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Seres vivos: algunas definiciones

Caracteristicas centrales que nos permiten decir que
algo “es un ser u organismo Vvivo”:
— Capacidad de reproducirse a si mismo

— Toma materiales del entorno y utiliza energia que captura del
entorno o de estos materiales para transformarlos en
componentes propios.



En los limites: virus

Head (
Neck —

Collar ——
Sheath ——————

Tail
fiber -

Bacteriofago Lambda — virus que usan bacterias como
hospedadores. Izg: microscopia electronica. Der: esquema



Todos los seres vivos estan
relacionados entre si

* Cualquier par de organismos tienen un
ancestro en comun

» Las diferencias entre organismos y la
adquisicion de la complejidad que
observamos pueden ser explicadas
mediante la evolucion

— Herencia

~ Variaci¢ X
Variacion >

— Seleccion W

-

» Estos tres factores definen un proceso -

evolutivo
Charles Darwin



Herencia

» Toda la informacion que se hereda se encuentra
almacenada en forma quimica en una molécula: el
DNA

— Es un polimero lineal

— Construido a partir de cuatro monomeros: adenina, citosina,
guanina y timidina

— mas conocidoscomo A, T,Cy G:)



Componentes del DNA

Deoxy-GTP Guanine Deoxy-CTP Cytosine
(deoxyguanosine (deoxycytidine NH,

0
triphosphate) . triphosphate)
3 N
P
H,N N 4

ok
- U, o

Deoxy-ATP
(deoxyadenosine

» Base nitrogenada
triphosphate)  Azucar (deoxyribose)
 Fosfato

* Observar:
*OH 3' libre
PO, en posicion 9’




Estructura del DNA
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Estructura del DNA: detalle
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Replicacion del DNA

* La replicacion del DNA es semi-conservativa

* La doble hélice se abre y cada hebra sirve como
molde para la sintesis de dos nuevas hebras

Synthesis of lagging strand




La sintesis del DNA durante la
replicacion

e QOcurre en una unica direccion: 5'a 3'

- Es diferente en cada hebra:
— Leading strand (hebra lider): sintesis continua 5'a 3'
— Lagging strand (hebra retrasada): sintesis discontinua 5'a 3'

« Es enzimatica
— Complejos macromoleculares multifuncionales

— Algunas funciones son:
* Polimerizacion
* Correccion (eliminacion de bases mal apareadas)
* Desplegado y apertura de la doble hélice
 Ligado de los fragmentos de sintesis en la hebra retrasada (lagging strand)



Codificacion de informacion

Almacenamiento de informacion: DNA
Alfabeto de 4 caracteres

Como esta codificada esta informacion (es decir, como
leemos lo que sea que esta alli para obtener algun mensaje
con sentido)

— Respuesta: necesitamos conocer como es el flujo de la informacion
en biologia



El dogma central de la biologia

The Central Dogma

Translation:
the synthesis
of a polypeptide
specified by an
iR &

molecular

El dogma central de la biologia
molecular describe el proceso en dos
pasos (transcripcion y traduccion) por
el cual la informacion genética lleva a
la produccion de proteinas:

DNA — RNA — proteina.



The sequence of
bases found in
an RMNA strand

i written in the
5 —= 3

direction:

5

56—

]
—_——

=1
OH O

RNA

El RNA es también un acido nucleico

— También se polimeriza a partir de
nucleotidos, en general copiando a
partir de un molde.

Diferencias?

— Tiene dos OH libres (2'y 3') (es
decir esta formado por ribosa, en
lugar de desoxyribosa)

— En el RNA se utiliza uracilo como
base nitrogenada en lugar de

timina). Es decir el alfabeto seria:
A C G U



Transcripcion

» Conceptualmente similar a la replicacion del DNA

— Se utiliza DNA como molde
— Pero se polimeriza una hebra de RNA

 Pero
— No se transcribe todo el DNA

— Existen senales en la secuencia de DNA que delimitan de
alguna manera la region a transcribir

— La maquinaria celular encargada de realizar la
transcripcion es la que detecta y responde a estas
senales

* En el proceso de transcripcion se mantiene la informacion
contenida en el DNA. Sélo cambia la forma quimica en la
gue esta almacenada.



Traduccion

* Proteinas
— Polimeros de aminoacidos
— Alfabeto: 20 caracteres (20 aminoacidos)

— El polimero se pliega en el espacio formando una estructura
tridimensional par

* Funciones realizadas por proteinas
— Catalisis de reacciones quimicas (enzimas)
— Soporte estructural (citoesqueleto)
— Transporte de moléculas
— Otras



Proteinas: la funcion esta
determinada por la estructura

(] +lys+Ala=His+GlysLys= Lysx Vals Leus Gly - Ala =« Figure 6-1, Lewvels of protein structure.
Primary structure {amino acid sequance in a polypeptide chain) (a} Primary structure, (h) secondary structure,
{c) tertiary structure, and (d) quatcrnary structure.
[Figure copyrighted © by Irving Geis.|

Tertiary structiire: Ouaternary structure:

one complete protein chain the four separate chains
» (# chain of hemoglobin) of hemaoglobin assembled
Secondary inte an oligomeric protein
structure
(helix)




Traduccion: el codigo genético

« Como traducimos mensajes escritos usando un alfabeto de 4
caracteres (DNA/RNA) en uno de 207

La maquinaria celular lo hace utilizando tripletes de bases
(codones)

La tabla de correspondencias entre todas las posibles secuencias
de DNA de tres letras y los aminoacidos que codifican es lo que se
llama el cédigo genético

Hay 64 combinaciones posibles utilizando 4 letras tomadas de a 3
Pero s6lo hay 20 aminoacidos:

« El codigo genético es redundante (degenerado). Mas de un
triplete codifica para un mismo aminoacido
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El codigo genetico

Second letter

uac [

UAA  Stop
UAG Stop

AUC F lle
AUA J
AUG Met

GUU

Grr0OCio>»>CcliDDCi>0C

Jala| pay |

*3 aminoacidos son codificados por 6

tripletes:
*Serina (Ser, S), Arginina (Arg, R),
Leucina (Leu, L)

*5 por 4 fripletes:
*Valina (Val, V), Alanina (Ala, A),
Glicina, (Gly, G), Prolina (Pro, P),
Treonina (Thr, T)

*1 por 3 tripletes:
*Isoleucina (lle, I)

*9 por 2 tripletes:
*Fenilalanina (Phe, F), Tirosina
(Tyr, Y), Cisteina (Cys, C), Histidina
(His, H), Glutamina (GIn, Q),
Asparragina (Asn, N), Lisina (Lys,
K), Aspartico (Asp, D), Glutamico
(Glu, E)

2 por 1 triplete:
*Metionina (Met, M), Triptofano
(Trp, W)

*3 tripletes no codifican aminoacido

alguno (fin de la traduccion)



Lectura de tripletes

* Dada una secuencia de DNA proveniente de un gen, hay 3
sitios posibles a partir de los cuales iniciar la lectura en

términos de aminoacidos (traduccion)

« ...AATGCGATAAG...
— Puede ser leida como AAT-GCG-ATA-AG...

— Como ... A-ATG-CGA-TAA-G...
— O como ...AA-TGC-GAT-AAG...
» Es decir hay 3 posibles marcos de lectura



Estructura de un gen procariotico

JENE SEQTERCE
SAATTOGRT ARRKTC T T T TAT T T A

CCRE BTG OO TTT TG

FICRAMTARG G
CCRG RC MEE
LT

FIhAEREFERA
SO HITGRAC
OFEN FEED NG FRAEME

'_:i‘-" Tz R T AT T "'l"l"'.'l." 3

PO TTC AT CAGEC TTETC PRCATGGC AT TOCTC RCTTC R
TCIFATARRGC ACTC TS ATCTC GOCTT ROCCE TR TTT
TCTCCARNTE TCORCT I H

SFECEFTARTTGETC ATCTTEATRIOCC

GG TEFOFFTIGSCEC AL CE-OGRCC RECT

En: LeHk

Shown are matoches o n.'[:-'pr-::u::.'ua.ta: goosensns bhinding =1ks
HEENNNEHRCAS) , the -10 amd -.15 Pr-:'l-:l-t-er .1:--;r.1.r4:r||:|
= zhart of 1:.]1# mAME (TTEACH £ Ty, the ribocomal

the nREHA (GG, aad t.'h.- -:|-;|:-_1:|. rt:l.d:l.nr.r frame
THERY . |||_|'| ¥ tha ~.|.u_un-:| twra nf the prodicked Leed binding sitas

ackwually bind the repressar.

» Secuencias regulatorias en la
region 5' (no transcripta)
* Median la unidon de factores
necesarios para la transcripcion
* Definen el sitio de inicio de la
transcripcion

* Secuencias regulatorias en la
region 5' (transcripta, pero no
traducida)
* Median la union del RNA al
ribosoma para su traduccion

* Puede haber ofras secuencias
regulatorias en los extremos 5'y 3' del
MRNA que pueden afectar la traducciéon o
su estabilidad



Estructura de un gen eucariotico

Start codon  codons  pongr site

Transcription
start
ey

e

Promoter

Stop codon

ATGC




Estructura comparada del gen
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Organizacion del DNA en el
nucleo
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El DNA en el laboratorio

Clonado
Hibridacion
Reacciones enzimaticas

Aplicaciones:
— Secuenciacion
— Southern blots
— Microarrays



Qué hace la biologia molecular

- También llamada tecnologia del DNA recombinante o
Ingenieria geneética
— Aislar fragmentos de DNA de interés
— unirlos en nuevas combinaciones

— e introducir el nuevo DNA (recombinado) en un organismo
VIVO



Algunos conceptos centrales y definiciones

La produccion de DNA recombinante se realiza mediante la
incorporacion de un fragmento de interés en una molécula de
DNA pequena, que es capaz de ser replicada rapidamente

Un organismo que contiene un fragmento de DNA introducido en
forma artificial se dice que es transgénico

El organismo a partir del cual se obtuvo el fragmento de DNA es
el dador (donor)

La molécula de DNA en la cual se inserta el fragmento de interés
se llama vector

Para obtener un fragmento de DNA a partir de un organismo
dador se utilizan enzimas de restriccion (funcionan como tijeras
moleculares, cortando el DNA en sitios especificos)

El DNA obtenido de esta forma, puede ligarse al vector utilizando
una enzima particular (llamada DNA ligasa)



Mas definiciones

Un vector conteniendo DNA de otro origen insertado en él se dice que
representa una molécula de DNA recombinante (o quimérica)

Los vectores mas comunes son plasmidos que pueden replicar dentro
de una bacteria

El vector (DNA) y la bacteria (la célula hospedadora) se mezclan. El
proceso por el cual la bacteria toma el DNA y lo internaliza se llama
transformacion.

Las bacterias se dividen en forma clonal (las dos células resultantes de
una division son idénticas)

Si la bacteria contiene una molécula de DNA recombinante (por
ejemplo un plasmido conteniendo un gen de interés), el aislamiento de
una (una) célula (clon) nos permite decir que hemos clonado un gen



Qué es clonar?

« La biologia molecular depende de técnicas in vitro e in vivo para poder
manipular el DNA

— Replicacion en bacterias
* Las bacterias poseen un unico cromosoma circular

* Algunas bacterias poseen ademas moléculas de DNA
circulares mas pequenas: plasmidos

» Los plasmidos existen dentro de la bacteria en varias copias
por célula

* Es posible manipular los plasmidos para insertar dentro de
ellos algun fragmento de DNA de otro origen

— Cuando las bacterias crecen en un medio semi-soélido (no en
solucidn) es posible obtener colonias aisladas. Una colonia
contiene millones de bacterias, todas provenientes de una unica
célula original.

— Si esa colonia de bacterias alberga (en un plasmido, por €j) un
gen de interés, decimos que hemos clonado ese gen.



Plasmidos

Mapa del plasmido pBMN-Z.:
» Genes en verde
» Resistencia a ampicilina
» Capacidad de metabolizar lactosa

£ anEeRr

T 2326 Hind I




Manipulacion in vitro del DNA

* Es posible realizar cortes en sitios
especificos en una molécula de DNA

— Enzimas de restriccion
« Son endonucleasas (cortan enlaces internos)

» Reconocen secuencias especificas de distinta
longitud

* Cortan el DNA si hubo reconocimiento



Enzimas de restriccion

Sitio de corte

CTGATGGTCATGAATTCTGT OCGAT CGAAT

AR AR AR RN

GACTACCAGTACTTAAGACAGGCTAGCTTA
f

CTGATGGTCATG ~ AATTCTGTCCGATCGAAT
RARARRARRARR X RARRRRARRRARR

GACTACCAGIACTTAA GACAGGCTAGCTTA

extremos protruyentes (cohesivos)




Corte y empalme de moleculas
de DNA (cut & paste)

yme cuts bor




Enzimas de restriccion

Hay alrededor de 3600 enzimas de restriccion bioquimicamente
caracterizadas

588 estan disponibles en forma comercial
Cubren 211 de las 240 especificidades conocidas

Base de datos de enzimas de restriccion y sus sitios de
reconocimiento y corte:

— REBASE: http://rebase.neb.com/
— Referencia: Nucleic Acids Research (2003) 31: 418-420



Manipulacion in vitro del DNA

« Otras reacciones posibles:
— Fosforilaciéon/defosforilacion (agregado/remocion de fosfatos en
posicion 5')
— Ligacion (union covalente de dos moléculas de DNA a partir de un
extremo 3' OH libre con uno 5' P libre)

— Modificacidn de bases:

* Metilacién/demetilacion (agregado/remociéon de grupos metilo
(CH,) a una base



Construccion de bibliotecas
genicas

* Primer paso:
* Obtener un numero de plasmidos
conteniendo cada uno un gen

« Segundo paso:
* Introducir los plasmidos en bacterias para
replicarlos (transformacion)

» Tercer paso:

* Obtener clones bacterianos: cada clon
(colonia) contiene en teoria un gen foraneo




Hibridacion

« El fendmeno de apareamiento de bases (A-T y C-G)
para formar una doble hélice se llama hibridacion,
dado que puede utilizarse para formar DNA hibrido
compuesto por cadenas de diferentes origenes

CTGATGGI CATGAGCTGI CCGATCGATCAT

TACTCGACAGGCTAG



Hibridacion

CTGATGGTCATGAGCTGT CCGATCGATCAT

RARARRARRRRRRR
TACTCGACAGGCTAG



Hibridacion

 Elfendmeno de hibridacidn ocurre en solucion, a un
determinado pH, a una determinada temperatura, a
una determinada concentracion de sales, etc.

* Dependiendo de estas condiciones, es posible que en
los hibridos existan malos apareamientos (A-C, por
ejemplo)

- El origen de cada una de las hebras es irrelevante,

solo importa la secuencia (que un numero significativo
de bases sea complementario entre las dos)



DNA melting

Es posible disociar las dos hebras que forman una doble hélice
de DNA aumentando la temperatura (por ejemplo)

La temperatura a la cual la mitad de la molécula de DNA (la
mitad de los enlaces) esta disociada, se conoce como Tm
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Hibridacion: usos

« Dado que dos hebras de DNA complementarias van a hibridar
entre ellas si son puestas en las condiciones apropiadas,
podemos aprovechar este comportamiento para obtener
informacion sobre DNAs desconocidos

« Pequenos fragmentos de DNA conocidos pueden ser utilizados
como sondas para testear la presencia de secuencias
complementarias (en otros genomas, por ejemplo)

« Algunas aplicaciones de este concepto son:
— Southern blots (DNA)
— Northern blots (RNA)
— In situ hybridization
— Dot blots



Sondas de DNA

CTGATGGI CATGAGCTGT CCGATCGA

AARRRARRARRARR
* TACTCGACAGGCTAG*

Antes de hibridar

Después de hibridar




Transfer cells to membrane

Lyse cells

DNA and protein stick
to membrane

Locate colony

Wit darget clone Block membrane.

Prevents probe from
sticking to membrane

/Add probe

Develop X-ray film

y

Cover with X-ray film 4

Wash off excess probe



Separacion de fragmentos de DNA:
electroforesis

La molécula de DNA tiene carga eléctrica

— Los fosfatos proveen una carga neta negativa al DNA

— Esta carga es homogénea a lo largo de toda la molécula
En un campo eléctrico, el DNA migra hacia el polo positivo

Si la migracion se realiza en un medio semi-solido (por ejemplo agar,
una especie de gel) esta se dificulta, dado que el DNA debe pasar a
través de poros en el gel.

Como consecuencia de la necesidad de atravesar estos poros, las
moléculas de DNA mas grandes veran retrasada su movilidad,
mientras que las mas pequefnas migraran una mayor distancia en el
mismo tiempo.



Electroforesis, parte 2

« En un mismo “gel” es posible evaluar distintas
mezclas de fragmentos (muestras)

 EI DNA no es visible a simple vista

« Sin embargo utilizando bromuro de etidio (un
colorante que se intercala entre las bases del
DNA), es posible lograr que el DNA emita
fluorescencia cuando es iluminado con luz
ultravioleta



Electroforesis: foto

Phillipe Plailly/Science Photo LibraryPhoto Researchrs.



Southern blots

» Los fragmentos de DNA separados
electroforeticamente pueden transferirse del gel a
otros soportes (por ejemplo papel)

* Se utilizan papeles especiales (nitrocelulosa) u
otro tipo de soportes (nylon) para lograr que el
DNA quede adherido al soporte y poder realizar
Incubaciones, reacciones, etc sin peligro de que el
DNA se “suelte”

* Esto, junto a la hibridacién, son la base de la
técnica conocida como “Southern Blot”



Southern blot esquematico
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Un southern blot real

1 a 11: clones bacterianos conteniendo distintos genes de interés clonados

L: marcadores de tamaro
|zquierda: gel tehido con bromuro de etidio
Derecha: southern blot revelado con una sonda correspondiente a uno de los genes de interés




