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GENOMICA

CONCEPTO

Conjunto de investigaciones orientadas a la
localizacién y secuenciacién de los genes,
ademas de la determinacion de la funcién de
las proteinas que ellos codifican.
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Construir un mapa fisico del genoma
*Mamiferos: Homo sapiens
L evaduras: Saccharomyces crevisiae

*Bacterias: E. Coli, Hemophilus influenzae, mycoplasma




Conceptos basicos

Biologia/
Ingenieria genética

La célula SUtae e

Célula formada por tres
tipos de macromoléculas
Lipidos
Proteinas
Acidos nucleicos:
DNA
RNA




DNA - RNA - Proteinas

Traduccion

Transcripcion

Funcion

Polymerase Chain Reaction (PCR)
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Enzimas de Restriccion
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Alul and Haelll produce blunt ends

BamHI Hindlll and EcoRl produce “sticky” ends

;Qué es un vector de clonamiento?

Es una molécula de
ADN que sirve para el
transporte y la

amplificacién de los
fragmentos del

genoma. _
Hindlll

Crigin (1900)
(4300-2500)

Marker
(2300-3600)




Plasmid

Foreign DNA
Cleavage sites i 2 3

i Cleavage by EcoRI
¢endonudem

Plasmid chimera

Clonamiento de genes

) Biological 2
process A |
under study

v
Identify "A" gene
by classical
genetics. )

Extract vector lmm baclerla
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Cut DNA mto fragmenls o ‘ Open up vector. :
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Make reoonlpmam DNA.
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Introduce into bacteria to clone.
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Select clone with gene A.
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DNA genoémico

Enzimas de restriccion
\ fragmentan el DNA

Cut chromosomal DNA Wlth
a restriction enzyme

O

Cut vector DNA with the
same restriction enzyme
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Ligate chromosomal fragments with the cloning vector

Método de Sanger para secuenciar DNA

Primer for
replication

Primed DNA

Prepare four reaction mixtures, +

include in each a different j:L
replication-stopping nucleotide ! \
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o~ sl Separate
4 Replication —~ products by
Primer productsof « -  gel electrophoresis

“C" reaction
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Read seqence as :
complement of bands Oligonucleotide length
containing labeled strands




Gendmica

Metodologias/
Usos

A Metodologias usadas en genomica

Clonamiento de DNA y produccion de
“librerias” gendémicas o genotecas

Obtenciéon del genoma a clonar (concepto de
“genoma”)

Uso de Vectores
Generacion de librerias
Secuenciacion de DNA

Sintesis de cDNA (diferencia entre librerias
de DNA y cDNA)




= e e Cut DNA with

PRVOVOVOVL/ restriction enzymes

Fragment 1 Fragment 3
Fragment 2 Fragment 4

Insert fragments
into vectors

Introduce vectors
into bacteria
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Colonias de bacterias

en una placa de Cada colonia es un clon
cultivo A)

El fragmento de DNA clonado se
replica y amplifica en el interior de
la bacteria huesped
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4| Etapas de un proyecto de
é/ gendmica

bl

\\ clonamiento.
A Secuenciacion del DNA

Ordenamiento o ensamblaje de las
secuencias obtenidas

Analisis e interpretaciéon de las secuencias

'\ Fraccionamiento del DNA genémico y

/

d
4/ Clonando el genoma

LAY Dos alternativas:

Clonamiento del genoma completo.

El genoma contiene secuencias
codificantes (genes) y no codificantes
(¢Funcién?). ;Como optimizar el
clonamiento, de modo de tener que
secuenciar solo los “genes”?




Clonamiento de cDNA (solo “genes”)
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Secuenciacion de cada fragmento
clonado




Ordenamiento de las secuencias o

) “ensamblaje”
A AGTCACAACTTGAGCT

GCTAGCCTATGCAGTGC

AGTCACAACTTGAGCT

GCTAGCCTATGCAGTGO

]

iijBioinformatica, mucho
mas rapido y sin errores !!!

e
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£/ Ensamblaje de secuencias
y de un genoma
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GAP SINGLE STRANDED




. Como se
iIdentifican los
“genes” en una
secuencia?

A . Como son los genes de
S5/ . .
y organismos procariontes?

Gene Structure - Prokaryotes

Regulatory  Promoter Start codon Stop codon
Region

Genes to proteins

DNA
open reading frame ¥ R
UTR Start codon & & Stopcod.o{' %




/ﬂ . Como son los genes de
organismos eucariontes?

Gene Structure - Eukaryotes

e

5 -— G _— 3
Regulatory  Promoter Exonl Intronl Exon? Intron2 Exon3 Intron3 Exond
Region

pre-mRNA

5 UTR ¥ UTR
splice donor (G} splice acceptor (AG)

mature

— el TRNA

5 UTR 3 UTR PolyA
S colion Stopcoddn o

;. Como se identifican los “genes”
en una secuencia ?

Presencia de marcos de lectura abierta (ORFs)

Presencia de sefales de inicio y término de la
transcripcion y traduccién

Presencia de secuencias senal de procesamiento
de intrones

Posibilidad de similitud de la secuencia con la de
otras proteinas conocidas (busqueda en bases
de datos)




/1 ;. Como deducir la secuencia de aminoacidos de una
proteina a partir de la secuencia de DNA?

Usar cédigo genético (Tabla de codones)
ATG CCA GCT CTC GAT AGT GCG TGA

Met- Pro - Ala - Leu - Asp - Ser -Ala -STOP

iiiBioinformatica, mucho
mas rapido y sin errores !!!

£ APLICACIONES DE LA
INVESTIGACION DE LOS GENOMAS

Medicina molecular
Gendmica microbiana
Medicina forense

Agricultura, manejo del ganado y
bioprocesos




Los proyectos de secuenciacion de
genomas son un primer paso, pero falta lo
mas importante...

. !

Conocer la funcion
gue esos genes
cumplen

¢ ;Qué hacen esas proteinas?
e ;Como participan en el metabolismo celular?

e ;Como se regula su funcion?

Gene Annotation is an Ongoing Project
Cenome size 4.6 Mbp
‘ Predicted ORFs 4289
- ‘Functionally assigned" 2377

Cenocme size 100 Mbp
Predicted ORFs 200931
‘Functionally assigned' 3411

> 8,000 listed as 'hypothetical'

Cenome size 3.3 Cbp
Predicted ORFs 22980 (30,000+7)
‘Functionally assigned' ~2- 5000




