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¢Qué es un gen?

Concepto mendeliano:
Unidad discreta de herencia (factor) que expresa un fenotipo dado
En 1909, W. Johanson acuio el termino ‘gen’

Morgany CIA
Los genes se encuentran en loci especificos en los cromosomas

G.W. Beadle and E.L. Tatum
Confirmaron en 1941 la hipdtesis de un gen una enzima postulado en 1908 por E.R. Garrod.
Los genes se heredan y pueden sufrir mutaciones.

S. Benzer (1957)

Acuio diferentes términos que finalmente daban al dogma central de la biologia
molecular:

gen (DNA) --> transcrito (RNA) --> proteina



La definicion de un gen

A locatable region of genomic sequence, corresponding to a unit of inheritance,
which is associated with regulatory regions, transcribed regions and/or other

functional sequence regions.
Helen Pearson’ Genetics: What is a gene? (Nature 441, 398-401)

Genes RNA
* tRNA, snRNA, rRNA, snoRNA, IncRNA, vault RNA, piRNA, microRNA ...

Funciones: Ribonucleoproteina, biogénesis de otros RNAs, traduccion,
regulacion génica

Genes codificantes de proteinas

* Procariotas:
o Sin intrones
o Regulacién mas simple

* Eucariotas
o Los genes contienen intrones,
o Regulacién compleja



La tarea de buscar los genes codificantes
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La tarea de buscar los genes codificantes

El punto de partida: una secuencia de DNA

GGCCTACCATTTTCTACAGATGGCATTTATTCAGCAAGGGAATGTTGTAGGTATAGTAATTTATCTTTTTTCCATGAAACATGTGTT
ATCTTCTTGCTCTATTTTGAAGAGATATTATGATAAATGATGCCACTATTTAAAACTTGTAAAGCTTCTTGAGGTTCTCAGAAAAAA
GTACAAGGTATAGGTCAAAAAGAGTAATTTTGTCTCTCACAAAAGAATTTTCTGTTCAAAAAATGCTGTTAACTTGAAAAAGTCATA
TCTCCAAAAGAACGTTCTAATAGGTGGGATAATCATCATCATATTTCCAGCTATAATCCATCATATTTCCAGGTGTATCCCTTCCCT
TAAAAGTAAAAAAGGAGAAAATCACTTTGCTGTGTGGAAGTGCTTTGTGTGTTTTATAAAATCCACATAAAATGTTCGTGGTTCAAG
GAGTGGCTGCCGCATTTCTAAGGCAAATAAGCTTATCCCTGAAGAAGCTTGAAGATCTGACTCTCAAGAATCTTTGTGTTCTGGATG
AAAAAGGAATCATTATTTTTTAACTCCCCTGCTCAAGTCAGTGACTTCCACTGGCACCCAATCCATTGGTTATAAGTACCCATGAAT
TGCCTTGCCAATTATAGGCAGGATAACCTAGGAGGACCAACCAAAACCAAACTCCTGGTAAGCTTTATTAGCCTTTTCTACAATGTG
TCTCAGTTTCTCTTTCACACCTTGGAGTGGAAGACAATCTCTACTCACACTGTTGTGGTATGTGTCTGTCTGTCTCAGATGTGTGTA
TAAGGTGTATTTCTCAGCTCGGTATCTGAAGTAATTTCTTTTTCTTTTCTTTTTTTTAAAGACTGCTGTCTTAAGGCTTAAAAGTAA
TTTAAGGTTTTGTTTTTTGTTATTTTAAGAGTTGCAGTTTCTTTGGAGACAACAAAGTACTTTTTTTCCAAAGATGAAAAAGGCATA
TTCAGACTTTCTATGTTATGTTCCATAATTGTTTTGCTTATCACTGTATAACATTCTCATTATCATGGGCTACTTTAAGCTAATCAG
TTGCATTTTGGGGTCCTCATTTAGAAGTCAATCTGGAAAAAAGATGGCTGTAAAACTTAGATAAACCAGTATGCTATTTCTCCTTCC
TTGTCTGCCTTTACAGATGTTTCCTCTTTCTCTCTCTCTTCCCTGACTATCTCTCTCAATGATCATTGACAGCTCCCGCATCCCCTC
TTTCACTCAGCTTCACTCCACCATGACCAGAGCACCTCTCCTGCTACTATGTGTTGCCCTGGTGCTGCTTGGGCATGTGAATGGAGC
CACAGTAAGAAATGAGGACAAATGGAAGCCACTCAACAACCCCAGAAACAGAGATCTGGTAAGAACACACTTGGGGCCTGGGTTTCA
GGATAGAACTAATGCCTCTTTGGATTTACGCACACAGCATTCTGTTTTCCAGAACGTAGTGGAAAGGGGGCTACCAAGGGTTGAGAA
AATTCTCCAACAGGATTGGACCAGAGTTTTACTACCCTAGTGGTTGGCAACCTATTGTTTCTCTGGCCAGTTTACATTTGTTTCTGT
AAAGAGAAACAAATTTATATTTAGAAACAATCTTATACACACATAGTACAATTCATTTGTAACTGATCTTATATACACATTGACTTT
GTAGCCTTGATTTCTAATACATATAAAAAATAAAGAGTGTAACAGGGAATTGCTCGTGCATAGCTTAGATTGAACTGATGATAAAAC
AAGTTATCATATAACTAGAGATTGCCAAGCTCAGCTGCAAAAATTGAAAGTTGACCCTGCATGGGTATCAATTTACTGGACATATTT
TCAACATATAGTTATCTATAAAATAGAATTCAAAAGATCAGTAAACATTCTCTTTAAAAAAAATGCCAAATACAATAAACATGTTGA
CATGACTATTTTGAAATATGGTTTTTCTAAAGTGAATGATGGGAAATATAACAACATAGGATTAAAATAAACTGAGATAAGAGACCA
GCAGGATTTGTTTTCTGGTCACAGCTGCTGACGAAAACAGGATCTGGTC



La tarea de buscar los genes codificantes

Diferentes aproximaciones

Busqueda ab-initio (a partir de primeros principios)

Buscar signos o sefiales indicadores de genes codificantes de proteinas (promotores,
composicion de secuencia, existencia de una ORF (Open Reading Frame, Marco de lectura
abierto) )

Aproximacion extrinseca

* Se basa en evidencia externa, es decir se busca en el genoma objetivo secuencias
similares a la de una secuencia externa

e Estas secuencias pueden provenir de experimentos de secuenciacion del RNA total de la
misma especie o de genes conocidos en otras especies




Ab-Initio

o
¢Que propiedades de un gen codificante podemos buscar en una

secuencia de DNA?



Ab-Initio

¢Que propiedades de un gen codificante podemos buscar en una
secuencia de DNA?

Transcripcion mediante polimerasa Il
DNA --> RNA

Traduccion en los ribosomas mediante
RNAs de transferencia (tRNA/ARNt)

La traducciéon comienza en un codon de
inicio y termina en el primer coddén de
parada que aparece en este marco de
lectura

iLa secuencia del mRNA (ARNm) contiene un marco de lectura abierto!



Marco de lectura abierto (ORF)

La lectura de la informacion genética se lleva a cabo de triplete (coddn) en triplete

Start Stop
Il L L L
ATGACGGATCAGCCGCAAGCGGAATTGGCGACAITAA

* Un marco abierto de lectura empieza con un codon de inicio y termina con un codon de
parada que se encuentran en la misma pauta de lectura
* No puede haber codones de parada en la pauta de lectura



Busqueda de ORFs

Buscamos primero en la hebra directa en los 3 marcos posibles

5" GTCAATGGCCACGTACATGCTATGACA 3’

Marco1l “—+'—+'“H "~
Marco2 ‘o~ o e
Marco3 'Y I

Pero también tenemos que buscar en la secuencia inversa complementaria

5" TGTCATAGCATGTACGTGGCCATTGAC 3’

Marco -1 '~ ) I
Marco -2y~ o e e
Marco -3 B e e e o At S



Busqueda de ORFs

Buscamos primero en la hebra directa en los 3 marcos posibles

5" GTCAATGGCCACGTACATGCTATGACA 3’

Marco1l “—+'—+'“H "~

Marco2 ‘o~ o e
Marco3 o

57 GwﬁACGTACATG&T&CA 37
Marco 2 ‘—y—*—y—*—y—’
Marco3 o e e

Hay un marco abierto de lectura en el segundo marco



ORFs y genes en procariotas Gendmica estructural

En procariotas el ORF esta presente en la secuencia de DNA por la ausencia de intrones

Prokaryotic Gene Structure

T “ ORF (open reading frame)

TATA box
Start codon Stop codon

/ \

‘CAGATTACAGATTACAGATTACAGGA-

Frame 1 | J1 J1 JL | Il || Il J1 || | J

Frame2 _JL__JL L JL e L JL__ )

Frame 3 | Il Il ]! || Il Il Il Il Il |




ORF - CDS Gendmica estructural

Que es la diferencia entre ORF y CDS?

Una medida simple: comparacion de las longitudes de
ORFs anotadas y espureas en S. cerevisiae
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Basrai MA, Hieter P, and Boeke ] Genome Research 1997 7:768-771




Prediccion de genes en eucariotas

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
Promoter 1 Intren1 T 1 Iintron 2 M Intron 3 (A |

Gene (DNA)
3




Detectar los genes
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Prediccion de genes en eucariotas

¢Como podemos buscar/predecir genes que contienen intrones?

1) Potencial codificador de los cdsExons

* Los exones tienen otra composicion de secuencia que las regiones no-exdnicas
(frecuencias de hexdmeros).

e Estainformacion puede ser usado por métodos de aprendizaje automatizada

2) Seilales como donadores y aceptores
* Los 2 primeros nucledtidos de un intron son en la inmensa mayoria de los casos ‘GT’

(Donador)
* Los 2 ultimos nucledtidos de un intron son en la inmensa mayoria de los casos ‘AG’

(Aceptor)

3) Promotores (islas CpG, composicion de secuencia)
* La busqueda de genes se puede refinar mediante la deteccion de regiones o motifs
asociados al promotor (TFBS, islas CpG)



Usar informacion extrinseca

La idea:

Alinear secuencias de mRNAs conocidos (de otras especies o obtenidas en estudios de
expresion génica) frente al genoma objetivo

— W— PARALOGOUS GENES

DUPLICATION /
i 4

—ill

SPECIATION ORTHOLOGOUS GENES

—ill—{ —

http://biol.If1.cuni.cz/ucebnice/en/glossary.htm



http://biol.lf1.cuni.cz/ucebnice/en/glossary.htm

Usar informacion extrinseca

La idea:

Alinear secuencias de mMRNAs conocidos (de otras especies 0 obtenidas en estudios de
expresion génica) frente al genoma objetivo

Por ejemplo:

* Tenemos una secuencia mRNA de humano y buscamos si esta secuencia también se
encuentra en el chimpancé

* Si encontramos la secuencia y si ademas observamos que no hay mutaciones que
cambien el ORF, podemos concluir que es probable que este gen es funcional también
en el chimpancé

Pero:

iLa prueba definitiva que el posible gen se transcribe y traduce tiene que venir por parte
de experimentos de laboratorio (Northern Blot, Western Blot)!



Alineamiento: similitud de secuencia

ACGTATAGCG ACGTATAGCG

NENNEE NN RN
ACGTA--GCG ACGTAGCG

7\ l

Ungapped: 100% Gapped: 80% 75%




Usar informacion extrinseca

o EI BLAT de ADN esta disenado para encontrar de forma rapida una secuencia en un

genoma dado

o Optimizado para las secuencias con mayor similitud de 95% y mayor longitud que 25
bp = probablemente falla detectar alineamientos mas divergentes o cortos

Human BLAT Search
BLAT Search Genome
Genome: Agsembly: Query type: Sort cutput: Cutput type:
[ Hurnan || Mar. 2005 (NCBI36/hg18) || BLAT's guess v |quenyscore v [hyperlink v

[ subimit ][ I'm feeling lucky H clear ]

Paste in a query sequence to find itz location i the the genome. Multiple sequences may be searched
separated by lines starting with '>' followed by the sequence name.

File Upload: Eather than pasting a sequence, you can choose to upload a text file contaming the sequence.
Upload sequence: | |[ Examinar.. ] [ submit file

Only DMNA sequences of 25,000 or fewer bases and protein or translated sequence of 10000 or fewer letters
will be processed. Up to 25 sequences can be submitted at the same time. The total limit for multiple sequence
subrmissions 15 50,000 bases or 25,000 letters.

For locating PCE. primers, use In-3ilice PCR for best results instead of BLAT,

Kent WJ.

BLAT--the BLAST-like alignment
tool.

Genome Res. 2002



BLAT

>panTro4 refGene NM 001252546
GGGTGGGAGCGCGTGCTGTTGGGAGTTGCTTGGAGGTTGGCGGCGCGGEGEE
CTGAAGGCTAGCAAACCGAGCGATCATGTCGCACAAACAAATTTACTATT
CGGACAAATACGACGACGAGGAGTTTGAGTATCGACATGTCATGCTGCCC
AAGGACATAGCCAAGCTGGTCCCTAAAACCCATCTGATGTCTGAATCTGA
ATGGAGGAATCTTGGCGTTCAGCAGAGTCAGGGATGGGTCCATTATATGA
TCCATGAACCAGAACCTCACATCTTGCTGTTCCGGCGCCCACTACCCAAG
AAACCAAAGAAATGAAGCTGGCAAGCTACTTTTCAGCCTCAAGCTTTACA
CAGCTGTCCTTACTTCCTAACATCTTTCTGATAACATTATTATGTTGCCT
TCTTGTTTCTCACTTTGATATTTAAAAGATGTTCAATACACTGTTTGAAT
GTGCTGGTAACTGCTTTGCTTCTTGAGTAGAGCCACCACCACCATAGCCC
AGCCAGATGAGTGCTCTGTGGACCCACAGCCTCAGCTGAGTGTGACCCCA
G

Alinear frente al genoma mediante BLAT



BLAT

Longitud y coordenadas de Region en el genoma
alineamiento de la secuencia de Cromosoma, hebra, inicio, final
entrada \

Longitud de la regidn

\ en el cromosoma

Score/puntuacion o .
/p _ Similitud de secuencia

BLAT Search Res

ACTIONS QUERY 3CORE 3T HNL Q3IZE IDENTITY CHRO 3 3TART JPAN

browser details panTro4 refGene MM 001252546 | 547 | | 1 551 551 J{99.9%)| 1 4+ 154947147 154951489 (4343 |
hrowser details panTro4 refGene MM 001252546 513 13 551 551 97.6% 14 + 96689332 96689920 539
hrowser details panTrod refGene MM 001252546 503 1 551 551 95.3% 11 + B2920366 82920915 550
hrowser details panTrod refGene MM 001252546 502 32 551 551 98.3% 8 - 81556932 81557451 520
hrowser details panTrod refGene MM 001252546 502 14 551 551 96.3% ¥ 4+ 30635509 30636045 537
hrowser details panTrod refGene MM 001252546 470 76 551 551 99.4% 5 - 61807834 61808309 476
browser details panTrod refGene NM 001252546 463 76 551 551 99.2% 10+ 29986364 29987339 476
browser details panTrod refGene NM 001252546 383 13 551 551 91.3% 5+ 143818706 143819276 571
browser details panTrod refGene NM 001252546 93 14 130 551 89.8% 13 - 9115818 9115934 117
browser details panTrod refGene NM 001252546 26 492 534 551 71.5% z2 o+ 7182735 7182816 32
browser details panTrod4 refGene NM 001252546 24 452 480 551 76.0% 4 - 24220330 24220354 25
browser details panTro4 refGene NM 001252546 24 292 316 551 100.0% 1 - 62669892 62669936 45
browser details panTro4 refGene NM 001252546 23 485 507 551 100.0% 11+ 907550 907572 23
browser details panTro4 refGene NM 001252546 20 398 415 551 100.0% 3 - 155686371 155686390 20




BLAT: Resuelve la estructura génica

gtgotoogty
aaggtoccaty
ctggaattat
aacatagcct
actoctgacat
gygcatttgte
coogtttoty
GTCCBTLALDL
GCAGLGT
goactygota
aataagatty
cttocoocte
aaataagact
acctocotgta
tatagcotga
atgtgttota
cacccageoty
catagcaaaa
acttoctgggt
aaagatctoga
gygttgtacat
toagidCCTE
FAAATGLAGC
TTACTTCCT
CTCACTTTGA
ALCTGETTTE
FAGTGCTCTE
gatgtygctot
tttgagacca

Dos exones de
NM_001252546
(chimpancé) alineados
en el genoma humano
(bases en azul)

gygoctoccat
aagycoggaga
tcactaattt
gtatttotag
caaaaaccady
taagagacty
ttacagiCaT
CCCATCTGAT
CAGGGATGEG
aaaacaacca
tataacccaa
cagtogtggy
aaaatatcty
atctttocatt
tocatagocoo
aataagcaaa
cocaggcaasaa
gaactgatat
ctgottotaa
gtgggtgata
agaatggtyt
ACATCTTGCT
TGFCARGCTR
ALCATCTTTC
TATTTALALG
CTTCTTGAGT
TGFACCCACK
gtatccagaa
tggotgttac

tatgttgtag
aaatgtgoct
gtatttttaa
ctyoctgotac
tLtttcttto
tatctgytac
GTCATGCTEC
GTCTGAATCT
TCCATTATAT
tatagaacty
atagggagat
JUattttttt
gUaagttoag
caatcagagy
tgootoatto
gyaaagtata
ctaataagyy
taacaattct
ggccatatyo
gqotaggaagdg
gagottygtot
GTTCCGLCEC
CTTTTCAGCC
TEATAACATT
ATGTTCALTR
AFAGCCACCAE
GCCTabAGCTE
cacacttgyo
agggatocaty

ataatcaact
toaacttaag
tatactotog
cocacaataa
ctEtottoge
taacataaat
CCAAGGACAT
CAATGEL L
CATCCATAL
ctacactgag
aggaaatggt
Adaaaaaaaac
agacaaccty
grattotitt
tocatcgaaa
tttattgata
acaccotggy
grtacttggca
ttaagtottt
tyytagtyga
cttagattto
CCACTACCCA
TCAAGCTTTA
ATTATGTTGE
CACTGTTTGA
CCACCATAGC
AGTGTEACCE
agatgaagga
taaacttgot

agaagactat
tyctcattca
gqaatttatat
aattatataa
cttgtaaaca
toccococcactto
AGCCALGCT:
ATCTTGGCGT
CCAFgtCcagt
agaatgaaay
ttactggtto
tagtgaccaa
tcactgaaaa
taaggccaca
acattotbgy
agacaccaga
gotgtataaa
gacagtccag
atttagttat
atacactata
coctcactott
AGARLACCALA
CACAGCTGTC
CTTCTTGTTIT
ATGTGECETGGET
CCAGCCAGAT
CAl-aagccac
agcatctgag
gt

154350196
154350246
154350296
154350353465
154350396
154350445
1543504965
1543505465
154350596
154350645
1543506596
1543507465
154350796
154350845
154350896
154350945
154350995
154351045
154351096
1543511465
154351196
154351246
154351296
15435135346
154351396
154351445
154351496
154351545



BLAT: Alineamientos

Q00000135
e
154950463

ooo0oolas
PEPEREERE
154950513

Qo0oooz3s
e
154950563

000000263
PEEEREEFE
154951201

000000313
PREIREREE
154951251

000000363
FEEEERERE
154951301

0oooo0413
PEEERERRE
154951351

000000453
PRRRRERRE
154951401

0000005813
PRRRPERPE
154951451

acatgtcatgotgcocaagyacatagocaayotyytcoctaaaaccoate 000000154
(AR R RN R RN R R AR R AR R R R N R R
acatgtcatgotgococcaaggacatagocaayctygbcoctaaaaccoate 154950512

tgatgtoctgaatotyaatggagyaatottgycyttcagcagagtcagyga 000000234
TETTREEERET e e e e e et e bbb e e e e i e b e e i el »eeeiees=e>
tgatgtotyaatotyaatgyaggaatottyycyttocaycagagtoagyga 154950562

tgggrocattatatgatocatyaaccay 000000262
FEEETTEETIEEEI TR TR EET T 232k
tgggtccattatatgatccatgaaccag 154950590

aacctcacatcttyctgttccggocgoccactacocaagaaaccaaagaaa 000000312
(AR R RN AR R RN R AR RN R NN RN R e el
aacctcacatcttyctgttccggocgoccactacocaagaaaccaaagaaa 154951250

togaagotggcaagctacttttcagoctcaagqotttacacagqotgtoctta 000000362
(AR R R RN AR RN R RN R RN RN R NN RN R R
taagctyycaayctacttttcagoctoaaqctttacacaqotytoctta 154951300

Cttoctaacatctttoctyataacattattatgttgocttcttgtotctoca 000000412
(AR R RN R RN R RN R RN AR R NN RN R R
cttoctaacatctttotgataacattattatgitygocttottgittoctoa 154951350

ctttgatatttassagatgticaatacactytttgaatgtgctggtaact 000000462
(AR R RN R R RN RN R R RN AR RN RN RN e e s
ctttygatatttassagatgticaatacactytttgaatgtyctyytaact 154951400

goctttgotictigagtagaqccaccaccaccatagoccagocagatgagt 000000512
(AR R R RN RN RN R R RN RN RN R R RN R o
gotttygctiottyagtagagccaccaccaccatagoccagocagatgagt 154951450

gotoctygtgyacccacagoctcage tgagtgtgaccocay 000000551
FEETETTETE R e e e terre e e e i b i i »eesesse
gotoctgtgyacccacagoctaagqe tgagtgtgacceocay 154951459

gtyctoogty
aaggtcoaty
ctggaattat
aacatagcct
actctgacat
gygcatttgte
coogtttoty
GTCCCTAMDRL
TCAGCAGAGT
goactggota
aataagattg
cttcoccooto
aaataagact
acctcctgta
tatagcctga
atgtygttota
caccoagoty
catagcaass
acttotoggyt
aaagatctga
ggttgtacat
CoaglaCCTe
GLALTGAALD
CTTACTTCCT
CTCACTTTGA
AACTGCTTTG
GAGTGCTCTG
gatgtgotct
Lttgagacca

qUyctoocat
aaggoggaga
tcactaattt
gratttotad
caaaaaccaqg
Laagagacty
ttacagilCAT
CCCATCTGAT
CAGGGATGGE
aaaacaacca
tataacccaa
cagrootogg
aaaatatcty
atctttocatt
tcatagocco
aataagoaaa
coaggcasaa
qaactgatat
CcLgctLotaa
gtggotoata
agaatggtgt
ACATCTTGLT
TGGCALGETA
ABCATCTTTC
TATTTALBLG
CTTCTTGAGT
TGGACCCACL
gratccagaa
Lgyctgttac

tatgttgtay
aaatgtgocot
gratttttasa
ctgotgotac
L) % o ot e o Y
tatctggtac
GTCATGCTGC
GTCTGAATCT
TCCATTATAT
tatagaacty
atagygagat
goattttttt
gyaagttoag
caatcagagg
tgootoatto
goaaagtata
ctaataago
taacaattot
gyocatatgo
gCtggggagy
gagcttgtot
GTTCCGGECGE
CTTTTCAGCC
TGATAACATT
ATGTTCALTR
AGAGCCACCA
GCCTabzCTE
cacacttggo
agyyatcaty

ataatcaact
taacttaag
tatactoctog
Ccocacaataa
ctbbobbogs
taacatasat
CCAAGGACAT
GAATGGAGGA
GATCCATGAR
ctacactgad
aggaaatogt
aaaaaaaaac
agacaacctog
gtattoCttt
tocatocgaaa
tttattgata
acaccotydd
gtacttdgoa
ttaagtottt
tyytagtyga
cttagattto
CCACTACCCA
TCALGCTTTA
ATTATGTTC
CACTGTTTGA
CCACCATAGC
AGTGTGACCE
agatggadga
taaacttgot

agaagactat
tgotocattoa
gaatttatat
aattatataa
cttgtaaaca
Locococcactto
AGCCAAGCTG
ATCTTGGLGT
CCAGgtocagt
agaatgaaag
ttactgotte
tagtgaccaa
tcactgaaaa
taaggccaca
acattottgg
agacaccaga
gotgtataaa
gacagtooag
atttagttat
atacactata
cctcactoctt
AGALACCALD
CACAGCTETE
CTTCTTGTTT
ATGTGCTGEGET
CCAGCCAGAT
CACaagocac
agoatotgag
g o

154950196
154950246
154950296
15495035346
154950396
154950446
154550496
154950546
154950596
154950646
154950696
154950746
154950796
154950546
1549505896
154550946
154950996
154951046
154951096
154951146
154951196
154951246
154951296
154951346
154551596
154951446
154951496
154951546



