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Pez Fugu

Nº Genes: 22.100 23.800

¿ Cómo se generan organismos tan distintos?

Cantidad DNA: 330 millones pb 3.220 millones pb

Humanos



¿A qué se le llama gen?

A los marcos de lectura abierto que contienen la información necesaria
para generar proteínas, esto es la región de ADN que se transcribe en
ARNm

Pero el ADN también contiene regiones reguladoras necesarias para
controlar cuándo, cómo y dónde se transcriben los marcos de lectura
abiertos

Por ello, en un sentido estricto, un gen es el conjunto del marco de
lectura abierto y todas sus regiones reguladoras



Un mecanismo importante de la evolución es añadir nuevos elementos
reguladores a genes con múltiples funciones durante el desarrollo
embrionario

Estos genes suelen codificar tanto factores de transcripción (proteínas que
se unen a ADN) como moléculas señalizadoras. Genes de desarrollo.

El lenguaje de los elementos reguladores es desconocido lo que previene
su detección in sílico en el 95% del ADN que es no codificante

Durante la evolución de vertebrados, no ha aumentado en gran
medida el número de genes, pero éstos se han hecho más grandes, o lo
que es lo mismo, ha aumentado el número de regiones reguladoras
que actúan sobre ellos

¿Cual es la influencia de las regiones reguladoras en la evolución?



Genoma:
5% CODIFICANTE (proteínas)
conservado en Metazoos

90-95% REGULACION



Estado filotípico
donde se
manifiesta el plan
corporal básico

Vertebrados

Regulación común de genes de desarrollo

Regulación específica de taxón de genes de desarrollo
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Organización genómica de los genes Irx
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Houweling et al. Mech. Dev. 2001

Expresión de los genes Irx en ratón



Irx1 Irx4Irx2

Irx3 Irx5

No expresado

Expresión de los genes Irx en Xenopus



Expresión de los genes Irx en diferentes vertebrados

Irx2 chickIrx2 zebrafish Irx2 Xenopus

Irx4 mouseIrx4 Xenopus
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Organización genómica de los genes Irx



Complejo IrxB de ratón



Complejo IrxB de ratón + 1 MB



Complejo IrxB de ratón - 1 MB
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Organización genómica de los genes Irx



Existen multitud de regiones no codificantes altamente conservadas
(RNACs) en los desiertos genómicos de los complejos Irx

 F/H: 30 RNACs
M/H: 358 RNACs



mouse           -----------------------------TGGCTCTGCTGGCCATTGTCACAGGGGCCCA

human           ------------------------------------GCTGGCCATTGTCACAGGGGCCCA

zebrafish       CCCCCTGCTTAAGACACAGCCATTGAAAATCTCTGTCTAACCCGTGTGTGTAGGGGCC--

fugu            -----------------------------TCTTCGAGGGGTTTGTATGCTGAGGGGCCCT

mouse           TCAAGCCCCTGGCCTGAGCACCCGTTGTATTTTCCTCACTCTATGGCCCTCAGAAAAG-A

human           TCAAGCCCCTGGCCTGAGCACCGGTTGTATTTTTCTCACTCTACATCCCTCAGAAAAG-A

zebrafish       --AAC----TACCTTCGTTACCCTTT----TCTCCCCTCTCTCTAGCCCAGATACGGC-A

fugu            GTGAG----TATTCTTACCCCCACTC----TCTTCAATC-CCCTACCCCTGATAGGGCCA

mouse           CATCAAAGACCAGAGAGATGTGCTTTTCGCTTTGTTTGGTGTCTGATTCTCAACACGTGG

human           CATCAAAGACCAGAGAGATGTGCTTTTCGCTTTGTTTGGTGTCTGATTCTCAACATGTGG

zebrafish       CATCAGACCCCGAAGACACACTCTGTGCGCTTACTGGCTCCCTTGACTCTCAACATGTGG

fugu            CATCAAAGCTGGAAGAGCTCTGCTTTGTGGGGCCTTGGTCCCTTGACTCTCAACATGTGG

mouse           TTTCCAGGGCC-AAACTTCGGCACTTTTC--AACTATTCTGTTCAGCTTAGGCCTGGGCT

human           TTTCCCGGGCC-AAACTTCGGCACCTTTT-AACCTATTCTGTTCAGCTTAGGCCTGAGCT

zebrafish       TTGTAAGGCTATAAACATCGGCCCCTTTT-AACCCATTCTGACGAGATTAGGCAGCGCCT

fugu            TTTTGTGGCTCTGGACATCGGCACCTTTT-AACCCATTCTGTCGAGATTAGGCATCGCCT

mouse           ATATTTGAGCATTAGGGAAACTATAGTAACCGGTAAT--CTGCCCGCTACTGAAAAGAAA

human           GTATTTGAGCATTAGGGAAACTATAGTAACCGATAAT--CTGCCTGTTGCTGAAAAGAAA

zebrafish       TCAGTTGAGCATTAGGGAAACTATACTAACCCCTAATCGCCGTATGTCCGTGAATGGAAA

fugu            TCAATTGGGCATTAGTGAAACTATAGTAACCAATAA--GAAGCTTGTTGCTGAATGGAAA

mouse           CTATGTATCTTGTCACACAAGAGCTGTCT-ACGATCACCA---------AGAGCCTTTAG

human           CTATGTATCTTGTCACACAAGAGCTGTGGGACGATCATCGTCCTAGACGAGACCCTTTAG

zebrafish       CTATGTATCTTGTCAGAGAGGAGCTGTCGGGACATCACGATCCCAGACAAGTTCCTCTGC

fugu            CTATGTATCTTGTCACAGTGGAGCTGTCGGAACATCACGGTCCCAGACAAGGTCCCCGGC

mouse           GGGCTTGCAGCTTTCTTCCCTGGGGCAAAGGCTGTAT-CGCTGAAA-------AGGCGTC

human           GGGCTCCCAGCTTTCTTTCCTGGGGCTCAGCCTGTGC-CACTGAAA-------AGGCGTC

zebrafish       GGGGCTTTGGCACCCTTGACAGGGGCCCCTTCTTTTCAGGCCGACACAAAGTGACACACC

fugu            AGGATTTTGGCTGCCTAGATGGGGGCCCCTTCTTTTCATGCTGACATCAACTTACACAC-

mouse           AAA-CCCTTTGCCTTTC--------TGCCACTGAAGACCCGT------------------

human           AAAACCCTTTGCCTTTC--------TGGCACTGAAGACCCGT------------------

zebrafish       AGAACCCCCCTCTTCACCCCTGCTCTGCAGCGGACGCGCTCCTAATGGTAATTTAAATTC

fugu            AGACACACACACGTTAT--------TGCAGCACAGGCACTG-TAATGGTAATTTAGATTC

¿Cómo son las RNACs?



¿Son los complejos Irx casos singulares del genoma? 

No, hay unas 1500-3500 RNACs entre Fugu y Humanos

La mayoría están asociadas a genes esenciales para el desarrollo 
embrionario

Muchas de ellas están localizadas en los desiertos genómicos

Los complejos Irx contienen entre el 3-5% de todas las
RNACs entre Fugu y Humanos

¿Cual es la función de estas RNACs?



IrxB humanos/ IrxB ratón/ IrxB pollo/ IrxB rana/IrxB pez

HNCR



Irx5Irx3 RNAC

Enhancer pIrx3 GFP

RNAC-pzIrx3-GFP

Expresión de GFP promovida por una RNAC de pez
cebra en Xenopus y pez cebra

zIrx3



IrxA



IrxA IrxB IrxA

IrxA



IrxA IrxB IrxB

IrxA



752 IrxB

Chicken   -----------------------GTTCGCACTTGCTGCACTTCTGATTCAGAAAGGGCTG 37

Xenopus   CTTAAAACGATGTGCACTTTATTGTTGGCACTTGCTGAGCTTCAGAGACAGAAAGGGCTG 60

Human     --------------------GCAGGGCGTCCCGGCCACGCCCC--GTCCCCAACGCGCTG 38

                                 *   *  *  **    *  *     *  ** * ****

Chicken   ATTTATTAGCTTGTCAAGGGAAGCATTGTTCAGGAAGGCAATCAAAAAGCACTTACCTAG 97

Xenopus   ATTTATTAGCTTGTCAAGGGAAGCATTGTTGAAGAAGGCAATCAAAAAGCATTTACCTAG 120

Human     ATGGATCGGCTTGTCAGGAGA-GCTCTGTGCGCGGAGCCCATCAGAAAGCACTTACCTCG 97

          **  **  ******** * ** **  ***    * ** * **** ****** ****** *

Chicken   CTAAACTAAAATTACTGCCTTTTCAGTGGCTAATTTGTATAACTCCCATGGAGGAACTTG 157

Xenopus   CTAAACTAAAATTACTGCCTTTTCAGTGGCTAATTTGTATAACTCCCATGAAGGAACTTG 180

Human     CTAAACTGAAATTACTGTCTTTTCAGGGGCTAATTTGTGTAACTCCCATGGAGGGGCTTG 157

          ******* ********* ******** *********** *********** ***  ****

Chicken   GGAAGTGTTTGATGAGGCATAAAATGATGATTAATGAATTTATTGGCCTGCTGCTCATCA 217

Xenopus   GAAAGTGTTTGATGAGGCATAAAATGATGATTAATGAATTTATTGCCTTGCTTCTCATAA 240

Human     GAGGGGGTTTGATGAGGCATAAAATGATGATTAATGAATTTATTGGCC-GCTGCTCATCA 216

          *   * *************************************** *  *** ***** *

Chicken   AATA-GGAGTAGT-ATATCTT-TCCTCTATTGGGCGTTGGGGCTAATGCTACATGGCTGT 274

Xenopus   AACACAAAGTGGT-ATCTCAC-TCTCCCTTTGTAT-TTCTCTCTCTCTCTTTCTTTATCT 297

Human     AACAAGGACTGGAGAGTTCGCGTCTGCACCCGCGGCCTGGCGGCGGTGCTCAACACAACT 276

          ** *   * * *  *  **   **  *    *     *          **         *

752 IrxA

Chicken   AAAATCTCACAACTTTACAGGTGGAGCCACATTGCAGCTAGTGACACAGA-CAGATGACA 106

Xenopus   AAACTCCTGCATCTTTACAGGTAGGGCCTGTTTGCAGAAAGTGACA-AGA-CTAATGACA 238

Human     AGAATCCCACCACGTTGCAGGTGGGGCC-GGCTGCTGCCAGTGGCAGAGAACGAATGACA 107

          * * **   *  * ** ***** * ***    *** *  **** ** *** *  ******

Chicken   TATTTATTAGCTTGTCAAAGCTTCCTCTGTTTATGGAAGACTCACCCAGCTAAACAAAAC 166

Xenopus   TGCTTATTAGCTTGTCAAACCCTCCCCAGTTTATAGAAGGCTCACCCAGCTAAACAAAAC 298

Human     TATTTATTAGCTTGTCAAAGCCTCCCCTGTTTATGGAAGGCTCACCCAGCTAAACAAAAC 167

          *  **************** * *** * ****** **** ********************

Chicken   AGTCTGTTTCCCATTGGCTAATTGAGCTGGCCCCTGTTGAGAGTCTCAGCAAAGTGCTTG 226

Xenopus   AGTCTGTTTTCTATTGGCTTATTGGGTTTGTTCCTGTTGGGAATCTCAGTACAGTGCTTG 358

Human     AGTCTGCTTCCCATTGGCTCAGCCCAG-GGCCCCTGTTGAGAGCTTCAGCAAAGTGCTTG 226

          ****** ** * ******* *        *  ******* **   **** * ********

Chicken   ATGAGGCATAAAATGATGATTAATTAATTTACTGCTCAGTTGATCATCAAACTGAGAGGT 286

Xenopus   ATGAGGCATAAAATGATGATTAATTAATTTACTGCACAGTTGATCATCAAACAGAGAGGT 418

Human     ATGAGGCATAAAATGATGATTAATTAATTTACTGCTCAGCTGATCATCACACTGCGAGGT 286

          *********************************** *** ********* ** * *****

Chicken   TTATGATTCTCACAGCGGTCAACACTCTCTCTTCAGTGTGCAGCAGCATGAGCAGCCTTC 346

Xenopus   TTATGATTCACACAGCGGTCAACACTCCCACTTCAATGTGCCACAGCATGATTAGTTTTA 478

Human     TTATGGTTCTCCCAGCGGTCAGCCCGCGCTCTGCGGTGCGTGGCCGC---GGCTGCCTTT 343

          ***** *** * ********* * * * * ** *  ** *   * **       *  ** 

752 IrxA vs IrxB

Chicken_IrxB   TGTCAAGGGAAGCATTGTTCAGGAAGGCAATCAAAAAGCACTTACCTAGCTAAACTAAAA 108

Xenopus_IrxB   TGTCAAGGGAAGCATTGTTGAAGAAGGCAATCAAAAAGCATTTACCTAGCTAAACTAAAA 131

Human_IrxB     TGTCAGGAGA-GCTCTGTGCGCGGAGCCCATCAGAAAGCACTTACCTCGCTAAACTGAAA 108

Chicken_IrxA   TATTTATTAGCTTGTCAAAGCTTCCTCTGTTTATGGAAGACTCACCCAGCTAAACAAAAC 166

Xenopus_IrxA   TGCTTATTAGCTTGTCAAACCCTCCCCAGTTTATAGAAGGCTCACCCAGCTAAACAAAAC 298

Human_IrxA     TATTTATTAGCTTGTCAAAGCCTCCCCTGTTTATGGAAGGCTCACCCAGCTAAACAAAAC 167

               *                             * *   *    * ***  *******  ** 

Chicken_IrxB   TTACTGCCTTTTCAGTGGCTAATTTGTATAACTCCCATGGAGGAACTTGG-GAAGTGTTT 167

Xenopus_IrxB   TTACTGCCTTTTCAGTGGCTAATTTGTATAACTCCCATGAAGGAACTTGG-AAAGTGTTT 190

Human_IrxB     TTACTGTCTTTTCAGGGGCTAATTTGTGTAACTCCCATGGAGGGGCTTGG-AGGGGGTTT 167

Chicken_IrxA   AGTCTGT-TTCCCATTGGCTAATTGAGCTGGCCCCTGTTGAGAGTCTCAGCAAAGTGCTT 225

Xenopus_IrxA   AGTCTGT-TTTCTATTGGCTTATTGGGTTTGTTCCTGTTGGGAATCTCAGTACAGTGCTT 357

Human_IrxA     AGTCTGC-TTCCCATTGGCTCAGCCCAG-GGCCCCTGTTGAGAGCTTCAGCAAAGTGCTT 225

                  ***  **   *  **** *           **  *   *    *  *    * * **

Chicken_IrxB   GATGAGGCATAAAATGATGATTAATGAATTTATTGGCCTGCTGCTCATCAAATA--GGAG 225

Xenopus_IrxB   GATGAGGCATAAAATGATGATTAATGAATTTATTGCCTTGCTTCTCATAAAACAC-AAAG 249

Human_IrxB     GATGAGGCATAAAATGATGATTAATGAATTTATTGGCC-GCTGCTCATCAAACAA-GGAC 225

Chicken_IrxA   GATGAGGCATAAAATGATGATTAATTAATTTACTGCTCAGTTGATCATCAAACTGAGAGG 285

Xenopus_IrxA   GATGAGGCATAAAATGATGATTAATTAATTTACTGCACAGTTGATCATCAAACAGAGAGG 417

Human_IrxA     GATGAGGCATAAAATGATGATTAATTAATTTACTGCTCAGCTGATCATCACACTGCGAGG 285

               ************************* ****** **    * *  **** * *        

IrxA IrxB



Regiones ultraconservadas en los complejos Irx

Irx1 Irx2 Irx4

IrxA

Irx3 Irx5 Irx6

IrxB

UCRA1 UCRA2

UCRB2UCRB1



Regiones ultraconservadas de los complejos Irx



Regiones ultraconservadas de los complejos Irx

Irx1 Irx2 Irx4

IrxA cluster

Irx3 Irx5 Irx6

IrxB cluster

UCRB1 UCRB2

UCRA1 UCRA2



El contexto genómico modula la actividad de las regiones UCs
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Irx1 Irx2 Irx4

IrxA cluster

Irx3 Irx5 Irx6
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UCRA1 UCRA2

UCRB2UCRB1

El contexto genómico modula la actividad de las regiones UCs



Irx3 Irx5 Irx6

645 Kb 393 Kb

notochord midbrain hindbrain



Nuevas RNACs aparecidas en la evolución pueden contribuir a
innovaciones corporales a través de nuevos patrones de expresión



Conclusiones
La mayoría de las RNACs de los desiertos genómicos del complejo IrxB contienen
“enhancers” que activan la expresión en subdominios de los genes IrxB

Algunos de los “enhancers” son redundantes

El patrón de expresión de los genes Irx se construye por la acción combinada de
múltiples elementos cis-reguladores

Algunas de las HCNRs pueden contener elementos silenciadores

La existencia de regiones reguladoras compartidas podría ser responsable de
mantener a los genes Irx organizados en complejos

El contexto genómico puede modular la actividad enhancer de las RNAC

El incremento del número de RNACs en vertebrados más modernos puede
corresponder a nuevos “enhancers” para nuevos dominios de expresión

Un  mecanismo evolutivo para generar nuevas formas es  añadir nuevos
modulos reguladores a genes importantes en procesos de desarrollo para que
estos adquieran nuevas funciones



Conclusiones genómicas

Existen 3000-4000 RNACs comunes a todos los vertebrados

Estas regiones se encuentran en regiones sinténicas alrededor de genes del
desarrollo formando bloques de regulación genómica

Existen conjuntos independientes de RNACs en otros linages (mosca, gusanos)

La conservación implica función. Muchas RNACs contienen elementos
reguladores

Cada conjunto de RNACs podría contener los elementos reguladores necesarios
para los diferentes planes corporales

Puede existir relación entre RNACs y enfermedades genéticas humanas

La aparición de nuevos RNACs en la evolución está asociado a innovaciones en
los planes corporales



Aparición de los dedos en tetrápodos durante la evolución

Transgenic analysis of the Hoxd gene regulation during digit development. González et al. (2007). Dev. Biol. 306,
847-859



A long-range Shh enhancer regulates expression in the developing limb and fin and is associated with
preaxial polydactyly. Lettice et al. (2003). Hum. Mol. Genet. 12, 1725-1735.

Single base pair change in the long-range Sonic hedgehog limb-specific enhancer is a genetic basis
for preaxial polydactyly. Maas and Fallon (2005). Dev. Dyn. 232, 345-348

Elimination of a long-range cis-regulatory module causes complete loss of limb-specific Shh expression and
truncation of the mouse limb. Sagai et al. (2005). Development 132, 797-803



PROJECT:                 DeVelome
Deciphering the vertebrate regulatory genome: diagnostics for human
genetic disease
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OBJECTIVOS:
1. Ensayar la actividad enhancer de las  3.000 RNACs presentes en todos los

vertebrados. Esta colección representará el kit de elementos reguladores necesarios

para construir un vertebrado

2. Generar líneas transgénicas estables para todas las regiones con actividad

enhancer

3. Estudiar la asociación de enfermedades genéticas humanas a las RNACs

4. Intentar descifrar el lenguaje de las regiones reguladoras

PRINCIPIO:          
La colección de RNACs contiene el kit de elementos reguladores para generar el plan
corporal de vertebrados



Resultados Piloto:
10 secuencias con actividad enhancer probada en ratón con 4 promotores: 2 X TATA and
2 X repeticiones CG. Total 40 ensayos.

E144 E187 E200 E261

F1: 48 hpf

F1: 24 hpf

Conclusiones:
RNACs homólogas promueven expresión en regiones equivalentes
en distintos vertebrados

Zebrafish es un buen modelo para un ensayo a escala genómica
cuyos resultados son extrapolables a mamíferos



Bioinformática:

3000 RNACs

GRB (OMIM)

Organizaciones

Hospitales

Transgénicos

Zebrafish

Transgénicos

ratón 

RNACs humanas

en zebrafish

Secuenciación

DNA humano

Sequence

Diagnostics

Página web interactiva 

con base de datos

Modelos ratón

enfermedades



TOTAL ENSAYADOS AL DIA DE HOY :

300 RNACS= 10% DEL TOTAL



OBJETIVO:
Asociación de enfermedade genéticas humanas a mutaciones en RNACs
Identificación de RNACs implicadas en sordera
de Kok YJ et al. Identification of a hot spot for microdeletions in patients with X-linked deafness type 3 (DFN3) 900 kb proximal to
the DFN3 gene POU3F4. Hum Mol Genet. 1996 Sep;5(9):1229-35.

mPOU3F4
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POU3F4

XPOU3F4



Estudios de asociación de enfermedades a SNPs



Identificación de RNACs implicadas en diabetes
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Where do genes start, and where do they end?



Where do genes start, and where do they end?



Where do genes start, and where do they end?



Where do genes start, and where do they end?



Where do genes start, and where do they end?



Where do genes start, and where do they end?

This simple co-representation of whole genome comparisons and CTCF distribution should aid to determine the
extent of DNA around a particular transcription unit that is likely to contain most, if not all, of its cis-regulatory
elements.


