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Resum

Durant el segle xx es va establir la naturalesa molecular dels gens —les unitats
basiques de I'heréncia biologica— i dels processos involucrats en el flux d'in-
formacié dels gens a les proteines. La generalitzacié de les técniques de se-
qlienciacio va facilitar I'obtencié de la sequiéncia dels genomes, pero la seva
utilitat és limitada sense un mapa dels gens. Per tal de construir-lo, hom utilit-
za una combinacié de metodes experimentals i computacionals. Les noves
tecnologies que permeten I'obtencié de la seqiiéncia completa dels RNA mis-
satgers son les preferides, pero no sempre es poden utilitzar. Per aquest mo-
tiu, els métodes computacionals sén essencials. Aquests metodes inclouen
la localitzaci6 de regions en el genoma amb uns biaixos en la composicié de la
seqliéncia caracteristics de les regions codificants de proteines. Els projectes
en marxa que seqiienciaran el genoma de totes les espécies eucariotes faran
necessari el desenvolupament de métodes computacionals cada cop més
acurats i eficients.
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From genome to genes

Abstract

In the 20th century, scientists established the molecular nature of genes - the
basic units of biological inheritance — and of the processes involved in the flow
of information from genes to proteins. The generalization of sequencing tech-
niques facilitated the determination of the sequence of genomes, but their
usability was limited without a map of all the genes involved. In order to build
it, a combination of experimental and computational methods are used. The
new sequencing technologies that allow the determination of the complete
sequence of messenger RNAs are preferred, but they cannot always be used
and this is why computational methods are essential. These methods include
the identification of regions in the genome with sequence composition biases
similar to those in the regions known to code for proteins. The ongoing proj-
ects that will sequence the genome of all the eukaryote species will make it
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La naturalesa molecular dels gens

El terme gen va ser introduit I'any 1905 per
Wilhem Johansen, per referir-se als «factors»
hereditaris que Gregor Mendel havia propo-
sat, mig segle abans, com a responsables dels
trets observables dels individus. A principis
del segle xx, es va determinar que els gens es-
taven situats als cromosomes, i el primer mapa
genétic es va construir 'any 1913. Aquest
aveng va ser seguit pel desenvolupament de
mapes de més resolucio i el calcul de distancies
entre gens. Tots aquests models es van cons-
truir sense coneéixer la naturalesa quimica del
material hereditari, pero dos grups de cienti-
fics, Oswald Avery, Colin MacLeod i Maclyn
McCarty (Avery et al. 1944), primer, i Alfred
Hershey i Martha Chase (Hershey i Chase,
1952), després, van demostrar que es tractava
d’acid desoxiribonucleic (DNA). El pas final
en la caracteritzacié d’aquesta molecula va ser
el descobriment de la seva naturalesa polime-
rica fet per Watson i Crick 'any 1953 (Watson
i Crick, 1953). Al mateix temps, Frederick
Sanger desenvolupava metodologies de se-
quienciacié que van permetre caracteritzar la
seqiiencia de proteines i, dues decades més
tard, la seqtiéncia del DNA (Sanger i Tuppy,
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necessary to develop more accurate and efficient computational methods.

KeyWO'rdS: annotation, sequencing, genes, ab initio predictors.

1951; Sanger et al., 1977). Sanger va ser guardo-
natamb un Premi Nobel per cadascun d’aquests
descobriments.

Parallelament a aquests avengos en l'es-
tructura molecular del material hereditari,
George Beadle i Edward Tatum van establir
I'equivaléncia entre gens i proteines el 1941
(Beadle i Tatum, 1941). Poc després, George
Gamow va establir la relacié entre les seqiién-
cies d’aquestes dues biomolécules (Gamow et
al., 1956) i el 1961 Sidney Brenner, Frangois
Jacob i Matthew Melenson van descobrir I'acid
desoxiribonucleic (RNA) (Brenner et al.,
1961). En concret, van descobrir '/RNA mis-
satger (nRNA), que era la biomolécula que va
permetre explicar com la informacié codifica-
da en el DNA, que es trobava dins el nucli, po-
dia arribar al citoplasma, on es produeixen les
proteines. Se sabia que hi havia d’intervenir
una tercera molécula, i aquests tres cientifics la
van identificar. Un mes després, Jacob i Jaques
Monod van descriure 'mRNA en profunditat i
en van destacar la possible funcié reguladora
(Jacob i Monod, 1961); i poc després d’aquest
descobriment, van definir la correspondeén-
cia entre els triplets de nucleotids de les se-
quiéncies de DNA i mRNA (codons), i els ami-
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noacids, que formen la seqiiéncia de les protei-
nes. E1 1970, recopilant els avencos fets des de
principis de segle, es va establir el dogma cen-
tral de la biologia molecular (Crick, 1970), el
qual estableix que «el DNA que resideix al nu-
cli es transcriu a mRNA, que es desplaga al ci-
toplasma, on successivament es tradueix a pro-
teina».

A partir d’aquests treballs i d’altres, i un
cop establerta la naturalesa molecular dels
gens, es va anar configurant una visié de com
la informacié genética és configurada en la se-
queéncia del DNA dels cromosomes d’acord
amb la qual els gens correspondrien a regions
(loci) d’aquesta seqiiencia, separades les unes
de les altres, cada una de les quals especificaria
la seqiiencia d'un mRNA, el qual, al seu torn,
especificaria la seqiiéncia d’aminoacids d’una
proteina.

Anotacié génica

Entenem per anotacio génica el procés mitjan-
cant el qual s’identifiquen els gens codificats
en la seqiiencia genodmica. A part de la seva
ubicacid al genoma, cada gen té una estructu-
ra interna. Aquesta estructura es compon
d’exons i introns i és determinada pels proces-



sos d’empalmament (splicing, en angles) alter-
natiu i maduraci6 als quals se sotmet 'mRNA
després de produir-se amb la transcripcid. El
procés d’empalmament consisteix a elimi-
nar les regions introniques de 'mRNA i con-
catenar les regions restants conegudes com a
exons. Aquest procés esta mediat pel complex
de tall i uni6 (spliceosome, en angles), i és res-
ponsable que hi hagi una diversitat més gran
d’RNA missatgers que de gens. Utilitzant les
estadistiques de 'anotaci6 de GENCODEv39
(Frankish et al., 2021) per al genoma huma,
hi ha 3,98 vegades més transcrits que gens
(244.939161.533, respectivament).

L’objectiu del procés d’anotacié d’un ge-
noma és identificar tots els gens presents en
aquell genoma, determinar les coordenades
exactes de tots els exons i introns (figura 1) i
assignar la funcié o funcions corresponents a
cada gen (Brent, 2005; Harrow et al., 2009). La
identificacié de la posicio6 de tots els elements
d’un gen en el genoma 'anomenem anotacié
estructural, mentre que el procés d’assignar la
funcid corresponent a cada gen és 'anotacié
funcional.

Centrant-nos en I'anotacid estructural,
tenint en compte la naturalesa de I'estructura
interna dels gens, es poden utilitzar diferents
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enfocaments per arribar a una anotaci6 géni-
ca precisa. L’obtencié experimental de la se-
quéncia 'mRNA és la via més directa, i es va
comengar a implementar a finals del segle an-
terior amb el desenvolupament dels primers
metodes de seqiienciacio. Una manera alter-
nativa d’identificar gens és fer prediccions
mitjangant eines computacionals que poden
calcular metriques sobre la seqiiéncia del ge-
noma i determinar quines regions tenen més
probabilitat de codificar proteines. Aquest se-
gon grup de metodes es van poder comengar
a desenvolupar i aplicar un cop es van veure
les caracteristiques distintives de les regions
amb gens respecte de les regions en qué no
n’hi havia.

Tots dos enfocaments han evolucionat des
de les primeres implementacions, i en la majo-
ria de protocols d’anotaci6 es complementen
amb l'objectiu d’identificar I'estructura exacta
de tots els gens en el genoma de qualsevol es-
pécie seqiienciada.

Les segiients seccions d’aquesta revisio se
centraran en els avencos fets en les eines ex-
perimentals i computacionals per obtenir I’es-
tructura dels gens, i en els passos seguits per la
majoria de metodes d’anotacid geénica (pipe-
lines, en angles).
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Obtencid experimental

de l'estructura génica

Amb els grans avengos en el camp de la biolo-
gia molecular durant les décades de 1970 i
1980, els investigadors van poder estudiar re-
gions especifiques del genoma amb un detall
sense precedents. L’interés principal se centra-
va en aquells loci relacionats amb malalties que
havien estat préviament cartografiats en el ge-
noma. Tanmateix, un cop disponible la se-
qiiencia de nucleotids de la regid, la seqiiencia
exacta del gen codificat en aquella regi6 no era
facil d’aconseguir, ja que les seqiiéncies dels
exons i dels introns no es poden distingir facil-
ment, i aix6 és imprescindible per poder tro-
bar marcs de lectura oberta (ORF, de I'anglés
open reading frame). Aquestes son les regions
dels gens que contenen la seqiiencia que codi-
fica la proteina final.

Com que la seqiiéncia genomica no era su-
ficient, es van desenvolupar estratégies per ob-
tenir la seqiiéncia de 'mRNA, on es poden
buscar directament els codons d’inici i aturada
que defineixen 'ORF. La seqiienciacio directa
de 'mRNA no era possible, i la millor alterna-
tiva era utilitzar un pas intermedi per retro-
transcriure la molecula d'mRNA a DNA com-
plementari (cDNA), ja que aquesta si que es
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4 Figura 1. Visualitzacié de la posicid i 'estructura interna d’un gen. a) Posicid, també anomenada loci, de 8 gens a la regié p22.2 del cromosoma X d’huma.
Representacio dels gens reduida a un Unic transcrit per gen. b) Descripcié de I'estructura interna del gen FANCB. S'observen tots els exons i els introns d'aquest
genitambé els llocs d’acoblament. El canvi exé-intré I'anomenem lloc donador i 'intré-exd, lloc acceptor. Figura extreta d'http://genome.ucsc.edu (Lee et al., 2022),
amb les anotacions de Morales et al. (2022) [consulta: 15 marg 2022].
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podia seqiienciar amb els protocols de seqiien-
ciacié de DNA ja desenvolupats. Aquesta en-
cara és actualment una de les técniques més
utilitzades per obtenir la seqiiencia d'mRNA.
Havent trobat aquesta alternativa, hi havia un
altre obstacle. Les lectures de seqiienciacid
més llargues produides per les diverses tecni-
ques de seqiienciaci6 disponibles fins al mo-
ment no eren suficients per cobrir tota la
molécula d'mRNA. A causa d’aix0, els mRNA
s’havien de retrotranscriure a cDNA i frag-
mentar-se en segments prou petits que si que
es podien seqiienciar de manera completa. Fi-
nalment, es necessitava un procés d’assemblat-
ge per reconstruir les molécules d'mRNA a
partir de tots els fragments seqiienciats. Aquest
procés era especialment complex perqué no es
podien aillar només les molécules d'mRNA
d’interés, tret que es tingués coneixement a
priori de la seqiiencia.

Els meétodes experimentals per determinar
estructura de '/mRNA s’han actualitzat des de
les primeres versions (Wang et al., 2009). El
volum de dades generat és més gran i les dades
son de millor qualitat, i els metodes per analit-
zar-les també son millors i més eficients.
Aquests canvis es tradueixen en la capacitat de
determinar Pestructura dels gens de manera
molt més precisa.

Entre les millores més rellevants, en 'am-
bit experimental, que faciliten el procés d’ano-
tacié génica podem trobar el desenvolupa-
ment de técniques de seqiienciacié ’RNA
(RNA-seq) de lectura llarga i técniques de se-
quenciacié directa. En aquests moments, hi ha
dues tecnologies principals per RNA-seq de
lectura llarga. La primera es basa en la capa-
citat de detectar la incorporacié d’un dnic
nucleotid en una cadena de DNA; aquesta in-
corporacio esta catalitzada per una DNA-
polimerasa unida a la molécula de DNA que es
vol seqiienciar (Schadt et al., 2010). La segona
fa Gs de la capacitat de detectar canvis en un
camp eléctric que s’indueixen quan cada nu-
cleotid d’'una molecula de DNA passa per un
porus (Clarke et al., 2009). Un avantatge
d’aquesta segona tecnologia és que fa possible
seqiienciar directament les molécules ’RNA,
sense necessitat de copiar-les a cDNA.

Pipelines d'anotacio génica

El procés d’anotacié no té uns requeriments
estrictes i els investigadors que volen produir
una anotacio ho fan seguint els meétodes que
els semblin més adequats en cada cas. Tot i
aixo, hi ha un conjunt de passos que sén els
més habituals i els utilitzats per les pipelines
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d’anotaci6 dels principals centres que generen
i publiquen més anotacions (Aken et al., 2016;
Thibaud-Nissen ef al., 2013).

El primer pas abans d’iniciar el procedi-
ment d’anotacié ha de ser comprovar la quali-
tat de la seqiiencia del genoma. Idealment,
hauriem de disposar d’'una tnica seqiiéncia
per a cada cromosoma, pero, ateses les limita-
cions tecnologiques, aixo sovint és dificil, i
molts cops les seqiiencies dels cromosomes es-
tan fragmentades. Mirant les estadistiques del
genoma, centrant-nos en el nombre de se-
quiéncies i la seva llargada, i comparant-ho
amb el nombre de cromosomes esperats, es
pot veure com és de fragmentat el genoma.
Aix0 influira en 'anotacio, ja que alguns gens
poden caure a les unions entre seqiiéncies i es
dividiran en dos o més gens diferents. Un altre
procés més elaborat consisteix a utilitzar el
metode BUSCO (de Iangleés benchmarking
universal single-copy orthologs) (Simao et al.,
2015) per avaluar la integritat del genoma.
Aquest meétode es basa en la recerca d’'un con-
junt de gens conservats en totes les espécies
d’un grup taxonomic concret, i que haurien
d’existir en el genoma que es vol anotar; infor-
ma, aleshores, de la preséncia o abséncia
d’aquests gens, aixi com de possibles duplica-
cions o fragmentacions. Manni et al. (2021)
indica els protocols que cal seguir per avaluar
la qualitat de les seqiiencies genomiques.

Un cop s’ha comprovat que la qualitat del
genoma és suficient per poder iniciar el procés
d’anotacid, la disponibilitat de dades experi-
mentals determinara quins protocols es poden
seguir. Quan hi ha dades transcriptomiques de
I'espécie que es vol anotar o d’una espécie pro-
pera, s’utilitzen per aconseguir una identifica-
ci6 més precisa dels gens en el genoma. En cas
contrari, quan no hi ha dades transcriptomi-
ques disponibles de I'espécie en estudi ni de
cap espécie propera, es poden usar procedi-
ments alternatius, perd amb 'inconvenient
que la qualitat de 'anotaci¢ final és pitjor.

Métodes dependents

de la disponibilitat de

dades transcriptomiques

El millor enfocament per determinar la ubica-
ci6 il'estructura dels gens és alinear I'evidéncia
transcriptomica amb el genoma en estudi.
Aquesta evideéncia transcriptomica pot tenir la
forma de dades d’'RNA-seq de lectura curta o
de lectura llarga procedents de la mateixa es-
pecie o d’una especie evolutivament propera.
El cas ideal és utilitzar dades transcriptomi-
ques de lectura llarga de la mateixa especie de
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la qual es vol anotar el genoma. Si és possible,
és encara millor tenir les dades transcriptomi-
ques del mateix individu del qual es va obtenir
el genoma.

Després de la comprovacié de la qualitat
inicial de les dades d’'RNA-seq, s’han d’alinear
amb el genoma. Aquest pas és clau per poder
construir després els models dels gens i els seus
mRNA. L’alineacié de seqiiéncies d’'RNA-seq
amb el genoma permet identificar els llocs
d’acoblament (splice sites, en angleés) i les posi-
cions dels introns, les quals sén indicades per
interrupcions en alineament (figura 2). També
permet identificar parcialment les regions
exoniques en queé s’alineen lectures senceres.
Aquesta informaci6 pot ser utilitzada per di-
versos programes que construeixen els models
de gens i transcrits més probables. Si fem ser-
vir RNA-seq de lectura llarga, el procés d’as-
semblatge del model de transcripcié és més
senzill, ja que les cadenes continues d’exons i
introns sén capturades de manera completa
per les seqiiéncies. Les dades generades amb
les primeres versions d’ RNA-seq de lectura
llarga eren propenses a errors i el procés
d’alineacié tampoc no era trivial. Actualment,
amb els avengos de les tecnologies de seqiien-
ciacio, s’obtenen dades de més qualitat i aquest
problema s’ha minimitzat.

Métodes independents
de la disponibilitat de
dades transcriptomiques
Després d’utilitzar les dades experimentals per
generar el primer conjunt de transcrits alta-
ment fiable, es pot combinar I'is d’altres meto-
des per afegir nous models de gens. Aquests es
basen en Ialineaci6 de la informacio disponible
en bases de dades publiques o analitzen les pe-
riodicitats i els biaixos de les regions codifi-
cants del genoma per suggerir gens potencials
que codifiquin proteines, alguns dels quals po-
drien no haver estat detectats en el procés
d’alineaci6 de les dades d RN A-seq. La majoria
d’aquests meétodes son sensibles a les regions
repetitives o de baixa complexitat i, per aquest
motiu, necessiten un fitxer amb la seqiiéncia
completa on aquestes regions que se sap que no
acostumen a tenir gens estiguin senyalades
d’una manera diferent de la resta. Els genomes
que estan en aquest format s’anomenen geno-
mes emmascarats (masked genomes, en angles).
El procés d’emmascarament del genoma
consisteix a identificar regions de DNA de bai-
xa complexitat i regions amb elements repeti-
tius (Hancock, 2002). Es pot fer ab initio o ba-
sant-se en biblioteques de regions repetitives.
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4 Figura 2. Representacié simplificada del procés d’'RNA-seq. En primer lloc, s'obtenen els mRNA
cellulars que s’han produit en el procés de transcripcié i la maduracié posterior, durant la qual els
introns sén eliminats. Al laboratori, aquests mRNA es retrotranscriuen a cDNA. Les molécules resultants
es fragmenten en trossos més petits, els quals poden ser seqiienciats de manera completa. Un cop
s'obtenen les sequiéncies d’aquests fragments, s'alineen amb el genoma de I'espécie que es vol anotar.
En funcié de si els fragments seqlienciats provenien d'una regi6 que corresponia a un mateix ex o es
trobava a la interseccio entre dos exons, ens donara informacié de la localitzacié dels introns i dels llocs
d’acoblament o només de la localitzacié dels exons. Elaboracié propia.
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Si no s’ha emmascarat previament el genoma
de cap espeécie estretament relacionada, el mi-
llor enfocament és utilitzar un metode ab ini-
tio. Aix0 requereix més temps, pero analitza la
seqiiencia en detall i troba regions que es repe-
teixen en diferents regions del genoma, aixi
com aquelles amb una composicié esbiaixada
a causa de les repeticions de seqiiéncies curtes.
El segon enfocament, basat en una biblioteca
de regions repetitives de referéncia, és més ra-
pid, ja que busca regions del genoma que tin-
guin la mateixa seqiiéncia que les proporcio-
nades d’entrada, perd també pot ser inexacte
en cas que les regions repetitives del genoma
que es vol emmascarar siguin molt diferents
de les descrites per la biblioteca de regions re-
petitives utilitzada (Storer et al., 2021).

Entre els metodes que requereixen el ge-
noma emmascarat i que aprofiten les bases de
dades publiques, es troben els meétodes que
alineen seqiiéncies de proteines directament a
la seqiencia de DNA (Iwata i Gotoh, 2012). De
manera similar a les dades d’RNA-seq, aquests
alineaments sén informatius per identificar les
regions exoniques, pero també els llocs d’aco-
blament potencials. Aquest és un métode basat
en ’homologia, i els models d'mRNA cons-
truits amb aquestes dades poden ser fiables,
encara que menys que els generats a partir de
dades d’'RNA-seq.

L’altra font de models de gens i ' mRNA
son els predictors de gens ab initio (Scalzitti et
al., 2020). Es tracta de programes que, utilit-
zant només el conjunt del genoma emmasca-
rat i un fitxer de parametres, prediuen les es-

tructures geniques d’aquesta seqiiéncia.
Aquests metodes es basen en el biaix en I'tis de
codons que exhibeixen els exons, és a dir, en el
fet que en les regions que codifiquen protei-
nes, a diferéncia de les no codificants, els dife-
rents codons no apareixen amb freqiiéncia
idéntica (figura 3). El biaix en I'ts de codons
en les seqiiencies codificants és conseqiien-
cia, en primer lloc, de I'is desigual dels ami-
noacids en les proteines. Es a dir, en les protei-
nes hi ha aminoacids que apareixen amb molta
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més freqiiencia que d’altres (per exemple, en
les proteines dels vertebrats, més del 8 % dels
aminoacids son lisines, mentre que només
I'1 % son triptofans). En segon lloc, el biaix és
conseqiiencia de I'is desigual de codons sino-
nims per un mateix aminoacid. Shan desenvo-
lupat nombrosos meétodes per mesurar aquests
biaixos (Guigo, 1997).

Cadascun dels programes té les seves par-
ticularitats, pero els fitxers de parametres re-
querits contenen informacié similar per mode-
lar, principalment, les regions de codificants,
els llocs d’acoblament i els introns (figura 3).
Idealment, aquests fitxers de parametres es ge-
neren amb un procés d’entrenament basat en

“us d’'mRNA reals, obtinguts de la mateixa es-
pecie que es vol anotar, i ajustant els parame-
tres progressivament fins a arribar a una bona
prediccié d’aquests gens coneguts. Un incon-
venient d’aquest tipus de metodes és que
aquest entrenament només és possible quan hi
ha dades experimentals disponibles per a
aquella espécie. Hi ha diverses maneres d’abor-
dar aquest problema. Un és desenvolupar me-
todes d’autoentrenament que no requereixin
cap conjunt de gens coneguts per generar el
fitxer de parametres, pero la solucié més habi-
tual és utilitzar fitxers de parametres entrenats
en espécies taxonomicament properes.

Durant els proxims deu anys, gracies a pro-
jectes com I'Earth BioGenome Project (EBP)
(Lewin et al., 2022) i els seus projectes afiliats,
com la iniciativa catalana per a 'EBP (CBP, de

donadors
acceptors

\

: :
. .
\ .
PN |k
‘A

i
| i A
o .
'
of
J

(
¢
\
iR
i
FR
[
1]

s

Bupyds 3p $I0]| 3p Q1IIP3Ld

S0 o 200 400 600 800

1.000

1200 1400 1.600 1.800

Posicié sobre la seqiiéncia gendmica

4 o6 0000 c 00000 s s e e 000 s s e e 000 s s e e 000 csee 000 cssee00cscee00cssse 0000 scs 0000 s 0

4 Figura 3. Representacio del biaix en I'is dels codons i dels llocs d’acoblament en una seqiiéncia.
Utilitzant la seqliéncia d'un gen huma, veiem com el biaix en I'is dels codons és més gran a les regions
que es corresponen als exons del gen. Les linies verticals indiquen les puntuacions dels llocs
d’'acoblament, calculades utilitzant matrius de pesos posicionals (PWM, de I'angles position weight
matrix). Aquestes es calculen a partir de seqliencies reals dels donadors i dels acceptors i després
s'utilitzen per puntuar la probabilitat que una posicié en concret sigui un donador o un acceptor,
respectivament. Figura adaptada de la memoria La codificacié de la informacid biologica en el genoma:
Memoria llegida per I'académic electe Dr. Roderic Guigd i Serra a I'acte de la seva recepcié del dia 28 d’octubre
de 2021, nim. 1064 de les Memories de la Reial Académia de Ciéncies i Arts de Barcelona [en linia],
<https://www.racab.cat/publicacions/memories/1064> [consulta: 15 marg 2022].
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anglés Catalan Initiative for the Earth BioGe-
nome Project), seran desxifrats els genomes
de centenars de milers d’espécies eucariotes.
La seqilenciacio, catalogacié i caracteritzaci6
d’aquests genomes proporcionara per primera
vegada una visi6 global de la vida a la Terra, i
contribuira a la identificaci6 dels esdeveni-
ments genomics subjacents a les principals
transicions durant la historia de la vida: 'emer-
gencia dels eucariotes, de la pluricellularitat, de
Pespecialitzaci6 de cellules i d’organs, de la re-
produccié sexual, etc. També contribuira a la
comprensi6 de fenomens biologics fonamen-
tals, com ara el desenvolupament, la diferencia-
ci6 (inclosa la regeneracio), o aquells que es-
tan involucrats en malalties i altres condicions
humanes, com ara el cancer i I'envelliment.
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