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—Dime una cosa, Glaucén: veo que en tu casa hay perros cazadores y gran cantidad de aves de raza.
¢ Acaso, por Zeus, no prestas atencion a los apareamientos y crias de estos animales?

—¢,Como? —pregunto.

—En primer lugar, ¢ no hay entre ellos, aunque todos sean de buena raza, algunos que son o resultan

mejores que los demas?

—Los hay.

—¢ Y tu te procuras crias de todos indistintamente o te preocupas de que, en lo posible, nazcan de los
mejores?

—De los mejores.

Platon, La Republica.
Genética aplicada hace 2.400 afos.
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1. Naturaleza y replicacién del material genético.

Sin dudas, la capacidad de replicarse en forma autdnoma a partir de sustancias simples y energia del entorno es una
de las caracteristicas sobresalientes de los organismos vivos. Esta capacidad de una célula para producir otra célula
reside en el hecho de que las “instrucciones” para generar una célula se encuentran en su ADN, y éste puede copiarse.
De este modo, una célula se divide en dos células hijas iguales, cada una de las cuales se divide a su vez produciendo
dos células hijas iguales, y asi sucesivamente. Por lo tanto, a partir de una célula inicial tendremos dos, a partir de
estas dos: 2x2 = 4, a partir de estas cuatro: 4x2=8, a parir de las ocho: 8x2=16... es decir 2x2x2x2=2%. O bien, para
decirlo en forma general, a partir de una sola célula obtendremos 2" células en n generaciones. ¢ Qué pasaria si en vez
de partir de una sola célula partiéramos de mas células, por ejemplo 3? Se cumpliria lo mismo: en la primera
generacion tendriamos 3x2=6 células, en la segunda 6x2=12 células, en la tercera 12x2=24 células... es decir: 3x2;
3x2x2; 3x2x2x2... 0 sea 3x2%; 3x2%; 3x23... y generalizando, podemos decir que a partir de un nimero inicial de células
igual a N;, en n generaciones obtendremos un nimero final N=Nx2".

De la misma forma, a partir de una doble cadena de ADN obtendremos 2" dobles cadenas en n generaciones y a partir
de N, cadenas, N=Nx2" dobles cadenas en n generaciones. Este proceso de divisién para dar dos descendientes iguales
puede durar indefinidamente, mientras haya alimento y energia. ¢ Cual es el “alimento” de las dobles cadenas de ADN?
Son los desoxirribonucleétidos trifosfato, que llamaremos genéricamente dNTP, que seran los que se vayan integrando
a la doble cadena a medida que ésta va siendo polimerizada. ¢Y la energia? Justamente, también esta en los dNTP y
aqui reside quizas uno de los hechos mds asombrosos: este proceso es espontaneo.

¢Qué quiere decir que sea espontdneo y por qué es asombroso? Vayamos por partes: existen unos principios
fisicoquimicos, llamados principios termodindmicos que nos dicen cuando un proceso es espontdneo y cuando no. Hay
gue aclarar que la idea de espontaneidad no tiene que ver con la cinética: que un proceso sea espontaneo no quiere
decir que sea rdpido, simplemente quiere decir que el estado final que nosotros postulamos es mas estable que el
estado inicial, y por eso el sistema tiende a moverse desde el estado inicial al final. Por ejemplo, si nos preparamos un
café con leche, primero tenemos el café y la leche por separado, mezclarlos es facil, pero una vez que los mezclamos
ya no los podemos volver a separar a menos que utilicemos algun procedimiento quimico bastante sofisticado. é¢Por
qué? Ambas sustancias Pel café y la lechel difundieron una en otra durante la mezcla, y el estado final en donde ambas
sustancias estan repartidas homogéneamente en la taza es mas estable que si en media taza hubiera leche y en la otra
media hubiera café. El estado final “café con leche” es, entonces, mas desordenado que el estado “café por un lado y
leche por el otro”. El Segundo Principio de la Termodinamica capta este hecho con una magnitud llamada entropia,
que hace referencia al “desorden” de un sistema. Todos los sistemas tienden al aumento de la entropia, lo que significa
que tienden al desorden. Para ser mds precisos, todos los sistemas poseen un cierto nivel de energia, pero dentro de
ese nivel, cada componente del sistema puede tener una configuracion diferente. Cuantas mas configuraciones haya
en un sistema, mas desordenado va a estar. Esto es lo que pasa cuando un dNTP se une a una cadena de ADN creciente.
Veamos el mecanismo de la reaccion en la Fig. 1.1:
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Fig. 1.1 Esquema del mecanismo de incorporacién de un dNTP a una cadena de ADN. Se muestra la ubicacién de los fosfatos o, By y en el
dNTP entrante. Las flechas rojas indican el movimiento de los pares de electrones. Por simplicidad, se muestra solo una de las dos hebras.



Es decir, un par de electrones libres del —OH que se encuentra en la posicién 3’ de la cadena de ADN ataca al enlace
éster (entre dos acidos) que se encuentra uniendo el fosfato o (mas préximo a la ribosa) con el fosfato B (el que esta
en el medio) en el extremo 5 del dNTP entrante. La consecuencia es que este par de electrones se “lleva” el
desoxirribonucledtido monofosfato (AINMP) a la cadena de ADN, quedando libres los dos fosfatos que estaban en el
extremo 5’, dando origen a una molécula de pirofosfato: (dINMP),, + dNTP — (dNMP),.1 + pirofosfato. Este pirofosfato
luego se hidroliza a dos fosfatos:
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Los dos fosfatos que se generan pueden adoptar distintas configuraciones, por resonancia del doble enlace entre el
atomo de P y uno de los dtomos de O. Es decir, el doble enlace que en el diagrama superior esta escrito para arriba
podria escribirse para los costados o para abajo, y seguiria siendo la misma molécula:
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Y aqui hay una clave importante: como cada molécula de fosfato puede encontrarse en cuatro configuraciones
distintas, podemos preguntarnos cuantas configuraciones obtendremos con las dos moléculas de fosfato
simultaneamente. Por ejemplo, si una de las moléculas puede estar en la configuracidon que se ve a la izquierda en el
esquema, la otra podria estar en cualquiera de las cuatro configuraciones, y por lo tanto en este caso tendremos cuatro
combinaciones entre las dos (1x4). Si agregamos que la primera molécula esté en la siguiente configuracion, también
aqui tendriamos cuatro posibilidades con la segunda molécula, es decir que ya vamos en 2x4=8 combinaciones de
configuraciones distintas. Y si consideramos el total, con la primera en cualquiera de las cuatro combinaciones y la
segunda también en cualquiera de las cuatro combinaciones, para el conjunto tendremos 4x4=16 posibilidades, es
decir, 42. Si aplicamos el mismo razonamiento a la molécula de pirofosfato que les dio origen, veremos que, si en el
resto fosfato de la izquierda la doble ligadura estd “para arriba” como en el esquema, en el resto fosfato de la derecha
puede estar en cualquiera de tres posiciones, ya que la doble ligadura no puede ubicarse en el enlace éster, porque
nos quedaria un atomo de O con tres enlaces (hacé la prueba). Esto significa que, en el pirofosfato tendremos
solamente 32=9 posibles configuraciones. Entonces, el sistema con los dos fosfatos resultantes de la reaccién es mas
desordenado que el sistema donde el pirofosfato ain no habia reaccionado, y por eso el proceso es espontaneo en la
direccién de la hidrdlisis del pirofosfato. Esto es lo que impulsa la sintesis de ADN: cuanto mds pirofosfato se consume,
mas dNTP tiende a unirse al ADN por la ley de accidon de masas.

Esto nos explica por qué la sintesis del ADN es en el sentido 5’ -> 3’: debe haber un —OH libre (en el extremo 3’ de la
molécula) capaz de atacar al enlace éster entre los fosfatos o y f del dNTP entrante (que estan en su extremo 5’), que
una vez unido a la cadena de ADN en crecimiento deja un extremo 3’ —OH libre, que continua el proceso.

Sin embargo, como dijimos antes, la espontaneidad del proceso no nos dice nada acerca de su velocidad. Si bien las
reacciones descriptas arriba son espontaneas, son muuuuuy lentas, a menos que se agregue un catalizador. En la
célula, este catalizador es una enzima llamada ADN polimerasa. Pero esta enzima hace algo mas que acelerar la
reaccion. Como recordards, el ADN es una doble cadena antiparalela, estabilizada por puentes de hidrégeno entre las
bases adenina (A) y timina (T) y entre guanina (G) y citosina (C). En realidad, hay dos puentes de hidrégeno entre cada
par Ay Ty tres puentes de hidrégeno entre cada par Gy C, con lo cual estos Ultimos pares son mas estables. Asi, cada
cadena sirve de molde para la otra: una cadena 5’ACGT3’ serd molde de (se apareara con) otra 3’'TGCA5’ (antes de
seguir leyendo, escribi ambas cadenas, una arriba de la otra, y representd con dos lineas los puentes de hidréogeno que



unen A con T y con tres lineas los puentes de hidréogeno que unen G con C). Observa que ambas cadenas son
antiparalelas.

Las bases, a su vez, se dividen en purinas y pirimidinas, siendo las purinas mas grandes que las pirimidinas. Tanto A
como G son purinas, mientras que Cy T son pirimidinas. Es decir que con el apareamiento de bases que mencionamos,
siempre una purina se une con una pirimidina. Dado que las bases estdn hacia el interior de la doble hélice de ADN,
este apareamiento de bases determina que el didmetro de la molécula sea constante (Fig. 1.2). Si, por el contrario, se
unieran purinas con purinas y pirimidinas con pirimidinas, el contorno de la estructura “ondularia” y se pareceria mas
bien a un chupetin.
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Fig. 1.2 Estructura de la doble hélice del ADN. A la izquierda se muestra un “diagrama de cintas”, que representa solo las cadenas de azucar-
fosfato (en celeste) y los planos de las bases complementarias. Al centro se representa la estructura quimica simplificada de los fosfatos
(amarillo), las desoxirribosas (celeste) y las bases purinicas (A y G, con dos anillos) y pirimidinicas (C y T, con un anillo). Observa la polaridad de
cada cadena por la orientacion de los anillos de desoxirribosa. A la derecha se muestra la doble hélice con los radios de Van der Waals
representados como esferas, con los mismos colores que en la representacion quimica del panel central.

Esto es detectado por la ADN polimerasa, porque para que ocurra la reaccién, la doble cadena de ADN debe pasar por
una especie de canal que hay en el interior de la enzima, de forma tal que, si se deforma el cilindro, se “traba” y no
puede continuar. El sitio activo de la ADN polimerasa tiene una forma que recuerda una mano derecha con la palma
hacia arriba y los dedos casi cerrados, como si sostuviera una botella en posicidn horizontal. El canal que mencionamos
esta formado por la cavidad entre los “dedos”, el “pulgar” y la “palma”, como se muestra en la Fig. 1.3a. Cuando el
ADN entra en el canal, se apoya en la “palma” y el préximo dNTP entra por la zona de los “dedos”. Si el dNTP es el
complementario al que estd en el molde, se producen una serie de interacciones por puentes de hidrégeno entre el
dNTP, el molde y los aminodcidos del sitio activo, de tal forma que los “dedos” se cierran (Fig. 1.3b). Eso posibilita que
otros aminoacidos de la proteina, que se encuentran entre los “dedos” y la “palma”, y que poseen carga tales como
lisina (carga positiva) y aspartato (carga negativa), se posicionen cerca del —OH 3’ del extremo del molde y el trifosfato
5’ del dNTP entrante y de esta forma faciliten el ataque nucleofilico “empujando” los electrones del —OH sobre el
enlace éster entre los fosfatos a y B, que se mostrd en la Fig. 1.1. Sin embargo, si el dNTP que se posicioné en el sitio
activo no es el complementario al molde, los “dedos” no pueden cerrarse y el dNTP es expulsado de alli.

De esta forma, la estructura de la enzima garantiza que se forme el par de bases correcto sea cual sea la secuencia de
bases y al mismo tiempo, cataliza (es decir, acelera) la reaccidn espontanea de incorporacion del dNTP. Esto es la clave
gue permite que una doble hélice de ADN genere otra igual, y finalmente, que una célula genere otra igual. Es decir,
es el sentido de la vida: 5’ — 3.

Ahora podriamos preguntarnos si se podria generar una doble cadena de ADN mezclando en un tubo de ensayo (es
decir, in vitro) un ADN molde, los cuatro dNTP y la ADN polimerasa. La respuesta es no. Entonces, ¢ qué mas hace falta?



Una cosa importante es que, para “ofrecer” la cadena molde, las dos hebras de la doble hélice de ADN deben
separarse, es decir, deben romperse los puentes de hidrégeno entre ellas. Esto requiere energia: por ejemplo, cuando
hervis agua en una pava, el vapor de agua que se levanta consiste en moléculas de agua sueltas, porque el calor de la
hornalla rompié los puentes de hidrégeno. Podriamos romper los puentes de hidrégeno con calor, cerca del punto de
ebullicidn y como veremos, es lo que se hace en ciertas reacciones. Pero la célula no pasa por periodos de ebullicidn
cada vez que tiene que replicar su ADN. En vez de ello, intervienen unas enzimas llamadas helicasas, que usan la
energia del ATP para romper los puentes de hidrégeno. Sin embargo, con esto no alcanza. Los puentes de hidrégeno
son estables, con lo cual, para el sistema es mas estable tenerlos que no tenerlos. Es decir, si se rompieron, el sistema
tenderd espontdneamente a formarlos de nuevo y eso puede ocurrir muy rapidamente, antes de que pase la ADN
polimerasa. Para evitarlo, hay unas proteinas pequefias, llamadas proteinas de unién a simple cadena o SSB (por su
sigla en inglés) que inmediatamente se unen a las simples hebras, estabilizandolas antes de que pase la ADN
polimerasa.

Fig. 1.3 Estructura del sitio activo de la ADN polimerasa con una seccidén de doble hélice unida. Todas las moléculas se representan con un
diagrama de “cintas” similar al de la Fig. 1.2. La regidon amino-terminal de la proteina se representa en amarillo, la regién de los “dedos” en verde,
la regidn del “pulgar” en azul y la region de la “palma” en fucsia. La cadena de ADN estd apoyada sobre la “palma”. Los fosfatos se ven en naranja,
los anillos de ribosa de la cadena molde en celeste, los de la cadena en crecimiento en verde, y los anillos de las bases en azul, al interior de la
doble hélice. En a, no se ha incorporado el nuevo nucleétido y los “dedos” estan abiertos. En b se estd incorporando el nuevo nucleétido (dCTP,
representado con esferas de radios de Van der Waals, como en la Fig. 1.2, panel derecho) y los “dedos” se cierran, posibilitando la catalisis del
ataque nucleofilico de los electrones del 3’-OH de la cadena en crecimiento sobre el enlace fosfodiéster entre los fosfatos oo y B del dCTP (ver
Fig. 1.1). Coloca vos los extremos 5’ y 3’ en las cadenas de ADN.

Otra necesidad, algo menos evidente, es que la ADN polimerasa no puede iniciar la sintesis de ADN “posandose” en
una simple cadena. Si miras de nuevo la Fig. 1.3, notards que la “palma” requiere que por alli pase una doble cadena.
Para generar la primera regién de doble cadena se necesita que otra proteina produzca un pequeiio fragmento de
acido nucleico que, una vez unido al molde, genera el fragmento de doble cadena que necesita la ADN polimerasa
para empezar a catalizar la sintesis del ADN. Estos fragmentos son formados también en forma complementaria al
molde, pero interviene otra enzima, del tipo ARN polimerasa, que no necesita de un fragmento de doble cadena para
empezar, porque su sitio activo es algo diferente. Las ARN polimerasas son extremadamente importantes para el
proceso de transcripcion de la informacidn genética y las abordaremos mas tarde. La clave es que estas enzimas
catalizan la sintesis de una pequefia cadena de dcido ribonucleico o ARN que es complementaria a una zona del ADN
molde vy asi se genera el fragmento de doble cadena desde el cual la ADN polimerasa puede empezar a copiar. Dada
esta funcidn, a esos pequefios fragmentos de ARN se los denomind cebadores o primers (en inglés), y en un alarde de
imaginacion, a la enzima que cataliza la formacion de los primers se la llamé primasa.



Pero esto nos genera otra necesidad: como la cadena de ADN se va sintetizando por partes, hay varios sitios a lo largo
de la cadena adonde la ADN polimerasa inicidé procesos de sintesis, cada uno de los cuales comienza con un corto
tramo de ARN cebador. Por lo tanto, si los cebadores o primers quedan a cada rato en la doble cadena de ADN, al cabo
de un tiempo, va a estar toda “sucia” de ARN. Entonces, hay que remover los cebadores después de usarlos. De eso
se encarga una ADN polimerasa en una versién algo diferente. Esta enzima posee una actividad llamada exonucleasa
cuyo sitio activo se encuentra en un lugar alejado del sitio polimerasa, que cataliza la biosintesis del ADN. La actividad
exonucleasa cataliza la hidrdlisis de los cebadores, nucleétido por nucledtido a medida que esta ADN polimerasa
avanza, y simultdneamente, la actividad polimerasa va rellenando el sitio donde estaba el cebador con ADN, a partir
del extremo 3’ del tramo anterior. De esta manera, siempre va quedando un “hueco” entre la base que le sigue a la
gue sacd y la que colocéd, donde no hay enlace fosfodiéster. Este “hueco” se va corriendo a medida que la ADN
polimerasa avanza (por eso en inglés se conoce este fendmeno como “nick translation”, o “traslado de la mella”) hasta
que llega un punto en el que la ADN polimerasa no da mds y se suelta del ADN. En ese momento, queda un “hueco”
entre dos bases adyacentes, que no poseen enlace fosfodiéster ni hay trifosfato en el extremo 5’ de la préxima base,
sino que alli queda un monofosfato (Fig. 1.4). Para poder rellenar este “hueco” actla otra proteina llamada ligasa, que
como no dispone de trifosfato en el extremo 5’, debe usar la energia del ATP para catalizar la formacion del enlace
fosfodiéster en el “hueco”.
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Fig. 1.4 Traslado de la mella o nick translation, catalizada por la ADN polimerasa I. La sintesis del ADN se produce de a tramos usando una cadena
como molde (celeste), con lo cual, entre un tramo terminado en desoxirribonucleétidos (rosa) y el siguiente, que empieza con el cebador de
ribonucledtiros (violeta), se genera un hueco o mella (parte superior). La ADN polimerasa | tiene actividad exonucleasa 5" — 3’, con la cual
cataliza la remocién de los ribonucleétidos del cebador, y ademas posee actividad polimerasa 5 — 3’, con la cual cataliza la adicion de
desoxirribonucledtidos (ANTPs) a partir del extremo 3’ que habia quedado en el hueco. De esta manera, se van reemplazando los ribonucleétidos
por desoxirribonucledtidos (verde), pero las actividades exonucleasa 5 — 3’ y polimerasa 5° — 3’ funcionando al mismo tiempo hacen que el
hueco se vaya trasladando hacia el extremo 3’ de la cadena. Una vez que la ADN polimerasa | se suelta de la cadena, que en ese momento ya es
toda de ADN, permanece una mella adonde estaba el hueco, la cual debe sellarse mediante la accidn de una ligasa, puesto que el nucledtido que
qgueda en el extremo 5’ de la mella no posee trifosfato (parte inferior).

Todas estas proteinas avanzan juntas durante la replicaciéon, en una estructura compleja, llamada horquilla de
replicacion. El avance de la horquilla de replicacién determina que se enrolle el ADN que esta adelante, como cuando
intentamos “abrir” una soga o una trenza simplemente tirando desde sus extremos. Para aliviar esa tensidn, acttan
otras proteinas llamadas girasas, que van cortando y rearmando enlaces por delante de la horquilla de replicacion,
también usando la energia del ATP para esa tarea.

Finalmente, debe observarse que, como el avance de la sintesis de ADN es en el sentido 5’->3’, las dos hebras no
pueden sintetizarse avanzando simultdneamente en el mismo sentido. La solucién a esto es que, mientras una de las
hebras avanza continuamente en el sentido 5’->3’ la otra lo hace de a “saltitos” yendo “marcha atras” sobre la otra
hebra molde. Esos pedacitos de cadena luego se unen gracias a la actividad de la ADN ligasa. Por este modo particular
de avance de la horquilla de replicacidn, a una de las hebras (la que avanza sin parar) se le llama hebra continua y a la
otra (la que avanza de a “saltitos”) se le llama hebra retrasada o discontinua. Los fragmentitos de ADN de la hebra
retrasada se conocen como fragmentos de Okazaki en honor al matrimonio de Reiji Okazaki y Tsuneko Okazaki,
quienes fueron sus descubridores.



Ciertamente, toda esta explicacién necesita un dibujo para ser mejor comprendida. Pero no lo vamos a poner, y en
vez de ello, te sugerimos que, releyendo los parrafos anteriores, resuelvas los problemas 1.7 y 1.8, donde estan las
figuras que necesitas.

Ademds, existen muy buenas animaciones del proceso de replicacion. Por ejemplo,

https://www.youtube.com/watch?v=uEwyWgSvLcO

https://www.youtube.com/watch?v=YqjbmrQcyfM

Después de leer este texto, ver los videos y resolver los problemas, te sugerimos que pienses en lo siguiente, para
dimensionar el proceso.

1) Para dividirse en dos células nuevas, una bacteria tiene que replicar su ADN en unos 40 minutos. Si ese ADN contiene
4.000.000 de pares de bases ¢ cuantos nucleétidos por segundo incorpora?

2) Sin embargo, dijimos que lo que se genera no es solo ADN, sino una célula, es decir que en ese tiempo tiene que
fabricar también todos los componentes de la nueva célula.

3) Trata de copiar esto lo mas rapido que puedas, y fijate cuanto tardas:
ACGTTTCTACCGTCAGGGTGTGCATGTGTGCAAAATATCGACCGGTCAGCAGACCTCGATCGAGACGAGCAGATGCAGAGGGCT

4) Fijate cuantas veces te equivocaste.

5) Ahora compara con el tiempo que le lleva a la célula, y tené en cuenta que ella se equivoca menos de una vez en
cada copia.

6) Y observa que la célula no solamente copid la secuencia, sino que mientras lo hacia iba fabricando el papel y la
birome....

7) Recomendacion final: leé el libro. Esto no lo reemplaza.



Problema 1.1

Uno de los procesos mas importantes para la agricultura sustentable es la fijacion biolégica de N, llevada a cabo por
un grupo de bacterias denominadas diazétrofos. Uno de estos diazétrofos es Ensifer meliloti, que realiza la fijacidn
biolégica de N, en simbiosis con plantas de alfalfa, las cuales, gracias a la simbiosis, pueden nutrirse con el N del aire
en vez de usar el N del suelo. Bajo condiciones éptimas para el crecimiento, una célula de E. meliloti se divide cada 2
horas, aproximadamente. Supongamos que ninguna célula se muriera en estas condiciones.

a) éCuanto tiempo le tomaria a una sola célula de E. meliloti en un frasco de cultivo de 10 litros llegar a una densidad
de células méaxima de 10 células por ml (cultivo saturado)?

b) é Cuantas células se obtendrian a partir de una célula luego de una semana de crecimiento?
c) Sabiendo que una célula de E. meliloti pesa 0,95 pg ¢écuanto pesarian las células obtenidas en el inciso b)?

d) éEntonces...?

Problema 1.2

En la Tabla 1.1 se detalla la composicién porcentual de A, T, Cy G del ADN de cuatro especies diferentes, pero se han
omitido ciertos valores. Completd los datos faltantes en la tabla y calcula la relacién (A+T)/(G+C)

Tabla 1.1 Composicién porcentual de bases del ADN en tres especies diferentes
A T C G (A+T)/(G+C)
Humanos 31 20 20
Trigo 27 27
Ovejas 21

Problema 1.3
a) El ADN en solucidn se desnaturaliza mediante el empleo de calor. ¢Por qué ocurre esto?
b) ¢ Cémo podrias medir el grado de desnaturalizacidon que posee una molécula de ADN a distintas temperaturas?

c) La temperatura a la cual se alcanza la mitad de la desnaturalizacion de una molécula de ADN ¢depende de su
composicion de bases?

d) Hacé un grafico que muestre el proceso de desnaturalizacién a medida que aumenta la temperatura para una
molécula de ADN rica en (A+T) comparada con otra rica en (G+C).

e) Una vez que una molécula de ADN ha sido desnaturalizada por calor épuede renaturalizarse por enfriamiento?
¢Como harias el experimento que corrobore o no esta pregunta?

Problema 1.4

a) Bajo ciertas condiciones el ADN posee carga eléctrica. ¢ Cuales son esas condiciones y a qué grupos moleculares
ionizables se debe esta carga? Explicalo con un esquema de la molécula.

b) Esta propiedad se aprovecha en un método de separacion de las moléculas del ADN llamado electroforesis en gel.
Esquematiza el procedimiento y cémo se veria el resultado de uno de estos experimentos si se separaran dos
moléculas de ADN de distinto tamafio molecular.

c) Si el procedimiento se basa en la carga eléctrica de la molécula, épor qué las separa por tamafios?



Problema 1.5

En funcion de la reaccion de polimerizacion del ADN catalizada por las ADN-polimerasas:

molde + (dNMP)n + dNTP » molde +....oceveiieiins :
a) Completa la ecuacién de la reaccién, con los elementos necesarios para que la polimerizacién ocurra.
b) éCémo se aporta la energia necesaria para que se produzca la reaccion?

c) Esquematiza al menos el ultimo nucledtido del (ANMP)n incluyendo el oxidrilo 3’, el dNTP (incluyendo el extremo
5’) y cdmo ocurre el ataque y la formacién del enlace fosfodiéster.

d) Sobre la base de este esquema, explicad por qué esta reaccion es termodindmicamente espontanea.

Problema 1.6

Considera el esquema de la siguiente horquilla de replicacion, donde la flecha indica el sentido de la reaccidn de adicidon
de desoxiribonucledtidos por las ADN polimerasas, y el * indica la incorporacidon en el ADN de dNTPs marcados
radioactivamente:

HNEEEEEENN] =

a) Marca los extremos 5’ y 3’ de las cadenas del ADN. Identifica las enzimas representadas por un rectangulo y un
dvalo gris, y describi las actividades que realizan. Agregd otras enzimas implicadas en el replicdn. Menciona cuales
necesitan ATP para realizar su actividad.

b) Ubica donde deberia encontrarse la primasa en el esquema. ¢Qué tipo de polimerasa es esta enzima?

c) En la figura hay una flecha blanca que muestra que se ha acortado la molécula indicada con una flecha gruesa y
corta (ﬂ) ¢Cémo ocurre este proceso?

d) éPor qué una de las hebras se sintetiza de manera discontinua? Explica de qué forma se completa dicha hebra.



Problema 1.7

Los siguientes esquemas corresponden a eventos replicativos en procariotas. Indicd si contienen errores,
fundamentando brevemente tu respuesta:
i)
3" A-G--C--T--C--C--T--A--A--G--T 5'

c e e e C e e e Ligacion (ADN ligasa + energia)
5' T--C—-G--A--Goy pA--T--T-—C-A 3'

i) _—
3'! ) / continua

discontinua

i)
3 5"

o]
I
v

ADN polimerasa lll



2. Organizacién genética.

El ADN es una secuencia de desoxirribonucledtidos, pero é¢qué hay ahi? Muchas cosas, pero lo que mas nos importa
son los genes. A grandes rasgos, podemos decir que los genes son secuencias de desoxirribonucledtidos en el ADN. Es
decir, secuencias dentro de la secuencia. Por ejemplo, la bacteria que mencionamos en la introduccién del tema
anterior tenia 4.000.000 de pares de bases en su ADN, y dentro de esa gran molécula de ADN hay alrededor de 4.500
genes. Es decir, hay unos 4.500 fragmentos de secuencia (genes) dentro de la secuencia principal, a la que llamamos
genoma, cada uno de los cuales estd encargado de codificar una funcién dentro de la célula. Es importante darse
cuenta de que los genes siempre estan en el mismo lugar en el genoma, de la misma forma que cada palabra de este
texto ocupa un lugar determinado, y si se copiara el texto, cada palabra en cuestién deberia ocupar el mismo lugar en
todas las copias.

Por lo tanto, tenemos una primera diferencia entre genes y genomas. Cada especie tiene un solo genoma, que contiene
todos sus genes; y el nimero de genes es muy variable de especie a especie: por ejemplo, mientras la bacteria que
mencionamos tiene 4.500 genes, el ser humano tiene unos 30.000. Sin embargo, el genoma humano es
proporcionalmente mucho mayor que el de la bacteria. Mientras el genoma bacteriano que pusimos como ejemplo
tiene 4 millones de pares de bases, el genoma humano tiene 3.000 millones de pares de bases. Son tamafos tan
grandes, que los referimos como “mega pares de bases” (Mpb): 4 Mpb para la bacteria y 3.000 Mpb para el humano.

Una simple cuenta nos habla también de la diferencia de organizacién entre un genoma y otro: si dividimos el tamafio
del genoma por el nimero de genes, el resultado nos dice (mas o menos) cada cuantos pares bases (pb) hay un gen.
En el caso del genoma bacteriano, 4.000.000/4.500 = 889, es decir un gen cada 889 pb, mientras que, en el genoma
humano, 3.000.000.000/30.000 = 100.000, es decir un gen cada 100.000 pb. Como los tamarfios de los genes son
similares (medidos en nuimeros de pb), podemos concluir de esto que el genoma bacteriano estd mucho mas
“densamente poblado” de genes que el genoma humano. Lo mismo se extiende a los genomas de otras especies: los
genomas procariotas son mas “densos” que los genomas eucariotas. Este aspecto alin no se comprende bien, y hay
muchas hipdtesis que intentan explicar estas diferencias.

Pero volvamos a los genes. Supongamos la siguiente secuencia de ADN, que es una muy pequeia parte del genoma
de una especie hipotética (no se escribe la cadena complementaria, porque queda sobreentendida):

5-TCTAATACCCGTGGCAGGCTTCTGCAGGAGGTCCATGGATGTCTCCTACACTGTCATTCTGGGAGATGGCCCTATATAGCC-3

Es decir, solo se representa una parte de la secuencia total, pero hay que entender que sigue habiendo bases a la
izquierda del 5’ y a la derecha del 3’. Pues bien: en este trozo de secuencia ¢dénde esta el gen? ¢ Cémo “sabe” la célula
qué parte contiene un gen (o sea una instruccién para una funcién) y qué parte no? En una secuencia de ADN lo Unico
qgue hay es eso: secuencia de ADN. No es como este texto, que tiene mayusculas, espacios, signos de puntuacion, que
indican dénde empieza una oracidn, dénde empiezan y terminan las palabras, etc. Entonces, si en la secuencia de ADN
tiene que haber sefiales, como por ejemplo una mayuscula, esas sefiales tendran que ser también secuencias de ADN.
En la secuencia de arriba hay tales sefiales, que iremos viendo mas tarde. Por de pronto, la secuencia TAATA indica
ddénde empieza el gen; la “A” que estd 9 pb después es la primera que va a aparecer en el ARN mensajero (ARNm)
transcripto; la secuencia AGGAGGT indica dénde debe unirse el ribosoma al ARNm para iniciar el proceso de
traduccion; la secuencia ATG inmediata posterior indica el inicio de la traduccidn a proteina, y la secuencia TAG cerca
del final indica la terminacién de la traduccidn a proteina. Tratd de encontrar todas estas sefiales en la secuencia escrita
mas arriba.

Estas sefiales indican a los aparatos de transcripcion y traduccién donde deben ejecutar sus tareas para que el gen se
exprese en una proteina funcional. Entonces, podriamos decir que un gen deberia tener todas estas sefales, y la
secuencia de aminoacidos de la proteina contenida entre ATG y TAG para ser considerado como tal.

Los genes se encuentran a lo largo del ADN en los cromosomas, y asi como las distintas especies poseen distinto
tamano de genoma, también poseen distinto nimero de cromosomas. Por ejemplo, las bacterias en general tienen un
solo cromosoma, pero es frecuente que posean elementos de ADN extracromosomal llamados pldsmidos. Estos
plasmidos en general son chicos (del orden de unos miles de pb) y poseen genes relacionados entre si por su funcion.
Por su parte, el ser humano tiene su genoma repartido en 23 cromosomas. Cada cromosoma esta por duplicado en
una célula somatica, con lo cual ésta tiene 46 cromosomas. Los cromosomas pueden reconocerse por sus diferencias
de tamano y morfologia (esencialmente por la ubicacion del centrémero) y la clasificacion de todos los cromosomas
de una especie por tamafio y forma constituye el cariotipo de esa especie. Sin embargo, el ser humano también tiene



ADN extracromosomal, ubicado en las mitocondrias que pueblan el citoplasma. Las plantas, ademas de tener ADN
extracromosomal en las mitocondrias, también lo tienen en los cloroplastos.

Alo largo de la evolucién se fueron acumulando cambios (mutaciones) en el ADN, que se fueron seleccionando a favor
y dieron origen asi a la enorme biodiversidad que hoy habita nuestro planeta. Como los cambios a menudo son
graduales, es posible reconocer el mismo gen en distintas especies comparando su secuencia de ADN. Mds aun: puede
predecirse la presencia de un gen en una especie solo por comparacidon de su ADN con el de especies donde ese gen
haya sido caracterizado. Sin embargo, existe una cierta controversia sobre cuanto tienen que parecerse dos secuencias
de ADN para concluir que se trata del mismo gen. Obviamente no es lo mismo comparar un gen humano con su
homadlogo en chimpancé que compararlo con su homologo en levadura. De todos modos, mediante la comparacion
de una secuencia de ADN con las de genes homdlogos en otras especies, es posible detectar las zonas que codifican
las partes mas importantes para la funcién de la proteina codificada por ese gen. Por ejemplo, es mas probable que
mutaciones que produzcan cambios en aminoacidos del sitio activo (como podria ser la zona entre los “dedos” y la
“palma” de la ADN polimerasa esquematizada en la Fig. 1.3) den por resultado una forma inactiva de la proteina, que
podria ser eliminada por la seleccién natural. Por lo tanto, es de esperarse que, comparando genes homologos,
encontremos menos cambios de nucledtidos en la zona que codifica el sitio activo que en otras zonas.

A continuacidn, daremos algunas definiciones utiles.

Numero x: Numero basico de cromosomas de una especie. En los individuos diploides, el nimero basico coincide con
el nimero de cromosomas de un genoma (x = n).

Numero n: NUumero haploide o numero gamético de un organismo.

2n: Numero somdtico de cromosomas de un organismo.

Haploide: célula u organismo con una sola dotacién cromosémica.

Diploide: célula u organismo que tiene dos dotaciones cromosdmicas

ADN: acido desoxiribonucleico. Es la molécula portadora de la informacién genética.

Estructura Primaria: en un polimero compuesto por nucleétidos, es la secuencia de nucledtidos. Cada nucledtido esta
compuesto por un azucar pentosa (desoxirribosa en el caso del ADN, ribosa en el caso del ARN), una molécula de
fosfato y una base nitrogenada, purica (adenina o guanina) o pirimidinica (timina o citocina en el caso del ADN, o
uracilo o citocina en el caso del ARN).

Estructura secundaria: basada en el modelo de Watson y Crick, el ADN esta compuesto por dos cadenas antiparalelas,
unidas por puentes de hidrégeno, helicoidales enrolladas alrededor de un eje imaginario. Este modelo requiere
cantidades equimolares de las bases complementarias (A=T y G=C) demostrado por Chargaff, siendo:

(A+G) = 1 universal vyrelacién (A+T)# 1 variando segun la especie
(T+C) (G+C)

En el caso del ARN, al ser monocatenario, los puentes de hidrégeno entre bases complementarias se forman en
regiones donde la molécula se pliega sobre si misma.

Gen: unidad fisica y funcional de la herencia, que se transmite de una generacion a la siguiente. Constituido por ADN
(en organismos celulares; los virus, por su parte, pueden tener genomas de ARN).

Cromosomas: son cuerpos filiformes constituidos por ADN y proteinas, su niUmero es una caracteristica constante de
la especie. Luego de la duplicacién o sintesis del ADN cada cromosoma estara constituido por dos cromatidas
hermanas idénticas unidas por un centrémero para permitir la division celular. Dependiendo de la ubicacién del
centrémero, los cromosomas pueden clasificarse segin su forma en metacéntricos, submetacéntricos, acrocéntricos
o telocéntricos.

En organismos diploides (2n), los cromosomas se encuentran de a pares. Cada miembro del par tiene el mismo tamaiio,
la misma posicién del centrémero y los mismos genes, sin embargo, uno es de origen paterno y el otro materno. Este
par de cromosomas constituye un par de cromosomas homoélogos.



Genoma o Genomio: se denomina asi al juego de cromosomas que un individuo recibe de uno de los progenitores
diploides y por lo tanto esta representado sélo uno de los cromosomas de cada par de homélogos. También se
denomina genoma a la secuencia completa del ADN de la especie.

El nimero cromosémico es una caracteristica de las células vegetales y animales. Dentro de cada especie existe una
constancia numérica y estructural de los cromosomas, sin embargo, pueden ocurrir alteraciones en el numero
cromosdmico normal. Hay dos clases principales de cambios cromosdémicos numéricos: la euploidia y la aneuploidia.

Los cambios euploides afectan genomios enteros. Son aquellos organismos que tienen un nimero de cromosomas
multiplos del nimero x.

Los Monoploides (n): llevan un juego de cromosoma o genomio, esto es, uno de cada cromosoma presente
normalmente.

Los diploides (2n) son los organismos que presentan dos juegos de cromosomas o genomios.

Los organismos con 3 o mds genomios son llamados poliploides. La poliploidia es muy comun en los vegetales, y para
ciertas plantas constituye un factor importante en la evolucién. Las dos clases principales de poliploides son los
autopoliploides y alopoliploides, los cuales pueden distinguirse basandose en el origen de los cromosomas. Los
autopoliploides aparecen cuando el mismo genomio se duplica. En cambio, los alopoliploides resultan cuando
diferentes genomios se unen a través de la hibridacidn de plantas emparentadas o relacionadas entre si.

Algunos ejemplos de poliploides:

Los triploides (2n=3X): presentan 3 juegos de cromosomas 0 genomios.
Los tetraploides (2n= 4X): presentan 4 juegos de cromosomas o genomios.

Los cambios aneuploides involucran a uno o mas cromosomas aislados del complemento cromosémico. El nimero no
es multiplo del nimero basico X. En la naturaleza estas alteraciones son mas graves que las euploides debido al
desequilibrio génico que se produce en las divisiones celulares. Ciertas anormalidades en la meiosis pueden llevar a
producir gametas con n+1 y n-1 cromosomas.

Algunos ejemplos:

Monosémico 2n -1
Nulisémico 2n - 2
Trisémico 2n+1
Tetrasémico 2n +2

Doble Monosdmico 2n -1-1
Doble Trisémico 2n +1+1



Problema 2.1
Analiza e intentd responder las siguientes preguntas de concepto. Busca la informacidén que necesites.

a) Explica qué significan: gen, alelo, operdn, exdn, intrén, promotor, pseudogen, homadlogo, ortélogo, pardlogo, locus,
elemento de secuencia, organela, plasmido.

b) Considerando un genoma procariota ¢todos los genes estan codificados en la misma hebra de ADN? ¢Podrian dos
genes distintos estar codificados en el mismo lugar, pero en hebras complementarias?

c) Comenta el “dogma central de la genética molecular” y explica por qué actualmente se lo considera una explicacion
insuficiente.

d) éPor qué en los procariotas los genes tienden a agruparse en el genoma de acuerdo con su funcién?

Problema 2.2

En la Fig. 2.1 se muestra un apilamiento de secuencias correspondientes a una regién del gen que codifica el factor de
transcripcion RpoS en los siguientes microorganismos: 1) Salmonella typhimurim, 2) Shigella flexneri, 3) Erwinia
carotovora, 4) Yersinia enterocolitica, 5) Serratia entomophila, 6) Pseudomonas aeruginosa, 7) P. fluorescens.

a) éCon qué criterio se hizo el apilamiento y en qué suposiciones se basa?

b) Explica dénde estan los extremos 5’ y 3’ de cada cadena de ADN mostrada en la Fig. 2.1, y qué significan los asteriscos
y los guiones.

c) éPor qué en las secuencias de la Fig. 2.1 hay zonas en las que se parecen mas entre si, y por qué ciertas posiciones
son las mismas en todas las secuencias?

d) éSe puede suponer que este gen estd en el mismo lugar del cromosoma en las diferentes especies?

S. typhimurium ---—-AGAGCT--GTTATCGCAAGGGGCCACACA-————————————- GCGTGTGTTGGAC
S. Flexneri --—-GGAACT--GTTATCGCAGGGAGCCACACA-——————=—————— GCTTGTGTTGGAC
E. carotovora ----CGAGCT--GTTATCGCAAGGGGTCCCACA-————————————- GCGTGTCCTTGAC
Y. enterocolitica ----AGAGCT--GTTGTCTCAAGGCGTTACCCA--———————————- ACGTGTATTGGAT
S. entomophila -——-TGAGCT--GTTGGCGCAAGGTGTTAC-CA-————————————— GCG-GTGCT-GAT
P. aeruginosa TCCAAAAGCTCCGCTTCATTAAAGCAACACAAATACATTGATTACACGCGTGCACTCGAT
P. fluorescens GCCACCACTTCCTTCTCTTCCAAACAACACAAGCACATCGACTACACGCGCGCGTTGGAC
* * * * * * k%
S. typhimurium GCGACTCAGCTTTACCTTGGTGAGATTGGGTATTCACCACTGTTAACAGCCGAAGAAGAA
S. flexneri GCGACTCAGCTTTACCTTGGTAAGATTGGTTATTCACCACTGTTAACGGCCGAAGAAGAA
E. carotovora GCAACACAGCTCTATTTAGGAGAGATCGGCTATTCGCCGCTTTTAACCGCAGAAGAAGAA
Y. enterocolitica GCGACGCAGCTCTATCTGGGTGAGATCGGTTATTCGCCTCTGCTTACCGCAGAGGAAGAG
S. entomophila GCGACACAGCTCTATCTTGGTGAGATTGGTTATTCGCCGTTGTTGACCGCAGAAGAAGAG
P. aeruginosa GCGACGCAGCTGTACCTCAATGAAATCGGCTTTTCTCCATTGCTCTCCCCCGAAGAGGAA
P. fluorescens GCAACGCAGCTGTATCTCAACGAAATCGGTTTCTCGCCCCTGTTGACGCCCGAAGAGGAA
E S S * * Xk kX K *x Kk * * * * Kk Kk Kk
S. typhimurium GTCTATTTTGCGCGTCGCGACCTGCGTGGAGATGTCGCTTCTCGCCGTCGCATGATTGAG
S. flexneri GTTTATTTTGCGCGTCGCGCACTGCGTGGAGATGTCGCCTCTCGCCGCCGGATGATCGAG
E. carotovora GTCTATTTTGCCCGACGCGCGTTGCGTGGCGATGTCCCATCGCGCCGCCGGATGATCGAG
Y. enterocolitica GTCTATTTTGCGCGGCGTGCTCTGCGCGGTGACGTGCCGTCCCGCCGCCGCATGATCGAA
S. entomophila GTTTATTTTGCCCGGCGTGCATTGCGCGGAGATGTGCCTTCACGTCGGCGTATGATCGAA
P. aeruginosa GTGCACTTTGCGCGGTTGTCGCAAAGTGGTGATCCGGCCGGGCGCAAGCGCATGATTGAA
P. fluorescens GTCCACTTCGCTCGTCTGGCGCAGAAGGGCGATCCCGCTGGTCGGAAGCGGATGATCGAG
*x * *k Kk Kk **x *x * ** **x Fkhkkkk Kk
S. typhimurium AGTAACCTGCGTCTGGTGGTAAAAATTGCCCGCCGTTATGGCAATCGTGGACTGGCGTTG
S. Fflexneri AGTAACTTGCGTCTGGTGGTAAAAATTGCCCGCCGTTATGGCAATCGTGGTCTCGCGTTG
E. carotovora AGTAACCTGCGGTTGGTGGTGAAAATTGCCCGCCGTTACAACAATCGTGGTCTGGCGCTG
Y. enterocolitica AGCAACCTGCGGCTGGTGGTGAAAATCGCCCGCCGCTATAGCAATCGCGGCCTGGCGLCTG
S. entomophila AGTAACTTGCGGTTGGTAGTGAAGATTGCTCGCCGTTACAGTAATCGCGGTTTAGCGCTG
P. aeruginosa AGCAACTTGCGGCTGGTGGTGAAAATCGCCCGGCGCTATGTCAATCGTGGCCTGTCGCTG
P. fluorescens AGCAACCTGCGGTTGGTGGTGAAGATCGCCCGGCGCTATGTCAATCGCGGACTGTCCCTG
** **kk Fhik *kkkh Kk Kk KXk Fk Fk Xk Kk *khkkkk K% * * **

Fig. 2.1 (continua en la pagina siguiente)



S. typhimurium CTGGACCTGATTGAAGAGGGCAACCTGGGGCTTATCCGTGCAGTAGAGAAGTTTGACCCG
S. Fflexneri CTGGACCTTATCGAAGAGGGCAACCTGGGGCTGATCCGCGCGGTAGAGAAGTTCGACCCG
E. carotovora CTGGACCTGATTGAAGAGGGGAACCTCGGCCTGATCCGTGCGGTTGAAAAATTCGATCCA
Y. enterocolitica CTGGATCTGATTGAGGAGGGCAACCTCGGCCTGATCCGCGCGGTGGAAAAGTTTGACCCA
S. entomophila CTGGATTTGATTGAAGAGGGTAACCTCGGTCTTATCCGTGCAGTGGAAAAGTTTGACCCA
P. aeruginosa CTGGACCTGATCGAAGAGGGCAACCTCGGGCTGATCCGAGCGGTGGAGAAGTTCGATCCG
P. fluorescens CTCGACCTGATCGAGGAAGGCAACCTAGGCCTGATCCGCGCCGTGGAGAAGTTCGATCCG
**x Kk * Kk kA kk Ak khAAkA Ak khk AkkAkA Kk hAkh Kk Kk kh Kk Kk
S. typhimurium GAACGCGGGTTCCGCTTCTCAACATACGCAACCTGGTGGATTCGCCAGACAATCGAACGG
S. flexneri GAACGTGGTTTCCGCTTCTCAACATACGCAACCTGGTGGATTCGCCAGACGATTGAACGG
E. carotovora GAAAGAGGATTCCGTTTTTCAACCTACGCAACCTGGTGGATTCGACAAACGATAGAGCGG
Y. enterocolitica GAACGCGGTTTCCGTTTCTCCACATACGCAACCTGGTGGATCCGCCAGACGATCGAACGG
S. entomophila GAACGCGGTTTCCGTTTCTCCACTTATGCCACATGGTGGATACGCCAGACAATTGAACGG
P. aeruginosa GAACGCGGCTTCCGCTTCTCGACCTATGCCACCTGGTGGATTCGTCAGACCATCGAGCGG
P. fluorescens GAGCGCGGATTCCGGTTCTCGACCTACGCCACCTGGTGGATCCGCCAGACCATCGAGCGG
*x K Kk AAkAkKAkA Kk kA kk Ak kh khk AAhAhAkIAAA Kk Kk khk kk hkh Khkk
S. typhimurium GCGATCATGAACCAAACCCGTACGATTCGCTTGCCGATTCACATTGTTAAAGAGCTGAAC
S. flexneri GCGATTATGAACCAAACCCGTACTATTCGTTTGCCGATTCATATCGTAAAGGAGCTGAAC
E. carotovora GCGATCATGAATCAAACCCGTACCATCCGTTTGCCGATTCACATTGTCAAAGAACTCAAC
Y. enterocolitica GCGATTATGAACCAAACCCGTACCATTCGTTTGCCTATCCACATCGTCAAAGAACTGAAC
S. entomophila GCAATAATGAACCAAACCCGTACCATCCGTCTGCCTATCCATATCGTTAAAGAATTAAAC
P. aeruginosa GCCATCATGAATCAGACCCGGACCATCCGGTTGCCGATCCATGTGGTCAAAGAACTCAAC
P. fluorescens GCCATCATGAACCAGACCCGGACCATTCGCTTGCCGATCCATGTGGTCAAGGAGCTCAAC
**x Kk * KKk *xx **x KKk KKk *hkKk KAk Kk * Kk Kk Kk * Kkk
S. typhimurium GTATACCTGCGCACCGCACGTGAGTTGTCGCATAAACTGGACCACGAACCGAGTGCGGAA
S. flexneri GTTTACTTACGAACCGTACGTGAGTTGTCCCATAAGCTGGACTATGAACCAAGTGCGGTA
E. carotovora GTTTATCTGCGCACCGCGCGCGAACTGTCTCACAAACTGGATCACGAGCCGAGTGCGGAA
Y. enterocolitica GTCTATCTGCGCACCGCGCGCGAGCTTTCTCACAAACTGGATCATGAACCGAGCGCTGAA
S. entomophila GTTTATTTGCGTACAGCGCGAGAACTTTCTCATAAATTAGATCATGAACCGAGCGCAGAA
P. aeruginosa GTCTACTTGCGCGCCGCCCGTGAGTTGACGCAAAAACTCGATCATGAACCCTCCCCCGAA
P. fluorescens GTCTACCTGCGTGCGGCGCGGGAACTGACCCACAAGCTCGACCACGAACCTTCACCCGAA
**x Kk * Kk * * *k KKk K K Kk KKk * Kk * Xk XK *x X *
Fig. 2.1 (viene de la pagina anterior) Apilamiento de secuencias de rpoS en los microorganismos indicados.
Problema 2.3

¢Cual de las células representadas a continuacion es haploide y cudl es diploide? ¢ Cuales son sus cariotipos?

Problema 2.4

El caballo tiene 64 cromosomas como numero diploide.

a) éCuantos autosomas habra en un gameto?

b) ¢ Cudntos cromosomas sexuales habra en un gameto?

c) éCudntos cromosomas recibira un potrillo de cada progenitor?

d) éCuantos cromosomas esperarias encontrar en los hibridos macho y hembra (mulas) resultantes del cruzamiento
entre un caballo y un asno (2n=62)? Indica si los animales hibridos son fértiles o estériles.



Problema 2.5

El esquema de la Fig. 2.2 representa una regién del genoma de una bacteria donde se encuentran codificados cuatro
genes, con funciones relacionadas entre si y que por lo tanto se llaman hid.

hidR (60 aa)
5’ ——) 3
hidC(120aa) hidB (80aa) hidA(130aa)
3’ —_ﬁ— 5

Fig. 2.2 Esquema de la ubicacién de los genes hid en una regién del genoma de una bacteria.

a) ¢Qué representan las flechas y el rectangulo negro?
b) éQué significan los nimeros seguidos de “aa”?
c) éPor qué las flechas apuntan en sentidos opuestos?

d) éCudntos pares de bases (pb) tiene cada gen?

Problema 2.6

En la Fig. 2.3 se representa la secuencia de ADN del genoma completo de la bacteria Bradyrhizobium japonicum, que
realiza la simbiosis fijadora de N, con plantas de soja. Las lineas de colores representan genes individuales, y el circulo
celeste indica el porcentaje de (G+C) en cada region del genoma.

Bradyrhizobium japonicum |
USDA110

chromosome
9,105,828bp

AR
i -‘_‘u‘l\_":_\‘\\ieﬂj‘.\\ { \.%'f} 4
J"_a'n"nl*.’“"h\fwéﬁ%‘

! 4,000,000

Fig. 2.3 Representacion del genoma completo de Bradyrhizobium japonicum. El circulo externo representa la ubicacién de los genes, y el circulo
celeste mas interno indica los porcentajes de (G+C) en cada region del genoma. La altura de cada linea celeste representa un porcentaje, segun
la escala indicada en la parte central, que va de 50% a 70%.

a) éQué relacidn tienen las lineas de color con las flechas del problema 2.5?

b) Mira atentamente la altura de las barras celestes del circulo interior. Fijate que a la derecha son sensiblemente mas
bajas que en el resto del circulo. ¢ Qué indica esto? ¢A qué puede deberse?



Problema 2.7

En la Fig. 2.4 se representa la secuencia de ADN del genoma de la soja. Las zonas en gris oscuro indican los lugares de
los cromosomas donde probablemente se encuentran los genes, mientras que las zonas en verde indican ADN
proveniente de la insercién de elementos mdviles como virus, transposones, etc. Finalmente, las zonas en violeta
indican las secuencias de lo que probablemente son los centrémeros en cada cromosoma.

a) Compara este genoma con el de B. japonicum mostrado en la Fig. 2.3 y observa la densidad de ADN ocupado por
genes en uno y otro caso. ¢ Qué conclusiones podés sacar de la comparacion de la distribucién de genes en procariotas
y eucariotas?

b) éPor qué en un genoma eucariota no puede especificarse inequivocamente dénde estan los genes, y solamente
puede indicarse una probabilidad, mientras que en los genomas procariotas como el de la Fig. 2.3 si puede hacerse?

{.J 10 20 30 40 50 6? Mb

W Genes M DNA transposons Copia-like Gypsy-like W Cen91/92
retrotransposons  retrotransposons

Fig. 2.3 Representacion del genoma completo de la soja (Glycine max). En la escala superior se indica el tamafo del ADN en megabases
(Mb); 1 Mb = 1.000.000 bases. A la izquierda se indica el nimero de cromosoma (Chr). El codigo de color de la parte inferior de la figura
indica las posiciones de los genes, elementos de insercion y centromeros. Dado que en eucariotas no puede especificarse univocamente la
secuencia de los genes, los mismos se predicen con una probabilidad, que estd dada por la altura de la linea serrada horizontal.



Problema 2.8

El nimero cromosdmico de la arveja (Pisum sativum) es 2n = 14. Esquematiza cudl es el nimero cromosémico que
puede esperarse en los siguientes individuos:

a) Monosomicos

b) Trisémicos

c) Tetrasdmicos

d) Trisdmicos dobles
e) nulisémicos

f) monoploides

g) triploides

h) autotetraploide

i) alotetraploide

Problema 2.9

Se sabe que distintas variedades de crisantemos tienen 18, 36, 54, 72 y 90 cromosomas; todos son multiplos de una
dotacion basica de 9 cromosomas

a) éComo describirias genéticamente a esas variedades?
b) éQué rasgo comparten los cariotipos de estas variedades?

c) Se descubrié una variedad con 27 cromosomas, ésera fértil o estéril? éPor qué?

Problema 2.10

El origen del trigo ha sido profundamente estudiado. Se sabe que para dar origen al actual trigo pan (Triticum
aestivum) han participado tres especies, dos de éstas diploides (las tres especies son x=7). Una, cuyo genomio es A,
se cruzd con otra cuyo genomio es_B, dando origen a Triticum tauschi, (AABB), el trigo para fideos o trigo duro.
Cuando ese hibrido natural se cruzo con la especie Aegilops squarrosa (genomio DD) aporto la calidad panaderay
dio origen al alohexaploide que ha llegado hasta nuestros dias.

a) Grafica los diferentes pasos que ha tenido el trigo hasta su situacion actual, colocando en cada caso el valor 2n,
n, X (nivel de ploidia).

b) Planted los pasos para obtener el hibrido interespecifico Triticale resultante del cruzamiento entre Triticum
aestivum (6X=42) y Secale cereale (2n=28), ambos con nimero basico = 7. Indica en cada paso: 2n, n, y x.



3. Replicacién del ADN in vitro.

La reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) es una reaccién de replicacion del ADN llevada a cabo in vitro, es decir
en un sistema libre de células, en el cual se afiaden solamente los componentes necesarios para que ocurra la reaccion.
En este caso, basta con utilizar el ADN molde, los cuatro desoxirribonucleétidos trifosfato (abreviados dNTP), la ADN
polimerasa, dos cebadores (primers) de simple cadena, y un buffer apropiado que contenga Mg?** (necesario para la
actividad de las enzimas que usan nucledtidos trifosfato como sustratos).

La reaccidn se inicia con la desnaturalizacion del ADN molde por calor. Una vez que ambas cadenas estdn separadas,
se disminuye la temperatura de forma tal de permitir que los cebadores de simple cadena se unan a sus secuencias
complementarias en cada una de las dos cadenas de ADN molde. Para que esta union sea especifica de una sola
secuencia de ADN, es necesario que los cebadores posean una longitud de al menos unos 20 nucleétidos, de forma de
asegurar que esa secuencia no se va a encontrar repetida en otros lugares del genoma (a modo de ejemplo, una
determinada secuencia de 20 bases podria encontrarse al azar cada 4%° bases en el genoma). Una vez que los cebadores
se unieron al ADN molde, se lleva la mezcla de reaccidén a la temperatura adecuada para que funcione la ADN
polimerasa, la cual, a partir del extremo 3’-OH de cada cebador va a catalizar la polimerizacién de la cadena
complementaria al ADN molde usando los dNTP que se encuentran en la mezcla de reaccion.

Luego de varias repeticiones de este proceso (ciclos) puede obtenerse una amplificacion exponencial de la regién de
ADN acotada entre los dos cebadores, como se muestra a continuacioén:

5’ 3

3 5 ADN molde

5 3 5’ ¥ . . s ‘s

2 5 3’ 5 Desnaturalizacion yunién de los cebadores

!

J = ——

Polimerizacion

e o = === 3

!
!

Luego de repetir el proceso muchas veces...

Se amplifica exponencialmente la regién de
ADN comprendida entre los dos cebadores

La enzima que se utiliza en la PCR es la Tag polimerasa, llamada asi porque proviene de Thermus aquaticus, un
microorganismo que habita aguas termales a muy alta temperatura. Una de las adaptaciones de este microorganismo
a su ambiente consiste en que su ADN polimerasa (la Taq polimerasa) es resistente a temperaturas de 95 °C, y por lo
tanto, en la PCR no es necesario reemplazarla luego de cada ciclo de calentamiento. Esto permite automatizar el
proceso, que se lleva a cabo con un equipo denominado termociclador.

Una vez finalizada la PCR, los productos pueden separarse en una electroforesis en gel de agarosa. El principio de esta
técnica consiste en hacer migrar las moléculas de ADN en un campo eléctrico hacia el polo positivo, dado que dichas
moléculas tienen carga negativa a pH = 8, provista por los fosfatos que se encuentran en todos los enlaces fosfodiéster
de las cadenas. Para separar las moléculas de acuerdo con su tamario se introduce en la cuba electroforética un gel,
normalmente de agarosa, cuya funcidn consiste en generar una malla a través de la cual deben migrar las moléculas.
Segun lo ajustada que sea esta malla, las moléculas se verdn tanto mds impedidas de moverse cuanto mayor sea su
tamafio, y eso podra visualizarse como una serie de bandas cuyos desplazamientos (en cm) desde el punto de siembra
serdn directamente proporcionales al logaritmo de su peso molecular.

En YouTube hay disponibles varias animaciones que ilustran estos procesos. Por ejemplo:

https://www.youtube.com/watch?v=vpAyYYArBQY para la PCR

https://www.youtube.com/watch?v=6vKLTSmQoBM para la electroforesis en gel de agarosa.




Problema 3.1

Una solucién contiene fragmentos de ADN de doble cadena de 1000, 500, 250, 100 y 50 kb de tamaio. El presente
diagrama representa un gel de agarosa. Ubica en la primer celda o calle las bandas segun el tamafio correspondiente.
Indicd el tamafio de la banda de la segunda calle y explica por qué esta banda es mds ancha que las anteriores.

Problema 3.2

Se quiere amplificar una secuencia de 144 pares de bases (bp) que solamente se encuentra en una cepa de levadura:

GGATCCTGCGGACGCAGCTTGTCGTTCTCGTTACGATGCGCGCTGCGTTAGCAGAGCATGGTGGGTGTGATCAGCGTGAATGGC

ACCGACAAAGCCGTGGCGAGTCATACGAGGCTGCCCTGCGTTCTGCGACGCCGCTCGCTT

a) éQué significa esta sucesion de letras? ¢Representa ADN? ¢Una cadena? ¢Dos? ¢Donde estan los extremos 5’ y 3'?

b) Escribi las secuencias de los cebadores empleados para amplificar el fragmento de 144 bp por PCR. Las secuencias
deben estar escritas en sentido 5’->3’ con el extremo 5’ a la izquierda. Los cebadores deben ser de 20 nucledtidos

cada uno.

c) Para llevar a cabo la reaccién, ademas del molde, se afiaden los cebadores o primers
adecuados, una ADN polimerasa termo-resistente (Taq polimerasa) y el resto de los
componentes necesarios para la reacciéon, de manera de completar un volumen final
de 25 pul. Se emplean las siguientes condiciones de ciclado:

1) 92 °C durante 15 segundos
2) 56 °C durante 15 segundos
3) 72 °C durante 30 segundos

Escribi al lado de cada uno de los pasos anteriores, qué proceso ocurre. Comparalos
con lo que ocurre en la replicacidon en las células. ¢ Cudl es la fuente de energia para la
separacion de las hebras de ADN en uno y otro caso?

c) En la Fig. 3.1 se muestra el resultado de la electroforesis del producto de PCR
obtenido con los cebadores que propusiste en b) y realizando la reaccidon como dijiste
enc). Enla calle 1 se utilizé como molde un extracto de ADN de la levadura, en la calle
2 se utilizé como molde agua destilada y en la calle “marker” se sembraron los
marcadores de peso molecular. Explicd para qué sirve cada calle y si ellas nos permiten
asegurar que la reaccion de PCR fue exitosa.

—y
—
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200hp

100bp

Fii 31 Electroforesis en gel de
agarosa del producto de la PCR
realizada para amplificar un fragmento
de 144 bp del ADN de una levadura.
Calle 1: molde de ADN de la levadura,
calle2: sin molde, marker: marcadores
de tamafio molecular



Problema 3.3

A continuacion, se muestra la secuencia del gen que codifica una B-(1,6) glicosidasa en un hongo fitopatdgeno. Las
letras minusculas indican zonas del ADN que no codifican la enzima, mientras que las letras mayusculas indican la zona
donde se codifica la enzima:

atcggtgtccaatcATGCCTGATTGTGGTCATCTTCATCTGTGGTCATTCATGTAACAATCAATGTAAGGTCATTGCTGCAGCATGCTG
GCAGAATTGTCAGTCAAAATGCAACACCAATGAGTCGTACAATGACAGGTCAATGAACGTCTGAATCTGTaagtcaaggtc.

a) Escribi la secuencia de un par de cebadores de 20 bases cada uno, para amplificar por PCR la zona indicada en letras
mayusculas. Escribi las secuencias en el sentido 5’->3".

b) ¢Tiene que ser solamente esta region? (Entera tal cual, o se permite que peguen los cebadores mas afuera?
¢Buscarias que terminen en CG?

c) Explica, sobre la base de la reaccion de polimerizacidn del ADN, por qué los cebadores deben orientarse en el sentido
5'->3’,



4. Marcadores moleculares.

Los marcadores en general son aquellas sefiales, rastros o “marcas” que pueden ser de diferente naturaleza y que
sirven para indicarnos la presencia cercana de un gen de interés en el genoma, identificar cepas, variedades, personas,
etc. y establecer relaciones entre ellas. Existen diferentes tipos de marcadores: morfoldgicos, bioquimicos (isoenzimas
y proteinas) y marcadores moleculares o genéticos (basados en ADN). Existen diversas técnicas de biologia molecular
disponibles para detectar variabilidad en la secuencia de ADN. La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es la mas
utilizada actualmente para poner de manifiesto a los marcadores moleculares.

Los marcadores moleculares que pueden ser detectados por PCR consisten en repeticiones cortas de secuencias, que
de acuerdo al numero de nucleétidos que tiene la secuencia que se repite, se califican como microsatélites o
minisatélites. Sin embargo, el concepto de “satélite” no tiene que ver con estas secuencias. Simplemente se trata de
repeticiones de secuencia que se encuentran en practicamente todos los organismos vivos. Lo importante de estas
secuencias repetidas es que, en una dada especie, se encuentran siempre en el mismo locus, y son polimdrficas. Este
ultimo término hace referencia a que existen series alélicas muy grandes para estas secuencias.

En efecto, podemos considerar que un nimero dado de repeticiones de una cierta secuencia es un alelo, aun cuando
no codifique ninguna proteina ni funcién bioldgica que pueda visualizarse como un cardcter. Pero estos alelos en
particular pueden identificarse y distinguirse si se los amplifica por PCR y se los separa por electroforesis en gel. El
punto importante aqui es que los cebadores que se utilicen en estas PCR deben unirse al ADN molde por fuera de la
zona repetida (el micro o el minisatélite) de forma tal de poderse amplificar el alelo entero.

Una vez que se los identifica, estos micro o minisatélites pueden ser mapeados en el genoma y también puede
determinarse su ligamiento a genes de interés, utilizando para ello las mismas técnicas de cruzamientos que se veran
enlosTP6y7.

A modo de ejemplo, en la Fig. 4.1 se muestra la ubicacién de algunos marcadores moleculares en el cromosoma 5A
del trigo.
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Fig. 4.1 Mapa de marcadores moleculares en el
cromosoma 5A del trigo. A la izquierda se indica la
ubicacion de los marcadores y a la derecha, la
distancia (cM) entre dos marcadores contiguos.



Problema 4.1

En el siguiente diagrama se muestra el polimorfismo de un marcador de tipo microsatélites (SSR) constituido por 3
alelos: A (GT)1o, Al (GT)s y A2 (GT)s. Mediante la técnica de PCR y utilizando cebadores disefiados en las regiones
flanqueantes, los alelos pueden ser amplificados para luego ser separados mediante una corrida electroforética.
Representd mediante un esquema el patrén de bandas que podria obtenerse en individuos diploides que lleven el
mismo alelo en ambos cromosomas, o uno en un cromosoma y otro en el otro.

CAAGGCGTTGACAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCTTATCACTGCGTC A
GTTCCGCAACTGTCACACACACACACACACACAGAATAGTGACGCAG

CAAGGCGTTGACAGTGTGTGTGTGTGTGTCTTATCACTGCGTC Al
GTTCCGCAACTGTCACACACACACACACAGAATAGTGACGCAG_

CAAGGCGTTGACAGTGTGTGTGTGTCTTATCACTGCGTC A2
GTTCCGCAACTGTCACACACACACAGAATAGTGACGCAG

Problema 4.2

Se desea amplificar por PCR una secuencia repetida en tdndem de numero variable (VNTR) que permite identificar
individuos segun el numero de repeticiones que posean en su ADN. Para el caso que nos ocupa, se trata de un VNTR
gue posee dos alelos: en uno de ellos hay una sola copia del VNTR, mientras que en el otro hay cuatro:

Una copia del VNTR:

)/ ATTTGGCCAGGGGCTTAATTITCCCAT
’

TARACCCETCCCCEAATTARRAGEETE

lasaallubLlCCCCGEaAS Y Anfietstsl Asal

AGGGGCTTAATTTCCCGGGGCTTRAATTTCCCGGGGCTTAATTTCCCGGGGCTTAATTTCCCATTIGG
A ™~

r
CCGAATTARAGGECCCCGAATTRAAAGGGCCCCGAATTARAGGGCCCCGRAATTARAGGGTAAACC B

106G
(B QW

Se sabe que el individuo “a” es heterocigota para este VNTR, mientras que el individuo “c” es homocigota y posee sélo
el alelo con cuatro copias del VNTR. El objetivo de esta PCR es identificar la composicidn alélica de un tercer individuo,
al que llamaremos “b”. Para ello, se utilizan en la PCR los siguientes cebadores (primers):

Forward: 5 pGGGCTT-OH 3’
Reverse: 5’ pGGGAAA-OH 3’

Nota: Se representan cebadores de tamafio mads corto que lo que deberian sélo para facilitar la lectura. La solucion al
problema no tiene que ver con el tamaiio de los cebadores.

La reaccion se realiza de la siguiente manera: Se obtiene el ADN molde de los tres individuos, y en paralelo se prepara
la mezcla de reactivos. Luego, se divide la mezcla en tres partes iguales, y a cada parte se le agrega ADN molde del
individuo “a”, del “b” o del “c”. La reaccion se inicia incubando a 95 °C durante 2 minutos y después se realizan 30
ciclos de la siguiente manera: 95 °C 15 segundos, 53 °C 15 segundos y 72 °C 30 segundos, culminando con un ciclo a
72 °C 2 minutos. Luego, las muestras se corren en un gel de agarosa para observar los productos de amplificacidn, y
como resultado, se observan las bandas que se muestra en la Fig. 4.1a. Sin embargo, este resultado no era el esperado,
con lo cual los investigadores deciden cambiar de cebadores. Disefian otros cebadores distintos, y utilizando el mismo
protocolo para la PCR obtienen el resultado mostrado en la Fig. 4.1b, el cual finalmente les permite identificar el
genotipo del individuo “b”. Por lo tanto, elevan su informe, el cual es inmediatamente rechazado debido a la falta de
un control.
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Fig. 4.1 Resultados de la PCR para cuantificar las copias de VNTR, utilizando los cebadores mostrados en la pagina anterior (a) o bien otros
cebadores mejorados (b).

a) éQué utilidad tiene preparar la mezcla de reactivos de PCR antes de agregar el molde?

b) éCémo se dieron cuenta los investigadores de que el resultado de la Fig. 4.1a no correspondia a lo esperado?

c) Explica por qué los cebadores utilizados inicialmente no permitieron distinguir los tres individuos.

d) Escribi la secuencia de los nuevos cebadores que permitieron obtener el resultado de la Fig. 4.1b.

e) Indicd cual es el control que faltaba y por qué es critico para que el resultado de la PCR sea valido.

Problema 4.3

Una de las producciones sustentables mas difundidas en el Delta del Parana es el cultivo forestal de Salicaceas: dlamos
(Populus spp.) y sauces (Salix spp.). Esta actividad provee materia prima para cuatro cadenas industriales: celulosa y
papel, tableros de particulas, de bobinados y aserrio. Mediante el uso de marcadores moleculares microsatélites (del
tipo repeticidon de secuencia Unica, abreviado SSR), se logrd diferenciar a clones y lineas avanzadas del programa de
mejoramiento de Saliciceas.

La Fig. 4.2 representa un gel de agarosa donde se observa la variacion alélica de dos SSR (llamados PMGC 2217 y PMGC
2030). Las calles de 1-7 corresponden a clones de dlamo y las calles 8-12 clones de sauce. M, corresponde al marcador
de peso molecular.

a) ¢Cual habra sido la secuencia de trabajo que los investigadores utilizaron en este estudio? Ordena del 1 al 5 los
diferentes pasos del procedimiento:

Amplificacidn de los microsatélites mediante el método de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
Extraccion de ADN de hojas de dlamo y sauce.

Disefio de cebadores especificos para los marcadores microsatélites (busqueda en bibliografia de la tematica
o en bases de datos en internet: ej NCBI).

Analisis de los geles, obtencién de resultados y agrupamiento de clones.

Separacion de los productos amplificados en geles de agarosa y visualizacion mediante tincion del ADN.



Fig. 4.2 Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR obtenidos con los cebadores de la Tabla
1. Calles 1-7: muestras de dlamo. Calles 8-12: muestras de sauce. M: marcadores de peso molecular.

b) ¢ Cuantos alelos podés identificar para cada microsatélite PMGC 2217 y PMGC 2030? ¢Consideras que fue posible
diferenciar a todos los cultivares con el empleo de estos marcadores?

c) ¢Cual de los dos marcadores es mas polimdrfico? ¢Podrias identificar cultivares homocigotas y heterocigotas para
los marcadores? Da un ejemplo de cada caso.

Problema 4.4

Un productor avicola envia muestras de sangre de sus animales a un laboratorio para la determinacidn del sexo. El
andlisis se basa en la amplificacion de un minisatélite llamado CHD que esta ligado a los cromosomas sexuales (Zy W).
En esta poblacion de aves el minisatélite CHD posee dos alelos: CHDW con 10 repeticiones y CHDZ con 14 repeticiones.
Teniendo en cuenta que en las aves los machos son homogaméticos (ZZ) y las hembras heterogaméticas (WZ) (es decir,
tendran el gen CHDZ/CHDZ y CHDW-CHDZ, respectivamente): indica en la Fig. 4.3 qué muestras de las calles 1 a 16
podrian provenir de machos y cuales de hembras.
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Fig. 4.3 Productos de PCR del minisatélite CHD de distintos individuos de una
poblaciéon de aves. Algunos de los individuos son machos y otras hembras, pero no
se ha especificado el sexo de cada uno en las calles 1-16.



5. Expresidén génica.

Anteriormente dijimos que los genes tienen “instrucciones” que determinan la funcidon bioldgica, y que esas
“instrucciones” se “expresan” en proteinas funcionales. Ahora podemos tratar de entender mejor estos procesos.
Antes que nada, debemos recordar que una secuencia de ADN se transcribe en ARN y ésta en proteina, lo cual ha sido
dado en llamar el “dogma central de la Biologia Molecular”, aunque ahora sabemos que varios ARN no se traducen a
proteina, y que la informacion de ciertos ARN puede también transcribirse en ADN (aqui se habla de
retrotranscripcion). Pero para simplificar, centrémonos en los procesos de transcripcion y traduccion.

Asi como el ADN es una secuencia de desoxirribonucledtidos, el ARN es una secuencia de ribonucleétidos formada a
partir de ribonucleétidos trifosfato (NTP). Si bien ambas moléculas son parecidas, cumplen funciones muy distintas, y
en la célula el ARN no se replica, es decir que una cadena de ARN no puede servir de molde para producir otra. Esto
es una suerte, porque de lo contrario, nuestro ARN aumentaria exponencialmente, nuestras células rebosarian de
ARN, y nosotros explotariamos chorreando ARN por todos lados.

Por su parte, las proteinas son secuencias de aminodacidos, y aqui si hay algunas diferencias importantes. Una de ellas
es que, mientras los acidos nucleicos estan formados por solo cuatro bases, las proteinas estan formadas por 20
aminoacidos distintos. En segundo lugar, mientras que en los acidos nucleicos solo podemos distinguir entre purinas
y pirimidinas, en las proteinas podemos distinguir entre aminoacidos polares sin carga, polares con carga negativa,
polares con carga positiva, no-polares, alifaticos, aromaticos, con grupos sulfhidrilo, y algunas combinaciones de todos
ellos. Esto hace que la paleta de “letras” diferentes sea mucho mayor, y, por lo tanto, la diversidad de funciones
también lo sea.

Tanto los acidos nucleicos como las proteinas en solucion pueden adquirir una serie de conformaciones
tridimensionales, llamadas estructura secundaria y terciaria. Por ejemplo, la doble hélice es una estructura secundaria,
gue como vimos, se estabiliza por los puentes de hidrégeno entre las bases (Fig. 1.2). Si un acido nucleico
monocatenario (como el ARNm) se deja en solucidn, también va a formar puentes de hidrégeno, plegdndose de tal
manera que pueda formar las estructuras de doble hélice intracatenarias que maximicen la formacién de puentes de
hidrégeno dentro de la misma molécula. Un ejemplo conocido es el ARN de transferencia, que adopta la forma de una
hoja de trébol (Fig. 5.1).

Las proteinas también tienen estructura secundaria y terciaria, como lo ejemplifica la ADN polimerasa de la Fig. 1.3.
Los “resortes” que se ven alli son estructuras secundarias llamadas a-hélice, y la combinacién de a-hélices da por
resultado la estructura terciaria. La formacion de un sitio activo como el que vimos entre los “dedos” y la “palma” en
la Fig. 1.3 depende de que se forme correctamente la estructura terciaria.
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Fig. 5.1 ARN de transferencia (ARNt) donde pueden apreciarse la estructura secundaria (izq.) la estructura terciaria (der.), los puentes de
hidrégeno y la forma en que se pliega la molécula para maximizar la formacién de puentes de hidrégeno. En las zonas donde hay doble hélice,
es porque la secuencia de ribonucleétidos de una region de la cadena es complementaria con la de otra regidn (distante) de la cadena, con la
cual se aparea. Por ejemplo, entre los extremos 5’ y 3’ hay una zona de apareamiento donde los nucleétidos rosas (G) son complementarios con
los nucledtidos amarillos (C), quedando aparte algunos nucleétidos celestes (T) que no pueden aparear.



La estructura terciaria se forma espontaneamente en solucién, y un concepto de extrema importancia en la Biologia
Molecular es que la secuencia de aminodcidos de la proteina contiene la informacién necesaria para que se forme la
estructura terciaria. Esto lo descubrié un bioquimico de origen noruego llamado Christian Anfinsen en 1961. El tomé
una solucién de ribonucleasa activa (la enzima que cataliza la hidrdlisis del ARN) y la sometié a desnaturalizacion con
urea. Cuando la enzima estuvo desnaturalizada, es decir que habia perdido toda su estructura terciaria, retird
paulatinamente la urea y al final del proceso, observé que la proteina habia recuperado la estructura y la funcién.
Desde entonces, existe la certeza de que conociendo la secuencia de aminoacidos puede predecirse la estructuray la
funcion de cualquier proteina, y existen los métodos de calculo para hacerlo. Sin embargo, el problema es tan complejo
gue ni con las computadoras mds avanzadas ha podido ser resuelto hasta la actualidad.

El proceso de transcripcion se inicia en el sitio donde en el Cap. 3 dijimos que “empieza el gen”. Ahora, con mas
propiedad, podemos decir que esta secuencia es una parte del promtor, que es la zona donde se une la ARN polimerasa
para sintetizar ARN usando ADN como molde. Si recordas el Cap. 1, alli dijimos que la primasa es una enzima del tipo
de la ARN polimerasa, y que no necesita cebador para iniciar la polimerizaciéon de la cadena de ARN. En vez de eso,
cierta zona de la proteina reconoce la secuencia promotora en el ADN, se une alli, abre las dos cadenas y comienza a
polimerizar una cadena de ARN “leyendo” la secuencia de nucledtidos de la cadena molde. Para hacer esto, el ADN
pasa por un canal dentro de la ARN polimerasa, que ademas tiene un “embudo” (funnel) por donde entran los NTP
gue van a ser incorporados a la molécula. En ese sitio se confirma que el apareamiento de bases por puentes de
hidrégeno es el correcto, y una especie de trinquete formado por el “puente” (bridge) impide que el complejo
retroceda. Finalmente, una especie de “timén” (rudder) impulsa al ARN para salir de la ARN polimerasa por el otro
extremo del canal (Fig. 5.2).

Una vez transcripto, el ARN que se va a traducir a proteinas se asocia a un complejo formado por los ribosomas y los
ARNL. Los ribosomas catalizan la formacién de los enlaces peptidicos entre aminodcidos, y los ARNt son los encargados
de leer el cddigo genético sobre el ARNm.

El cédigo genético (Fig. 5.3) es la regla que permite vincular una “palabra” en “lenguaje ARN” con un simbolo en
“lenguaje proteina”. Esto es precisamente traducir: pasar de un lenguaje a otro, para lo cual se necesita una regla de
equivalencia. Esto es, un cédigo. Un ejemplo que puede ser conocido es el cédigo binario, como el que usan las
computadoras. Un cddigo binario estd compuesto por ceros y unos, y solo con eso podemos representar todas las
letras del abecedario. Sin embargo, hay que observar que cada letra deberd estar representada por mas de un nimero.
Por ejemplo, si representamos ala AconelOyalaBconell, nos quedamos sin nada para representaralaC,laD, la
E, etc. Por lo tanto, deberiamos elegir secuencias de nimeros para representar una sola letra.
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Fig. 5.2 Estructura de la ARN polimerasa catalizando la incorporacidén de un NTP a una cadena de ARN creciente (roja) mientras lee la secuencia
del ADN molde (celeste). Las dos cadenas de ADN han sido separadas y la cadena codificante (es decir, la que tiene la misma secuencia que va a
aparecer en el ARN) pasa por detras de la enzima (verde). Los NTP entran por un embudo (funnel) y se incorporan al ARN mediante un mecanismo
de reaccidn similar al descripto para la polimerizacién del ADN (Fig. 1.1). El retroceso del complejo es impedido por el puente (bridge) que hace
de trinquete, y la salida de la molécula de ARN es impulsada por el timoén (rudder). Todas estas sub-estructuras forman parte de la estructura
terciaria de la ARN polimerasa y ejemplifican la flexibilidad de las proteinas.



La longitud de estas palabras-cddigo de numeros para representar letras no puede ser de dos, es decir si
representamos a la A con 00, a la B con 01, a la C con 10, etc., pronto también nos quedamos cortos de palabras-
codigo. En realidad, necesitariamos unos seis nUmeros por palabra-cédigo para representar a las 28 letras (hacé la
cuenta y explica por qué). En el caso del codigo genético, como el “lenguaje ARN” tiene cuatro “simbolos” en vez de
los dos que tiene el lenguaje binario, nos sobran 64 palabras-cddigo de tres simbolos cada una para representar a los
20 aminoacidos. Cada una de estas palabras-cédigo se denomina coddn o triplete. Por lo tanto, el cddigo genético es
universal, es decir, sirve para todas las especies, y no esta en ningun lugar de la célula, porque es una idealizacidn.

Otra particularidad del cédigo genético es que, al haber mas palabras-cddigo que aminodacidos, varios de ellos estan
representados por codones sindnimos. Esto implica que cambios en la secuencia de nucledtidos de un ADN pueden no
reflejarse en cambios en la secuencia de aminoacidos de la proteina. Es decir, el cddigo genético es estable. Dentro
del cédigo genético se encuentra el coddn de iniciacion de la traduccién que vimos en la secuencia del Cap. 2, y tres
codones de terminacion de la traduccion.

El mecanismo de traduccidn puede verse en:

https://www.youtube.com/watch?v=90ZKLAbLino

Una diferencia importante de los procesos de transcripcién y traduccidn entre procariotas y eucariotas es que en los
primeros la transcripcion y la traduccidn ocurren simultdneamente en el citoplasma, ya que no tienen nucleo, mientras
gue en los eucariotas la transcripcién ocurre en el nucleo y la traduccidn en el citoplasma, esto es, son procesos
separados en el tiempo y el espacio.

Segunda base 20 aminoscidos:
U C A G Phe = fenilalanina
P Phe UUU Ser UCU Tyr UAU | Cys UGU |U| T Leu = leucina
r |U | Phe tUC | Ser Ucc | Tyr vaC | Cys UGe |c| e | Ile=isoleucina
i Leu UUA | Ser UCA | Stop UAA | StopUGA |A| ¢ Met = metionina
m Leu UUG | Ser UCG | Stop UAG | Trp UGG |G| ¢ | Val=valina
¢ Leu CUU | Pro CCU | His CAU | Arg cGU U] ¢ gf;:igl’:ia
' Jc | Lew CcUC Pro CCC | His CAC Arg CGC |c]| " ngeonina
8 Leu CUA Pro CCA | Gln CAA | Arg CGA |A] 2 Ala= alasiiia
. Leu CUG | Pro CCG | Gln CAG | Arg CGG |G | Tyretiralis
a Ile AUU Thr ACU Asn AAU Ser AGU ul . His = histidina
s |A | e auC Thr ACC | Asn AAC | Ser AGC elis Gln = glutamina
- Ile AUA Thr ACA Lys AAA Arg AGA Al . Asn = asparagina
Met AUG | Thr ACG | Lys AAG | Arg AGG |G Lys = lisina
Val GUU Ala GCU | Asp GAU | Gly GGU |U Asp = aspartato
G | val GUC Ala GCC Asp GAC | Gly GGC C Glu = glutamato
Val GUA Ala GCA Glu GAA Gly GGA A Cys = cisteina
val GUG Ala GCG | Glu GAG | Gly GGG |G Trp = triptéfano

Arg = arginina
- indica el inicio de la traducciéon Glv = ¢licina
indica la finalizacion de ésta

Fig. 5.3 El codigo genético.

A continuacion, daremos algunas definiciones importantes.

Marco de lectura: Cada una de las tres maneras en que pueden leerse tripletes una cadena de ADN. Por ejemplo, si se
tiene la secuencia: ATACGTCACATG..., se puede leer ATA CGT CAC ATG... si se empieza en el primer nucledtido, o bien
TAC GTC ACA TG... si se empieza en el segundo nucledtido, o ACG TCA CAT G... si se empieza en el tercer nucleétido.
De esta manera, la traduccién a aminodcidos empleando el cddigo genético daria lle-Arg-His-Met... en el primer caso,
Tyr-Val-Thr... en el segundo caso, o Thr-Ser-His... en el tercer caso. Es decir, codificariamos tres proteinas diferentes.
Notd que, si se empieza a leer desde el cuarto nucleétido, se repite la primera secuencia de aminoacidos, aunque con
uno menos: CGT CAC ATG..., equivalente a Arg-His-Met... Es decir, hay solo tres marcos de lectura en una hebra, o bien
seis en total si incluimos la hebra complementaria. No hay mas ni menos.



Marco de lectura abierto: De entre los tres marcos de lectura posibles, uno se distingue si posee el coddn de iniciacién,
ATG. En el ejemplo anterior, se iniciaria a partir del Gltimo triplete, pero siempre y cuando no haya un coddn de “stop”
o parada en el mismo marco de lectura a menos de 50 codones en la direccion 3.

Genotipo: es la constitucion genética del individuo. Puede ser:

Homocigota: un organismo diploide es homocigdtico para un locus dado cuando en ambos cromosomas homoélogos,
dicho locus esta ocupado por el mismo alelo. Se puede representar a dicho individuo de la siguiente manera:

AFNFA O a a
Par de cromosomas homoélogos

Heterocigota: un organismo diploide es heterocigético para un locus dado cuando en ambos cromosomas homélogos,
dicho locus estd ocupado por diferentes alelos. Se puede representar a dicho individuo de la siguiente manera:

A a

Fenotipo: es la manifestacidon externa o aparente del genotipo; se refiere a multiples apariencias bioldgicas, entre las
gue se incluyen caracteristicas quimicas, estructurales y de comportamiento que pueden ser observadas ya sea a
simple vista o por otros métodos mas complejos. Esta influenciado por el ambiente: F= G + A (Fenotipo= Genotipo +
Ambiente) por consiguiente, la expresion fenotipica de un individuo puede cambiar a lo largo de su vida.

Dominancia completa: Capacidad de un alelo para expresar su fenotipo a expensas de un alelo alternativo. Es la forma
principal de interaccion entre alelos (interaccidn intraalélica). El alelo dominante se expresara siempre que esté
presente. En este caso los individuos con genotipo Aa y AA muestran el mismo fenotipo dominante.

Variaciones de la dominancia: no siempre el fenotipo de una progenie es igual al de uno de los padres, sino que puede
ocurrir que presente un fenotipo diferente al de ambos padres. Puede ser:

Dominancia incompleta: Es el caso en el que el heterocigota produce un fenotipo intermedio entre los padres
homocigotas. La notacidn génica es similar a la empleada en dominancia completa.

Codominancia: en el heterocigota aparece el efecto de ambos alelos. Cada uno de los alelos codominantes
manifiesta independientemente su efecto. Para la notacion génica, al no existir dominancia entre un alelo y el otro, se
emplea las letras mayusculas, pero con diferentes subindices (R1y R,). De esta forma no se indica si uno domina sobre
el otro como usando mayusculas y minusculas.

Como siempre, leé el libro. Esto no lo reemplaza.



Problema 5.1

Las ADN polimerasas son capaces de editar y corregir errores, pero las ARN polimerasas parecen no tener esta
capacidad. Considerando que un error en la incorporacién de una base puede producir el mismo error en la cadena
polipeptidica codificada ya sea si se cometié en el ADN o en el ARN, ¢por qué existe esta diferencia tan grande en la
capacidad de corregir errores entre la ADN polimerasa y la ARN polimerasa?

Problema 5.2

Dada la siguiente secuencia de ADN:

5" ACGTTACATGATATTGCTAATACTCTTTCATTCATTAAACTGGTA 3
3" TGCAATGTACTATAACGATTATGAGAAAGTAAGTAATTTGACCAT 5*

a) éQué productos obtendrias por transcripcion?

b) éDdénde deberian ubicarse los promotores para obtener los productos mencionados (a)?

c) identifica la cadena molde y la codificante.

d) Sefiald todos los marcos de lectura abiertos que encuentres.

e) éQué productos obtendrias por traduccidn de los marcos de lectura abiertos mencionados en (c)?
f) é Cudntos enlaces ~P de alta energia se hidrolizan en la sintesis de este ARN?

Problema 5.3

La region codificante de un gen en eucariotas esta formada por cuatro exones de 99, 75, 66 y 90 pb y tres intrones,
intercalados entre los exones, de 45, 63 y 42 pb, respectivamente. Indica:

a) cuantos pb tendra el ARNm precursor;

b) cuantos nucleédtidos tendra la regidn que se traducira del ARNm maduro.

c) cuantos aminoacidos tendrd el péptido codificado.

Problema 5.4

Explicd cuantos aminoacidos pueden ser codificados de la siguiente secuencia de ARNm:
.1 5’-UUGCCUAUGGAUUGGAUG-3’

.2 3’-AUGUAGGUAAAGGUAGGCC-5’

a) Suponiendo que comienza la lectura en el extremo 5’ inmediatamente.

b) Comenzando en la forma normal establecida por el cddigo genético.

Problema 5.5

éCudntas secuencias diferentes de ADN llevan informacion para la sintesis del polipéptido
Met-Gly-Cys-Gly-Ala-Ser?

Problema 5.6

Un plasmido lineal contiene solo dos genes, los cuales se transcriben en direcciones opuestas, cada uno desde el
extremo hacia el centro del plasmido. Dibuja el plasmido y los transcriptos, incluyendo:

a) El ADN plasmidico, mostrando los extremos 5’ y 3’ de cada cadena.
b) La cadena molde de cada gen.

c) Las posiciones de los promotores y de los sitios de iniciacidn de la transcripcion.



d) Los transcriptos, indicando sus extremos 5’ y 3’
e) Las zonas donde deberian estar codificados los polipéptidos.

f) Los lugares de terminacion de la transcripcion.

Problema 5.7

El siguiente esquema representa una porcion de la microscopia electrénica obtenida por Miller, mostrando la
simultaneidad de los procesos de transcripcidn y traduccidn en Escherichia coli:

a) Identificd qué representan1,2,3y4
b) Identifica los extremos 5’ y 3’ de la cadena molde del ADN y del ARNm.

c) Agregd al esquema los polipéptidos en el proceso de sintesis indicando los tamafios relativos y los extremos Ny C
terminales del péptido mas largo.

d) Indica con una flecha la direccién de movimiento de la ARN polimerasa

e) éQué diferencias presentara este diagrama en sistemas eucariotas?

Problema 5.8

Suponé que estas trabajando con un mutdgeno nuevo, y querés determinar cudl base es la que este mutageno es
capaz de alterar. Como dato previo, sabés que al aplicar este mutageno se produjeron los siguientes cambios en la
secuencia de aminoacidos de un dado producto génico:

Original: GIn-His-lle-Glu-Lys
Mutante: GIn-His-Met-Glu-Lys
Original: Ala-Val-Asn-Arg

Mutante: Ala-Val-Ser-Arg

Original: Arg-Ser-Leu

Mutante: Arg-Ser-Leu-Trp-Lys-Thr-Phe

a) éCual es la especificidad de cambio de base de este mutageno?
b) éCudles seran las consecuencias sobre la funcionalidad de la proteina en cada caso?

c) éQué serd mas perjudicial para el organismo: una mutacion de corrimiento del marco de lectura o una mutacion en
el cédigo genético? Explica cdmo podria ocurrir cada una desde el punto de vista molecular.



