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Resumen

Uno de los primeros pasos para la caracterizacion de un ecosistema es la descripcion de los
organismos que habitan en él. En estudios microbianos, las limitaciones experimentales han impedido
en algunos casos la correcta caracterizacion y discriminacion entre diversas comunidades. Con la
incorporacion de la tecnologia necesaria para la secuenciacion de genes en el Instituto de Ciencia
Animal (ICA) surge la necesidad por parte de los investigadores de crear una base de datos propia
para el almacenamiento y gestion de la informacion. En este trabajo se propone una aplicacién web
capaz de gestionar la informacion a partir de una base de datos de genes de ARN ribosomal 16S* de
microorganismos del rumen?, brindando los servicios basicos para el andlisis de secuencias. Se
destaca entre ellas una novedosa técnica para la clasificacion taxonémica basada en un algoritmo de
busqueda de patrones de homologia entre genes flanqueados por cebadores® especificos extraidos de
GenBank. Se consideraron las distancias de ocurrencias entre los cebadores dados, asi como la
permisividad de hasta tres errores y la presencia de caracteres degenerados. Nuestro sistema se
validé utilizando un conjunto prueba de secuencias conocidas, las cuales fueron extraidas previamente
del andlisis y se lograron clasificar correctamente en un 87 % de los casos. Finalmente se logro
asignar un grupo taxonémico* a 304 microorganismos que se corresponden con un 92.68% de los

microorganismos imposibles de cultivar en el laboratorio.

Palabras claves: microorganismos del rumen, analisis de secuencias, genes ARN 16S, clasificacion

taxondmica.
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Introduccidén

En los ultimos 10 afios la gendmica se ha desarrollado como consecuencia de los avances realizados
en biologia molecular e informéatica, dos areas de la ciencia que han tenido un desarrollo tecnol6gico
enorme, generando una revolucion en el conocimiento y en la comprension de los procesos bioldgicos.
Las herramientas que se utilizan para el analisis individual de genes o pequefias regiones
cromosomicas, se aplican al analisis global de genomas completos, estudiando en conjunto los miles
de genes, proteinas y metabolitos que constituyen un organismo, asi como las complicadas redes de
interacciones que operan entre ellos. La informacién generada es enorme y es clave para la
identificacion y el aislamiento de genes de interés y permite interpretar en términos moleculares los
procesos bioldgicos. Para ayudar en este proceso han surgido poderosas herramientas bioinformaticas
gue permiten almacenar e interpretar esta informacién. En el mundo existen diversas bases de datos
biolégicas que almacenan una enorme cantidad de informacién, siendo las mas representativas:
GenBank, perteneciente al Centro Nacional de Informacion Biotecnoldogica (NCBI, http:\\NCBI
HomePage.htm) de Estados Unidos (1), la EMBL del Instituto de Bioinformatica de Europa (EBI,
http:\EMBL Nucleotide Sequence Database.htm) y la DDBJ del Instituto Nacional de Genética de
Japon (NIG, http:\DDBJ Homepage.htm).

Existen también las bases de datos dedicadas a comunidades especificas de interés para el hombre,
donde se guardan registros de los organismos que se han podido secuenciar y que habitan en un
nicho comun. Estas bases de datos son muy Utiles para hacer estudios vinculados al comportamiento y
evolucion de las diferentes poblaciones que coexisten dentro de una comunidad. En nuestro pais
existen algunas bases de datos especificas de bacterias y hongos como son: la del Centro de
Bioproductos Marinos (CEBIMAR) y la del Acuario Nacional de Cuba que guardan una extensa
coleccién de especies marinas. Sin embargo dichas bases de datos se limitan a guardar la
informacién, y no integran herramientas informaticas para el analisis y gestion de la misma. Los
investigadores del Instituto de Ciencia Animal (ICA) estudian por su parte la comunidad microbiana del
rumen, la cual constituye un ejemplo de ecosistema complejo donde residen billones de bacterias,
archaeas, protozoos y hongos que por su variada constitucién y la gran cantidad de informacién que
guarda ha sido por mucho tiempo el eje de las investigaciones microbianas. Estos microorganismos
cuyo habitat natural es el rumen de organismos superiores juegan un papel importante en la digestién
de los alimentos y suministro de nutrientes al hospedero. La comunidad microbiana que habita en el

rumen, se caracteriza por su alta densidad de poblacion, amplia diversidad y complejidad de

1
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interacciones. En este 6rgano encontramos representantes de los tres dominios: Bacteria, Archaea y
Eucarya y se estima que existen mas de 10" células por mL™, que representan alrededor de 200
especies bacterianas, entre 10*-10° células por mL™ distribuidos en 25 géneros de protozoos ciliados,
asi como alrededor de 10%-10° zoosporas por mL™ divididos en cinco géneros de hongos anaerobios y
por dltimo entre 10’-10° particulas de bacteriéfagos por mL™) (2). En los ultimos afios se han
establecido técnicas moleculares basadas en las secuencias de ARNr 16S para el estudio de estos
microorganismos, lo que facilita la identificacion y el monitoreo de estas poblaciones (3). Con la
reciente incorporacion de la tecnologia necesaria para la secuenciacion de genes en el ICA surge por
parte de los investigadores la necesidad de crear una base de datos propia para el almacenamiento y
gestion de la informacién, por lo que se plantea el siguiente problema cientifico: ¢ Como automatizar

el almacenamiento y gestion de secuencias de microorganismos del rumen?

El problema planteado se enmarca en el objeto de estudio: Aplicaciones web para el estudio de

comunidades microbianas.

El objeto delimita el campo de accién: Aplicacion web para la gestién de una base de datos de genes

de microorganismos del rumen.

Para dar solucion al problema se define como objetivo general: Desarrollar una aplicacion web que
permita el andlisis y clasificacion de secuencias a partir de una base de datos de genes de

microorganismos del rumen.
A patrtir del andlisis del objetivo general se derivaron los siguientes objetivos especificos:

e Crear una base de datos de genes de microorganismos del rumen con todas las secuencias de
ARNTr 16S disponibles en GenBank.

e Diseflar una aplicacion web para el analisis y gestion de secuencias de la comunidad

microbiana del rumen.

e Implementar un algoritmo de reconocimiento de cadenas basado en cebadores para la

asignacion de un grupo taxondémico a microorganismos imposibles de cultivar en el laboratorio.

Para lograr los objetivos propuestos, se realizaran las siguientes tareas:
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* Obtencion y revision de todas las secuencias de ARNr 16S correspondientes a

microorganismos del rumen disponibles en GenBank.
» Disefio y creacion de una base de datos de genes para la comunidad microbiana del rumen.

» Investigacién de las tendencias y tecnologias actuales para la construccion de aplicaciones web

dinamicas, especificamente aplicadas al analisis de comunidades microbianas.

» Seleccién e incorporacion de las herramientas bioinformaticas basicas para el analisis de

secuencias.

» Estudio de los métodos para explorar las comunidades microbianas a partir de sus secuencias

de genes.

» Implementacién de un algoritmo de reconocimiento de cadenas basado en cebadores para la

asignacion de un grupo taxonémico a microorganismos imposibles de cultivar en el laboratorio.
» Realizacién de las actividades del flujo de trabajo requerimientos.
* Realizacién de las actividades del flujo de trabajo de disefio.
* Realizacién de las actividades del flujo de trabajo implementacion.

» Validacién funcional de la aplicacion.

El presente trabajo esta estructurado en cuatro capitulos. A continuacion aparece de manera resumida

el contenido de cada capitulo:

En el primer capitulo se hace un analisis del estado del arte de los recursos y herramientas
bioinformaticas aplicadas al estudio de comunidades microbianas, como una fuente importante de
investigacion médica y biotecnoldgica. Se presentan los fundamentos tedricos y practicos que
cimientan el desarrollo de la aplicacion, destacando la importancia de la misma. Se analizan también

una serie de investigaciones previas que sirven como base para fundamentar el uso de los algoritmos
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propuestos. Por ultimo se fundamenta el uso de las tecnologias, metodologias y herramientas a utilizar

para el logro de un producto con calidad.

En el segundo capitulo, se brinda una breve caracterizacién del sistema a desarrollar, asi como la
descripcion del modelo de dominio perteneciente al mismo. Ademas se modelan los artefactos
correspondientes al flujo de trabajo de requerimientos.

En el tercer capitulo, se modelan artefactos correspondientes al flujo de disefio, para asegurarnos que
el sistema cumpla con los objetivos propuestos. Se incluyen algunos de los diagramas de clases del

disefio asi como algunos casos de uso y el diagrama de despliegue.

En el cuarto capitulo, se implementa el sistema en términos de componentes partiendo de los
requerimientos identificados y de los diagramas de clases del disefio elaborados. Se muestran
fragmentos relevantes del codigo y describe los aspectos relacionados con la prueba de la soluciéon
propuesta teniendo en cuenta los casos de prueba de funcionalidad, especificamente pruebas de caja

negra con la técnica de particion de equivalencia.
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Capitulo 1: Fundamentacion tedrica

1.1 Lainforméticay su relacion con las ciencias bioldgicas.

El desarrollo de la biotecnologia y la informética se ha incrementado vertiginosamente en los ultimos
afos. Durante la dltima década del siglo XX, los avances de la ingenieria genética y las nuevas
tecnologias de la informacion, condicionaron el surgimiento de una disciplina que creé vinculos
indisolubles entre la informatica y las ciencias bioldgicas: la bioinformatica. Esta puede definirse como
la aplicacion de la informatica, las matematicas y la estadistica para organizar, analizar y entender
problemas que involucren secuencias de nucle6tidos, aminoacidos o cualquier otro tipo de informacion
biolégica relacionada. De esta forma, la bioinformatica es capaz de responder al reto de manejar
grandes cantidades de informacién mediante el empleo de robustas bases de datos al tiempo que
provee herramientas para facilitar el analisis de la misma; actividad que manualmente seria imposible

de realizar.
1.2 Bases de datos de secuencias de ADN.

La colaboracion de las tres bases de datos mas importantes del mundo hace posible acceder a casi
toda la informacion de secuencias de ADN desde cualquiera de sus tres sedes: EMBL-BANK del
Instituto europeo de Bioinformatica (EBI, http:\\EMBL Nucleotide Sequence Database.htm), la DNA
Data Bank of Japan (DDBJ) del Instituto Nacional de Genética de Japén (NIG, http:\\DDBJ
Homepage.htm) y GenBank del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI, http:\\NCBI
HomePage.htm) de los Estados Unidos. Si bien son mantenidas por distintos organismos en distintos
paises, existe una coordinacion entre las distintas bases. Una secuencia enviada a cualquiera de las
bases se vera reflejada en las otras dos en aproximadamente una semana, ya que esa es la frecuencia
de actualizacién promedio entre las mismas. Estas bases de datos son de acceso publico por lo que
son consultadas continuamente e incorporan herramientas que permiten realizar blsquedas por
homologia, alineamientos de secuencias con el objetivo de dilucidar la funcién de un nuevo gen
encontrado, o refinar la busqueda de un cebador especifico para amplificar un gen caracteristico de

una patologia.
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Sin embargo en muchas ocasiones es necesario contextualizar el andlisis a una comunidad en
especifico, por ello existen también las bases de datos dedicadas a comunidades de interés para el
hombre, donde se guardan registros de los organismos que se han podido secuenciar y que habitan en
un nicho comun. Estas bases de datos son muy utiles para hacer estudios vinculados al
comportamiento y evolucién de las diferentes poblaciones que coexisten dentro de una comunidad. En
nuestro pais existen algunas bases de datos especificas como son: la del Centro de Bioproductos
Marinos (CEBIMAR), elaborada en Acces y cuenta hasta el momento con una coleccion de 325
especies de bacterias asi como la del Acuario Nacional de Cuba que guarda una extensa coleccion de
15 028 especies marinas correspondientes a 22 grupos taxondémicos diferentes. Sin embargo dichas
bases de datos se limitan a guardar la informacion, y no integran herramientas informaticas para el
andlisis y gestion de la misma. Los investigadores del Instituto de Ciencia Animal (ICA) estudian por su
parte la comunidad microbiana del rumen, la cual constituye un ejemplo de ecosistema complejo donde
residen billones de bacterias, archaeas, protozoos y hongos que por su variada constituciéon y la gran
cantidad de informaciébn que guarda ha sido por mucho tiempo el eje de las investigaciones
microbianas. Estos microorganismos cuyo habitat natural es el rumen de organismos superiores
juegan un papel importante en la digestion de los alimentos y suministro de nutrientes al hospedero.
Debido a que muchos de los microorganismos existentes en el rumen presentan caracteristicas Unicas
de la region y el clima propios de su habitat, la generacién de una base de datos propia de Cuba
constituye una opciébn mas prometedora para los investigadores del ICA que la utilizacion de las

grandes bases de datos internacionales.

1.3 Métodos para el estudio de comunidades microbianas.

Se sabe que el conocimiento de la composicion de un ecosistema en cuanto a variedad y cantidad de
organismos que lo habitan constituye un paso importante para el entendimiento de la ecologia del
mismo. Esta informacién nos permite comprender las relaciones tréficas®, las rutas nutritivas, asi como
las interacciones competitivas existentes en diversos habitats. Durante el estudio de plantas y animales
asi como de muchos protistas, los organismos pueden ser generalmente identificados y enumerados
visualmente. Sin embargo en la mayoria de los procariontes no se pueden emplear estos métodos
para su estudio por lo que los investigadores tienen que acudir al cultivo in vitro y a la caracterizacién
de poblaciones individuales (4). En la década de los afios 70, Woese y colaboradores (5) describen el

uso del andlisis comparativo de ARNr para estudios filogenéticos. Estos resultados no soélo
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proporcionaron las bases evolutivas para la taxonomia en procariontes, sino que también dieron lugar

a la organizacion en tres reinos del mundo viviente: Archaea, Bacteria, y Eucarya (5)

Por otra parte existe una gran variedad de microorganismos imposibles de cultivar en el laboratorio, ya
sea por las caracteristicas inhospitas de su habitat o por su lento crecimiento, por lo tanto estos
métodos son solo aplicables a un grupo limitado de comunidades (4). Estos métodos proveen una
medida de la abundancia relativa o de la actividad metabdlica de los integrantes de la poblacion. A
pesar de que existen muchas técnicas moleculares Utiles para la identificacion de cepas y especies a
partir de una muestra de ADN extraida de cultivos puros, solo unas pocas sirven para la clasificacion
de mezclas heterogéneas de ADN. En los ultimos afios se han empleado métodos independientes del
cultivo basados en el andlisis de secuencias de genes de ARN ribosomal (ARNr) 16 y 18S, lo que ha
permitido la identificacion de miles de microorganismos anteriormente indefinidos (5) (6) y han sido
empleados ampliamente para explorar la diversidad microbiana y entender la dindmica de sus
comunidades. Los genes de ARNr son marcadores taxonémicos muy Utiles porque se encuentran en
todos los organismos conocidos conteniendo tanto regiones variables como altamente conservadas y

tienen una baja tasa de cambio o un reloj molecular relativamente constante (7).

El andlisis de comunidades microbianas usando genes de ARNr se puede llevar a cabo usando
diversas aproximaciones simples. Dos de los métodos méas usados son: la electroforesis® en gel por
gradiente desnhaturalizante o de temperatura (DGGE o TGGE, de sus siglas en inglés “Denaturing or
Temparature Gradient Gel Electrophoresis”) (8) el andlisis del polimorfismo de longitud de fragmentos
de restriccion terminales de genes de ARNr 16S y 18S (T-RFLP, de sus siglas en inglés “Terminal
Restriction Fragmente Length Polymorphisms”), ambos permiten el andlisis de muchas muestras en un
periodo de tiempo relativamente corto. Cada uno de estos métodos se basa en la capacidad de
amplificacién de los genes y proveen al investigador un perfil (o huella digital) de la comunidad que

refleja la composicién de la poblacion numéricamente dominante en la muestra (4).
1.3.1 Algoritmos de clasificacién taxondmica a partir de secuencias de ADN.

Durante los Ultimos cinco afios, ha sido factible la inclusion de técnicas de metagendmica a gran
escala basadas en el analisis de fragmentos de genomas de microorganismos de ambientes naturales,
0 el uso de metodologias alternativas de secuenciacién como la pirosecuenciacion para el estudio de
la diversidad en comunidades microbianas naturales. Cientificos como O. Beja, E. F. DelLong o J. C.

Venter fueron pioneros en el uso de distintas técnicas metagendmicas para el estudio de comunidades
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microbianas marinas. Craig Venter en el afio 2004 mediante la técnica metagendémica whole-genome
shotgun sequencing (WGS) basada en la secuenciacion al azar de los genomas de una comunidad
microbiana, quien hizo posible la secuenciacién de mas de un millon de genes a partir de una muestra
del bacterioplancton del Mar de los Sargazos detectando mas de 1800 especies o filotipos (secuencias
distintas del gen ARNr 16S (9). Dicha metodologia ha permitido la identificacién de mas de un millén
de nuevos marcos abiertos de lectura (ORFs, del inglés Open Reading Frames), muchos de ellos con
la posibilidad de codificar nuevas enzimas. Recientemente, se aplicO esta tecnologia para la
exploracién de la estructura de una comunidad microbiana marina en profundidad (10) y se pudieron
secuenciar mas de 900000 blancos (pequefios fragmentos de alrededor de 100 bp de los genes ARNr
16S) de dos comunidades microbianas bentonicas cercanas a una fisura volcanica que se encuentra a
mas de 1500 m de profundidad (11). En la actualidad, el acceso a dichas tecnologias es restringido y
por lo tanto la mayoria de los laboratorios todavia utilizan la misma estrategia para determinar la
diversidad microbiana. Dicha estrategia se basa en la amplificacion por PCR’ (reaccién en cadena de
la polimerasa) de determinados marcadores moleculares como el gen 16S ARNr, a partir del ADN
extraido directamente de los microorganismos presentes en una comunidad microbiana.
Posteriormente, se genera una genoteca® y se secuencia un nimero determinados de clones para su
analisis. Obviamente, cuantos mas clones se secuencian mas probabilidades se tiene de recuperar
secuencias representativas de los microorganismos existentes. Seguidamente se procede a la
identificacion por microarrays® de los genes de ARNr a través de una serie de experimentos de
hibridacion usando pequefias sondas de ADN. Borneman y colaboradores en el 2002 acufiaron el
método como Oligonucleotide fingerprinting of rRNA Genes (OFRG) (4) y sus resultados han sido
comparados con los obtenidos por electroforesis en gel por gradiente desnaturalizante demostrandose
las significativas ventajas del mismo. Dicho método se ha convertido en una poderosa estrategia para
el andlisis a gran escala de comunidades microbianas con aplicaciones en la medicina y la

biotecnologia.

Al igual que muchas investigaciones en ciencia experimental, el proyecto OFRG (12) ha generado una
enorme cantidad de datos que necesitan ser almacenados, procesados y analizados. Se hacia
imprescindible entonces un conjunto de herramientas apropiadas para el manejo y analisis de los datos
gue faciliten el proceso experimental. Liu y colaboradores (2005) (7) proponen un sistema web para el
manejo de datos, que puede servir como repositorio para resultados experimentales entre otras
informaciones relevantes del proceso de hibridacion. Ademas el sistema integra herramientas para el

disefio de grupos de prueba, de entrenamiento, el agrupamiento y analisis estadistico (Fig.1); cuya
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calidad tiene un fuerte impacto en las investigaciones de comunidades microbiana (3). A partir de
genes de secuencia conocida y de secuencias blanco se genera una huella digital artificial, la cual
constituye un vector binario cuyo valor en cada posicion se define como 1 si la secuencia del gen
contiene la sonda correspondiente y 0 si no la contiene. Dicha huella digital artificial constituye una
aproximacion para la estimacion de la capacidad del método OFRG durante la identificacion de
microorganismos. Mas especificamente, si el arbol filogenético generado a partir de la huella digital es
muy similar al que se genera a partir de las secuencias de genes; entonces la huella es confiable y por

lo tanto puede ser usada para la identificacién de microorganismos indefinidos.

NCRI Lab Data

/ N

Web—hased

DNA

Lab
Sequence
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Management
Database
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Unknown
Clone

Figura 1: Sistema de manejo de datos para OFRG.

En la literatura existen gran cantidad de sistemas de base de datos de ADNr disponibles, entre ellos:
Ri-bosomal Database Project (13) y The European database of small subunit ribosomal RNA (14) por
solo mencionar algunos. En ocasiones dichos sistemas toman las secuencias directamente de
GenBank sin procesar, mientras que otros realizan alineamientos multiples basados en la estructura
secundaria del ARN. La mayoria de estas bases de datos de secuencias se focalizan en brindar
variadas herramientas de analisis para la reconstruccion filogenética y basqueda de similitud entre
secuencias. En el presente trabajo se implementa y aplica el algoritmo descrito por Liu y colaboradores

(2005) (7) para el estudio de la comunidad microbiana del rumen. EI mismo propone un sistema para
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la adquisicion de secuencias y construccion de una base de datos que posibilite la generacion
automatica de una sub-base de datos de ADNr constituida por genes flanqueados por cebadores
especificos. La especificacion de una pareja de cebadores es imprescindible para la obtencion de
secuencias de un grupo taxonémico en particular. El sistema ademas le permite al usuario extraer
aguellas secuencias que aunque no contengan los cebadores son homadlogas al grupo taxonémico de
interés, esto se hace empleando el algoritmo BLAST (del inglés, Basic Local Aligment Sequence Tool).
Lo mas significativo del sistema es que reduce considerablemente el tiempo de procesamiento de las

secuencias de semanas (proyecto OFRG) a horas (7).

1.3.2 Algoritmo de reconocimiento de cadenas basado en cebadores.

El sistema para la adquisicion de secuencias y construccion de la base de datos provee una interface
web asequible al usuario. El uso del sistema requiere de tres pasos fundamentales para la
construccion de una base de datos personalizada. Primeramente el usuario debe cargar un fichero de
secuencias de genes en formato FASTA al servidor que constituird la Base de Datos Primaria (BDPri).
Dichas secuencias pueden ser adquiridas de GenBank u obtenidas de algin experimento de
laboratorio. Luego es necesario especificar una pareja de cebadores que encierren al gen de interés.
Seguidamente se aplica a la BDPri un algoritmo degenerado de reconocimiento de cadenas para
obtener un subconjunto de secuencias que contienen ambos cebadores. A este subconjunto se le
llama Base de Datos Patron (BDP), la cual sera usada como blanco en la subsecuente basqueda por
homologia. La diferencia entre la BDPri y la BDP se define como Base de Datos Restante (BDR).
Finalmente se realiza una busqueda por homologia para encontrar aquellas secuencias de la BDR que
pertenecen al mismo grupo taxonémico que las de la BDP a pesar de no haber macheado con los
cebadores especificos.
Durante la etapa de generacion de la BDP, es necesario aplicar un algoritmo degenerado eficiente y
seguro para el reconocimiento de cadenas. Existen tres diferencias entre dicho algoritmo y el macheo
de cadenas tradicional.
¢ No solo se admiten errores, sino que la secuencia de una pareja de cebadores puede contener
caracteres degenerados, lo cual significa que un caracter puede representar varias alternativas.
e Se utiliza un par de secuencias en vez de una simple secuencia patron.

e Se consideran las distancias de ocurrencia entre ambos cebadores, para evitar falsos positivos.

10
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La ultima etapa de busqueda por homologia se hace necesaria porque es posible que la BDPri
contenga fragmentos de genes que no contengan los cebadores o que los contengan parcialmente.
Para detectar dichas secuencias se realiza la busqueda por homologia utilizando el algoritmo BLAST,
gue genera alineamientos locales entre las secuencias de la BDR y de la BDP. Aquellas secuencias de
la BDR que alineen con una puntuacion significativa (e-value < 0.05) con secuencias de la BDP se
consideraran homologas. De esta manera se puede inferir el grupo taxonémico a partir de la secuencia
de un microorganismo imposible de cultivar en el laboratorio, lo que constituye la herramienta principal
de la aplicaciéon, por su notable repercusion en el estudio de las comunidades microbianas y

especificamente en la comunidad microbiana del rumen.

1.3.3 El problema de los k-desajustes degenerados

El reconocimiento de cadenas de caracteres es uno de los principales retos en la ciencia de la
computacion debido a que usualmente representa un importante consumo de tiempo y memoria. Es
por ello que muchas aplicaciones como procesadores de texto y analizadores de secuencias de genes
demandan un algoritmo eficiente para el reconocimiento de cadenas de caracteres. Existen dos
importantes variantes del problema de reconocimiento aproximado de cadenas de caracteres: el
problema de los k-desajustes y el problema de las k-diferencias (15). En ambos casos, dados una
cadena patrén P = p1 p2...om yuntexto T =11 t2...tn donde m<n en un alfabeto Z, y un entero k; el
problema de los k-desajustes consiste en encontrar todas las ocurrencias del patrén P en el texto T
permitiendo a lo sumo k desajustes. Mientras que el problema de las k-diferencias consiste en
encontrar todas las subcadenas de T con distancia de edicion < k.

En el presente trabajo se implementa una variante del problema de los k-desajustes, definida por Liu y
colaboradores en el 2005 (7) como el problema de los k-desajustes degenerados. El problema se
formula de la siguiente forma:

Dado un conjunto D de secuencias de ADNr de longitud n y una pareja de cebadores a y b con
longitud m que pueden contener caracteres degenerados; el problema consiste en identificar todas las
secuencias que macheen con a y b permitiendo a lo sumo k desajustes. Las distancias de ocurrencia
entre a y b estan limitadas por la minima distancia Ini, y la maxima distancia Imax. El problema de los k-
desajustes degenerados permite k-desajustes, en adicion a los caracteres degenerados. Para
secuencias de ADNr, k < 3y la longitud de un cebador es alrededor de 20, dentro de los cuales mas de

4 caracteres pudieran ser degenerados.
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En el trabajo publicado por Liu y colaboradores (2005) (7) se realiza una comparacion entre los
algoritmos de macheo aproximado de cadenas de caracteres mas relevantes, entre los cuales se
encuentran: (Baeza-Yates and Perleberg) (16), Baeza-Yates and Gonnet (16), y Tarhio and Ukkonen
(17). Se demuestra experimentalmente la solucion al problema de los k-desajustes permitiendo
ademas caracteres degenerados mediante el uso de un algoritmo propio. La novedad del mismo
consiste en la combinacién de los algoritmos Baeza-Yates-Gonnet y Tarhio-Ukkonen (18), escogidos
estos Ultimos por resultar mas practicos y acordes a la comparacion de cadenas de ADN. Ambos son
considerados la generalizacion del algoritmo de Boyer-Moore (19) para el macheo exacto de patrones,
variando solamente en la via para el calculo de la distancia de cambio, siendo esta, la minima cantidad
de corrimientos del patrén antes de encontrar un caracter similar perteneciente a los k+1 caracteres del
texto T en el alineamiento previo. El principio basico de estos algoritmos es ignorar en la basqueda la
mayor cantidad de caracteres posibles que no constituyan una ocurrencia del patron e ir calculando las
distancias de cambio. La combinacion propuesta por Liu y colaboradores (7) consiste en escoger la
maxima distancia de cambio calculada por cada uno separadamente e ir registrandola en una tabla
teniendo en cuenta los k-caracteres degenerados. Los experimentos realizados comprobaron que la

combinacion de ambos algoritmos posee un tiempo de complejidad menor que cada uno por separado.

1.4 Tecnologias, metodologias y herramientas a utilizar.

Para un eficiente desarrollo de software es de vital importancia una correcta seleccion de las
tecnologias, metodologias y herramientas que se usaran, poniendo en practica esta importante
premisa se hizo un estudio de las mas usadas en la actualidad. Luego de un analisis riguroso, entre los
desarrolladores y los clientes se tomaron los acuerdos de cudles elegir para desarrollar la aplicacion.

A continuacion se presentan los principales aspectos considerados que fundamentan dicha eleccién.
1.4.1 Metodologia de desarrollo.

En aras de concebir una forma ordenada de trabajo se hace necesario el uso de una metodologia de
desarrollo. La misma es un proceso que integra y guia las mdultiples facetas del desarrollo y que
ademas, ofrece criterios para el control y la medicién de los productos. “Todo desarrollo de software es
riesgoso y dificil de controlar, pero si no llevamos una metodologia de por medio, lo que obtenemos es

clientes insatisfechos con el resultado y desarrolladores aun mas insatisfechos” (20). Durante la
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investigacion realizada se tomaron en cuenta varias de las metodologias candidatas a usar, entre las

cuales destacan:

Extreme Programming (XP) o programacion extrema, una metodologia reciente en el desarrollo de
software. La filosofia de XP es satisfacer al completo las necesidades del cliente, por eso lo integra
como una parte mas del equipo de desarrollo. XP fue inicialmente creada para el desarrollo de
aplicaciones donde el cliente no sabe muy bien lo que quiere, lo que provoca un cambio constante en
los requisitos que debe cumplir la aplicacién. Por este motivo es necesaria una metodologia agil como
XP que se adapta a las necesidades del cliente y donde la aplicacion se va reevaluando en periodos
de tiempo cortos. XP esta disefiada para el desarrollo de aplicaciones que requieran un grupo de
programadores pequefio, dénde la comunicacion sea mas factible que en grupos de desarrollo
grandes. La comunicacién es un punto importante y debe realizarse entre los programadores, los jefes
de proyecto y los clientes. XP posee excelentes caracteristicas validas a la hora de escogerlo como

metodologia, estas son:

« Comunicacién: Los programadores estan en constante comunicacion con los clientes para
satisfacer sus requisitos y responder rapidamente a los cambios de los mismos. Muchos problemas
gue surgen en los proyectos se deben a que después de concretar los requisitos que debe cumplir el

programa no hay una revisién de los mismos, pudiendo dejar olvidados puntos importantes.

» Simplicidad: Codificacion y disefios simples y claros. Muchos disefios son tan complicados que

cuando se quieren ampliar resulta imposible hacerlo y se tienen que desechar y partir de cero.

* Realimentacion: Mediante la realimentacion se ofrece al cliente la posibilidad de conseguir un
sistema apto a sus necesidades ya que se le va mostrando el proyecto a tiempo para poder ser

cambiado y poder retroceder a una fase anterior para redisefiarlo a su gusto.

RUP

Es un proceso de desarrollo de Software, o sea es el conjunto de actividades necesarias para
transformar los requisitos de un usuario en un sistema software. Sin embargo, el Proceso Unificado de
desarrollo de software es mas que un simple proceso; es un marco de trabajo genérico que puede
especializarse para una gran variedad de sistemas de software, para diferentes areas de aplicacion,

diferentes tipos de organizaciones, diferentes niveles de aptitud y diferentes tamafios de proyecto (20).
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Existen tres caracteristicas claves presentes en RUP, ellas son: dirigido por casos de uso, centrado en
la arquitectura, e iterativo e incremental. RUP se descarté como posible metodologia de desarrollo
debido a que el equipo de desarrollo es pequefio, solamente dos personas y se necesitaba una
metodologia agil. No obstante si se estudié a fondo esta metodologia para aprovechar sus ventajas y

adquirir una experiencia valiosa en el desarrollo de la aplicacion.
OpenUP

OpenUP es un proceso unificado, abierto, minimo y suficiente lo que brinda la posibilidad de solo
incluir el contenido fundamental y necesario. Conserva las caracteristicas principales de la
metodologia de desarrollo RUP por lo que se aplica de forma iterativa e incremental, provee los
componentes basicos que pueden servir de base a procesos especificos a pesar de no tener
lineamientos para todos los elementos que se manejan en un proyecto. Es una forma de desarrollo agil
y ligero donde la mayoria de sus elementos fomentan el intercambio entre los equipos de desarrollo, y
de colaboracién sincronizando intereses y compartiendo conocimientos, principio fundamental que
promueve las buenas practicas para propiciar un ambiente saludable y de colaboracién. Maximiza los
beneficios al equilibrar las prioridades, permitiendo a los desarrolladores desarrollar una solucion que
cumpla con los requerimientos del proyecto, minimiza el riesgo al centrarse en la arquitectura y
proporciona la retroalimentacion y mejoramiento continuo al realizar practicas que permitan

incrementos progresivos a las funcionalidades.

Teniendo en cuenta lo antes explicado la metodologia que se utilizara para guiar el desarrollo de las
funcionalidades es OpenUp debido a sus caracteristicas, descritas, y a ser este modelo el que mas se
ajusta a las necesidades del desarrollo de la aplicacion, ademas de ser la metodologia escogida y

utilizada en el polo de Bioinformética de la facultad.

1.4.1.1 Patrones.

Un patrén es una pareja de problema/solucion con un nombre, que codifica (estandariza) buenos
principios y sugerencias. Con el paso de los afios la utilizacién de patrones ha evolucionado dando

mejor precision al reflejar los requisitos reales y haciendo mas facil el trabajo con los sistemas. (21)
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Patrones de Casos de Uso.
CRUD (Crear, Buscar, Modificar y Eliminar)

Este patron plantea la creacion de un caso de uso, llamado “Informacion CRUD” o “Gestionar
Informacion”, que modele todas las operaciones que se pueden realizar sobre una parte de
informacion de un tipo determinado, ya sea crearla, leerla, actualizarla y eliminarla. Es importante
destacar que este patrén se usa cuando todos los flujos contribuyen al mismo valor de negocio y son

cortos y simples. Este patron es usado en la aplicacién para la gestion de informacion.
Actores multiples: Rol comln

Si dos actores interpretan el mismo papel en determinado caso de uso, este rol es representado por
otro actor, que contiene de forma hereditaria los actores que lo comparten. Este patrén debe aplicarse
cuando, desde el punto de vista de un caso de uso hay solo una entidad externa interactuando con

cada instancia del caso de uso.
Patrones de disefio.

Es dificil imaginar un buen software sin el apropiado uso de los patrones de disefio, por esta fuerte
razon se hizo énfasis en el estudio de los patrones de disefio mas importantes. Se puede definir un
patrén, ademdas, como un proyecto o estructura de implementaciéon que logra una finalidad
determinada donde se pone de manifiesto la manera mas practica de describir ciertos aspectos de la
organizacién de un programa. En el caso de los patrones computacionales, un software estructurado,
modulado posee una mejor calidad y es mas sencillo corregir errores, implementar mejoras y
actualizaciones, debido a que un software que posee algun patrén de disefio es mas sencillo de
modificar que un software que no posee en absoluto un patrén. Los patrones de disefio proponen una
forma de reutilizar la experiencia de los desarrolladores, para ello clasifica y describe formas de
solucionar problemas que ocurren de forma frecuente en el desarrollo. Por tanto, estan basados en la
recopilacién del conocimiento de los expertos en desarrollo de software, lo que lo convierte en su

principal ventaja (22).
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1.4.2 Lenguaje de Modelado (UML).

UML es el lenguaje utilizado para visualizar, especificar, construir y documentar cada una de las partes
gue constituye un sistema de forma general. Permite la modelacion de sistemas con tecnologia
orientada a objetos. No es una guia para realizar el andlisis y disefio orientado a objetos, es decir, no
es un proceso. UML esta compuesto por diversos elementos graficos que se combinan para conformar
diagramas. EL UML (Lenguaje Unificado de Modelado) es una de las herramientas més gustadas en el
mundo para desarrollo de software, esta particularidad de su uso se debe a que permite a los
desarrolladores de sistemas, generar disefios conforme a sus ideas de forma facil y entendible. Por

estas razones su uso se hizo vital para hacer un correcto modelado del sistema.
1.4.3 Herramientas CASE.

Se puede definir a las Herramientas CASE como un conjunto de programas y ayudas que dan
asistencia a los analistas, ingenieros de software y desarrolladores, durante todos los pasos y
procesos del Ciclo de Vida de desarrollo de un proyecto (23). Entre las herramientas CASE para el
modelado de artefactos que existen a nivel mundial estan las herramientas MetaCASE, Embarcadero
ER/Studio, Erwin, Umbrello, MagicDraw, Rational Rose y Visual Paradigm. Esta Ultima herramienta
CASE, Visual Paradigm for UML en su version 6.1 es la seleccionada para el modelamiento de los

diferentes artefactos.
1.4.3.1 Visual Paradigm como Herramienta CASE.

Se escoge Visual Paradigm porque es una herramienta CASE que soporta el UML como lenguaje de
modelado. Ademas provee el Modelado del Proceso de Negocio, un generador de mapeo objeto-
relacion para Java, .NET y PHP. Una caracteristica clave es su habilidad de generar no solo cédigo del
modelo de clases, sino también de la estructura de la base de datos relacional adecuados para
sostener persistentemente la informacién contenida en las clases llamadas entidad. Genera la
documentacién del proyecto automaticamente en varios formatos como web, .pdf, .doc, y permite el
control de versiones. Es una herramienta multiplataforma de modelado visual UML ya que aporta a los
desarrolladores de software una plataforma de desarrollo para construir aplicaciones de calidad. Aporta
una excelente interoperabilidad con otras herramientas CASE y muchos de los entornos IDE del
mercado como NetBeans y Eclipse. Permite el uso de un lenguaje estandar comuan a todo el equipo de

desarrollo que facilita la comunicacion.
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1.4.4 Herramientas de desarrollo usadas.

El uso de una herramienta de desarrollo es vital durante el flujo de trabajo implementacion, permitiendo
asi el completamiento de codigo, agilizar el trabajo del programador en todo momento y depurar el
codigo.

1.4.4.1 Eclipse como entorno integrado de desarrollo (IDE).

Un entorno de desarrollo integrado o IDE es un programa compuesto por un conjunto de herramientas
para un programador. Los IDEs proveen un marco de trabajo amigable para la mayoria de los
lenguajes de programacién. Eclipse es una plataforma de herramientas universal y portable que
proporciona un framework para desarrollar aplicaciones y herramientas. Esto significa que distintos
fabricantes pueden desarrollar e integrar sus herramientas con el workbench existente. ElI workbench
es un conjunto de Java Frameworks y herramientas de desarrollo equipadas para constructores de
herramientas. El entorno de trabajo presenta un entorno de desarrollo integrado en perspectivas
personalizables. Las perspectivas son combinaciones formadas por vistas y editores que muestran los
diversos aspectos de los recursos del proyecto y estan organizados por el rol o la tarea del
desarrollador. Se proporcionan mas de una perspectiva en un momento dado, ademas de pasar de
una a otra mientras se esta trabajando. Eclipse ofrece un conjunto de valiosas ventajas entre las
cuales se pueden apreciar solo por citar algunas que todo el contenido estd almacenado en archivos.
Los recursos como clases java, archivos HTML, archivos XML (descriptores de despliegue), estan
almacenados en un sistema de archivo y asi se puede tener facilmente acceso a ellos (24). Es un IDE
potente y posee un amplio soporte, su gran facilidad de integracion mediante el uso de plugins lo hace
compatible con muchos de los frameworks mas usados. A estas caracteristicas se le afiade la

experiencia de los desarrolladores en el uso de Eclipse.
1.4.5 Servidor de aplicaciones.

Un servidor de aplicaciones es un software que proporciona aplicaciones a los equipos o dispositivos
cliente, por lo general a través de internet y utilizando el protocolo http. Los servidores de aplicacion se
distinguen de los servidores web por el uso extensivo del contenido dinamico y por su frecuente

integracion con bases de datos.
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1.4.5.1 Apache Tomcat.

Tomcat es un servidor web con soporte de Servlets y JSPs. Incluye el compilador Jasper, que compila
paginas JSP convirtiéndolas en Servlets. El motor de servlets de Tomcat a menudo se presenta en
combinacion con el servidor web Apache. Tomcat puede funcionar como servidor web por si mismo.
En sus inicios existi6 la percepcion de que el uso de Tomcat de forma autbnoma era soélo
recomendable para entornos de desarrollo con requisitos minimos de velocidad y gestion de
transacciones. Hoy en dia ya no existe esa percepcion y Tomcat es usado como servidor web
autébnomo en entornos con alto nivel de trafico y alta disponibilidad. Se decide optar por el uso de

Tomcat en su version 6.0 por las ventajas mencionadas.

1.4.6 Tecnologia J2EE

J2EE puede ser considerada la mejor plataforma disponible actualmente para el desarrollo de
aplicaciones empresariales (25). Esta plataforma es producto de las lecciones en desarrollo de
software empresarial del pasado. Los beneficios que brinda la plataforma son bien conocidos y pueden

resumirse en:

e Simplicidad: el desarrollador puede concentrarse en la Iégica del negocio, sin tener que invertir
mucho tiempo en problemas de bajo nivel como: seguridad, transacciones, multi-threading,
protocolos de seguridad, ambientes distribuidos, pool de recursos (por ejemplo acceso a base

de datos), etc.

e Separaciéon de capas: J2EE promueve el disefio de una aplicacién en multiples capas,
permitiendo en la mayoria de los casos la separacidn de presentacion y funcionalidad, acorde

con los principios de buenas practicas de disefio.

e Portabilidad: La aplicacion J2EE puede ser migrada a otro servidor de aplicaciones con

cambios minimos.

e Multiples opciones de servidores: Dado que J2EE es un estandar, existe la posibilidad de

escoger entre multiples servidores, tanto productos comerciales como codigo abierto.
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1.4.7 Lenguajes de Programacion para la Web.

Los lenguajes se clasifican en dos partes fundamentales que reconocen la propia arquitectura
Cliente/Servidor de esta plataforma de desarrollo: los lenguajes del lado del servidor y los lenguajes del
lado del cliente. Del lado del cliente se encuentran principalmente el lenguaje Java Script, que es el
encargado de aportar dinamismo a la aplicacion en los navegadores y ademas tienen la
responsabilidad de ejercer funciones especificas como la validacion y la impresion. Java Script es un
lenguaje de programacion muy utilizado por todos los programadores para crear pequefios programas
encargados de realizar acciones dentro del ambito de una pagina web. HTML es un lenguaje basico
para los programadores que comienzan a incursionar en el campo del desarrollo web, es por eso que
después del HTML, Java Script es considerado el nivel superior o el siguiente paso, que puede dar un
programador de la web con vistas a decidirse por perfeccionar el estilo de sus paginas y la potencia de

sus proyectos con el propésito de obtener un mayor alcance.

En el dominio de la red, los lenguajes del lado del servidor mas ampliamente utilizados para el

desarrollo de paginas dindmicas son el ASP, PHP, PERL y Java.

Java ofrece todas las ventajas de un lenguaje potente y robusto, pues fue diseflado para crear
software altamente fiable (25). Es un lenguaje de programacién basado en clases y orientado a
objetos. Sus caracteristicas de memoria liberan a los programadores de responsabilidades y errores.
Java es compilado en un cédigo intermedio mas abstracto que el cddigo de maquina que es ejecutado
por la maquina virtual de Java. Hereda su sintaxis de los lenguajes C y C++, pero cuenta con un
modelo de objetos mucho mas sencillo y elimina elementos de trabajo a bajo nivel como los punteros.
Una de las caracteristicas mas significativas de Java es que posee una arquitectura neutral, es decir,
el compilador. Java compila su cddigo a un fichero objeto de formato independiente de la arquitectura
de la maquina en que se ejecutara. La independencia de la arquitectura representa solo una parte de
su portabilidad. Java especifica los tamafios de sus tipos de datos basicos y el comportamiento de sus
operadores aritméticos, de manera que los programas son iguales en todas las plataformas. Java
como lenguaje se ajusta perfectamente al tipo de aplicacién a realizar y cumple con las necesidades
planteadas por los desarrolladores y clientes (26). Agregado a estas ventajas el uso de java se
fundamenta debido al empleo de librerias escritas en este lenguaje para el andlisis de secuencias y por

ser el mismo definido por el polo de bioinforméatica de la facultad.
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1.4.8 Framework usados.

Un framework es un término utilizado en la computacién en general, para referirse a un conjunto de
bibliotecas, utilizadas para implementar la estructura estandar de una aplicacion. Todo esto se realiza
con el propésito de promover la reutilizacion de cédigo, con el fin de ahorrarle trabajo al desarrollador
al no tener que rescribir ese codigo para cada nueva aplicacién que desee crear. Existen diferentes
frameworks para diferentes propdsitos, algunos orientados al desarrollo de aplicaciones web, otros
para desarrollar aplicaciones multiplataforma, para un sistema operativo o lenguaje de programacién
en especifico, entre otros. “El framework captura las decisiones de disefio que son comunes a su
dominio de aplicacion” (27). Un framework no sélo promueve la reutilizacion de cédigo sino también la
reutilizacion de disefio. Ademas las aplicaciones que se construyen tienen estructuras similares, son

mas faciles de mantener y consistentes para los usuarios.
1.4.8.1 Framework para aplicaciones web.

Actualmente existen algunos frameworks para desarrollar aplicaciones web, que es de las ramas mas
importantes en las que se usan los frameworks. La mayoria de ellos utilizan el patron de disefio MVC
del cual se hablarA mas adelante en el capitulo 3.Todos los frameworks tienen caracteristicas
especiales que los hacen Unicos para sobresalir y poder seguir en el mercado, ademas de poseer las

siguientes caracteristicas comunes:

« Utilizan un solo servlet que tiene la funcién de controlador, para toda la aplicacién o gran parte de
ella. Se configura un descriptor de despliegue para que todas las URL’s tengan que pasar

forzosamente por dicho servlet.

* Una configuracion, generalmente escrita en un archivo XML, en donde se le indicara al servlet
controlador, a través de propiedades, a quien delegar la responsabilidad de atender la peticion
entrante. Algunas veces esas propiedades estan indicadas de acuerdo a los URL'’s y de acuerdo al

URL entrante es como se delega la responsabilidad.

Las vistas pueden tener nombres claves, sin necesidad que exista una relacién con el nombre del
archivo de la vista. El framework se encarga de realizar dicha conversion para poder obtener el nombre
de la vista que se tiene que cargar para que sea desplegada. La implementacién de una vista con un

nombre en particular puede cambiar sin afectar cédigo del controlador. Cuando se va a desarrollar una
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aplicacion web, el desarrollador se debe fijar en si desea realizar una aplicacion extremadamente
sencilla o si quiere desarrollar una verdadera aplicacién web, que tendra actualizaciones, correcciones
y mejoras a futuro. Para esto es recomendable que se elija un framework de aplicacién web que utilice
el patrén web MVC. Con el fin de que se pueda hacer la separacion entre los 3 elementos principales y
pueda aprovechar todas las ventajas que brinda este patrén de disefio. Para poder aprovechar también
las ventajas adicionales que brinda el framework para la integracion con otras herramientas u otros
servicios. A continuacion se muestran algunos de los frameworks para aplicaciones web mas
populares: Struts, WebWork, Maverick y Spring. Para hacer una correcta seleccién se analizaron sus

principales caracteristicas, ventajas y desventajas (28).
Struts.

Struts es uno de los frameworks MVC mas utilizados, ya que fue uno de los pioneros en el campo, fue
creado por Craig McClanahan, creador del famoso motor servlet Tomcat, ambos son distribuidos por
Apache. Este framework fue lanzado a mediados del afio 2000, y a partir de esta fecha comenzé a
tener popularidad, y en la actualidad existen algunos componentes extra que se adaptan a Struts, lo
gue le da un mayor campo de accion. Struts es codigo abierto, por lo que no requiere licencia para su
uso. Ademas cumple una de las funcionalidades basicas que se mencionaron acerca de los
frameworks para aplicaciones web, ya que implementa un solo controlador (ActionServlet) que evalla
las peticiones del usuario mediante un archivo configurable (struts-config.xml) para poder dirigirlas a un
action que procesa el request. El lenguaje de programacién que utiliza es Java, asi como Java Beans
como modelo.

Algunas de las ventajas y desventajas de Struts:

» Existe un variado namero de trabajos y proyectos ya hechos lo que brinda un mayor namero de

ejemplos para poder tomar un punto de partida y de referencia.

* Brinda librerias de etiquetas usadas para mostrar la vista bastante Utiles y eficientes que permiten la

eficiente reutilizacion de cédigo.

* Entre las desventajas de framework se puede observar que muchas veces puede ser dificil trabajar

con los ActionForms, ademas de que el proyecto posiblemente desaparezca en los afios venideros.
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Otra de las desventajas de Struts es que estd muy ligado con la tecnologia JSP, por lo que muchas
veces se dificulta integrarlo con alguna otra tecnologia para las vistas.

Maverick.

Este es otro framework MVC de cdodigo abierto que existe en el mercado, pero a diferencia de los
demas este no cuenta con sus propias librerias de etiquetas. Sin embargo cumple con las
funcionalidades tipicas mencionadas, como el de tener un solo servlet controlador central como punto
de entrada, el cual lleva el nombre de Dispatcher, que esté definido en el Deployment Descriptor de la
aplicacion web (web.xml). Maverick cuenta con un archivo XML en el que se guarda toda la
configuracion del mismo (maverick.xml). Una caracteristica de Maverick es que Unicamente acepta un
solo controlador central y un archivo de configuracion por aplicacion web, lo que muchas veces al

desarrollar aplicaciones mas grandes y complejas se puede volver confuso y dificil de configurar.

Maverick es un framework mucho mas configurable que Struts, lo que brinda cierta flexibilidad, también
incluye varias clases para poder extender y cambiar el flujo del trabajo o workflow en inglés. Es
usualmente usado para crear nuevos controladores que sean capaces de procesar nuevas peticiones.
Los controladores son Java Beans, y el framework pone de manera transparente las propiedades de
los beans. Una caracteristica interesante de Maverick es el basico y facil uso de la funcionalidad del

Dispatcher. También es multiplataforma ya que ha sido adaptado para los lenguajes .NET y PHP.

Este es un framework mas reciente ya que fue lanzado a mediados del afio 2002.Una de las personas
gue ha trabajado en este proyecto fue Rickard Oberg, quien ha participado en proyectos como JBoss,

entre otros.
WebWork

El framework WebWork estd basado en el patron de disefio de comandos o Command Pattern. Cada
accién es un comando, que es creado para manejar un request, sus propiedades son puestas de
manera transparente, ya que cada accion es un Java Bean. WebWork cuenta, al igual que Struts y
Spring con su propia libreria de etiquetas para JSP, las cuales ayudan a realizar distintas tareas de
una manera mas agil, pero no es la Unica tecnologia para vista que soporta, también incluye soporte
para Velocity. Una de las ventajas de WebWork es que cuenta con una arquitectura simple y las clases

son faciles de extender. Pero como todo, tiene sus desventajas, la creaciéon de una accioén (action) por
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cada peticion (request) puede llegar a ser algo confuso cuando existen muchos datos en el request se
impone el patron de disefio Command en cada interaccion del usuario, ya sea bueno o malo utilizarlo
en dicha interaccion; es dificil saber de qué tipo son las excepciones que se lanzan. Como este
framework es relativamente reciente no existe mucha documentacion y ejemplos al respecto lo que

puede resultar a veces frustrante cuando se requiere buscar algun ejemplo o tutorial que pueda servir.
Spring.

Spring propone estructurar toda una aplicacion de una manera consistente y productiva, conjuntando lo
mejor de cada uno de los frameworks single-tier para crear una arquitectura coherente. En si Spring ha
surgido como una solucién para poder disfrutar de los beneficios clave de J2EE, mientras que minimiza

la complejidad encontrada en el codigo de la aplicacién (27).

Spring esta basado en la filosofia de que un framework debe proveer una guia hacia una buena
practica. Mezclando la correcta combinacion de flexibilidad y restriccién, la cual es la clave en el buen
disefio de un framework. Spring también cuenta con algunas de las caracteristicas generales de los
frameworks web, ya que cuenta con un mdédulo para poder desarrollar aplicaciones web de manera
sencilla. También se basa en el disefio de las clases extendiendo o implementando interfaces, lo cual
es un mejor disefio orientado a objetos, ya que promueve la reutilizacion de cédigo. Ademas Spring
cuenta con algunas etiquetas para las diferentes tecnologias de vista que existen, las cuales tienen
funciones diferentes como vincular formularios, validacién, despliegue de informacion, entre otras. Uno
de los aspectos clave y ventajas de Spring, es que cuenta con una arquitectura modularizada, y se
pueden utilizar cada uno de estos modulos de manera independiente. Cada uno esta enfocado en una
tarea especifica, y algunos de ellos son para la integracién con alguna herramienta o incluso cuenta

con la posibilidad de integrase con los otros frameworks mencionados anteriormente.

En conclusién, cada framework tiene sus ventajas y desventajas, escoger uno es una decision del
desarrollador, dependiendo de sus necesidades y requerimientos, del tamafio del proyecto a
desarrollar, asi como de su experiencia con tecnologias existentes que se integren facilmente con el
framework que haya elegido. Esta fue una de las razones por la cual se decidi6 incursionar dentro de
las caracteristicas de Spring, y después de un analisis se llegd a la conclusion de que es un excelente
framework que cumple con la mayoria de las caracteristicas, de las cuales otros frameworks escasean.
Una de las cuestiones que ha hecho a Spring evolucionar de manera muy rapida en tan poco tiempo,

es gue se han incrementando de una manera increible el nUmero de proyectos que utilizan esta
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herramienta a través del ultimo afio. Esto conlleva a que la cantidad de personas interesadas en este
framework aumente, asi como el soporte, el numero de foros de opinién y la publicacion de un mayor

namero de libros y tutoriales.

1.4.8.2 Acegi Security System como framework de seguridad.

Para dar soporte de seguridad se decidid6 usar Acegi Security System, el mismo es un framework
creado por Ben Alex e intimamente ligado al proyecto Spring. Facilita la tarea de adoptar medidas de
seguridad en aplicaciones Java, sean aplicaciones standalone o aplicaciones web como es el caso.
Ademés se encuentra bajo licencia GPL, sin coste y con la seguridad afiadida que proporciona el
respaldo de un enorme y creciente grupo de usuarios que lo usan. Posee una excelente

documentacion y un amplio soporte.

Acegi provee una implementacidon segura y portable, con todas las caracteristicas deseadas y que
ademas es independiente de cualquier mecanismo de seguridad provisto un servidor especifico. Esto
permite cambiar el servidor de aplicacién (por razones de costo, escalabilidad o la que fuere) sin
ninguna modificacién en el esquema de seguridad de la aplicacion (29). Esto puede ser un problema o
no dependiendo de la probabilidad de cambiar el servidor. Otra caracteristica potente de Acegi es el
aprovechamiento de las ventajas de la inversion de control de Spring, la habilidad de cambiar la
inyeccion de dependencia en tiempo de ejecucién. Esto permitirA cambiar los pardmetros de
autenticacion y autorizacion en caso de un cambio en el modelo de seguridad utilizado. Un ejemplo
podria ser un cambio en la estructura de roles, que se trasladaria en cambios en la configuracion de
roles autorizados para acceder a los recursos. Estos cambios pueden ser realizados sin ningun tipo de
re-despliegue de los archivos de configuracién. Sin embargo habria que analizar el impacto que
tendrian los cambios de la configuracion si hay que realizar cambios estructurales en la aplicacion, lo
gue tal vez implicaria un re-despliegue de todos modos. De esta forma estas capacidades de cambio

en tiempo de ejecucion no serian una gran diferencia respecto a la seguridad en si (29).

1.4.8.3 Hibernate como framework para la persistencia de datos.

Para la persistencia de datos en la aplicacién se decidié el uso de Hibernate, una herramienta de

mapeo objeto-relacional para la plataforma Java que facilita el mapeo de atributos entre una base de
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datos relacional tradicional y el modelo de objetos de una aplicacién, mediante archivos declarativos
(XML) que permiten establecer estas relaciones (30). Hibernate es software libre, distribuido bajo los
términos de la licencia GNU LGPL. Como todas las herramientas de su tipo, hibernate busca
solucionar el problema de la diferencia entre los dos modelos de datos coexistentes en una aplicacion:
el usado en la memoria de la computadora (orientacién a objetos) y el usado en las bases de datos
(modelo relacional) (30). Con esta informacion hibernate le permite a la aplicacion manipular los datos
de la base operando sobre objetos, con todas las caracteristicas de la programacion orientada a
objetos (POO). Estas caracteristicas cumplen con las necesidades que se exigen para la construccion

de la base de datos usada en la aplicacion.
1.4.9 Gestores de Bases de Datos.

“El software que permite la utilizacién y/o la actualizacién de los datos almacenados en una (0 varias)
base(s) de datos por uno o varios usuarios desde diferentes puntos de vista y a la vez, se denomina
sistema de gestion de bases de datos (SGBD)” (31). Un SGBD permite crear y mantener una base de
datos, asegurando su integridad, confidencialidad y seguridad. Poseen lenguajes de definicién de
datos (DDL), lenguajes de manipulacién de datos (DML) y lenguajes de consulta (SQL) que facilitan el
proceso de disefio de aplicaciones y que los tratamientos sean mas eficientes y rapidos, dando la
mayor flexibilidad posible a los usuarios. Esto se le da cumplimiento a partir de los objetivos
fundamentales de los sistemas de bases datos, entre los que se puede mencionar: independencia de
los datos y los programas de aplicacién; minimizacién de la redundancia; integracién y sincronizaciéon
de las bases de datos; integridad de los datos, seguridad y recuperacién; facilidad de manipulacién de

la informacion y control centralizado.
1.4.9.1 PostgreSQL.

Como resultado de un estudio acerca de los gestores de base de datos se tomaron en cuenta las
principales caracteristicas de este gestor. Esta considerado como la base de datos de codigo abierto
mas avanzada del mundo. PostgreSQL aproxima los datos a un modelo objeto-relacional, y es capaz
de manejar complejas rutinas y reglas. Ejemplos de su avanzada funcionalidad son las consultas SQL
declarativas, el control de concurrencia multi-version, el soporte de multi-usuario, transacciones,
optimizaciéon de consultas, herencia, y arreglos. Este gestor posee una gran escalabilidad, ya que es

capaz de ajustarse al nimero de CPUs y a la cantidad de memoria que posee el sistema de forma
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Optima, haciéndole capaz de soportar una mayor cantidad de peticiones simultaneas de manera
correcta. Ademas tiene la capacidad de comprobar la integridad referencial, asi la de almacenar
procedimientos en la propia base de datos, equiparandolo con los gestores de bases de datos de alto
nivel, como puede ser Oracle (31).

1.4.10 Herramientas bioinformaticas para el andlisis de secuencias de ADN.

Las herramientas de software para bioinformatica van desde aplicaciones de linea de comandos hasta
programas gréaficos y servicios web auténomos situados en compafiias privadas o instituciones
publicas. Haciendo uso de las herramientas bioinformaticas basicas para el analisis de secuencias, se
pone en manos de los investigadores del ICA un valioso sistema capaz de contribuir notablemente al
estudio de la comunidad microbiana del rumen. Se realizé un andlisis de las herramientas mas usadas

y acorde a las necesidades de los clientes.
BLAST para la busqueda de homologias.

BLAST (de sus siglas en inglés, Basic Local Alignment Search Tool) es la herramienta mas
frecuentemente usada para calcular similitud entre secuencias, tanto de ADN como de proteinas (32).
El programa es capaz de comparar una secuencia problema contra todas (o un subconjunto de) las
secuencias publicadas en una o varias bases de datos publicas de secuencias. La consulta se envia a
través de internet, la basqueda se realiza en los servidores NCBI, DDBJ o EMBL vy los resultados se
devuelven al buscador del usuario y se muestran en el formato deseado. Sin embargo, en muchas
ocasiones, se necesita utilizar el BLAST, contra una base de datos local, como es el caso del presente

trabajo y para ello existe también la versién portable de la herramienta.
ClustalW para alineamiento multiple de cadenas.

Un alineamiento multiple de secuencias es un alineamiento de tres o0 mas secuencias bioldgicas,
generalmente proteinas, ADN o ARN. Las representaciones visuales del alineamiento ilustran
mutaciones tales como mutaciones puntuales (un solo cambio de aminoacidos o nucleétidos) que
aparecen como diferentes caracteres en una sola columna del alineamiento, y la insercién o supresion
de mutaciones que aparecen como huecos en una o varias de las secuencias en la alineacion. El

alineamiento multiple de secuencias a menudo se utiliza para evaluar la conservacion de los dominios
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proteicos, las estructuras terciarias y secundarias, e incluso aminoacidos o nucledtidos individuales
(33).

Andlisis filogenético.

El conocimiento de las relaciones filogenéticas que presentan todos los organismos entre si desde el
inicio de la vida hasta nuestros dias, siempre ha ocupado un sitio importante dentro de la comunidad
cientifica en especial y de la humanidad en general. La construccion de arboles filogenéticos ha sido
de gran utilidad para entender comportamientos similares a nivel bioldgico entre diferentes especies.
(34). A través de los afios se han propuesto varios métodos para realizar estas inferencias
filogenéticas, siendo en la actualidad los desarrollados a partir de técnicas de biologia molecular de los
mas utilizados y confiables. En biologia se utilizan arboles parecidos a los genealdgicos para conocer
cémo se encuentran emparentados los organismos vivos, se les conoce como arboles filogenéticos. A
diferencia de los arboles genealdgicos, en los que se utiliza informacién proporcionada por los
familiares, para los arboles filogenéticos se usa informacién proveniente de fésiles asi como aquélla

generada por la comparacion estructural y molecular de los organismos (34).

Un arbol filogenético es un grafo que muestra las relaciones de evolucién entre varias especies u otras
entidades que se cree que tuvieron una descendencia comun. Representa los grados de parentesco
evolutivo entre diferentes taxones con indicacion de antecesores, duracion de lineas evolutivas o
cantidad de cambio evolutivo. Para el andlisis filogenético en esta aplicacién se usa la libreria PAL por
sus siglas en inglés (Phylogenetic Analysis Library) (35), es un proyecto colaborativo y desarrollado
bajo licencia GPL, provee un grupo de funciones compatibles con estructuras de datos y métodos
robustos para realizar construccién, manipulacién, simulacién y calculos estadisticos de arboles
filogenéticos. La versidn mas reciente es la 1.5, la cual tiene significativas mejoras. PAL permite
diferentes analisis entre los cuales se destacan: escritura y lectura de alineamientos de secuencias,
matrices de distancias evolutivas, estimacion de parametros demogréaficos, construccién de arboles
usando un alineamiento mudiltiple previo, usando algoritmos conocidos como: neighbour-joining
UPGMA, y sSUPGMA (35).
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A modo de conclusién, se analizaron los principales conceptos vinculados al tema para una mejor
comprension del lector. Ademéas se fundamentaron las tecnologias a usar por los desarrolladores,
programadores y analistas para el proceso de desarrollo del sistema en cuestion. Como resultado del
estudio de las tecnologias y herramientas de desarrollo a utilizar se ha llegado a la conclusion de que
el sistema se desarrollara sobre la plataforma J2EE usando como lenguaje de programacion Java, y
como gestor de bases de datos PostgreSQL 8.2. Se determin6é ademas hacer uso del lenguaje
unificado de modelado (UML) por su estrecha integracion con RUP que constituye la base de OpenUP,
metodologia adoptada. Como herramienta de modelado se utiliza Visual Paradigm. Como entorno de
desarrollo integrado se decidid6 que debe ser Eclipse y como servidor de aplicaciones se adopt6
Tomcat 6.0. Para el analisis de secuencias de ADN se determiné el uso de las herramientas para la
bioinformatica BLAST, CLUSTALW 2.0 en el caso de busqueda por homologias y alineamientos
multiples respectivamente, asi como el uso de la libreria PAL para el analisis filogenético. Como
frameworks se determind usar para la web Spring, para la seguridad Acegi Security y en la persistencia

hibernate.
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Capitulo 2: Caracteristicas del sistema.

2.1 Modelo de dominio.

Un modelo de dominio captura los tipos mas importantes de objetos en el contexto del sistema. Los
objetos del dominio representan las cosas que existen o eventos que ocurren en el entorno en el que
trabaja el sistema. El modelo de dominio se describe mediante diagramas UML (especificamente

mediante diagramas de clases).

sohre

% gestiona

Usuario anonimo. Investigador Administrador Comunidad Microbiana
K——
realiza realiza
utiliza
realiza ‘
Estudios Microorganismo
——
sobre ————P Kl
Gestion
Hemramientas Emparejamiento de cebadores Clasificacion
¢ Bacteria Hongo Protozoo Archaea Indefinido
A
produce]
CLUSTAL BLAST
<
. sobre
depende Listado.
Filogenia Insertar Eliminar Actualizar Buscar
Cebadores
usa
Eittro

Figura 2: Modelo de dominio.
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2.1.1 Descripciéon del modelo de dominio.

El sistema gestiona la informacion de la comunidad microbiana del rumen, la cual estd compuesta por
los datos de microorganismos divididos en cuatro grupos: Archaeas, Bacterias, Hongos, Protozoos y
no identificados. Se almacena también las referencias de las parejas de cebadores y usuarios
registrados en el sistema. La gestion consiste en las acciones insertar, eliminar, actualizar y buscar.
Los usuarios se dividen en tres grupos: usuarios anénimos, investigadores y administradores. Los
primeros no poseen los permisos para realizar ningun tipo de gestién, solamente pueden acceder a las
herramientas de acceso publico. El investigador puede realizar la gestién de la informacion relacionada
con los cebadores y microorganismos, el usuario administrador ademas de poseer los mismos
permisos del investigador puede realizar gestion sobre la informacion de los usuarios. Tanto las
herramientas como los estudios que se pueden realizar son de pleno acceso para todos los usuarios.
Entre las herramientas se encuentran: Alineamiento multiple de secuencias usando el Clustal,
busqueda de homologias usando el BLAST y andlisis filogenético. Se pueden realizar dos tipos de
estudios, uno es la blusqueda de secuencias que contienen un gen flanqueado por una pareja de
cebadores y el otro es la clasificacion taxondmica de microorganismos, este Ultimo esta compuesto por

el primer estudio y la herramienta BLAST.

2.2 Especificacion de los requisitos de software.

El propdsito del flujo de trabajo de Requerimientos es guiar el desarrollo del sistema. Esto se consigue
mediante una descripcion detallada de los requisitos del sistema que permite llegar a un acuerdo entre

el cliente y los desarrolladores sobre qué debe hacer el sistema.

2.2.1 Requerimientos funcionales.

Los requerimientos funcionales son capacidades o condiciones que el sistema debe cumplir. Permiten
expresar una especificacion mas detallada de las responsabilidades del sistema en cuestion, se
mantienen invariables sin importar con que propiedades o cualidades se relacionen. Los

requerimientos funcionales que se identificaron para el desarrollo del software son:
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R1 Gestionar registro.
R1.1 Insertar registro.
R1.1.1 Insertar nuevo registro.
R1.1.2 Insertar registro desde archivo.

R1.2 Eliminar registro.

R2 Analizar secuencias.
R2.1 Realizar busqueda por homologia usando el algoritmo BLAST-N.

R2.1.1 Realizar basqueda por homologia usando el algoritmo BLAST-N dada una secuencia
de ADN.

R2.1.2 Realizar busqueda por homologia usando el algoritmo BLAST-N subiendo un archivo

de secuencias en formato FASTA.
R2.2 Realizar alineamientos multiples de secuencias usando el CLUSTALW 2.0.
R2.2.1 Realizar alineamiento multiple de secuencias usando el CLUSTALW 2.0 desde listado.

R2.2.2 Realizar alineamiento multiple de secuencias usando el CLUSTALW 2.0 subiendo un

archivo de secuencias en formato FASTA.
R2.2.3 Descargar resultado del alineamiento maltiple.
R2.2.4 Descargar las secuencias que fueron alineadas.
R3 Realizar reconstruccion filogenética usando la libreria PAL.
R3.1 Realizar reconstruccion filogenética usando la libreria PAL desde listado.
R3.2 Realizar reconstruccion filogenética usando la libreria PAL desde archivo.

R3.3 Descargar el arbol.

R4 Gestionar cebadores.

R4.1 Insertar parejas de cebadores.
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R4.2 Eliminar parejas de cebadores.
R4.3 Editar parejas de cebadores.

R4.4 Listar parejas de cebadores.

R5 Clasificacion taxondmica a partir de la secuencia de microorganismos imposibles de cultivar en el

laboratorio.
R5.1 Buscar registros que poseen genes flanqueados por cebadores especificos.
R5.2 Generar Base de Datos Patron (BDP) con los registros encontrados.

R5.3 Ejecutar algoritmo BLAST para realizar busqueda por homologia en el Resto de la Base de
Datos (RBD) partiendo de la BDP.

R5.4 Crear una base de datos resultante que agrupe la BDP con la salida del BLAST hasta un

score significativo.

R5.5 Visualizar la clasificacion.

R6 Gestionar usuario.
R6.1 Insertar usuario.
R6.2 Eliminar usuario.
R6.3 Modificar usuario.

R6.4 Mostrar listado de usuarios.

R7 Buscar registro.
R8 Autenticar usuario.

R9 Cambiar contrasefia.
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2.2.2 Requerimientos no funcionales.

Los requerimientos no funcionales son propiedades o cualidades que el producto debe tener. En
muchos casos son fundamentales en el éxito del producto ya que son las caracteristicas que hacen a
este atractivo, usable, rapido o confiable. Normalmente estan vinculados a requerimientos funcionales,
ya que una vez se conozca lo que el sistema debe hacer se podrd determinar como ha de
comportarse, qué cualidades debe tener o cuan rapido o grande debe ser. Son importantes para que
clientes y usuarios puedan valorar las caracteristicas no funcionales del producto. Para su
clasificacién existen multiples categorias. A continuaciébn se muestran algunas de ellas y las

caracteristicas de acuerdo al sistema propuesto.
Apariencia o interfaz externa.

La interfaz sera agradable, sencilla y sugerente; ya que su disefio simulara una aplicacion de escritorio,
presentara por defecto un color azul claro y textos que muestran la accién a realizar con un tipo de
letra verdana de tamafio 12px. Debe contener pocas imagenes y gréaficos para acelerar la velocidad de
respuesta del sistema; por lo que se emplearan iconos sencillos que representaran la operacion a

realizar. El sistema sera disefiado para una resolucion de pantalla de 1024 X 870 pixeles.
Seguridad.

La informacién serd almacenada en una base de datos, dejando registradas todas las operaciones
mediante copias de seguridad. El uso y manejo del sistema estara controlado; ya que la informacion
podra ser consultada y modificada solamente por el personal autorizado; estableciendo para ello una
serie de roles con funcionalidades especificas. La aplicacién estara funcionando las 24 horas, de esta
forma es posible que los usuarios tengan acceso (segln sus permisos) en todo momento a la
informacién solicitada. Es muy importante que los servidores estén sincronizados correctamente con el

dia y hora, ya que si ocurre un fallo el sistema no funcionaria correctamente.
Confiabilidad.

Todas las salidas del sistema tendran 100% de veracidad y precision. El sistema tendra la capacidad
de recuperarse rapidamente ante cualquier fallo mediante las copias de seguridad que seran
realizadas. Se verificara constantemente la conexidn con el servidor y en caso de fallo se le notificara
al usuario. En caso de alguna dificultad con el funcionamiento del sistema, el tiempo medio de

reparacion debera ser menor de 1 dia.
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Hardware.

El servidor de base de datos y el servidor web deben tener como minimo 1GB y 2GB de memoria RAM
respectivamente. Este ultimo debe contar con tecnologia cliente servidor para un mejor manejo de las
peticiones de los usuarios. EI computador del usuario debe tener como minimo 256 MB de memoria
RAM. Ademas es necesario contar con tarjetas de red de 10/100 MB/s para la conexion.

Software.

Las estaciones de trabajo clientes utilizardn como sistema operativo GNU/Linux en sus diversas
distribuciones o la familia de Windows superior a Windows 2000. Las maquinas clientes contaran con
un navegador, ya sea el Internet Explorer en versiones superiores a la 5.0 o Mozilla Firefox en
versiones superiores a la 1.5, ambos con las opciones de JavaScript y cookies habilitadas. El servidor
web funcionara sobre el sistema operativo GNU/Linux y tendra instalado el Apache Tomcat en su
version 6. El servidor de base de datos funcionara sobre el sistema operativo GNU/Linux y tendra

instalado el gestor de bases de datos PostgreSQL 8.2.
Usabilidad.

El sistema brindaréa la posibilidad de ser usado por cualquier persona cuyos conocimientos en cuanto
al trabajo con los ordenadores sean basicos, practicamente no son necesarios tampoco contar con
conocimientos especializados en biologia para poder entender los resultados brindados por la
aplicacion. La interfaz sera facil de usar para los diversos usuarios que interactien con ella. Tendra
una éptima navegabilidad, brindando las opciones mas demandadas por el usuario en todo momento,

ejemplo de ello es el buscador de secuencias de ADN.
Legales.

Los modulos de desarrollo de esta aplicacion web del ICA, asi como la documentacion de la misma,

son propios de la institucion y especificamente del area de informéatica del centro.

2.3 Definicién de actores y casos de usos del sistema.

Un actor es una entidad externa al sistema que interactla con él. Siempre se beneficia de la
realizaciébn de un caso de uso. Estimula el sistema con eventos de entrada y salida. Es un rol de un

usuario que puede intercambiar informacion o puede ser un recipiente pasivo de informacion.

Representa un ser humano, una maguina o un software que interacttia con el sistema.

34



SMICRUM

on Dalok de Moooiman

Caracteristicas del Sistema

Tabla 1: Actores del sistema.

Nombre del actor Descripcion

Administrador

Representa el usuario del sistema que tiene acceso a todas las
funcionalidades del mismo. Ademéas es el responsable de gestionar la

informacion de los demas usuarios.

Investigador

Representa el usuario del sistema que tiene la capacidad profesional de
entender e interactuar con todas las funcionalidades del mismo excepto

con la gestién de usuarios.

Usuario anénimo

Representa el usuario del sistema que solo tiene acceso a las

funcionalidades publicas del mismo.

Cada forma en que los actores usan un sistema se representa con un caso de uso, estos son

fragmentos de funcionalidad que el sistema ofrece para aportar un resultado de valor observable para

sus actores. Se utilizan para obtener informacién de cédmo debe trabajar

el sistema. Son una

secuencia de acciones a llevar a cabo por el sistema como respuesta a los requerimientos funcionales.

Describen el comportamiento del sistema mediante el intercambio accion y reaccién. La identificacion

de los casos de uso es la guia del

Ingeniero de Software que lleva adelante el desarrollo de un

sistema. Se muestran a continuacion los Casos de Uso del Sistema que se identificaron, basados en

los requerimientos expuestos con anterioridad:

Tabla 2: CU Gestionar registro.

Cul Gestionar registro.

Actor Administrador, Investigador.

Descripcion
Brinda la posibilidad de insertar un nuevo registro en la base de datos, asi como
eliminar uno ya existente.

Referencia R1,R1.1,R1.1.1,R1.1.2, R1.2, R8.

Prioridad Critico
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Tabla 3: CU Realizar BH usando BLAST-N.

Cu2 Realizar BH usando BLAST-N.
Actor Administrador, Investigador, Usuario anénimo.
Descripcion
Se realiza un alineamiento para buscar homologia entre secuencias.
Referencia R2, R2.1,R2.1.1, R2.1.2.
Prioridad Critico

Tabla 4: CU Realizar AS usando CLUSTALW.

Cu3

Realizar AS usando CLUSTALW.

Actor

Administrador, Investigador, Usuario anénimo

Descripcion

Realizar un alineamiento mdultiple con las secuencias seleccionadas.

Referencia

R2,R2.2,R2.2.1, R2.2.2,R2.2.3, R2.2.4

Prioridad

Critico

Tabla 5: CU Realizar reconstruccion filogenética

Cu4 Realizar reconstruccion filogenética.
Actor Administrador, Investigador, Usuario anénimo
Descripcion
Brinda la posibilidad de mostrar las distancias evolutivas de las secuencias
seleccionadas , asi como el arbol filogenético correspondiente.
Referencia R3,R3.1,R3.2,R3.3
Prioridad Critico
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Tabla 6: CU Gestionar cebadores.

CU5 Gestionar cebadores.

Actor Administrador, Investigador.

Descripcion
Brinda la posibilidad de insertar una nueva pareja de cebadores en la base de
datos, asi como modificar o eliminar una ya existente.

Referencia R4,R4.1,R4.2,R4.3,R4.4,R8

Prioridad Secundario

Tabla 7: CU Clasificacién taxon6mica a partir de la secuencia de MICL.

CU6

Clasificacion taxonémica a partir de la secuencia de MICL.

Actor

Administrador, Investigador, Usuario andénimo.

Descripcion

Propone una clasificacién de una secuencia blanco o un conjunto de secuencias

en un archivo especificado por el usuario.

Referencia

R5, R5.1, R5.2, R5.3, R5.4, R5.5

Prioridad

Critico

Tabla 8: CU Buscar registros que poseen GFCE.

Cu7 Buscar registros que poseen GFCE.

Actor Administrador, Investigador, Usuario anénimo.

Descripcion
Buscar todas las secuencias que se complementen con una pareja de
cebadores especificada.

Referencia R5, R5.1

Prioridad Critico

Caracteristicas del Sistema
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Tabla 9: CU Gestionar usuario.

cus8 Gestionar usuario.
Actor Administrador.
Descripcion

Brinda la posibilidad de insertar un nuevo usuario, asi como modificar, eliminar y

Ver uno existente en la base de datos.

Referencia R6,R6.1,R6.2,R6.3,R6.4,R8
Prioridad Secundario

Tabla 10: CU Buscar registro

Cu9 Buscar registro.
Actor Administrador, Investigador, Usuario anénimo
Descripcion

El actor puede buscar cualquier registro que sea de su interés, realizando una

busqueda por filtrado haciendo uso haciendo uso de palabras claves.

Referencia R7

Prioridad Secundario

Tabla 11: CU Autenticar usuario.

CuU 10 Autenticar usuario.
Actor Administrador, Investigador
Descripcion

El actor se autentica en la aplicacién para tener acceso a todas las

funcionalidades de la misma.

Referencia R8

Prioridad Critico
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Tabla 12: CU Cambiar contrasenia.

cuil Cambiar contrasefia.
Actor Administrador, Investigador.
Descripcion

Brinda la posibilidad al actor de cambiar su contrasefia de acceso a la

aplicacion.

Referencia R7,R9
Prioridad Secundario

2.4 Diagrama de caso de uso del sistema.

Un diagrama de caso de uso del sistema contiene actores, casos de uso y las relaciones que existen
entre ellos. Se muestra a continuacién el diagrama de casos de uso correspondiente al sistema

propuesto:
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Figura 3: Diagrama de casos de uso del sistema.
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2.5 Descripcion detallada de los casos de uso

Para entender la funcionalidad asociada a cada caso de uso no es suficiente con la representacion
gréfica del diagrama de casos de uso, también se lleva a cabo la descripcion textual de cada uno de
ellos, las cuales se utilizan para detallar cada caso de uso, donde se describe el flujo de sucesos en
una especificacion precisa de la secuencia de acciones. Se incluye el comienzo, la terminacion y la
interaccidon entre los actores y lo que el sistema debe hacer. A continuacibn se muestran las

descripciones textuales de algunos casos de uso, el Anexo 1 muestra las restantes.

CUS Gestionar registro.

Nombre del Caso de Uso | Gestionar registro

Actores Administrador, Investigador.

Propésito Insertar un registro en la BD para su estudio posterior asi como

eliminar los datos de uno ya existente.

Resumen El caso de uso se inicia cuando el actor va a realizar alguna de las

siguiente operaciones relacionadas con registro:

e Insertar un nuevo registro.
e Eliminar un registro.

El sistema le muestra la interfaz correspondiente. El caso de uso

finaliza cuando se emite el resultado de la operacién solicitada.

Referencias R1,R1.1,R1.1.1,R1.1.2,R1.2,R8
Precondiciones Que el actor se haya autenticado en la aplicacién.
Pos condiciones El sistema inserta un nuevo registro y elimina los datos de

algun registro existente.
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Flujo normal de los eventos

Accion del actor

Respuesta del Sistema

1. El actor quiere realizar una de | 2.En dependencia de la operacién solicitada:

las siguientes operaciones:

@® [nsertar un nuevo registro

® Eliminar un registro.

e Sidecide insertar un nuevo registro, ir a

: Seccioén “Insertar nuevo registro”.

e Sidesea insertar registros desde fichero, ir
a Seccion “Insertar desde fichero”.

e Sidecide eliminar un registro, ir a la

Seccién “Eliminar un registro”.

Seccion “Insertar nuevo registro”

—| Insertar nuevo registro }

Reino
Familia
Descripcion

Secuencia

enviar

| Bacteria M|

Accion del actor

Respuesta del Sistema

1.Muestra la interfaz correspondiente para la
insercion de un nuevo registro con los siguientes

campos:

“Reino” es el campo que brinda la

posibilidad de escoger el reino al que
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pertenece el microorganismo nuevo a
insertar (Bacteria, Hongo, Protozoo,
Archaea o Indefinido si no se sabe el reino
al que pertenece.

- “Familia” es el campo que brinda la
posibilidad de escoger la familia a la que

pertenece el microorganismo a insertar.

- “Descripcién” es el campo donde el
actor introduce la descripcion del

microorganismo a insertar.

- “Secuencia” es el campo donde el actor
introduce la secuencia de ADN del

microorganismo.

2. El actor proporciona los datos

3. Verifica que los campos obligatorios contengan

llenando todos los campos del | un valor.
formulario correspondiente. .
e Reino.
e Familia
e Descripcion
e Secuencia
4. Segun el tipo de microorganismo lo inserta en

su tabla correspondiente en la base de datos.

Flujos alternos Seccion “Insertar nuevo registro”

2.1) El actor no desea proporcionar
los datos para la insercion de un

nuevo registro y sale de la seccién.
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3.1) Si falta algun dato necesario para la insercion
del nuevo registro, sefiala dicho(s) campos(s).

Seccion “Insertar desde fichero”

Insertar nuevo registro }

Browse.. || Enviar |

Accién del actor Respuesta del Sistema

1. Muestra la interfaz correspondiente para

insertar registros desde fichero.

2. El actor selecciona el archivo en | 3. Realiza la insercion del archivo.
formato FASTA y pulsa en el botén

“Enviar”.

Flujos alternos Seccion “Insertar desde fichero”

2.1. El actor no desea insertar el

archivo y sale de la seccion.

Seccion “Eliminar registro”.
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Accién del actor Respuesta del Sistema

1. Se llama al caso de uso “Buscar
Registro”

2. Muestra el resultado de la busqueda

en un listado.

3. El actor da clic en la opcién “eliminar” | 4. Se elimina el registro de la base de
correspondiente al registro que desea | datos.
remover de la Base de Datos.

Flujos alternos Seccién “Eliminar registro”.

3.1) El actor no desea eliminar el registro vy

sale de la seccion.

gi| 115354249 dbj| AB275484.1| Fibrobacter succinogenes gene for 165 rRNA, partial 3%
sequence, strain; AL22S

gi| 115354248 | dbj| AB275483.1| Fibrobacter succinogenes gene for 165 rRNA, partial 3%
sequence, strain; AL227

CUS Clasificacion taxondmica a partir de la secuencia de MICL.

Clasificacién taxonémica a partir de la secuencia de
MICL.

Nombre del Caso de Uso

Actores Administrador, Investigador, Usuario Anénimo.
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Propdsito Clasificar los microorganismos que aun no se ha definido su
clasificacién taxonémica.
Resumen El caso de uso se inicia cuando el actor decide realizar la

clasificacién de algin microorganismo.

El sistema le muestra la interfaz correspondiente y ejecuta las
acciones necesarias. El caso de uso finaliza cuando se emite el

resultado de la operacion solicitada.

Referencias

R5, R5.1, R5.2, R5.3, R5.4, R5.5

Precondiciones

Pos condiciones

El sistema realiza la clasificacion y visualiza el

resultado.

—{ Clasificacion

Nombre del trabajo

Secuencia

Desde Archivo

K errores permitidos

N Resultados significativos
Formato de salida

Valor de expectacion(E)

Browse...

[0 &

:
E
};mmy v |
[
L

! Clasificar

Flujo normal de los eventos
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Caracteristicas del Sistema

Accién del actor

Respuesta del Sistema

1. El actor desea

taxondmicamente una o varias secuencias.

clasificar

2. Muestra la interfaz correspondiente

con los siguientes campos:

-'Nombre del trabajo” es el campo
donde el actor introduce el nombre que

decida ponerle a su trabajo.

-”’Secuencia”: Es el campo encargado
de recibir la secuencia de ADN del
microorganismo que se desea clasificar
taxonémicamente en caso de ser uno

solo.

-“Desde archivo”: Permite subir varias
secuencias en formato FASTA para su

futura clasificacion.

Solamente se puede optar por una de

estas opciones.

-“K errores permitidos” es el campo
donde se especifica la cantidad de

errores permitidos.

-'N Resultados significativos™ es el
campo donde se especifica la cantidad
de secuencias mas semejantes a la(s)

secuencia(s) entrada(s).

-'Formato de salida” es el campo donde
se especifica el formato en que se

mostrara el resultado.
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-"Valor de expectaciéon (E) " es el
campo donde se introduce el valor de

expectacion.

3. El actor provee los datos y pulsa
en el botdn “Clasificar”.

4. Verifica que el campo obligatorio tenga

un valor:

-”Secuencia”

5. Realiza la clasificacion.

6. Visualiza el resultado de Ila

clasificacion.

Flujos alternos “Clasificacion taxondmica a partir de la secuencia de MICL”.

1.1) El actor no desea clasificar y sale de la

seccion.

3.1) El actor no provee los datos y sale de

la seccion.

4.1) Si falta algan dato necesario para la
realizacion de la clasificacion, sefiala

dicho(s) campos(s).

CUS Buscar registros que poseen GFCE.

Nombre del Caso de Uso Buscar registros que poseen GFCE.

Actores Administrador, Investigador, Usuario Anénimo.

Propdsito Buscar todas las secuencias que se complementen
con una pareja de cebadores dados o introducidos por
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el actor.

Resumen

El caso de uso se inicia cuando el actor decide buscar
todas las secuencias que se complementen con dos

cebadores dados.

El sistema le muestra la interfaz correspondiente y
ejecuta las acciones necesarias. El caso de uso
finaliza cuando se emite el resultado de la operacion

solicitada.

Referencias

R5, R5.1

Precondiciones

Pos condiciones

El sistema encuentra las secuencias que se
complementan con la pareja de cebadores

especificada.

49



£MICRUM

Himia da Dalod ce Moo anismos cal Ru=an

Caracteristicas del Sistema

| Macheo de cebadores l

Cebador izquierdo: \

Cebador derecho: [

Especie: |Bacteria ¥

Familia y

K-errores: 0 v

Lmin [ \
Lmax ‘| ‘

’, enviar |

Usar Cehadores existentes

Primer existente | Bacteria--Prevotella ruminicola v

| enviar |

\_7’ =
Kerrores | 0 ¥ |

Flujo normal de los eventos

Accion del actor

Respuesta del Sistema

1. El actor quiere realizar una de | 2. En dependencia de la operacion solicitada:

las siguientes operaciones:

[ J
e Realizar el macheo con una
pareja de cebadores.
e Realizar el macheo con una
pareja de cebadores °

existente en la base de

datos.

Si decide realizar el macheo con una
pareja de cebadores introducidos por el
actor, ir a Seccion “RMP introduciendo
cebadores”.

Si decide realizar el macheo con una

pareja de cebadores existente en la base

de datos, ir a Seccion “RMP existentes”.
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Seccion “RMP introduciendo cebadores”

Accion del actor

Respuesta del Sistema

1.El sistema muestra la interfaz correspondiente

con los siguientes campos:

-“Cebador izquierdo” es el campo donde se

especifica el primer forward.

-“Cebador derecho” es el campo donde se

especifica el primer reverse.

-“K errores” es el campo donde se especifica la

cantidad de errores permitidos.

-““Lmin” y “Lmax” es el campo donde se
especifican valores enteros positivos definidos por

el usuario.

-“Especie” es el campo donde se especifica la
especie a la que pertenece esa pareja de

cebadores.

-“Familia” es el campo donde se especifica la
familia a la que pertenece esa pareja de

cebadores.

2. El actor provee los datos y pulsa

en el botén “enviar”.

3.Verifica que los campos obligatorios tengan un

valor:

- Cebador izquierdo”

-“ Cebador derecho”
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_ke Lmin” y 113 Lmax”

4. Realiza la busqueda de las secuencias que
corresponden al criterio de busqueda

5. Muestra un listado con todas las secuencias
que se emparejaron para esa pareja de
cebadores Dando la opcion de descargar, realizar
alineamiento multiple o andlisis filogenético de las

secuencias seleccionadas.

6. Si el actor desea ver en detalle
la secuencia pulsa en el boton
“ver” y si desea eliminar alguna

pulsa en el botén “eliminar”.

7. Si el usuario desea realizar una
de las opciones brindadas en el
listado, escoge cual y hace clic en

el botén “Aceptar”.

8. Muestra el resultado.

Flujos alternos Seccion “RMP introduciendo cebadores”

2.1) El actor no desea hacer la

busqueda y sale de la seccion.

3.1) Si falta algin dato necesario para la
blusqueda de las secuencias, sefiala dicho(s)

campos(s).

6.1) Si el actor no desea ver la

secuencia o eliminarla sale de la
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seccion.

7.1) Si el actor no desea realizar
las opciones brindadas sale de la

seccion.

Seccion “RMP existentes”

Accion del actor

Respuesta del Sistema

1.Muestra la interfaz correspondiente con los

siguientes campos:

-“Pareja de cebadores existentes” donde
estaran todas las parejas de cebadores existentes

en la base datos para realizar el macheo.

-“K” que sera la cantidad de errores permitidos

en ese emparejamiento.

2. El actor llena los campos y pulsa

en el boton “enviar”.

3. Muestra un listado con todas las secuencias
gque emparejaron para esa pareja de cebadores,
dando la posibilidad de ver en detalle la
secuencia o de eliminarla en caso que el actor
desee; ademas de descargar, realizar
alineamiento multiple o andlisis filogenético de las

secuencias seleccionadas.

4. Si el actor desea ver en detalle
la secuencia pulsa en el boton

“ver” y si desea eliminar alguna
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pulsa en el botén “eliminar”.

5. Si el usuario desea realizar una
de las opciones brindadas en el
listado, escoge cual y hace clic en
el botéon “Aceptar”.

6. Muestra el resultado.

Flujos alternos Seccién “RMP existentes”

2.1) El actor no desea realizar el

macheo y sale de la seccion.

4.1) Si el actor no desea ver la
secuencia o eliminarla sale de la

seccion.

5.1) Si el actor no desea realizar
las opciones brindadas sale de la

seccion.

A modo de conclusién en este capitulo se brind6é una definicion de los requisitos que debera cumplir el

sistema. A través de estos se han detallado las especificaciones que han hecho los investigadores

como parte del flujo de trabajo de levantamiento de requisitos. Se definié el diagrama de casos de uso

del sistema

lo cual permiti6 que se representaran detalladamente las funcionalidades requeridas,

lograndose una modelacion mas clara de la interaccion del sistema y el usuario. De esta forma se

concretd el funcionamiento del sistema que se pretende desarrollar y quedaron sentadas las bases

para las siguientes fases del proceso de disefio e implementacion de la aplicacion.

54



MICRUM . Diseno del Sistema

Capitulo 3: Disefio del sistema.

3.1 Objetivos del diseiio.

El disefio tiene como principales objetivos comprender detalladamente los requisitos funcionales y no
funcionales, sistemas operativos, tecnologias de distribucién, restricciones relacionadas con el
lenguaje de programacion, tecnologias de interfaz de usuario. Ademas, el disefio crea un punto de
partida para las actividades de implementacion que siguen. La realizacion fisica de los casos de uso
del sistema se ve descrita mediante el modelo de disefio. Este se centra en cdmo influyen los
requisitos funcionales y no funcionales en el sistema en cuestion. Los métodos de una clase del disefio

tienen correspondencia directa con el correspondiente método en la implementacion de las clases.
3.2 Principios de disefio

“‘UML posee una extension para el modelado de aplicaciones web, propuesta por Conallen, dicha

extensién es usada para el diseno de las clases. Los estereotipos que usa esta extension son” (36).

y
p
’J 7 - . , . - ’ . . -
¥ <<Pagina servidor>> Representa la pagina web que tiene cddigo que se ejecuta en el servidor.
Este cddigo interactla con recursos en el mismo. Las operaciones representan las funciones del

cbdigo vy los atributos las variables visibles dentro del alcance de la pagina.

T
&

<<Pagina cliente>> Una instancia de pagina cliente es una péagina web, con formato HTML;
mezcla de datos, presentacion y l6gica. Son interpretadas por el navegador. Cada pagina cliente solo

puede ser construida por una pagina servidor.

|
<<Formulario>> Grupo de elementos de entrada que son parte de una pagina cliente. Se

relaciona directamente con la etiqueta de igual nombre del HTML. Sus atributos son los elementos de
entrada del formulario (Text Field, Text Area, Button, Label, Radio Button, Radio Group, Select, Check
Box y Hidden Fields).
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3.3 Arquitectura del Sistema.

“La arquitectura de software es la organizacion fundamental de un sistema encarnada en sus
componentes, las relaciones entre ellos y el ambiente y los principios que orientan su disefio y
evolucion.” (37). También es denominada arquitectura logica, consiste en un conjunto de patrones y
abstracciones coherentes que proporcionan el marco de referencia necesario para guiar la

construccion del software.

3.3.1 Patrones de arquitectura y disefo.

Para el desarrollo de la aplicacion se ha decidido utilizar el framework Spring. Este introduce el patron
arquitecténico Modelo-Vista-Controlador (MVC), el cual presenta algunas similitudes con otros
frameworks para web que existen en el mercado, pero son algunas caracteristicas que lo vuelven
Unico ya que hace una clara division entre controladores, modelos de JavaBeans y vistas, esta basado
en interfaces y es bastante flexible. Ademas provee interceptores al igual que controladores, se hace
uso de JSP como tecnologia View y los controladores son configurados de la misma manera que los
demas objetos en Spring, a través de inversiones de control (IoC). Este patron divide una aplicacion
interactiva en tres areas: procesamiento, salida y entrada. Para esto, utliza las siguientes
abstracciones: (28)

Modelo: encapsula los datos y las funcionalidades. Este es independiente de cualquier representacion
de salida y/o comportamiento de entrada.

Vista: muestra la informacion al usuario. Pueden existir multiples vistas del modelo. Cada vista tiene
asociado un componente controlador.

Controlador: reciben las entradas, usualmente como eventos que codifican los movimientos o
pulsacién de botones del ratén o pulsaciones de teclas. Los eventos son traducidos a solicitudes de
servicio ("service requests") para el modelo o la vista.

Se definen las clases dominio (Modelo) para que no tengan acoplamiento ni visibilidad directa respecto
a las clases ventana (Vista) y para que los datos de la aplicacion y de la funcionalidad se conserven en
las clases de dominio, no en las de ventana. Definen las clases manejadores (Controlador) para que
procesen los eventos (peticiones al sistema) y re direccionen a las clases dominio y ventana tanto el

procesamiento como la visualizacién de resultados respectivamente.
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Este patrén influye en el buen desarrollo del software ya que nos brinda un menor acoplamiento, una
mayor cohesion, mayor escalabilidad, mas claridad de disefio, facilita el mantenimiento y las vistas
proveen mayor flexibilidad y agilidad (22).

En la implementacion se hace necesario dar soporte a una minima dependencia y a un aumento en la
reutilizacion, para lograr esto se hace vital el uso del patron de disefio Bajo acoplamiento. El
acoplamiento mide qué tan fuerte esta una clase conectada con otras (es decir, cuantas clases conoce
y necesita). Una clase con bajo (o débil) acoplamiento no depende de muchas otras clases. Una clase
con alto (o fuerte) acoplamiento recurre a muchas otras clases. Este tipo de clase no es conveniente,
pues: cambios en las clases relacionadas ocasionan cambios en la clase local; son mas dificiles de
entender y de reutilizar. Con la finalidad de mantener la complejidad dentro de limites manejables entre
las clases, muchas de las cuales se desean que manejen responsabilidades especificas, adoptamos el
uso del patron Alta cohesion, es una medida de cuan relacionadas y enfocadas estan las
responsabilidades de una clase. Una alta cohesion caracteriza a las clases con responsabilidades
estrechamente relacionadas que no realicen un trabajo enorme. Una clase con baja cohesién hace
muchas cosas no afines o un trabajo excesivo. No conviene este tipo de clases ya que son dificiles de

comprender, de reutilizar, de conservar, son delicadas y las afectan constantemente los cambios.

Las clases con baja cohesién a menudo representan un alto grado de abstraccidon o han asumido
responsabilidades que deberian haber delegado a otros objetos. La solucibn es asignar una
responsabilidad de modo que la cohesion siga siendo alta. Los beneficios aportados por este patrén se
hacen necesarios en la implementacion, por esta razon se adopta su correcto uso. Otro patrén
necesario es el Patron experto, que responde a la interrogante: ¢, cuél es el principio fundamental en
virtud del cual se asignan las responsabilidades en el disefio orientado a objetos?, asigha
responsabilidad al experto en informacion: la clase que cuenta con la informacion necesaria para
cumplir la responsabilidad. Al mismo tiempo el Patron creador, es la solucién al problema: ¢quién
deberia ser el responsable de la creacion de una nueva instancia de alguna clase?, guia la asignacion
de responsabilidades relacionadas con la creacién de objetos. La intencién basica del patron es
encontrar un creador que necesite conectarse al objeto creado en alguna situacion. Logrando asi
mayor mantenimiento y reutilizacion (22).

Con el uso de Spring, se hace uso de los patrones definidos dentro de este framework. Estos son:
instancia Gnica, puente, objeto compuesto, proxy y cadena de responsabilidad. Instancia Unica

garantiza la existencia de una Unica instancia para una clase y la creacién de un mecanismo de acceso
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global a dicha instancia. (Es un patron GOF creacional utilizado para crear todos las instancias Unicas
de las clases controladoras, servicios, daos contenidas en el Bean factory de Spring).Puente
desacopla una abstraccion de su implementacion. (Es un patron GOF estructural utilizado para
separar interfaces e implementacion de las clases que prestan servicios y DAOs (Data access
object/clases de acceso a datos). Objeto compuesto permite tratar objetos compuestos como si de
un simple se tratase (es un patrén GOF estructural para anidar vistas, realizando abstraccion pues al
parecer es un solo objeto y realmente estan compuestas por diferentes partes definidas en los titles).
Proxy mantiene un representante de un objeto (es un patrén GOF estructural que se utiliza en los
servicios para envolver los métodos en un concepto transaccional, crea al método como una
transaccion).Por ultimo cadena de responsabilidad permite establecer la linea que deben llevar los
mensajes para que los objetos realicen la tarea indicada (es un patrén GOF de comportamiento
utilizado en la linea de mensajes reflejada en mensajes de controladores a los servicios y de los
servicios a los DAO).

Otro de los patrones altamente eficientes e implementados como parte de la arquitectura de Spring es
el patron Inyeccion de Dependencia. Este es un patron de disefio que establece que un objeto no es
el responsable de setear sus dependencias, sino que las mismas deben ser seteadas por un tercero, 0
sea se inyectan objetos a una clase en lugar de ser la propia clase quien cree el objeto. Es una forma
para mitigar la proliferacion de dependencias y asi fomentar el bajo acoplamiento entre los
componentes, y ademas tiene la intencién de reducir la cantidad de cddigo de infraestructura que se
debe escribir.

Para el disefio de la vista, se hace necesario reutilizar cédigo, de tal forma que no se repita el cédigo
usado en alguna vista. Para esto se decidié usar el patron arquitecténico Vista de Plantilla. La idea
basica de la plantilla de vista es incrustar marcadores en una pagina HTML cuando esta es escrita.
Cuando la pagina se utiliza para solicitar un servicio, los marcadores se sustituirdn por los resultados
obtenidos de acuerdo al servicio que brinda la pagina como por ejemplo, el resultado de una consulta
obtenida en una base de datos.

Fachada es un patrén de disefio que sirve para proveer de una interfaz unificada sencilla que haga de
intermediaria entre un cliente y una interfaz o grupo de interfaces mas complejas. Utilizado para reducir
la dependencia entre clases, ya que ofrece un punto de acceso al resto de las clases, si estas cambian
0 se sustituyen por otras solo hay que actualizar la clase Fachada sin que el cambio afecte a las
aplicaciones cliente. Este patron no oculta las clases sino que ofrece una forma mas sencilla de

acceder a ellas, en los casos en que se requiere se puede acceder directamente a ellas.
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En la persistencia el uso de hibernate integrado a Spring plantea la necesidad de usar el patron de
disefio DAO. Este plantea como solucién utilizar un Data Access Object (DAO) para abstraer y
encapsular todos los accesos a la fuente de datos. EI DAO maneja la conexion con la fuente de datos
para obtener y almacenar datos.

3.3.2 Diagramas de clases del disefio.

Con el uso del framework Spring se introduce el patrén arquitectonico Modelo-Vista-Controlador
(MVC), por lo que los diagramas de clases del disefio correspondiente reflejan como se realizan las
interacciones entre los principales elementos y clases del sistema, cumpliendo con el patron
arquitecténico definido. Todas las peticiones realizadas por los usuarios en las paginas clientes son
atendidas por el controlador frontal (Dispatcher Servlet), quien delega a otro componente de Spring el
procesamiento de la solicitud; que es quien determina cudl sera el controlador que recibira la peticion
del usuario. El controlador definido se encarga de recuperar la informacion necesaria mediante
comunicaciones que establece con las diferentes clases como las que prestan servicios, las clases de
acceso a datos y las clases entidades contenidas en el modelo. Luego este notifica al controlador
frontal para que construya las paginas clientes con los datos requeridos.

A continuacién se muestran algunos diagramas de clases del disefio, para ver los restantes consultar

el Anexo 2.
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CU Clasificacion taxondémica a partir de la secuencia de MICL

Figura 4: Diagrama de clases del disefio CU Clasificacion taxonémica a partir de la secuencia de MICL.

CU Buscar registros que poseen GFCE

Figura 5: Diagrama de clases del disefio CU Buscar registros que poseen GFCE.
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CU Gestionar registro.

el
Componentes Spring
Realization Elements.

Spedification Elements|
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Figura 6: Diagrama de clases del disefio CU Gestionar registro.

3.3.3 Modelo de despliegue

Un diagrama de despliegue es un grafo de nodos unidos por conexiones de comunicacién. Muestra las
relaciones fisicas entre los componentes hardware y software en el sistema final, es decir, la
configuracion de los elementos de procesamiento en tiempo de ejecucién y los componentes software
(procesos y objetos que se ejecutan en ellos), en fin, son fundamentalmente diagramas de clases que

se ocupan de modelar los nodos de un sistema.

La vista de despliegue es la distribucién de los componentes a través de los nodos. Dicha vista se
especifica en el capitulo 4, donde se actualiza el diagrama de despliegue con dicha distribucién. A

continuacion se muestra el diagrama de despliegue, el cual esta estructurado de la siguiente manera:

Se cuenta con un servidor de aplicaciones, las estaciones clientes se conectan a esta a través del

protocolo HTTP. Para el almacenamiento de los datos de la aplicacion se utiliza un servidor de Base
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de Datos representado como un nodo y para lograr la conexion del sistema con la base de datos se
utiliza TCP / IP  como protocolo de comunicacion. En este caso es sumamente recomendado contar
con un servidor de base de datos independiente debido a que en el servidor de aplicaciones se

realizan calculos que consumen gran cantidad de recursos.

PC Cliente Servidor Aplicaciones

HTTP

TCPAP

Servidor de BD

Figura 7: Diagrama de despliegue.

3.4 Prototipos de interfaz de usuario.

Los prototipos de interfaz de usuario ayudan a comprender y especificar las interacciones entre el
sistema y los usuarios. Son una representacién de la funcionalidad contenida en los casos de uso
donde permiten que el usuario verifigue que el sistema va a satisfacer sus necesidades. De esta
manera se valida que se esté cumpliendo con los requerimientos. Para ver los prototipos no

funcionales de los Casos de Uso del Sistema remitirse al Anexo 4.

3.5 Mapa de navegacion.

Un mapa de navegacion es una forma ordenada de distribuir tanto la informaciéon como las labores que
esto implica, adecuandose a las necesidades especificas de las personas que lo utilizaran. Es una

representacion de la aplicaciéon a través de una secuencia de interfaces. Para la construccion del mapa

de navegacion se utiliz6 UML, la navegabilidad se estructur6 de la siguiente manera:
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A partir de la pagina principal se podra acceder a las demas paginas de la aplicacion (Anexo 5)
mediante un menu disponible y de estas a todas las restantes. Las acciones a realizar por el usuario

son las siguientes:
1. Gestion
1.1. Insertar Registro. Permite adicionar un nuevo microorganismo a la base de datos.

1.2. Insertar desde Archivo. Permitiendo subir un archivo en formato FASTA para adicionar todas

las secuencias contenidas en él a la Base de Datos.

1.3. Listado. Esta pagina permite listar todos los Registros y hacer una busqueda avanzada de los

mismos.

1.4. Insertar cebadores. Esta pagina permite que el investigador ingrese una nueva pareja de

cebadores, los cuéles seran insertados en la Base de Datos.

1.5. Editar Cebadores. Pagina en la cual se muestra un listado de Cebadores, de la cual se pueden

editar, eliminar y visualizar cada pareja de cebadores.
2. Analisis de secuencias.
2.1. BLAST. Esta pagina permite realizar alineamientos BLAST
2.2. CLUSTAL. Herramienta para realizar alineamientos multiples.

2.3. Emparejamiento de cebadores. Pagina para buscar todas las secuencias que encajen con una

pareja de cebadores determinada.
2.4. Clasificacion. Permite realizar la clasificacion taxondmica de una o0 mas secuencias.

2.5. Andlisis Filogenético. En esta pagina se puede visualizar el arbol filogenético de un conjunto

de secuencias determinadas por el usuario.
3. Administracion

3.1. Registrar Usuarios. Permite adicionar nuevos usuarios, asignandoles un Rol determinado.
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3.2. Editar Usuarios. Se muestra un listado de los usuarios, del cual se pueden eliminar, editar y

visualizar cada uno de ellos.

3.3. Cambiar la contrasefia de acceso a la aplicacion.

3.6 Diagrama de secuencia.

Un diagrama de secuencia tiene como objetivo fundamental encontrar una secuencia de interacciones

entre objetos, detalladas y ordenadas en el tiempo. El diagrama de secuencia muestra en los

diferentes escenarios de un caso de uso, los eventos generados por actores externos, y los eventos

internos del sistema. A continuacién se presentan los diagramas de secuencia de algunos casos de

usos y para ver los restantes consultar el Anexo 3.

sd CU_Clasificacicn taondmica a partr d Ia szcuencia de MICL,_Escenario desde archwo)

,,5 Resutado Ain ;'_"‘ 2] “‘h clasficarControler: ClasifcarController | | alineamiento: Aineamiento | | paternDatabaseGen: P aternDatabaseGen

fleUploadBean : FileUploadBean
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| | |
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|

‘ |

| 2 ok
} :

|

1:link |
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|:|< T T
| |
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1

Figura 8: Diagrama de secuencia del CU Clasificacion taxondmica a partir de la secuencia de MICL Escenario

desde archivo.
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sd CU_Clasificacion taxondmica a partir de la secuencia de MICL_Escenario introduciendo una secuencia emrada)
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Figura 9: Diagrama de secuencia del CU Clasificacion taxonémica a partir de la secuencia de MICL Escenario

introduciendo una secuencia.
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Figura 10: Diagrama de secuencia del CU Buscar registros que poseen GFCE.
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Figura 11: Diagrama de secuencia de CU Gestionar registro Escenario Insertar nuevo registro.
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Figura 12: Diagrama de secuencia de CU Gestionar registro Escenario Insertar registro desde archivo.
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Figura 13: Diagrama de secuencia de CU Gestionar registro Escenario Eliminar registro.

3.7 Disefio de la base de datos.

3.7.1 Diagrama de clases persistentes.

Para realizar el disefio de la base de datos (BD) de la aplicacién se confeccioné el diagrama de clases
persistentes y el modelo de datos. La persistencia es la capacidad de un objeto de mantener su valor
en el espacio y en el tiempo. Las clases persistentes se definen para conocer la informacion real
representada en las tablas de la BD. Son clases entidades que pueden mantener su valor en el
espacio y el tiempo. En contrapartida las clases temporales son aquellas de las cuales el sistema se
encarga de manejar y almacenar en tiempo de ejecucion, razén por la que dejan de existir cuando
termina la ejecucion del programa. El diagrama de clases se utiliza para modelar la estructura légica de

la BD, con clases representando tablas, y atributos de clases representando columnas.

A continuacién se presenta el diagrama de clases persistentes que estd compuesto por dichas clases y
las correspondientes relaciones entre ellas y mas adelante el modelo fisico de datos que es una

representacion de las tablas de la base de datos y sus relaciones.
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Figura 14: Diagrama de clases persistentes.

3.7.2 Modelo de datos.

Una de las caracteristicas fundamentales de los sistemas de bases de datos es que proporcionan
cierto nivel de abstraccion de datos, al ocultar las caracteristicas sobre el almacenamiento fisico que la

mayoria de usuarios no necesita conocer. Los modelos de datos son el instrumento principal para

68



Q@'CBHMM Diseno del Sistema

ofrecer dicha abstraccién. Un modelo de datos es un conjunto de conceptos que sirven para describir
la estructura de una base de datos: los datos, las relaciones entre los registros y las restricciones que

deben cumplirse sobre estos. A continuacion se muestra el modelo de datos correspondiente a nuestra

aplicacion:
= Bacteria B
familia int4 Nullable = true
_— V| #Registroid int4 Nullable = faise
- 4 —~
L
-
-
-
-
o & Protoso =)
I Registro D) e 7 foto ~int4  Nullable = true
~id inta Hullable=false |+—€-—-—— -~~~ "~ + (e R NDIE S e T
Secuencia varchar(255) Nullable = true ‘\\ N ~ —
Nombre varchar(255) Nullable = true AV T :
Icgb int4 Nullable = true Y ~ o
Familia varchar(255) Nullable = true ‘\\\ s - Hongo ™
Foto varchar(255) Nullable = true N T ~_ v [#Registroid  ints Nultable - fatse
Medio_cultivo wvarchar(255) Nullable = true ‘\ ~
Discriminator wvarchar(255) Nullable = falss ) ‘\ \_ J
a1
Y ‘\
A ~
A ~
' .
N .
\ .
L 3 €x Archea 2
\ — B#Regidroﬂ ntd Nullable = faise J
.
Y
.
\
[ Cebador ) %%
+id int3 Hullable = false 4 Undefine B)
Reverse wvarchar(255) Nullable =true Ay E#Regidmﬂ nid Nollable = true J
Foward varchar(255) Nullable = true
Especie wvarchar(255) RNullable = true
Familia varchar(255) Nullable = true
Lmin int4 Nullable = true
Lmax int4 Nullable = true
[ Usuario )
+id int3 Hullable = false
Ussmame varchar(255) Nullable =true
Pass varchar(255) RNullable = true
Tipo_ussr wvarchar(255) Nullable = true
Nombre varchar(255) Nullable = true

Figura 15: Modelo de datos.

A modo de conclusién en este capitulo se desarroll6 la totalidad de los diagramas de clases del disefio
para los 11 casos de uso identificados y los respectivos diagramas de secuencia, mostrandose solo
algunos en el documento. Se confeccion6 el mapa de navegaciéon para garantizar una adecuada
navegabilidad por parte del usuario y se obtuvo como una referencia a la arquitectura del sistema el

modelo de despliegue. Se mostré el diagrama de clases persistentes y el modelo de datos.
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Capitulo 4: Implementacion del sistema.

4.1 Prop6sito de laimplementacion.

La implementacion es el centro durante las iteraciones de construccion, aunque también se lleva a
cabo en la fase de elaboracion para crear la linea base ejecutable de la arquitectura, y durante la
transicion para tratar los defectos tardios. Se planifican las integraciones de sistema necesarias en
cada iteracion siguiendo un enfoque incremental, lo que da lugar a un sistema que se implementa en
una sucesion de pasos pequefios y manejables. Se distribuye el sistema asignando componentes
ejecutables a nodos en el diagrama de despliegue basandose en las clases activas encontradas
durante el disefio. Se Implementan las clases y subsistemas encontrados durante el disefio,
fundamentalmente las que se implementan como componentes de ficheros que contienen cddigo
fuente. Se prueban los componentes individualmente antes de  integrarlos posteriormente
enlazandolos en uno o mas componentes ejecutables, antes de ser enviados para ser integrados y

llevar a cabo las comprobaciones del sistema.
4.2 Modelo de Implementacion

El modelo de implementacion describe cdmo los elementos de disefio se implementan en términos de
componentes, describe como se organizan los componentes de acuerdo con los mecanismos de
estructuracion disponibles en el entorno de implementacion y en el lenguaje o lenguajes de

programacion utilizados y como dependen los componentes unos de otros.

4.2.1 Diagrama de Componentes

Un Componente es la “Parte modular de un sistema, desplegable y reemplazable que encapsula
implementaciéon y un conjunto de interfaces y proporciona la realizacibn de los mismos. Un
componente tipicamente contiene clases y puede ser implementado por uno o mas artefactos (ficheros

ejecutables, binarios).” (20)

En el diagrama de componentes se muestran las organizaciones y dependencias légicas entre los
diferentes componentes de software que interactian en el sistema. Desde el punto de vista del

diagrama de componentes se tienen en consideracién los requisitos relacionados con la facilidad de

70



OMICRUM . Implementacion del Sistema

desarrollo, la gestion del software, la reutilizacién, y las restricciones impuestas por los lenguajes de

programacion y las herramientas utilizadas en el desarrollo.

En los diagramas de componentes realizados, se muestra su organizacion segun el patron
arquitecténico Modelo-Vista-Controlador que utiliza Spring como paradigma en su organizacion interna,
el cual esta formado por tres partes fundamentales: el modelo, la vista y el controlador.

En el modelo, el disefio de los componentes cumple con el estandar propuesto por el framework
Hibernate (Anexo 6, Fig. 30). Cada una de los archivos de configuracion hbm.xml del paquete map
tiene relacion uno a uno con las clases del paquete beans y a su vez ambos paquetes se relacionan

con los paquetes hibernate y la BDMicroorganismos.

En el controlador estan los paquetes Controllers y Services (Anexo 6, Fig. 32). La relacién entre los
componentes, es de uno a muchos. En el paquete Services cada una de las clases implementa su

interfaz correspondiente.

En la Vista la relacién de los componentes esta dada segun la filosofia del framework Spring utilizando
su ventaja de integracién con componentes de otros frameworks (Anexo 6, Fig. 31). En este caso se
integra a la vista las etiquetas de Struts, permitiendo asi utilizar un solo disefio para todas las vistas y
reutilizar al maximo el cdédigo empleado en la vista. La estructura del disefio es debido al uso del patron
Composite View lo que permite darle facil mantenimiento y hacer cambios en la interfaz siempre y

cuando sea necesario o solicite el cliente.

A continuacion se muestran los diagramas de componentes de los casos de uso que se les viene

dando seguimiento desde el disefio. En el Anexo 6 se muestran los restantes diagramas.
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Figura 16: Diagrama de componentes: CU Gestionar registro.
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<L -------

Figura 17: Diagrama de componentes: CU Buscar registros que poseen GFCE.
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Figura 18: Diagrama de componentes: CU Clasificacion taxondmica a partir de la secuencia de MICL.

4.3 Vista de despliegue

La vista de despliegue ilustra la distribucion del procesamiento entre los distintos equipos que
conforman la solucion propuesta, incluyendo los servicios y procesos de base. Existe una traza directa
del modelo de implementacion, puesto que cada componente fisico debe estar almacenado en un
nodo. En el nodo que representa el servidor de aplicaciones se encuentran todos los componentes que

son implementados en la aplicacion asi como los ejecutables y ficheros que se usan.
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Figura 19: Vista de despliegue.

4.4 Descripcion de laimplementaciéon del sistema

4.4.1 Procesamiento de formularios y validaciéon

Una de las increibles facilidades que se aprovechan de Spring es la de llenar, recibir y procesar
formularios, asi como desplegar errores y confirmaciones. Para el usuario todo este proceso es
totalmente transparente ya que el formulario que este llenando tendra el mismo formato y los mismos

elementos que cualquier otro formulario normal.

4.4.2 Analisis de la seguridad del sistema implementado

Uno de los aspectos que toda aplicacion debe considerar es la seguridad, entendiendo como tal la
necesidad de saber que el usuario es quien dice ser (autenticacion), y permitirle acceso sélo a aquellos
recursos necesarios (autorizacién). La seguridad del sistema se logra llevando un control de cada
usuario, los mismos se agrupan por roles: investigador y administrador, ademas de las credenciales
gue son privilegios de seguridad agrupados bajo un nombre y que permiten organizar la seguridad.
Cuando un usuario trata de acceder a una accion restringida segun sus credenciales; si el usuario esta

autenticado y tiene las credenciales apropiadas, entonces la accion se ejecuta; si el usuario no esta
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autenticado, es re direccionado a la accién de login; si el usuario esta autenticado, pero no posee las

credenciales apropiadas, sera informado que esta intentando acceder a una zona restringida.

La autenticacion, sinbnimo de seguridad, permite limitar el acceso a secciones de la aplicaciéon. Los
usuarios investigador y administrador tendran que autenticarse para acceder a las areas asignadas de
acorde a su rol. De esta manera se asegura la aplicacion para diferentes tipos de usuarios y se
administran los privilegios. Si el usuario no se autentica el sistema lo tratard como usuario anénimo. En
la aplicacion mediante el uso del framework Acegi Security System se proporciona la funcionalidad
necesaria para adoptar mecanismos de seguridad utilizando caracteristicas de programacion orientada
a aspectos, de forma transparente para el desarrollador, sin necesidad de desarrollar cédigo, utilizando

para ello el soporte prestado por el framework Spring.
4.4.3 Cbdigo fuente de las principales clases
Clase Alineamiento.

Esta clase se encarga de hacer los alineamientos usando el ClustalW y el BLAST, para esto hace una
llamada a ficheros ejecutables externos, la direccién de los mismos es especificada en un archivo de
configuracion permitiendo asi su portabilidad y flexibilidad. Se muestran los métodos que garantizan el

alineamiento multiple y la llamada al BLAST.

Método que ejecuta al Clustal

public void doMultAlign(String query, String outfile) throws IOException, InterruptedException {
Runtime rt = Runtime.getRuntime();

String strComando = " clustalw" + " -infile=" + query + " -outfile="
+ outfile + " -align";

System.out.println(strComando);
FileOutputStream out = new FileOutputStream(query);
SegioFeets.writeFasta(out, this.dbSequences);

rt.exec(strComando) .waitFor();//importante para que espere a escribir

76



OMICRUM . Implementacion del Sistema

Método que ejecuta al BLAST

public void EjecutarBlast(String query,String out, String basedato, String blast, String max,String e,
String m) throws IOException, InterruptedException, BioException{
Runtime runtime = Runtime.getRuntime();

validarFasta(query);//si el fichero no esta correcto lanza una exepcion

String comando = blast+"program/"+"blastall -1 "+ query +
" -d " + basedato +

om" o+ om
L e e
" -p blastn" +

"oy "+ max+
" o-b "+ max+
" -0 " + out+ D}
s L
System.out.println(comando) ;
Process p =runtime.exec(comando);
p.waitFor();

Clase PatternDatabaseGen.

La clase PatternDatabaseGen es la encargada de realizar el emparejamiento de cebadores, los

principales métodos de esta clase se muestran a continuacion:
Método para la busqueda de cebadores.

private static boolean Mapea(String text, String foward, String reverse,
int Lmin, int Lmax, int k, Registro R) {
if (text == null) {
texE =n
}
int N = text.length();
if (N = Lmin) {
String subseq = text.substring(l, N - Lmin);
int L1 = Ham(foward, subseq, k);
boolean mapea = (L1 != -1);
if (mapea) {
int posi = L1 + Lmin;
int posf = Math.min(L1 + Lmax, N);
subseq = text.substring(posi, posf);
int L2 = Ham(reverse, subseq, k) + posi;
mapea = L2 != -1;
if (mapea) {
return true;

¥
¥

return false;

H N
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El método Mapea hace una busqueda de los cebadores que flanquean el gen de interés. ElI método
auxiliar Ham es el encargado de realizar la busqueda de patrones en un texto permitiendo k errores, en
este caso los patrones son las variables foward y reverse que representan los cebadores izquierdo y
derecho respectivamente. La variable subsec representa la secuencia que se desea emparejar con
dichos cebadores.

Método GenerarPatternDatabase

public static List<Registro> GenerarPatternDatabaseR(Primer primer,
RegistroService database, int k) throws IOException {
List<Registro= PatternDB = new LinkedList<Registro=();
int cont = 0;
Iterator<Registro> 1terador = database.ObtenerTodos().1terator();
int Lmin = primer.getLmin();
int Lmax = primer.getlLmax();
String foward = primer.getFoward();
String reverse = primer.getReverse();
reverse = PrepararPrimer(reverse);
while (iterador.hasNext()) {
Registro R = iterador.next();
if (! (R instanceof Undefine)) {
String text = R.getSecuencia();

if (Mapea(text, foward, reverse, Lmin, Lmax, k, R)) {
PatternDB.add(R);
cont++ﬂ

} N
}

return PatternDB;

A su vez el GenerarPatternDatabase (Primer primer, RegistroService database, int k), haciendo
uso del método Mapea es el encargado de seleccionar de la Base de Datos todos los registros

encontrados por este método.
4.5 Pruebas

El principal objetivo del flujo de trabajo de prueba es evaluar o valorar la calidad del producto a través

de la busqueda y documentacion de errores, validando el cumplimiento de requerimientos, el
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desempefio y dando una indicacion de calidad. La prueba es un proceso de ejecucion de un programa
con la intencién de descubrir errores. Una prueba tiene éxito si descubre un error no detectado hasta

entonces.

A la aplicacién desarrollada se le aplicaron pruebas de funcionalidad con el objetivo de verificar el
correcto cumplimiento de las mismas. Se utilizé el método de caja negra, especificamente la técnica de
particion de equivalencia. Las pruebas de caja negra son las que se llevan a cabo sobre la interfaz del
software. El objetivo es demostrar que las funciones del software son operativas, que las entradas se
aceptan de forma adecuada y se produce un resultado correcto, y que la integridad de la informacion
externa se mantiene (no se ve el codigo). A continuaciéon se muestran algunos casos de pruebas. Para

ver los restantes consultar el Anexo 7.

4.5.1 Casos de prueba

Caso de uso Buscar registros que poseen GFCE.
Caso de prueba Buscar registros que poseen GFCE.(Introducidos por el usuario)
Entrada El usuario introduce el cebador izquierdo, el cebador derecho,

selecciona la especie a la que pertenecen dichos cebadores e
introduce la familia a la que pertenecen dentro de esa la especie,

asi como los valores de Lmin y Lmax.

Resultado esperado Obtener las secuencias que contienen el gen flanqueado por los

cebadores especificados.

Resultado de la prueba El sistema muestra las secuencias que contiene el gen flanqueado
por la pareja de cebadores especificada brindando las opciones
de realizar Clustal, descargar FASTA, realizar el analisis

filogenético asi como eliminar todas las secuencias.

Condiciones El valor de Lmin tiene que ser menor que el valor de Lmax.
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Caso de uso

Buscar registros que poseen GFCE.

Caso de prueba

Buscar registros que poseen GFCE.(Existentes en la base de
datos)

Entrada

El usuario selecciona una pareja de cebadores existentes en la

base de datos.

Resultado esperado

Obtener las secuencias que contienen el gen flanqueado por los

cebadores especificados.

Resultado de la prueba

El sistema muestra las secuencias que contiene el gen flanqueado
por la pareja de cebadores especificada brindando las opciones
de realizar ClustalW, descargar FASTA, realizar el analisis

filogenético asi como eliminar todas las secuencias.

Condiciones

Caso de uso

Clasificacién taxonémica a partir de la secuencia de MICL.

Caso de prueba

Clasificaciébn taxondmica a partir de la secuencia de

MICL.(Introduciendo la secuencia).

Entrada

El usuario introduce el nombre del trabajo, la secuencia blanco a
clasificar taxonémicamente, la cantidad de resultados y el formato

que el usuario desea que el sistema muestre, asi como el valor de

80



MICRUM

Hims de Dulok de Mooorganiamos cel Ru=an

Implementacion del Sistema

expectacion.

Resultado esperado

Un alineamiento realizado por el BLAST. Este alineamiento es
analizado por los investigadores para la posterior clasificacion.

Resultado de la prueba

El alineamiento realizado por el BLAST.

Condiciones

La secuencia no debe contener nUmeros ni caracteres

degenerados.

Caso de uso

Clasificacién taxon6mica a partir de la secuencia de MICL.

Caso de prueba

Clasificacién taxon6mica a partir de la secuencia de MICL. (Desde

archivo).

Entrada

El usuario introduce el nombre del trabajo, importa el archivo con
las secuencias a clasificar taxondmicamente, la cantidad de
resultados y el formato que el usuario desea que el sistema

muestre, asi como el valor de expectacion.

Resultado esperado

Un alineamiento realizado por el BLAST. Este alineamiento es

analizado por los investigadores para la posterior clasificacion.

Resultado de la prueba

El alineamiento realizado por el BLAST.

Condiciones

El archivo debe estar en formato FASTA.

Caso de uso

Realizar reconstruccion filogenética.
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Caso de prueba

Realizar reconstruccion filogenética.(Desde listado).

Entrada

El usuario realiza una busqueda de las secuencias que a él le
interese realizar el andlisis filogenético, las selecciona y escoge la
opcion “"Andlisis filogenético™.

Resultado esperado

Obtener el arbol filogenético de las secuencias seleccionadas.

Resultado de la prueba

El sistema muestra el arbol filogenético de las secuencias

seleccionadas brindando la opcién de descargarlo.

Condiciones

Debe seleccionar como minimo dos secuencias para realizar el

alineamiento multiple.

Caso de uso

Realizar reconstruccion filogenética.

Caso de prueba

Realizar reconstruccion filogenética.(Desde archivo)

Entrada

El usuario introduce el nombre del trabajo e importa el archivo con

el alineamiento.

Resultado esperado

Un arbol filogenético correspondiente al alineamiento.

Resultado de la prueba

El arbol filogenético correspondiente al alineamiento brindando la

opcion de descargarlo.

Condiciones

El archivo debe estar en formato FASTA.
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4.6 Validacion funcional del algoritmo de clasificacién taxondémica.

Para la validacién funcional del algoritmo de clasificacion taxonémica se procedio a realizar una prueba

partiendo de un conjunto de secuencias de microorganismos conocidos. Para ello:
¢ Se definio el total de secuencias registradas por especie y se denominé TotalSP.

e Se procedid a extraer al azar un conjunto prueba de secuencias que constituyen el 10% del
total. Dicho conjunto fue seleccionado de manera equitativa entre las diferentes familias de
microorganismos conocidos presentes en la base de datos original y fueron apartadas del

analisis.

e Seguidamente se procedi6 a la clasificacion del conjunto prueba obteniéndose los resultados

gue se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13: Validacion funcional del algoritmo de clasificacién taxonémica. En la tabla se muestra la cantidad de
secuencias por especie seleccionadas como subconjunto prueba, de cada una se muestra cuantas machearon
con sus cebadores especificos y cuantas fueron reconocidas por el BLAST con un e-value < 0,05, asi como los

correspondientes porcientos generales.

BLAST
Parejas de cebadores por familias
TotalSP | BDP | cantB | Evalue | BLAST + BDP | % del Total
Fibrobacter Succinogenes 32 26 6 0.0 32 100%
Prevotella Ruminicola 5 0.0
12 4 (L |elbl 12 100%

1 e-151

1 e-87
Prevotella Bryantii 3 1 2 0.0 3 100%
Prevotella Albensis 19 15 0 3 84%
Ruminobacter Aminophilus 6 4 0 4 66.%
Selenomonas Ruminatum 27 22 5 0.0 27 100%
Streptococus Bovis 12 10 2 0.0 12 100%
Eubacterium Ruminatum 5 2 0 2 40%
Ruminucocus Favefaciens 5 5 0 0.0 5 100%

El proceso de clasificacion consta de dos pasos: primero se explora si las secuencias problema
machean con alguna de las 11 parejas de cebadores definidos en la aplicacién ( Anexo 8) de ser asi

ya se consideran como pertenecientes al grupo taxonémico correspondiente; y pasan a formar parte de
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la BDP del mismo. Seguidamente se realiza la busqueda por homologia empleando el algoritmo
BLAST entre las diferentes BDP y el resto del conjunto prueba, con el objetivo de detectar aquellas
secuencias que no contienen los cebadores, pero sin embargo pertenecen a un grupo taxonémico
definido. Solo se consideraron como significativas aquellas secuencias que fueron reconocidas por el
BLAST con un e-value menor de 0,005.

Como se puede observar en la Tabla 1 para esta prueba se utilizaron solo 8 parejas de cebadores,
pues tenemos 2 parejas para las cuales no hay o hay muy poca representacién de secuencias en la

base de datos original (Anexo 8).

Como se puede apreciar, en 6 de las 8 familias analizadas se logré la correcta clasificacién del 100%
de las secuencias del conjunto prueba, mientras que para el caso de Eubacterium Ruminatum, solo
logramos clasificar 2 de las 5 secuencias escogidas mediante el macheo con los cebadores
caracteristicos, para un 40% de efectividad del método en este caso. Este fenémeno pudiera deberse
a que las 3 secuencias que se quedan sin clasificar son fragmentos y por lo tanto no contienen a los
cebadores especificos. Por otra parte la poca representatividad de esta familia en la base de datos

original, pudiera ocasionar que la etapa de basqueda por homologia no sea efectiva.

En caso de Prevotella Ruminicola, se obtuvo el 100% de clasificacién pero con diferentes valores de

probabilidad reportados por BLAST, pero en todos los caso se registran menores a 0,05

En general, la efectividad del método se estimo6 en un 87%, para el total de secuencias probadas.

4.7 Clasificacion taxondmica de los microorganismos indefinidos imposibles de cultivar

en el laboratorio.

Finalmente se procedié a la clasificacién taxondmica de 328 secuencias obtenidas de Gen Bank que
se reportan como microorganismos del rumen indefinidos, porque no se han podido cultivar y/o
caracterizar en el laboratorio. La herramienta de clasificacion logré asignar un grupo taxonémico al
92.68% del total (304 de 328 secuencias analizadas), distribuidas en 11 grupos taxonémicos diferentes
(Tabla 14). En la mayoria de los casos el macheo con los cebadores identifica una pequefia cantidad
gue luego es enriquecida en la etapa de blsqueda por homologia. Sin embargo existen casos
particulares como Fibrobacter Succinogenes cuyo grupo taxonémico no fue asignado a ninguna de las

secuencias analizadas, lo que significa que en el conjunto de microorganismos no cultivados no parece
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incluirse ningun representante. Esto pudiera explicarse por el hecho de que esta especie bacteriana se
caracteriza por formar grandes colonias sobre celulosa cristalina y se aisla facilmente de su sustrato

durante la preparacion de las muestras.

Tablal4: Clasificacion taxonémica de microorganismos imposibles de cultivar a partir de sus secuencias

obtenidas del GenBank.

Parejas de cebadores por No. de secuencias en la No. de secuencias que No. de secuencias reconocidas
familias BDP machean por pareja de por BLAST con e-value = 0.0
cebadores
Fibrobacter Succinogenes 28 - -
Prevotella Ruminicola 8 1 34
Prevotella Bryantii 2 5 30
Prevotella Albensis 3 - 77
Ruminobacter Aminophilus 4 - 1
Selenomonas Ruminatum 23 15 36
Streptococus Bovis 10 1 18
Eubacterium Ruminatum 1 1 2
Ruminucocus Flavefaciens 5 17 77
Anaerovibrio Lypolitica 1 1 27
Treponema Bryantii 1 1 2

En el caso de Prevotella Albensis y Ruminobacter Aminophilus el método de macheo por cebadores no
arrojé ningun resultado, probablemente porque las secuencias de este tipo presentes en la base de
datos son parciales en su mayoria y por lo tanto no machean con los cebadores para un error cero. Sin
embargo el BLAST, logré reconocer 77 secuencias homélogas al grupo de Prevotella Albensis, esto se
debe a que durante la busqueda por homologia a partir de la BDP correspondiente, machean todas

aquellas Prevotellas sp existentes en la base de datos solapandose incluso con las clasificadas
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anteriormente en los grupos de Prevotella Ruminicola y Prevotella Bryantii. Lo que significa que el
método es méas fiable a la hora de asignar un género (en este caso Prevotella), pero no logra discernir
entre diferentes especies dentro del mismo. Por dltimo en el caso de Ruminobacter Aminophilus no
obtuvimos una clasificacién significativa por ninguna de las dos vias, hecho que se explica por la poca
representatividad de este microorganismo en la base de datos.

A modo de conclusion en este capitulo se realizaron los diagramas de componentes de los principales
casos de uso a los que se les viene dando seguimiento desde el disefio, desarrollando su
implementacion. Se muestran ejemplos de cédigo de las principales clases. Se hizo la descripcién del
manejo de la seguridad usando el framework Acegi Security. Se realizaron pruebas de funcionalidad
mediante el uso de la técnica de particion de equivalencia. La prueba al método de clasificacion arroj6
valores positivos, mostrados en este capitulo lo cual representa un importante resultado validando asi

el principal método implementado en la aplicacion.

86



«D ICRUM Conclusiones

Conclusiones
Como resultado de la investigacion realizada se concluye que:

» Se construyé una base de datos de secuencias de microorganismos del rumen obtenida del
GenBank filtrada por los investigadores del ICA.

» Se disefi6 e implementé una aplicacion web usando las tecnologias y patrones de disefio
ajustados a las necesidades y justificados mediante una investigacion previa, incluyendo
herramientas necesarias para el andlisis y gestién de la informacién, como son: analisis

filogenético, alineamientos y clasificacion taxonémica de secuencias

» Se logré asignar un grupo taxonomico al 92.68% del total (304 de 328 secuencias analizadas),
de los microorganismos imposibles de cultivar en el laboratorio a partir de sus secuencias,

haciendo uso del algoritmo de reconocimiento de cadenas basado en cebadores.
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Recomendaciones

» Enriquecer la base de datos de secuencias para lograr una mayor representacion de las

diferentes especies de microorganismos presentes en la comunidad del rumen.

» Ampliar el nimero de cebadores caracteristicos de un grupo taxondmico bacteriano, para
enriquecer el método de clasificacion.

> Extender el método de clasificacion, utilizando cebadores caracteristicos de otras clases de

microorganismos presentes en la comunidad microbiana del rumen.

» Extender la utilidad de la base de datos a otras comunidades microbianas y con el seguimiento
y perfeccionamiento de la misma, en un futuro ponerla al alcance de todos los investigadores

del pais.

» Adicionar un modulo que permita consumir el servicio web brindado por el NCBI, para adicionar

automaticamente nuevos registros a la base de datos.
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Anexo 1 Descripciones de casos de uso del sistema.

CUS Realizar AMS usando CLUSTALW.

Nombre del Caso de Uso Realizar AMS usando CLUSTALW.

Actores Administrador, Investigador, Usuario anénimo.

Propésito Ver el resultado del alineamiento para su posterior estudio.
Resumen El caso de uso se inicia cuando el actor decide realizar un

alineamiento multiple.

El sistema le muestra la interfaz correspondiente y ejecuta las
acciones necesarias. El caso de uso finaliza cuando se emite el

resultado de la operacion solicitada.

Referencias R2,R2.2,R2.2.1,R2.2.2, R2.2.3, R2.2.4

Precondiciones -

Pos condiciones El sistema realiza los alineamientos y visualiza los

mismos.

Flujo normal de los eventos

Accidn del actor Respuesta del Sistema

1. El sistema muestra la interfaz
correspondiente  con los siguientes

campos:
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“Nombre del trabajo” Corresponde al

nombre de la accién a realizar.

“Desde archivo” El usuario cargara un
fichero de secuencias en formato fasta

para realizarle el alineamiento mdltiple

2. El actor selecciona la forma en que

desea realizar el alineamiento.

3. Si desea realizar un alineamiento con
secuencias existentes en la Base de

Datos ir a seccion: "Realizar

alineamiento multiple desde listado”

Si desea realizar un alineamiento multiple
de secuencias en un archivo ir a la

seccion: "Realizar alineamiento

multiple desde archivo”

Seccion “Realizar Alineamiento multiple desde listado”.

Accioén del actor

Respuesta del Sistema

1. Muestra la interfaz correspondiente y

se llama al caso de uso “Buscar

registros”.

2. Selecciona a partir del listado de

secuencias las que le interese

alinear y pulsa en el boton

3. Realiza el alineamiento.
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“enviar”.

4. Muestra el resultado en un listado
dando la opcion de descargarlo en
formato FASTA o CLUSTAL asi como la
opcion para graficar el arbol filogenético
correspondiente  a las secuencias

alineadas.

5.El actor selecciona una de las opciones:
“Descargar CLUSTAL”
“Descargar FASTA”

“Reporte Arbol filogenético”

6. Segun sea la opcion seleccionada el

sistema la realiza

Flujos alternos Seccion “Realizar alineamiento muiiltiple desde listado”.

2.1) El actor no desea introducir el hombre
del trabajo ni realizar el alineamiento y sale

de la seccion.

4.1) Si el actor después de ver el

alineamiento no decide descargar
ninguna informacién referente al mismo

sale de la seccion.

Anexos
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™| gil115354277|dbj| AB275512.1]

™| gil115354269|dbj| 4B275504.1]

Fibrobacter succinogenes gene for 165 rRNA, partial 3| %
sequence, strain: RS230
Fibrobacter succinogenes gene for 165 rRNA, partial J| %
sequence, strain: RS209
Fibrobacter succinogenes gene for 165 rRNA, partial 3| %

| gil115354278|dbj| AB275513.1]

| Seleccionar todos Clustalwy

sequence, strain; RS233

Seccion “Realizar Alineamiento multiple desde archivo”.

Accion del actor

Respuesta del Sistema

1. El selecciona el archivo en

formato FASTA y pulsa en el

actor
botén

“Alinear”.

2. Copia el archivo en el servidor y se

realiza el alineamiento multiple.

3. Muestra el resultado en un listado
dando
formato FASTA o CLUSTAL asi como ver

el reporte del arbol filogenético.

la opcibn de descargarlo en

4.El actor selecciona una de las opciones:
“Descargar CLUSTAL”
“Descargar FASTA”

“Reporte Arbol filogenético”

5. Segun sea la opcion seleccionada el

sistema la realiza.

Flujos alternos Seccién “Realizar Alineamiento multiple desde archivo”

Anexos
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1.1) El actor no desea realizar el

alineamiento y sale de la seccion.

4.1) Si el actor después de ver el
alineamiento no decide descargar
ninguna informacion referente al mismo

sale de la seccion.

| Alineamiento miltiple |

Nombre del trabajo

Desde archivo(formato FASTA) || Examinar... |

| linear |

CU Realizar BH usando BLAST-N.

Nombre del Caso de Uso Realizar BH usando BLAST-N.

Actores Administrador, Investigador, Usuario anénimo.

Propdsito Ver el resultado del alineamiento para su posterior estudio.
Resumen El caso de uso se inicia cuando el actor decide saber la

homologia entre secuencias especificadas.

El sistema le muestra la interfaz correspondiente y ejecuta las
acciones necesarias. El caso de uso finaliza cuando se emite el

resultado de la operacion solicitada.

Referencias R2,R2.1,R2.1.1,R2.1.2

Anexos
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Precondiciones

Pos condiciones

El sistema visualiza el resultado.

[e0rn)

Nombre del trabajo

Secuencia

Desde archivo (formato FASTA)
Base de datos

N Resultados significativos
Formato de salida

Valor de expectacion(E)

v

| Examinar...

L Enviar

Flujo normal de los eventos

Accion del actor

Respuesta del Sistema

1. El sistema muestra la interfaz
correspondiente  con los siguientes

campos:

“Nombre del trabajo” es el campo
donde el actor introduce el nombre que

decida ponerle a su trabajo.

“Secuencia” es el campo que brinda la
posibilidad de introducir la secuencia a

partir de la cual se quiere ver su

Anexos
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homologia con las restantes en la base
de datos.

“N resultados significativos” es el
campo donde se especifica la cantidad
de secuencias mas semejantes a la(s)

secuencia(s) entrada(s).

“Base de datos” es el campo donde se
especifica la base de datos con la cual se
quiere hacer la homologia.

“Formato de salida” es el campo
donde se especifica el formato en que se

mostrara el resultado.

“Valor de expectacion (E)” es el
campo donde se introduce el valor de

expectacion.

“Desde archivo” es el campo donde el
usuario seleccionard un fichero de
secuencias en formato FASTA para

subirlo al servidor y realizarle el BLAST.

Si el actor introduce una secuencia
entonces se deshabilita el campo

“Desde archivo” y viceversa.

2. El actor selecciona la forma en que
desea realizar el BLAST-N.

3. Si desea realizar un BLAST-N con la
secuencia que le interese ir a la
seccion:”Realizar BLAST-N
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introduciendo una secuencia blanco”

Si desea hacer un BLAST-N a partir de
un archivo en formato FASTA ir a la
BLAST-N desde

seccion: “Realizar

archivo”

Seccion “Realizar BLAST-N introduciendo una secuencia blanco”.

Accion del actor

Respuesta del Sistema

1. El actor llena los campos y pulsa en el

botén “Buscar”.

2. Realiza el BLAST-N entre la secuencia
y la Base de Datos y muestra el

resultado

Flujos alternos Seccién “Realizar BLAST-N introduciendo una secuencia

blanco”.

2.1) El actor no desea realizar el BLAST-N

y sale de la seccion.

Seccion “Realizar BLAST-N desde archivo”.

Accion del actor

Respuesta del Sistema

1. El actor selecciona el archivo en formato

2. Copia el archivo en el servidor

Anexos
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FASTA para el servidor y pulsa en el botén
“Buscar”.

3. Realiza el BLAST-N y muestra el
resultado.

Flujos alternos Seccion “Realizar BLAST-N desde archivo”

2.1) El actor no desea realizar el BLAST y

sale de la seccion.

CUS Realizar reconstruccién filogenética.

Nombre del Caso de Uso | Realizar reconstruccion filogenética.

Actores Administrador, Investigador, Usuario anénimo.

Propdsito Representar mediante un grafo en forma de arbol, las relaciones

filogenéticas entre las secuencias seleccionadas.

Resumen El caso de uso se inicia cuando el actor va a realizar alguna de las

siguientes operaciones:
o Realizar analisis filogenético desde listado

e Realizar analisis filogenético desde fichero.

El sistema le muestra la interfaz correspondiente. El caso de uso

finaliza cuando se emite el resultado de la operacion solicitada.

Referencias R3,R3.1,R3.2,R3.3

Anexos
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Precondiciones -

Pos condiciones El sistema muestra el resultado del andlisis filogenético.

Flujo normal de los eventos

Accién del actor Respuesta del Sistema

1. El actor desea realizar una de | 2. En dependencia de la operacién que solicita:

las siguientes operaciones: . . . S o
9 P e Sidecide realizar el analisis filogenético

e Realizar analisis desde un listado para seleccionar los
filogenético desde listado. registros que desee, ir a Seccion “RAF
e Realizar andlisis desde listado”.
filogenético desde fichero. e Sidecide realizar el analisis filogenético

desde fichero, ir a Seccion “RAF desde

fichero”.

Seccion “RAF desde listado”

Accion del actor Respuesta del Sistema

1. Muestra la interfaz correspondiente para

realizar el andlisis filogenético desde un listado:

Se llama al caso de uso “Buscar registro”.

3. Muestra el resultado dando la posibilidad de
2. El actor debe seleccionar los
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registros a los cuales desea
realizarle el andlisis filogenético y
selecciona la opcion “Analisis
filogenético” y pulsa en el botén

“Aceptar”

descargar el arbol filogenético.

Flujos alternos Seccion “RAF desde listado”

2.1) Si no selecciona los registros
para realizar el analisis filogenético

el sistema no responde.

3.1) Si no decide descargar el arbol sale de la

seccion.

Seccion “RAF desde fichero”

Accioén del actor

Respuesta del Sistema

1.Muestra

la interfaz correspondiente para

realizar el andlisis filogenético con los siguientes

campos:

-'Nombre del trabajo”

-"Seleccionar archivo”™
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2. El actor selecciona el archivo en
formato CLUSTAL y pulsa en el
botén “Aceptar”.

3. Muestra el resultado dando la posibilidad de
descargar el arbol filogenético.

4.Si el actor decide descargar el
arbol pulsa en el vinculo

“descargar”

Flujos alternos Seccién “RAF desde fichero”

2.1. El actor no desea seleccionar

el archivo y sale de la seccion.

4.1) Si no decide descargar el arbol

sale de la seccion.

[ Analisis Filogenético

Nombre del trabajo

Cargar alineamiento || Examinar... |
[ Alinear | -
CUS Gestionar cebadores.
Nombre del Caso de Uso | Gestionar cebadores.
Actores Administrador, Investigador.
Propdsito Brinda la posibilidad de insertar una nueva pareja de cebadores en
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la base de datos, asi como modificar o eliminar una ya existente.

Resumen El caso de uso se inicia cuando el actor va a realizar alguna de las

siguiente operaciones relacionadas con registro:

e Insertar una nueva pareja de cebadores.
e Editar cebadores.

e Eliminar una pareja de cebadores.

El sistema le muestra la interfaz correspondiente. El caso de uso

finaliza cuando se emite el resultado de la operacién solicitada.

Referencias R4,R4.1,R4.2,R4.3,R4.4,R8
Precondiciones Que el actor se haya autenticado en la aplicacion.
Pos condiciones El sistema inserta una nueva pareja de cebadores, asi

como elimina y maodifica los datos de alguna pareja de

cebadores existente.

Flujo normal de los eventos

Accion del actor Respuesta del Sistema

1. El actor quiere realizar una de | 2.En dependencia de la operacion solicitada:

las siguientes operaciones: . S .
9 P e Sidecide insertar una nueva pareja de

e Insertar una nueva pareja cebadores, ir a Seccion “Insertar nueva
de cebadores. pareja de cebadores”.

e Editar cebadores. e Sidesea insertar editar una pareja de

e Eliminar una pareja de cebadores, ir a Seccion “Editar
cebadores. cebadores”.

e Sidecide eliminar una pareja de

cebadores, ir a la Seccion “Eliminar
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cebadores”.

Seccidén “Insertar nueva pareja de cebadores”

r| Mueva pareja de cebadores

Familia
foward
reverse
Lmin
Lmax

enviar

Especie |Bacteria ¥

Accion del actor

Respuesta del Sistema

1.Muestra la interfaz correspondiente para la
insercion de una nueva pareja de cebadores con

los siguientes campos:

- “Especie” es el campo que brinda la posibilidad
de escoger el reino al que pertenece el cebador a
insertar (Bacteria, Hongo, Protozoo, Archaea o

Indefinido si no se sabe el reino al que pertenece.

- “Familia” es el campo que brinda la posibilidad
de introducir la familia a la que pertenece el

cebador a insertar.

- “foward” es el campo donde el actor introduce

el cebador foward.

- “reverse” es el campo donde el actor introduce

el cebador reverse.

109



«D ICRUM Anexos

-“Lmin” y “Lmax” es el campo donde se
especifican valores enteros positivos definidos por
el actor.

2. El actor proporciona los datos | 3. Verifica que los campos obligatorios contengan
llenando todos los campos del | un valor.

formulario correspondiente y pulsa

e Especie.
en el botén “enviar’. .

e Familia

e foward

e reverse

e LminyLmax

N

. Inserta la pareja de cebadores.

Flujos alternos Seccién “Insertar nueva pareja de cebadores”

2.1) ElI actor no desea
proporcionar los datos para la
insercion de una nueva pareja de

cebadores y sale de la seccion.

3.1) Sifalta algun dato necesario para la insercion
de la nueva pareja de cebadores, sefiala dicho(s)

campos(s).
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Seccion “Editar cebadores”

—| Actualizar pareja de cebadores

Especie |pacteria ¥

Familia
foward
reverse
Lmin

Lmax

Accion del actor

Respuesta del Sistema

1.Muestra la interfaz correspondiente para editar
una pareja de cebadores, mostrando los

siguientes campos:

- “Especie” es el campo que brinda la posibilidad
de escoger el reino al que pertenece el cebador a
insertar (Bacteria, Hongo, Protozoo, Archaea o

Indefinido si no se sabe el reino al que pertenece.

- “Familia” es el campo que brinda la posibilidad
de introducir la familia a la que pertenece el

cebador a insertar.

- “foward” es el campo donde el actor introduce

el cebador foward.

- “reverse” es el campo donde el actor introduce

el cebador reverse.

-““Lmin” y “Lmax” es el campo donde se
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especifican valores enteros positivos definidos por
el actor.

2. El actor llena los campos con los | 3. Realiza las modificaciones.
valores que desea modificar y

pulsa en el botdn “enviar”.

Flujos alternos Seccion “Editar cebadores”

2.1. El actor no desea maodificar la
pareja de cebadores y sale de la

seccion.

Seccion “Eliminar una pareja de cebadores”.

Bacteria Prevotella ruminicola 646 1058 A& | X |

Bacteria Prevotella bryantii 676 1156 == R e

Bacteria Prevotella albensis 187 1027 )@ | %)
Accion del actor Respuesta del Sistema

1. El actor decide eliminar una pareja de | 2. Muestra un listado con las parejas de
cebadores y pulsa en el vinculo “Editar | cebadores existentes en la base de datos
cebadores” brindando las opciones de ver, editar o
eliminar la pareja de cebadores que el

actor decida.
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3. El actor pulsa en “eliminar® en | 4. Se elimina la pareja de cebadores de

dependencia de la pareja de cebadores que | la base de datos.

desea remover de la base de datos.

Flujos alternos Seccion “Eliminar una pareja de cebadores”.

3.1) El actor no desea eliminar una pareja

de cebadores y sale de la seccion.

CUS Gestionar usuario.

Nombre del Caso de Uso | Gestionar usuatrio.

Actores Administrador.

Propdsito Brinda la posibilidad de insertar un nuevo usuario en la base de
datos, asi como modificar, ver y eliminar uno ya existente.

Resumen El caso de uso se inicia cuando el actor va a realizar alguna de las

siguiente operaciones :

e Insertar usuario.
e Modificar usuario.

e Eliminar usuario.

El sistema le muestra la interfaz correspondiente. El caso de uso

finaliza cuando se emite el resultado de la operacion solicitada.

Referencias

R6,R6.1,R6.2,R6.3,R6.4,R8

Anexos
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Precondiciones Que el actor se haya autenticado en la aplicacion.

Pos condiciones El sistema inserta un nuevo usuario, asi como elimina y

modifica los datos de uno existente.

Flujo normal de los eventos

Accion del actor

Respuesta del Sistema

1. El actor quiere realizar una de

las siguientes operaciones:

® Insertar usuario.
e Modificar usuario.

e Eliminar usuario.

2.En dependencia de la operacién solicitada:

e Sidecide insertar un nuevo usuario, ir a
Seccion “Insertar usuario”.

e Sidesea modificar un usuario, ir a Seccion
“Editar usuario”.

e Sidecide eliminar un usuario, ir a la

Seccion “Eliminar usuario”.

Seccion “Insertar usuario”

—I Nuevo Usuario

nombre de usuario
Usuario

Contrasefia
Confirmar Contrasefia

| enviar |

Tipo de Usuario Administradoy V|

Accion del actor

Respuesta del Sistema

1.Muestra la interfaz correspondiente para la
insercion de un wusuario con los siguientes

campos:

Anexos
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- “Tipo de Usuario” es el campo que brinda la
posibilidad de escoger el rol que desempefara el

usuario en la aplicacion.

- “Nombre de usuario” es el campo que brinda
la posibilidad de introducir el nombre del usuario a

insertar.

- “Usuario” es el campo donde el actor introduce
el usuario con el cual el Usuario podra acceder a

la aplicacion.

“Contrasena” es el campo donde el actor

introduce la contrasefa del usuario.

-“Confirmar Contraseia” es el campo donde se

confirma la contrasefa del usuario.

2. El actor llena los campos y pulsa

en el botén “enviar’.

3. Verifica que los campos obligatorios contengan

un valor.

e “Tipo de Usuario”

e “Nombre de usuario”
e “Usuario”

e “Contrasena”

e “Confirmar Contrasena”

N

. Registra el usuario en la base de datos.

Flujos alternos Seccion “Insertar usuario”
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2.1) El actor no desea llenar los
campos Yy sale de la seccion.

3.1) Si falta algiin dato necesario para la insercion
de un usuario, sefiala dicho(s) campos(s).

Seccion “Editar usuario”

—{ Actualizar Usuario

Tipo de Usuario [ Administrador (]
nombre de usuario [
Usuario |
Contrasefia [

Confirmar Contrasefia [

i enviar

Accién del actor Respuesta del Sistema

1.Muestra la interfaz correspondiente para editar

un usuario con los siguientes campos:

- “Tipo de Usuario” es el campo que brinda la
posibilidad de escoger el rol que desempenfara el

usuario en la aplicacién.

- “Nombre de usuario” es el campo que brinda
la posibilidad de introducir el nombre del usuario a

insertar.

- “Usuario” es el campo donde el actor introduce
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el usuario con el cual el Usuario podra acceder a

la aplicacion.

- “Contrasena” es el campo donde el actor

introduce la contrasefa del usuario.

-“Confirmar Contrasena” es el campo donde se

confirma la contrasefna del usuario.

2. El actor llena los campos con los | 3. Realiza las modificaciones.
valores que desea modificar y

pulsa en el botén “enviar”.

Flujos alternos Seccion “Editar cebadores”

2.1. El actor no desea modificar el

usuario y sale de la seccion.

Seccion “Eliminar usuario”.

rachid rachid administrador G| %
yumis yumis investigador @ | %
Accidn del actor Respuesta del Sistema

1. El actor decide eliminar un usuario y | 2. Muestra un listado con los usuarios

pulsa en el vinculo “Editar usuario” existentes en la base de datos brindando
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las opciones de ver, editar o eliminar el
usuario que el actor decida.

3. El actor pulsa en “eliminar” en |4. Se elimina el usuario de la base de
dependencia del wusuario que desea | datos.

remover de la base de datos.

Flujos alternos Seccion “Eliminar usuario”.

3.1) El actor no desea eliminar un usuario y

sale de la seccion.
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Anexo 2 Descripciones de clases del disefio.

CU Realizar reconstruccion filogenética.

Figura 20: Diagrama de clases del disefio CU Realizar reconstruccion filogenética.
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CU Realizar BH usando BLAST-N.

Figura 21: Diagrama de clases del disefio CU Realizar BH usando BLAST-N.

CU Realizar AMS usando CLUSTALW.

Figura 22: Diagrama de clases del disefio CU Realizar AMS usando CLUSTALW.
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Anexo 3 Diagramas de secuencia.

sd CU_Realzar reconstruccion filogenética_Escenario desde archivo)

Usuario

CP_Principal
|

1: Solicita analisis de sscuencias desde archivo

=
&

—_
i

CP_Analisis filogenetico
|

&

CP_MostrarReporteArbol  Form_Analisis filogenetico
|

Dispatcher Servet

| |
| |
2 link | |

: ;

! 3: build !
[I]< | & |

T T
i | 4 submit ! l}'l
LJ : 5: submit |

|
| |
| |
| |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
: | 9: build I I
I i 8]
| | |
| | |

ReporteArbolController

Filogenia UploadFileBean

T
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

6: handle()

|
7: UploadFileBegan()
il

8: PintarArhol()

Figura 23: Diagrama de secuencia de CU Realizar reconstruccion filogenética escenario desde archivo.

sd CU_Realezar reconstruccion filogenética_Escenario desde hsmo)

—_—
B

Usuario CP_Principal
N |
1: Solicita analisis de secuencias |

—_—
z

—_—

5

CP_Analisis flogenetico CP_MostrarReporteArbol  Form_Analisi

2 link

|

flogenetico

—_—

[

cP_Bus

arlistar  Form_Bus

5

carlistar  Dispatcher Servet
I

|

3 build

1

i

4

ubmit

I

13: buik

5:link
6 submit

7: submit

| 8 handie()

Filogenia

‘OpdonController lReglmSeMce | ‘ RegistroDAD | ‘Mu(ll\lgmen

‘

|

‘

I

I

!

!

I

I

‘

I

I

!

!

I

I

!

I

I

!

!

‘

|

& Buscarpor D0
10 Buscar or 100

i

! |—‘>L]
‘ !

|
12: PintarArbol ()

i

‘

I

‘

Figura 24: Diagrama de secuencia de CU Realizar reconstruccién filogenética escenario desde listado.
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sd CU_Realzar BH usando BLAST-N_Escenario_Desde archwo)

5: sybmit0)

% o | - = | ‘AlineamiertoDataCortroller | UploadFileBean | Aineamierto | l Fichero |
Usuario CP_Principal CP_E‘LMT CP_MostrarAlineamiento Form_BLAST Dlspﬂch?r Serviet
M I [}
1: Solicita realizar BLAST | } :
I |
! | 2 link >ﬂ
J i
} 3: build :
4: Entra los datos I":ﬁ D
DY '
]
|
|

o

6 handle()

! 7. UploadFileBean()

8l GenerarFasta()

9: EjecutarBlpst()

|
.D gl

10: build

Figura 25: Diagrama de secuencia de CU Realizar BH usando BLAST-N Escenario desde archivo.

sd CU_Realzar BH usando BLAST-N_Escenario_Entrando secuencia)

= F = @ ’} AlineamientoDataController Alineamiento | I Fichero |
Dispatcher Serviet
|

Usuario CP_Principal CP_BLAST CP_MostrarAlineamiento Form_BLAST
M |

|
1: Solicita realizar BLAST |

|

|
|
|
| 2:link Dﬂ
|
|
|

3: build 1
[u]

4: Entra los datos

5 submit) |

J.:}—él—-%————————

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
6: handle() :

7. GenerarFasta()

T
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
8: EjecutarBlast() :
|
|
|
|
|
|

:
: puild l;——l D?

B 4

Figura 26: Diagrama de secuencia de CU Realizar BH usando BLAST-N Escenario introduciendo una secuencia.
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sd CU_Realzar AS usando CLUSTALW_Escenario AIineamiemo_desde_archlvo)

e = e = '} ClustalWController | MultiAligmen | | UploadFieBean |

Usuario CP_Principal CP_Alinem_desde_archivo  CP_ClustaW  Form_Alinem_desde_archivo Dispatcher Serviet T
M | |

|
: Solicita realizar alineam desde archivo |

|

2 link

3: build

4: submit0)

e B S I

5: submit)

6: handle()

7: UploadFileBean()

D
r & AlinemientostultiplesFromFile) |

I

9: build

Figura 27: Diagrama de secuencia de CU Realizar AS usando CLUSTALW Escenario alineamiento desde

archivo.

sd CU_Realzar AS usando CLUSTALW_Escenario desde Iis1ado)
% . o o o = =3 “}

Usuario CP_Prindpal  CP_Aineam_miitiple  CP_ClustalW/ Form_Alineam _mutiple  Form_BuscarListar  Dispatcher Serviet
M | |

4

1: Solicita realizar alineamiento |

2: link

3: build

4: submit()

Dtl S link

6: link 1

e e S I

7: submit0) |

8 handle()
9: Buscar_por_ID
[] |
| |

110: Buscar_por_IDQ |

11: Alineamientdshl utiples() |

! Dﬂ
12: build ’J

e e e

-

Figura 28: Diagrama de secuencia de CU Realizar AS usando CLUSTALW Escenario alineamiento desde

listado.
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Anexo 4 Prototipos no funcionales de interfaz de usuario.

Prototipo de interfaz de usuario Buscar registro.

IPalabl a . c];“ ....................... :_Fonn-]to

Prototipo de interfaz de usuario Analisis filogenético.

Analisis Filogenético

JU U e e i i i i i e e e i el i i i S S e i i i e S N S i i i i e S S Sl i i e e S el i i i e e S e i i i e e e e

‘Secuencias desde un listado :

|\5\\\\\\\\\\\\\5\s\\\\\\\\\\\\\\\5\\\\\\\\\\\u\u\5\5\5\5\5\§\5\§\5\§\5\u\u\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\5\5\5\5\5\5\5\5\5\5\5\5\5\5\5\5\5\5\5\5\5\5\5\5\5\5\

iCargar Clustal Browse...

ls\»\»\»\»\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\\\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\s\

Hacer Reporte

i
'
i
I\“u“uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuw.w.w.w.““““““““““““w.w.w.w.w.w.w.w.w.w.w.w.w.w.w.w.w.w.w.w.w.»“““““““““““\
i
!

FPPYYY I

Py

N

Prototipo de interfaz de usuario para realizar BLAST.

Browse...

Pal amen 0
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Prototipo de interfaz de usuario para insertar un nuevo registro.

Insertar nuevo registro

Prototipo de interfaz de usuario para insertar una pareja de cebadores.

Insertar nuevo Primer

sfoward
icesssssssssssssssanet T T T T T T T T T T T T T T T T T T T v T e e Ve s s s s s s s s
s e SRITIITSY
EVErSE

3Lmin :
Yrsrrrrararassrssssaaat B St
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Prototipo de interfaz de usuario para el macheo de cebadores.
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Anexo 5: Mapa de navegacion

E—
.

CP_Insertar regié\'o desde archivo

)

|} o___
$<link=> CP_BLAST

CP_Insertar registro
<<link>>
x e
<<link=> W i w__
%5 <<link=> - ly
e P CP_lnicio
. <
. <<link>> CP_Principal <<link=>
CP_Insertar cebadores
]

<<link=>

]
o <<link>>

CP_E ditar cebadores

ey
=

CP_Insertar usuario

p—

CP_E ditar usuario

Figura 29: Mapa de navegacion.

<<|ink>>
t<link>>

<<link>3

s W
pr—
CP_Listado =

CP_Cambiar c ontrasefia

..
CP_Alineamiento miltiple
z<link=> ‘-—

CP_E mparejamiento cebadores

—
b

otp o

CP_Clasificacion

CP_Analisis filogenético
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Anexo 6 Diagramas de componentes

Figura 30: Diagrama de componentes: paguete Modelo.
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Figura 31: Diagrama de componentes: paquete Vista.
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Figura 32: Diagrama de componentes: paguete Controlador.
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Figura 33: Diagrama de componentes: CU Realizar AS usando CLUSTALW.
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Figura 34: Diagrama de componentes: CU Realizar BH usando BLAST-N.
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Figura 35: Diagrama de componentes: CU Realizar reconstruccion filogenética.
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Anexo 7: Casos de prueba.

Caso de uso

BH usando BLAST-N.

Caso de prueba

BH usando BLAST-N. (Introduciendo una secuencia blanco).

Entrada

El usuario introduce el nombre del trabajo, la secuencia blanco con la cual se
realizar4 la busqueda por homologia, la base de datos contra quien se
realizara esa busqueda, la cantidad de resultados y el formato que el usuario

desea que el sistema muestre, asi como el valor de expectacion.

Resultado esperado

Obtener un listado con los N resultados significativos que el usuario

especificé de las secuencias homélogas a la secuencia blanco introducido.

Resultado de

prueba

la

El sistema muestra un listado con las secuencias homdlogas a la secuencia

blanco introducida.

Condiciones

La secuencia blanco entrada no puede contener nimeros.

Caso de uso

BH usando BLAST-N.

Caso de prueba

BH usando BLAST-N. (Desde archivo).

Entrada

El usuario introduce el nombre del trabajo, importa el archivo de secuencias,
selecciona la base de datos contra quien se realizard esa busqueda por
homologia, la cantidad de resultados y el formato que el usuario desea que el

sistema muestre, asi como el valor de expectacion.
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Resultado esperado

Obtener un listado con los N resultados significativos que el usuario
especificd de las secuencias homologas a las secuencias importadas en el

archivo.

Resultado de la
prueba

El sistema muestra un listado con las secuencias homélogas a la secuencia

importada en el archivo.

Condiciones

El archivo debe estar en FASTA o Clustal.

Caso de uso

Realizar AMS usando CLUSTALW.

Caso de prueba

Realizar AMS usando CLUSTALW (Desde listado).

Entrada

El usuario realiza una busqueda de las secuencias de interés para
realizar el alineamiento multiple, las selecciona y escoge la opcion
Clustalw

Resultado esperado

Obtener el alineamiento multiple de las secuencias seleccionadas.

Resultado de la prueba

El sistema muestra el alineamiento multiple de las secuencias
seleccionadas brindando las opciones de descargar ClustalW,

descargar FASTA asi como el reporte del arbol filogenético.

Condiciones

Debe seleccionar como minimo dos secuencias para realizar el

alineamiento mdltiple.
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Caso de uso Realizar AMS usando CLUSTALW.
Caso de prueba Realizar AMS usando CLUSTALW (Desde archivo).
Entrada El usuario introduce el nombre del trabajo e importa el archivo

para realizar el alineamiento.

Resultado esperado Obtener el alineamiento multiple de las secuencias del archivo.

Resultado de la prueba El sistema muestra el alineamiento multiple de las secuencias del
archivo brindando las opciones de descargar ClustalW, descargar

FASTA asi como el reporte del arbol filogenético.

Condiciones El formato del archivo tiene que ser FASTA.
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Anexo 8: La tabla muestra las 11 parejas de cebadores utilizadas, asi como el nimero de secuencias

gue contienen el gen flanqueado por la pareja de cebadores correspondiente, que a su vez constituyen

la base de datos patrén (BDP).

Pareja de cebadores por | BDP Cebador “Foward” Cebador “Reverse”

familia

Fibrobacter Succinogenes 28 GGTATGGGATGAGCTTGC GCCTGCCCCTGAACTATC
Prevotella Ruminicola 8 GGTTATCTTGAGTGAGTT CTGATGGCAACTAAAGAA
Prevotella Bryantii 2 ACTGCAGCGCGAACTGTCAGA | ACCTTACGGTGGCAGTGTCTC
Prevotella Albensis 3 CAGACGGCATCAGACGAGGAG | ATGCAGCACCTTCACAGGAGC

Ruminobacter Aminophilus 4 CAACCAGTCGCATTCAGA CACTACTCATGGCAACAT
Selenomonas Ruminatum 23 TGCTAATACCGAATGTTG TCCTGCACTCAAGAAAGA
Streptococus Bovis 10 CTAATACCGCATAACAGCAT AGAAACTTCCTATCTCTAGG
Eubacterium Ruminatum 1 GCTTCTGAAGAATCATTTGAAG | TCGTGCCTCAGTGTCAGTGT
Ruminucocus Flavefaciens 5 GGACGATAATGACGGTACTT GCAATCGAACTGGGACAAT
Anaerovibrio Lypolitica 1 TGGGTGTTAGAAATGGATTC CTCTCCTGCACTCAAGAATT
Treponema Bryantii 1 AGTCGAGCGGTAAGATTG CAAAGCGTTTCTCTCACT
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Glosario de términos

ARN ribosomal 16S': gen mas comun que se puede usar para construir relaciones filogenéticas en
procariotas.

Rumen?: Primer compartimento del estomago de los animales rumiantes, y el de mayor tamafio. Alli el
alimento es fermentado por microorganismos (bacterias, protozoos y hongos) anaerébicos que pueden

utilizar la fibra (especialmente celulosa) para obtener energia.

Cebador?® es una secuencia corta de acido nucleico que contiene un grupo 3'hidroxilo libre que forma
pares de bases con una hebra molde complementaria y actlla como punto de inicio para la adiciéon de
nucleétidos con del fin de copiar la hebra molde. Se necesitan dos para la reaccion de PCR. Uno en el
extremo 3'y el otro complementario para la otra hebra. Son de aproximadamente 20 nucleétidos
porque es la cantidad necesaria para que probabilisticamente coincida en un sitio de la cadena de
DNA.

Grupo taxonémico*: Una de las categorias que se utilizan en la clasificacion, como Orden, Familia,

Género o Especie. (Ver clasificacion, taxonomia).

Relaciones tréficas®: Son las relaciones que se establecen entre los seres vivos en funcién de su

alimento. Estan directamente relacionadas a la cadena alimentaria de los organismos involucrados.

Electroforesis®: es un método de laboratorio en el que se utiliza una corriente eléctrica controlada con
la finalidad de separar biomoléculas segun su tamafio y carga eléctrica a través de una matriz
gelatinosa. Fue empleado por primera vez por en el afio 1937, pero su importancia vino a
incrementarse cuando en los afos cincuenta E. L.Durrum y Arne W.K. Tiselius , impulsaron la
electroforesis de zona, nombre que se asigno a la separacién de materiales en un campo eléctrico en
presencia de algun tipo de soporte; aunque este término se limitd originalmente al analisis de coloides
y particulas submicroscopicas , se ha convertido en estos Ultimos afios en una metodologia aplicada a

sustancias de bajo peso molecular.

PCR’: es una técnica que permite duplicar un nimero ilimitado de veces un fragmento de ADN en un
tubo de ensayo. Mediante esta técnica pueden generarse millones de moléculas idénticas, a partir de

una molécula de ADN. Esto se puede conseguir en unas horas.
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MICRUM = Glosario de Términos

Genoteca® es un banco de genes que almacena una coleccion de genes clasificados y preparados
para su utilizacion en experimentacion. Las genotecas permiten disponer en cualquier momento de

secuencias de ADN de posible interés biomédico.

Microarrays®: es una superficie sélida a la cual se unen una serie de fragmentos de ADN. Las
superficies empleadas para fijar el ADN son muy variables y pueden ser vidrio, plastico e incluso chips
de silicio. Los arreglos de ADN son utilizados para averiguar la expresion de genes, monitorizandose

los niveles de miles de ellos de forma simultanea.
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