realizar, actualmente existen dos tipos fundamentales:

Ensamblado de Novo: Intenta reconstruir la secuencia de ADN completa a partir de las lecturas sin
ningun tipo de conocimiento previo a cerca del genoma a ensamblar. Busca lecturas cuyo final coincida
con el principio, de otra de forma que se puedan unir para formar fragmentos mayores hasta completar el

genoma (6).

Ensamblado Comparativo o por Referencia: Basandose en un genoma secuenciado previamente y que
suponemos sea similar al que se quiere ensamblar. El procedimiento basico tratara de colocar cada una

de las lecturas en la posicién adecuada utilizando el genoma de referencia como guia (6).

Por Referencia De Novo
Las lecturas se alinean contra una referencia. No existe informacion previa del genoma.
. . Necesario para genomas nuevos o donde difiere
Usado ampliamente para el estudio del genoma . . .
de la secuencia de referencia, por ejemplo el
humano. i
cancer.
Genera contigs que se ensamblan en |Las lecturas se asignan en su posicion
supercontigs. correspondiente.
Se buscan similitudes entre las lecturas y su :
. Se buscan solapamientos entre las lecturas.
referencia.
Se utilizan mas lecturas para proporcionar mayor
cobertura Se busca un consenso entre las lecturas.
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Se generan mas repeticiones y se utilizan

Mayor consumo de CPU y memoria.
extremos apareados.

Tabla 1: Diferencias entre el Ensamblaje tipo De Novo y el Ensamblaje Comparativo o por Referencia.

El problema identificado se centra sobre el ensamblado de tipo comparativo, debido a que en las
investigaciones llevadas a cabo en el IPK se centran en tomar el genoma de algun individuo, ya sea un
virus o cualquier otro organismo como referencia y alinear las lecturas obtenidas del secuenciador contra
esta referencia, obteniendo una nueva cadena llamada “consenso”, la cual debe ser similar o igual al

genoma de referencia. El proceso de ensamblaje comparativo consiste en lo siguiente:
El proceso de ensamblaje comparativo consta de tres fases:

1. Limpieza de secuencias

2. Alineamiento de secuencias

3. Ensamblaje.

Proceso de ensamblaje

Limpieza Comparacion 2 a 2 Ensamblaje
= =
— | .
[ | ==
\ | l [
[ |
Consenso

Figura 1: Pasos en el proceso de ensamblaje de secuencias.
Limpieza de secuencias

Es el primer paso a realizar ante cualquier proyecto de secuenciacion. Los secuenciadores devuelven las

secuencias crudas y es necesario eliminar o bloquear diferentes regiones que:
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¢ Contengan bases con mala calidad de lectura.
e Contengan bases que pertenezcan a vectores o adaptadores.
e Contengan bases que estén altamente repetidas.
Estas regiones interfieren con el ensamblaje y es necesario no tenerlas en cuenta (7).

G 0 D exp
File Edit View Options Help

X v KN

== -
J 4 4 4 4 9 4 4 24 425 2 e 40 4 4 4 44 45 44 44 44 44 45 45 45 44 44 3
ST T
|

Figura 2: Cromatograma con lecturas ruidosas.

Todos los sistemas de secuenciacion valoran la calidad de sus lecturas asignando un valor a cada
posicion. Esta estimacion del error es especifica de cada tecnologia y es calculada por el software del
equipo. Para facilitar el andlisis y la interpretacion de los resultados, estos valores suelen cambiar de
escala a una escala normalizada y utilizable para todas las tecnologias de secuenciacion (7).

Alineamiento de secuencias

El siguiente paso es alinear todas las secuencias dos a dos para identificar que secuencias se solapan
entre si. El alineamiento se realizara utilizando una secuencia como referencia. Seran identificados pares
0 grupos de secuencias con fragmentos de secuencias comunes. Primero se realiza una comparacion
rapida para identificar que secuencias comparten palabras o ventanas iguales. En un segundo paso estas
parejas de secuencias se alinean mediante programas de alineacion dinamica. El resultado es una red de
interacciones entre las secuencias que se alinean entre si, en el que en cada borde esta localizado una

secuencia (7).
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(1) Secuencia

Directo

— — Reverso

Figura 3: Red de interacciones entre las secuencias que alinean entre si.

Ensamblaje de secuencias

A partir de estos grafos realizados con las secuencias identificadas que comparten regiones comunes y la
secuencia de referencia, se crea el ensamblaje. A diferencia de un alineamiento mudiltiple los
ensambladores no fuerzan que todas las secuencias cubran la totalidad del alineamiento, este se va
alargando con la adicion de nuevas secuencias. Existen diferentes algoritmos que a partir de la
informacion almacenada en el grafo ordenan y ensamblan las secuencias utilizando alineacion multiple
para obtener la mejor distribucion de las secuencias solapantes. En muchos programas estos dos ultimos
pasos (alineamientos de secuencias y ensamblaje) son ciclicos. A partir de estos alineamientos se obtiene

la secuencia consenso que representa a cada conjunto de secuencias o contigs (7).

[}
|'i H -

NNy
O
Gl
000

Gl

Figura 4: Bases de las cadenas alineadas y la cadena consenso.

A continuacién se describen los algoritmos mas utilizados en la actualidad para el ensamblaje de
secuencias.
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1.2. Algoritmos para el ensamblaje de secuencias

La evolucidon de los programas de ensamblaje de secuencias ha ido acompafada de la mejora y
propuesta de distintos enfoques para resolver el problema. Aunque comienzan a surgir nuevas
tecnologias de secuenciacién, actualmente las principales se basan en la secuenciacion del genoma

" a través del cual el genoma se parte en varios fragmentos

mediante el método de “perdigonada
(lecturas) que posteriormente se alinean obteniendo la secuencia original (4).

La mayoria de los programas de ensamblaje de secuencias utilizan diferentes aproximaciones
algoritmicas de las que se puede destacar: aproximaciones voraces o0 greedy, solapamiento—disefio—
consenso, grafos de Brujin y basados en la transformacién de Burrows-Wheeler. Existen, no obstante,
varios algoritmos que se utilizan en el ensamblaje de secuencias como puede ser el algoritmo de Smith-

Waterman para alineamientos locales y que se utiliza en muchos programas de ensamblaje (4).

1.2.1. Algoritmos Voraces

Los algoritmos voraces son implicitamente algoritmos de grafos ya que simplifican drasticamente el grafo
al considerar solo los enlaces con mas puntuacién, como optimizacion pueden instanciar solo un
solapamiento por cada lectura que examinan y pueden también descartar cada solapamiento
inmediatamente después de la extension del contig. Al igual que todos los ensambladores, los algoritmos

voraces necesitan mecanismos para evitar incorporar solapamientos falsos positivos en los contigs (4).

1.2.2. Grafos de Brujin

Esta aproximacion para ensamblaje de secuencias se utiliza principalmente para lecturas cortas de las
plataformas de SOLID y Solexa. Se basa en grafos de K-mer que los hacen muy eficientes para tratar
grandes cantidades de este tipo de lecturas, ya que los grafos de K-mer no requieren un descubrimiento
de todos los solapamientos mediante la comprobacion de todos contra todos, tampoco es necesario

almacenar las lecturas individuales en sus solapamientos y, adicionalmente, comprime las secuencias

4 Método de secuenciacién semi-automatizado que involucra fragmentos aleatorios de un genoma, sin previo conocimiento de su localizacién

dentro del mismo.

10
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redundantes. Por el contrario, los grafos K-mer no mantienen secuencias en un momento determinado y
son grandes consumidores de memoria para grandes genomas, aunque con los sistemas de memoria

distribuida se comportan bastante bien (4).

1.2.3. Transformacion de Burrows-Wheeler

La transformacion de Burrows-Wheeler es un algoritmo de permutacion reversible utilizado en programas
de ensamblaje de secuencias ya que permite dar una solucién parcial a uno de los principales problemas
del ensamblaje de secuencias que es el consumo de memoria. Este algoritmo permuta el orden de las
bases y consigue que la misma base se repita varias veces de manera consecutiva lo cual es util como
paso previo para la compresion y almacenamiento de los datos. La transformacion de Burrows-Wheeler se
utiliza en las tareas de alineacion contra un genoma de referencia ya que permite reducir la memoria

necesaria para indexar el genoma (4).

1.2.4. Smith-Waterman

El algoritmo Smith-Waterman es uno de los algoritmos mas importantes de alineacion local de secuencias
de &cidos nucleicos, es decir, determina si dos secuencias biolégicas tienen algin fragmento en comdn o
son de una gran similitud teniendo en cuenta las posibles mutaciones, inserciones o eliminaciones de
elementos dentro de una cadena. Por tal motivo este algoritmo es usado en diferentes ambitos
bioinformaticos con el fin de localizar alineamientos de caracter local (8). Este algoritmo posee la atractiva

propiedad que garantiza encontrar el alineamiento local 6ptimo.
1.3. Problemas del ensamblaje de secuencias
Hay varios factores que afectan la calidad del ensamblaje:
e La calidad de las secuencias.
e El ndmero de veces que se lee cada posicion (cobertura).

e Lalongitud de las secuencias.

11
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¢ La existencia de secuencias repetidas.

Para obtener buenos ensamblajes hay que obtener buenos solapamientos entre nuestras secuencias. Si
dos secuencias se solapan entonces se puede suponer que provienen de la misma regién del fragmento,
cuanto mayor y con mayor similitud sea el solapamiento mejor. Pero se pueden producir solapamientos
debido al azar, regiones repetidas o genes duplicados. Para evitar estos falsos positivos podemos tener

en cuenta una serie de factores:
e Similitud de la region solapada.
e Longitud de la regién solapada.
o Porcentaje de secuencia que solapa.
e Ignorar secuencias que solapan con muchas secuencias (repetitivas).

Los errores causados por la mala calidad, escasa cobertura y longitud de secuencias son evitables
mediante la limpieza de secuencias o la adicion de nuevas secuencias al ensamblaje. Pero el problema de
las secuencias repetidas no puede obviarse ya que en los genomas, sobre todo en los eucariotas, existe

un alto porcentaje de secuencias repetidas (7).
Secuencias repetidas

Las lecturas que Unicamente contienen el mismo ADN repetitivo ensamblaran entre si aunque provengan
de regiones distintas del genoma, solo podremos diferenciarlas si contienen alguna parte de secuencia
Unica. Esto hace que si la longitud del ADN repetitivo es mayor que el tamafio de las lecturas los
ensambladores no puedan ensamblar estas regiones ya que solapan con multitud de copias, esto crea
gaps y diferentes contigs. Las regiones repetidas mas pequefias que la longitud de las secuencias se
podran ensamblar perfectamente siempre que se tenga una lectura que la cruce en su totalidad, es decir

gue tenga en sus extremos secuencias de copia unica (7).

12
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1.4. Cdbdigos de Ambiguedad

Los cddigos de ambigliedad estandar para los nucleétidos son proporcionados por la IUPAC (Union

Internacional de Quimica Pura y Aplicada) e indican los nucle6tidos posibles que pueden ocurrir en una

determinada posicion. Los simbolos son validos tanto para el ADN y el ARN y se muestran en la siguiente

tabla: (9)

Cddigo Secuencia(s)Posible(s) Nombre
A A adenina
C C citosina
G G guanina
T T timina
R AG purina
Y CT primidina
K GT ceto
M AC amino
S GC enlaces fuertes
w AT enlaces débiles
B GTC todos excepto A
D GAT todos excepto C
H ACT todos excepto G
V GCA Todos excepto T
N GACT cualquiera

Tabla 2: Cédigos de Ambigiiedad.

1.5. Sistemas para el ensamblaje de secuencias de acidos nucleicos.

Internacionalmente se han desarrollado numerosos programas para el ensamblaje de secuencias. Se

puede destacar por ejemplo ABBA, MAQ, AMOS y Mosaik. Estos programas han sido disefiados y

ampliamente utilizados para el ensamblaje de genomas durante los Ultimos afios. A continuacion se

realiza una breve descripcion de cada uno de ellos.

ABBA (Assembly Boosted By Amino acid sequences): Es un ensamblador denominado comparativo

para lecturas cortas que utiliza una secuencia de aminoacidos para dirigir el ensamblaje de genes. Las

13
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secuencias de aminoacidos estdn mas conservadas que el ADN lo cual permite aumentar la distancia

relativa que se usa como referencia (4).

MAQ (Mapping and Assembly with Quality): Ensambla mediante un proceso de identificacion lecturas
cortas contra secuencias de referencia. El programa estd especificamente disefiado para lllumina-
Solexa/AB-SOLID pero no para 454, fue desarrollado por Heng Li del centro Sanger en C++ y utiliza

secuencias en formato FASTA. MAQ proporciona una puntuacion de calidad a cada alineamiento (4).

AMOS-AMOScmp: AMOS consiste en una coleccién de moédulos que operan sobre una estructura de
datos llamada banco. Un banco es en realidad un directorio que contiene una base de datos que
comprende los objetos de ensamblado relacionados, tales como lecturas, contigs y scaffolds. Los modulos
de este modo se comunican entre si mediante cambios en el banco. AMOScmp es un paquete para el
ensamblaje comparativo que se encuentra incluido dentro del proyecto AMOS, una herramienta para la
manipulacion de la entrada y salida de ficheros relacionados con el ensamblaje de genomas completos

(4).

Mosaik: Es un ensamblador de secuencias guiado por referencia que utiliza el algoritmo Smith—Waterman

para el alineamiento de las lecturas. Mosaik esta compuesto por 4 médulos principales (10).

¢ MosaikBuild
e MosaikAligner
¢ MosaikSort

e MosaikAssembler

MosaikBuild convierte varios formatos de secuencias en un formato nativo de Mosaik, luego MosaikAligner
alinea cada lectura a una serie de referencias especificadas, MosaikSort ordena dicho alineamiento para
gue finalmente MosaikAssembler analice el alineamiento ordenado y produzca un fichero con la salida
estandar del ensamblaje (10). De esta manera, se puede decir que el flujo de trabajo consiste en

proporcionar secuencias de entrada en formato FASTA, FASTQ y producir ficheros de ensamblaje.

Luego del andlisis de los softwares para el ensamblaje de secuencias disponibles, ha sido seleccionado

Mosaik para el desarrollo del Sistema, para ello fueron tenidas en cuenta las siguientes caracteristicas:

14
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e Es un ensamblador de tipo comparativo.
e Soporta la varias tecnologia de secuenciacion (Sanger, 454, lllumina/Solexa, Solid y Helicos).

e Permite ajustar pardmetros fundamentales en el alineamiento de las secuencias, lo que permite

realizar un alineamiento completamente configurable.

e Utiliza el algoritmo Smith-Waterman en el alineamiento de las secuencias contra la referencia, el
cual es éptimo en alineamientos locales, garantizando de este modo mejores solapamientos entre

las lecturas y la referencia.
e Posee suficiente documentacion.
o Puede ser ejecutado en Windows.

e Es una herramienta libre.
1.6. Metodologia de desarrollo

Una metodologia de desarrollo se refiere a un marco de trabajo usado para estructurar, planificar y
controlar el proceso de desarrollo de sistemas computacionales. Asi, se espera que al utilizar una
metodologia para desarrollo de software, esta pueda proveer un conjunto de practicas y herramientas que
faciliten el proceso de desarrollo, ofreciendo un producto con alta calidad, seguro y que satisfaga las
expectativas del cliente (11). Actualmente existen muchas metodologias, las cuales se pueden dividir en

dos tipos principales: Agiles y Tradicionales.

Algunos ejemplos de Metodologias Tradicionales son: RUP (Rational Unified Process, Proceso Racional
Unificado) y OMT (Object Modeling Technique, Técnica de Modelado de Objetos). En este tipo de
metodologias se considera la importancia de la documentacion del sistema, lo cual permite entender,
extender y darle mantenimiento al software. Ademas, estas metodologias proporcionan un orden y una

estructura bien definida para el desarrollo del sistema (11).

Por otro lado, estan las Metodologias Agiles, las cuales presentan respuestas rapidas y efectivas al

cambio; tienen un plan de proyecto flexible, y muestran simplicidad, de manera general, en el desarrollo.
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Sin embargo, tienen la desventaja de generar poca documentacion y no hacer uso de métodos formales.
Algunos ejemplos de este tipo de metodologias, son: XP (Programacion Extrema), Scrum y OpenUp (11),
esta Ultima cuenta con gran prestigio a nivel internacional aplicandose a proyectos pequefios. OpenUp
evita generar documentacion innecesaria de diagramas que son exigidos por otras metodologias, ademas
de que es un proceso modelo extensible, dirigido a la gestién y desarrollo de proyectos de software
basados en desarrollo iterativo, &gil e incremental apropiado para proyectos pequefios y de bajos
recursos; y es aplicable a un conjunto amplio de plataformas y aplicaciones de desarrollo. Por esas y otras
razones que se describen a continuacion, ha sido seleccionada para el desarrollo del sistema.

OpenUp

OpenUp es un marco del proceso del desarrollo del software Open Source que en un cierto plazo, se
espera que cubra un amplio sistema de necesidades para los proyectos de desarrollo. OpenUP es un

proceso iterativo para el desarrollo de software que es (12):

¢ Minimo: Solo incluye el contenido del proceso fundamental.

o Completo: Puede ser manifestado como proceso entero para construir un sistema.

e Extensible: Puede ser utilizado como base para agregar o para adaptar mas procesos.
Beneficios en el uso de OpenUP

e Ya que es apropiado para proyectos pequefios y de bajos recursos permite disminuir las

probabilidades de fracaso en los proyectos pequefios e incrementar las probabilidades de éxito.
e Permite detectar errores tempranos a través de un ciclo iterativo.

e Evita la elaboracién de documentacién, diagramas e iteraciones innecesarios requeridos en la

metodologia RUP.

e Por ser una metodologia agil tiene un enfoque centrado al cliente y con iteraciones cortas.
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Principios de OpenUP
e Colaborar para alinear intereses y para compartir conocimiento.
e Balancear las prioridades.
e Centrado en la Arquitectura.
e Desarrollo Iterativo.
Fases de OpenUP

Concepcién: La primera de las cuatro fases en el ciclo de vida del proyecto. Esta es acerca de entender
el alcance y los objetivos del proyecto y obtener suficiente informacion para confirmar que el proyecto
deberia continuar o convencerse de que este no deberia continuar. El propésito en esta fase es lograr

concurrencia entre todos los involucrados sobre los objetivos del ciclo de vida para el proyecto.

Elaboraciéon: La segunda de cuatro fases en el ciclo de vida del proyecto, cuando los riesgos
arquitecturalmente significativos son dirigidos. El propésito de esta fase es establecer la linea base de la
arquitectura del sistema y proporcionar una base estable para el gran esfuerzo de desarrollo de la

siguiente fase.

Construccion: La tercera de cuatro fases en el ciclo de vida del proyecto, la Construccién se enfoca en
disefio, implementacién y prueba de las funcionalidades para desarrollar un sistema completo. El

proposito de esta fase es completar el desarrollo del sistema basado en la arquitectura.

Transicion: Cuarta y ultima fase en el ciclo de vida del proyecto. El propdsito en esta fase es asegurarse

gue el software esta listo para entregarse a los usuarios.

OpenUp es un proceso modelo y extensible, dirigido a la gestion y desarrollo de proyectos de software
basado en el desarrollo iterativo, agil e incremental, apropiado para proyectos pequefios y es aplicable a

un conjunto amplio de plataformas y aplicaciones de desarrollo (12).
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1.7. Herramientas y Techologias

1.7.1. Herramienta CASE

Se puede definir a las herramientas de Ingenieria de Software Asistida por Computadora (CASE) como un
conjunto de programas y ayudas que dan asistencia a los analistas, ingenieros de software y
desarrolladores, durante todos los pasos del ciclo de vida de desarrollo de un software. La realizacion de
un nuevo sistema requiere que las tareas sean organizadas y completadas en forma correcta y eficiente.
Las Herramientas CASE fueron desarrolladas para automatizar esos procesos y facilitar las tareas de

coordinacion de los eventos que necesitan ser mejorados en el ciclo de desarrollo (13).

Existe una gran variedad de herramientas CASE para el modelado de sistemas y negocios, como son el

Erwin, Poseiddén y Visual Paradigm, esta ultima fue la seleccionada debido a las siguientes caracteristicas.

Visual Paradigm para UML

Visual Paradigm para UML es una herramienta UML profesional que soporta el ciclo de vida completo del
desarrollo de software: andlisis y disefio orientados a objetos, construccion, pruebas y despliegue. El
software de modelado UML ayuda a una mas rapida construccién de aplicaciones de calidad, mejores y a
un menor coste. Permite dibujar todos los tipos de diagramas de clases, cédigo inverso, generar codigo

desde diagramas y generar documentacion (14).
Algunas caracteristicas:
e Soporta Diagramas UML.
e Soporta aplicaciones de escritorio.
e Generacién de codigo para Java.
e Seintegra con el IDE NetBeans, para desarrolladores de Java.

¢ Ingenieria inversa - Cédigo a modelo, codigo a diagrama.
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1.7.2. Entorno de Desarrollo Integrado

Un Entorno Integrado de Desarrollo (IDE, Integrated Development Environment) es un sistema que facilita
el trabajo del desarrollador de software, integrando solidamente la edicion orientada al lenguaje, la
compilacion o interpretacion, la depuracion, las medidas de rendimiento, la incorporacion de las fuentes a

un sistema de control de fuentes, etc., normalmente de forma modular (15).

Existen varios IDEs para el desarrollo de aplicaciones de escritorio en Java, entre los mas utilizados se
encuentran: Eclipse, Jbuilder, Sun Java Studio Enterprise y NetBeans, este Ultimo ha sido seleccionado
para desarrollar el sistema debido a las caracteristicas que se describen a continuacion.

NetBeans IDE 7.1

El IDE NetBeans es un entorno de desarrollo integrado, una herramienta para programadores pensada
para escribir, compilar, depurar y ejecutar programas. Esta escrito en Java pero puede servir para
cualquier otro lenguaje de programaciéon. Existe ademas un nimero importante de modulos para extender
el IDE NetBeans. NetBeans es un producto libre y gratuito sin restricciones de uso. A continuacion se

describen algunas de las principales caracteristicas de NetBeans.
Caracteristicas de NetBeans (16):

e Ofrece un mejor soporte para las ultimas tecnologias Java: NetBeans IDE proporciona un
soporte completo y de primera clase para las ultimas tecnologias Java y las mejoras mas recientes

de Java antes de otros IDEs.

e Edicion de cddigo rpida e inteligente: Un IDE es mucho mas que un editor de texto ya que

proporciona plantillas de cédigo, sugerencias de codificacion y herramientas de refactorizacion.

e Gestion de Plugins: NetBeans es un IDE extensible por lo que se pueden adicionar, eliminar o

actualizar una serie de funcionalidades gracias a este mecanismo.

e Administracion de proyectos facil e inteligente: Mantener una vision clara de las aplicaciones

grandes, con miles de carpetas y archivos, y millones de lineas de codigo, es complicado.
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NetBeans IDE proporciona diferentes vistas de los datos, a través de mudltiples ventanas de

proyectos.

e Rapido desarrollo de la interfaz de usuario: Disefio de interfaces graficas de usuario para
aplicaciones JavaEE, JavaSE y JavaME de forma rapida y sin problemas al arrastrar y colocar
componentes GUI de una paleta en el editor NetBeans.

1.8. Lenguajes

1.8.1. Lenguaje de programacioén

Un lenguaje de programacion actia como un traductor entre el usuario y el equipo. En lugar de aprender
el lenguaje nativo del equipo (conocido como lenguaje maquina), se puede utilizar un lenguaje de
programacion para dar instrucciones al equipo de un modo que sea mas facil de aprender y entender. Un
programa especializado conocido como compilador toma las instrucciones escritas en el lenguaje de

programacion y las convierte en lenguaje maquina (17).

Existen varios lenguajes de programacion para el desarrollo de aplicaciones de escritorio robustas y
seguras tales como C++, C#, Phyton y Java, sin embargo Java sera el utilizado para el desarrollo del

sistema debido a las caracteristicas que se muestran a continuacion.
Java

Java es un lenguaje de propdsito general, concurrente, simple, orientado a objetos, distribuido,
interpretado, robusto, seguro, de arquitectura neutra, portétil, de alto desempefio, dindmico, basado en

clases y de hilos multiples (18).
Las caracteristicas principales que ofrece Java son (18):

e Lenguaje Simple: Basado en el lenguaje C++, pero donde se eliminan muchas de las
caracteristicas de la Programacion Orientada a Objetos (POO) que se utilizan esporadicamente y
gue creaban frecuentes problemas a los programadores. Esta eliminacién de causas de errores y

problemas de mantenimiento, facilita y reduce el coste del desarrollo del software.
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e Orientado a Objetos: Java da buen soporte a las técnicas de desarrollo orientadas a objetos y en

resumen a la reutilizacion de componentes de software.

e Interpretado: El compilador Java traduce cada fichero fuente de clases a cbédigo de bytes
(Bytecode), que puede ser interpretado por todas las maquinas que den soporte a un visualizador
gue funcione con Java. Este Bytecode no es especifico de una maquina determinada, por lo que

no se compila y enlaza como en el ciclo clasico, sino que se interpreta.

e Solido: El cédigo Java no se quiebra facilmente ante errores de programacién. Asi el relaje que
existe en la declaracién y manejo de tipos en C y C++ se torna en restricciones en Java, donde no
es posible la conversion forzada de enteros en punteros y no ofrece soporte a los punteros que
permitan saltarse reglas de manejo de tipos. Asi en Java no es posible escribir en areas arbitrarias
de memoria ni realizar operaciones que corrompan el cédigo. En resumen se eliminan muchas de

las posibilidades de "trucos" que ofrecia el Cy C++.

e Portable: Al ser de arquitectura neutral es altamente portable, pero esta caracteristica puede verse
de otra manera: Los tipos de datos estandares estan igualmente implementados en todas las

maquinas por lo que las operaciones aritméticas funcionaran igual en todas las maquinas.

Java fue disefiado especificamente para tener tan pocas dependencias de implementacion como fuera
posible. Su intencién es permitir que los desarrolladores de aplicaciones escriban el programa unavez y lo
ejecuten en cualquier dispositivo (conocido en inglés como WORA, o "write once, run anywhere"), lo que
quiere decir que el cédigo que es ejecutado en una plataforma no tiene que ser recompilado para correr

en otra. Java es, a partir de 2012, uno de los lenguajes de programacion mas populares en uso (18).
1.8.2. Lenguaje de modelado

Un lenguaje de modelado de objetos es un conjunto estandarizado de simbolos y de modos de
disponerlos para modelar parte de un disefio de software orientado a objetos. Algunas organizaciones los
usan extensivamente en combinacion con una metodologia de desarrollo de software para avanzar de una
especificacion inicial a un plan de implementacién y para comunicar dicho plan a todo un equipo de
desarrolladores. El uso de un lenguaje de modelado es mas sencillo que la auténtica programacion, pues

existen menos medios para verificar efectivamente el funcionamiento adecuado del modelo. Esto puede
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suponer también que las interacciones entre partes del programa den lugar a sorpresas cuando el modelo

ha sido convertido en un software funcional (19).

Para el modelado de sistemas y negocios existen varios lenguajes de modelado como: Business Process
Modeling Notation (BPMN) y Unified Modeling Language (UML), este Ultimo ha sido seleccionado debido a

las siguientes caracteristicas.
Leguaje Unificado de Modelado (UML)

El Lenguaje Unificado de Modelado es un lenguaje gréfico para visualizar, especificar, construir y
documentar cada una de las partes que comprende el desarrollo de software. UML entrega una forma de
modelar cosas conceptuales como lo son procesos de negocio y funciones de sistema, ademas de cosas
concretas como lo son escribir clases en un lenguaje determinado, esquemas de base de datos y

componentes de software reusables (19).

Para una mejor comprension de que es en realidad UML, basta solo con analizar cada una de las palabras

gue lo componen por separado (20):

Lenguaje: el UML es precisamente un lenguaje, lo que implica que este cuenta con una sintaxis y una
semantica. Por lo tanto al modelar un concepto en UML, existen reglas sobre como deben agruparse los

elementos del lenguaje y el significado de esta agrupacion.

Modelado: el UML es visual, mediante su sintaxis se modelan distintos aspectos del mundo real, que

permiten una mejor interpretacion y entendimiento de este.
Unificado: unifica varias técnicas de modelado en una Unica.

UML tiene como objetivo fundamental entregar un material de apoyo que le permita al lector poder definir

diagramas propios como también poder entender el modelamiento de diagramas ya existentes (20).
1.9. Librerias

En términos informaticos una libreria o biblioteca es un conjunto de subprogramas utilizados para

desarrollar aplicaciones. Las bibliotecas contienen codigo y datos, que proporcionan servicios a
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programas independientes, es decir, pasan a formar parte de estos. Esto permite que el codigo y los datos

se compartan y puedan modificarse de forma modular (21).

BioJava

BioJava es un proyecto de cédigo abierto dedicado a proveer un marco de Java para el procesamiento de
datos biol6gicos. Se proporciona rutinas analiticas y estadisticas, analizadores de formatos de archivo
comunes y permite la manipulacion de secuencias y estructuras 3D. El objetivo del proyecto BioJava es
facilitar el desarrollo rapido de aplicaciones bioinformaticas, esta libreria se encuentra actualmente bajo
licencia GPL (22). Actualmente Biojava mantiene en desarrollo dos versiones diferentes las cuales son

descritas a continuacion.

Biojava 1.x: Entre otras funcionalidades, esta version esta enfocada hacia la secuenciacion, asi como la
gestion de ficheros generados por equipos de este tipo como los SCF y ABI. También se puede realizar
lectura y escritura de secuencias en formato fasta y construir Cromatogramas a partir de ficheros tipo
SCF.

Biojava 3.x: Entre otras funcionalidades, esta version también hace parte del trabajo de secuenciaciéon
pero esta vez dirigido hacia los ficheros en formato fastq en cualquiera de sus variantes (Sanger, Illumina,
Solexa), los cuales no se pueden leer a través de Biojava 1.x. También con esta version se puede

visualizar el alineamiento de secuencias.

Durante el desarrollo del sistema, serdn empleadas ambas versiones de Biojava con el objetivo de dar
soporte a funcionalidades como la visualizacion de cromatogramas, la lectura de varios formatos
provenientes de equipos de secuenciacion de Ultima generacion y la captura de sus valores de calidad,

entre otras funciones.
Conclusiones del capitulo

Luego de haber realizado un estudio de las herramientas y tecnologias disponibles, se han seleccionado
aquellas que brindan un conjunto de caracteristicas que se acoplan de la mejor manera a la problematica
en cuestién, o sea al sistema a desarrollar. Como metodologia de desarrollo fue seleccionada OpenUP, el

sistema serd implementado en el lenguaje de programacion Java utilizando NetBeans 7.1 como Entorno
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de Desarrollo Integrado, los diagramas seran modelados en Visual Paradigm 8.0 utilizando UML como
lenguaje de modelado de objetos. Como ensamblador comparativo de secuencias de acidos nucleicos se

empleara Mosaik 1.032. Todas estas herramientas seran utilizadas bajo el patrén MVC el cual facilitara el
desarrollo de una herramienta robusta, extensible y completamente libre.
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CAPITULO 2: CARACTERISTICAS DEL SISTEMA

Introduccion

En el presente capitulo se realiza una propuesta del sistema a desarrollar, representando los artefactos
definidos por la metodologia de desarrollo OpenUP. Se presenta el modelo de dominio con la
descripcion de cada objeto, la captura de los requisitos funcionales, la definicion de los requisitos no
funcionales y el diagrama de casos de uso del sistema, ademés de la descripcion de los casos de uso.

2.1. Modelo de Dominio

El modelo de dominio (MD) se aplica cuando no es posible aplicar el modelo de negocio. En este modelo
se representan las clases fundamentales del negocio y sus relaciones. El mismo representa una parte
visual de las clases y sus interacciones con el entorno del proyecto (23). El diagrama que se presenta a

continuacion muestra los objetos utilizados para el desarrollo del sistema.

Investigador 1 <<Interectia>> 1 SistemaDeEnsamblajeY 1 <<Utiliza>> 1 Ensamblador
EdiccionDeSecuencias Comparativo

1

<<Contiene>>

<<Ensambla>>

g By /
SecuenciasDe
AcidosNucleicos

Figura 2.1 Diagrama de Modelo de dominio.

2.1.1. Definicion de las Clases de Modelo del Dominio
Investigador: Usuario que interactia con el sistema.

SistemaDeEnsamblajeYEdicionDeSecuencias: Sistema a desarrollar. Interfaz en la que el investigador

crea nuevos proyectos para el ensamblaje y edicion de secuencias de &cidos nucleicos.
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EnsambladorComparativo: Sistema ensamblador de secuencias de &cidos nucleicos de tipo

comparativo, el cual sera utilizado para realizar el ensamblaje.

SecuenciasDeAcidosNucleicos: Conjunto de secuencias de &acidos nucleicos obtenidas a través de

ficheros importados en varios formatos.
2.2. Requisitos del sistema.

Los requisitos de software son aguellas funcionalidades que debe realizar o alcanzar un sistema (24). A

continuacion se describen los mismos separados en Requisitos Funcionales y Requisitos no Funcionales.
2.2.1. Requisitos Funcionales:

Los requisitos funcionales surgen de las entrevistas realizadas al cliente, los cuales representan las
funcionalidades que debe presentar el software, a continuacion se enumeran los mismos y se realiza una

breve descripcion de cada uno de ellos.
RF1: Importar Secuencia de Acidos Nucleicos.

e Consiste en cargar un fichero el cual contiene una o varias secuencias, dependiendo del

formato que posea.
RF2: Mostrar Secuencia de Acidos Nucleicos.
o Consiste en mostrar la cadena correspondiente a una secuencia previamente importada.
RF3: Modificar Secuencia de Acidos Nucleicos.

e Permite al usuario realizar cambios en las secuencias, asi como la insercion, eliminacion y

cambio de bases o gaps.
RF4: Eliminar Secuencia de Acidos Nucleicos.
o Permite al usuario eliminar completamente una secuencia del sistema.

RF5: Modificar Parametros de Ensamblaje.
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¢ Permite al usuario modificar los parametros que se utilizan en el ensamblaje de las secuencias.
RF6: Ensamblar Secuencias de Acidos Nucleicos.

e Permite al usuario realizar el ensamblaje comparativo de secuencias.
RF7: Mostrar Cromatogramas.

e Permite al usuario visualizar el cromatograma de una secuencia obtenida a partir de la

secuenciacion.
RF8: Exportar Secuencias de Acidos Nucleicos.
o Permite al usuario exportar una secuencia hacia un directorio determinado.
RF9: Establecer Intervalos de Confianza.

e Permite al usuario establecer un intervalo de confianza para evaluar el porcentaje de calidad de

una secuencia.
2.2.2. Requisitos no Funcionales

Por otro lado los Requisitos no Funcionales (RNF) son requisitos que imponen restricciones en el disefio o
la implementacion. Son propiedades o cualidades que el producto debe tener y ademas importantes para
que los usuarios valoren las caracteristicas no funcionales del sistema (24). A continuacién se muestran

los RNF identificados durante la investigacion.

RNF1: Legales

Se usaran herramientas de software libre, o que funcionen bajo las licencias GNU/GPL, por lo que el

sistema estara basado también sobre los términos de la licencia GNU/GPL.
RNF2: Software

Se debe disponer de las siguientes aplicaciones para hacer uso del sistema.
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¢ Windows XP o Windows 7.
¢ Mosaik 1.032
e JDK 7 o superior.

RNF3: Hardware

Para un desempefio eficaz del sistema las estaciones de trabajo donde se instalara deben poseer una
memoria RAM de 2GB o superior, ademas de un procesador Celeron a 2.5 GHz o superior y una
capacidad de almacenamiento minima de 40 GB.

RNF4: Apariencia

El sistema tendra un ambiente sencillo y similar al que presenta el Sequencher lo que facilitara a los

investigadores del IPK su interaccién con el mismo.
RNF5: Escalabilidad

Para el desarrollo del sistema fueron empleadas herramientas y tecnologias completamente libres,
ademas de su cédigo libre, al cual se le pueden agregar, eliminar u optimizar funcionalidades con el

objetivo de aumentar su uso y rendimiento.

2.3. Definicion de los actores del sistema

Un actor es una entidad externa que interactia con el sistema participando en un Caso de Uso (CU). Los

actores pueden Ser personas, otros ordenadores o0 eventos externos.

Los actores no representan a personas fisicas o a sistemas, sino su rol. Esto significa que cuando una
persona interactia con el sistema de diferentes maneras (asumiendo diferentes papeles), estara

representando varios actores (25).

Actor Definicion
Investioador Representa el usuario final del sistema, el cual podra realizar todas las operaciones
g sin restriccion alguna en el sistema.
Mosaik Sistema para el ensamblaje comparativo de secuencias de acidos nucleicos.

Tabla 3: Definicion de los actores del sistema.
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2.4. Definicion de los casos de uso del sistema

Un caso de uso es una secuencia de interacciones entre un sistema y alguien o algo que usa alguno de
sus servicios. Los casos de uso representan requisitos funcionales por lo que representan funcionalidades

para el sistema.
2.4.1. Patrones de Caso de Uso

Con el objetivo de lograr un sistema mas facil de comprender y mantener, se aplican patrones en el disefio
de los casos de uso, los cuales permiten construir un producto mucho mas enfocado hacia el disefio y las

técnicas de alta calidad. A continuacion se describe el patrén utilizado.

CRUD: Este patron se utiliza en los casos donde se quiere realizar altas, bajas, cambios y consultas a
alguna entidad del sistema. Su nombre es un acrénimo de las palabras en inglés Create (Crear), Read

(Leer), Update (Actualizar) y Delete (Eliminar).
2.4.2. Listado de Casos de Uso
CU1: Gestionar Secuencias de Acidos Nucleicos.
e RF1: Importar Secuencias de Acidos Nucleicos.
e RF2.: Mostrar Secuencias de Acidos Nucleicos.
e RF3: Modificar Secuencias de Acidos Nucleicos.
e RF4: Eliminar Secuencias de Acidos Nucleicos.
CU2: Modificar Pardmetros de Ensamblaje.
e RF5: Modificar Parametros de Ensamblaje.
CU3: Ensamblar Secuencias de Acidos Nucleicos.

e RF6: Ensamblar Secuencias de Acidos Nucleicos.
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CU4: Mostrar Cromatogramas

e RF7: Mostrar Cromatogramas.
CUS: Exportar Secuencias de Acidos Nucleicos.

e RF8: Exportar Secuencias de Acidos Nucleicos.
CUG: Establecer Intervalos de confianza

e RF9: Establecer Intervalos de confianza.
2.5. Diagrama de Casos de Uso del Sistema

El diagrama de casos de uso representa la forma de como un actor opera con el sistema en desarrollo,

ademas de la forma, tipo y orden de como los elementos interacttan.

Los diagramas de casos de uso describen las relaciones y las dependencias entre un grupo de casos de

uso y los actores participantes en el proceso.

Los diagramas de casos de uso no estan pensados para representar el disefio y no pueden describir los
elementos internos de un sistema. Estos diagramas sirven para facilitar la comunicacion con los futuros
usuarios del sistema, y con el cliente, y resultan especialmente Utiles para determinar las caracteristicas
necesarias que tendra el sistema. En otras palabras, los diagramas de casos de uso describen qué es lo

gue debe hacer el sistema, pero no como (25).

<<Extend>>
od ﬁca' Parametros
Ensamblar Secuencias @
Mosaik
tablecer rangos
<l T
5 Soc Investigador e 2ot e

Figura 5: Diagrama de Casos de Uso del Sistema.
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2.5.1. Descripcion de Casos de Uso

La descripcion de los casos de uso del sistema especifica la secuencia de eventos que los actores llevan

a cabo para completar un proceso a través de la aplicacion.

A continuacion se realiza la descripcion del CU Ensamblar Secuencias de Acidos Nucleicos, el cual ha
sido identificado como el CU mas critico del sistema. El resto de las descripciones de los CU se pueden
encontrar en el Anexo 1.

Descripcion del CU Ensamblar Secuencias de Acidos Nucleicos.

Caso de Uso: Ensamblar Secuencias de Acidos Nucleicos.
Actores: Investigador, Mosaik
Resumen: El CU se inicia cuando el investigador selecciona la opcion “Ensamblar

Secuencias”, luego Mosaik realiza el ensamblaje de las secuencias seleccionadas y

se visualiza el consenso en el Sistema, finalizando asi el caso de uso.

Precondiciones: | Seleccionar una secuencia como referencia

Referencias RF6
Prioridad Critico.
Flujo Normal de Eventos
Accién del Actor Respuesta del Sistema
1. ElI Investigador selecciona las 2. El sistema ensambla las secuencias
secuencias a ensamblar y la opcién seleccionadas.
“‘Ensamblar Secuencias”. 3. El sistema muestra la Secuencia consenso
obtenida a partir del ensamblaje.

Prototipo de interfaz

Exportar Consenso |

Referencia |GAACTTATTCTGGATCAAAGGAAAGT TGTCCAACTGTAGAGTCATG CAAAAGAAAACACAA AAGTATAAATA GAAAAAGTATG]

. IGAACTTATTCTGGATCAAAGGAAAGT TGTCCAACTGTAGAGTCATG CAAAAGAAAACACAAN AAGTATAAATA GAAAAAGTATGT
onsenso

- T

Flujos Alternos
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Accién del Actor Respuesta del Sistema

3.1. Muestra el mensaje “No existe una Secuencia

marcada como referencia en la selecciéon”.

Prototipo de Interfaz

¢ “
Mensaje de error &J
Mo existe una secuencia marcada como referencia.
Por favor, seleccione una secuencia como referencia e intente de nuevo

Poscondiciones | Se obtiene la Secuencia Consenso.

Tabla 4: Descripcion del CU Ensamblar Secuencias de Acidos Nucleicos.
Conclusiones del Capitulo

En este capitulo se dio una vision general del sistema a construir. Con el objetivo de esclarecer como se
desarrolla todo el proceso se definio el modelo de dominio donde se representaron las entidades que
participan en la solucidon propuesta y sus relaciones entre si. Ademas se capturaron 9 requisitos
funcionales a partir de entrevistas con el cliente los cuales se agruparon en 6 casos de uso, ademas se
plantearon 5 requisitos no funcionales y se identificaron dos actores. De este modo quedan sentadas las

bases para continuar con las siguientes fases del proceso de desarrollo.
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CAPITULO 3: ANALISIS Y DISENO DEL SISTEMA

Introduccion

Luego de haber analizado las caracteristicas del sistema a desarrollar, se procede a realizar el analisis y
disefio de la propuesta planteada en el capitulo anterior. En este capitulo se definirdn los patrones de
arquitectura y disefio que regiran el desarrollo del sistema. Se presentaran los diagramas de clases del
disefio y de interaccién, los cuales representan al sistema desde un punto de vista ingenieril para

proseguir con la implementacién del mismo.
3.1. Arquitectura de Software

La arquitectura de software es una forma de representar sistemas complejos mediante el uso de la
abstraccion. Independientemente de la metodologia implementada, la intencibn es obtener una
arquitectura con la documentacién necesaria, y asegurar que el sistema cumple con los requisitos y la
funcionalidad que espera el usuario, ademas de los atributos de calidad asociados que deben cumplirse, y

que dirigen las decisiones al momento de la construccién de la arquitectura del sistema (26).

La arquitectura de software puede considerarse entonces como el “puente” entre los requisitos del sistema
y la implementacion. Las actividades que culminan en la definicion de la arquitectura pueden ubicarse en
las fases tempranas del ciclo de desarrollo del sistema. Desde esta perspectiva, la arquitectura constituye
un artefacto de la actividad de disefio, que servird de medio de comunicacion entre los miembros del
equipo de desarrollo, los clientes y usuarios finales, dado que contempla los aspectos que interesan a
cada uno. Ademas, pasa a ser la base del disefio del sistema a desarrollar, debido a que es usada como

guia para el resto de las tareas del desarrollo.

3.1.1. Patron Arquitectonico

Modelo Vista Controlador (MVC)

Uno de los patrones que ha ganado un gran auge en los Ultimos afios debido a los resultados que se

pueden obtener mediante su uso, es el Modelo-Vista-Controlador (MVC) cuyo objetivo es dividir una
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aplicacion interactiva en tres componentes. El modelo contiene la informacién central y los datos. Las
vistas despliegan informacion al usuario. Los controladores capturan la entrada del usuario. Las vistas y

los controladores constituyen la interfaz del usuario (27).

Dicho patron fue disefiado para reducir el esfuerzo de programacion necesario en la implementacion de
sistemas garantizando un gran desacople entre sus partes. Sus caracteristicas principales estan dadas
por el hecho de que, el Modelo, las Vistas y los Controladores se tratan como entidades separadas; esto
hace que cualquier cambio producido en el Modelo se refleje automaticamente en cada una de las Vistas.

I------------ Controller
Vv 1
|
Model I
|
A v

Figura 6: Representacion del Patron Modelo-Vista-Controlador.

Este modelo de arquitectura presenta varias ventajas

e Separacion clara entre los componentes de un programa; lo cual permite su implementacién por
separado.

e Interfaz de Programacién de Aplicaciones APl (Aplication Programming Interface) muy bien
definida; cualquiera que use el API, podra reemplazar el Modelo, la Vista o el Controlador, sin
aparente dificultad.

e Conexion entre el Modelo y sus Vistas dinamica; se produce en tiempo de ejecucién, no en tiempo

de compilacion.
A continuacion se presenta la descripcion de cada paquete representado en la Figura 7.

Modelo: Los modelos estan compuestos por entidades, las cuales dominan la informacién que se maneja
en el sistema, estos encapsulan los datos y las funcionalidades. El paguete Modelo, cuenta con tipos de

datos: Secuencia SecuenciaAbstracta, SecuenciaSimple, SecuenciaCompuesta, SecuenciaFasta,
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SecuenciaSCF, SecuenciaABl y SecuenciaFastQ, donde SecuenciaAbstracta es la clase base la cual
tiene como hijas a SecuenciaSimple y SecuenciaCompuesta, donde las Secuencias de tipo
SecuenciaSimple (SecuenciaFasta, SecuenciaSCF, SecuenciaABIl), tienen una sola secuencia y las de

tipo SecuenciaCompuesta (SecuenciaFastQ) tienen varias.

Vista: El paquete vista contiene la interfaz principal del proyecto, ademés de un conjunto de ventanas con
las que interactta el investigador, a través de las cuales se pueden obtener datos relacionados con las

secuencias asi como realizar cambios sobre las mismas.

Controlador: El paquete controlador contiene la clase controladora del proyecto, esta clase contiene las
secuencias cargadas en el Sistema. La clase controladora se encarga a la vez de actualizar el modelo
correspondiente con la peticién realizada.

Ademas de los paquetes que representan la arquitectura MVC se representaron subsistemas que influyen

en el funcionamiento del software.

Mosaik: Sistema para el ensamblaje de secuencias de acidos nucleicos. Este sistema recibe dos ficheros,
uno con el genoma de referencia en formato “fasta” y otro con las lecturas a ensamblar en formato “fastq”.
A partir de esta entrada Mosaik genera como salida un fichero en formato “ace”, el cual contiene la cadena

consenso.

Biojava: Libreria usada para la lectura de ficheros generados por equipos de secuenciacion, la

construccién de cromatogramas y la obtencion de la cadena reversa y complementaria de una secuencia.
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Figura 7: Vista Logica del Sistema.

Al incorporar el modelo de arquitectura MVC a un disefio, las piezas de un programa se pueden construir
por separado y luego unirlas entiempo de ejecucion. Si uno de los componentes, posteriormente, se
observa que funciona mal, puede reemplazarse sin que las otras piezas se vean afectadas.

3.1.2. Patrones de Disefio

Un patrén de disefio provee un esquema para refinar los componentes de un sistema de software, o las
relaciones entre ellos. Describe la estructura comUnmente recurrente de los componentes en

comunicacion, que resuelve un problema general de disefio en un contexto particular (27).

Una muy buena préactica a la hora de desarrollar aplicaciones orientadas a objetos es el uso de los
patrones GRASP. Dichos patrones describen los principios fundamentales de la asignacion de
responsabilidades a objetos, expresados en forma de patrones. GRASP es un acrénimo que significa
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General Responsibility Assignment Software Patterns. El nombre se eligié para indicar la importancia de

captar estos principios, si se quiere disefiar eficazmente el software orientado a objetos.

Patron GRASP Funcion dentro del sistema

Este patron asignha una responsabilidad al experto en informacion: la clase que
cuenta con la informacion necesaria para cumplir la responsabilidad. Dentro del
Experto sistema se aplica para asignar una responsabilidad al experto en informacion, por
ejemplo, todas las operaciones a realizar sobre una secuencia se encuentran en la
clase “Secuencia”.

Este patron explica que clase es la encargada de crear objetos, en determinados
escenarios de ejecucion. Dentro del sistema se aplica para asignar la creacion de

Creador . . o
objetos a la clase adecuada, por ejemplo, la clase principal de proyecto es la
encargada de crear los objetos de cada secuencia cargada en el sistema.
Este patron explica como asignar una responsabilidad para mantener un bajo
Bajo acoplamiento. Se aplica para dar soporte a una dependencia escasa y a un

aumento de la reutilizacion. Dentro del sistema estd presente en las clases del
modelo, las cuales son completamente independientes de la vista y el controlador,
lo que garantiza una amplia reutilizaciéon de las mismas.

El objetivo de este patron es asignar una responsabilidad de modo que la cohesion
siga siendo alta. Explica como mantener la complejidad dentro de limites
Alta Cohesién manejables. Dentro del sistema se aplica para mantener una alta coherencia entre
las clases del mismo, por ejemplo, cada vista accede a los datos del controlador a
través de una instancia recibida como parametro.

Acoplamiento

Tabla 5: Patrones GRASP y sus funciones dentro del sistema.

Por otro lado se encuentran los patrones GoF (Gang of Four), los cuales pueden ser vistos como
complementos de los patrones GRASP y en ocasiones se puede encontrar una contraposicion entre este
tipo de patrones, e incluso, podria inferirse que algunos patrones GoF son variantes de los patrones
GRASP, es por ello que la decision de utilizar uno u otro debe tomarse con precaucion y aplicarse solo en
el &mbito necesario. Los patrones GoF proponen soluciones a ciertos problemas a la hora de construir
softwares complejos. Para el desarrollo del Sistema, fueron utilizados 2 de estos patrones, los cuales se

describen a continuacion.
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Patrén Responsabilidad

Este patron proporciona una interfaz unificada de alto nivel que,
representando a todo un subsistema, facilite su uso. La “fachada”
satisface a la mayoria de los clientes, sin ocultar las funciones de
menor nivel a aquellos que necesiten acceder a ellas. Dentro del
Fachada sistema el patrén fachada se utiliza para que el usuario acceda a la
gran mayoria de las interfaces del sistema a través de la interfaz
principal del proyecto. Este patrén especifica que puede darse el caso
de vistas a las que se deba acceder a través de otras vistas, como es el
caso de las opciones de exportacién de secuencias.

Este patron define el esqueleto de un algoritmo para una operacion,
dejando para sus subclases la capacidad de redefinir el funcionamiento
de los pasos de este algoritmo, siempre y cuando la estructura del
mismo permanezca intacta. Dentro del sistema el método plantilla se
emplea en las clases del modelo para llenar la cadena de una
secuencia, varios datos que se llenan de igual forma para todas las
secuencias se llenan en la clase padre, los demas datos se llenan en la
clase hija correspondiente.

Método Plantilla

Tabla 6: Patrones GoF y sus funciones dentro del sistema.
3.2. Modelo del Disefio

El diagrama de clases se utiliza para describir la estructura de un sistema, mostrando sus clases, sus
atributos y sus relaciones entre ellos. Los diagramas de clases son utilizados durante el proceso de
analisis y disefio de los sistemas. A continuacién se presenta el diagrama de clases del disefio del CU
“‘Ensamblar Secuencias”. Los restantes diagramas de clases del disefio se encuentran en la planilla

Modelo de Disefio.

En el presente diagrama se muestra una clase interfaz de usuario “Proyecto”, la cual se encarga de
mostrar otra clase con interfaz “Parametros” en caso de que se desee modificar algun parametro de
ensamblaje. Ambas clases pertenecen al paquete “Vista” dentro de la arquitectura MVC. Por otro lado se
tiene la clase “ControladorProyecto”, la cual se encarga de gestionar las secuencias cargadas en el
sistema y en este caso de llamar al sistema Mosaik facilitandole la secuencia marcada como referencia y
las lecturas a ensamblar, para que finalmente se muestre una nueva interfaz “Ensamblaje”, la cual

representa la secuencia consenso resultante del ensamblaje.
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Figura 8: Diagrama de clases del disefio del CU “Ensamblar Secuencias”.
3.3. Diagrama de Secuencia

El diagrama de secuencia es un esquema conceptual que permite representar el comportamiento de un
sistema, para lo cual emplea la especificacion de los objetos que se encuentran en un escenario y la
secuencia de mensajes intercambiados entre ellos, con el fin de llevar a cabo una transaccion del sistema.

A continuacién se presenta el Diagrama de Secuencia de CU “Ensamblar Secuencias”.
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Figura 9: Diagrama de Secuencia del CU “Ensamblar Secuencias”.

Los restantes diagramas de secuencias se encuentran en la planilla Modelo de Disefio.
Conclusiones del Capitulo

En el presente capitulo se definieron los diagramas de interaccion del sistema para el CU de mayor
impacto en la arquitectura: “Ensamblar Secuencias”. Se tuvo en cuenta la utilizaciéon de varios patrones
arquitecténicos y de disefio, los cuales posibilitaron una mejor arquitectura y una mayor robustez. Dentro
de estos patrones se seleccionaron el MVC, los patrones experto, creador, bajo acoplamiento y alta

cohesién de los GRASP, y asi como los patrones fachada y método plantilla de los GoF.

Por ultimo se definié el diagrama de clases del disefio para el CU: “Ensamblar Secuencias”, en la
elaboracion del mismo se dividio el sistema en paquetes los cuales representan la arquitectura en capas
MVC, obteniendo una capa para la presentacion (Vista), una para la légica de aplicacién (Controlador) y

otra para la representacion de las entidades (Modelos).
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CAPITULO 4: IMPLEMENTACION Y PRUEBAS

Una vez realizado el andlisis y disefio del sistema, entonces ya se cuenta con los detalles necesarios para
proceder con la implementacion del mismo y una vez concluida esta, la verificacion del cumplimiento de
los requisitos funcionales a través de las pruebas de software. En el presente capitulo se muestra el
modelo de implementacion, el cual se representa a través de un diagrama de componentes y el modelo de

despliegue del sistema, también se describen las pruebas realizadas y los resultados obtenidos.
4.1. Modelo de Implementacion

El Modelo de Implementacién estd comprendido por un conjunto de componentes y subsistemas que
constituyen la composicion fisica de la implementacion del sistema. Entre los componentes podemos
encontrar datos, archivos, ejecutables, cédigo fuente y los directorios. Fundamentalmente, se describe la
relacion que existe desde los paquetes y clases del modelo de disefio a subsistemas y componentes
fisicos. Este artefacto describe como se implementan los componentes, congregandolos en subsistemas

organizados en capas y jerarquias, y sefiala las dependencias entre estos (28).
4.1.1. Diagrama de Componentes

Un Diagrama de Componentes muestra las interacciones y relaciones de los componentes de un modelo.
Entendiéndose como componente a una clase de uso especifico, que puede ser implementada desde un
entorno de desarrollo, ya sea de cédigo binario, fuente o ejecutable; dichos componentes poseen tipo, que
indican si pueden ser utiles en tiempo de compilacion, enlace y ejecucion. Este tipo de diagrama se
representa a través de componentes unidos mediante relaciones de dependencia. A continuacion se

muestra el Diagrama de Componentes del CU “Ensamblar Secuencias”.
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Figura 10: Diagrama de Componentes de CU “Ensamblar Secuencias”.

Los componentes constituyen partes fisicas de un sistema, los cuales interactian entre si para lograr un
flujo que cumpla con un requisito determinado. A continuacion se describen los componentes mostrados
en el diagrama de la Figura 10.

Componente Proposito
Paquete Vista Contiene todas las vistas con las que interactua el usuario.
Contiene las clases que representan entidades dentro del sistema, las
Paquete Modelo cuales contienen toda la informacion referente a las secuencias cargadas
en el mismo.
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Paquete Controlador

Contiene la clase controladora del sistema, encargada de atender las
peticiones del usuario.

Paquete Auxiliares

Contiene un conjunto de clases que intervienen en el desempeiio del
sistema.

Principal.java

Esta clase contiene la interfaz principal del proyecto, donde se realizan
todas las operaciones dentro del sistema.

Proyecto.java

Contiene la tabla que muestra las secuencias cargadas en el sistema.

Ensamblaje.java

Muestra el resultado del ensamblaje, digase secuencia consenso y
secuencia referencia.

PintarTablaAux.java

Repinta la tabla y almacena la fila de la secuencia marcada como
referencia.

Controlador_Proyecto.java

Clase controladora del sistema, almacena las secuencias cargadas y se
encarga de la gestion de las mismas, asi como de dar cumplimiento a las
peticiones del investigador.

Mosaik.exe

Sistema para el ensamblaje de secuencias de acidos Nucleicos, el cual
recibe la referencia y las lecturas y devuelve el consenso.

Biojava.jar

Libreria utilizada para la lectura y gestion de ficheros obtenidos a partir de
maquinas de secuenciacion.

SecuenciaAbstracta.java

Clase base de todos los tipos de secuencias.

SecuenciaCompuesta.java

Clase para gestionar la informacién de ficheros con mdultiples secuencias.

SecuenciaFastQ.java

Entidad para almacenar los datos de una secuencia compuesta de tipo
SecuenciaFastQ.

SecuenciaSimple.java

Clase para gestionar la informacion de ficheros con una sola secuencia.

. . Entidad para almacenar los datos de una secuencia de tipo
SecuenciaFasta.java .
SecuenciaFasta
) . Entidad para almacenar los datos de una secuencia de tipo
SecuenciaABl.java . P P
SecuenciaABI.
Entidad para almacenar los datos de una secuencia de tipo

SecuenciaSCF.java

SecuenciaSCF.

Secuencia.java

Clase para almacenar los datos de una secuencia.

Tabla 7: Descripcidn de los componentes del CU “Gestionar Secuencias”.

4.1.2. Modelo de Despliegue

Un diagrama de despliegue es un grafo de nodos unidos por conexiones. Un nodo puede contener

instancias de componentes de software y objetos. En general un nodo es una unidad de computacion de

algun tipo, por ejemplo un sensor o un dispositivo. Las instancias de componentes de software pueden

estar unidas por relaciones de dependencia, estas relaciones pueden ser multiples ya que un componente
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puede tener mas de una interfaz de comunicacion (29). A continuacibn se muestra el modelo de

despliegue del sistema.

X-SEES <<cmd>> AreaDeTrabajo
5 s
4
<comd>> " ’
s
Mosaik

Figura 11: Modelo de Despliegue.

Para el despliegue de X-SEES se requiere una computadora, en la que se encuentre el programa Mosaik

en el directorio C:\, la cual permita copiar ficheros en el area de trabajo (Home del usuario), a través de

dicho directorio se realizara el intercambio de datos entre Mosaik y X-SEES.

Nodo

Descripcién

Representa el sistema con la GUI para el ensamblaje y edicién de
secuencias, el cual una vez realizada la peticion de “Ensamblar

X-SEES o . . . . .
Secuencias” copia las secuencias a ensamblar hacia el area de trabajo y
ejecuta a Mosaik a través de la linea de comandos (cmd).

Mosaik Sistema que ensambla las secuencias que se encuentran en el area de

trabajo

Area de Trabajo

Representa un directorio de la computadora (directorio home del usuario),
hacia el cual se copian las secuencias que van a ser ensambladas.

Tabla 8: Descripcion de los nodos del Modelo de Despliegue.

4.2. Pruebas de Software

Una vez generado el codigo fuente es necesario probar el software para descubrir y corregir la mayor

cantidad de errores posible antes de entregarlo al cliente. El objetivo fundamental de las pruebas de

software es disefiar casos de prueba que tengan una alta probabilidad de encontrar errores (24).
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El Unico instrumento adecuado para determinar el grado de la calidad de un software es el proceso de
pruebas. En este proceso se ejecutan pruebas dirigidas a componentes o al sistema en su totalidad, con
el objetivo de medir el grado en que el sistema cumple con los requisitos. En las pruebas se usan casos
de prueba, especificados de forma estructurada mediante Técnicas de prueba. El proceso de pruebas, sus

objetivos y los métodos y técnicas usados se describen en el plan de prueba (30).

Las pruebas definen el grado de aceptacion del sistema que pueden tener los clientes del mismo, e
incluso determinar si lo aceptan o no. Para ser mas eficaces, las pruebas deberian ser realizadas por un
equipo independiente, esto garantiza pruebas con alta probabilidad de encontrar errores, que es el
objetivo principal de las pruebas. Existen dos tipos de pruebas, las de caja blanca y las de caja negra, las
cuales se describen y ejecutan a lo largo de este capitulo (24).

4.2.1. Pruebas de Caja Blanca

Las pruebas de caja blanca se basan en el minucioso examen de los detalles procedimentales. Se
comprueban los caminos légicos del software proponiendo casos de prueba que examinen que estan
correctas todas las condiciones y bucles para determinar si el estado real coincide con el esperado o
afirmado. Esto genera gran cantidad de caminos posibles por lo que hay que dedicar esfuerzos a la
determinacion de las condiciones de prueba que se van a verificar. Mediante la prueba de la caja blanca el

ingeniero del software puede obtener casos de prueba que (24):

1. Garanticen que se ejerciten por lo menos una vez todos los caminos independientes de cada
modulo, programa o método.
Ejerciten todas las decisiones ldgicas en las vertientes verdadera y falsa.
Ejecuten todos los bucles en sus limites operacionales.

Ejerciten las estructuras internas de datos para asegurar su validez.

Es por ello que se considera a la prueba de caja blanca como uno de los tipos de pruebas mas
importantes que se le aplican a los software, logrando como resultado que disminuya en un gran porciento

el nimero de errores existentes en los sistemas y por ende una mayor calidad y confiabilidad.
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Prueba del camino basico

La prueba del camino basico es una técnica que permite obtener una medida de la complejidad l6gica de
un disefo y usar esta medida como guia para la definicién de un conjunto basico. La idea es derivar casos
de prueba a partir de un conjunto dado de caminos independientes por los cuales puede circular el flujo de
control. Para obtener dicho conjunto de caminos independientes se construye el Grafo de Flujo asociado y

se calcula su complejidad ciclomética. Los pasos que se siguen para aplicar esta técnica son (24):

A partir del disefio o del codigo fuente, se dibuja el grafo de flujo asociado.
Se calcula la complejidad ciclomatica del grafo.

Se determina un conjunto basico de caminos independientes.

P w DD PR

Se preparan los casos de prueba que obliguen a la ejecucion de cada camino del conjunto basico.

Los casos de prueba derivados del conjunto basico garantizan que durante la prueba se ejecuta por lo

menos una vez cada sentencia del programa.

A continuacién se muestra una de las pruebas realizadas a una de las funcionalidades del sistema, la
cual actualiza la calidad de las secuencias cargadas, luego de haber sido modificados los valores de
confianza. Para ello se identificaron las sentencias de ejecucién y se enumeraron para representarlas

en un grafo.
public void ActualizarCalidad() {

String nombre;
Secuencia =g;
double valor;

/For (int i = 0; 1 < jTablel.getRowCount(); i++) { ™
nombre = jTablel.getValuelt(i, 0).toString();

aq = tablaSecuencia.get(nombre);
valor = sq.CalcPromCalidad(valoresConfianzal[0]);
if (valor == 0} | ~

JTablel.setValuekt ("-", 1, j;?

€)

[T Lo
:'I‘al:le'_.setValueAt{{Math.rint{valor * 10) / 10) + " o&", 1, 2);
(6
—7)

}
=

Figura 12: Prueba del camino basico aplicada a la funcién que actualiza la calidad de las secuencias.
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O——GC [ @
&)

Figura 13: Grafo que representa el camino basico de la funcién Actualizar Calidad.

Una vez hallado el grafo de la Figura 13, se aplica una de las tres formas para calcular la complejidad
ciclomética, se utilizé la formula V(G) = A — N + 2, para la cual se obtuvo ocho artistas y siete nodos, por
lo tanto: V(G) =8 — 7+ 2 quedando V(G) = 3. La complejidad ciclomética indica los posibles casos de

ejecucioén para la funcion.

5.1.1. Pruebas de Caja Negra

Las pruebas de caja negra son las que se realizan a la interfaz del software. Una prueba de este tipo
examina algun aspecto funcional de un sistema que tiene poca relacion con la estructura légica interna del
software. Este tipo de pruebas a veces también conocidas como pruebas de comportamiento se centran
en los requisitos funcionales, es decir, permiten obtener conjuntos de condiciones de entrada que
ejercitaran por completo todos los requisitos funcionales de un sistema. Las pruebas de caja negra no es
una opcion frente a las pruebas de caja blanca, es mas bien un enfoque complementario que tiene
probabilidades de encontrar otra clase de errores de los que se descubriran con las técnicas de caja
blanca (24).

Las pruebas de caja negra intentan identificar errores de las siguientes categorias: funciones incorrectas o
ausentes, errores de interfaz, errores en estructuras de datos o en accesos a bases de datos externas,

errores de rendimiento y errores de inicializacion y de terminacion (24).
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Método de Particion Equivalente

La particion equivalente es el método de prueba de caja negra que divide el dominio de entrada de un
prgrama en clases de datos a partir de las cuales pueden derivarse casos de prueba. Un caso de prueba
ideal de manejo simple descubre una clase de errores (por ejemplo manejo incorrecto de todos los datos
de caracteres) que, de otra menera requeriria la ejecucién de muchos casos antes de que se observe el
error general. La particién equivalente se esfuerza por definir un caso de prueba que descubra cierta clase
de errores, reduciendo asi el nimero total de casos de prueba que deben desarrollarse (24).

A continuaciéon se realiza el disefio de casos de prueba para los CU Mostrar Secuencia y Exportar
Secuencia utilizando las secuencias especificadas en el Anexo 2.

Caso de Uso Mostrar Secuencia.
Descripcion:

El CU se inicia cuando el usuario selecciona la opcion “Mostrar Secuencia” en la interfaz principal. El

sistema muestra una nueva interfaz con la secuencia, finalizando asi el CU.
Condiciones de ejecucion:
Debe estar la secuencia cargada en el sistema y seleccionada.

Seccioén a probar: CU Mostrar Secuencia

Respuesta del

Sistema Flujo Central

Escenario | Descripcién | Secuencia Calidad

1. Seleccionar la
El Sistema muestra secuencia a
una nueva interfaz visualizar.

Se muestra la . .
con la secuencia | 2. Hacer clic

EC1.1 secuencia que Valores de calidad .
.| Anexo 2, . correspondiente vy derecho sobre
Mostrar el usuario correspondientes a .
. Tabla AG6. . los gaps en color la secuencia y
Secuencia | desea la secuencia. .
. ) azul fuerte, seleccionar la
visualizar. - . .
indicando un bajo opcion
indice de calidad. Mostrar
Secuencia.
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3.El Sistema
muestra una
nueva interfaz
con la
secuencia
seleccionada.

Se elimina o

inserta una
base, en caso 1. Insertar una o
EC 1.2 de insertarse Valores de calidad | EI Sistema no | )
e ) Anexo 2, . . . varias bases.
Modificar | se asigna correspondientes a | actualiza la lista de
. L. Tabla A6. ) i 2. Cerrar la
Secuencia | valor maximo la secuencia. valores de calidad.
. ventana.
de calidad
para dicha
base.
Tabla 9: Disefio de casos de prueba CU “Mostrar Secuencia de Acidos Nucleicos”.
No | Nombre de campo Clasificacion Valor Nulo Descripcién
Muestra el contenido de la secuencia,
1 Secuencia Area de texto No coloreando cada base de acuerdo a su
valor de calidad.
. . Contiene el valor de calidad asociado a
2 Calidad Lista de enteros No

cada base.

Tabla 10: Descripcion de variables CU “Mostrar Secuencia de Acidos Nucleicos”.

Caso de Uso Exportar Secuencia.

Descripcion:

El CU se inicia cuando el usuario selecciona la opcion “Exportar Secuencia” en la interfaz principal. El

sistema muestra una nueva interfaz para exportar la secuencia.

Condiciones de ejecucion:

Debe estar la secuencia cargada en el sistema y seleccionada.
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Seccion a probar:

CU Exportar Secuencia.

Escenario | Descripcién Salida | SecuenciaFich dResp_uesta Flujo Central
el Sistema
1. Seleccionar la secuencia a
exportar.
. Hacer clic derecho sobre la
C:\Documents El Sistema secuencia y seleccionar la
EC 1.1 Se exporta la - .
Exportar secuencia en Anexo 2, and. . exporta . la opmop Exportar Secuencia.
, Tabla A6 | Settings\Janier\ | secuencia .El sistema muestra una
Secuencia | formato fasta ; ;
Desktop con gaps. nueva interfaz con opciones
para exportar la secuencia.
. Seleccionar la opcion
Exportar
. Seleccionar la secuencia a
Si existe un exportar.
fichero con el | 2. Hacer clic derecho sobre la
EC 11 Se exporta la C:\Documents mismo secg}encia y seleccionar. la
Expo.rtar secuencia en Anexo 2, and. . n.ombre- en el opuop Exportar Secuencia.
. Tabla A6 | Settings\Janier\ | directorio 3.El sistema muestra una
Secuencia | formato fasta . . .
Desktop seleccionado, nueva interfaz con opciones
el Sistema lo para exportar la secuencia.
sobrescribe. 4. Seleccionar la opcion
Exportar
Tabla 11: Disefio de casos de prueba CU “Exportar Secuencia de Acidos Nucleicos”.
No | Nombre de campo | Clasificacion Valor Nulo Descripcion
Contiene el resultado de la cadena a exportar
1 Salida Cadena de Texto No con todos los cambios acordes a las
opciones seleccionadas.
5 SecuenciaFich Fichero No lIjiscuhaer:((; con la direccién seleccionada por el

Tabla 12: Descripcion de variables CU “Exportar Secuencia de Acidos Nucleicos”.
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No No Conformidad Ubicacion Estado

EC1.1 CU Gestionar Secuencias

1 | Se visualiza de forma errénea el color de los gaps. P ) Resuelta
gap de Acidos Nucleicos
No se asigna valor de calidad méaxima a las bases | EC1.2 CU Gestionar Secuencias
2 |. o ) Resuelta
insertadas. de Acidos Nucleicos
No se eliminan los gaps de la secuencia, si esta .
3 gap EC1.1 CU Exportar Secuencia Resuelta

opcion fue seleccionada.

Por defecto se sobrescribe el fichero si existe uno
5 | con el mismo nombre en el directorio seleccionado | EC1.1 CU Exportar Secuencia Resuelta
por el investigador

Tabla 13: No conformidades detectadas a través de los casos de prueba aplicando la técnica de pruebas de caja

negra.

La aplicacion de pruebas de caja negra permitio verificar el cumplimiento de los requisitos funcionales del
sistema, la realizacion de dichas pruebas arrojo 4 no conformidades en 2 CU las cuales fueron resueltas

satisfactoriamente.

Conclusiones del Capitulo

En este capitulo se mostr6 el modelo de implementacién del sistema, para lo que se construyé el
diagrama de componentes correspondiente al CU Ensamblar Secuencias, en el cual se describieron los

componentes necesarios para el funcionamiento de dicho CU.

Se llevé a cabo el proceso de pruebas de software, aplicando pruebas de caja blanca y caja negra. Las
pruebas de caja blanca se desarrollaron teniendo en cuenta la técnica del camino basico la cual arrojé una
complejidad ciclomatica de 3 para la operacién “Actualizar Calidad”. Del mismo modo se disenaron casos
de prueba de caja negra utilizando la técnica de particiébn de equivalencia. Dichas pruebas se realizaron
mediante la interfaz del sistema en tiempo de ejecucién a tevés de la cual se identifico un total de 4 no
conformidades que fueron solucionadas rapidamente corrigiendo el cédigo fuente en las clases

correspondientes.
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CONCLUSIONES

Una vez concluida la investigacion se puede afirmar que se desarrollé un sistema para el ensamblaje y

edicidn de secuencias de acidos nucleicos y ademas se obtuvieron los siguientes resultados:

e Se definieron los requisitos del sistema y se agruparon los RF en 6 CU, identificando como
arquitecténicamente significativo el CU “Ensamblar Secuencias”. La arquitectura se confeccion6
con la utilizacion del patron MVC. El mismo fue aplicado en la realizacion de los diagramas de
interaccion y del modelo del disefio, obteniendo un sistema separado en capas, altamente
escalable y menos vulnerable al cambio.

e Se obtuvo un sistema capaz de gestionar secuencias de &cidos nucleicos provenientes de
maquinas de secuenciacion de ultima generacién y a partir de ellos realizar cualquier analisis,
edicion, visualizacion de cromatogramas y exportacion de secuencias, ademas de que quedod
plasmada una arquitectura favorable para continuar el desarrollo del software hasta su despliegue
final.

e Se validaron las funcionalidades implementadas a través de la interfaz del sistema, mediante el
disefio de pruebas de caja negra de analisis de valores al limite. Las pruebas permitieron encontrar
inconformidades en la validacion de datos y el tratamiento de errores que contribuyeron a
aumentar la calidad del sistema.

e Se agregaron funcionalidades a modo de valor agregado, tales como obtencién de informacion de
una secuencia determinada y un conjunto de opciones las cuales el investigador puede seleccionar
a la hora de exportar una secuencia. Todo esto con el objetivo de obtener un software mas usable

por el usuario.
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RECOMENDACIONES

1. Debido al tamafio que puede presentar un genoma de referencia, la cantidad de lecturas a
ensamblar y teniendo en cuenta que las comparaciones de las lecturas con el genoma de
referencia se realizan de manera independiente, se recomienda paralelizar el proceso de
alineamiento.

2. Agregar la visualizacién del alineamiento de las lecturas hacia la referencia, debido a la
informacién que este provee.

3. Debido a su gran uso en la actualidad se recomienda mostrar los cromatogramas de las

secuencias tipo ABI, asi como gestionar sus valores de calidad.
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ANEXOS

Anexo 1: Descripcion de CU del Sistema

Descripcion del

CU Gestionar Secuencias de Acidos Nucleicos.

Caso de Uso: Gestionar Secuencias de Acidos Nucleicos
Actor: Investigador
Resumen: El CU se inicia cuando el Investigador selecciona la opcién Nuevo Proyecto en
la interfaz principal. El sistema muestra la interfaz correspondiente. EI CU
finaliza cuando se haya obtenido el resultado de la operacion efectuada.
Precondiciones:
Referencias RF1, RF2, RF3, RF4
Prioridad Critico.
Flujo Normal de Eventos
Accién del Actor Respuesta del Sistema
1. El investigador selecciona la opcion 2. El sistema muestra la interfaz del Proyecto.
Nuevo Proyecto en la Interfaz Principal.
3. El investigador primeramente debera 4. El sistema en dependencia de la opcién
cargar secuencias en el sistema y seleccionada, realizara lo siguiente:
luego seleccionar una de las siguientes e Si el investigador elige Importar
opciones: Secuencias, ir a la secciéon Importar
e Importar Secuencias Secuencias.
e Mostrar Secuencia e Si el investigador elige Mostrar Secuencias,
¢ Eliminar Secuencias ir a la seccion Mostrar Secuencias.
e Si el investigador elige la opcion Eliminar
Secuencias, ir a la opcion Eliminar
Secuencias.
Seccion “Importar Secuencia de Acidos Nucleicos”
Accién del Actor Respuesta del Sistema
1. El investigador selecciona la opcion 2. ElI sistema muestra un navegador de
“Importar Secuencias” en la interfaz archivos para la seleccion de los ficheros.
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Nuevo Proyecto.

3. El investigador selecciona los ficheros 4. El

que

selecciona la opcion Aceptar.

contienen

las

secuencias Yy

sistema actualiza el

secuencias cargadas.

listado de

las

Prototipo de Interfaz

Pardmetros Pardmetros: Solapamiento minimo = 20, Coincidencia minima = 85%

‘ Nombre

| Tamafio | Calidad | Tipo | Modificado | Comentario

| 53F-1-LR1_A06 641BPs - AutoSeq Frag, AB1 Tue Jul 03 22:40:06 CEST ..
54A-1-SRE6R_AD1 640 BPs AutoSeq Frag, AB1 Tue Jul 03 22:55:18 CEST ...
Reference 614 BPs - DNA Fragment Mon Apr 08 16:42:28 CEST...
Sequence A 616 BPs 98.5% AutoSeq Frag, SCF FriNov 05 08:53:14 CET2.. nullCOMM=BRCA1 EX11c...
Sequence B 628 BPs 98.6 % AutoSeq Frag, SCF Fri Nov 05 08:53:14 CET 2... nullCOMM=BRCA1 EX11c.
normal 990 BPs 94.0% AutoSeq Frag, SCF Fri Apr 26 03:18:24 CEST 2... nullCOMM=3730LANE=22...
sequence 10000 BPs - DNA Fragment Wed Jul 15 14:00:02 CEST... 10000
Rubella_ 1212 BPs DNA Fragment FriNov23 10:06:24 CET2..  RViiSeattle. WA.USA/16.00/...
53F-1-LR1_A06_1 641BPs AutoSeq Frag, AB1 Tue Jul 03 22:40:06 CEST ..
54A-1-SR6R_AD1_1 640 BPs AutoSeq Frag, AB1 Tue Jul 03 22:55:18 CEST ...
Reference_1 614 BPs - DNA Fragment Mon Apr 08 16:42:28 CEST...
Sequence A_1 616 BPs 98.5% AutoSeq Frag, SCF FriNov 05 08:53:14 CET2.. nullCOMM=BRCA1 EX11c..
Sequence B_1 628 BPs 98.6 % AutoSeq Frag, SCF Fri Nov 05 08:53:14 CET 2... nullCOMM=BRCA1 EX11c...
normal_1 990 BPs 940% AutoSeq Frag, SCF Fri Apr 26 03:18:24 CEST 2... nullICOMM=3730LANE=22...
sequence_1 10000 BPs - DNA Fragment Wed Jul 15 14:00:02 CEST... 10000
Rubella__1 1212BPs DNA Fragment FriNov23 10:06:24 CET2..  RViiSeattle. WA.USA/16.00/.

Flujo Alterno a la seccion Importar Secuencia de Acidos Nucleicos

4.1.

Cancelar.

El investigador selecciona la opcién

4.2.

El sistema cancela la importacion de

secuencias y cierra el navegador.

Seccion “Mostrar Secuencias de Acidos Nucleicos”

Accion del Actor

Respuesta del Sistema

1. Elinvestigador selecciona la secuencia
gue desea mostrar y selecciona la

opcion “Mostrar Secuencia.”

3. El sistema muestra una nueva ventana con

el contenido de la secuencia seleccionada.

Prototipo de Interfaz
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[ scasence ANRE D D . o]

Longitud de |a Secuencia: 616 Base: 1

| Ak Mostrar Cromatograma |

1 TGACAG-ERIIETNTCCCAGAGCTGAAGTTAACAAATGCA
41 CCTGGTTCTTTTACTAAGTGTTCAAATACCAGTGAACTTA
81 AAGAATTTGTCAATCCTAGCCTTCCAAGAGAAGAAAAAGA

121 AGAGAAACTAGAAACAGTTAAAGTGTCTAATAATGCTGAA
161 GACCCCAAAGATCTCATGTTAAGTGGAGAAAGGGTTTTGC
201 AAACTGAAAGATCTGTAGAGAGTAGCAGTATTTCATTGGT
241 ACCTGGTACTGATTATGGCACTCAGGAAAGTATCTCGTTA
281 CTGGAAGTTAGCACTCTAGGGAAGGCAAAAACAGAACCAA
321 ATAAATGTGTGAGTCAGTGTGCAGCATTTGAAAACCCCAA
361 GGGACTAATTCATGGTTGTTCCAAAGATAATAGAAATGAC
401 ACAGAAGGCTTTAAGTATCCATTGGGACATGAA
441 BCAGTCGGGAAACAAGCATAGAAATGGAAGAAAG
431 |[CATCSICACTIIL
j| 5= T, TCCGTITTEAAATCC
561
601

G
TGO.G
AGAGGAATGTGCAACAT TCTCTGCCCACGTCATCGCTGC
(GCCCT GAC |

¥l

Seccion “Modificar Secuencias de Acidos Nucleicos”

Precondiciones

Se debe haber mostrado la secuencia a modificar

Accion del Actor

Respuesta del Sistema

1. Elinvestigador modifica la secuencia.

2. En caso de que la secuencia sea de tipo
SCF o Fastq, el sistema asigna valor de
calidad maximo para la base adicionada, en

caso contrario asigna valor de calidad -1.

Seccién “Eliminar Secuencias de Acidos Nucleicos”

Accion del Actor

Respuesta del Sistema

1. El investigador selecciona las 2. El sistema muestra un mensaje de
secuencias que desea eliminar y confirmacion.
selecciona la  opcibn  “Eliminar
Secuencias”.

3. El investigador confirma que desea 4. ElI sistema elimina las secuencias

eliminar las secuencias.

secuencias.

seleccionadas y actualiza la lista de

Prototipo de Interfaz
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-
Confirmacion ﬁ
' Estd a punto de eliminar una o mds secuencias del proyecto
H +Esta sequro que desea realizar esta operacidn?
(10
e

Flujo Alterno de la seccién Eliminar Secuencias de Acidos Nucleicos

4.1. El investigador elige “no” en la peticion | 4.2. El sistema no elimina las secuencias.

de eliminacién de las secuencias.

4.1. El sistema muestra un mensaje informando
que la secuencia marcada como referencia

no puede ser eliminada.

Prototipo de Interfaz

7 5
Mensaje de error &J
La secuencia marcada como referencia no puede ser eliminada
Por favor desmargue la secuencia marcada como referencia e intente de nuevo
Aceptar

Poscondiciones Se actualiza el listado de secuencias.

Tabla A 1: Descripcién del CU “Gestionar Secuencias de Acidos Nucleicos”.

Descripcién del CU Modificar Parametros de Ensamblaje.

Caso de Uso: Modificar Parametros de Ensamblaje
Actores: Investigador
Resumen: El CU se inicia cuando el actor selecciona la opcion Modificar Pardmetros, el actor

modifica los parametros deseados y presiona la opcion aceptar, finalizando asi el

Cu.
Precondiciones:
Referencias RF5
Prioridad Normal

Flujo Normal de Eventos
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Accién del Actor Respuesta del Sistema
1. ElI investigador modifica los 2. EI sistema actualiza los parametros de
parametros de ensamblaje ensamblaje.

deseados y selecciona la opcion
Aceptar.

Prototipo de Interfaz

Parametros de ensambl

Porcentage de Coincidencia Mininima: 85

O

I I I I I
60 70 80 a0 100

Solapamiento Minimo: 20

O
[ e L N e
1 11 21 31 41 5 61 71 81 9

[ Valores por defecto J [ Cancelar J l Aceptar J

Poscondiciones | El sistema actualiza los parametros de ensamblaje.

Tabla A 2: Descripcion del CU “Modificar Parametros de Ensamblaje”.

Descripcién del CU Mostrar Cromatogramas

Caso de Uso: Mostrar Cromatogramas
Actores: Investigador
Resumen: El CU se inicia cuando el actor selecciona la opcién Mostrar Cromatograma, el CU

finaliza una vez mostrado el Cromatograma.

Precondiciones: El fichero de la secuencia de la cual se va a mostrar su Cromatograma tiene que

estar en formato .SCF.

Referencias RF7
Prioridad Normal
Flujo Normal de Eventos
Accién del Actor Respuesta del Sistema
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1. El investigador selecciona la opcién 2. EI sistema muestra una interfaz con el

“Mostrar Cromatograma”. cromatograma correspondiente.

Prototipo de Interfaz
r@ Sequence A @1

e T T
-5

-4

ALy MWMMMAMM

-2

aagttaacaaatgcacctggttcttttactaagt Hcaaataccagtgaacttaaagaatttgtcaat cctagcct
l 30 40 50 ED 70 80 90 100

«C J e

Tabla A 3: Descripcién del CU “Mostrar Cromatogramas”.

Descripcion del CU Exportar Secuencia

Caso de Uso: Descripcién del CU Exportar Secuencia

Actores: Investigador

Resumen: El CU se inicia cuando el actor selecciona la opcion Exportar Secuencia y termina

una vez exportada dicha secuencia.

Referencias RF8

Prioridad Normal

Flujo Normal de Eventos

Accién del Actor Respuesta del Sistema

1. El investigador selecciona la opcion 2. El sistema muestra un navegador de archivos para
“Exportar Secuencia”. seleccionar la direccion donde se desea guardar la

secuencia.

3. El investigador selecciona la 4. El sistema guarda el resultado en la direccion
direccion donde desea guardar la definida por el investigador.

secuencia.

Prototipo de Interfaz
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=)

Exportar

Exportar hacia

CUsersiLilita Buscar
Formato de salida: | Fasta TJ | Opciones |
[ Exportar J [ Cancelar J

Tabla A 4: Descripcién del CU “Exportar Secuencia”.

Descripcién del CU Establecer Intervalos de Confianza

Caso de Uso: Descripcion del CU Establecer Intervalos de Confianza
Actores: Investigador
Resumen: El CU se inicia cuando el actor selecciona la opcién Intervalos de Confianza y

termina una vez cerrada dicha interfaz.

Referencias RF9
Prioridad Normal
Flujo Normal de Eventos
Accion del Actor Respuesta del Sistema
1. El investigador selecciona la opcion 2. El sistema muestra una vista en la cual se puede
“Intervalos de Confianza”. ajustar los rangos de confianza de las secuencias.
3. El investigador modifica los rangos 4. El sistema calcula la confianza para cada
de confianza y cierra la ventana. secuencia y la actualiza en la interfaz principal del
proyecto.

Prototipo de Interfaz
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e conraro, TR T
Rangos de Confianza

Rangos de Confianza

0a ?BEﬂ

Bajo

82 @ a 100

Medio Alto

Especifique los valores para establecer los rangos
de confianza. El sistema combinard los valores
Medio y Alto para el calcular el porcentaje de calidad.

Tabla A 5: Descripcién del CU “Establecer Intervalos de Confianza”.

Anexo 2: Secuencias empleadas para realizar los Casos de Pruebas

>SequenceA
TGACAG-ATACTTTCCCAGAGCTGAAGTTAACAAATGCA
CCTGGTTCTTTTACTAAGTGTTCAAATACCAGTGAACTT
AAAGAATTTGTCAATCCTAGCCTTCCAAGAGAAGAAAAA
GAAGAGAAACTAGAAACAGTTAAAGTGTCTAATAATGCT
GAAGACCCCAAAGATCTCATGTTAAGTGGAGAAAGGGTT
TTGCAAACTGAAAGATCTGTAGAGAGTAGCAGTATTTCA
TTGGTACCTGGTACTGATTATGGCACTCAGGAAAGTATC
TCGTTACTGGAAGTTAGCACTCTAGGGAAGGCAAAAACA
GAACCAAATAAATGTGTGAGTCAGTGTGCAGCATTTGAA
AACCCCAAGGGACTAATTCATGGTTGTTCCAAAGATAAT
AGAAATGACACAGAAGGCTTTAAGTATCCATTGGGACAT
GAAGTTAACCACAGTCGGGAAACAAGCATAGAAATGGAA
GAAAGTGAACTTGATGCTCAGTATTTGCAGAATACATTC
AAGGTTTCAAAGCGCCAGTCATTTGCTCCGTTTTCAAAT
CCAGGAAATGCAGAAGAGGAATGTGCAACATTCTCTGCC
CACGTCATCGCTGCGCCCTGACC---C--A

>SequenceB
GC-AGACGAAGTAA-ACTGACG-GATACTTTCCCGAGCTG
AAGTTAACAAATGCACCTGGTTCTTTTACTAAGTGTTCAA
ATACCAGTGAACTTAAAGAATTTGTCAATCCTAGCCTTCC
AAGAGAAGAAAAAGAAGAGAAACTAGAAACAGTTAAAGTG
TCTAATAATGCTGAAGACCCCAAAGATCTCATGTTAAGTG
GAGAAAGGGTTTTGCAAACTGAAAGATCTGTAGAGAGTAG
CAGTATTTCATTGGTACCTGGTACTGATTATGGCACTCAG
GAAAGTATCTCGTTACTGGAAGTTAGCACTCTAGGGAAGG
CAAAAACAGAACCAAATAAATGTGTGAGTCAGTGTGCAGC
ATTTGAAAACCCCAAGGGACTAATTCATGGTTGTTCCAAA
GATAATAGAAATGACACAGAAGGCTTTAAGTATCCATTGG
GACATGAAGTTAACCACAGTCGGGAAACAAGCATAGAAAT
GGAAGAAAGTGAACTTGATGCTCAGTATTTGCAGAATACA
TTCAAGGTTTCAAAGCGCCAGTCATTTGCTCTGTTTTCAA
ATCCAGGAAATGCAGAAGAGGAATGTGCAACATTCTCTGC
CCACGTCATCGCTGGCCCCTTGC-—-—--—

Tabla A 6: Secuencias de Acidos Nucleicos validas.
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