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Protocol o convencional de extracc...ONPde AR

Protocolo de extracci-n de ARN tokiat a par

C O M o Gl B e e e e, ONT
ANEXO 1. 3. PREPARACI N DE SOLUCI ONES MADRE
D B A DN e e e ONO®
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PREFACI O
cLa educaci-n es el arma m8s podeerosa qu
Nel son Mh&2icell 3a)

LaBi ol og2a Mol ecular nos abre | a puerta al
cuaderno est8§8 pensado para futuros docentes
a |l a vez inspirador a, gue | os acompafeaemnel :

transmitir a sus estudiantes |l a maravilla de

Estteadédanci doopeelnasbaonrdaod e n d owsn essitlaidd carnit e
universitario ydéel 8gahog? a lcMbb eet lkleardo cyo ne x p ¢
Tambo®mnd¢ebi mos como un recurso que acompaf€fe
of r ecfiuremddaome n tsoosb osfei aluneelses construir nuevos s

conocemos nuestro rol en |l a formaci -n de f

ﬁ
(¢

|l os entornos educati vos, ebnuslcoasmogu equxe edsd

o 9 O

n

porte cont enModl oesc udrea riBtieo | aodd aanr8e filsei xsi -yn , C 0O m

senciales para comprender y orientar | os ca
Es por ell o que proponemos este cuaderno d:

Bi ol og2a Mol ecul ar del Profesorado Univer

partes complementarias, umnha@- -parcte stte abioc

o o o

ceptos b8sicos m2nimos para |l a comprensi

~+

|l 1l eres @Qomabegqaitp@mo i dsgente valoramos prof

era en el | abor atagiimi:l aurn ceosnpcaecpitoo sc | advees

-~

cticas ty afbemamemRudmpoed!| | o, cada trabajo pr §

i vidad de taller orientada a trabajar | os

3 9§ T @ — 0 o o
)
o ~ w S 9 S O

> O O

O qgque | os estudiantes |l eguen al | aborato

c

amlei e aprendizaje colaborativo y de deba
para asi milar conceptos, desarroll arCaadilid
TPpresenta objetivos cl ar os, unaociemt Mo cdund ©i:
acompafados de activi d8des$ ogada. LVaopltreogpuuleeasrt & 8 1
exper i nmdrstedflaedsms ecen el desenvolvimiento en
de resulctoanmbsst,an@s?®as dejeesocuos; nsdeuvuacione
prgaantas para reflexionar y discutir, con el

Al final de cada pr 8ctica cé&mc retrrsgpregn igwe ama
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of rece actividades espec2ficas par a enri qu
construcci-n y revisi-n de pr8cticas de ense
Deseamos que deBi ollaobgitreactud rairo sea un 8mbito
compa,r tdodnode el conoci mi entoysqueorstaugazded
pr8cseaosna herrami editsaf rmaraar qddez @au dreiare gyt a

nNosqgeés psn vialcegipa Tar |l o ué mi ée th e enteeacpaad@® mi C

Equi po ddeocleant e
C8tedra de Biolog?2a
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CAPCTULICNTRODUCCIEN A LA Bl OLOGCA MOL

LaBi ol Mgo? @acul ar surge ¢ o0mo Biuonl ongui eavtodl gasraf o q u
conoci mileBh bqs ?2lath od €gl2wl aGenPt |l aa para explica
bi ol -BHli cosnoci mi ent o Ise Ifaireg @ odhes tlrausy eenfdos ,a c o
I nvestihpmsdar dd,egar a esta 8rea, doamdealse ermnst

|l os seres vivos desde el punto de vista mol e

CONCEPTO DE BI OLOGEA MOLECULAR

E I conocimiento de | a estruen uala diegll o sX 18X
ai sl acheentnal e nal n ¥acfloeromaacdeal uploar ADY [arutnea 8§
parte(pg8ostedamhei &KnNonloas ep o oppairecdldaadleesa nucl e2 na
relaclanheoencia celular. Sin embargo, | a es
XX, mabtr arADNuer &1l el componente Ccromos- mico
gen®Losxaperi ment,blacdgedMdCar tyy ye ndel 9H®4r asshee ye n
1982 nstituyen un hito en elesoalbaimMmMieadcosades
aportaciones inicielleas,Biedl| ovge? a aMwmdrrectuilnauci-mo
pr opudgdtod | ckcedehADINI peor yWatiecknl 95 3.

FUNDAMENTOS MOLECULARES Y CELULARES DE LA HE
RELACICN ENTRE LA GENE£TI CA MOLECULAR Y MENDE

Aunque el descubrimiento de |l a estructur :
mol ecul ar de |l a informaci -n gen®tica, el est
con |l os trabajos de Gregor Mendel , cCuyos
fmdamentales de | a transmisi-n de | os <caract
punto de partida de |l a gen®tica <c¢l 8sica y |
fenotipo y alelos, gue posteri oemelnd ee ethrcwatt
funci -n del ADN.

Leyes de Mendel
La historia de | a gen®tica moderna e ini

1884) , monje agustino y naturalista cuya | ab
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Brno a mediados del siglo XI X, establ eci
bi ol -gica. Sus resultadosEkperomeptlhblsi cathoe

de pl,amtuamaggue no fueron plenamente reconocid

redescubri mAemtgueeMeh8d 0. desconoc2a | a natu
hereditari o, su model o postul - | 4 oesx iasctteunaclie
gengsestableci - un marco masmm8iti nodpalrascoa
obra sent - |l as bases de |l a gen®tica cl 8si ca
gen- mica contempor 8nea.

Me ndel seleccion- como orgBnsemosmthellibdo | a
varias ventaj.asSongeddoédott ulgiicae y <ciclo; de vi
prodademeadaenstceny e cit@&n variedades puras <con

Adem8sfl Bsadiewsumna planta que puede autopoli

yl as anter as,remculbpemitpp@baf ber | o pgoue nhiezcaed ad i |
otra Ppdmmit@&n, posi bohtamalngtad settkalyzaeial nzar .
polinizaci.ones cruzadas

Estudi - siete caracteres discretos y f§&gcil
|l as semillas, el color de |l as flores y |l a |o
cl arament e Pdoirf eerjleemxpleadfaisci e de | a semill a, s
de |l as semillas, amarilla o verde

En pri mer aMeinn®ti anrceiaal,i z - cruzamientos con

(homocigotas) que difer2zan en un sol o car 8ct

pri mera generaci- -n filial (F1), observ: gue
En | adssegemeraci -n (F2), el cao Schar pfidpseagp
aproxi mattaegded8t i cruzamientos dih2bridos,
caracteres, | o que | e permitaicoayahtar c¢- mo

A partir del ans8lisis cuantitativo de su:

fundament al es:
l.Ley de |l a uniformidad: al cruzar dos | 2n

descendencia F1 es fenot2picamente unifor

entre s2 vy a uno de sus progenitoams. A |
domi nant es. Ejempl o de cruzamiento: en el
un organismo diploide por | o que tiene do
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madre y otro que vino del padre (establ ez
el car8cterposetrulegs gMemidaent es que aparec?
se |l amaban domi naapa&rse ioeg rq@re gldasdvweérad g e

Figura 1.1. Experimento
que permitié establecer la
primera ley de Mendel, la
ley de la uniformidad.

Para responder canl esquet s edpudgidaanntea s( viee dle:
sautopoyiobsgeeav}i os caracteres recesivos, al
ocul tlaas pean mera generaci-n. Sin embargde r earg
1 a 3 respecto a IPodeaorsactear eesn cebmiTradrptees 0.d

gametas que ti,enel edntirmeadrvd Zdaimi eArgt oe ne nctardea duor

dé as cel das, el resultado drei gbn®&uandaamaens

une con fAad, aparece @amavegt tdasg Deptedr @ae snan@m te

est abllaecseegunda | ey de Mendel

2.Ley de | a sfefgaetgarces nhededi tarioso (hoy d
pares y se separan durante |l a formaci - -n ¢
solo uno de | os dos al el os.
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i @ . Figura 1.2. Experimento

que permitié establecer la
segunda ley de Mendel, la

Fenotipo: 3:1 ley de la segregacién.
3.Ley de Il a distribuci-n independiente: | os
caracteres se sSseagrepgamdi dat enadarante | a f
(v8lida para Benhabl eewe |lquweadlosd . caracter ec
combi nanEsaldeacziarr,, que cuando se forman | c

segregan independientementeadelleirgdand8@ical os

F1 OxQ

AaBb AaBb
AB Ab aB ab

AB OOO

AABb | AaBB | AaBb

Ab & O &
AAbb
@I JIK | Figura 1.3.
AaBb

Experimento que

:

:

O

aB

»
o
m
w

ab O @ . ‘ permitio establecer la
AaBb | Aabb | aaBb | aabb tercera ley de
Fo O @ . . Mendel, la ley de la
distribucién
9/16AB 3116Ab  316aB  1/162ab  jpgependiente.

Genotipo y fenotipo

Las | eyes propuestas por Mendel proporci
comprender | a relaci-n entre genotipo y feni
variantes, |l os alelos.
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E I genotipo representa | a constituci-n gen
decir, |l a combinaci -n €spéechtiiboedoedrepd wé el o5,
cuando hablamos de Aa ogéAaBiti pdenhamopohalkina

corresponde a | a manifestaci-n observabl e de

nf ormaci -n genQ@itanadlacy mels amairéhie® o verde,

—

enoti po.

La |l ey de | a segregaci-n explica que | os
car8cter se separan durante |l a formaci-n de
uno de cada progenitor. La |l ey de liatdnsosi
genes pueden heredarse sin influenciarse mut

De este modo, |l as | eyes mendel i anas est a
combinaci-n de alelos (genotipo) determina I
|l a gen®tica cl 8sica con | a comprensi-n mol ec

E I genaesecuencia de ADN que codifica un p
OunARN. eEn flujo de | a informaci-n gen®tica, I
ARNml ueeag una prote2na; entonces el product o
o reilbosomal, EARNUNod® b uelsl @8 regi -n de ADN

secuencias estructur alyesl,asqusee csuee ntcri arss areigludr
controlando | a tr aestcrru@tcural edse. | as regiones

Unal el o es una secuencia de ADN qusei csie nsi t

defi niedsa,ocqupeada por esa secuencia en ambos <c
ser umayesecuencias des AOdOMNO qgere npu edngann dssere
habl amos de | ociposhiacbiloanmeoss pdaer av agneisaess @af e de
cromosomas. [Eatodeesl ekcasaocupheeledadomadel o
y el otro(Fdgdkad madr e)
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locus (A):
posicion definida,
ocupada por un

lelo A |- [alclo A loci: varias

gen (0 una posiciones para
secuencia de otro genes diferentes
DNA) en ambos locus (B) ) ['en un mismo par
alelo B, alelo By de cromosomas

cromosomas
homologos

otro
alelo Cyf Jocus (C)

cada par de alelos ocupa el mismo locus
(un )

alelo (

alelo:
secuencia de
DNA situada en

un locus

alelo heredado del padre y el otro de la madre

Figura 1.4. Alelos y loci de dos cromosomas homélogos.

Al el i smo m¥%“ tiple y organismo dipl oide

ElI conjunto de genasunon @i &mos|l peusececseint
y al fen-meno se | o &éngmnomai abeldies mo maldt iv
puede tener ,2Z2audauies pguerddeni 2 ealetrermm8ast i vas gen
|l os seres humanos soemmdorsg amird mmgd edi Pplaaiad eus
particular (una que vvinmo dee Ipadmadr e Sy no temd :
pueden exist,per onS§cadasmusEancss es a

Un organi smo dhomboi det puediegsesto, homoci got
al edomrs i guales y heterocigot o Ccounanidiou alnan dm:

ej enmpnltoer homoci dhett ®y oAA gyot os Aa

ESTRUCTURA DE LOS CCIDOS NUCLEI COS

Les 8cidos nucleicos presentan estructura p
0 Estructura pri mariEs:t 8pdlormardm de rn d al a-nti
monof os fmerdiilasmdes enl acesn fpelf omMe ®s tleirn@alndo
0 Estructura secundari a: organi 8aciehi e a
an8lisis espacEHRIDNdest &8 mef ®oaulkda. pordel a un
nucl e-tidos a .trEdhv@dRNNetsest s kas @gitweadrisanmtdea s

uni ones intercatenarias entre bases compl eme
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structura de orden superior: .8egaerfrtaceke
estructura tride pgreapaoothadar emr ell | aAmMiNe rets

espec?ficamente | os ARNMte)f iens dwon pl egami

ctured i deol nucl

=}

ucle-tido es |l a unidad estructur al y f
ituido por tres componentes gQqu2micos coO
a base nitrogenada het er oc:2acdleinc an,a o UAg
ani ma p( &) :miid2omrsiinn@a ( C) , tilma ntaaq€el)se wn
rbono 1N del az¥%glawc ofeddiacnd e un enl ace
az¥%car pent bB-rai,bguae Perdei semb@2-e -t i do
soxirribosa (en desoxirribonucle-tidos
dica en |l a presencia (ARN) o ausencia (
lcuanfl uye en | a estabilidaldaquémi eaamgciti
|l as bases con relaci-n a | a pentosa es
s 8§tomos &electronegativos gquéasobmaes§n

trogenadas dADNa otra hebra en

O O m8s grupos fosfato esterificados ¢
di ante un enlace fosfo®ster. Cuando | o
l i nucl eot2di ca, | os grupos fosf dd3Nj, medi
eecoman el grupo hidroxilo 3N de un nuc
nerando el feosguwdloetcaraztiear?sti co de | 0s

ptumaria del ADN

En cuanto al nYmer o de hékbasas glueABNNnedst$
l i neales de nuclké r ARNOS] emeEnprdRNReFGpelte or & o1
| absases, el ADN est i monmadgupaoarnadgnicma osin
timina sinHaramci bobacialdeni n@qgn crn & loasmennatnoysaaglyase

ARN ti enpenctoonsoa usiae nrpirbeos a;, emi eallt,r A®WNI qgdwe

desox

i rribonucl ei € @ 2eesst & nrae dduecsiodka .r r i bos a,
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| |
g “‘l” o | Extremo 5’ 0=P—=0CH; o
0 i ) ¢ )

O OH G
|
enlace O=pP—0OC'H,

. ( )\,
fosfodiéster )

O

|

(‘,1 OH

O0=P—0-CH

Esquema covalente ... | ¢
lineal de \_/
nucledtidos unidos O OH
por enlace 0=P—0CH; ¢ 0=P—0CH; ‘

fosfodiéster, con las o K ~ o -

bases hacia afuera Extremo 3’

(8}

| |
OH OH OH

Esqueleto polar Bases: parte polar
y constante y variable

Figura 1.5. Estructura primaria de los acidos nucleicos.

El enl ace fosfodi ®ster es el vZ2ncul o cova
nucl eicos y constciotnuyemu®!l dej d ae antorl ®ctud raal Se
hidroxil o del carbono 3Ny de una pentosa (ri
carbono 5Nj del nucle-tido siguiente. Desde
enl aces I®ts§ redr® ssa lnu? | a d e,nooaom encatcan cho dd ®st a

consecutivos medi alnd ef awrmmmapcui el ce ef nesdrae ®ed ur

poli merizaci-n catalizada por | as ADN ,o ARN
entefeosf a8y &dl oxi dEli |medaedi LB8d i mpl i ca el at
gr upOH 3aj Udslf onocle-tido entrante, con | i be
hidr-1lisis posterior impulsa termodin8micame

EstrusécumadariiaModdeel cADdNe Wat son y Cri ck

Di ferentes investigadores agpaneafaoarr enbWat
Crick9®3 quienes usaron toda esa i-ADNr m&ei - n
basarest lechi os derayo$r Xc dieln AD&ngqué ai maoil ®c u |
helicoidalnyg daoalkl ¢ i pearei odi ci dadrFiaguléoa llargo d

Chargaff opsepwdequas | auatro bases de | os

organesmBsticgmalitees decir, g adee nh anta migguwea | C

N M
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yguani ncat qaéenaco@pmne gdiieear dm mol ®cul a dred ADN,

adenf neantwBnmi na y fgraemitmea a8 osnaa.

extremo 5’

surco
menor

N o
puente de ? enlace fosfodiéster
extremo 5’ hidr()geno extremo 3’

Figura 1.6. Estructura secundaria del B-ADN. Tomado de
The Cell, 4ta edicién con modificaciones.

Propiedad®&d del B

Compl eme ndxairdteed addampl ement ari edad ewmrnae | a.
timi hereryte a ,una guapnpsnaa. alasi guEENg N ap Yreisd 4
formadasanpgdrl obgs mi entr asi tqouseimmiaaug a @il Ir @ i pP & n |
sol o. EstadisBsaaeaemcgaeehare | as hebras del ADN
mol ®cul a yYyossbdlsxe-Iso dgente a .una purina hay

Antipariadmpdi sgme sea posible el apareami en
di sponersepearss®rsti domssm avanza de 5E a 3E vy |

se dicengueagard el as.

Hel i cabdadmpl ementariedad de | as bases just
helicidadtriLasi ones esh &cqgeucea se |lq uaep asree apnmri oednut coe
|l as dosohebsas puede realizar si |l os pares d

respectocammtecossecuencia adoptan una dispo
alrededor deouwmaede wvcoam%uhobl e h®l ice dextr - g

Car 8cter aMmDNspe§triefoi edreclAENeqee car 8cetnerelhi di
exterior e hidrof-bico eastd daderpor -eEI| esag

fosfat o, qgue est8 halcogg uplosefXtosfiadm @&Geé Ipdd c

N N
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encuentransei dncereadamaelc adled ae oIl | @aanri 8§ mti &ra h i

se dal einmdteerdibcard@apn!| ami enctoaaddobbaesadena de

enroll ando sobre s2| mbsabpa slkaenudya ltlaeg Skc®leirc éai dr
erl interior.

Fuer zas gque -ADNthabyi Itirzeesn falerBEmcd gld@BNBEe abi |
Wat son .y EGrtiacskueomrzabafhi drof2licdd,osqesgeaest &
pentfoecafsatbesfuerzas hi dampifl-dmicarst o sbve Il as a
una f uerdzear dMaaVasn entre el | asy drselpuiemtt ersi dri

entre Hasl basdsferentes hebras.

Sur co$B-ABN oerio consecuencia d-ADN ase pttogpmae da
sur&olso | argo de h®Il,d seesruurcctou rnaa yeonr ddoobnldee s e ¢
el sur ¢Foi gwueBpao ElI. sureb oqagotri ese mM8s I mportan
espaci o suficiente paecdagueomosd Goal a¢emplt ®s n
prot@d2edass secuemndei d oas tgrrauvp®ss funcional es de
del surco mayor del ADN.

Me d i ddeals\ DBN :

-Di §metro:xZ,omsntmnt e

-Dobl e pernliOpdir e@isd apad buaesletsa (

-Bases perpen@lgc8@Aares al eje

-H®!| i cegitBedtprr base.

-Paso: 3, 5D,dm/hwmd e@lbt. a

Propiedades de | os 8cidos nucleicos en disol

Hi dr odsc &4 dsalnea IAVANRN s on hidrof2licawuu,e dédakbkeinkem
de formar enlaces hidr-genos con el dowbsa por
pentosas a | o |l argo de todo el esqueleto.

Comportami eebhem@Bern dami,émdd of i8xiialo- gi co | os ¢
se i onizan chaci epondocgogme |[AD&ASARMNO Is@c wloanp od & e n
§cidos y tem@amasumengadtamriagsac aegES ¢t toerl ede ser
poliani-nica.

Absorbanciabsder hdirkk IdWz|l posel dapresencia di

arom8ticos en | as bases que absorben a 260 n
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Vi scodeibdaddo: a | a relativa rigidez de | a mol
con rebdaémenral | as soluciones de ADN son mu
ehma desnaturalizaci - -n

Desnatur al ieznapceir-antiuerndea rtel aci - h dgdroeesa d
desnaturdaelli zAmie.dmnAla que aumenta | a temperat
separaci-n de bae bBebdesopomgonae dseshaturalizac

Reactilvi AMRN: e® m8s reactivo porque en el C
ham&s vulnerable a un ataque alcalino.
Consecuencias biol -ADiNcas del model o del B

El materi al gen®tico es capaz de al macena
Adems8ls, mat er i al gen®tico es sensible a mut
compl ementaria, permite su reparaci - n.

Por otrla nparetreda,ale gen®tagscio nes replicado cor

ElI material gen®tico .ees expresado como un
Variaciones de | a estructura secundaria del

Adem8s de-AlDadl & oWartas Bn y Cr i ck, hay-A®BINomor f
y eADNFi(gufmaLas. conf ormaciones A, B y Z del

estructurales de |l a doble h®lice que difi el
estabilidad y disposici-n espaci al de bases
de compl awche ntea rhb aesde s , presentan diferencias

fisicoqu2mico y funcional

El -ABN que -AelN,pelr oBdeshi dmat @adoeleguededieme mo

organRPrseanmmentde xh &I - &ldi ¢i guyAadON,qupee reol tB ene apro
11 pb pBsS8Smuebmpaictmeenound ongat wHlIcp® enawwmé Is t
profundo w slsrtcroeemeorexBrse ho y 4 @pmesriefsitcrioagle.nadas
encueinftalainnadas respecto del eje helicoidal

EIZ-ADN es una conformaci-n alte®tnaeiyavmgni
aproxi madpapgmem t iUl dyidtedt.e lm s posi ci -n en zigzag (
Suursco egpycno defehi do emsehoecho Yeprfafvonrdcka.e
secuencias ricas en GC y en EHEoANMdhmaicenesefaee eal
aregi oneADPNdglueBesas8mpofrobmagd6C6&6aEhdes hay est
regiones, el giro de |l a h& i A&®&NnaZ eauedextap

NO
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transitoriamente en regiones reguladoras y s

y tensi-n torsional

B-ADN A-ADN Z-ADN
1.84 nm

Vuelta de
hélice:
4.56 nm
(11-12 pb

5
0,38 nm) El surco mayor no existe,

es poco profundo

El surco menor es profunds

Bases algo
y estrecho

inclinadas:
90

Surcos en rojo y esqueleto de
pentosa fosfato en verde

Levogira

Figura 1.7. Alomorfos del ADN. Modelos espaciales compactos.
Tomado de Harcourt, 2000 con modificaciones.

Estrudéeuvuormndendslup@RNOT
OARNde transferemRRdNfoarmMaRNtuha lessrActura de
OARN r i boARNriodhoRNen al gunos casos pueden as
prote2nas y adoptaupémni estructura de orden
Se conocen vari os ti pos di stintos y est &
i ntraciempliac@ados en | a Ss? rrtsdsgiuctde apsecehda
presenta un plegamiento t¢tamplejaol @aqvse proetpeémne

|l os ribosom@&RNcy mpamkt o¢cirpsP?P némresels proc¢es acade

Estructuras de orden superior del ADN

Para adoptar una estructura de orden, super
guabamswaauper enr olehmang eett achiyessa mer enr ol | ami ent
significado por gme wprerADN@eq@®xen teasngldeert €d puede

e h%cl| eaos dce®lUteil ase di mensi ones mucho menores ¢

N M
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ejemphocr ormhausmnama tiene u®8 mMmngmtedt des 1que
compacta y sede6oin@re.nsa queda
Se entiende por superenroll amiento (enrol

retorcd ngierndnos smgee sya osit 8qeinemne | dhelcidrelque |

ADN sufren enroll ami ent or ani snp erae.n rqailel d mi erotb

Como se mencion: anteriorment e, |l a conden
empaquetamientenacocé nh@obleedinosaipeet ami ent o de |
ocucuanrdksoca asocia,lasprhotsée2omas y | asElprot e?
superenroll amiento causa, tkascual essrmoduflrad
dd opoi somé&xa stdiemhesdios o nae rtaospaosi,s olmer asa de tip

-~

ompe,t rcamrstia ori amente una hebipo ded eADANSp omi2e
cortanhdmlmrsagsi.os
Las hiKMXt,onHd2a, H2b, H3 y H4) son |l as prin

mat egreina®t i co en eucariotas y su funci-n es es
acompactarl a, para facilitar su empaquetamie
unfaami |l ia de prote2nas semejantes, de tamafo
deami no8cidos b8sicos. Gracias a ell o, mues-t

(numercasyagsa s positivas en cada mol ®cul a) y
i nt er aeclceicotnreosst 8t i cas, cono |l desl gADhNo(se Ftosd ag rc
esti®mi zados, 0O sea qhle grnadcendealrgacordanss ac

de ADN se regula por abestbaas; nayetoanhdoi ha

deADN para | a. teDaensstcer imqpacdo mlteegs viheseonaan el (
expresi-n g®nica.
Las prote2nas no hist-nicas (protaminas, H

al gupars ejseonmmplpor ot e2 nas que forman un esquel
superenroll ado el ADN. Hay muchas prote2nas
estrugcuesradt uar 8n en | a replicaci - n, en | a t
condenslhhaicecnochat i na

Ni veles de condensaci-n del ADN
Se puede estudiar | a c¢ ¢fmidgeun8sdalcli.nmclded s AN
uni dad b8sicaguee I laama ofmalbi @ ade ol Oe In nd ip8onmeqturec

esta estructur a. Est8 formado podros9 H®o | ®lcousl a

NP
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na280)dpp ADN. La YHiekRisstil@andanager tamafo, i
|l ado con del |leaxtperritrcul a n¥%cl eo (l a part?
8§mer o dle4 5h i Mdneaspyr otr o |laadomoli Gdklraa ckd

rante wushbebsnma. del

La dobldexht@l-igcier a del ADN rodea a | as hi st

(7]

u
t
ob

o

5

nyv

uc

perenroll amiento negativo). EI ADN queda
eraccionar con otras prote2nas. Tambei ®n h
redstkad sennucl eosomas gmeatitrav®snfleatbt obasuif
gueaptedwaci ones en | a clbmad emmissanca - nmo |d®c ul | aa
uel ve sucesivamente a diss$sdintba pacteosoe
| eosomas sucesivos se Llal amab rAaD N ee slpOa cni na d(c

usse nraobstoe s& mb sana nsdook B n,otede :ii yweil e itee conden

Est

d
a
a
u

r

()

e

s a
nd
ni

eg

e solenoide o dphoxi Maed @rle mted SoaMa s eper C a
solElnosadleenoeredeotbBhdosa sobre s2 mismo p
s rafbealkes ADNarst &, m&ls enrol | adoommbure s:
ami aje sobre un esquel etbophgokteisco.c obica
dades transcqueEppedemalteneresndgeinr compl et o

ulados d,¢ ofsocmead esmileasr se y ser transcrit.

El Sigui enndcesaciivenl rdeecdbe eelcrypmsbresata con

nr
Y,

nc

ol I c8ndfoessrema | a hetgaonoomati nadaEda o/oa b hmeon
el de compaomacihinmal mermedlreq s oema cmaitea fs8esi ¢

uent r aned wrf aarstee dledp uedied or @M€ aocmo@lic® .

Cromosoma

Nucleosomas (10 nm)

AVAVAVAVANY

DNA

Figura 1.8. Niveles de condensaciéon del ADN.

N >
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ELLABORATORI O DE Bl OLOGEA MOLECULAR

Para el desarroll o de | es¢g @? abeas] nse cpers&atiioc
|l as normas de seguridad de un | aboratori o;
i nstrumentosusy dgqueicpentdeenBebl d abar Mobecol
real i zar sol uci onperse.s elnd reersetsat es dmoais-vna piansite@aid a
deben | eerse con: ahenmasndy deduradadne hig

| aboratorio de biolog?a molecular y preparac

NORMAS SIEESURI EABI GIEENEEL LABORATORI O

ElI | aboratorio es un espacio de aprendi zaj
gue exige responsabilidpary ompgrgmirsd aceml lu
y del amBsteasenor mas buscan proteger | a inte

ambiente de trabajo adecuado y fomentar h&g8ghbi
sus pr8cticas educativas.

La seguridad en el | aboratorio no es solo
trakaj oel | . &wonroa tfourtiuor os profesor es, es fund.
normas no sol o como wusni mroe qtua nshiit®nddaeu ddei | aadse dgaudric
como un dej eébnupelnoas pr 8cticas que deber8n tran
garantizar ambientes de .ensefanza seguros Yy
Nomas de seguridad general es

Teniendo siempsegpredadtenqgaekt | aboratorio
regl as, sino una acti-duad@®@miendc,eglail entrea anor
cumplirse durante el desarroll o de cada TP.

T Utili zar ,g waarl dzaapdool vcoeprarraad oe vyi tqauarretlescont a

sustancia con | a piel

Mantehecabell o recogi do.

No ingerir comida, bebidas ni chicle dent
Conocer | ay wilsbi®oc alcois: nel ement os | alkeorsaetgourriio
mat afuegos, sal]idashae® &eesywguua.iqduagdn, | av a
T I'dentificar | as 8reas del | aboratorio vy
t el ®f oqowe al Ilaosar en caso de emergenci a.

T I nformar i nheddoicastmaimeentce ad qui er accident e,

NT
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9 Dejlarbraess rutas de escape o pasillos para
comochilas, muebles o equipos).

T Ubi tas el ementnoesc hpielrasyegnadl @ess espacNos de

dejarl os sobre | as mesadas de trabajo o0 e

T Identcdi cactlaamenmmeestr as, reactivos gue
i nf ormacominr e aheule sceamceintoaci - preopieoar e s
yfecha de el aboraci - -n.

1T Laar se laanst dmasnpous®s de cual qui er anatne pudeac
retirmmrs.model
Nor mde segnediadadnadas |[chonmpeile zoar ddeen yl abor ator
E I orden y |l a |impieza en el | aboratori o s
seguras. siguientes amotremaesr alpousnt esypaaead @isre mr g a
accidentes y ycdoamtba@®ihnaelcemps endorvaBgdi yopr dm

responscaobniobt dadsqutercaennstneist i r 8n en sus propi a:

T Mantener despesacasadgapaunege sl alslool Pd e
T Colocmaeat¢toisvos y sustancias qu22micas en e
1 Descaearst aresli duos en | os contenedores desti
T Al finaTP,zalre lmandaatr er i al utilizado y | a zol
T Usde maandeeraae hd materi al y equi pamiento: ma
cuidado, devolverlos a su lugar y reporta
T Rotryl al mdcasaos y tubos claramente identi
T Prohailbiiment oslentbebidéds paboemdat orconpamiana
T Laasr se | as manos antes y despu®s de cada |
T Mantenedemnalo r,eqgiagdter amrosd alteod aboratori o
|l o que tambi ®n fomenta h8bitos de riguros
T Al entar el trabajo colaborativo para dej al
el siguiente grupo.
Normas de eslgauairomMadas con | a utilizaci-n de
ElI manejo de productos qu2micos en el | abo
ri esgos ot @maikbalfreossguuarer e especi al atenci - n,
pueden ser t - xicos, corr osAwloisc,ari nfdrameasb | le §

NY
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seguridad garantiza |l a protecci - -n per sonal
responsables que | os futuros docentes deber 8§
T Usaar el e npernottoesc cdie-vne rp enrosromaasl d(e seguridad g

T Previo al deslagalrolrlecudgpeund@Edd dEPr dAaetxiov o s

1) quutel |, i zcaornSocer sus Triesgos Yy medidas de
Ampliar |l a informdeisegbusdadddel aatlacbhno
T Rotrullaos recipienombrdedébrmampluasto, con
preparaci-n y responsabl e.

f Uscampana eamaacpalar reactivos vol 8tiles
El i mi e mwmegéoraes i diugpwsilearsdad ndi caci ones del

descarte espec?2fico para cada sustanci a.

T No tocar con | as manos pliopse tperaord uccothd st ag ub2on
el | aboratorio det Bimayeg m& nMel.enc clrapi pet a
T No retornar nunca el exceso de producto q
T Uti Ipiumaras ¢@gbferadtneseactivo utilizado.
Normas de eslguircmdadieest ami ento de | os residuo
E I manej o adecuado de | os residuos en el
seguridad de t odopsarlaosmiinntmd graanteels i mpact o

cient2ficas vy Tabdd®eli pasesermkinan alpaasreaniomimaasr b
(descartar o depesitan) ebo¢smhtdosal €8 qui dos
gu2miucdod)) zados en | os trabajcoel pf8ntdeopr dmo
trabajo responsabl e, dé madrematdiov ay iems tciutmpd ii am a
Aspectos para considerar durante su trayecto

Mol ecul ar

Cadid®®s una oportunidad para integrar teor?2
adquirir habilidades fundamental eGadantomo ede
| os dmPgaeen zdaos i nstanciumsa od mplee - dAmEndtatl il :y o
clase pr8ctica ahédd abnfat mBt bca. elmn | a pri

fundament os conc eepanu8lliessi,s |ddee |perbostoogtaod yowss i - n

resul tados y | a i nterprelktacwcis-of udie- ndad®s s ie
probl em8tigraemdvicandad asl, pensamiento cr2tico
segunda instancia, | os estudiantes aplican |

N &
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de experiencias experimentales o el uso de
fortaleciendo | as competenci as t ®cni cas y

cient2fica y docente.

Tabllalr at ami ent o dee nleorsaldrwess iBdAu@d® Bi ol og2a Mol ecul

nto/ el i min:

Q
=
D

Ti po de rEjemplos comu Tr at

SolucioneTri s/ HCI , ace Diluir con abundan-
si mpl es PBS sistema de .drenaj e
SolucioneSDS, T4H1I00,.nT¥ Depositar en cont
con deter |l 2quidos c.on deter
ReactivosFenol , clorof Depositar en envasc¢
corrosivobmercaptoetancpara tal fin. Nunc.:
Sol ventesEtanol, isopr Depositar en cont
org8nicos | 2qui dos.
Col orant eGel Red (usado Depositar en cont el
§cidos nu residuo qu2mico pel
Sales inoNacCl, KCI , Na Diluir con abundan-
no peligrHCI diluido sistema de drenaj e
Medi os delLB, YPD Esterilizar en aut
| 2qui do Ssistema de drenaj e
Gel es de Gel Red Depositar en cont e
con col or residuo s-lido peli
Pl 8sti cosPunt as, tubos Si es solo con sol
contamina2; obB mL con como residuos comu
reactivos t - xicos 0 csocl aorr eas
contenedores como |
Residuos Cultivos bact Esterilizar en aut
bi ol -gicomicelios, mue residuo biol - -gico
esput o. fin.

SDS: dodeci | MNaClf:atwl aoreursoolddeousodde; pK€Chsi o; Na C

sodi o; HCIl : & 8i doeywdiang ehrpyd rbarcaotuyn t i vo bacteriano;

de |l evadura, peptona y dextrosa para cultivo de

A 1o |l arge demdpaisdi ddPpsasddho reflyexse nprdogemd

actividaddsesndedSetioasta a | os estudiantes a
desde una mi rEasak®s peduiasyge-agnccual ar | a experienci
pr8ctica educativa, promoviendo | a construcc
didg8cticas y | a integraci-n de | a Biolog?2a M

Por todo be ERpsemrtamSesdsgmRiecensimmp or tepadad
aprender a pensar, observar, anali zar y ens

experiencias, se recomienda: tener en cuent a

mz "
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T Lecturavmpesavi aos objetivodeytlia iicnatrr d dousc «

clave y relacionarl os |l @admleas ccao nyt eemi deds t

T Prepar aci:- nc opnactusroériai érlo rgautaorrdiaop od ovro , guantes
cuaderno y material de escritura.
1T Desarroll o emgelr|l abodadosiament eosopopr o«

| as docesmpetsary lras nor mas deRé&égigstemar, omnm
cuaderno de | aboratorio cada paso, obser
esper ado.

T Trabaj o cwloakddaratri Mas tareas dentro del

Idan)

equi po.

T An8lisis dempasaltddosobtenido cony | o es
refl exi onar sobre posibles errores, [ i mit
Discutir | as observaciones con el grupo Yy

T Acti vidades sconpe alpiézaacraloansary drms mawse st lotsa d c
en otras asi @na&yltwh a@etonoa .B
Refl exi-n para |l a pr8ctica docente
En |l os pr-ximadenTPficarseeggitpeoods pi@aat caer deéat i
ensefar biolog2a ewebtewsonaveboebreduoecembi ada
di ferentes coMstiemitsonso,e secnol@adckca .uno, se |l es o

8§mbito que pupdanegmonss deuemageres educativo
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TALLER Y TRABAJOnREEGCABORATORI O DE Bl OLOG¢A
MOLECULARTRACCIEN DE ADN
OBJETI VOS
Los objetinflossare:!l taller
1 Reconocer | a di stmatbeurciialneysd,e grideeapcotsiexcasor e s
| aboratorio de Biolog2za Mol ecul ar.
1 Profundiuznaird aedne sl adse concentraci-n utilizai
T Identi ficar potenciales muestras para ext

procedi miento

Los obj etn'osormel TP

f Manejar con precisi-gcomospmigeneas oautvomsme
T Conocer y poner en pr8ctica | os pasos f
comprendiendo el rol de cada reactivo en
9 Desarroll ar competencias t®cnicabBugnasti't
pr8cticas de bioseguridad, manejo respons

FUNDAMENTO TECRIICOBORATORI O DEMGI OC ODIGA R

ElI | aboratorio de Biolog2za Mol ecular es un
gue ocurren8cd doi wWels od ADn)i 8bcoinduoc | rii @RANYc | ei co
prote2nas, permitiendo comprender | as bases

aprendi zaje pr8ctico en elBi qlucgPksadCeair @tyiega an

Qu2z miitcova gBEt | aboratorio de Biolog2a Mol ecul ar
con |l a pr8ctica, donde | os jesrtud®ant eas apr
especializados, sino tambi®n a trabajar <con

Creas principaldasi odledogl?2leeatud rmat or i o

Un | aborhitolrmaol?eadtsiel adeni dle f erentes sectore

funciones espec?2ficas:

7 Cr eamadneej o dep rneupeasrtarcais- n de reatuiyeosneg ad:
con instrumentos b8sicos parayl ppemai pul
reacti vos, preparar diluciones

1T Crea de éeé&t maccbmmwea@auulpas: de rutina como

t ® micos, macro y microcentr2fugas para e
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9 Creai sleali zaci -n y cuant.i fBnc aecsit-an zdoen amascer
equi pos especializados como cubas el ect
espectrofot-metro pADMH, VARNayigrot g2 caant
9 Crea de amplificaci-n de 8cidos nucleicos

su acceso es solo para usuarios capacitad

cruzadas. En ella se encuentran egquepos e
yreal parmeampl i ficaci-n de ADN y ARN; i n
materiales de pl 8%ni caenelredasstian azlmrsa.a usar s
9 Crea de conservaci - nyhdeel anguaeersatsraalsma cceonna nfire
reactivos y material biol - -gico.

I nstrumentos y equipos habitual es

En el | aboratorio de Bi ol og2a Mol ecul ar
mani pul aci - n precisa de pequefas canti dades
confi alklFreishba®ae 1muestran | os instrumentos vy
desarroll o de | os TP de Biolog?a Mol ecul ar.

Materiales y el ementos de uso frecuente
Adem8s de ¢éoselkgdepasroll o de | os ToPn de Bi

materiales de | abor @gtioggrditdd. b Fambo ®ny ¢pasdc ar &

ti po de | abogadtpgu eossagnoca al ors eprraocvia/gaa r eac C i

gu2zmica para revelar | a presencia o medir | a
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Foto

Micropipetas
automaticas

de mesa

Cubas de Termo-
electroforesis _ |cicladores para
para separar . amplificar
acidos fragmentos de
nucleicos ADN
Cuba de
electroforesis Espectro-
separa ADN fotometro
y proteinas
Fuentes de
poder para Nanodrop
cubas de
electroforesis
f

"'?L - Bloques

Vortex

térmicos

Geles

ey

agarosa poliacrilamida

Transilu-
minador

Figura 1.9. Equipos y dispositivos de uso comun en el laboratorio

de Biologia Molecular.
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Materiales Foto Materiales Foto
N\ N\
Tatias ‘& : Puntas o tips %\
de 1.5HT, azules (de 100 \\\
a 1000 pL) \
Tubos Punta.s o tips .
de 2 mL amarillos (de
10 a 200 pL)
Tubos Puntas o tips
de 200 pL transparentes
para PCR (0,1 a 10uL)
Tubos de 15 Probetas
mL
Tubos de 50 \ ' Vasos de
mL precipitado
Gradillas Tubos de
ensayo

Figura 1.10. Materiales mas utilizados en el laboratorio de Biologia

Molecular.

FUNDAMENTO TECRI CO SOBRE FRHRARAMESY AGE EN
EL LABORATORI O DE BI OLOGCA MOLECULAR

En | a ensefanza de | a Beaokmgtan dMod &fcud ague |

parad-jico:

volver a | o b8sico para alcanza

mz ]
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podr2a asumirse como un conocimiento Aya ad:c¢

P

O O O Qo

(7]

n

ro

E

i
n

L
u2
o |
en

D

l uso con estudi antes avanzados.

n est es acraanpaj,a con reactivos de alta pur e

Lo

ar contaminaci ones Qe oararswiencaro? adn sun npri
vol ¥menes extr,emadasmenienpprqsadhdmidcardelsi tdre
el or denEndee sptiecloamodteesxt @l i na esalodhli gratenr
c8lculo o de manipulaci-n puede compr omet
alidar | os resultados obtenidos.

o obstante, | a ensefanza de estas pr8ctic
ui dado extremo. Tambi ®n debe abrir un esp
ente permiten, en deter mi nadovso |l dZometneexst oas
etivos de cada t®cnica. As?2, el estudiant
tocol os al pie de Il a | etra, sino tambi ®
Il spensabl e payadbeepr 8ctica cient?2fica
cepto oyl udipoon ese s

n el trabajo de | aboratorio, |l a noSé-n de
mhusi -n (o disoluci-n) al sistema homog®
persa uniformemente en otra, caonsetsiol vweanae
i solvente es el compomwesxdéuen ek elakompu
uel ve vy, por | o generalLpsseokotosnpuaden
cual quier estado de | a materi a.

a capacidad de un sol vent g eparnad ed idseo Il vae rn a
mica de ambos y de | a temperatur a. Cuand
ut o que puede di sol vesre a ruarsaa | ddeeti eurn8ai snaat duar «
taafiadir m8s soluto, este precipitar8, gen

esde un punto de vi st a sprl&cteifti dcuag da®doni co

| aanct i dad ede baglayt econcentradas, Cc u;a nsdaot ul raa dcaas

cuando | a cantiad anxBgxwWemapswe die odie eoslavt eurr saedradss | &

cantidad de sol udwl esntmaymwmuede | mamtuened en d
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Uni dades de m8escesadasi psalr @c ipoba gsl megl2eac ul ar

Para caracterizar una soluci - -n resulta 1in
expresa | a cantidad de soluto presente en un
La concentraci-n puede expresarse mediant e:

T Uni dadeseft®ohcaestraci -n expresan | a cant

soluci-n o el solvente, wutiJdizando masa vy

1 Uni dadesdqutmncastraci -n permiten relacic

soluto con el nYamer o de part2culas (mol es

Las unidades f2sicas son Ytiles en prepar
uni dades qu?micas permiten un control exacto
experi menftabd2se detallan y ejemplifican | as
utilizadas en el | aboDuatamrtieo ed e dRisalralgpd d oMdl

mo |l ardiedbaqiwe aresul ta mgcl pré&scaorc@ae poOr@gluepeso r

del remmc trievqpui er e maengey iavw aled ntné/amneq w? mMiecos, ni
del di.sol vente
Tabla. Uni dades f2sicas yusgaédaslcamo rdaet ocra noc edhed r Ri
Mol ecul ar.
Ti po deExpresi Definici-n Ej empl o
0 g de soluto enb5%m v de Na€l"!l
/OWV(SdSh)squci-n en 100 mL de

g de solgdteo seod 10%mmdeg | ucos a .
%m/m (sadh ) gl uemsdad 00 g d

mLde soluto en 3®vivde e+3dmbl

F2sic%viv(sdgn

soluci - n et ammm | hDdle s ol
0 g de soluto en7%mm de MNaOH
%miv(sad ) Esol vent e Na Oédln mDdOe vseml

de s olgdteovsamit2%vivde et2anmdlke

et aemmo | MDdle vsemlt

n‘de molodeutdedes1 M NaCl d= 98

Mol ar(iMisol uMEmoaldes solen 1 L de sol
L de sol

%viv(sas § e

nYde moles de s0,5 m glucdsa

Mol al(imdes ol venmhaed es d@gl uemnsd 000 g
1000 g d.
Qu2 mi c n' e equi val armet
Normali‘SOIlptOG sLoldweci - n
N=equi val elot e s
L de sol uci

St o: solut o; st e: sol vent e; sn: soluci - n.
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eparaci - n dkee tgalbmpgromiht icdmm d e s
En Biolog?a Mol ecular, | os vol Y“menes y mas:
gue dificulta | a preparaci-n directa de s
tivo, es una pr8ctica Isabiutcsitadnceesd amerresr as D
gae |l uego pueden ser diluidas seg%n necesi
Este procedi mi ent:o d rreecceu veardlasmaregid mj ches
epseax anti dades maymrneaens zéde | aolcwinad aymra ncawd - n
ami pul an con menor fr e,c uyepntxcidnaozya peolr tmeennopso
el | aboratorio, evitando tener gque pesar
preparan nuevas soluciones.
En |l a prs8ctica, | as soluciones madre se f.
querei hoesd emsielgisna | a natur,abepasdedalnoAPues
re&mti @empo que gar aPatriac er esaul iezsatra blialsi dsaodl.uc i o1
S soluciones madr e, se debe diluirlas a |
uaci -n de equivalenci a:
ow O0w

n@Ges concentraci-n inicial e i ngeiscavollaunteonn
icial e indica el vol umenpagruae |slee gdaerb ea tloamacl
nal de |l a sokKscicomcdatdtea d ima psoofliuncsgil+és de tr

l umdnryefprneasent a el del umaebajdeprgegpbausaer-.des e a

empBodpaoeparaci -n de soluciones madre

Se dperbeep arsa rg ulisaosl tuecsi 0 npeasr amal dureeguan ap rseod aurcd r- n
tracci-n de EADNsoisoal tasprmeratrar

50 mIr dvd 1

10 mEDd@,M
2
2

5 mNa &G
O mbHodecil sulSDg0 %Be sodi o (
Resoluci -n

Tr i saami-B(hi dr o-% j-pBreotpiano cioampuest o bg8sico gu
eparar solyuciomme agtream@adm en reactivos de |

i dos nucleicos. Su plesesmbobeosl prepar 42150

H‘EY
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concentraci-n 1 M. Es tnmoo | s idgernoiffriccaad au nlg0 O I muLc i

solucMdre yrris es 121, 1 g/ L. Entonces:

1000 mL de solwuci-n éeée.. 121,1 g
50 mL de soluci-n éeéé.. X
x = (50 mL x 121,1 g)/ 1000 mL

6, 05 g de Tris
En | a ¢ 8gesxra8 6,05 g de Tris para prepar

X

a una concentraci-n 1 M.

EDTA: §cido etil,enadimmuneltentra ac®ts cloesi g n
extracci-n che ¢mONp-a/c esrorliudas el ectrofor ®t i cas
362 gNemcods.i t amos pEBPpPp@&Arwmmra 100 mde rdterMa c iEcsnt 0 s i ¢
una soluci-n de 0,5 mol de EDTA por cada 100

Entonces:

1 M de EDTA ééé 362 gl/L

0,5 M de EDTA ¢éé. X

x = (0,5 M x 362 g/L)/I1 M

x = 181 g/ L

1000 mL de solwuci-n 0,5 M éé.. 181 g
10 mL de solwuci-n O,5 M ........€.. X
x = (10 mL x 181 g)/ 1000 mL

x = 1,81 g de EDTA

En | a pr8ctica se pesar8§ 1,81 g de EDTA pa
EDTA a una d@&ndenvt.r aci - n

NaCl: cl orur o sce agwabegaatna b ialsi mar eeoln tmeeidbiuoi rs
|l di sis de | as (par ddcheceds ecehgl arvedyasalmesnby arma
bi ol -g§u cmaseso mb8 egd/dnbhérc eessi t amos preparatr 25
concenttédadii. - rEsto signifiedaddawmGdorsodadca -h0@@E
soluci - -nNay@l88 M4d/de Entonces:

1 MNde&léé 58,g4/4L

5 MNde&lé.. .x
X = (558 ,MW/4k )/ 1 M
X 2=9 29,/2L
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1000 mL de sol2W2g,:2n 5 M eéeé.
2L de soluci-n 5 M ........€&é.. X
X 251 2x929)2 1000 mL
X 3@ HNacCl
En | a pr8cid@adtaclapeas pd&8padar una soluci -n

Na@l una conmnéenM.r aci - n

SDXYodeci | sul fas ounedstodan gent e odnicidenes f
extracci, ncidyen AN necsi psaoimpa bi capa | i p2dica d
celul ares y nucleares, | iberan;doy rde coalisna d

protasdiodeass al( i ADNunsdcalseasas quel)olEnm2ant el ega =
es necesarimesowonunadeFltiudmar a que se usar 8 un
concentNreaeisi n.amolmLp rBBf@a ruanra 2c o roeOn t %.ammk & tho
significa @mMa gs aplourSiR-3and ad el 0 0.EmL osdhe esol uci - n

100 mL de s2Ddgi SBSéé.

20 mL deéé&.ol.u.cixn

X Z0(x2@XLO0 mL

X 49

En | a pr 8c4gi 8 Psaer ap epsfamrpSad erurka solSDSIi an ma

una concdeéQ r%.cm/ W\

EjempBodpepcepreparaci -n de soluciones de traba
Se debeS5plk egpar @am a esxalrvadcecDN nmalkal if - rmul a de
sol uke -thneabdjao si gui eBEDEA T WMNasBd 00 MMBBMS 2 %
Las soluciohas oquaelree spmepdr aM,E®DTANPNG,er i or n
NaGMy SDS 20 %.

Resoluci -n

SOl uci-n dlerOtsslabvaj o de

Para calcular | o sol i:€GVit@d¥o, aplicaremos | ¢
Se devsppaerjaa cal cul ar | a cantidad de soluci -

l a soluci ViF(Qxe \/irCabaj o:
Vi=(0,1 M x 5 mL)/ 1M
Vi= 0,5 mL

OM
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Soluci-n EDHDTArabaMo:( 86 mM)
Para calcular | o solitgUHCvdo, aplicaremos |
Se devsppaerjaa cal cul ar | a cantidad de soluci -

|l a sol uci

V= deeCi)\/irCabaj o:
Vi=( 05M x 50 i) /
Vi= , ML

Soluci-n de trabaja de NacCl 0,3 M (300 mM)
Para calcular | o soligHACvdo, aplicaremos |
Se devsppaerjaa cal cul ar | a cantidad de soluci -
l a soluci Ve deeCiV/irCabaj o:
Vi=( BM x 55MmL) /
Vi= 3mL
Soluci-n E&HO3trYabaj o de
Para calcular | o solitgUHCvdo, aplicaremos |
Se deVsppaerjaa cal cul ar | a cantidad de soluci -

|l a sol uci

En Ir&cpbi

V= deeCi)\/irCabaj o:

Vi=(2 % x 5 mL)/ 20 %

Vi= 0,5 mL

Tris éé aNé &.. 0,5 mL
EDTA 06é&ééve 0,5 mL
NaCl 5 édéééé 0, 3 mL

Agua deatitl aaal

Refl exi - n

md, de | a soluci-n de trabajo se pr
SDS 20 .%.¢é¢é¢ .0, 5. mL.
sodp)T i m2me3 par a (
paral)la pr8ctica docente
a calcular | as concentraciones de

Ensefar

trata de

ac ad ®&miecnat

un ejercicio gque

i ntegr a

conceptos

juego héabrhmadadas

Pr8cticas, y que pone en
2fica.
l ugar, el c8l culo de di

Enpri mer

pr8ctica:

comprender qu®

significa

ON

uci o

una

nes i

mol ar
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pesar, y de qu® manera una soluci-n concent
trabajo seg%»n | a necesidad experimental. Es
herramienta de resoluci-n de pr obll een@lsc uleoa |
soluciones no solo fortalece | a comprensi -n
|l a precisi:-n, el razonamiento | -gico y | a ¢

competencias son transfeacdnd®@®s § oBobeadganmiaeé
|l a i mportancia de medir con exactitud y de s
de trabajo seguro en el | aboratori o. Los err
|l os resultados experi meet dlbes pr oipnaetmBsh u@n a
resalta el val or pedag  -gguiec,gu ed el dsa pfrloetxad dballc
concentraciones exactas, |l a experiencia ens:s
dilucionesuoi pnepaaapasbir de | o disponi bl e.
del c8lculo hay criterio y toma de deci sion
pr8ctica eexeersiomseanretnadlr 8n su futuro rol C omo

Bi ol og? a.

FUNDAMENTO TEGBREO LA EXTRA®CUIRG ¥ | CRAEAIDNN

Hoy se saabienfopuenalci -n gen®tica de todos |
transmitida de gendroama&DWNeenEsdenehradcia-zngoert i
histori a: hace m8s de un sigl o, el bi ogqu?2 mi ¢

esta mol ®cul a a partir des§ceisdpoe rndmcaldes xcsoa b mi A

i nteresante son | os virus: aungue no Se cons
ser ADN o ARN, | o que | os conviertei @adude ej
estrategias biol - -gicas.

En esteosmemtii do,empo se descubri - gue en r
nucl eicos en | as cE®&l ulaass :c ® lulAaDsN eyu ceaerniAoBtNa. s ¢
n%“cleo de | as c¢c®lulas eucariotas, hecho que
espec2fica para el ADN hace m8s de siete d®c
proporci-n en el citoplasma. cErrongamgiuemacsar
n%cl eo, ambos 8cidos nupnlelcostesokbncuentran

Desde el punto de vista cuantitativo, | os
|l a c®lul a, repres#wntdando pesoeseoaob Rapva dbm
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una bact Ersichecombdnbi ené i alpiecdoegfod madséx)dE 01
ADN por c¢c®l ula, y su mol ®cul a de ADN gp@leuwlea e
humana t2pica posee cerca de 6 picogramos ¢
despl egara, alcanzar2a aproxi madamente 174 <c

La mayorZavdsetilggssci ones en el S8reaelde | a

ai sl ami entnoucdse i Bfelsrddasndedmde md ami ent ass axbdce h a

servicio deo diinavgens-tsitg atca - ens tcriweantt #rfa cchel ADN |
mol ®cul a sensi bl e al estr®s mec8nico: su gra
durante | as pr8cticas rutinarias de | aborat

relativamenteorsetadbehA@eshede a¢mdoolemciedtnaasl
e st @®or ialgeusa

Es i mportante destacar gue | as c®l ul as c
mol ®cul as complejas. Por ell o, el aislamient
permitan separarl o del r elsda oedter alcocsi - o nupeo nA
procedi m ento esencial en biolog?2a molecul ar

una forma pumarwnestzabl el p®xat o |ldee ReReccondic-ars

Cadena de | & CRdoelli memagly@se ( as ec tQhpagicnueRea ac i
cl onaci - n o abEns8loissipsr ogceend-inmiceon.t os var2an en ¢
y seg¥%n el orpgreoa dr ¢ an ensaels ticea nidpea retteanp ausn ab 8 s
gue ser8n objeettad odsP.persatuadd ol cesn de extracci - n
rutina en | os lasabsirgpetioap éss i ncl uyen |

1Li sciesl ul ar

2Purificaci-n
3Precipitaci-n
4]l avado, rehidrataci-n y al macenamiento

1Lisis celular

ElI ®xlatextdeaccdemenddce AOMN draarmprmenkiachd ela p a
obj etriovnhopeers | as estructuras que protegen al A
al ednLoa. estrategia de | isis depende de | a n
ani mal es, lhempafggre®e3, pero en todos | os casos
celul ares y nucl eares, as? en@maegsramedian ADNI v a
Para | ograuda sael weap:l re ad edadlnfi esri esn tcosmbm®taad o s

(0} 0)
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1T F2sicos, cComo cal or, congel aci -n/ descong
sonicaci - n.

1 Qu2micos, como detergentes que disuel ven
T Enzi m8ticos, como proteasas o | isozi ma, 0
c®l ul a.

Cada compenkatesol uci -aundpel el iusnias fcuenlcuil-anr e
contribuye a | a ruptura de |l as c¢c®l ul as, | a
ADN fr entaed aacAl-eno.d & gsheuw ackcens aisi par ti cul ari dades
de extracci-nadeaADNas$eg®n deln mdt ecraisaol ddee np
vegetal es, f ¥Yangdmeae acrdianst ees reaxigrgga rcednoc el ul ¢
Otras veces, es necesario |l evar a cabo una

un teji do.s &M8d el tanable lIf aidnéc @ l,oonse sc mP o Bemideésf er ent

solucionexl dbtadmsesgent es, agentes quelante
proteasas estables como | a proteinasa K
Lisis celular de muestras vegetal es
Laextracci-n de ADN a partir de tejidos v
debido a | a compleja composi ais- mca®dien aalges ,c @
c®l ul as vegetales est8n rodeadas por una pal
celul osa, hemi cel ul osa, |l ignina y ©pectinas,
nuclLaakisis celular en vegetales es un paso
ya que requiere estrategias espec2ficas par
contaminantes que compEmtmenlaesrliarepounrdeezsah £k ezl n

| ogr ar una di srlup cpicaanegukot r qcu ee ncso@m bld @rg®ntadood 0 s
mec8nicos, como | a molienda del tejido fresc

l as c¢c®l ul as vy; fgméicloista mewWi anpeuread uso de d

solubilizan | as membragaiyngdesonat ureanlpil 2zam d|
pectinasas peaerda degradar | a par
Otro incqoquxwrngeengne | a extracci-n de ADN a g

ati varc§pthda enzi mas Bsutcé easasde debido a que

prolongarse demasiado debido a | a ruptura de
rompen el materi al gen®tico.tPalbvaejl sz imearn ee yt
t emperbatjuarsas para | o cual, previo a | a extrac

ornl
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cto con |l a muestra vegetal -2@moldBer o, k

detergentessdescampualst papresendeesprened mss S

extra

pol if

( CTABa

cci-n ayudan a 1 nactprveawarldaess tnruuccAcB B sna sd
tercer desaf2o0 que conlleva | a extracc
amu mer adlssos compuestos propios de |l as ¢
enoles y metabolitos secundarios, que p
resulta de | a extrmhemagudevecageanice a ge e t
contrarrestar estomolerecemuros , de ec auttiilltirzi
pal i pi (PrvdPl enybeneerr & aapntod e t

CTAB es un detergente cati - nifcaciqgluiet ad els

epar a

ci-n de | os polisaEmredtios YWlutriamd ec d 0 p
Nt esdelol AKN |yl dpaddlEBiABa d@®mpiechads eemmdo de | a
o de sodio. A mayores concentraciones

menores concentr aliistmae@sioel aADNnNne®nitmsaa

S que <contienen CTAB, |l os polisac8rid
nesi dlampones bdgacktxs ranciCTAB se utili ze
car el ADN de |l os tejidos vegetal es.

polifenol es, al |l i berarse durante | a

compuestos que se unen fuertemente a
ci-n y afectando La 6EsMiitdaadl aded x intha ceir-
a | oush @nadloisfeenao leelsl os medi ante eshtaces
ct 2en con el ADN. De esta forma, se ob
r etz u dpiaoasst eni OGdarecd oexsi daommmneredapt oet an

enen | a owirdamppesure nd @ sf delen clluads$ .uprroost e2 nas

©

S de ethwd atrr as a paroimidelcoltivos f¥ngic

ai sl amia npar tdierf XDy i ccwl teisvaana t ®cnica fu

mol ecyéd arue per mite di sponer del materi al

dent i

ficaci - n, caracterizaci-n gen®tica, ar

Lokongos presentan una pared celular compl ej

gui tina, glucanos y prote?2nas, |l o que Trepr e
extracci-n. Por ello, els pefiimeiremptas odelr 2mii ce|
m®t odos mec8nicos (trituraci-n o rompimient

OoP
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(detergentes y agentes <caotr - -picos) y enzin
permitan romper | &l pabiNad veeezl U li breryadloi,b erlarADN
de otros componentes celulares como poli sac:¢é
suelen interferir en |l as reacciones posterio
nNo sol o comstti®cwnyiec oynrrspaawt &a manbe ®nt i ca de ap
estudi antes pueden aeerekcanmnrde-mosl hoegbsucon

met odol -gicas empl eadas en el | aboratorio.

Lisis celular en muestras a partir de cultiywv
Lai sli s celular en | a extquaecie-n ether ARM kace!
deée pared riceauémr pe,ptauwmmgueiscammn r2gida y esta
celul ares vegetal es. Eveaemntmbim@teotdes aéegonnm§t
gu2mi cos. yLafs2ogisomasa enzi ma m8s usada en el t
degrada el peptidoglnelhaot arei alsa Graarne dp ocseil tuil\
gruesa, este paso es Lparftuincul-aar nteent @ g @ mtpeosr t
deter@éntmdBs, usa,kcc daxeselst &8bsl i zar y sol ubili

me mbr ana pl ansan8utriaclai zyardes ote?2 ndM®t odaoas!| Rrdas

compl ementari os como el cal or suave o0 | a s
me mbr anas. En protocolos m8s sencill os, el
di sgregaci -n celul ar.

Lisis celular de muestras de sangre entera

La extracci-n de ADN a partir de muestras |
procedi mientos de | isis celular adaptados a
principal es romper | as membralnamatcerlivdlargs
el iminando al mi smo tiempo prote2nas y otros

mol ecul ares posteyialreisgu&in @und osorc alsads , mue s
y f ¥Ynlga caeatsapa dedéd i susefeiscacirdidapende | a c a
recupEnaédet e calsoi, mmediemarstte ,geer Uleo ggar edt a mé |
semphceeat esgepdegmest abilizar | as meimbaanascen ceud
componentes | ip2dicos.

La sangre est8 compuesta por diseéiintosctiti@
(gl -bulos rojos), qlueeuctdaintsdpsolr o @ nbloaAgesnp, q
|l a def ensa i nprhuanquleqgaisc a;ntyrlvaenen en | a coac

Oz
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extracci -n de ADN, tanto | os eritrocitos

a
orque carecen de n%cleo y, en consecuenci a,
e

o

l i sis celular en sangr e coendieannztae cum tlamp

sis espec2fico que rompe su membrana y per

—h
—

agmentos anucl ea@dopi gr dnaury ere ge:tfasumi ssneo dpea
nto con el sobrenddarmrt®d utl rasss dlea maegrotrr ii fnu ga

[S—

e s2 poseen nY%cleo; a partir de ell os se p

ceder al mat eri al gen®tico. Par a-160DlL ogse

u
u
c
olubilizan | 2pidos de membrana.ueAdem§ser es e
structurales, histonas asociadas al ADN vy n
e

I ADN. nucl ear

r o o u 9 O

isis celular de muestras de mucosa bucal
Respecitoi @2 at eplalritairr mhec onsl & sthsweaadikdbe t ener er
estas c¢c®lulas epiteliales contienen n%cl eos
sangrya que | as cb®&lcualla ss ededelsap rneuncdoesna con f aci
medi ante hisopados o0 enjuaguasl almeadlisiadaea
sangresando detergentes para r omplearmbli&®sn, mesm
adiciona pootel nadag&KafdianEge atgdmas . pr ot ocol
agent es ccaoonor -epli cgpwaraisdadriiimrar protralP nAPNyder
degradaci -n enzi m8tica.

Funcideendsos componethtssosl urc8iso nuessa ddoes leinsi s cel u

En este apartado se detallan I as funci onge
el aboraci-n de soluciones de | isis celul ar.

La funciolnudieoneasutsi mpemo-ld€l Yy r feess fnaatnadsener
el pH establ e, protegi erdCd Ica ni mtHS geihit dr aed rmid) &bl
usado en biolog?2?a molecul ar. Los fosfatos t
mant ener condiciones fisiol-:-gicas.

Losteergentes combO@,)| -B®SelcTABtsen Xsan par a
| as me mbr anas celul ares 'y nucl ear es al sol
membr ana. Cada uno destip@wlsa dER&a g\ ndfeisc &a a2 em:
| i si s en bacteriade neSsadapedoyt iddiacacssiah OeXy

Twe-2 5 ohet ergentes no i -nicos, m8s suaves, Yt

oT
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estruEBICdA&&sd.em8s de romper membranas, precip
empl ea en vegetales ricos en carbohidratos.
Lasl &s camdamogpealoaasii ni o i sotiocdasmaabuyur gluian
prote2nasl axsncl| gfgadaidloi t an | a Sepasaciesem@&sl cA
protocolos comerciales con columnas de s2]|i

cultivos celul ares.

Losued actoen® Sei do eti |l endiBEDMAB®D¢ & dgitdranae ®t i C (
di valMgntes Cajfaetesasi os para I|l.a lacdtiirvwicd adned
EDT@r otdeg/eDN de | a degpa@amdarcuclne@nas m8%e cancue
mayor2agaoteciases de | isis.

Logeates rceduoenesdrrecasptyoetlandiDT To)bme@ietnolen( ac:

o

i sulfuro de prote2nas, Eag uedtadietsan slua doexsindaa
polifenoles que podr2zan unirse al ADN e inte
Lasal eemoNeaCl , KCl,esNHbOACzan el ADN <cargai

yudan a |l a disoci a&c¢i-dcho drerucloenpd@®,j os protezn

o]

Laacsarosa en altas concentraciones es un
extracci-n a partir de muestras de sangr e. E

l a ruptura de | as me nbtbnr aontarsa schepsldaasb rgaisiab @leo

concenpeadsufniéin si s est 8n Hiipetf-ardiocso P ag ar & elro
de manera que el agua entr a, |l os guebol osnr
detergente rompe | a amednob realn ac dn8tceandindeontce Il ad
el iminaci - n.

Lasmzemas como | a proteinasa K digieren prao
al ADN,i nmwmwalneasas. Es |l a enzima universal ut
dADNe diferentes muestras. En protocol os es
como | a,llai scouzailmar 6-inpeén elnal apceersed de pepti dogl |
celul asas y pectinasas que degradan | a pared
| a qub-gtliuncaanyos de | a pared de honggouse sUes airniecr
el proceso de purificaci-n del ADN al deshac

Es i mportante quedar nolsucionn ede meinsiag eeslem

3t

rommP®@d y¢easwna mezcla disefada para desestr uc

i nactivar nucl easas, desnaturalizar protez2n

oy
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i ntacto. Cada tipo de muestra requiere una
adaptada a su complejidad estructur al

Una vez | ograda | a |isis, el ADN queda |i6b
prote2nas, | 2pi dosqye odecloam e i dbapasucpestes
purificaci - n, pero | a eficiencia de |l a |I|isi
recuperaci-n y calidad del ADN.

2. Purificaci -n del ADN

Una vez rleiasiigadal ha mgmbhbragmase!| asl plrarce i

desnaturali zaciADN y ec emtcruiefnu gacil -irb,er ado, per
variedad de mol ®cul as no deseadas: prote2nas
polifenoles y metabolitos secundarios, entre
t ®c ndiec absi ol og2a mol ecul ar, es necesario real/@

el ADN de todos , esthash acg d rdtea nhiyansacnptmersd ez marsl, o
forma establEmtye ataecliedsdtigcaatsegd s pemnicluieada c ian

digesti-n de prote2nas, yextrrecd ii-damoparithe s alawse
tensi -n i -obpoagrdiedadtees oen alta concentraci
En il @qeslt i - n cdoen pprroateeansadssne qtl ar 0d ea Imaalseaa akl,

dgrada prote2nas eaxsltrucpermahiesngs npeptrtadiacas
amino8cidos alif8ti cdso,moartond&tsi doaass o nleii diracsf, -

un val or de t egnpeeu et aurrjiaar- p@ 8@ e peandi endo 0

mi or@gani smo del parall csecwaltuy®, requi ere sor
temperaesramportante | eer Adsml8a da ctaicv iochaed d
enzi ma puede ser aumentada por |l a adici-n al

Otro m®todo muyr ut iIADNz a@eb |lmpar ormte2nas qu

eXtresctloa eexmplaecsormildvoent es or g8§ali@wrosy, o choamoh ofle |

i soamSdalceo uti |l i zarse una enfeezncolla ddees nl aotsu rsaollivz
el cloroformo facilita | a separaci-n de f as:
Como redulAtDNdgueea en | a fase acuosa, mientr

en | a f agpre elardf inaadon slod ssent e

Sin embargo, |l os solventescocmomorlalgahi imed as as
utilizada eé&ng§doan| PE@Rsapmarrai elsagosal ya ddaeboeper a
sol ventes, sfeehnovlolpSBuedeescadisal oqué mador psey e

oo
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hepatocit,ee. pPoporkl otra forma de extraer I
encuentramehtADN,|] aatensi - -n i -nica del smedio
concemnesalcas sal es al df eotanarta eanargasgliohbhe
Il nici al ment e, el agregado de bajas concentr
solubilidad de | as pr ot ez2snalst jemguuynnufte n i meardom
purificaci-n proteica. Sin embargo, a medi
solubilidad de | as prote2?nas disminuye Yy €5
concentradas por <centrifugaci-n y eliminadas

Exinot €« os m®t odos de purificaci - n odleumDas mo

de s?2lliacsa cualresndlegpsaaorcismnm e DNllansani - oe sled e As

en presenci d& ad®ent@ud miacitreiso.se el i mi nan por | ¢
recupera con agua | i br eOtdreo nm®tl cabresl ass rom dbgurd Ef tel
recubi edrotledd3®N esle une a | a superficie magn®tic

sal Luegom, iecn@m se sepaacmml SmwarllAdeNdted Iroesst o d e

Ambas t®cnicas son r 8§pardasgutrempatoidaadiblresy etr

mues,t rpaosr | o que son muy usadas en | aborator]
ElI ®ito de | a purificaci-n no solo garant

debi do ADMuée edl ta calidad es fuddame ot @lg? ¢

mol ecul ar .

3. Precipitaci-n del ADN

Una vez que el ADN ha sido |Iliasermrgdtoey? nsaesp
| 2 pi dos, es necesario concentrarlo y aislar
post EtADDrpuede | |l egar a precipietsam @emoi td e

reeogepur fdéei pa oARRNgnaspa direesceampicteosnt ed yAraarmae e o .
ell o se emplea | a precipitaci-n del ADN, un
protocol o &e dwndameintm. en |ADNapargakdasiepgat
gr upossdfeossfuateosquel et o. En condiciones acuos
soluble en el medi o. Para | ogr,aa |l asdui cpir-enc i doa t
y |a adici-n de BH&coheHdsas Lsbhd Rksgt ecooamoat o d ¢
acetadmondiewutrali zan | as cargas negativas de
el ectrrodtd8aqgiuctai t a que | as hebr as Ldoes AaD N osheo | ae
como el etanolsoabsrpeeldauocbe no leal constante diel:

R
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sminuyendo | a solubil.Cdhdand d els uADN deon ell A
se separ aEmeallgummwmd upcriotnocol os, es meaercaesar.i
grar | a pr ecilpeendtsiolnm®slecpdocgue per mite |
s ef,aohme@sui ere baj-28 AEmMpgort uEhpmepanol
cesita menos volumen y puede usarse a temp
al qui er a s eaueego adheczoehioa v yu sraedpoo,sol, psec if pir ma
anco, velsichduel entrreicfupgea ai ppadfd eflto ri nrmagnl d®s ,u ns e

precipitado concentrado en el fondo del t
La precipitaci-n del ADN es una estrategia
extracto soluble en un material gen®tico
Lavado, rehidrataci-n y al macenamiento de

Elpelsleetl ava co®w paaaotk!l ami mdmpuesdklase nitee sa@
cohpuetdéewegar a interderegtUnakDidelz Upsed, dfdurt ers
ADN se s ea at ebmpeevreantenrtae ambi ent e. Si se de
ede secar en Dbl oque t®r mico, pero es i mpo

gradaci -n del ADN. Cual quiera sepeédletaso,

cusaé resuspende en agubaufldipdiroe i dad oMMDIREFs as o

L u

es
Un

qu
de
i n
ad
mi

fu

re
me

mo

ego, pueden baljmac dreanmpseea at uras porkOlln per 2
Lacanti dadal i gad del ADNevpal g:@aimp ietr a d o mesnet e
pectr oyeolteocniertorf2oar e si s .

caso especial: aislamiento de pl 8smidos

La obtenci-n de ADN plasm2dico a partir de
e estos el ementos gen®ticos difieren del ¢
ADN bicatenari o, circul ar y e X tarnaecrrao mo s
depedddgeenmotnea bacteriano. Muchos de ellos p
aptativas, cComo | a resistencia a antibi

crobiolog?a cl?nica. Adem8s, ueyne nbihoelrorga?nma en
ndamentales, ya que funcionan como vectore
El principio clave para aislar pl 8smidos

naturalizaci - n. Tanto el ADN plasm2dico c
di ante agentes qu?2micos, pero adpagseevrer tir
| ®cul as pequeféarse yu pairpaer enu oe dtardacst ura nat

MN
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fidelidad. En contraste, el ADN cromos:- mico,
correctamente y se agrega, precipitando junt

Este fen-meno es aprovechado en | a t®cnica
fuerte, como NaOH, para desnaturalizar t an:
Posteriorment e, |l a adici-n de un 8cireéacd®binl
permitiendo que el ADN plasm2dico vuel va a
soluci-n. Mientras tanto, el ADN cromos-:- mico

cel ulDar eess.t a maneerxa,r aerci -sna pdeolvpel § amidddser enc

comportamiento estructur al del ADN dur ant e
renaturalizaci - n, |l o que permite obtener AL
aplicaciones experimentales

Es i mportante sefalar que | a manipul aci -n

evitando fuerzas mec8nicas excesivas (como

ADN cromos-mico y contaminar | a preparaci-n
Refl exi-n para | a pr8ctica docente

Como hemos analizado, exi sten m%¥l tiples e
manera efectiva, deshezagsels|l ®§sdecwde hast a |
|l os cuales se usan cada vez m8s en |l a pr8cti
un proceso particularmente complejo, no debe

de parti draa elsae nacplailcgcai - n de cual quier t®cni «

ADN obtenido i mpactar8deai ap8t amesat @gosnereilor
secuenciaci-n, clonaci-n o estudios de expre

Por este motivo, como futuros docentes y f
transmitir | a iIimportancia de optimizar | a ex
previsto del ADN, cultivando en leds cadsttwedii
experimental necesari o pablnas egfaaranlta zeaxrt rraecscuil -
debe reducirse a |l a simple ejecuci-n de pa
estudiantes que cada etapa del proceso tien
calidad del mat erBylli cpaern ®ta cbi ibs enoebdal ar r
procedi miento, sino tambi ®n mostrar a | os es
y estructurales (enzimas, detergentes, arqui
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por seu®@tilizan determinados agentes y no otr

di ferentes contkeatpgriekpeacimentaépsesenta mu

es | a oportunidad de comprender C-mo separa
prote2nas, | 2 pi dos, polisac8ridos y metabol
posterior. thstaa retfdpaiiomair sobre | a i mporta

mol ecul ar y sobre c¢c:- mo pagueUadermdemarsd am ewsn an

en el r e sluad tpmrdeoc ifpintadci - n, por su parte, nos
i nvisibilidad inicial, puede phealbleeate e ot angéebl
es para muchos estudi antes el pri mer cont a

i nformaci Rehgden®@tAelcrNa .nos ensefa que no basta

estabilizarl o y conservarl o en condiciones (

Desde | o pedag-gico, esta experiencia refu
pr8ctica de | aboratori o, generakgdasupt mpm@me nEt
m8s que una rutina experimental: constituyen
en juego | a comprensi-n de principios qu?2mi
capacidad de anticipar oel Cwsm fdwtcernd edel nma
guiar a |l os estudi antceosl orso ssalnoo a aenba c®nt aar r
sentido y |l as implicancias de cada deci si -n

FUNDAMENTO TEXGBREREXTRACCICEN DE ARN

El AR&Nrticipa activamente en | a expresi-n d
de numerosos procesos celulares. A diferenci
l a i nformaci - -n hereditaria, el ARN guwute¥gp uecdrs
encontrarse enadasunataenfoomas espec?2ficos
|l a regul aEIARN ugn&nintoad . ®cul a monocatenaria que
estructur al Aédgandeh ARNpani at g¥%n tipo de es
regiones de | a mol ®cul a, gracias al plegamie

|l as estructuras tridimensionales que adopt art
| azos, ealasentesempre quet pdedadeapar ®&archos
respectivos complementari os en otra regi - -n.

Los ARN se pueden clasificar en cEdMRN i cant
codificantmnensajelr cARMARNde |), | emegnlo®@dsr gado de | |

no
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ormaci -n gen®tica desdegarl d AddNe dast ar a ds

te2nas. Su secuencia de nucle-tidos deter
t eEli zARNDT esenta una baj aotpoaddPRHIoL,ahp ogrn 1 ¢
g epnoesreael ,una vida media corta. VariRNMmprote

|l o gue su estructura usualgmemtiemages cse¢mnG

cilo, siendo esteARW ti mo nucle-tido propi

Lo&ARN no cedirdae ca mt@shucper ot e2nasn,f uper onecsut

est
imp r
mo d

f

Ent

ructural es, cEnttarle teisctaoss yY%lrtehdridl s dsoers,desn.ic w te in

escindibles para | a ytrlaodsu cARN nr gqguelladmpm e«
ul an | a expresi-n g®ni csae. ebnecnuternot rdaen |looss A
ARN r i bo(sARMM RNA del) ,i nprli®sci pal componen:
funcional de | os ribosomas, domdarestsiet Uyev
soporte y componente fundamental de | os r
7% del RNA total, con alto contenido de |
es compleja y se relaciona con su funci -n
ARN de transbeRNAdied) ,(i AMRYNd&ss port a ami nos8c
al ri bosoma, permitiendo | a i ncorporaci
Constituyen una pAM&Ncitonhabopemabh®atel del de
tridi mensi onahdoaoso mpeéuwpn aan espcoasregeada de i nt e

amino8cido y otra encargadlddMngqde rcodoriocear
di cho aniane®d¢iuda. pARNeealdi mégnmnd osno .para c
La estrudt measitonal final gue eadamtaa AlLrma
I nveritdiodnad e( se encueinntr&r decatnr edi -ami que ci d
I nt &E @ AR,

ARN nucl ear p emairetfioc i(psan ReNM ) e | procesami el
empasmei)lcidegtro del n%vcl eo

ARN nucl eol ar pequefo (snoRNA), i ntervi e
gu2zmica de | os ARNT

rBARN orsegsleacknrcasent ran
ARN micr o, (omi®RNA)ake caprt axsi Madmunelnd -et i2d o s
regulan | a expresi-n g®nica uni ®ndose a

i nhi biendo. su traducci - n

nn
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T ARN de i nterferen,ci mi Ipaergeuse Tal (i RNA) p a

silenciamiento g®nico mediante degradaci

T ARN |l argos no codimnEscaet @9 0( hncRNAY i dos,

regulaci-n de | a transcripci-n, organi zac
g®n.i ca

T ARN PRimntieractuantres edeon RMA) genoma en c®

silenciando el ementos transponi bl es.
Exi AtR&Nn especi ali zados

T ARN de interfersinRNA) ,nagwe adc t(¥®anmdocomo r e

de | a expresi-n

T ARN circular (circRNA) | os cuales son AR

emer gentes

T ARN mitocondriales y <cloropl 8sticos: cum

ARNt, pero dentro de estos org8nul os.

La extracci-n de ARN constituye un paso f
permite estudiar |l os patrones de expresi -n
patol - gi cas oLaexpeacmentsaldeeas .ABRNr &ami enta es.
i nvestigaciones en gen-mica, transcript-mica
siendo una pr8ctica formativa clave en | a en

Desde el punt ¢l ad em2vnisma dyjiufZenriecroci a provoca

gr updl e@2@&lde | a desoxi rADN o(sya |qgau ep rceosnesntciitau yd

en &l16 de | a ribosAMRNueroemsti tunyae galan di sc
reactividad, funcionali d&dnyecabasgeliatciiva dgie
entre edARANDNETrtywist abl ecer cierto rango de ana
extracambwnstkeeni endo,adnf euvelntAlN,deel ARN es wur
altamente inestable y susceptiARINasa sl,a pdegrea
de manera ubicua en el &mBcénta@m@ndénanli ol @rcao
l a c®lula desemRadlderar @slpacl sanbuicd ethsiaar. t A da en
medi o ambiente (a trav®s de | as mwmaposagsel ¥
mani pul ador (debi do a l a fl or a bacteriana

ri bonucl easas

npe
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La extracci-n de ARN constituye una de | as
mol ecul ar, ya que se trabaja con una mol ®cul
A 1o Iargo de | os afos se han rdaes ardreslidlea ¢pba on

cl 8sicos basados en solventes org8nicos has
perl as magm®Pue cegdoseren condiciones de extr
espec?2ficos y ambientedepemdiesntdemermntng adne nlaam
todos | os procedi mientos comparten tres obje
.Lisis celular controlada, para I|iberar 1o
dnacti vARblaesasdepara evitar | a degradaci -n
.Purificaci-n selectiva del ARN, separ8ndo
.Precipitaaii-sfi adeol. ARN

aa b~ W N

.Lavadeeycadonacenami ent o

Exi sten distintos inhibidores de ribonucl e
guanidinio, siendo este % timo uno de | os m8§
y efectivos |l as c®l ulas se rempeaciaopeélsbad¢ot
de guanidinio vy, posteriorment e, util i zandoao
concentraci - n, se purifica de prote2nas el [
(alrededor de 4), prowadcaell a ADNot amfeaecit-amdaoi
partici- -n del §cido nucleico entre | as fases
puede obtenerse ARN relativamente puro de AD
medi ante deshod®aubaiuni dezbdadm al cohol es.

Otro i nMMRBNS alvregdeel dietilpirocarbonato (D
adicionmar @aVi amgant.e rectee i puaedaaesterilizar |
temperatura @e¢ OEPErislei dagiram,a 2pErl 0o dugcuiae ntdroa te
con DEPC, una vez autoclavada para eliminar
| avar o preparar soluciones y materiales de
Dado que el DEPC es t-xicorealreataet d,aj su
extractora, utilizando guantes, gafas y prot
pi el o la inhbdhacwverz denwahbhpekRdla alias | exdtor apcuceid
al mace28&8dopar per 2 o-d@3 pcoorr tpoesr 200 dao sS em§pu epdreo |
conservar ehad®tdy oexstirnaadederi oro i mportante,
y descongel amiABNtai slepedi dabendiea contra su in

nx
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En | a actkualesmeéad, al es han simplificado eno

permitiendo obtener ARN de alta pureza y <ca

degradaci -n y bajo . Eshdscsbaesemasespnodaol bl esg
el | aboratori o, sino que tambi ®n democrati z:
aplicaci-n en investigaci - -n, diagn-stico vy d

Sin embargo, m8s all § d&e,tlseas pfruancdta ncel ndtaadl qquu
docentes y profesionales comprendan | os f unct
proceso de extracci - n. Sol o as? podr 8n inte

protocolos a disyintassmi pbs del msesestadi ant
pr8ctica <c¢como punt o de parti da para &estudi
bi otecnol og?a aplicada.

Di ferencias entre extracci-n de ADN y ARN

Como h e moasmbwiss t ppd e ¢ & d Toarcpcair -tre n pasos b§si

purificaci - n, prec i pautnagcuie-xn ryacrce hindrdaet aARIN- nr)
cuidados debido a susemehARNastbsr.dadl psaghaent
cuadr o cdmapbdBati vyesumen | as simrkitadestyadtct
ADN y .ARN
EneAnex®e 2detall an dos protocol omudst rextde
sangre. Uno sigue | os pasos de unkiptomépocbbab.
Tabl3a Comparaci-n entre | os procesos de extracci
Aspecto Extraccién de ADN Extraccién de ARN
Mol. objetivo ADN, estable y bicatenario ARN, més inestable y monocatenario
Estabilidad Estable; puede conservarse por largos Muy inestable; altamente susceptible a
periodos en buffer o congelado degradacion poARNasas
Enzimas ADNasas ihenos ubicuag mas faciles ARNasas (muy abundantes, resistentes y
contaminantes de inactivar) dificiles de eliminar)
Requerimientos  Moderados; limpieza general del Elevados; imprescindible material libre de
de esterilidad material de laboratorio ARNasas (uso de guantes, puntas y tubos
Métodos clasicos Uso de detergentggroteinasa K, fenel  Uso de feneguanidinaisotiocianato,
cloroformo, etanol/isopropanol inhibidores deARNasas
Métodos Columnas de siliggerlas magnéticas, Columnas de silica, perlas magnéticas,

modernos kits) tiras de papel con membranas especifi reactivos con guanidirgliminaARNasas
Etapas criticas Lisis celular, eliminacion de proteinas y Lisis celular, inactivacion dARNasas y

precipitacion del ADN separacion de ARN de ADMproteinas
Aplicaciones Identificaciony variabilidadgenética, Analisis de expresion regulaciéngénica,
principales clonaciénsecuenciaciéde genomas RT-PCR, transcriptomac
Dificultad Menos demandante en cuidados Més exigente por la necesidad de evitar
relativa especiales degradacion rapida

nT
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TALLBRI{LEXTRACCI EQICIDEOS NUCLEI COS

Contenidos lH desarroll ar

f Muestraa§! idei s: tejidos s-Ilidos, suspensi i
| 2 quidos biol  -gicos extracelul ares.

T Obtenci-n y preparaci-n preliminar de | as
separaci-n. de | as c¢c®l ul as

9 Tratamientos adicionales y complementario

1 Extracgdimogleei gors sol ubilidad en fases in
salina diferencial
T Conservaci-n de |l as muestras.

Pl an de actividades

Parte |

l1.Momento de |l ectura comprensiva (individua
Leer | os contenidos te-ricos de cada uno ¢

Recomendada: Bi ol og2a Mol ecular e I ngenier?2a

enCi encias de | a Salud. Autor : J o s ®Md.durqiude, vy

Espafa, Cap. 11

2. Momento de | ectura comprensiva y refl exi
i ntegrantes, aquellos conformados en el a
Leer, i ntercambiar a modo de di 8l ogo, | a @

guleo requieran.

3.Momento de producci - -n grupal

Con |l a herrami(éantas Cmapmawtl ol s. uptodown. ¢
mapa conceptual integrador de | os contenidos
Parte I

4 Momento de | ecto y audio comprensi-n (ind

Observaag cdxfbideaci - nnYleyrieardébsTRlont eni

Tal |l enYLy TP

1 Prot gemd roaxlt rdaec c& i- dno edleei c o0 s : i denti ficar |
este procedi miento.

1 Muestiaasl pdsei @8 | a extdasarr ol diégdbed DPNR ®I| L& as
sangu2neas, tejido veget adul tmuvcomsfa/snqui gcad ,,

ny
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embebidas en parafina, mue st r ase xdter abci coip-sni
de pl §smidos
Acti prdpdoeagtaa |l a pr 8ctica docente

Moment o de producci -n grupal (pequefos g
conf ormados enSelpracudaanevia tluas ) futusoar dpce
comparar protocolos de extracci-n de ADN d
cotidiano, |l os cuales puedan | |l evarse a cabc

aboratorios equipados.
Asi misemoprelponkBosidmul adeb Xvhesmed2 fi cament

i mul ador de wutil i zparca p anr adre Msnoclcuwipompesst-as g p &0

abXchBlngebj etivo de usar este simulador es

n un | aboambhioan oel tvigw rurmemt, o,t oanamo eyy cu8ndo

< O |r u

el segpupheodamuteagro edle usarl o. Este tipo de s

nteresante cuando | os docentes no cuentan c

a cabo sus pr8cticas de ensefanza.

Fecha de pntxema cnY2sdesdenaPpalsl ecronceptual e

o

eber&§n ser entregados en |Actsiecicdadha®@ oTFalelsq

o

el aula virtual en un archivo Word conteni e

noeo



https://www.labxchange.org/
https://www.labxchange.org/library/items/lb:LabXchange:4eecf5fe:lx_simulation:1?fullscreen=true
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TRABAJO PRCCTIPROTOCOLOS DE EXTRACCI &N DE ADN

Para || eovsatr pra8 ctaibma, |l os estudiantes se or
cinco integrantes. Cada grupo r.ealn o ade§ ealolso
el xdter eacci -n de ADN a partir de c®lulas de | a
sencill o y de corta duracilLaons edtewlndi amtmos paad

partir de | a etapa de purifrneacizar el | ADNdp
16 h de anterioridad comot rm#mdimonqu eEdr adlINi z ap
pueda partirndeuvihdnygmoe fblarcgiead ano.p e&rsmaat inte§ o
|l os estodpantbesun protocolo m8s complejo y o
purificaci-n y precipitaci-,n psoedgr¥gnnnetllaimba @n
similitudes y diferencias entre distintos m
t ®cni ca, sfiwnrodamaenbti ®nbiedl - gi co y qu2mico det

A continuaci - -n, sdedexarbhami luds dprzaideco lems
partir de (Mucoasmgropayceatt e va( Iflhgaildo vl VMacter
Asi mi smo, se ddee ae xltarma cpcdDedtwtcrod Hsmu Dt s&s r e al
en |l a pr8ctica, pero se utilizar8n como mat €
partir det aquiedd g(abipgdees ad @8 s eprebreabfifdvls) ,e nmuestr
bi opsi)as mu\lsit r as( MeAsiamiggmo ,sexea det aldea un |

extracci-n de ADN a pa,ytutri ldiezaamdo mmetsd rriaa lde
qguepsedenl i zar en (dIX)8mbito escol ar

Cada protocolo incluye el tipo de muestr a,
forma de preparar | as soluciones de trabajo
a seguir, paso por paso. La poaceip-ar adcdie-fnB Nl esa el

en Amlex o 2.

P M
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. Pr ogeoxctorlaat 8@ N paard enucosa yugal

Muestr a

C®l ul as obtenidas a partir de exfoliaci-n po
esp8tula est®ri.l

Equi pamiento y material es

Baftoer fib i 6AT)

Mi crocentr2fuga

Mi cropi petas

Vrt ex

Varillas de vidrio o de pl 8stico

Gradil lendicconrtreessm | os distintos vol Y“umene s
Puntta)psdnaar 100) Oy azulles (1000 O

Tubos de pl 88sticos de 15 y 50 mL
MicrotubDomL de 1

Marcador indelebl e
Preparaci - n dke tgamlbuagioones

Sol ucil2(nTiASElI / EDTA)

Triséedéaéeééél mL (concentralc,iOin M)inal 10
EDTA 06é&éévé. , @ mL (concentalg @i0-1n M)i nal 1
Agua destliOOadm c. s.p

Ajusapiédr 8

= o =24 =2 =4 4 A4 A4 -4 A4 -4 -

Esteril ircar @ 4£ ohkGe
T Protei2a@smag KmL

Comercial ment e se edi sstorliubcuy en Iciomftielnii zzanddeo
que se congele)20CGkadabei preadrvpri ma de
de |l as condiciones del ensayopprdéb ouvndge
recomienda siempre | a |l ectura de | as indi
T SDS 20 %

Di solgede28DS en 100 enh ba&9 @dupaaomee Sdiiisloa dva
el SDS.

Conseteampeaatura ambiente.

9 Cloroformesoaméohaealo (24: 1)

P N
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Mezclar 24 mL de cloroformo con 1 mL de
vol Yamenes mayores respetando dicha propor
frasco 8mbar oscuro.
Acet apot @M o
Peslalrig 6de acet at o ded0saodi aey adgiusao ldweertli d ad
Esterilizar y conservar a 4 AC.
Et a v @hb:
Et anol éaébéséoéléuét.o 70 mL
Agua destilada c.s.p. 100 mL

cedi miento

.Raspar el interior de | a cavidad bucal (o
de modo ,mer®r ge wiot ando | aceraciones.
.Sumergir el raspado en uoel mextrrodmd odale I

adicionarso800ieOhr d@&EC/ SDSHQLTr1i0s mM; EDTA
mM; NaCl 1006 mM, SDS 2

,Adicionar 5 OL de Proteinasa K 20 mg/ mL.

Noteer |detall adamente el protocol o prove?

proteinasa K, donde se indica |l a temperat

dncuwhmanmo m2na mEG& 16 h

Nota: hasta este paso, |l o realizar8n | as
protocol o, continuar8n | os estudiantes.
5.Luego de Il,metincabael -mi sopo, cquuiiddaon dpoo sd eb |

Adicionladel ®0 @ fddc oidola m2 |1 i co ( 2 4v:-1r)t.e xMehzacsl te

formar emulsi-n y centrifugar a 12.000 rp
Notema: este paso podemos observar que |l a so
separan | as fases acuosas y orgs8nicas.

cloroformo: alcohol isoam2?2lico en recipie

.Transeflesiobrenadante (fase acuosa) a un mi

fase acuosa que se trasvasa.
Not a: tener cuidado de no tocarnap €casedo

trasvasamos a un microtubo nuevo.




= ©

[ERN

Adi cionar
emul si - n vy
.Recuperar
OAgregar a
gue se o0bs

Not a: En e
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d ov olfadomanwoden2 | i co (24:1). Agita
centrifugar nuevamente a 12.00
| a fase acuosa en un microtubo
| allleasacaetabdh di\H dtaasisa a¥ ement

erve una soluci-n homog®nea.

ste paso podemos observar que |

ICentrifugatapdl2r @y ntrasvasar el sobr en:

nuevo nlhe 1
2P.r eci pADNac

, 5
oaélemand(oabenl usopropanol ) vy

por i nDejaih- AOAC para | ograr una mej or p

obteni do.

3Centrifugar 3 minutos a 12.000 r pm.

Noteamst e paso podemos o0bssu vtiaamaho odve d d mod e

cantidad ddeo A/DNd ee xltarsa pr ot e2 nases.gtae hayan

4E1 i mi nar el et ampelladadiiciodmnanmndy 1%wae dietl 21t a

| evant ar e

I precipitado).

5Centr ppomiamt as 12r POy descart aconele xsta bernmeor

cui dadodesaceap énlaolbette ni d o .

Not a: En este papelllenmeinossgue pegiabl el P
usar una bomba de vac?2o, o paot8emodCcol oc:
destapados hasta que se seque, o dejar e
ambiente.

6Agr egpaerlSl@ltde agua destilada | ibre de nucl

una concen
Not a: Reco

7Conservar

it madteh -ang Oadper LAXD N/ O
rdar que ,asli ARBNaguedam® smisg sd ialg
el ADN extra?2 dd0 aA@ [ALr paalamace

prol ongado.

PO
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| IProtocol o deADNMtpaccamgudelpent et am@&tlado gd eo u't
Protocol o pr ogtule s(tla 8p80r chinl Ineordi fi caci ones.
Muestrsasngre entera anticoagulada con EDTA

Materiales y equipamiento

T Bafter Bib & 6A)

T Microcentr2fuga

f Micropipetas

T V-rt ex

f Varillas de vidrio o de pl 8stico

T Gradil |l endicmnrtreesssp | os distintos vol Yamen e ¢

Material es

T Punta)psgnsar 2100@) Oy azulles (1000 O

f Tubos de pl 8sticos de 15 y 50 mL

T MicrotubomL de 1

! Marcador indelebl e

Preparacliuonddeésabajo

T Soluci-n de Ilisis de gl - -bulos rojos:
Tr tHL | éléee éééé .0, I (moncentraci -n final 10 r
Sacaé¢eds@aeéeéeéeé 3,3 g (concedMtraci - -n final 1

Tri X-10®0éeééééé.0, I(moncentr&ri -n final 1
Agua dest3Olanda c. s. p
Conservar a 4 AcC.

T Soluci-n de Ilisis de gl - -bulos blancos:
Trils Méééééé.é¢0,mMm(concentranmtM)- n fi nal 10
EDTA 06éééMéé 0, m4( 4@M) (concentmM)ci -n final
NaCl e@éMéééee 0, mM6(concentramM)n final 400
Agua destlinada c.s.p
Conservar a 4 ACcC

T Soluci -n c&Kn proteinasa
Proteinasd)éke .2 20( oorgnaoment raci - n nfgi/loma | Prot
SDS %e0e éééeééeée.2L(concentraciw)n final SDS 1

PN
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EDTA 06é&ééM . € €2¢eLEDTA (concenmMpci -n final
Agua destél addddélst ®r i |
ConserRWer a
Nota@rroborar l a concent r,ayca -oquei np udeechd wleel
acuerdbotenceimpr ado.
SDS % 0
Di sol werde20SDSmLde 4Q00a eng8biptho at drammgtec e
di soluci - n.
Consetempeaatura ambiente.
Acetato de potasio 3 M:
Pesargldé&, @&cet at o deen pdoleansa gpou a dd sstoil lveed a .

Esterilizar y conservar a 4 AC
Et ano ! %:

Et anol éaébés.oél éudt 5oL

Agua destil &dal est®ril c.s.p.

cedi miento

.Toma®Qd® sangre entera mntbtoagul eadauaoomi

1,5. mL
Notemt a cantidad de sangre pyeade osrecri omean ome
el resto de | os reactivos

,Adicionar 900 OL de soluciHCh de&® ImMsi STRd &

X100 1 %; sKMeaclbam Hilemo)l as soluciones co

3miunt asl2r. M@0y descartar el sobrenadante.

.Repe3dtiveeclespéesassta el i minar ctapeddeddeci t

bl anquecino.
Notsea: observar8 que |1 os gl -bul os pbellalnectos
mi entras m8s r ompemos,nyo se lviamiqnuandoasn dl oo sm8esr

epelyl elta sol uci - n.

Cobocprladdtdsol uci snsdeel gl - b-HHCHs nmMMHanc os

8 NaCl mMOOy EDTM5@Lde soluci- -n -Her me mttees b a
(Proteinalsa SKSL QT An 2 Oodv® SDS 020 %. Luego

PP
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bafer fibawth@a hoAa ®Re@li zar mmuntvb 8 $teax diadal v

epell et
Not a: |l eer detall adamente el protocol o p
proteinasa K, donde se indica |l a temperat

5.Agregar a |l a soluci-n a&abdfari dada eltmd o dee pl

M. Agitar suavemente de forma que se obse
Notem: este paso podemos observar que | a so
6.Centrimiwg ars 12r. @0y trasvasar el sobrenada
de nilL, 5

7.Repetir | os pasos 5 y 6.

8.Agregar a | a smhl| wseo pirno poabhtogln ialdgdaOt Ar s uav e me
gue todos | os componentes queden mezcl ado
Notema: este paso podemos observar un ovillo

cantidad ddeo A/DNd ee xltarsa pr ot e2 nases.gtae hayan
9.Centrimiwg ars 12r MO0y descartar el sobrenada
ti epelolbetteni do.

l0LavapelelbenmLiie et amoly algi T@r suavement e.
l11Centrirmiwg ars 12r MO0y descartar el sobrenada
ti epelolbetteni do.

Notea: estxe pdleslpeprellddetm8s seco psoes ipwlealre Par
una bomba de vac2o0, tcerchtimrcé@ dost apbdss e

gue se seque, o dejar en un |l ugar seguro
12Agr egpaerl5l@ltde agua destilada |ibre de nucl
una concenitmadaOrmhge adper BAXDN/ O

Notreacor dar que si lel aADMN gumdsdaorn® sm&sg udai |

13Conservar el ADN extra? dd0 aA@ pALr p aalamace

prol ongado.

Pz
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|l IRrrot ocol o deADeMtpacaculrtnidwee mi X redii ®o o
Protocol o Poogpecete@O@5por
Muesmraeli o joven de crecimiento en medio | ?2
gue esporulan, (extlraebao thedl eva&BESra 15 g/ L,
espor uyllmacguen i nterfiere en | a calidad del AD]

Equi pami ento

T Bafter Bib & 6AT)

T Microcentr2fuga

T Micropipetas

T V-irt ex

f Varillas de vidrio o de pl 8stico

T Gradil lendiccortreessm | os distintos vol Yumene s

Material es

f Puntta)psqdnar 100) Oy azulles (1000 O
f Tubos de pl 8sticos de 15 y 50 mL
f MicrotubDomL de 1

T Marcador indel ebl e
Preparaci-n de soluciones de trabajo
T Soluci-n de | avado:

Tris 1 M ée€ééééééé 1 mL (CknMoO@edt Maci - n fin
EDTA 0ééééeve. 4L (concen@mdMo0d 28) f i nal
Agua destliOlanda c. s.p

Ajuapédr 8

Conwear a 4 AC

T Soluci -n dd8r#l€t rda@OpHN8,( NaCl rM5pH,8 EDTA
Protei nmghanihed chptoetano% :10 mM, SDS 2
Tr-HEL M éeééééeéé 1 mL (concenotOfl a)Mi - n fi nal
EDT®, 5 M éééeééée. 1 mL (EO@nm@#&nNMF aci -n fina
NaCl éxéMdééé. 3 mL (condendt™Maci - -n final
SDS 20 % éeééeeéctonclemtlr Ac®%w) n fi nal

Agua destilada c.s.p. 10 mL

Ajustar pH a 8

PT
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Conservar a 4 ACcC
La prot ebimeasa pKsoge taagnmroelgan en el moment o d
Cloroformo: al(déhtl l soam21lico
Acetapbbadeo 3 M
| sopropanol pur o
Et anol 70 %

Agua |ADbNsa de

= =2 4 -4 -4

Procedi mi ento

1. Filtrar el micelio vy | agearfcda 1 mL de so
2.Centrifoq@arr pmlgtoasDEsmiamt ar el sobrenadart
dos veces.

3.Macerar el tejido con una varidide Hdaf edr
de ext.racci -n

4.1l ncubdC por6 OuAga thaor @ad & - ¢ O @mi n
5.Centrifugaurt @apalr@ 05 rmpim Recuperar el sobr
vol umen recuperado.

6 .Adi cionar igual volumen de Adiotrarft dtceaxn 1va|l c
segundos.

7.Cen

esteupaswgez m

trifag@g@rr pmlyPtaacsRE cmiprer ar el sobrenadal
,Adi ci oalarde20a0c et atMg dnezgdtaasip@r3 i nver si - n

8
9.Centri fw@@&rr amlu@EoorsR&cmiper ar el sobrenadan
10Precipitar elicpDN pcaonnoll 1m0 d%.

11Dej ar precipitando 24 h.

12Centri fU@@&rr amlu@okd iSmineenpr epanol

l3L.avar el precieoanhabo76o0f. 1 mL de
l14Centri f WOPaOr rgpml2po.oEsl 3 mmhar en d oestexceao | de
temperatura ambiente.

15Resuspender en agua destilada | i bre de nu
16Cmservar el aADACepara2dsd0 i A@epadrad oalomac e

prol ongado.

PY
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| Wrotocol o deADeMtpacaculrtnidee bacteriano
Muesstursgppensi -n bacteriana (aproxi madamente 1
col oni as bacterianas en agar nutritivo u otrc
Equi pami ent os
Mi crocentr2fuga
B a feor m®tsitc o
Mi cropi pet as
Agitador v-rtex
Gradillas correspondientes a |l os distinto
erial es
Cultivo bacteriano en medio | 2quido
Punta)psgmarill as y azul es
Tubos de pl &8stico de fondo c-nico de 50 m

Mi crotubmls de 1, 5

<
—a = _a _a _a D _a _a _a _a _»
~—+

Marcador i ndel ebl e

U
(¢

paraci -nddetsabagpbones
Soluci - n-HCE /EDTRANI s

Triséedédéééeeéeée.l mL (concentraci-n final
EDTA 06é&éévééeeée.0,2 mL (concentraci-n fina
Agua destliOOhdm c.s.p

Ajusapiédr 8

=

Esterilizar y conservar a 4 AC
T ProtekKna® amg/ mL
Comercial mente se distribuye liofilizada

gue se congel e).

ConserRWeEr a

1 SDS 20 %

Di so2@ede SDS en 100 mL der &o p&mode dti islod dvee
el SDS.

Consear Mermper atura ambiente.

T Cloroformo: al cohol l soam2lico (24:1)

PO
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Mezcl ar 24 mL de <cloroformo con 1 mL de
vol Yamenes mayores respetando dicha propor
Consetempeaatura ambiente en frasco 8mbar
Acetato de sodio 3 M pH 7:
Pesar 246 g de acetato de sodio y disolve
Ajuapdr 7.
Esterycbinsarvar a 4 AC.
Et anol 70 %:
Et anol éaébéséoéléuT ® mL
Agua destilmbda c.s.p. 100
TEL X T+iCd / EDTA) :
Triséedédéééeéeeéeel mL (concentraci- -n final
EDTA 06é&éévéeee.0,2 mL (concentraci-n fina
Agua destliO0OadmaL c. s. p
AjusapdreSs,t erilizarAGQ conservar a 4

cedi miento

Partir de | a suspensi-n de bacterias baj

usual ment e muy ,bsaej ar, ecsoirmi eachbardgiosponer d

concentr adaTreann dfeecsiws pa@rssi -n a un micr ot u
Eventual mente suspender el cultivo en cal
1,5 mL.

.Centrifugar a 12.000 rpm durante p3elnientut o

|l o m8s seco posi bl e.

.Resusperdadnteh m8xéelmdasoldeci600® TE -HCI 1pHmMM

8: 1EDIMA) .

Adi ci ebdeer Py ot ei nagamEKz2Damgton v-rtex por

5.Adici ochche 3IBB 2Mezcl ar con v-rtex por 5 s

h alC6Qagitar con v-rtex cada 10 minutos).

LAdicionar uf e msaoalt wumeand -HdCee n Miezsl ar con V-

segundos.

.Centrifugar 3 minutos a 12.000 rpm. Trans

nuevo. Registrar el volumen de fase acuos

2 M
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8.Adi cionar igcuat ofdod ammebmzdlei co (24: 1) . Me z
durante 15 segundos.
9.Centrifugar 3 miTruatnossf ea i 12 .1 @G0O0F arsppm.super.i
nuevo.
Notpuede repetirse una vez oDy odadwt antodAl t |
isoam21l i co.
10P.reci pDt¢aorn euln vol umen de i soproapamnat ofdé c
sodio 3 M pH 7. Puede permitirse I|l,a prec
dur antl @ot ®raGCa
11Centri fugar durante 5 minutos a 12.000 rp
12El i minar el i spelclogptanioImLy ddeaedaanel 70
13Volver a centrifugar a 12.000 rpm durant e
secar a temperatura ambiente.
14ResuspendrlO0enmMEINripsH 8, 1 mM EDTA) o bie
est ®r il
15Cmservar el aADACepara2d®sd0 i A@eparad oalomac e

prol ongado.

2N
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VProtocolo deADMtpactirndeemegstddlbsvegetal es

Muestr a

Tejido vegetal fresco congelado y molido (po

Materiales y equipamiento

T Bafter Bib & 6A)

T Microcentr2fuga

f Micropipetas

T V-rt ex

f Varillas de vidrio o de pl 8stico

T Gradil |l endicmnrtreesssp | os distintos vol Yamen e ¢
f Puntta)psqdnaar 100) Oy azulles (1000 O

f Tubos de pl 8sticos de 15 y 50 mL

T MicrotubomL de 1

! Marcador indelebl e

Preparaci -nddetsabagpobones

f Soluci-n de extracci: - n:
Tris MGIééléeééeée.. 10 mL (concentraci-n fin:
EDTA M ,é5¢éé&. . . . . . . . . . . . ... 10 mL (concentr

Agua destilada éééééé.. 71,6 mL
T N6 M ééééééeeée.. 8,3 mL (concentraci- -n fi
Esterilizar/Ay conservar a 4
1T SDS 20 %:

Di

di

Co
Fe
Fu
Un
Pe

en

solgede28DS en 100 tml nbeptasBdau af @evno rbeacfeor ¢
soluci - -n.

nservar a temperatura ambiente.

nol sat«w#HCddo en Tris

ndir el tfeernmod € te@tmipe@d @t ur L)de fusi -n: 80
a vez | 2quido, @&HdCilcipadn arr, 51 ehmatsa nae nstae uTrrair
rmitir gqgue se separen | as dos fases y &

equil i brio sea de 7, 6.
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Al macenar satAradofeasTopi soho4 caramel o (

del fenol, y siempre constatar el pH, no
Fenol :cloroformbo28l24htt) 1 soam2lico
Precauci -n: el fenopguexkeusmrs glueenatdal rvac!| Slte
consideraci -n. EI c¢clorofor mo t apmboi p&nr ceis- nv
es de 25 partes de fenol , 24 partes de
Mezc25 rmL de fenol saturado en Tris con 2
Il soam?21lico.

Se pueden preparar vol Yamenes mayores resp
Conservar a tempdG.atura ambiente o a 4
Et anol 70 %:

Agua destilada est®ril c¢c.s.p. 100 mL
TEL X T+#iCd / EDTA) :
Tris 1 M ée€ééééééééeéeée 1 mL (concentraci-n
EDTA 0,5 M ééééeéééeéeé. 0,2 mL (concentraci

Agua destliOOadmaL c. s. p

Ajustar a pH 8, eAC€erilizar y conservar a

Procedi mi ent o

l1.Enfriar | os morteros, microtubos y todo e
i20 AC. No someter a | a. muestra a temper at
.Sel eccionar l[avemescidenés m8estra, evitan
o con nervaduras i mportantes. Congel ar -
tejido veget al hasta obtegreerci and@obmwo mseu
rotatorio sobre | a muestra cowowdel dd&. mCo |
utilizando una esp8tula congel ada

.Disolver el LpabhVociccomr 8@®®ildd Ml 8, 500 mM
NacCl , 50 mM EDTA) . Mezcl aonpet mayer siaghm e

muestra se puede adsdiucnexmr @&y or nvol umen
,Adici ohdhe 8DG O20ezcl ar con v-rteX Busagued
1 h (agimianmt)osada 10

,Adicionar | damndlov olfaomenlwade | i co (25: 24: 1) .

v-rtex durante 15 segundos.

20
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6.Centrifugar a 12:106860s aépan rMfpaoge 3acmionsa ( su

mi crotubo nuevo. Registrar el volumen de
7.Adicionar igual volumen de cloroformo: alc
durante 15 segundos hasta formaci-n de em
8.Centrifugar a 12. 0TorOa nrslgam rfpaog e 3a cnuionsuat o(ss u
mi crotubo nuevo. Registrar el volumen de
9.Precipitar el DNA con wun vmultuinieinz adre 2 ,s5 pvroc
de etanol absoluto en este £&Co0. Dejar opr

10Centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minuto
11El i mi nar el i1isopropanol y |l avar el precip
12Vol ver a centrifugar a 12.000 rpm durante
secar a temperatura ambiente.
13ResuspendXqrlOemMd&irlpsH 8, 1 mM EDTA) o en a
14Conservar el ADN extr a2 dd0 aA@ pALr g aalamaicser
prol ongado.

2 I
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VIProtocol o deADeMtpactci rFrnddemuestraldl embebi d:
Protocol o Nasgiuredari(2ad Og3omo d icfiiocnae s
Muestrtaeji dos embebidos en parafina presentac
l i bre de nucl easas.
Preparaci-n de | as soluciones madre y de tra
T Tr-HEI 1M pH 7.4 (soluci-n madre):
Pesanll1g de Tris y disolverl o en 100 mL de¢
Ajusapdr7. 4 con HCI concentrado.
Esterilizam yred amdeeravar
T EDTA O0.5M pH 8.0 (solwuci-n madre):
Pesar 93,05 g de EDTA y disolver en 500 ml
Ajustar a pH 8,0 con Na( OH) .
Esterilizam yred @amdeeravar
f Soluci-n de extracci-n de ADN:
Tris HEeéélkMeée.10 mL (concentraci-n final 1
EDTA ®éxMééé.. 10comcentraci-n final 50 m
Agua dez®ttieléea&ddal, 6 mL
Cl Na é@&éMdéeéeééée 8,3 mL (concentraci - -n final
Esterilizaem yred amdseeravar
T SDS 20 %:
Disolgede28DS en 100 mL de agua.
CalentateeBop@wati@a favorecer su disoluci - -n.
Consear Maermper atura ambiente.
1T CTAB 20 %:
Di solgede2CTAB en 100 mL de agua.
Calentateefopwmi@a favorecer su disoluci-n.
Consear Maermper atura ambiente.
9 Cloroformo: alcohol i soam2lico 24: 1:
La proporci-n es de 24 partes de clorofor
Mezcl ar 24 mL de cloroformo y 1 mL de alc
vol Wmenes mayores respetando dicha propor

Consetempeaat uodha MAmbiente

2P
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anol 95 %:

anol absolutolLéééééé. 95 m

ua destiladaLest®ril c¢c.s.p. 100 m
anol 70 %:

anol absolutoLeéeéééeéeé 70 m

ua destil adallest®ril c¢c.s.p. 100 m

TEXQT+ICd / EDTA) :
Trisedéééééee. 1. mL (concentraci - -n final 10
EDTA 06é&éévwéée.0,2 mL (concentraci-n final

Ag
Aj

ua destliO0OadmaL c. s. p
usp HreSs,t eri li zarMy conservar

cedi miento

.Ad

mi
mL
de

SO

Ag

Ce

Ag

Ce

Ag

Ce
ad

Ag

i cionar al t eji do Hll, g unel atsi®&E mxiicloorlan tlen c?
nut os. CenOtOr irfpung appora 31 2mi nut os y el i min

de xilol y v&Xlpw&0 @i hontobam8a. 55e ver
sparafinizaci-n cambiando cada 20 minut
| veeamnter i f.0u0gOarr pam 1p2or 5 minutos y el i mi nze
regar 1,5 mL de etanol absol utma.nultrmocsuba
nNtri fa@&drr@aml®@urante 3 minutos y el i min
regar 1,5 Ml deceitbamola 9% mperatura amb

ntri fa@&@rr@aml@urante 3 minutos y el i min

regar 1,5 Ml deceitbamola #E®mperatura amb

ntrifo@&r rpmlZurante 3 minutos y el i mi
i ci-n de etanol 70 % y |l a centrifugaci
regar 1,5 mL de agua destilada | i bre de

polr mi nut o. ceodri pomgaur antl@ 5 minutos y ¢

.Ad

i ci onLdreo B0 0 ieOnr decil®0 gptM 8, BHOI mM50 mM

EDTA). Adici%naronTiht2% CTAB R QmcaolnczZntrac

fi
(c
mo

t o

n%) , 2Pr ot ei nld <@ nK eQ rnagc/i mh)nbyhe mad pt0g dt anmg
oncentraci-n final d eb-me @ c mpt o0 estea ndoel b e] ue
ment o dMentlh &i zpo) invErdurantentabhr ¥
tal digesti-n de | os tejidos.
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7.Adi ci onLdrel 6 06 fd®c o b m2 | i co (c2o4n 1v)-.r tMexz cd uar
15 segundos.

8.Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos.

mi crotubo nuevo. Registrar el volumen de
de purificaci-n con cloroformo:alcohol i s
9.Adicionar a | a fase acuoslad e eaccuepteartaod ad ed ep
M. Mezcl ar por Il nversi - n. CenTmarsefdeari ra

sobrenadante a un nuevo microtubo c-nico
10P.reci pDbN acore!|ll volumen de isopropanol!l . De
-2 0C.

11Centri fugar a 12.000 rpm durante 5 minuto
12El i mi nar el i sopropmaelplletgn!| avembL%dée etanob
13Volver a centrifugar a 12.000 rpm durant e
secar a temperatura ambiente.
l14dResuspentXdrT+Cd OTOE ptM 8, 1 mM&INE®FAR destil a
de nucl easas.

15Cmservar el aADACepara2d®sd0 i A@eparad oalomac e
prol ongado.

2T
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VI M®t oddeox t r ac8BDN paarddr opsi as
Muesbrapsi as

Preparaci - n dke tgmlbwagioones

1

SOl uci2(nTtHSEI / EDTA)

Trisédédéeéeeel mL (concentra@l,iOIn M) nal 10
EDTA 06é&éévwé. , @ mL (concentalg @i0-1n M)i nal 1
Agua destliOOChdma c. s.p

Aj u sapHsBr

Esterilizar y conservar a 4 AC
Protei2@smg KmL

Comerci al ment e se edi sstorliulcuy en Iciomftielnii zzanddao
que se congel e)20Ge debe preservar a

SDS 20 %

Disolgede28DS en 100 enh Idafrahdupdaodae sdtiisloal dva
el SDS.

Consetempeaatura ambiente.

Fenol satuH@ldo en Tris

Fundir el tfeernfot § te@mpbpearfat urA)de fusi -n: 80
Una vez | 2quido, adClci piar7, be rhtassmean tsea t Turl
Permitir gque se separen | as dos fases y &
en equilibrio sea de 7, 6. Al macenar sat L
carlame(se debe evitar | a oxidaciesnt edel f e
utiliz8ndose si est8 oxidado o 8cido).

Cloroformsoaméohaelo (24: 1)

Mezclar 24 mL de cloroformo con 1 mL de
vol Yyamenes mayores respetando dicha propor
frasco 8mbar oscuro.

Acet at o 3MepHso0di o

Pesar 246 g de acetato de sodio y disolve
Aj usap &r 7 .

Esterilizar y conservar a 4 AC.

Et a ¥ @b

2Y




9CqUT | ¢ Wi KWWz RrRY
Al YnIJtOUR2NIM I RIGE R N
7RYGYNDRE W

""""

Et anol éaébéséoéléuét.o 70 mL
Agua destliO0OadmaL c. s. p.
Procedi mi ento
1.Col ocar en un microtubo de 1,5 mL | a biop
2.Pesar entre 25yyc60o0ood@ge der bhmiogrsadtauboede, 1,
agregar 800 OL deObudd eRr-FtE€CimBDSaEKN (517
|l ncubar toda tlea moemd HBdCi.c bafo
Notlas pesos de | as depprsieasi pgaedEh wvarpi dc

c®l ulas m8s compactadas oy mgdc oe sl 2squufiideo ,er

cambplioos tejidos normales tienen m8s | 2qui
pesari mgpdaomeddmy e Leer detall adamente el p
empresa que comercializa |l a proteinasa K,
enzima y |l a concentraci - -n.
3.Agregar a |l a soluci-n obtenida | uego de |
il soam2lico (24:1). Agitar suavemente de f
Noteaemst e paso podemos observar que | a sol
separ an | as fases acuosas y org8nicas.
cloroformo: alcohol i soam2lico en recipie

4 Centrifugatrapbir g dyi n rasvasar | a fase acu
a un microtubo nuevo de 1,5 mL. Not a: t el
(general mente blangquecina) cuando trasvas

5.Agregar a |l a fase acuosh 1Ag0 tGlr dseu aavceemeantt

gue se observe una soluci-n homog®nea.
Notem: este paso podemos observar que | a so
6.Centrifugat apdr2r p@éthyntrasvasar el sobrenc

nuevo de 1,5 mL.
7.Agregar a | a solwuci-n obtenida 1 mL o enr
agitar suavemente hasta que todosh {&a@s com
AC para |l ograr una mejor precipitaci-n de
Notema: este paso podemos observar un ovillo

cantidad ddeo A/DNd ee xltarsa pr ot e2 nases.gtae hayan

2P
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8.Centrifugatraeb2z. ®Omimpm y descartar el S 0|
ndiepelolbetteni do.
9.Lavapelelbent 1 mL de etanol 70 % y agitar su
10Centrif ugutra lo2r. 050 Omirnpm y descartar el sob

para nop ¢ loreitre ne Id o .

Not a: En este paseltileenrmossegoue pesiabl el P
usar una bomba de vac?2o, oer rpnoodsetBRotsi Ac€oo dae s & a p la
hasta que se seque, o dejar en un |l ugar segu
11Agr egmel5atOL de agua destilada |ibre de n

una concentraci-n aproximada de 150 ng de

Notrecor dar que si l,eel aAgD N gopureodsa rm&8 sm&sg udai | u

12Conservar el ADN extra2dd0aAe¢ pA&r paalamase

prol ongado.

TM
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. Pdeoteoxtoln dOM -prardtei r de sangre en soport

tiras comerci al es
star paret israngre seca utilizando tiras co0me
mi ten capturar, | avar y | iberar el ADN de

eriales y reactivos

Muestras de sangre seca en papel filtro o
Tijera o perforador est®ril (para recorta
Tiras omerciales para extracci-n de ADN
Tubos de microcentlnr2fuga est®riles de 1,5
Agua ultrapura est®ril o buffer de rehidr
Mi cropipetas y puntas est®ril es.

V:-rtex y microcentr2fuga.

cedi miento

.Preparaci - n: ade tliaj emuaessta aper foradoilB est ®r

mm) del papel que coptodeorca niangduinada el s nr

.Carga en | a tira: introducir el fragmento
y seguir |l as indicaciones del fabricante
.Lavado: |l avar |l a tira en bafdelmajio nc dret d
salino, seg¥n protocol oi3ellakados Gemres ad um
el iminar prote2nas, hemogl oltinta ey cpdsai Iblae
desechar el sobrenadante con cuidado.

.El'uci -n del ADN: transferir |l a tira | avac

Agregiapds® agua ultrapura kEst®balt a bempe
ambi ent eildurmda mtuea o5 parRaetliirbaer ara etli rAaDNc.o n

dejando el ADN en | a soluci:-n.

Al macenami e:nd ms areV a rADdNl a4dA AN @xatrraa2ud® | nme

20 AC para al macenamiento prolongado.
Not hem®t odo con tiras comerciales es 1 8pi

como fenol Poercnhiotreo foobrtnreonner ADN en canti dad s

mar

del

cadores gen®ticos, aunque | a pureza puede
Es una t®cnica ideal para ensefYfanza, ya (
proceso cl 8sico de extracci - - n.

TN
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| X Prodecexbobr dOdienme siter a de banana
Pr ot orcpouleos tpo epto(&®.2 a z
Muesar pamtuierst ra .de banana

Materiales y reactivos

1 1/ 2 banana medi ana

1 Mortero

1 Vaso de precipitado de 250 mL

T Probet as

1 200 mL agua destilada a temperatura ambi
T 10 mL de detergente para vajillas

1 1 cucharadita de sal de mesa

T Varilla de vidrio

1 Col ador y gasa

T Frasco contenedor

9 Tubo de ensayo

T Pi pRrasat eur

T Al coholfretpaardado en freezer)

Procedi miento
Los p&8seer&n realizados por un integrante
todos | os participantes.

1. Trituraci:>ncadlotarftbu?2abanana en el morter
un pur ®.
Notsato ayuda a romper | as paredes cel ul

2.Adici-n de agua destddladaagr delt epge®t de yba

precipitado. Agregar agua destilada (200

mesa (1 cucharadita). Mezcl ar con | a vari
Not &: agua ayuda a disolver |l os component
membr anas celul ares y nucleares, y |l a sal
ADN.

. Filtradiespu®s, separar l a mezcla de banai
separar el |l 2quido de |l os s-lidos. Desech

frasco contenedor.
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Notateepaso separa |l os s-lidos (como | as
el ADN.
4 Adici-n de alrcashals afrr 250 mL del e Ratsrt @aitro ao t
un tubo de ensayo y agregar alcohol fr2o.

Noteb: al cohol fr2o precipita el ADN, haci ®

bl anca en | a interfaz entre el alcohol vy

Est a-emipeiri encia no solo permitir8 a | os ¢
tambi ®n | es brindar8 una comprensi-n b8sica
y |l a gen®tica. Adem8s, esta expéri paciaavsesid
|l a manera en que | os cient2ficos trabajan en
en investigaciones que van desde | a medicina
Refl exi-n para |l a pr8ctica docente

Al abordar diddendeos| ps om®sobbmpl es, cComo
mucosa bucal, hasta | os m8s compl ejos, cComo
mi cel i @ IfoYsn geisctoudi antes pueden compragmdédr equae
al ADN, sino que | a estrategia depende si emp
el objetivo posterior (por ejemplo, diagn- st

Adems8s, estas pr8cticas ofrecen un espaci
c8l culo de concentraciones, | a esterilidad e
resultados, competencias esenpsiases saenbidbop
responsabilidad de guiar a | os estudiantes
val oraci-n cr2tica de cada metodol og? a, I nvi

posi bles fuentes ae error de cada protocol

Final mente, es fundament al remarcar que | a
b8si ca, constituye |l a base de | a mayor2a de¢
Aprender a realizarla con critewviaoccaeptepiac
|l os estudiantes para futuros desaf2o0s en inv

Bl BLI OGRAFCA
T Chomcz&vakthododanhl Bi ochem 162: 156.
f Cariaga Mart2znez, A. & Zapat a, P. D. (20

Edi ci - n Eadmptloiraidaal. Uni ver sitaria de Misi ont

TO
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D2a zG. V., Be ®iFt eMjLIBle Che,lAaS,i CCragDdRyz cGuast avi n
M.A., RinA&yr oSM.f oGom€.z Kuck.ur akr yALM.,s kSc,her er
A.P, LiJdowyd erDa,bnvely Ti sM.oMr nR&oan sM.c 2 Q25 Gu2 a de
mi ®#xperiencias cient?2ficas: activildades e
edPosadas: Uni versidad Nacional de Mi si or
descarga y oH9b6D6BEB6-Q@Q | SBN 978
FonsM.¢,a Falli 1T8&adMnAo s kDid ER.,r iVd dLILa | ZRaap , &t a
D.20LBecol orization of kraft | iquor effl u

| accases from Phlebia brevisporai4dBAFC 63

doi :10.1016/j.ibiod.2015.07.01.

Luque J.& Herraez A. (2000).Biologia Molecular e Ingenieriagnétia. Editorial

Harcourt

Mi Irl, eS. A., Dy kes, D.A .i,mpd ePcslad stk yn,g H.ut
extracting DNA fceMNugdmar machoédesd)r,edle2alrse. h,
Nasci ,meBt oM. , Spinell i, M. o. , Rodrigues,
da extra-«o de DNA de materi al parafina

l ei omli @mmma l Brasileiro de P&8t9ql-285d63a e Med
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TALLER Y TRABAJOnPBQAGIUAQRO ZACI EN Y CUANTI FI CA
DE CClI DOS NUCLEI COS

OBJETI VOS
Los objetinfdssare:!l taller
T Comprender | os fundamentos te-ri ododsa de |
espectrofotometry aeval UacicdacBdte doslaindiad e i
T Anali zar cr2ticamente | as ventaj ase [ 1 mi

interpretar resultados experimentales (bar

y discutir su relevancia biol-gica.
T Fomentar el trabajo colaborativo y refl ex
ADN i mpactan en t®cnicas posteriores de

Ssecuen,ciedtir-as

LobjetilVms2 dseo
T Aprender a pr epayr areaun zgaerl |dae caogcaorrogsaar @ h d
col orantes seguros para | a visualizaci -n

f Cargar mu

(¢

stras y marcadores de peso mol e

de fragmentos de ADN.

T Utilizar un espectrofot-metro para medir-r
su concentraci-n y evaluar su pureza

T Comparar | os resultados oh¢eepeéedbsofpotr o raantl
analizar su complementariedad.

FUNDAMENTO TECRI CO DE LA ELECTROFORESI S EN G

Lael ectroforesis @ema geé¢ Ides atg®@c mis@aasesm8s L
mol ecul ar para | a separacinurc,| epm®Isiasnagloys wing
a 25 kb. Su fundamento se basa en que | as mo
por sus grupos fosfato, mi gran hacia el el ec
campo el ®ctrico. La matriz de agaeosatfasali
movi mento de | os fragmentoses pegug@fosu seamda$
mayor facilidad a trav®s de | os poros del ge

TP
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|l ent athenakment e, es posible detectar fragmen
etidio si estos se encuentran en concentraci

El pr ot ocosleo ddevitdred amjgoc s @t rl@isguinieh en | a

5.Preparaci-n del gel de agarosa
6.Prepar acigan dy aenuestras
7 . Corrida electroforética
8.Visualizaci-n del ADN de | as muestras
buffer de corrida gel pocillos para las muestras de ADN
electrodo -
(000
o movimiento del ADN e
mayor
tamaiio
electrodo +'/ |
-4/
Figura 1.11. Ilustracién de una electroforesis de ADN en gel de
agarosa. La cuba donde se lleva a cabo la corrida electroforética
(izquierda) y el gel con las bandas de ADN separadas luego de la
corrida (derecha). Tomado de Encyclopedia Britannica Inc. (2007) con
modificaciones.
l1Preparaci -n del gel de agarosa

E I gel de Ppgampuaamc ent raci -n apropiada al r
ser separados. En el | aboratori o Psae apredfaor, a
cantidad de agarosa nhecesaria se pesa en un:
bufderrespondiente mediante calentamiento h
homog®weéeaten diferentbewsf tbeormgpoorsriicd a.n elso:p am&s

7 Tr-AsetEaDT®NAE Tris Base 0,04 M; Ccido Ac®t

0,002 M;Tipeptepa i.ldafdl ®&jreae ypuedeelagot aof ame

| argas.

9 Tr-Ber-EDdIABE Tris Base 0,89 M; Ccido B-ric

8, @.see una dapgdegdatli dat igvuaemeenlt eT Anka,y oprer o

cost osa

TZ
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Ambos buffers se preparan en wédcas( poaKcen

ejempl o, 10X o 5X), para | uego diluirse a u
empl ea para preparar | a agarosa, | a cual se
una solwuci-n transparente y homog®nea.

La soluci-n se vierte en el soporte de ele
|l os bordes para evitar p®rdidas dur &st étel v
dejar enfriar | a agarosa ant5eQC)de paolac &l d a
aparezcan ondul aciones debido aly emdrra amu eda’
el soporte PYoa eézcaéotrida | a agarosa en el
debe observar gue no gqueden burcuwjoas ernexd
formho8§npoci |l hoagedaddog Observar que no se f

os dientesgadileilcapei se. cbil @ a e nP aurnaas ecl udbeap ed e

col ocar elcushaaporitle nlaorfdleearcou v & d@® @seulme ryg i pernodcoe

a retirar | os peines.
Not a: existe otro tipo dmo caigfagruoesdchbh ucnodnee rec i la
temper at ulraw ( medglatr icrg | presenta mayor poder r

y analizar fragment o$s0de pADN muy pequefos (1

2Preparaci -n y carga de | as muestras
Las muestras queez csteaandbarhdecac@mg die()ye |b ucfufaelr

cumpl e tresmdntax idemes dag s dgrglulea mmees rdieegp 0o s i t ¢
directamente en el ypwmaoigdalpar pr epédunathdt radtealtof
Paracehtogne wna ceu ot af nacciial ieddeannsead egauteia s n mu e s t
en | osppepiarbhdess para tal fowfderogwernaase Td
contceher antes donaeguidmi ew hgadaicdaqgme m@A&Eegur a
di stancia pr udeyncsicaomec ofnr elnat enfudleesdcadaor aca e m8§
el azul dOtbronmnofl omn@lnt e -awitanalzado es el X1l e

Es i mpomotaonfeundir el freonntel mce -cno rdyed d gAuDENC

este colorante no se une al ADN ni per mite
detecci-n se realiza posteriormente mediante
etidio, Gel Red u otros colorantes intercal an

TT
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A v etcembi ®n sce tadriecd mMdneggsas concentraciones

posi bl es cont ami naci onbeusfdbea csaemgaialnlas W d d&anign

siguiente composici - n:

T Glice%ol 60

T EDTA 0,01 M

T SDS%1

9 Az ul de bromofenol 0,1 %

Nota: en este paso tambi ®n se puede agrega
Luego, | as muestras de ADN seslcoatrsgpaonci € hod’

correspondient es.
3. Corrida electrofor®tica

Consiste en aplicanna di ferencia de potenci al deter
espea@? fliacocuba que conti ene eAlcomedd lacdemiene,gar os
las moléculasle ADN migran a través de la matriz de agardsa.e go de conect ar |
poder a |l a cuba, sjpoa@asttamocsomdxsierwvaes | @aof roe ant
|l os el ectrodos y en unos minutos el baZdulerde |
de carigmz)a caommi gr ar Ldae smwee setlr apso cmilglroar 8n hac
posi tgebdgleerEdsa se encuent(rlal amaad 0 oc @leg@ui ale
sumer ga bdwfdeercopr pod que sel dethomfoaesi s submar

La electroforesis se Il eva a cabo hasta qu
a |l o | argo del gel, que depender 88 del tipo d
operador. Se recomienda una dcoornro dsau pae ruanr vlool

mi nut os .

4. Visualizaci -n del ADN de | as muestras

Para poder visualizar el ADN de | as muestr
intercalante que se una al ADN y |l uego podam
momentos del proaanep@asoPpodcd ese®lr e@oll ar amotrea i |
agregarse directamente al gel de modo que a
tincjowonmo se mencioal aot erant mepuediddegr ega
carga de | a muestr a.

E n t r eolorbntesntercalantese encuentran GelRed, SYBR Safe o bromuro de etidio.
Luego, el gel se observa bajo witravioleta JV) o azul, donde se detectan las moléculas de

TY
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ADN tefidas.El bromuro de etidio tifie facilmented geles de agaras@e trata de uagente
(poderoso mutagénicajue se intercala entre las bases @dDN y absorbe la radiacién
ultravioleta, con posterior emision, generando una coloracion rasedanjada de las
muestras. En general la interaccion coABN aumenta la absorcion y emision del bromuro
de etidio.La presencia del colorante puede retrasar la migracién de las muestras hasta en un 15
%. Por ellg una opcioén vélida aefiir el gel luego de lzorrida. En la mayoria de los casos no
se procede a destefiir el gel, pero cuando las cantidades de acidos nucleicos son muy pequefias
(< 10 ng) se facilita su observacion si se reduceaekgroundcoloreado, originado por el
bromuro de etidio no asociadoADN. Para ello, el gel ssumerge en agua o Mgs® mM
por 20 minutos.

Tras la tinciébn con bromuro de etidio, es posible registrar fotograficamente la corrida,
utilizando una camara instantanea (Polaroid 667 ASA 300), cuya pelicula es expuesta a la luz
ultravioleta durante un tiempo determinado, a través de un filtro rogofiaaitipo Wratten 22
A de Kodak) el que sirve para eliminar la radiacién de fondo que emulsiona la pelicula. Las
camaras digitales los celulares inteligentesn buena resolucién también son Utiles a los fines
del registro fotogréafico de corridas electroforéticas.

En la Figura 1.12 se puederobservarfotografias de geles de agarosa luego de la
electroforesis y tincion del ADN de diferentes muestiags bandas que se encuentran en la
parte superior del gel representan los ADN gendmicos de las diferentes myasjtastienen
pesos moleculares grande@®r lo que no migran demasiado desde el pocillo donde fueron
sembradastEn los carriles 1, 2 y 8e observa ADN dmuestragle tejidovegetal.En los dos
primeroscarrilesse observabundante cantidad @eDN de buena calidag un escurrido que
brota de la banda manifiestftamadochorreado esmeardebido a la degradacion del ADN
Esto indica que se debe mejorar la metodoldgiextraccion (suele ser un grave problema
inicial en las técnicas de extraccion de acidos nucleicos vegetalesideril 3se observa que
el ADN sufrié unadegradacién importante, por lo que los acidos nucleicos no se encontrarian
en su calidad optima. A pesar de ello, aun puede darsele variauoso$a amfificacion por
PCR, debido gue esta técnica es ertreno sensilke y especifica

En los siguientes carrilekel4 al 7seobservarbandas correspondientes a acidos nucleicos
extraidos a partir de muestras de sangre (el volumen de partidagde feee 500 pL)En los
carriles 4 y 5 spuedernver bandas nitidas semeardebido a una metodologia de extraccion
eficiente, el ADN extraido se puede usar en la mayoria de los estudios molgmstedsres.

TO®
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En los arriles6 y 7 tambiénsevenbandas nitidas de acidos nucleicosaktaconcentracion
por lo que se ve cierto rastro fluorescefte ese caso, para técnicas posteriores como al PCR,
se debe cuidar lasantidades de acidos nucleicos agregadas; por ejemplo, un exceso de matriz
de copia puede afectaeata técnica.

En los carriles 9 y 10 sebservanacidos nucleicos a partir de muestras de mucosa, se
observa ursmeary bandas intensas de peso molecular menor al ADN gendmico que indicaria
contaminacion con ARN.

En los carriles del 11 al 14 sauestraADN de muestras de tejido embebido en parafina,
como se puede observar, no se muestra una banda intensa de ADN como en los casos anteriores,

sino unsmear producto de la degradacion de los acidos nucleicos.

Figura 1.12. Fotografias de geles de agarosa luego de Ia
electroforesis. Carriles 1-3, ADN a partir de muestras de tejido
vegetal; carriles 4-7, ADN de muestras de sangre entera; carril 8,
marcado de peso molecular; carriles 9 y 10, ADN de muestras de
mucosa; ADN de muestras de tejido embebido en parafina.

Factores que afectan | a electroforesis

TamafYeéDNel a migraci-n de | os fragmepeesses
mol ecul ares (|l a especie mEBB8s| peshedt moivb me gine
de una part?icndeaepecenrndagandkaement e utilizado, de
de su conformaci-n estructural. Una metodol o
Pol i morfismos Conformac(@S&C#leds sithign gélaed e 8 r asr
Conf or mRol pma)f phBEnsmesta metodol ag?adeo,bd¢ a3 @&e ndae s

ut i | ifoamdagni gor yejceandpal ouuna de | as cadenas sin
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tridi mensional particul ar. Si una base se e
distinta mutad@®ranfeda un amoeadedeambaAnt nawa®s

esta t®cnica se pueden determinar mutaci ones

PCR. Sinekmbapgote utilizegol pacai ¢ésmadere § cd
en cap?2tulos posteriores.

Concentraci -:n |ldae nhiag raagcair-o,sadepende del tama€fc
dicho tamafYo depende de | a concentraci-n de
|l ogaritmo y | a moVvADINi d/ad ae lceomtcreanft ara@ti i-na dded |
de f-rmul asA maagongdc e wtarsaci,- nmadyeo ra gpaordoesra r e s

puedepadragment os mADBN.pequefos de

Vol t aj e:dlapVYolctaaljoe aplicado a | as terminales
el ®ctrico con una fuerza definida por | a | on
tot al aplicada (se sugiere que | aoil ®can aisd ad

ADN expuestas a este campo el ®ctrico migran

negativa aportada por | os grupos fosfato del
est8 | imitada por | a fueizadeé @©Qeilcci - -n i mpu
Composici-n de bagsmesenyrasmpgeratlwmr acarga y/ o
afectar | a velocidad a | a cual | as macr omol G

carga a masa (Q/ M) es ABDN dhesnthof parent enot @malf|
tamafJADNdels | a cadeteem?sesni ta qeeéoci dad de m
separaci-n de mezclas combaemasi pbodael ecécbDf
ADN no se ve afectada por ovak i&£JpBoéned odegue
general mente se |l evan adel ante corridas el e
Presencia de& otolbowaoteas etidio dd osanitcdos al
nucl @iudosendo ser as? visualizados | o0s mi smo:
puede reducir | a mOADINI Il dada¢l eat mae Y x ® mada me

Composici-n dp nl ades clouaii-dma kea rencotvriolfiodra®d ieclae c
ADN es afectada por | a c onap ossdlcu c inb oyf dle@ampf- wne
el ectroforesops.ejSssmplscconemsi ti era el bu&afer C

conductivigdam? i ®&DN | milagirya | end ame nkt ePbacetro

|l ado, si se usa un buff,eorde,senplordadrawa alt

Y N
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bufdercorttliadacdmMdXucti vidad ely®cter igea e 19 udeatha
puede fundir el @BN. y/ o desnaturalizar el

Vent aj as

1 Se trata de una t®cni Regqgusiearcel| poacy equi
especializado.

i Permite estimar el tamafo de | os fragment
peso molecul ar.

1T Es aplicable a diferentes tipos de 8ci do
productos de PCR).

Desventaj as

1 Resolwuci-n Ilimitada en comparaci-n con ot
de poliacrilamida o |l a electroforesis cap
1 Uso de colorantes que pueden ernfb.rpomemnaci a
de etidi o).

9 Fragmentos de ADN muy grandes pueden no s

T EI m®t odo es principal mente cualitativo
t ®cnicas m8s sensibles para an8lisis cuan
El ectroforesis en gel de DNA plasm2dico
Adaptaciones simples de | os m®t odos el ectr
detecci-n y car ADNepilasmk dncb?2 presedebk en a
ambientales y ¢l 2nicos. Las concentraciones

pl asm2dicas en gel es d%, awtairloismaarndo 2lnf emd g e

EIADN pl asm2dico general mente se presenta e
cerrada (for ma In)i,cKklear eiar ¢ wl)cab ladni @& a dneenaad (dfeo
Estas conformaciones del DNA conducen a gque
vel ocidades di fgeradssd doreama delmegrce mB8s r 8pi da

E I superenrroll amiento esencial meobhktirie®meol
un radio hidrmpan miStmp@&mdadaaneand s, f 8ci | menltae por
forma || o circular abierta, l a cual ha per
manera aprecicabhlaemert eumguli era de | as otras
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El ectrof or dARN st etnalg el de

Para el caso de | asARNoottaldassebbkbcrzaof on®es «
se indic- en ¢é¢la cmaydotrulc@dRdimt dbuedbr de ala c¢®I| ul
deARNy en menor cwamiARMysslRBRNMOncBehaesetectrofor

es un buen m®t odo parABRNtaontaalli:z asre |eas pienrtae gern cdc

por carril. Para el caso de | as muleRRN ra&S euc
y | a otra al 18S,ulguwrei caohesd idaylems | maisb @dooemas
28S suele presentar una intensidad de tinci

18S. Tambi ®n es pos mbaret ve saummd d ¢z abbaruchad i ggea o

a KARNYARNn F(i g dti R

Figura 1.13. Fotografia de gel
de agarosa 2 % de ARN total.
Se observan bandas ribosoma-
les de 4.5 kb 28S y 1.9 kb para
18S. Los ARNm no se pueden
fraccionar pues son moléculas
menos pesadas, producen un
smear entre los 0,5 y 12 Kb.

FUNDAMENIEO LA EVALUACICN DEL ADN POR ESPECTRC

La espectrofotometr2za en el rango UV es un.
ADN de manera r8pida, sencilla y no destruc
tienen | os 8cidos nucleicos de iabsoddleirdd ua

presencia de sus bases nitrogenadas HRIlIrom8t. i
m8&xi mo de absorci-n del ADN y ARN se encuen
(principales contaminantesspeebaneanraacm8ri
nm debido principal menter-amthosy @Dtri ex8§ @h dnas ea
| a medida de | a absorbancia a ambas | ongitud
muesdt&dDdN y | a abs ormpearnmiitael aa&a dotadcAdimil,aodb tdeeni d o .

Y O
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LaomcentracsencdécADH a partir de |l a relac
260 nm y |l a canti dBdr aecd@d®DdNcem Isolouacmncantr a
muestra, se pueldembmldairc art almdb i ®ey Hdaambakbdaat )| ey
cuabkbtablece | a relaci-n entre | a absorbanci
sol uciMant em8ti camente, se expresa:

0 .a&8
donAlees | a absorbanci a
Ue = | coeficiente de extinci-n molar (mL/ O

sustancia | a | uz a unanal opnrgeiptaurdaAldN ntoirpelraea e Wp
coeficiente dicdex0jB27; mLmBbyacm

desa | ongitud de | a cubeta o camino -ptico
Cesa concentraci-n
Ejemplo de c8lculo de concentraci-n de ADN

EIADNextra2do de una maestesus@embalype @nt e
agua destilada est ®ril

La ABY® emmuna cubeta de cuarezfo, 2d6e4d 1 cm de ¢

Se aplica |l a f-rmul a:
0 .88
06 0 7.8
6 mit oFmmc ik, TAGIDpAI
6 oxad® ,

Nota: si el ADN rehidratado se diluye en m
el factor de diluci 560L ®PerARNOeenpd 459 sa, deéll ufy
diluci - -n es clG.poRerelt admtca,orsede dil uci - n:

6 uﬁ()@\éﬁpn
6 wokAd

Una manera pr8ctica de calcular | a concent
Por convenci - -n, una absorbancia de 1,0 a 260C
de ADN de doble cadena, 40 Og/ mL deDeARNtm 3.
maneerla,c §llcawlnac eche r aci -n ddgembhdan adevlbeizaos

puede estimdrase sa gtun an®esddé - rmul as matem8ti c

B 1 5 €0

Y T




9 Ca i NCHIRERE
Al Yn IJiO(UR,':Z!_LML!t_[ILRLmEFR\I
7RYGYNDRE W
donlles | a conwdrsoirb@d@eqalear r e apDNdde dobl e
cadARNADON odedsnapl e
Ejempl o de ¢8Il cul o pdoer ccoonncveenntcria-cni -on edgeu iAvDaN e |
Un estudiante mide una muestra y obtiene:
T Abs 260 nm 0, 8
i Cubeta de 1 cm
Apl i camdoelnaci -n &peawgaielal ADNIi dé& @glbimL e cade

Op 7 6 8Q
Op 7 ripam G
6A7 qui ’

La muestra tiene 40 Og/ mL de ADN.

Nota: tambi ®n debe corregirse por el factoc
muestr a.

Adem8s de | a concentraci - n, el m@Pé ochiot a e
evaluar | a pureza de | a muestra de ADN. Par a
a dos |l ongiAtayldasbledieamerd acie NtAndfsse obti ene:

7 Rel akil/h2es 1T 16YBADN pur o

1 Rel aclidhonsA 1,@n¥aminaci-n coDebprodbeanasec

presencia de prote2nas disminuye este val

pico de absorci-n a 280 nm.

7 Rel ak /b2 Jd20Y3ARN puro. Si |l a muestra es d
cont amicmac i ARIN. Esto se debeameqtia kh paebEE
l a relaci - n.

7 Rel aki/h2B8223Y i ndprcemsencia gernpokéebtieddsgr a
|l os 8cidos nucl eicos
La espectrofotometr2a ofrece | a ventaja de
estimaci -n inmediata de | a cantidad de ADN e
verse afectada por contaminanteser (lfenglug se&

compl ementarse con otros m®todos como | a el e

Y P
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TALLER :N06 SUALI ZACI EN Y CUANTI FI CACIEN DE CcCl

Contenidos a desarroll ar
T Fracci onaétii amtxol edietorsac ent reioftuwgacuig-anci - n z
il sop?ckBl eatroforesis. Soporte. Detecci-n

El ectroforesis en campo pul sante.
T Hi bri da&ki dosidei cos: desnaturalizaci - -n 'y

temper at ubaas e sC.ciAdgesntyes qu2 mi cos

T I'nfluencia de | a desnaturalizaci-n sobre
ultravioleta. Curvas de desnatwuralizaci - -n
T An8l isis molecul arsicidensll@i bbbr hidbangiayw i de .
I nfluencia de algunos factores. Rigor.
T M®t odos dehidms aypwes -dde Fase | 2quiidna.siStoup o
T®cnicas relacionadas: transferencia West
Pl an de actividades
Parte |
l1.Momento de |l ectura comprensiva (individua
Leer | os contenidos te-ricos de cada uno ¢
Recomendada: Bi ol og2a Mol ecular e I ngenier?2a
enCi encias de | a Salud. Autor : J o s ®Md.durqiuce, vy
Espafa, Cap. 11 (solo fraccionamiento de 8ci
2. Momento de | ectura comprensiva y refl exi
i ntegrantes, aquellos conformados en el a
Leer, i ntercambiar a modo de di 8l ogo, | a @
gue | o requieran.
3.Momento de producci-n grupal
Con | a herramihertpes : Cmapmbpobs!| ) uptead owzwmarc
mapa conceptual integrador de | os .contenidos
Parte |1
4 Momento de |l ecto y audio comprensi-n (ind
Observar |1 os videos:nY2 xyplliecearc il-ons taed nrtfdenai dd
y Tall2Ewal uacigcr dbes Inausc| ei cos extraz2dos: el e

cuantipocam®todo espectrofotom®trico.

Y 2
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5.Momento de producci-n grupal (pequefYos g

conformados en el aula virtual)

Con | a herramienta Cmaptools (https:// cma
mapa conceptual integrador de | as etapas del
de | os 8§ciidos nucl eicos

T Electroforesis en gel de agarosa, factor

nucleicos en |l a matriz de agarosa, y | a

extracciones de | os 8cidos nucl eicos.

f Cuantificaci-n y vaBordos:-nudételaopureza

Actividadpaprraopuae sptraSld t i ca docent e

Se propone a | os futuros docegntp8gi dhea sBiwelbo
ermitehasiemtr@f oriens iss ledsec adAeDANi T rtdal maher gue
er muy Yat i | c 0 mo Lcaobm¥pcl héarmegmets 0 / d wdv8c,t B cihm n (

i mul raadtomu tgopvatriad cl asesydeomptemdotartas a | a
e este GealmuH laedotrt,ab Ko hpeeergmei t e si mul ar de mai

|l ectroforesis en mogel déad gpsarpaa raSpmeetnrdoi $z adjr@e nyi IC
ivel es, para usuarios principiantes hasta a
ompleto, desde | a preparaci-n del gel, |l a c¢
e pensarse como unaaaa@tilwisdaedtauadm@aineg mesnt drair

omorsani co recurso en el caso de que |l os fut

T O o 6 S o o »0w unw T

reparados para |l evar a cabo este tipo de t
Fecha de emtxiema oY3asleosdemamdd econceptual es
ser entregados en | a seccit-inidardre&sdiEdn daiee natTe

virtual en un archivo Word conteniendo una ¢

YT



https://www.labxchange.org/
https://www.labxchange.org/library/items/lb:LabXchange:9548bee3:lx_simulation:1

~9Caul | cuwl bwrRY
Al Y13t Rl I ) RIE R N
7RYGYNDRE W
TRABAJO PRCCIWCOUALI ZACI EN Y CUANTI FI CACI &N
EXTRACDO
La eval uaant-indadde yl acacl i dad de e nosel§cT R oasn tne
se realizar 8 por
T d ectroforesis en geles de agarosa
T mM®t odo espectrofotom®trico

Protocolo de electroforesis en geles de agar

m
O
c

i payni mat eri al es

Fuente de poder

Cuba para electroforesis

Cables de conexi -n

Matraces capaces de contener | as solucion
Bal anza anal 2tica

Probetas capaces de medir | os vol Ywomenes r
Mi cropi petas autom8ticas

Punta)psfzul es y amarill as

Transiluminador UV

ADN extraz2ndo en el TP

Reactivos

=4 =4 4 A4 -4 -4 -4 -5 -4 -2

T Agarosa en polvo

T Tamp-n deBEEoXKr {dael tamp-n seleccionado)

T Tamp-n deoacdairngga b(uf f er

f Soluci-n de bromuro de etidio

T Marcador de peddemol ecul ar (
Preparaci-nddetsabapoboones

1 Gel Hexd

Diluir a 1X, comercial mente se | o suminis
9 TBE 10X-§,p4) 8, 2

Trisédaségéel08 g

EDT&Aeééé.9, 25 g

Cci do ébé .r5i5c og

Agua de.sptlid0a0d amlc

YY
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Ajustar el pHEstwar i§lcii @4 r¢c cmser var a

T TBE :1X
TBE £#@X. 10 mL
Agua deés®DIl mHda

T Gel de ®Wgarosa 1
A g aréoéséaé 0,06
TBE 12X éé 6 0nL
Si se tifTe el gel antes de |l a corrida el e

se afadirg8 en | a prepar aGel Redled gradddaXemc erst

En caso de omwuirloi d@mee¢lcdlb or ante, se trdeébaja c

1 0ng/Lm

Procedi miento

Preparaci-n del gel de agarosa:

1.Sell ar el soporte de <corrida, donde se ¢
gelificar8 posteriormente.

2.Dil ubufdedrcorrida TBE de 10X a 1X.

3.Pesar | a agarosa 1 %. En este TP se reali :
pesar 6 g de abafBm ly Xidcdedtvreda dce un mat
Mar2a o en horno microondas (evitar que h
homog®nea.

4 Enfriar hAGpaounmsdabment e.

5.Si se desea te¢fir el gel antes de | a col
i ntercal ante que tife el ADN. Estgses as?
agrmesgabL de una solwuci-n de 10 mg/ mL. Sin
Gel Red vy séouddeegarga ebando se preparan |
6.Verter | a agarosa al soporte y colocar el
a 1 cm de | a base.

7 . Esperar a que | a solwuci-n gelifique para
cuba.

8.LI enar | abwfudbearccooonr iedla TBE 1X y |l uego reti
no romper | os pocillos formados.

Preparaci-n de | as: muestras y electroforesis

Y @
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9.Mezclar 5 OL de cada nuvefdteerra aa ganalEinzarste
bufdercarga tiene el <colorante ntercal ant
10Sembrar | a mezbu&é@mueagstira con el

Nota:i mportante mantener | a micropipeta el
punt aiagmalri | 1 o en | a entradyadeprocsiaemrel af oni
despaci o. Evitar picooh@mm @luef d md onuckeslt rpo e
debajo del ygglerderd@ar os a

llUna vez <cargadas todad dlgpaast drewnepsetsroa smo | deecpt
Al gunos patrones de peso mol pctul as demen
prepararse como siménuel amddrbceoftheeers.a rBm n§ s
el TMHWRIfdeercarga tiene el col orante interca
proceder de | a misma forma que con | a mue
l12Cal cul ar el wvoltaje que hay que fijar en
V/icm (la distancia es |l a que separa |l os d
el ectroforesis e iniciar | a ca8r rliad ac cerlreicc
el ectrof orl@tOi ap@arl@® minut os.

13etener | a corrida cuando el frente (indi
l os IJ de | a |l ongitud de:lelgedel Eanteesst ed ec ¢
el ectrofor®tica, - -eell AbDNo nmireontdreasetmiadgiro t i |
14Col ocar el gel en eUVAtnrad n sialru nhiansa dboar n dbaasj
naranja i btemesoocde etidio.

15Regi stomamedaant eyf guagdaf2di cho
no mbr a sdieflreiconha y muestras
Protodolm®tda o

Equi pami ent o

espectrofotom®trico

1T Espectrofot - metro

T Micropipetas autom8ticas
T Puntta)psgzules y amaril |l as
T Microtubos de 1,5 mL

T Agua destilada est ®ril

9 ADN extrazndo en el TP
Procedi miento

oM

presentes

registro

en cad

(
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1.Realizar una diluci - -n 1/m2Q cdlefi SARN | eax tmua3sc

de ADN élonded9bgua destilada est®ril. Re s us
2. Medir | a absorbancia de | a muestra a 260
|l a muestra entre una medici-n y | a otra.

3.Cal cul ar |l a concentraci-n del ADN, ut il i z

siguientes ecuaciones:
Oa 7 it X g i , TA A I DpAi

0
Oa 1 6 8Q
Oa 1 0o &1,
4 .Cal cular |l a pureza del ADN, utilizar | os

Re

fo

t e-

el
fr
e X
mu
de

pa

i n
cu
Po
co
ad
p o
co

re

rel aci - n Abht/dAdssa mbas:

flexi-n para | a pr8ctica docente

La pr8ctica de visualizaci-n y cuantificac
rmaci -n de | os futuros profesionales de | a
ricos sobr e §cidos nucleicos tcan®Y ®dei d
ectroforesis en gel de agarosa, | os estudi
agmentos de ADN en funci-n de su tama€fo,
peri mentales como el porkcenbhjaj deyafgarecsa
estras. Al mismo tiempo, |l a cuantificaci - -n
estimar con precisi-n |l a concentraci-n y
ra | a correcta aasplpiocsatceir-ino rdees nteotnood oA MRY,2 c | ¢
Como docentes, es importante resaltar que
strumental, sino tambi®n formati vo. Por |
il dadosamente muestras biol - gi cas ty®ceng uciapso.s
r otro | ado, adquieren un sentido cr2tico
n | os esperados, valorando | a i mportanci a
ecuBldosin tdmamodesi si ones informadas sobi
sterienrteesndi eoldblglhaeull ar Bse construye a patr
mpl ementari as, y que |l a calidad de cada
producibilidad de | as conclusiones cient?2f

® N
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Bl BLI OGRAFC¢A
1T Cariaga Martznez, A. & Zapat a, P. D. (20
Edi ci - n BEadmptloiraidaal. Uni versitaria de Misi ont
1 Gel el ectrophoresi s | DNA Separation
https:/ / www. briteahmricdta . qqComrssud iitesandcoe:/ gleS/ 0 9 /
1 Gel El ectrophoresis. LabXchange.

https:// www. |l abxchange.org/librarvyv/items/
(Subido 15/07/2019; actwualizado 18/12/ 202
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CAPCTULGENCMI CA

La gen-mica, entendida como el estwudio int

evoluci - -n del genoma, se sustenta en princi |
gen®tica cl 8sica. Antes de abqudaecéeubrangblom
o |las tecnolog?as de alto rendimiento, resul

gue constituyen | a base conceptual del <compo

CARACTERESTI CAS GENERALAES DEL GENOM

Elemoesa el conjunto total del material gen®
nucl eaextcroamucl ear, codi ficante o0 no. Puede
cl or ofleaptuecdle gned@iya esu t amafoTambip@nesseel O:¢
estudi ar seg¥%n el nYamer os tdee dr¢ofimmomseo sSTeaosmoy lea c
de ADN pohraplemiodmmstErm c¢cagdad,pl or gleersd,ssardsawa li adra ¢
correspoAdDNeatwen dieuegma.de 23 Ccromoso

El genoma hulmabpd ti 8ne &pbhd

pb = pares de bases

kpb (o kb) = mil pb

Mpb (o Mb) = un mill  -n de pb

Gpb (o Gb) = mil mill ones de pb

E I genoma, en | a magymiodoasedde 8l @ drog anai Ao S
cadena. Sin embar gog¢ohhaoys avligruunsa sq ueex cteipecni eonn ess
de ARN, qgque es Atognuoncoast eenjacrmpol co rdavaw dEeaus ayo e

i nmunodeficiencia humana.

ESTRUCTURA Y ORGANI ZACI ¢CN DEL GENOMA PROCARI

En | os organismos procariotas, el genoma
replicones de , IAMdNa | b izaaltoesnaen ouna regi - -n Ci
nucl eoi de. El replic-n principal corresponde
es circul ar, aungqgue existen numerosas excep

presencia ,demopll®csunhiadso sde ADN extracromos: - mi
i ndependiente y pueden aportar fuocs omesueada

capacidades metab-Ilicas.

®0
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Em umerboascatser i as, |l a progresi - -n del ciclo c
replicaci-n cromos- mica, de modo que | a dup
di visi-n ocurren de forma coordinada. La au:
procesos de replicaci - n, transcripci-n y tr

permite respuestas r8pidas a cambios ambient

En bacteri a&smbdel,ohlceamoeglii caci -n comienz
denomi nadquerce@€nstituye el evento central de
origen se establecen dos horquillas de repl:i
compl etar | a duplicaci-n cromos - myi caanb i Eesnttea | pe
ema replicacipostdeali oADNeygregaci -n hacia | as

ElI genoma procariota suele presentar una o
caracterizada por una alta proporci-n de sec
operones policistr-nicos, gue pfeumcit@emallnae ne
relaciwmaadmesr.- n es una unidad de transcripci
estructurales controlados por un mismo Ppr ome
transcriben en un %Ynico ARNememsuajl erno cpdliifdic
gue participan en una misma ruta metab-1l1ica
coordinada. El ejempl o mEscoddgoei cdomnéesereé [
necesarios para metabolizar | actosa. Cuando
oper-n se activan y |l a bacteria puede utiliz

Esta organizaci-n favorece una regulaci - -n

con <cicl obsr evelswiliyareeasinevada capacidad adaptat

topol og? ai delluyfebhNddo el ,yuplear emcoillmmdenttompo
prote2nas asociadas al nucleoide desempefan
cromos- mica.

Revisi-n del model o cl 8sico del genoma bacte

Tradicional ment e, seeldegeomoprbal nb &mt €roi &M ® Mo S 0
circul ar, desnudo y desestructurado. Esta vi
medi ante microscop?a electr- -nica, en | as cue
densidad el ectrulnabcaedpondoedeel al c®uUcl eoi de
m8s densas correspond?2an principal mente a ri

i nterpretar el genoma baoterganozedmo una es

(o)
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Los avances en gen®ti ca mol ecul ar , mi cr o
demostrado que esta vVvisi-n es incompleta vy,

En pri mer l ugar, no todas | as Dbacterias
gen- micos indican que una frakceyll-B%) sprges dnitca
dos 0o m8&s <cromosomas. En estos organi smos,
esenciales y se replican de manera coordinad
se oObserva, por ejempl o/i benoespeckéas!| der ilao,
Ral stonia y Azospirill um.

En segundo lugar, tampoco es correcto afir
hapl oi des. Los primeros estudBasi rlea$HE sadbsl
cosuger2an | a presencia de wuna Ynica copi a
relaci-n entre replicaci-n y divisi-n celul a
de replicaci-n y divisi-n puedetne necsitaa rd ed ecs®l:
pol i ploides. Este f en- nmeelngou nsaes ochisaenrovbaa c tpeorri ae

encontrarse c¢c®l ulas con m¥%  tiples copias del

Un caso extremo de poliploid? aEpsuel ophsern wa
fishelsmomnsi mbionte intestinal de peces <ciruj
mm y contener miles de copias de su genoma.

nYamer o de copias cromos-micas suele asociars

En tercer lugar, aungqgue | a mayor2za de | o0s
bacterias con cromosomas | ineal es. Ej empl os
Borre$ti me pt. o nydceenss s , al gunas bacterias prese

topol og?2as c¢r omo sAgmiochaascttueRe frupnaeig eemsp vV @ i 0S 1 e |

gue incluyen cromosomas <circulares y JIlineal

encontrarse cromosomas | ineal es acampafuddose :

otros |l ineal es.

Estructura y compactaci-n del ADN bacteriano
Contrariamente a | a I dea tradicional, e

desestructurado, sino que presenta wun alto

debe compactarse de manera eficiente dentro
t2piEaomiede aproxi madamente 1,6 mm de | ongi't

entre 1 y 4 Om de | argo, |l o que i mplica un n

OP
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La compactaci-n del ADN diegpeode2manoas del | «
como de mecanismos mol ecul aresl esppefrénrcolsl a
del ADN, regul ado princliaal meote?2 Ppas ADIPOI &
( NA,Pcse | iNugll @®® s dciPabe), Nngue organi zan el AD
estrucktasalpeoteznas condensi nade rmampteen iamhime
estructural SIMCdet o nbotgydu®@a sur (al Mai nt e)nangee of
participan en el manteni miento estructural vy

A diferencia de | os eucariotas, estas pro
cumpl en funciones an8l ogas en | a organizaci

constit

respues
Vari abi
E I de

una mi s
gue se
genomas

Como

especi e

ElI ge
todas |
E I ge

y que s
E I p a

accesor

Este
y expli
di feren

El co
di ver si
Aunque
gue i nc

uye una estructura din8mica,acuyaenrg

ta a | as condiciones ambiental es.

|l idad gen®tica y concepto de pangenom
sarroll o de | as t®cnicas modernas de

ma especie bacteriana puede existir

secuencian nuevas <cepas, hpsarecéemenge
analizados.
resultado, surgieron nuevos conceptos

S bacterianas:
noméhelnvicogb®gencomeesponde al conjunto

as Ccepgaugeedhe r adh atcin pe@em@nes esenci al es

noma accesorio o flexible incluye | os
uelcemadmpicaair s ecol -gica, virulenci a
ngenoma corresponde al conjunto for mi
i o, es decir, todos | os genes identif
enfoque permite comprender | a diversi

ca por gu® distintas cepas pueden p

t es.
noci mi ento actual Il ndica que |l os gel
d a dn eme rcou adhet oc rao mo s o ma s , ploid2za, top

muchas bacterias poseen un %nico crom

l uyen cromosomas m%u tipl es, Cr omosoma

(0D
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E I cromosoma bacteriano constituye una es
asociada a prote2?nas y regulada por mecani s
permite una replicaci-n eficiente diedntAdDINe sy

cambi ant es, caracter2sticas fundamental es de

ORGANI ZADOIIFERENOIEAL GENOMA PROCARI OTA Y EUCAF
De | o anterior, genpmader coarcil att a gaeaediedt i r

de informaci-n y una notable optimizaci -n de

i ncluyen:

1 Haploegéai yeai dadmayor ?aladmayars parcterdak
presenta en una Ynica copia (estado haplo
a |l a codificaci-n de productos g®nicos fu

1 Densicddidf iapaoxeé madaméendel edem®Pma es codi f

I mplica una presencia m2nima de secuenci a
1 Bajeadund axnicsitae una ausencia casi tot al de
de | os genomas complejos de organi smos su

T Los genes est8n organizados en operones.

En contraste, en c¢c®l ulas eucariotas |l a org
de compl ejidad es€Etugtemnroana Yyuedegulsatr&rnivac.| e ¢
genoma @exucl eaneal gestr @ nd dl&gtetheolneao ext r anucl
mi t ocondrias yeencl osu fthhobsa opprladacsat roigoatl a ss,e e x p |
su origen evolutivo.

ElI' ADN | ineal se distribuye en mw tiples ¢

2nti mamente a histonas formanddbesd® malt i mwac | &

hasta dominios topol -gicamente ars®cs @aldm sp € ITA
el empaquetamiento de grandes <cantidades de
mar c o espaci al qgue regul a | a accesibilidad
particul armente en | as fasemperS menMa madebit
di n8mi cas: la replicaci - -n del ADN i mplica
preservaci-n de marcas epigen®ticas, mientr a
extrema de | os c¢cr omos omes cnoehdeisa dnaa sp oyr ccoonnapel n
arquitectura cromos-mica no es ests8tica, sin

T
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tanto | a fidelidad en | a transmisi-n de | a
transcripcional en interfase.
La organizaci-n de | os genes es Edi 6&eermtn

dfierenci aoiganieg@rciidaeap eor oneus i dvasdoenso ci stlra ni cas

regulaci-n de |l as vZas metab-licas presenta
como se ilustra en | a dPinguerga s2 .dlel amino8cid
[Tal Procarionies () Eucariontes
Genoms de E. cali Cromasomas de levadura
Operén trp
TRP1 TRPs [1.]
— DN — w | — — = 1550
4 F P
Sito de inico TRP2
de sintesis para v 580
o mANA trp =F=
TRPS
1'rrmenadon vi — i — 910
+
' TRP3
seiiecld e e w mm wmald x )
Sitos de inicio para
la sintesis proteica Transcripcién y
procesamento del
RNA
mRNA = s =
1“""“"" deip § t ¢ t
t
"ludunm
e
Proteines C_’ pmi -’: L

Figura 2.1. La organizacion de los genes es diferente en procariotas
(a) y eucariotas (b). Tomado de Lodish er al. (2016) Molecular Cell
Biology Tma edicion.

En organi €mocl itomo genes funcional mente r €

uni dades transcripciofralgas AEEn dmienandeaas it@E e r

pol i ci sdtorn-dnei oegper - n tript-fano posee un Yinic
transcripci - n. Esto resulta en | a s2ntesis
i nformaci -n de m¥l tipl ds pgleenda s aenrs cun bhlrosgeu e c
cada segmento del ARNM posee sus propios sit
deope?nas individuales de manera coordinada

En contraste, | o0os eucariotas presentaShe una

or gaeannzuwd drdaenss c r i rmpocniococniasltaad ani gceals posee SsSuUsS pro
regul adores (promotor y terminador). La trar
del Temawmdo como ejemplo | a |l evadura, | os ge
est8n agrupados; se | odqRilduwrapC ddrel lotirfaenrsecrrti & so

Y




9CqUI | ¢ W WW7RY

Al YnIDtOU RNV I R ER N

7RYUGYNRE W
es procesado individual mente @Gadi)ciammg edse dceap
exportado al citopyasmdapana d8 toadgeaiesnp

cromosomas di ferentes.

Mi entras gue |l os procari ot as maxi mi zan
cbranscrdiepgiemreal agrupados, |l os eucariotas el
comparti mentada, donde | a expresi-n de v?2as
control coordinadoisrambsam®sode diversos | oc

GENCMI CA ESTRUCTURAL, FUNCI ONAL Y COMPARATI V,

La gen-mica es el conjunto de estrategias
del genolma geBx ims tcal Beusntcridacntaubrnapl ar at i va.
Laem:- nesst aucotrureaslponde al estudio de | as t ®c

obtener mapasanfidzesicecgpesn ma procariota y eucar.i

responder a: Gt pese gehtesssht SN B E€aepuedo

i denti ficar |Puemmdr &dtcragarsluosedta uctur a?
Laem- mMuoai opnakt essmi asdboanaat ¢émi zaci - n del C C

| as proortieginnaasd as pordoplt otgemBdanauudn tal almea dfe ger

procari ot asgEsyt ae ugcearg-sidcaste a : IQ@® preduat as ge

codiyf icccamo | o Q-enfouma@z oA & apqous@eDee?sdar @ cd arpend e
exprea®Pdedo? mani pulyarl d ae setxrpucetsur-an del product

Laem- nmomparedstiudaa | as semejanzas y diferen:
organEsmeste contexto, comparar emdd Igesnognanoc

humamoe 3.200 Mb o Mpb y ¢gensasptreomd ngddea n@edrOtneyam
LaArabi dops i 9 mamalaseerdea model o de estudio, tie
de 25. 500 gednee ss.u Ede ntbaemaai jeoss ,tsailon ye mbar g o, ti el
mi sma cagqdnaeasad de

E I segemama m8,so PxiddEofeo el mgenmmapara vi vi
Mycopl asmaggentiitahe udn, 58 Mpebl ye sttiuednieo 5d0e0 vgaerni
se pudo deduci rcogrureel anco -elx iesntter eu ned tamafo
especeilesnYWmer o d&ncHiegmuoRssaenaosb.ser va que no exi
ent n&melr o de sy rtedmmasfomalel denbma ¢(R@mrapejsemopsl o

| a especi e4d huamammo amakatc alkedlel, anetnos, cp®m® s o

P
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ungenoma m&Estgo ardi dennemear 0q udee eclrsoemoes men@ e N tnrc

relacionado de modogdnhomato con el tamafYo de
80 ] P
il polio
g
§ 60
8 50 human
2 @
 —
9 10 raton .
O €}
8 30 :|. $apo
o i evadura  hematodos e
2 20 o o Figura 2.2. Grifico de
=2 @ Dictyosteliun ® dispersion del namero
( cebolla
RN de cromosomas y el
tamafo del genoma de
107 10 10° 10° distintos  organismos.
Tamaiio del genoma (pb) No existe correlacion

entre estas dos variables.

En relaci-n con | o profundizado anteri or me
f Las especies cercanas no poseen el mismo
Los mam2feros poseen .un n¥%mero de genes s
Exi sDtNe nfo toaescun alto porcendeajter, aresc rdiel
ARNmni ribosomal , ni mensajero.

Hay intrones cortos en.genes que est8n mu

Lai fderenci a ed%.r e especies

=

M Lai derencia entt,bde i ndi vi duos

PROYECTO GENOMA HUMANO

E I Proyecto Genoma Humano (PGH) se establ
determinar | a secuencia de pares de bases (
totalidad de | os genes del.00g0e MONEA5. hh uEsa nao i (nd s
buscaba no solo | a secuenciaci-n, sino tambi
cromos-mica y | a caracterizaci-n funcional d

NMM
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Lanzado oficial mente en 1990, el proyecto
(DOE) vy Il o0os Institutos Nacionales de Salud

posi bl e gracias a una convergenciean teelc nSnmb igti

del procesamiento computacional y |l a bioinfo
en diversas disciplinas cient2ficas.

La ejecuci-n del PGH represent- un cambi o
estuvo mar cado por |l a coexistencia de dos
i nternacional vy |l a iGelcéernai Banpmti aadamget erc
|l os resultados, | ogr8ndose el primer borrado

Uno de | os puntos de mayor fricci-n acad®n
Mi entras algunos sectores abogaban por la p
postura de que el genoma humano eeb gptad g i @rtoind «
se acord- | a liberaci-n de | os datos, cul min
en abril de 2003.

En | a actualidad, el acceso a esta infor ma
Centro Nacional par a | aNdaBnfedr niNwcdili-@s adle @a rott ec

n
Bi otechnol ogy Awmrdouenalta omecuencia estg§8 dispo!
cient2fica contin%a trabajando eMo | abathantae,i
han | ogrado avances signivihi aatiesogea®ti aas o

patol og?2asmaecpecrtés casgadsuscepteidhbislpiosi ci - n

compl eojcasel aci ones entre cambi os en |l a secu
i nformaci -n que se actualiza constantemente

La democratizaci-n de | os datos gen- micos
posi bilidad de acceder al per fil gen®tico d
gen®tica en diverEmbeld mdil éelus os adei alnd or maci - n
evaluar | a idoneidad de un candi dat oEmbaesl8§ndo
sectaweguyatdpotenci al exclusi-n de individuos

prepaga u obras soci plree xdeshliechd ed rai ens yged de

Estos escenarios subrayan | a necesidad de
privacidad gen®tica y eviten que el conoci mi
exclusi-n soci al

NMN
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Ellegado dfeue &u@iHi @a rdaed.i g@&uwal mi naci -n en 2003

hito en | a comunicaci-n cient?2fica, materi al
Nat.urtkl |l i derazgo del proyecto fue fundament
direcci-n del consorcio, su renuncia motivad
de | a natur al ezdai op Ypba sioc aa dleal ggeesntoiman de Fr anc
fase final de secuenciaci-n y ensambl aje.

Lad mensimwmmoegsecyi oggeas mie abh as arnqueint elca ua a del

consider a&dani ent o robusto sobre el cual s e
conoci miento contempor 8neo. Este desarrol
i nterdisciplinaria en 8reas cr2ticas:

T Bioinforomgputcdac imencesi dad de procesar vol?

i mpul s- el di sefo de algoritmos avanzados
T I'nnovtaechehevilwa:i -n hacia t®cnicas de secu
(NGS) .
1 Educacwcocinetd)adsf ormaci -n de | os curr?2cul os
p¥%blica sobre | a herencia biol - -gica.
E I i mpacto m8s directo del PGH se observa

ha permitido transitar hacia una medicina p

modal i dades de cribado:

9 Diagn- -psé¢sicot:odm8nttiicfoi caci -n de variantes
asintom8ticos con el fin de asstabl ecer me
1 Diagn:-stioaog@lprsemsatda&l maaeri al gen®tico obt
(amniocentesis) o no invasivas para detec

f Diagn:-stico gen®ti clouagneinmprhalnd cawli @rnabe
trofectodermo en embri omesndkeisenmiedess pomrn

ut eri na.

ORGANI ZACI ¢ N DEL GENOMA EUCARI OTA

Organizaci -n del genoma eucariota: ADN de <co

Ena lorgani zaci  -n dedxigetheomas eétbiNaaa 0d®| repet
regiones codifregnbas< ydiefxitcearstaess . A difere
procariotas, el genoma eucariota presenta un

NM=
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di sposici-n modul arDede gseunso man i ded d e/sOc g/ ndeecl & AL
yel k0le %copi aAs iemierd Ssel B8Yd e | geADManescodi fic
mi entras qumermnsond d=:InABNedodi ficante.

ElI ADN de <copia %nica corresponde a secuer
nYamer o de copias dentro del genoma hapl oide.
gue codifican prote2nas Yy muchas raesgisouneelse nr
exhibir mayor complejidad y especificidad f
gen®tica de | a especi e. En estudios de hibri
reasociaci-n |l enta debiedd aa AdqWGApajace edahdmt
una vez enual epgeaeanpdnap.ieas ¥ni c a

Dentro del ADN de copi a c¥rdiicda csheo reemmchu epraterta
dgensecywyenco disf ifir@dagnutBeas 2 .

Estructural
Codificante < (exones)
(genes) Regulador (controla la
ADN de expresion de genes)
gopia No Intrones (dentro de
unica .
codificante o
(funcion ADN intergénico

desconocida)

(entre los genes)

Figura 2.3. Esquema de organizaciéon del ADN de copia unica en
genomas eucariotas.

Organizaci -n del genomayeunoacbdtohg eelBDNecedi f
E I ADN codificante comprende | as regiones
prot eEnnaesl. contexto de un gen eucari okna, s e
t ® minos cuantitativos, el ADN estrictamente
pequefYa del genoma total Erenell ag enmaormeap?rlaeusmeant da,c
apenas éntyr &@ldlI.ES$Daal regiones tienden a es!
(cambian poco entre especlieesal,t egyraarq ulea cfuuan cgiu-
y puede ser | etal o patog®nica.
EIADNocodi f iexc aenlt econjunto de secuencias que
embargo, Ssu i mportancia es vital para | a ar

Comrende | os intrones, regponescraedaoat)adoyas

NMO
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el e me mvsttorsuc {tuerlalmeesr os yyARNuUtnrc-inoenrad sejsos %l t i mo

segmentos que codifican mol ®cul as de ARN que

propi as, cdognroa resl f (eArReNnt ) el ARN ri bosomal ( Al
( mi RNA) .

En | os genomas eucariotas, l a relaci-n ent
directamente con | a orgaei nacis-en hfi usnedciaioennacli &
determina wuna prote?2na, sino que incluye t a
correcta Esxpuesiurmal ment e, un gen es un seg

i nstrucciones necesarias pacgamd aARN nd epr st ae

di vide en dos draanmckgs megieguda@omga#dy 2a regqgi

Exones
i N —
estructural Intrones
(no codificante)
Secuencias
> promotoras
Region (no codificante)
I eguladora ADN no codificante

entre promotores

Region flanqueante 5° Unidad transcripcional Region flanqueante 3°

Potenciador Promotor UTRS MARCO ABIERTO DE LECTURA (ORF) UTR3 Potenciador

/sllenciador Proximal  Nucleo r- / silenclador
§— 7 B i =

ADN - -—

CaaTATA  Inkio
TRANSCRIPCION

Exon 1 Ex6n 2 Ex6n3
Pre-ARNm —

S e Lider (UTRS) Remolque (UTRY)
Modificacion postranscripcional Inteén 1 Intron 2

(Procesamiento del ARNm)
Inicio Terminacion

ARNE Maduro m:_l:ummn
S AUG UAG
TRADUCCION UGA
- UAA
% » //

o
PROTEINA N @ & C p ;.

Estructura primaria [ ]
Plegamiento N i

Figura 2.4. Esquema de la organizacion del ADN codificante y no
codificante en la region estructural y reguladora de un gen.

Laegiesthrucbootakbne | a secqlea cd e etdreaadnu aniloreScti ida
de wuna prloat es?ecaueonceam de&su ARMTffou maidan gplor e

ye l Ssitio deLoer emxowmeerscinadan cedi ficantes que ¢
maduro tras el procesamiento. eConct-ideingeon ¢l ean (
i nter.phostangrcuesnnicsa@ars 0 codificantes interoc

se transcri be-ARNM i all meadhitamt(ep reslp |pi(caandgeo yd e

empa)l . meSu presencia pesml taditneg cnagoteisvmiplsegouoemo ¢

N MTI
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sol o gen gener e Em¥lIst iepluensa predtaeciinans .entr e |
eficiencia ®rabservpcuonatorBelaci -n inversa
y la longitud de | os intrones. Esta organiza
metab-1lica y oplta ntirzaancsic-rni pcciin-®t idcea.i ntr ones
gasto de nucle-tidos trifosfato (ATP/ GTP). E
del tamafYo intr - -enerog @t iMdddomimigasls lell acoshes brev.
una s2ntesis m8s r8pi-ABRNmp] &a&cehscando pai i
ARNM madur o enEletsi eirthe péas selcat.esnci a que sefTal
|l a tranlserqgpeilanoviobcear aci -n de | a cadena de
compl ejo enzi m8tico.
Por swua praergtiee,n Iregul adora no se traduce en
cu8ndo y cu8nto se expresa un gen. Es | a e

maqui narfa cehiibramae, oprotpernocmoatdoory e s e g6 bhenc Uz

(del ingl ®e, tr adulochrd apsr)omot or AASDNs sra ¢ veaadu emd iea
arriba (5'") del =sitio de inicio de | a transc
ARN polimerasa y |l os factores de transcripci

esenci al para el ensamblLajset pdred | acdoanpE sey) @  d €

sl encisaldegsmar €1 ement os di stales que pueden

de distanci a. Los potenciadores incrementan
mi entras que | os e slLialse nsceicaudebnfce ga3l0 ARNERe gmicme nt r
principio y al final de | a regi-n essseauctur
transcrfiopenrat e del ARNohel n AR mMr madseenrpdac
regil2dher -58FReegmesnt o que,pegeot nanseritbeaduce. E
estabilidad del ARNmMm y el inicio de | a tradu
As 2 | el gen puede concebirse como una uni
estructur al codi ficant e, responsabl e de | a
codificante, que modula su expresigem.®tkstaa nm
solo reside en | a secuencia que codifica pro
cu8ndo, d-nde y en qu® cantidad esa infor mac

Los genes pueden existir en una %Yanica copi

copi as) .

NMP
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Organizaci -n del genoma eucariota: ADN repet
El ADN repededuaemddDiNsqauease repite muchas \

genoma Yy p uaegdreu paapdaar (Boc gdui Bsap e2r.s a

G enes repetidos
Agrupado tiaden
Codificante
Familias

Disperso multigénicas

agrupadas
ADN
S Agrupado o 3
(e emicn, — " e
altamente repetitivo)

No Bloques Minisatélites
o,
Micro:

repeticiones K
| satélites

Disperso en tandem
(por todo el genoma.
moderadamente repetitivo)

Fon
Repeticiones
dispersas (
B LINE

Figura 2.5. Esquema de organizacion del ADN repetitivo en genomas

eucariotas.
E I ori gen erveopl euttiicvioo ndees |ldagsbe@mmaEraess paurd | a r e
o enetambinacdiurmnng@nhil@aaci - n del genmamar reinr | ¢

err.or®is eshoosre @yirdapraessaan sai glui e ntEen gceonnetixrgacpia-rnt.e

repetdceppestdabseurdglie transl ocaci cme®sos.-tmi A

Organi zaci -n del genoma en eucariotas: ADN
Las familias g®nicas <cl 8sicas est8n consti

S e encuentran altament e conservadas Yy S e org

(Fi gufa Rste tipo de organizaci-n gen-mica e
son requeridos en grandes cantidades por | a
y | as prote?2nas histonas.

Continuando comas elhi, ®fiecesnopesop rdoet eP nas esenc
empaquetamiento del ADN en | a cromati na. E |
principales: HI1(Fil2uMBpER2B s t,H3efng grdopgacesent a el
yel ADN ent rADNt@ dao djiefrli lctenit cciont e.rag @mrigam.i z ac i
t8ndem de sus genes per mi tuenaan sta SinpusipthSamed & c e |

cada copia g®nica dent rtoo dien d ebpl eonqduiee ngteen, e rlao uc

producci-n masiva de ARN heneaj&trenenaudet m#l
es cr2tica durante |l a fase S. A medida que |
requi ere un empaquetamiento i nmediat o; por |

NM2
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hi stonas extremadamente alta que n&npeditas -
agrupaciones, |l os genes individuales estS8n
codificante, el cual act Y“a como espaciador
(gen + espaciador) se reiteoqude ffoempuedane
entre 10 y 40 veces, dependiendo de | a espec

a) Histonas
Hi  Hy Hy H; H), H; H, Hy H; Hy =y 00 40

ok il e e de e X TS

b) ARNr
188 5,85 285  region intergénica 188 5,88 28S region intergénica
g E P >50 repeticiones
™ el

Figura 2.6. Esquemas de familias génicas clisicas. a) Familia génica de las histonas. b) Familia génica del ARNt.

EnFi gu6bba e2 .puedeot e seendpel aof ami | i a g®RNcaEol 8s
rojsoe replesegeamdci fgiueanrp&I,a =,,8 ARgspd8 & una
regi-n integgm®ansd cae nkEs aldlseq i &, semej ante a
procar iLouteagso, tcoa ddamrt@reann sacrciada uno de | os ARN

se repite m8s ded&dl0 oregaersi drmp.endi endo

Las familias multig®nicas est8n compuest as
ancestro com¥%n mediante procesos de duplicac
estas presentan un grado de conseantarcd - U SV
mi embros se def i ne Laamigl¥ina ss unpthboereog ®@mgifeaa al t a h-

de secuencia y conservan flLraaiperdspmed e mmesamar

una baja homol og? a, manteni endes apgererassS umo el
origen evolutivo remot o, aunque suslrfasndiaon
duplicaci-n de un gen ancestral, |l as copi a:
evolutivosclBientegougacunn g®nica, se disting

1 Vari ant esopd @rsi cfauseocr(i olnaasl eni:cas secuenci a:

capacidad de codificar prote2nas funciona

NMT
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suel en expresar |l i geras variaciones que
tempor al
i Pseudosgenescias con alta si,miphertoupdendl| des
capacidad de expresi-n o su funcionali da
(codones de parada prematuros, p®rdida de
1 Genes t rsmnwceanmmoisas que conservan Yini cament
original (ya sea el extremo 5°' o 3').
T Fragmentoprg®mwminess:i nternas de | a secuenc
el ementos necesari os para una transcripci
El sistema de | as gl obinas humanas es el I
di vergencia. Estas famitl #@sespecniddceas r de o8
Ugl oleiso®& al i zado en el cromosoma 16. Este con
e el ementos funcionales y no funcional es;

unci emalreog e)x pqees asle sti ntas etapas del desa

na organizaci - -n similar gue permite el ca

d

f

(en viFolgetvam) 2%t ec b-gllecakisan § usado en el cromoson
u

final mentTe ena &a&dgRlat gamsty sy m) p s(eeund owiEalgaitr &) (
2

), &stfamilias mul ta grewy aslns ed e gemoumant r an

a) Claster de la a-globina ubicado en el cromosoma 16

LCR region intergénica pseudogenes a a pseudogen

. I HHE -

b) Clister de la B-globina ubicado en el cromosoma 11
LCR £ % pseudogen o

B
-HHE— B = ] ]

Figura 2.7. Esquemas de familias multigénicas. a) Familia multigénica de la o-globina. b) Familia multigénica de la
p-globina.

Exi sten otmudd i O ®miec aaarscqgitecen p e asa s, i ncluso
cromosobasejempl o de este tlihppomid dadf candi dlsaa sq un

tiene 3 genes funcional eesr oynos opslassudogenes r e

NMY
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Organizaci -n del gerpmanioe ucooadriifo tcaa:n tAeD N

Como se menADNm-o, ceodi ficante constituye | a
Aungqgue no codifique prote2nas, cumpl e funci
organi zaci-n cromos- mica, |l a estBdi asdadgiesh

no codisfei coarngeaeni zan fundamental mente en dos
ADN repEti AiDWNer g®ni co comprende | alsolsseduenc
g®ni cos adyacentes. El espaci o gen-mico que
constituye el (Fhlgaw@gape 2i.nt er g®ni co
DentrADNMNedepetiti viecenencoeintraamrtie ADN alt
agrupadegedetarsoacry m8lit i AR moder adampatsorap
| argo deFi gebao m2Laic agcwedaadiaBBN al tamente re
caracterizan por presentar una unidad de rep
formando bloques masi vola Buei dédkcase B 88 canza

concentran en regiones de heterocromatina ¢

tel -meros, donde desempefan funciones estruc
y |l a segregaci-n durante |l a divisi-n celular
a) ADN intergénico
5! W s

ADN intergénico

b) ADN altamente repetitivo

Repeticiones en tandem

Unigadicaeyepencion)

Repeticiones dispersas

Figura 2.8. Esquema del ADN repetitivo no codificante. a) ADN intergénico. b) ADN altamente repetitivo
agrupado o entdndem (satélites) v disperso.

NMo®
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ConsiderandoFelgu8jae @phded AAlIGEE€EGCREMEtiaauni da
e repetici-n, esta secuencia piwemhee sepemi s m.
ecuencia puede uneap eali risa.dEesndes S8lateomor aes el
ecuenci,asssaue®iciteas al tsememtcal ernd peeatnirtaiguw aosp adn
et erocreaims8ltoisc acsentr - meros y tEigmPahbg@s de |
at ®l i tes eshlg8os Uioer0mMEDd®ds 0 .p0X 0 ddeee puentyidcaid-emns
nNi daeépadeisci8- tomé o2 mgr-d3g0u %ippb 2 .

a) Ubicacion de los satélites, minisatélites y microsatélites

SATELITES

P

Centromeros

Telomelos i /

MINISATELITES Y MICROSATELITES

Telomel 0S

b) Esquema de un satélite

Unidad de repeticion: 2-50 pb Blogue 1.000 a 1.000.000 u
B e S e SRR S e S e gl s e )

¢) Esquema de un minisatélite
Unidad de repeticion: 10-65 pb Blogue 100 a 1.000 u

S eGaEsEssss 990 ooseaEsesws 0909090909

d) Esquema de un microsatélite

Unidad de repeticion: 2-6 pb Bloque <50 u
- O00000 @ 00000 SO0
Figura 2.9. ADN altamente y moderadamente repetitivo. a) Localizacion en el genoma b) Satélite. ¢) Minisatélite.

d) Microsatélite.

NNM
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Las secuencadesr adckcemeadNs éeni e wmcuentran dispers
genoma y son fundamentales en | a gerP&teidea n
encontrarse como bloques de repeticiones en
di spersos por el genoma.

Dentro de | os Dbloques de repeticiones &en
mi crosat ®lniteast. ®IListserasmb( WNTR)s de 100 a 1.000
cada umiedeaedsietec-ompddne @BEHgpdth 20sr msat ®l i tes
son bl oques de 50 wunhddeddded sr edoee td ecp & trfR ct 6 vepnbey
29d).Al no estar sujetas a una presi-n selecti\
pobl aci - n. Dado que | os humanos somos organi
de repeticiones) de cada progebhasode BRataruwn

ensayos de gen®tica forense con alta precisi

En uenmpdjo di,agsne sdaorcsn deir o qpesee | os al el
mi crosat®lite espec2fico y su madre es (5, 7
consiguiente, el alelo 6 debe ser aportado

presenta el IgZx)hotqwedda 1&Oxcl ui do bi ol - gi camen

Con redspasctsecapaeti aisysaes edn csupeerrtsraasn | os el e
transponi bl esShoSItNEnNtceels piem e ®@E NNE | eldeen geil @ gnle
Il ntersper sed )NucHisetaoesn EEll amemmtpsaci dad (o | a tu
movilizarse. pobos e$| Nie o @mieasreenpdeet i GO na 500 pb

n¥Yamer o de copi aslL oklrNtEA kelma yaddekiss @ peexstioecn s-ans  d e
varios miles de pares de bases, presentes e
g e n olfniag 2 10p

SINE
Unidad de repeticion: 100-500 pb  n°variable de repeticiones dispersa

S o e e =S 490 o

LINE

Unidad de repeticion: varios miles de pb  miles de repeticiones dispersas

Figura 2.10. Secuencias repetidas dispersas.
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Al analizar un segmento cr(inppsi-mize bobsmanwo

una cl ara preponderancia de el ementos no cod

mi crosat®lites) sobre | as secuencias ex-ni c.
bi ol  -gica no reside %Yni caankinftiec aeda sl,a sciannot i edn
regul atoria y estructural que compone el res

B on =W =T —— =
. Intron T . ]

. Pseudogene 20
[ une

W sine V29.1
. LTR element

D DNA transposen . - _ D— - - . - . |
. Other genome-wide repeat 30
D Microsatelize

TRY4

mEmmem w8

BO 40
TRYS

B - T e mem

#0 50 kby

Figura 2.11. Fragmento de un cromosoma humano.

A modo de rkisguieZne? rame $ malgdue@ebanai fica | os col

del genoma humano bas8ndose en su frecuenci a

NN=
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DNAWCORIaM Codificante e 8 ]P"’wi"asm
ncd

Control de expresion
No
codaificante.

IDNA coaiicanie
TEPENIVOD.

tigenicas corn geres
Igrupados: globinas, LA

dispersos Flias. Multigénicas con genes dispersas:
aldolasa, actina, ferritina

Agrupados y Repeticiones en tandem: DNA satélite
altamente
repetitivos

Disperso y. Rep. Minisatélites
moderadamente. Tandem - —
repetitivo dispersas Microsatélites

Ketroelenmienios.

DINA Iransposornie:

=

Figura 2.12 Resumen de los componentes del genoma humano basindose en su frecuencia de repeticion
v su funcion bioloégica. Tomado de Strachan & Read (1999).
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CAPCTULO 3. BASES MOLECULARES DE LA

REPLI CACI N DEL ADN: CARACTERESTI CAS GENERAL
EIAINconstituye el reservorio de |l a infor mac
La transferencia de este materi al hereditar.i

s e ef ect Ya medi ant e un mecani smo bi oqu?2 mi

repli.caeh - tont exrttoo gd®eedlud aar , este fen- meno
espec?2ficamente durante | a fase S (s?2ntesis)
duplique con alta fidelidad antes de | a divi

A continuaci - n, se describen Illagxrgien pliae d a ¢

replicexde nuna perspecti.va bioqu2mica y mol e

-Natursameezansea vragdmplriacaci -n se define como
gue cada una de | as dos mol ®cul as de ADN r es
(hebra parent al o mol de) , mi entrde go&Eschka he
model o asegura | a continuidad de | a secuenc

celul ar essemilcaoamdegmwadoest o original mente pc
confirmado experiment al menE®é¢ mepa @aroivsa g e lusno n
desenrol |l ami ent,ta sdedolsa hdedlrlaes hd®l ilcae mol ®cul a
sirviendo cada wuna cbmega,n sno l2dnetoedsui cpel alred ihke
compl emapanti asde cadaCdesturdrda a@edd af nwnmmdl de | ac
mol ®cul as de ADN resultantes conserva wuna h
parental) y wuna hebra dEs tsa? nctaersa cst errecsite nctae

mantener |l a estabilided gee®gioca,e yYarogoues mie
nucle-tidos y asegura | a continuidad de | a i
-Or i geme pde clmpanit oisi leaktein)ci o de | a s2ntesi

secuencias nucleot2dicas espec?2ficas denomin

cr2ticas seg¥%n @&l gdo)mi B n b fproc s agrciomteand ma

cCiroewliesrsari aco origen de replicaci-n QrnNOhof oc.
(Fi gur aE 3r.glaan)iesanarsi odeabssud ADA | i neal y de gr an
m¥%l ti ples or2genes de replicaci-n (multifoca

genomar @acde manera simult8nea en diversos p!
tiempo d@&l gur@ca8&sdb

N NTI
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Covalently
closed
circular
template

Origen monafocal
(procariotas)

& \ Overwound
region

\_‘ Origen multifocal
(eucariotas)

Figura 3.1. Origen de la replicaciéon en procariotas (a) eucariotas (b).

-Dingm™imuwul t Sencelaengk i a4 nt esi s de | as nuevas ¢
Ssimult8nea en ambas hebras mol de. Asi mi smo,
Il ncorporaci-n monom®rica y sucesiva de deso

compl ement ar(Fedad.ad8&8. Bases

S—P
F-S=P-S=P-S=B-S—P—s__p— g-% @
p
d ¥ © @ c e 2 S .
7 8 £
T A G G G A s Doble hebra de ADN original
§-P—S-P—S-P—S-P—S-P-5.p_{ 4 s ps ps ps psps
— ADN @ ¢ 9 ¢ v
Direccion I
p—pOImerasa G G A ¢ T
¥-S P-§ P-§ P-S P-§ P-° & P-S-P-S-P-S-P-SP-S-3
d ¥ & & o ¥ e & Q
X A )
m A £ @A G 2 -
% ¢ °

S-P-S-P-S-P-S-P-S—P S—P e » )
c-S ,-® Nucleétidos libres

Figura 3.2. Replicacion simultianea y secuencial. Tomado de Griffiths ez a/. (2000), con modificaciones.

-Car8cter badireécciecoalbci miento de | as sec
i niciadoras, enzimas especializadas (helicas
nitrogenadas, provocando el desenroll amiento
deeplicaci-n. Cada burbuja est8§8 flanqueada p
en direcciones opuestas. Por | o tanto, | a p

punt o de origen haciba (Faogpuarsa e3x.t3r e mos de |

-Repl i eeamiidinsceetaai pnapi edad deriva de | a es
ADN polimerasa, | a cual sYBb,pluegendbntatheh
direc¥b:n ®ebido a la naturaleza antiparalel

NNP
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heblRPalgrhebr a(Friggau8padda s2ntesi sodeiphoahelsraa dle
forma ininterrumpida en el mibmos3ephebda dae
rezagadacondd ogaa mediante |l a producci-n de
denominados fragmentos de Okazalin, elso@ caaloc
poli merasa debe sintetizar en direcci-n opl
coexistencia de una s2ntesis continua y una

semi di scontinuo.

horquilla horquilla
{ A ‘\ ( }\ \ Direccion de
aperturade las
hebras
hedmsmolas => \
/ c ; : 5
3 Burbujade :
 d e )
3 replicacion 5
4? x

/

Y
Hebras molde

<=2

Direccionde

aperturade las
Deres Figura 3.3. Replicacién bidireccional y semidiscontinua.
Tomado de tuguidadeaprendizaje (burbuja-de-replicacion-

e -2 i del-ADN.webp (617x403))

continua discontinua

ORI

ENZI MOLOGC¢A

Pol i mer asas

Las polimerasas representan una familia de
|l os 8cidos nucleicos. Su funci-n principal
medi ante |l a polimerizaci-n de nuctest¥daodes,5's
3" . Estas enzimas requieren una cadena mol d
pudiendo clasificarse seg¥%n el sustrato que

T La ADN polimerasa dependiente de ADN cat a

T LaADN poli merasa depencdcteadmba c®®he ARMBENscr i r
inversa, sintetiza ADN a partir de un mol

T LARN polimerasa desgasmpdinesmthbd edaleADNroceso
(s2ntesis de ARN).

T LARN polimerasa deeamraineantienpdd cAaRIM en | a

ciertos genomas Vvirales.

NN 2
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Requisitos para | a replicaci-n por | a ADN po
Para que | a polimerizaci-n se |l eve a cab
requiere de | os siguientes componentes:

9 Cadenaotmompkabhkeadra de ADN parent al gue di
compl ementari as.

f Sust rsaotho®oexidrri bonucl e-)Yjdbestcubbsefapo
tanto | as unidades estructurales como | a

fosfodi ®st er .

9 Cof actimmes: met 8l i cos bi valentes,?2)bundame
manganedo (hMmesarios para | a actividad ca
9 Cebador marreplicaci-n no es un proceso au
requi eren -OH kexbrempr 8éxi stemMtTé gRar a®hfhd
eucariotas, este cebador consiste en un

pri masa.

Clasificaci-n y funciones de | as ADN pol i mer

La actividad catal?2tica se dessrdd@uoel i1 nici
i dentific8ndose tres tipos principales (I, I
5Y3' y su activiVdBdd exwaendcel epaesramiZ'e el i mi nar
reempl azarl os por ADN, adem8s5'dep groas elear caccrtri ¢

errores.

En el sistema weucariot a, | as poli merasas

funciones altamente especializadas:

9 U@l fp@3ee actividad pri masa; i nicia | a s2n
nucl e-tidos de ADN.

T betimplicada primordial mente en | os meca
correcci-n de errores.

79 Udel tUM®)p syidomn) as Emiznmoeagsmd esabl es de | a el
hebras | 2der y rezagada, respectivament e.

T o29(gammayg nfcaaregada exclusivamente de | a repl

NNT
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Procesividad de | as polimerasas y el r ol del

La procesividad se define como | a capaci
Il ncorporaci-n consecutiva de m%W tiples nucl e
pol i méyUps@sentan |l os 2ndices m§s altos de pr

Este fen-meno es posible gracias a |l a inte
Prol i f(eCRA.i -Hl PCNA es un complejo trim®Trico
"abrazadera deslizante" que circunda el ADN.
su disociaci-n prematur a, permitiendo | a s2r

etiente yFiagwedaerada

Nucléotido siendo Direccion de sintesis

aniadido al extremo 3’ /

PCNA

Polimerasa
| 8 /¢
Cadena hija

Figura 3.4. Procesividad de la polimerasa gracias al
PCNA que la ancla al ADN (en eucariotas). Tomado de
Lodish ez al. (2000).

Cadena molde

Otras prote2nas
Adem8s del compl ejo de polimerasas, l a r e

coordinada de un conjunto de prote2nas Yy en

estabilidad y topolog?a adecuada de | a dobl e
ElI proceso se inicia con el reconocimiento
de reconoci miento de or2zgenes (ORC), l as cL
component es (Fdieglurradep.ific camamazse macat al i zan | a ru
|l os puentes de hidr -geno entre | as bases nit
parental es. Debi do a | a natural eza bi dire
simult8neamente hacia ambdaEi¢ax tepdmecatperzmaps nd
de uni-n a hebr s seqnccildm 4q SISBE RPAYyenas de
estabilizarlas y evitar que se reasocien o f
mol Haepodoi somwrleirvaisaans | a tensi-n torsional y el
avance de | a horquilla de replicaci- -n, real

NNY
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f osfLatasioch easas FEMIN yr KRNacmas &ddl es de | a degr a

|l os cebadores de ARN una vez que han cumplid

ADN Polimerasa

cadena adelantada

&
v ' v \ Proteinas de unién a hebra sencilla
| f !
| \ ) \ Y 4 Topoisomerasa
. . - - N o
3
3
A ' y ’ 7
] ) y
| i {

p
( '\ g #
\ J Figura 3.5. Replicosoma: proteinas y enzimas

fragmentos de

Helicasa

Okazaki de la horquilla de replicacién. Adaptado de
AP Esivnersss Campbell et al. (2014).
Din8mica de | a horquilla de replicaci-n
La iniciaci-n formal de | ddoprinmasa,s lea ameall
|l a formaci-n de wun cebador de ARNOHESs1 &1 €71 ¢
necesari o para | a INAMf®PoPpetaeci onmeeleproemerr
pol i mpohygmefas), swinadingsUapalmemed @s &d ongaci

a su elevada procesividad.

En |l a s2nteadng idadiplohi merasa progresa de n
siguiendo | a aperbPourr aeld ec ol nat nhaatrscpesb fela ggand & |
surge una asimetr?2aebhulo espécienhi ¢cadhbodrdeila
|l eer en Wi5regcis-imV3thiedbardoem 5que | a s2ntesis
progresar 5¥n3ddhetbaai mol de cYoh' orréd gEwmitearcd -wmn S
de s2ntesis discoatpnumasinsestetipracm8bi i pl
i nterval os regul ar@as.Uexti eArDNe peodtiaer ashador
i ncorporaci-n de aproxi madamente 200 desoxir
fragmentos de Okazaki. Para permitir este a
funcional, exponiemda d$agmpofFt aaraezdeHi-\nos p

NN®
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Fragmentos
de Okazaki 5

’
Fragmentos 3
de Okazaki

, Figura 3.6 Fragmentos de Okazaki. Adaptado
_ 315 - de Campbell ez al. (2014).

Topoi somer asas

E I desenroll amiento de | a doble h®lice por
superenroll amiento positivo por del ante de
mi ti gado por | akoapsod switisgeoacirasss zsan | a rotura t
sol o enlace fosfodi ®ster en una de | as hebra
|l a brecha, reduciendo el grado de torsi-n er
| os exlta ermmacci - n i ndveo ltuicrroas iunna reensiedluosi t i o e
se une covalentemente al ADN para mantener
cat 8l isis.

Terminaci -n y procesamiento de fragmentos

La fase de terminaci-n ocurre cuand(sd as m
encueatlan)argo de | a mol ®cul a | ineal de ADN
hebr &) eesaecahbha s eraiseoskKlne pri mer l ugar, se el in
nucl easas FEN1 y RNasa H1 deugrgaMml a wmlsi nteerbaas
cataliza |l a inserci-n de desoxirribonucle-ti
el extremo 3 del f r a g.frearit me natdey,a clean t &£AD N olmog a
muesnag kgestantes en elosédaquwel eutno edhel o azhoa
fragmentos de Okazaki pé@&naufr)ar ar7 una cadena

N=M
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3’
5’

5’
3’

FEN1 + RNasa H1

3’ e— _— e e 5’

5’ 3’
3’ 5’
5’ 3’

DNA polimerasa 9/¢ --- DNA ligasa
3’ — @ 5’

5’ 3’

Figura 3.7. Terminacién y procesamiento de fragmentos.

La maquinaria de replicaci,Ilm MDNr epmotla mema
puede completar el extremo de | a hebra hija
ya qgue no dispone de un e xEtsrteanso rperge voinoe sp area r
compuestas por ADN no codificante altamente
Con cada <ciclo de divisi-n, |l os tel - meros e:
este desgaste alcanza secuencias codificante

gue comstbhifaiseyel | gi ca del egnJveaej esxcinmiseretnac i mi ale

Tel omer asas
E I manteni miento de |l a integridad gen- mica
bi ol -gico cr2tico, restringido aelipmajl.ed eaalc

En esterecmti éax@ateo ] a acct elno ier dlissfaeerneznicmaa de |

som8ticas madur as, donde | a ausencia de tel
ADN, <ciertos grupos celul ares preser.vakmlhstsa f
ocurre®leml Aaasgommdien slearssdsaesgni si - n de cromosom
descenwgé¢ndiosd; fgatemipeen el r8pi do desarroll o Yy

embri og®®k st asst m@d)ltasr gct eri zadas por su esta
capacidad de autorrenovaci-n continua.

La telomerasa es una ribonucleoprote2zna ¢
especializada (TERT), capaz de sintetizar AD
propia integraHlh ®mecani *mdrdetaceai. obmsdevhaet
Figuria 3.8

N=N




9CqNT I ¢ Wl YW7RY
Al YnIDtOU RNV I R ER N
7RYGYNDRE W

TTAGGGTTAGGGTTAG 3
AATCCCAA

ELONGACION ‘ TELOMERASA

TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG 3° 4

AATCCCAA _CAAUCCCAAUC~ -5
2 3 ARNdela
TRANSLOCACION l telomerasa
TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG 3’ -
AATCCCAA CAAUCCCAAUC ~ 5
NUEVA l ¥
ELONGACION
TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG 3’ . Figura 3.8. Mecanismo de accién de la telomerasa.
AATCCCAA CAAUCCCAAUC - 5

Tomado de
l . 3 https://www.medwave.cl/medios/cursos/Oncologia/oncolog
iabasica/Image2-telomerasa.jpg

-Reconocimienta gnzilmagpaecsea@a: uh fragmento de
repeticiones telom®ricas de | os eucariotas.
parent al y, utilizando su propio ARN com
desoxirri boamuellengardodi lma cadena.
-Trans| orcaascisinnt gti zar una wunidad repetitiva
tel omerasa se transloca hacia el nuevo extr
m¥%l ti ples veces para extender significativarm
Una vez que | a telomerasa ha extendido suf
maquinaria de replicaci-n convencional i nt e
medi ante dos procesos
-Pri maeiongayci - n: LaUohADN maslai mémasd i za un nue
en el extremo extendi do.iy®dsetvearni oar nteanbtoe ,| al aes

l a hebra hija.

-Madur dicnalnment e, l as nucleasas eliminan el

|l as muescas residuales, estabilizando | a est
Este mecanismo previene | a p®rdida de info

el proceso de senescencia emnone®ltalsa sp ogod rancii no

Cc ®| uleajsi ddoesy tddeu lad £ smadr e

BASES MOLECULARES DE LA MUTACICEN Y LA REPARA

Concepto de mutaci -n
El concepto de mutaci-n se define como cua
de nucle-tidos del ADN. Estas modificacione

=z
Il
Il
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exclusivamente del l inaje celular en el gue
participan en | a fecundaci - -n, se transmitir 8§
c®l ulas som8ticas, |l a altaltacidarpeadoster Ba
sin trascender a | a progeni e.

Las mut aciones son ubicuas y pueden | oca
(codi ficante 0 n o codi ficant e, nucl ear 0 n
connotaci-n negativa del t®rmino: aun@us® muc
beneficiosas, constituyendo el mot or primige

Las variaciones en |l a secuencia de nucle

prevalencia pobl aci onBxXxi syt eissud niancpodmlciit e nftunnecy
pol i morDassdmo una perspectiva poblacional, | a
apar. cliwmtnmeisl recambi o emuéea peesentca demdemd mos
pobl acEnhiemopfilymo i ante gen®tica se encuentr
1%, |l o que sugiere una &estabilliadcacomael bd s v s
poli morfismos dENR@Estuepmriadioo su mipi |

Ti pyost ax odndoamsua aci ones

Las mutaciones se clasifican seg%n diverso
T Por el tipo de lo®loulsao:m8tgecramsi nal)e s

1 Por su magnjtedetotemswyl ar del mat er:i al ge
cromos: - )i da&s medi ana escala (4) y puntual e
T Por su efeotowfa@&sdtelngii os(abg) 0O s s Nl aiemd g oa
de | as cual es se encuentran | 4 ¥y mbaaci o
mut aciones beneficiosas (8)

1 Por su expudoensiinagrapers@ic(edsl )v as

T Por SuU eopamgtephaeraisor es @nid-og einmmaaxg edmtse s
mut Sg@nmbst a cl asi ficaci-n est8 |igada a |

1Mut aci ottensg aemi lnaa |

Se originan durantel d aggamde thegs@maiisma.cahal aa

®mut aci ones por |l ocus por divisi-n, En | a es
100 mutaciones por errores de replicaci - -n (
obstante, su i mpacto patol -gico ealibmj\ot, erym
i mpi di endo el naci mi ent o.

N=0O
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Estas mutaciones se transmiten Ynicamente
organismo. Su tashde pacideniSasdamsyndeiatids in-
tras | a f or npaecrio- mndteels cdiegotdoesarrol |l o compl et
mosai co gen®ti co. La proporci n de <c¢c®lul as
(Figurna 3.9

T Temprana: Una gran parte del organi smo po

T Tar d?2 a: El cambio quedar8 restringido a wu
OR > @) = @$@

& cigoto £-cigoto Figura 3.9. Mosaicismo por mutacién somaitica
L e 8 temprana. Si la mutaciéon ocurre en las primeras
somitica divisiones después del cigoto (izquierda), una gran
\omprana proporcién de las células del cuerpo heredaran esa
mutacion (representada por el tridngulo grande

< mutain naranja).Mutacién somatica tardia (derecha): Si la

“‘"(‘J'r‘:]‘,q‘ mutacién ocurre mas tarde en el desarrollo, solo un

o 4—“* ) . - B pequeiio linaje de células se verd afectado,

u;1(:ﬁ\ﬁl;?::0?g:sg ;cocganln]l:s e;)(?:zi:l?:’is::::;?;x‘;‘ni:;u:c(]llce resultando en wun mosaicismo mucho mas
portadoras de la mutacion la mutacion localizado. Tomado de Nussbaum ef al. (2016)

Ej emplacodedee hamodocumentado casos donde pr
mucosa yugal resultan negativas, mi entras g
revel aendloa qmadre es un mosaico con una mut
mol ecul aregede wmo teej iodao o.
3Cromos- mi cas
Son mutacioneaquelolmos - dpucdgeamanharscagibones de
pares de bases mediante duplicaciones, del ec
mi croscopio
4 Medi ana escal a

Comprometen varios pares de bases.

5Puntual es
Son
po de

T Mecani

ti
Sursot

mol ®c uDeantr o

idtea oshu m :

de

nu

este

cle-tido por

otro

S i

mut aci onemplpiucndmnahnesmaglumenDentunosdkeoen
mus acngnens ,t ses dmac aniv e hdFsiogbuercan ¢3a plal

n

ti po dlossuimui posece s i

N=TI
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transydcda aamsversi-n. Se |l ama mutaci- -n de
cambooude euna purizn@) pordet umao(r@ioiCnpi.d(iTn a
Aunque estad2?sticamente menos probabl es,
transveamadomaes ual es puntuabhesvemBisausund uc
purina por una pizZzr€mi dina o viceversa (A
1 Mecani smbedoecud:r pPrlnala de un nucle-tido,

mol ®cul a m8s <corta.

f I nserexii snaki wwin-an de un nucle-tido, resulta
Ej e mpd oclasssroo acwe oum anut aci - n tpruansiaci pmrde G p
regi-n reguladora (promotor;) gddad g einmmpedi 1f alc
de factores de transcripci - -n. Esta alteraci

coagul ante si gniafnidcohetenovfd nheinat et,i proe sBu.l

DNA original DNAs mutados
5" ....ABCDEFGHIJKLMNOPQR|.. 3

- 5 ...]ABCDEFGXIJKLMNOPQR |.. 3° misma longitud
SUSTITUCION - — -
el e ——
P 5 .. [ABCDEFGLJKLMNOPQR|... 3*  més corto
DELECION —
INSERCION 5 ...‘ABCDEFGH}FIJKLM\IOPQR;... 3 mas largo

Figura 3.10. Mecanismos de mutacion a nivel molecular (mutaciones puntuales).

6 . Mutamaeubnas, silenciosas 0 sin-nimas

Las alteraciones gen®ticas no Deéi haniaf igast
c-digo gen®tico es degenerado (mé&minpBesdo) |
sustituci-n de bases puede (FnogualptEedt. &rltli o os a
cambi o se caorbd e deeminsos jegn isawoa (doo e s ¢ evsa ddoerc,i r
gue uelvon ami no8ci do ipocge? Pproa$ edimoirb8tes o o
no hay wun e fPeocrt oe jfeemmpolto?, p-gacno ba In ag e ru nt@éptdrraansi ¢
NGO ( ACY ACG) mant i emrea cliar reiordceonrap, resultando e
funcional mente nor mal

N=P
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Tipo salvaje Mutacion silenciosa
DNA
5-GTG CACCTGACTCCT GAG GAG AAG TCT-3 5-GTG CACCTG ACG CCT GAG GAG AAG TCT-3’
3-CAC GTG GAC TGAGGACTC CTC TTC AGA-‘ISI'IRNAS’-CAC GTG GAC TGC GGA CTC CTC TTC AGA-5

§-GUG CAC CUG ACU CCU GAG GAGAAG UCU-3 5-GUG CAC CUG ACG CCU GAG GAG AAG UCU-3

uwn Val His Leu Thr Pro Glu Glu Lys Se;rmﬁnnﬁn Val His Leu Thr Pro Glu Glu Lys Ser

Codones para Thr
ACG ACA ACC ACU

Figura 3.11. Ejemplo de mutacioén silenciosa de la B-globina por la cual no se produce un
efecto fenotipico. Cambia la secuencia nucleotidica, pero no se traduce en un cambio de
aminoacido, por lo que la proteina sintetizada es normal.

7. Mut aci onedelnet ®idé &nco oparsjudi ci al es
A diferencia de | as mutaciones silenciosa:
Dependdeladcbi o dp,r oedutce ti po de mutaciones se
9 Cambio den sepastde t(i poesduel tcaanebni ol aa i ncor p
ami no8ci dye ki sntiacpooh ® e revsa ddoerc,i r , d igfueer eenxcii satse
carga oemolrar adnbds ami no8ci,dosmuwesda urswaev o
patol odhae) emphonemisael atder fissursoiriat(gcdid-on de
g ut Smivaloi(@gurp 3. 12

Tipo salvaje

DNA
5-GTG CACCTGACTCCT GAG GAG AAG TCT-3’
3'-CAC GTG GAC TGA GGA CTC CTC TTC AGA-%
mRNA
5’-GUG CAC CUG ACU CCU GAG GAGAAG UCU-¥
u.NVal His Leu Thr Pro Glu Glu Lys Ser 5
proteina

l Cambio de sentido (anemia falciforme)

DNA
5-GTG CACCTGACTCCT GTG GAG AAG TCT-3'
3'-CAC GTG GAC TGC GGA CAC CTC TTC AGA-5’
mRNA
5-GUG CAC CUG ACG CCU GTG GAG AAG UCU-3
un Val His Leu Thr Pro Val Glu Lys Ser .
protema
Glu 6 Val

Figura 3.12. Ejemplo de mutacion no silenciosa deletérea, con cambio de sentido. El
cambio en la secuencia nucleotidica se traduce en un cambio de aminoacido (acido glutamico
— valina), lo que provoca la anemia falciforme.

T Cambio del ma frcaomeg b c i tercg ar i o(nes o del e
nucl e-tidos en cant qudaldteesr anno tno/d a i1lpd olse ate
mensajej.empn o ceAtecmeckasShtdhe aTapyrno aut os

recesivo que provoca una (Ricguinmrud aX.il 3 | et a

N=2
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Tipo salvaje

5-CGTATA TCC TATGCC CCT-3’ 5-CGTATATCT ATCCTATGC CCC T-3’
3’-GCA TATAGG ATA CGG GGA-5’ l 3’-GCA TAT AGA TAG GAT ACG GGG A-5’
5’- CGU AUA UCC UAU GCC CcCu -3’ 5’-CGU AUA UCU_AUC CUAUGC CCC U -3
N Arg lle Ser Tyr Ala Pro HN Arg lle Ser lle Leu Cys Pro

Figura 3.13. Ejemplo de mutacién no silenciosa deletérea, con cambio del marco de
lectura. Cambia la secuencia nucleotidica y ocurre un cambio del marco de lectura. Este es el
cambio de lectura que ocurre en la enfermedad de Tay-Sachs.

T Supresi-n decamr eoagcdeedioksc:il- n de un triple
un residuo sin al trirgaurdae | L. ada mgbdBie-erhe ¢ au
fibrosi ecaui?zaBiradd bdaan ipdlea | alnoi mgpued e el pl ega

correcto de | a prote2na de transporte de

Tipo salvaje

5-ATC ATC TTTGGTGTT-3’ 5’- ATC AT, G GTG TT-3’
3’-TAG TAG AAACCA CAA-5 3-TAG TA C CAC AA-5’
5-AUC AUC UUU GGU GUU -3’ 5-AUC AU G GUG UU -3’
N lle lle Phe Gly Gly N lle lle Gly Gly

Figura 3.14. Ejemplo de mutacién no silenciosa deletérea, delecion de un aminoacido, sin
cambio del marco de lectura. Cambia la secuencia nucleotidica y se produce una delecion de
un aminoacido en la proteina producida. Este es el ejemplo de la fibrosis quistica, en la que la
mutacién AF508 provoca la delecion de la fenilalanina en la posiciéon 508 de la proteina, lo que
causa dicha enfermedad.

1 Ter minaci - nonpsrgeimsaey @emear §ci - n des u)opgeorde rna d
una prote2na f{Friwruaosad B&cdvtionactobwmnal annkarof
neurofi bromatosis tipo 1, donde2lldaa spi®&radi d

en proliferaci-n celular descontrol ada.

Tipo salvaje

5'-GAT GAT GCC AAA CGA CAA-3 5'-GAT GAT GCC AAA TGA CAA-3
3-CTACTACGG TTT GCT GTT-5’ 3'-CTACTACGG TTTACT GTT-5'
5'- GAU GAU GCC AAA CGA CAA -3 ‘ 5'- GAU GAU GCC AAA UGA CAA -3
HNAsp Asp Ala Lys Arg Gin H.NAsp Asp Ala Lys STOP

Figura 3.15. Ejemplo de mutacién no silenciosa deletérea que causa terminacion
prematura. Cambia la secuencia nucleotidica y se produce un codén de paro o s7op. Este es el
ejemplo de la neurofibromastosis tipo 1.
8Mut aci ones beneficiosas
Aunque solemos asociar |l a palabra "mutaci

evoluti vo, | as mut aci ones benefici osas son

N=T
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sobrevivir. Una mutaci-n es beneffiictinoessas| c u a

i ndividuo, mej orando su capacidad de ASobrevi

continuacloesa,epempi banm8s representativos en

1 Resi stemmheir ammedfaddesisexrds ejempl o m8s <cl ar o
reciente en humanos.

1 Resistenpba udbcwml-HBEICRGENas personas posee
de 32 pares de bases en el gen CCRS5. Est
c®l ul as T, otorgando una inmunidad casi
mutaci - n.

1 Resi stematiapomennfifaal ci fser mpprtador de una so
de | a anemia falciforme (estado heterocig
|l o gue i mpide que el par 8sito de | a mal ar
al i ndividuo en zonas end®mi cas.

1 Persi st dacctiamsiagie nbhd ment per d@amchhprmnanadsad de
|l eche tras el dest etleCpeUnma tmut aaci |- ms eadu
produciendo | actasa. Esto fue una ventaj
Europa y Cfrica, permiti®ndoles acceder a

T Aument o deamiclops aslaAdMdYPlo)b:l aci ones con di et
preseBsancnopias de este gen, | o que |l es pe
manera mucho m8s eforeiceheetguesl os cazado

f Mutaci  -nsupPAS8Llveéncialoenti bsetahosrpey(een
geBPASheredada de | os deni sovanOo0s0 ngeuter o se
de altura sin qQque su sangre se espese pel
evitando infartos o edemas.

1 Densi-sdadl evada ulaRP®ut:aci - L Re@Pr ceMoc@enhues:
extremadamente densos que son pr8cticamer
ventaja f2sica evidente contra traumati sm
Es fundament al entender que una mutaci - -n n

del e.ntPoorrn oef @esnpstoendiaa a | a mal aria es benef
|l ugar sin malari a, tener Cetsrao neujteantpil-on epsu edle

bact erpiraess egnutean mut aci onestighuie- tiHesidem @ num & sV &1

N=ZY
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en un hospital, pero fuera del ®igtuece s asmbioati
nor mal es.
9. Mut aciones dominantes

Desde una perspectiva gen®tica y c¢l 2nica,

expresi-n al®lica y el modo en gque awitledr an €
ty)jpe Esta clasificaci-n es fundament al par a
y | a manifestaci-n de enfermedades gen®ticas

Una mutaci-n se define como dominante cuan
el genotipo (estado heterocigoto) es suficie
fenot?2pGenmenat mente, estas mutaci ongeasofii mpl i c

—n

ngt,i dmnde el producto g®ni co adgquiere una

efecto dominante negativo, donde | a prote

(@) o C

ndici -n de herencia autos-mica BGmR8B8&8Nt e c

e

u

n

e |la prote2na nor malUnggrnopd wc ied &clrgaroda ¢ed lu aad ied o
0

ndi viduo con un solo alelo mutado presentar
0

1 Mut aci ones recesivas

Una mutaci-n es recesiva cuando su efecto
del l ocus est8n mutados (estado homocigoto
heterocigotos, el alel o nor mal suetieosa&lr gary
mantener | a homeostasi s, por | o Copmésnenle nit ©d IS

asocian a una p@&sElundat deraf paciol mgéa sur ge Yar
actividad enzim8tica o proteica cae por deba
al el o fHijnecrspolndaali.cawusados por estfebt quptosstd ec amu |
| anemiad ci yordnme enf er-fq@edasPadea TQaie un descendi

enf ermedad, ambos progenitord&€an Hdapemastd ah6 m
obsereaendpdl orest e ti po duen npuadarce ognogrmenrad @wkadder ees |
decunde sus alelos es nor mal y el otrd aes el
enfermedad es de 3 a 1 y dos de estos van a

En Tlad!| s eF.slulmesn di ferencias entre | as mut ac

N=®
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Padre Madre
"Portador” "Portadora”
no afectado no afectada
Gl)/ o
> \\.
o oo oo

Ii f Figura 3.16. Ejemplo de la herencia de mutaciones

autosémicas recesivas. Un ejemplo es la enfermedad de
No afectado Portador no afectado  Afectado

o st B Tay-Sachs.
1 posibilidad de 4 2 posibilidadesde 4 1 posibilidad de 4

Tabl aDi3f.elr,.enci as entre mutaciones dominantes y r

Caracter2stiMutaci-n domi neéMutaci -n recesi

Genotipo pa'Heterocigota ( Solo homocigot ¢
(AA)

Mecani smo t:Gananci a de fLP®r di da de f unc
negati vo

Estado de p No exi ste. El iExi ste. Het er o
afectado nor mal
Transmisi-n Com¥n, se obse Poco frecuent e

generaciones generaciones

Causas y mecani smos de mutaciones
Las enfermedades pueden originarse a parti|

factores end-genos, tales como | a predisposi
con agentes ex-genos, que i ncilaly-egni caoascteoxteesr
comprometen | a homSegtimmsisay eeli obogédmi, sme. di s

end-genas y ex-genas.
11 Mutaciones end-genas

Surgen por procesos intr2nsecos de | a c®lu
9 Desaminaci -hmyoX@nda tpiava:e gr upos a@intionsoi nqau e

enr acil-medoilaitbmsnaa en

NOM
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T I nestabil iedxads tgewaumira@aa :d egll i eols&@ade cN que (e
apur2nicos o apirimid2nicos (sitios AP).
1 Especies Reacti valsoadderlc aDx?sgednaorEerRrOX)oomo e
pueden fragmentar | a estructura del ADN.
12 Mutaxgemas e
Son mut socviomsmegso pragent es rfniosi, c@yyd Immicoscs ye At
| os a@w?nmiecsoes encugsghanaenasasomo el bromuro de
benzopirenCGomgeat abad dbesn cdbessnbdancl amcdllstle | a
formaci - n de ;da&dmearcoiso ndeasotmanalyr@amonKoess o 3 le e

mayor penetrcaaxusar yr pputeudreans de dobl e hebr a.

Mecani smo de reparaci - -n

Adem8s de | os mecanismos de reparaci-n pr
preventivos y | os modos de alczic®l wWl aedt epc
mecani smosgpeeeénmiwvas a | os agentes mut 8gen
ADNPor ejegnpper.- xliado di smutasa el i mina ellas ¢

per -gem®r ado en edstna nprdooc epsoad .dsa enzi ma cat al

Comoi st ema o¢e ervewndrn vio- n ,disee cctiat adre d ac d retsiin

ejemplos. La enzima fotsolfcava??memmanigadse basamloa
exposi ci - rJVaryd tsablagmesdy asenti ens ndae manera co
sencuentrareEsdm eln zADMNe ns é ngheooug@ast .o at i po de r e
directa dprobetedgentimaanadleirmigma po alsquil o
basael quiyl aaggeaspo al qui l o pasa a fEetmanipar tde
nNo son enguenasopcumplen con | a premislaagde no
alquiltransferasas se inacpowvwahoctaestlao,sceapt ¢
satura. Si tenemos muchos cambios dcandstdadt i
suficiente de estas prote2nas.

Entre | os mepamiacmpg hepocntaf@amas | os siguie
9 Lectura pgeoodmleaild v@dn'd e8Xxonucl easa de | a
gue corrige errores durante |l a s2ntesi s.
1 Sistema MWMparkdcd: n posrepdkentctafica | a hebr:
para corregir apaEe& amine nstiosst eim@ac odrer erced ar.

pe eplicaci - n. Despu®s de que ocurre | a re

NON
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cambios en EilgaAD&e3 bhetshteewcaa ni smo de acci
ejempl o, ocurri - un cambio en | a hebra qgt
cambio est8 representado por un tri8ngul o
metilada y | a rDeecie®&n as omatnedriar,raaee @ ws | es
nueva, | o que | e permite reconocerE cusgl €
cambi o dmcdernrADmMNe cecsn o cli @roo tpeo?rna Puad S
recoooglk es | a hebra eeé¢ifandgmgnilaledfamt ADI
ADN pol icoepaea a el hueco Y olsdodi @asar seb

ener grd 9 ho®s e Daimmane t ii dllabseab rmae tn u e v a

Muts CH;

MutH 32
5}

MutL

5
3’

ATP

CH;
5) I 3’
3)— 5’
DNA pol + ligasa ‘ CH,
5’ I ;?)
37 57
Dam metilasa‘ CH,
I i Figura 3.17. Mecanismo de reparacion de dafio de
5’ 3’ ADN, sistema Mut HLS.
3’ T 5
CH,
1 Reparaci -n por Escisd-iimidcda Necl ®entisdo | Ul

dzZmeros de timina o dafos por EmPbBlamgo)y amed

3.58 representa una de | as hebras del AD
di storsi-n voluminosa del ADN, |l a cual es
E cambio voluminoso est8 representado p

enl acei Poaséiw en wma raemlics rpdelarftaes de donde

el cambi o. Luego, hel iyc ausnaa eploil mintear aessao sa r
OH polimeriza copiando | a hebra compl emen
con gasto energ®tico. En | os organi smos
eucariotas, hay nNnumer osmsti pugea@domwasuni no

multienzi m8tico.

NO=
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5A G C AAG T 3 A G C AAG T 3
» | -
P] P.
ESCINUCLEASA

‘HEL ICASA

Organismos Procariotas 5 4 r 3
Sistema uvr \ P

OH N
Escinucleasa eucariota ‘DNA pol
XPA reconocimiento de lesion

G C G A A G T 3

RPA 54
TFIIH  factor de transcripcion: helicasa Wog
XPC+HHR23B ¢estabilizacion? N

XPG endonucleasa 3’
XPF+ERCC1 endonucleasa5’

LIGASA

A G C G A A G T 3

Figura 3.18. Mecanismo de reparacion de dafio de ADN, sistema de reparacion por
escision de nucleétidos (NER).

1 Repar acscins ipoosne e BER) si stema act Y%a cuand
base.FiEgnurlsae3r g¢®dresenta s-1 o unaldeolsdad alse
rompe el enl ace glicos?2dico, se |libera |
reconocido por una endonucl easa AP (de a
enl ace fosfaodii®stbeSrsi 6. deluego, pueden ocC
pol i mecasaacti vi dfaads fdoedsioexsitrerriabsoa y act Ya

ADN) equwiste nucle-tido ab8sico y coloque e

sella | a mella. O tambi ®n ppeldienuenraiucheeibr aq
gue |l uegotada8por una endonucleasa y fina
forma el enlace fosfodi ®ster

A G C AAGT3’ 5AGC A AGT 3

N- gl:cos:lasa

Endonucleasa AP

5A G C A A GT 3
1. DNA pol j3 (dRPasa) r
2. DNApol 8 + ligasa R

A G C GA A G T 3
‘DNApolS
ychAGT 3’

R4 \

FEN1 + ligasa

Figura 3.19. Mecanismo de reparacion de dafio de ADN, sistema de reparaciéon por
escision de base (BER).

NOO
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TRecombinaci -nesmourhomed @amgiasmo de repar e
dobl e cadena del ADN en el <cual |l os extre
de una homol og? a extFringur ge.NnI EARO d lagu nsoesc ucee

prote2nas i mplicadas puerden outoipdail magrd lap e ¢ &

|l os extremos antes de su uni - n. Durante e
p®r di das de nucle-tidos, pporro pl eon sqou eaN eesrt reo
obstant e, per mi tdea dr estl a wrraormolsa mao rctuiamulio

del .ADN

T Recombi naci -ems huoom-nheocgaani smo de reparac
utili za una mol ®cul a de ADN hom-1oga <coc
Gener al ment ecrseem8tmpd ae aledlramarsa ma , hd m- lqaugo

permite restaurar | a secuencia original d
cromosoma, | a informaci- -n presente en el
gu2?a para reparar el daf€fo.

x | Ku

| quinasa

¢

pu

Figura 3.20. Mecanismo de reparaciéon de daiio de ADN, sistema de reparacién por
recombinacion no homéloga.

Transferencia e hibridaci-n de 8cidos nucl ei
del A DN

La estabilidad de | a doble h®lice de ADN
apilamiento de bases vy, fundament al ment e, ¢
compl em@eArnt asroineest.er | a mol ®cul a a un i ncr emen
desnaturalizaci-n o "fusi-n" del ADN, rompi
formaci -n de helErsase nmoamnoceastoe nsaer itampetr at uca o
mel t((iTmg , definida como elPoh dal oADN®E®MIi encaante

NOTl
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de cadena s é&mnaielrimmanegcel cb6(mogudoalL 8. BPMI ese une

propiedad intr2nseca dependienrnagideneba coam
contenuédocidasiCla pr@sentan una estabilidad s
de tres puentes de hidr-geno, enadceonnipraarraa i - n
( A) .

100 -

a
(=]
T

Desnaturalizaciéon (%)

RGPV G
¢ 75 Figura 3.21. Desnaturalizacion y
Temperatura (°C) renaturalizacién del ADN.
La recuperaci-n de |l a estructura bicatenar
de | a temperatura vy | aElodenc a@nmpd welagdgeir mo tdee @ la ¢

reconoci miento de secuencias compl ementari as
|l os puentes de hidr-geno de masiec @qg Wp2rmeicd as ad
hi bridaci-n dePo8cildosdamnedrl sekiDdd,sdessnat ur al i z a
temperatur as eXxtremadamenenériibenraossc dved glier ma
t® mico), |l as hebras no | ogran encontrar Ssus

atrapadas en un estado monocatenari o desorde

E I principio de renaturalizaci-n es el p i
di agn-sti cEn maRicend whazsu t ddeman!l @l hiibr isdiagteu umi | i z
desnaturalizaci-n t®rmica para permitir que
secuencia bl anco mediante hibridaci - -n

Durante | a replicaci-n y |l a s2ntesis de A
desnaturalizaci-n enzim8tica controlada par a
estabilidad de | os h2bridos t empeosrta8 essu jfeotrama
mi smos valores de Tm y composici-n de bases

NOP
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Reacci-n en cadena de | a polimerasa: princip
Esta secci-n se encuentra desglosada en | a

NOZx
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TALLER Y TRABAJONBRPCRTI CO
OBJETI VOS

Los objetinfdssare:!l taller

T Comprender | os principios tlei-zarpdpdeey mol
cada componente de |l a mezcla de reacci - n.

T Discutir | as apldcaerasmmses dee | laa P CRi emc i

bi om®di cas.

T Il'dentificar |l as | imitaciones, fuentes de
T Promover el trabajo en equipo y |l a capaci
ensefanza futur a.

Los obj &Y oso el

T Adquirir desptarreaz gpeneeppcaBaeasri dasreacci -n de P
T Familiarizarse con eclommalnae jpor odgerla maecimonc idce

y coan amplificaci-n de un fragmento de ADI
T I'ntegrar | a e@m 8apl caadieiomRe@R triegad ceis- nde di

docenci a.

FUNDAMENTO TECRIKBDAOEI ¢dM EN CADENA DE LA POL

La PCR es wuna tBRohiMgbhaeskarci @meleipfairavirt & o
secuencias espec2ficas de ADN a parBsi runéde c
t ®cnica que hmanejo] ucl on adfor aad ige ADet,se ddod -qru ed
l e ha wvalido,H®K. Bs.u ,Muelsl aiusb r iN@d?enhi cthe s pu®s de
descubri mento en 1983, se ha convertido en
ampliamenperusiul irapdaez, esegpelciicahbciildiadad,f |ye, x
porque no es nARNMNsaxtiroe maocha mean tceo hpau rPOC Rp ari ae na
aplicaciaoniensveesnt i gaci -n b8sica, el di agn- sti
bi ot ecn dblioogrtead iyc ilnaa .

La PCR parte de |l a premisa de que el ADN b
gue en cada una de sus hebr as pueden alin
denominadosprcemadcommed ement ari os a regiones

mol de. Cuando estos cebadores se sitYan en e

NOT
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como puntos de inicio para | a ADN poli merasa
generando as? un fragmento de ADN bicatenar:i
El proceso comienza con una desnaturalizac
compl etamente en sus dos hebras compl ementar

suceden m%w tiples ciclos de desamateunrl adleigzlaocsi

cebadores y extensi-n o elongaci-n por acci
extensi-n final asegura que todas | as mol ®cu

La repetici-n de estos ciclos de desnatur
amplificaci-n exponencial de | a secuencia de

copias de un fragmento de ADN en2pbchl¥. h@pas

tant o, basta una cantidad m2ni ma de ADN mol d
|l a regi-n de inter®s tras |l a reacci - n.
El n“Ymer o de copias de dicha regi-n selecc

0 0O wp Y

dond\e es el nYamer o;de copias obteni das

No es el nYamer o de copias que ®e han depos

R es el rendi miento de cada ciclo expresad
entre 0,7 y 0, 85)

c es el nYamer o de <cicl os.

Et apadsk Gre
E I p rdoec ePls@R b aNsa c@a@psr o xi mada mé ar) eep eetinid o opsl S 0

gene'rcaompas de |l a regi-n de inter®s del t e my
(Fi g@8rBaLa reacci -n comienza con una desnatur a
separaci-n de | as hebras del ADN mol de, y ¢
completar | a s2ntesis de todas | as mol ®cul as

Unmeactc2ipcimcni enza con una da®$n%t, @)t 8nd angi - n
gue separa completamente | as hebras de ADN 1
etapas:

1.Desnaturadid9dagicrn 30 weoqudredolsas dobl es he

formadas.se separan

2. Hbridaci-n @ ®IBi fA€Ca mpioe ndé3® Isa guwed olsgs ol i g

cebadores reconocemendone sauparsean ensp eacs? fcio

NOY
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3.Extensi-n a @RowW&a piodrnrianmien/ kab,cual l a A
termoestable sintetiza nuevas heasbras comp
Tras completarse el nYamer o estipulado de c
fimmd AClPpomi B, destinada a asegurar | a ter mi

parcial mente extendidos

Primers
especificos

(1) Desnaturalizacién ¢ =
/ 94 - 97 °(

3 Extensi(m
\ ""2 ;(
/ & Hibridacio,
‘l 50 - 60 °(

Temperatura
—

/
ADN molde /

J N ciclos repetidos

Tiempo

Figura 3.22. Esquema general de una PCR tipica. La reaccién comienza con una
desnaturalizacion inicial a 94-95 °C por 3-4 min. Cada ciclo subsiguiente consta de tres etapas:
(1) desnaturalizacion a 94-95 °C por 30 segundos; (2) hibridacién a 50—65 °C por 30 segundos; y
(3) una extension a 72 °C por 1 min/kb. Tras completarse el numero de ciclos, lareacciéon culmina
con una extension final a 72 °C por 5-10 min. Tomado de Biomnigene con modificaciones.

Desnaturalizncicincldre |l deADINCR comienza con ut
i99C o0 pmaSdsas natreeADeN iozbg et i v@ambi®nand eem@dd @atmat r
otar et Este primer paso d&2 neiindubtobdsdsu rdho £ nd a cce

deADNo bj esteil vsobeparan una de | a enhcaentper miomen
si mphea que | a poli manpds d Laate¥set mdu rl a dtaed I|dee
dependbutldgccannnuado y de | a resistencia de | a

enmlast er. mi x
Hi bridaci-n de ol i gbonesphkheot idaad stceceemgemrca tf u rca
reduce6@C 4mdsd gonucl ®oti dos hibridan con | a

una de | as c ADNsregsa rsadnapyd eesso deent er i or, 'y Si r ve
| a s2emt eesli spas@ diegnpieermttes.r aL a | a cual l a mi
ol i gonuhcilberdtdssdro secuencia compl ementaria en

encuentra dse n@d ruatedmpzeardad u rTan dcee |IfTwismpgelm®ast ur e
of mMEEM ith®r mi nod mprdicda cloas ,esltaabi | i dcaed addeolr a p
y | a hebiUUadadeajAdDNi mpl i ca quednaa tuanii-nndiecsa du@be

NO®
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m8s fuerte, per o si es demasiado el evada pu

a

e

o - 99 w o T T Y o o

® ® 66 @d® d® Q9 O

(@]

l i neami entLca dceonlceanPCRci mas mexeMgudla lean elfai ci
specificidad de este apareamiento.

Extensi-n de | a. efieviachabcaaneéo ADAN t emper a
| vaegltomo para | a actividad de maspef;i mesxas a
til oxkNaTfPara sintetizar | anhoepabmematdeDNae dat A
ol i merasas que no eran estables a ADINttas te
aciendo neuwneesi@&viao eamf adnaElt rhaasl | caazdgao cyADcNlao .a p | i
ol i meeamaefsa arbd aetslaet odol og2a gracias a su e
epetidos ciclos a temper bt UPrCaRa rseeh tcgosnevyilrataireir
®cnica r8pida, auUpmatezhda gneemasdmEsblea
n esteTafm@l e snelnasADN poli merasa termoestabl e
e | a Tbhaecrtneursi ga qum tmicaursoor gani smo term-fil o (¢
| t a t empEsrtaat w@mhei ma& spstir temperatl ar dacee i
asaportar | as al tlaass deesmpaetruartaulriazsa cdiu-rna ndteel AL
unciona de manera -ptima alrededor de 72 AC
e ADNI i gual gue otras ADN nptpaisidse rh BDasr tem
egupdos mj ndépsendi endo del | argo de | a secu
mpl i ficar 1EsO0t0e0 ppabs oo clo mpl .eg iag wine ctiec | @i, c lyo
etornodZ Ipadea94at urlLaal ivzed wic-imdad y fideli dad

e la enzima y del bal ance adecuado de nucl e

El producto de PCHR edemearc a mdddacfieed &mucnicg ndo s e
n funcicantdeapartdoaddnanp o i f(F ic qauBroBd qglueepende de |
i sponi bil i dada dree ascucsit-rnat oP oprareas o, sleo sa foaldiego 1
n exceso ADM s pectnohlaa fpirciame.r a f ase de | a PCF
xponencial;edpal egapat mncai al Yamh@scetl oi dnpé
antidad de ADN bl anco, por | o que | anamplif
s el n ¥YamelLrao pdoel icmecrlacssa. funci ongcelkradodntd&a - p
n exceso, Yy no hay productos que interfiera

La segunda fasel se d¢égamaeenfadsgetdal dlmnaciaea di s m
rogr es iAumerde rdtheogquei cl os de, [|lao sP CrRe accotnitvi ons’aam
onsumncierbsagd o (deNSTRDN )moy dkea poli merasa Lpuede

NIMM
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ampl i ficaci - n yla ncoanetsi deaxdp odnee npcrioadl ycca doa acuincel nat
producecompagmaeas iedalnd eEs oaa m¥%n | ap raopdaurcitcois: ni ndees p ¢
y subproductos si | a. reacci -n contin¥%a demas

Ld aBleatoeanesepraesenta el punto en que | a r
natur al debi do al agotamiento de recursos Yy
ADN amplificado sigue presente, ya no se (E¢e
marcamhdomaél %t i ILaeefliaciremacica -ens muy ba&jea o n

producen varios fen-menos que LosmitdaNaTgPl iav @ 8 r
c ebadsoer ecsonsumen c;adlaa@ploirmermapad edie ad pl zeaidre,

suvtacti eingaam8ti cajuchwesgoci dé os ;a asl tcaadeampe rra
Ssintetizadas compiten con el molde original,
|l a unlios debador epsr;oduetadacsumwnlhdarmi t ori os ¢ omo
i nespec2ficos que i At esffiear alreon oo osned eat ercdoamtoc i

Pl at eau

10)\
Fase Plateau
1
E’J B Figura 3.23. Fases en una PCR. El producto
= 0.1 Fase lineal de PCR se acumula en funcién del nimero de
:g ciclos, diferenciandose tres fases en funcién de
g 0.01 la cantidad de producto amplificado: fase
E exponencial o logaritmica, etapa inicial y mas
g eficiente de la PCR donde cada ciclo duplica la
< 0.001 e e e cantidad de ADN blanco; fase lineal o
Fase exponencial desacelerada donde la eficiencia disminuye
0.0001 ‘ogresi 5 - AX1
0 < 10 5 20 25 30 35 20 plogl.eswap%ente hasta llegar al méaximo de
) amplificacion representada por la fase Plateau o
Ciclos meseta la cual marca el final 1til de la reaccion.
CompondaetRLCSR
Para |l evar a cabo | a PCR s emansetioeeksa tau arle a |
contiene todssenqosxlacesheddrvros! | ar el n“Ymer o d
ElI prop:- si tfoacdiel inteazrcllaa epsr epar aci -n de | a r e:

asegurar que cada tubo de PCR tenga eAact ame

continuaci  -ms mpaen e retsrmassetchey| [l xf unci - n de cada
1. Buffer o tammnnn idckea er ecaocncdii-cn ones de pH vy

actividad enzi m8t-HCla, cSake@le yc odndttednregr&ayTir e am o

a disminuir | a c dBret arnmei cnoancii e nd ae xu-tgielniaz.ar el

fabricante de | a enzima polimerasa, .yaLagque

NTTN
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concent rhbausddfenrrdplr egert aigor f Kca cantidad de
| o gemarfdleaeVi ehamgocloinnelir@aamsea una O nXexnld@acir,n

veces concentrado respects@& em@ém Icanceatrcact

concentraci -n final de buf Par aennalvroeadcnmeime m
fina0O  deatmegont enldebS8u fAfe® cada reacci -n
2. Cofactorl eMg&h maglnesodaeensoiral para | a ac

poli mRegaha |l a uniy-hadéildesi dh@Pdendantrreacic-
Mg Cldebe optdiemi mamasra emp?2rdemasp ardolhmoyagaia e s

amplifpoacil oncodémasi @dabnapallitda eaichesmpdazfica.
soluci -nmntaembM@®KI| suel e ser mMmuev icsothneergoral ek a f
poli mPBamaacal cul ar el vol umanst gk csees ad e boe ptae ns
cuenta que |l a soluci-n comerci al de PhgCl S
ejempde®,requiere una concentraci-n final de
total de | a medzechaad iScsi odnea r2 01 (QOL, dsee | a. sol uci

3 Desoxmbol e-tidos )t risfoons flaotso b(ldoNgTuPes de <co

s2ntesis de |l as nuevas cadenas de ADN, dATP,
compl ementari amenUse ad me a beedl NAgPrmandaare ea n Ima X
excesio.se dispone de una saolai,c8 - mMdg ©6ealdaej
concentraci- -n final de 200 OM en cada tubo,
deber&8n adicionar 1,.4 OL de la soluci-n de d
4 Oligonucl eebiados msersmn sSsecuencias cortas

nucle-tidos que hibridan espec?2fi cabreefnitnee nc on

|l a especificidad de | a PCR, ya que solo se
necesitan al menos un par de cebaddebsdpana
guel ADN es SHi et elnampiome de una soluci-n de ]
y se desea una concentracei rreafcicnaln, de a0 .,a5 u@Nh
de 20 OL, se deber§8 adicionar 1 OL de cada ¢
Despu®s de | a desnaturalizaci - n, donde | a
separan, | a temperatur a secebaduaeesumpama p@r
compl ementariedad a | as refglcebadoespentidoas

i zquiperider()$s earwmae da | a hebra molde 3' Y 5',
ampl i fdeamodo que | a ADN poli mer asa ngwdada aenxd

NTIM=
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una nueva hebra complementaria en sentido 0
antisent ioda,erperme s(psreeviemresea | a otra hebra c
orientaci- -n 3' Y 5°', permitiendo que | a pol
(Fi gBr&iEsta uni n ocurre gracias a puentes
compl emenTt,aC@ asedAn | as reglLasedpetwWanfsondgdC
depende directamenteehlladd@®sssetemsenentar alre 1 eog
compl ementarias podr 8n Uhabwvedahli @agpd a theetr jars al
reconoce eOH elxitlxrednate3h®d® puntyoacheennacNToRRfTadir
compl ementarios a | a hebra mol de, exWreandi en«
nueva hebra compl ementcearbiasdeorsti ind ;e y damethbedlada r p a f
anti seEmteldosi gui ente ciclo, estas nuevas heb
a | a amplificaci n exponencial del fragmento
A) ADN molde ADN
B) Primer ciclo — hibridacion de los cebadores  Figura 3.24. Rol de los
1T T 1 Z"Db;d:l’l‘;;:?aZ'f:l)l)s(;l:;ufs)n.i?l:i
Cebador ~ Regiéna Cebador . secuencias  blanco de los
ACATeACGT splificar ) | cebadores, las cuales flanquean la
TTTTTHEEPH TTTTTTTTTTTTTTTFREFR TTTTT region a amplificar. B) Union de
/ los cebadores a sus secuencias
/ C) Extension (sintesis de ADN) blanco en el ADN
[ desnaturalizado. C) Primera ronda
} de amplificacion, las hebras
\ nuevas de ADN (en rosa) se
\ extienden desde un sitio del
\ acatoac . INNITINNIRINNE T el \ cebador hasta mas alld del otro
T THA P TTTTTTTTTTH AP TTTT u} sitio del cebador, D) Segundo
A o ciclo de amplificacion, se muestra
D) Segundo ciclo —luego de la extensmn solo una hebra. La nueva hebra se
sEaTeas ||I|||||||||||||"““"'|||||| extiende desde y hasta los sitios
AR TITITTTTITTITTT de los cebadores. E) Tercer ciclo
de amplificacion, se muestra solo
;/E) Tercer ciclo — luego de la extension una hebra. Ambas secuencias se
\\ st TTTATATEAT thiiuden (Les(;ie.y hacia éos‘s:itios
S ulullullllllllllllllll © 205 (CuDAOIes.s ©F; (QeCly; S0
delimita el fragmento a amplificar.
Los cebadores se solicitan en empresas | as
proveemracn espet T hagpaes:o molceiccunl adgl unmmedn ccae

de

al macen®Cenaal 2cevi aharpalradescongel ado

ol igonubélret sdp

a l

stil

5SADN

t as

aedna eels tc®uraill

pol i merasattaén maedtaalell@ngaci

t elmd ema@ltiumersa s a

termoest abl

debetair Imiinasl @ Lgian a evbaadaoa ie-s

frecue

n de | a

e porque | a PCR i

es una de |l as enzi mas 1

NITO
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es 72 AC. Thlgoadqeir msmi,tahte dediuonadaldes%mer a
en Uni dadedL d@U)a;ctunvad diandi/dad de esta enzi ma ¢
nanomol esa dcuenad NTrRacci -n polinucleot2dica (ab:
a 70 damol i merasa es provista en un vial cont
pero tambi ®n vuelve m8s denddsecdm@ar cwi da&do n
vol umen al pi petear . Tafgbl ntaeme a seasd ao turhoi Hf aadcet 50 rd
ajusta de mamreracempéemntaa Ounliidaczagascpom de P
El exceso de enzima no as,egpuerrao upnu eaduemesnitgon i df e
dartef aEmosl cason@eb quriThmoe e méie asa para | a
vial contenga 5 U/ OL, se debe agregar 0,1 Ol
6. ADN( mengeé aedso )e | materi al gen®ti coaque cC:
ampl ilfa caal.idad y pureza del ADN infl Byen di

ADN ai sl ado debe estar | ibre dADNcromiobli Weonmrteess f
orgs8ni cos, proteasas, (alsadlsl| esn, |dae tedatgreanct ceis
cant i ADaNInod elaeg raeeglaar r eacci - ng ese udeglh av@irza@nb | leo

que debe conocerse con |Sae cpounecheendgrsabcB N ny dseil
obti eMeen Adbnacent r@gli Onsaeepudkddeusat el De tods

| anttiad ARINecse ot ra variable que se optimiza de

7.guvAa | i bre :dd an WPcCIRe assea sd es walgioa ddEaN aesna smeyd i ¢
ARNasSisrve como veh2culo para com@adranmtri 24 ou
no haya degradaci - n Ldaelc amDdN dmid idretnmeargfiearr eamcai ga
es igual a |l a diferencia entre el vodfufmern fi

vol umen 2t ev g €me n+ dweo |duNmfTiePn d e+ v oolsu nteenb addeo r leas

poli merasa + vol uldiélh del ADN mol de) .

Tambe®nsten mezclas |listas para wusar gque
dNTPa | as que solo es necesario afadir el AL
pi peteo y asegura mayor reproducibilidad ent

En este apartagdi escomnecegdarliadamgdepé&éndaci

no sol o de |l a correcta ejecuci-n t®cnica,
experimental es, entre | os <cual es l os contra
val i daci - -rmEEldelongdmodyg.ositivo consi smeel dceen un
gue fue amplificado ant er iSour mennctleu scionm |poesr nmi

NI
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gue todos |l os comp,onemdiesi ohees | &8 ®r miacas - 1y
correctament e. Si el control positivo no get
error t®cnico o fallo en alguno de | os react
pueden consabdeersar sfAed ecnognsf,i este contr ol sirve
intensidad de | a amplificaci-n y <confirmar
par 8metros nor mal es.

Por otro | ado, el control negativo es una
necesarios para | a P@ER seuxclepgar ,els eADINe mad rc
nucl eafswarsci ‘Lmdeid i coinp aeclsl dred ggacttiavo posi bl es cc
ADN ex-geno o productos de amplificaciones
banda en el ,igredi cdae caognatraonsianaci - n 'y compr ome
resultados de | as muestras analizadas.

La inclusi-n simultgndasgehambberobnpoei &8
gue | a reacci-n funcione adecuadamente, mien
de contaminaci - -n. Su uso permite distinguir

r

esul tado falso nexjgadomm emtrr d auda amgxlnii fciog a

positivo por contaminaci-n. En conjunto, est
y precisi-n de |l os resultados obtenidos por
Factores que PRRlIuyen sobre | a

La PCR es altamente sensible, pero su ®xit
cuidadosamenyta gwuetmwudt agasvacda,s soNndi ci ones
especificidad no se soeptai epnagr ab ul eany rfio edrsed i i ralitagdn te a
buena ef icoinesrecciuee.ncBm, cada vez que se opti mi
di stfiandtygosrgruisee nspdreet e nenmm2ar i cament e.

1. Di sefebadot@emsndo sce btardadhbragisai cemsal es o
han referenciado con anterioridad, se debe d
reglas son YWtiles para que | o0os mismos hibrid

-Cadcdteaebadddrenelr8 de 24 bases.

-Los cebsadlemhesnnun@mer ¢cnaonadeben di 5&rir en m

-Se debe mantener un contenido%deE&: @GeCogu
de cldlWasgeuse f or man cada unqg dle al séerdoeegbhuegm nnoa s

c

I tosinas) .

NP
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-La secuenebaddaoelekyosdual es debe iniciarse

pYr i(ldAasoepeci al ment e yan qallee xet)stermaomno d 8 61 a ADN

po
en
en
pr
po
0

de

ma

r

30

a
i
r
n

r

- T ®d® T O

o
(@)

di
Cc a
de

l i merasa i nUra abd sae exireinssa -en) .esa Pposi ci - n
| ac aamaAlNMo |l,dneepart gocahanadrlgae 3 puentes de
pamaci -n con | a adenina que forma solo
oductos secundarios.peSt.eemi eat eemd esCpmab
l i mer gpsea dppyedd alineamiento correcto con |
del eci ones dlekajnaicdfei-diiadlrosi ¢ a@amal a el ongaci
Exi sten programas ilnficeMm®t e baRroigressr,ifoact i | i
|l os m8s wutilizados por su prqgaicei ssie- re,s twdri s
yor prehuedi dapg?itiona) .5 ( Bi omed

2Concentracixz- nendeaudgeici a de concenftracio

br e, |l a ADN polimerasa es inactiva. Por | c
uci al gue afecta el desarroll o de | a PCR.
gnesi o, i ncluyendo | a matri z nduee sADMN, (aEgDeTnAt
t rdaNtTgP) pr ot e2 nas .s e€opnoe d e swd rt aadfoect ada | a c ¢
esente en |l a reacci - n. Por otro | ado, el
zima y puede incrementar el ni vel de ampl

otocol cade -amplorf PCR se deben opt(iensitzoars d a

gra de manera experimental comparando el

ncentraciopescdesoMgonoci ddjy. como titulaci - n
3. Elecci-n dea led eeczimade | a enzima cor
pende de varios factores, pero por razon
rmoestables. Sin embargo, no todas el l as s
eMagal i merasa es | a m8s wusada, estbad epnozri ma

que su tasa de errerreses!| povianepar gpdEabdas e
mb i Pf,puolla mer asa pesocagag exkctii-pmodkBdad o que su t a
nor, ddlf. orden de

4 . ADN:samod ellee cuantificar el ADN para con
suelta y su pureza, |l o cual es fundament a
ntidad de ADN puede expresarse en microgr a
muye sdlr aobj et Svyosdelutehsapomenos ADN del n

NI
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nerar una amplificaci-n d®bil O indetectahb
agmento objetivo. En cambi o, si se agrega
oductos inespec?2ficos 0o bandaspumésdei pheasr e
i -n inespec2fica de | os cebadores y |l a for
n | a pPdrn merkhea. l a cuantificaci-n previ a
ncentraci-n son pasasosr Fteipcosdugarmd ecsbtyeres
5. Ter moci sleadlbakbkan di sponi bl es un gr a
rmocicladores y tambi®n de microtubos para
acterizan por poseer un bdlogarez enmeuted laitcuor,a
son controladas por un programa de comp

ula y mantiene de acuerdo <con el progr é

- Q o

moci cladores tienden a obtemementemmatdet,éprer
r 1o que |l os resultados de | a reacci-n pue
ropiar | os progebhmdsrcemdcaecn lobeds quéeose tra
En el TP se trabaja con microtubaos wheylpar
rma y estrechez de pared permiten un cont a
I termociclador. Se debe tener en cuenta

rmociclador y el mi crotuboasdievarGCRRcpuweactes

mplificaci - n.

Probl emas asociados a | a PCR

e

o

r

S

Contaminaci -n

Para mini mi der |laeal cpmadln@mgaiceir-en ,segneigt asstr |
Kwok e Higuchi, donidgeasms ef irletcroomi peanrdaa led s uas
s reactivos y trabajar en tres 8reas f2sic
Crealobdse trabaja con | os materiales par a
Crealohder splaasansol uci ones de amplificaci - -n
Creadohdmamsieppurloadiuct os ampl i ficados (ya sea
oductos previos de PCR).

Se puede aglf @@aons epd epuesioa sdeen er pa e gamdad an a
tas 8reas

|l nhi bi creaacidenl! a

NIT
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Como cont tospdratlishbas a esud d aposr phalit hvese f a
negatives cual es peuxetdreadcecdiArDod resfei cai eunntae o a | e
i nhi bidores de | a PCR. Entre | os inhibidore
muestras: eimogl gbicta@ari na en muesenasedeysaogi

en muesegraspes2nas;nbiebudares derivados del

como solventes orgs8nicos, al cohol es, o det e
ADNe i nhirbeldaociasnlaad opr opn al & CcRoenasccces-on de EDT/
(quel ante dlaMag¢ci - m mepeadae mptorl a ammeocrmessxa ),i nadec
uni ones inespec2ficas enot rlea eflorAbaNernmnol. ddee yd |

La formaci-n de d2meros es un fen-meno que
cebadores o entre | os extremos de un mi smo cC

de PCR con un n¥mero el evado de ci celsosmug cu
baja. Tambi ®n puede producirse cuando exi ste
|l o que favorece | a formaci -n de d?meros dur a
proporci- -n que €&Istampluied-er adeéABd dpo Icipdeor a s a
YWl timo cuando | a reacci-n est§ AAd, aesempee:

denomHoadBCBEruteden empl ear sepyue ampleesnSesn m zd nmais

bl oguea su sitio catal?2tico I mpidiendo su &
desnaturali za.
ElI problema de | o0os falsos negativos en | as

l a amplificaci-n simult8nea( pesiumit eeM@Rae ol a

C-mo eviabhsobopoBCRi vos en | a

Aun cumpleghas desKwok e Hi guskitpamtbeso rmean
aerosoles de awom eMuecsdnmrsai qaquiogamtae ri esgo de ol
procedi mi ent os habidteusailnneenctcei -enmpd ee adwper fliac i
pi sos, cparedasysoluci-n de bipbotl,pladtoPdel sOd
a 10. 0@nppm)t odo muy apropiado [Earacewnistamrb
seguir |l as pTrobBofgai anesasegliaci -n desinfecta

La exposi UV: dex3@®#l ez suficiente para 1 mpe
ampl ico@né@ess e apdroosv.o ckas tdoa fos f o tcoogmuo? niiac ofso renma ceil
d2meros de timina,qguer atlureasanemsul eescadenar a

poli merasa | o utilic®Oicbmoi maimdieadur ande blea 2

NIY
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vez concluida | a operaci-n con 8cidosgt.ascl ei
La | uz UVADIN ndoanfoac aatleonl ai rgioon udcel Els ot$i Mdpesr t ant e d «
|l a soluciesncéaeoadNOR absorber I a luz UV y por
de | a irradiaci - n. Tampoco debe irradiarse

negativamente a | a reacci - n.

TabB a. Soluci apl deadNaO&|l |l a desinfecci-n de | as

amplificaci-n de Biolog2a Mol ecul ar.
Objetivo % di¢ Vol umen Vol un Vol um Apl i cac!
NaOCI|l avandin de ac fina

Li mpieza 0,1 20 mL 980 | 1 L Mesadas |

superfic

Desinfec 0,5 100 mL 900 1 L Superfici:

8reas tr potencial
contamina:u

Il nactiva 1 % 200 mL 800 1 1 L Superfici:

fl uidos cont ami na:

*EI porcentaje de | aeaamdi cdad hdeeclreferenci a a

Vi sual i zoagcri o dheidogteoa mpl i f PERCiI - n por

Una vez completada | a PCR, es fundament al
de | os productos amplificados. Para &ell o, S
siendo |l as m8s comunes | o0os gel esquke paegar dea

observar el ADN en furkiigGriade Pu etpamatfo - molde
deolpi acrilamida se estURBiaguiTast em@yWodT Rd etas! |
para | a deteclcéechr adfoepse sdtee 2pnoal sMyfeesier € ) a mb dat vy

NTT®
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Figura 3.25. Productos de PCR en gel de agarosa 2 % (A) y en gel de poliacrilamida 8 % (B). A) Calle 1, marcador de
peso molecular de 100 pb; calles 2 y 3, productos de amplificacién de 192 pb; calle 4, control negativo; calles 5y 6,
productos de amplificaciéon de 251 pb; calle 7, control negativo. B) Calles 1, 3 y 5, productos de amplificacién de 90 y 180
pb: calles 2, 4 y 6, productos de amplificacién de 160 y 310 pb; calle 7, marcador de peso molecular de 100 pb.

La electroforesis en gel de agarosa es | a
PCR. La velocidad de migraci-n depende princ
|l os fragmentos m8s pequefos avanzan m8s r 8pi
|l os m8s grandes migran m8s | ent amenretnalr,é a co
% y 2 % seg¥n el tamafYo espesgsagm| edse doms pa
concenpamai fmagmentos grandesewnw gelpasam8§srag
pequefos con nsaey ourt irle szamlauwaadieedmBrs dien pas)demol e
parca mpgrearrimat amaffo de | os par otdrdaest @st aassmpd @ -
calibraci-n. Si se desea conocersuelstoema s d
estydises debper agrcamad ri mf or m§ti cos que se enc
mucho m8s refinada.

Cuando se requi epraer amadyiofre rreensca lauwc if-rnagment o
sol o en unos peeoempareasn dgelkasese poliacrile
una matriz con poros mucho m8s pequefYos vy u
separaci - nLan8ts®mmriecd sche el ectroforesi s en gel
condiciones nativas o desnaturalizantes, dep
de PCR, se suele wutilizar para ang§8l iusslss, det a
|l a verificaci-n de productos de secuenci aci

Al i gual que con | a agarosa, tras | a corri
fluorescentes o0 tinciones espec?2ficas para A
de permitir |l a detecci-n de didierre,ncaasqureg

NP M
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mani pul aci -n es m8s del i cé&dhaTlaydsBe pdepal hbhan:

di ferencias entre ambas formas de visualizar
Tab3 8. Visualizaci -n gel o odlaicagar @ea PYCRp@Ini acr i
Caracter2stGeles de agarosGel es de poli ac
Resoluci-n Media Al t a

TamafYo de f1001i22® kb 592000 ©pb

Facilidad dAlta (preparaciMedbaja

Aplicaci-n Verificaci-n deAnS8lisis fino,

di ferenci as

La cantidad de pares de bases del praoduct o
regi-n dianateeai @ampgloi feinc aluesetbadloHespadse ] @eng
desea amplificar una r ecgeib-anddozrels8 50a pbs wadd
producto de amplh fioactiuyebhdamdoreiloldds Opbp, | o gL
significado restar | ocse b3t Baerseex edarh asestde
moment oalduearevia calidaplddliac ptoaw®s ode e uma
electrofor®tica, ya sea en agarosa o0 en pol:.

La correcta interpretaci-n del patr-n de b
eficiencia dey llaosancpambfiiocsacde nl os par 8metr o:
optimizar | aFirgearxe -dhes Emi bean | as principale
observarsecygdosantagnddf i ni dasenre d@lntteaamafso ued
seg¥wn el marcadonddeapasg ® CRo If eceeubleaxdi otrbogssad. a rLoors
correctamente con | a seeseprcPdédi bhawcd,a Icant
amplificado fue sutftbcpersenpanadsuudat baodan
el sitio esperado indica que |l a concentrac
suficientemente alta. Se puedeM@gOd ulca omant iad
de ciclosandM&s ti pbepaddfeihc apsodasxsi ones difere
e ep anddbi cancgbadkosaisri eron a secuenci bse gumi | &
generducmros de sPeuaeddoesn. d e beemrpseer aah iwraa dtema s nado
baj a, l o qgue permjitidefioni 0 macseladdadrpessth® Nda@ a s n
cruzada con RDbNiI hjesvosmbotbemgardatounridar i daci

redi bef§arcebajdwogteassr ocohaenausaaoaic 0 aeemsdea sb adn dfau sa

NP N
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"smeari hgwna franja continua o difusa a | o |

a
suel e i ndicar degradaci - n del ADN mol de, a
i nhi bi dores que afect alhu d dae adceth BviNmsddadlee dwea |l aa p
calidad opedagradadocicl be glereamplprfddcuwaction s
exceso o do®ficit de MgClI y rxttoa misn accoimpno nean

gen- mico o productos anteriores de PCR.

A D

Figura 3.26. Posibles resultados de productos de
PCR. A) Banda intensa, si el producto tiene el peso
esperado, significa que la PCR funcioné de manera
correcta. B) Banda difusa, significa que hubo falta de
actividad en la reaccién. C) Productos inespecificos,
resultado de problemas con el ajuste de la
especificidad de reacciéon. En el caso anterior y en
este, se necesita ajustar parametros del ciclado y
componentes de la master mix. D) Ausencia de banda,
puede significar una degradacién de la muestra.

NP =
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TALLEBR3U PCR

Contenidos a desarroll ar

T Hi bridaicneinpi &s te-ricos Vi melpeaqidedl ac ®da de
componente de | a mezcla de reacci - n.

T Li mitaciones, fuentes de drBICRRr. y contami n
T Integrmader 8ctica de PCR con aplicaciones

o docenci a.

Pl an de actividades

Parte |

l1Momento de | ectura comprensiva (individua

Leer | os contenidos t e -nreinccoiso ndaed oBd dad rwrpam ad
Recomendada: Biolog2?a Molecular e I ngenier?za
enCi encias de | a Salud. Autor : J o s ®Md.durqiuce, vy
EspafYfab Cap. 1

2 . Moment o grupal

Cal cul ar |l os vol YY¥menes por reaccTabd ade | os

Compl et ar Ivax?@sl wmmad os correspondientes vo

en cuenta | a concentraci-n inicial y final d

Tab3 aEjercicio deuno@alsdweldeedmim@aaci ones de PCR con
concentraciones de reactivos diferentes.

ReactivocCl CF VF CF V F CF V F
PCR 1PCR 1IPCR 2PCR 2PCR 3 PCR
Agua VF=2D0 VF=2D54 VF=980
Buf fer 10X 1X 1X 1X
Mg G| 25 mM1,5 ml 3,5 ml 6 mM
dNTP 2,8 mRo@v 1 0@v 2 0@V
Cebador <1 @V 0,Gm 0 ,C8 0,
Cebador & @V 0,6m 0,8 0,
Tamol i mer5 @/ 0,5 U 1 U 2 U
Sepalramarcanti dad coadaspomdi gentecia®na agaca
ADN mol del50A8n 150 n 150 n 150 n
Cl concentraci-n inicial; CF: concentraci-n fina

NP O
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Ejemplo de c¢c-mo calcul ar |l os vol Yyamenes fi

vol umen fOilyh ap andees tizere miexndo en cuenta que se

(muestra, control positivo y control negati v
Buffer Mg Gl
C8l culo para una reacC8lculo para wuna r
vi * Ci = Vf * Cf vi * Ci = Vvf * Cf
? * 10" 0= QX ?* 25 mM = 1,5 mM °
? 1%X* 20 OL ?=1 BAM* 0DL

1 2 M
?2= Q@L ?2= 1OL2
C8l culo para 3 reacciC8lculo para 3 rea
201 30t 6 1, 3 6L 3, 6
dNTP Cebadcdesertaddbi gent i
C8l culo para una rea«cC8lculo para wuna r
vi * Ci = Vf =* Cf vi * Ci = Vvf * Cf
?* ,BM 200M * 20 OL ? * 10 OM = 0,5 OM
?= Q@@i* 0DL ?= (M@M5 0DL

2 8 @9 1 @M
?= 1OL4 2= AL
C8l culo para 3 reacciC8lculo para 3 rea
1,00 3 6L 4, 2 101 30t 3
Tapgol i mer as a Agua

C8l culo para una reacC8l culo para wuna r

5 U ééé hGy en 1 é= @®LUbuf)f errOF MaL| +

oO,lb éé. = 2 O dN)TPOL(1c e bsaaamtri do

? 05 OL* 1 Ol c ebantoir s) e n+tOiOd abq
5U é= 12056

?2 =40, 1 Agua Cd-62 0L

C8lculo para 3 reacciAgua #HL13, 3

o, & * 30.= o0, 3 C&lculo para 3 rea

130 3 HL39, 9

NPT
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Responder | as siguientes pregunt as:
- aQu® et apmpagletoiPehRR? eddlC- mo ser2a un ciclado
- aQu® factores pueden afectar a | a ampl i fi
- aC-mo pueden af ectcdrorlua oc arec ematgreabcaid-onr eddeN
ADN mol de en | a PCR?
- En | as siguientes secuencias de ADN, I ndi
una de | as hebras, por l o cual deber 8n

secuencias correspondi entdce ede oppaire std e an e

negrita y subrayados) par a |l os amplico
convencional de escritura de |l as secuenc
fragmento amplificado resultante de | a PC

GTACCATGGCCACATEXTAGIGAC AGGCAGAGACGCTGCTGCAG
GCCAAGGGCGAGCCCTGGACGTTTCTTGTGCGTGAGAGCCTCAG
GCCTGGAGACTTCGTGCTTTCTGTGCTCAGTGACCAGCCCAAGG
CCCAGGCTCCCCGCTCAGGGCTCAAGCGOLRAATGTGCGAG GTAAGG
Cebasdati do:
Cebaaldbr senti do:

Fragmento amplificado:

GTCAACTTCTTAGGGGCGTREKAPA PG CTTTTTGAAGCCACAGCCCTC
CCCGACATGTGCGTCAGCAGATGATGGCTGAACCCAAACCCTTC
ATTGGAAAAACAACTCAAAAAGTCTGCACACTGATGAGGAACTC
TAATGTTGATGTGGAAAGATAATACATTTTTCAATTTAAGAGTAT
AGGCTAAACCAGAAATGTGTAAATTTGGTGAGACTTTAAACAGC
CGACGGGAATCTTCCTCTTTTGEBTGETCACACTG

Cebadaoti do:

Cebadorirsanti do:

Fragmento amplificado:

NPP
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GCTGGCTGGAACTAGTAITTAAWAAAGCAGCCATGGACATGGCGG
ATGAGCCACTCAATGGAAGTCAACCATGGCTATCCATTCCATTTC
ATGGCTCTGTGGTGTCAACCAACACCTCAAACCAGACAGAGCCG
GACCTGACAAGCAATGCAGTCCTCACATGCETGCATLTTGTG
ATTGGGTTGTGTAGTTTCCGATCCAATG
Cebasdati do:
Cebadorsaentido:

Fragmento amplificado:

- S ensai i @atetizar un pastadsecebandbaenuche
o las 2 hebras?

Actividadpapraopuae sptra8cti ca docente

Be propone como actividad compl ementaria

trabajar con el shitmupl sa:d/o/rwwlva.b X & h a hegset (ee . 0irmu

encontrar8n wuna aplicaci-n interactiva que
apl i c aAcpilonceasc:i 0 n-€lsa bdXec el gRFEIRe c tlr dlp X ol @2Fd en e

tres niveles, para usuarios Estecimpitanias ha

-

ecorre el proceso desde el ai sl amiento del
ampl i conepsr;esteanntbai &nar i as apl.i cAdeimBrse d ed @ elna at
una actividad compl ementaria para | os estudi
en el caso de que | os futuros docentes no cu

este tipo de t®cnicas.

Fecha de emtxiema oYdasleosdemamdd econceptual es
er entregados en | a seccxitinidardra&sdpEdn daiee natTd

i rtualhieworudn caornct eni endo una car 8tul a con | ¢

(7]

<

NP 2



https://www.labxchange.org/
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TRABAJO PRCCII CPCR

Equi payni materi al es

T Termocicl ador
T Tubos para PCR de 0, 2 mL
T Micropipetas autom8ti cas
T Puntta)gnsgr iyl Ibalsnneaasa filtros
T Gradillas para microtubos de 0,2 mL prev
Reactivos
T Soluci-n tamp-n para PCR conteniendo KCI
! Soluci - n28emMgCl
f Tag pod5 nkerlas
1 Parcealrador es
T Soluci - -nlO0demMNTP
T Agua desti |l ada APBt aMRiNisiasada | i bre de
9 Matr ARNd&n este TP se usmlel ADN aislado
Procedi miento
C8l culo de | as concentraciones y cantidades
1.Cuando se realizan reacciones de PCR, se
|l os reactivos que requiere |l a polimerasa
el cual se agregar8 luego. Se seleccion
cantiqduaed esse usan de cada uno de | os react
medici -n. Para sorteavaesha&® FTeaoovenesny
gran mezcla que contenga un malaolb35v ol ume
par a aregliosst rr emaacsttieyro $nedxe clomadi ci ones de |
el gue se encuentraneklnoselr egauet i sveo sd eelne nl ¢
master mi X.
2.Lanast ege nirxepara en anolmocamse bpyuapreyvi ol
|l a pr8ctica para evitar contaminaci-n co
manos del operador.
Not a: el | aboratorio donde se Il even | as

termociclador debe encontraeaxse askAPpNpraadie de

evi

t ar contaminaci -n cruzada con 8cidos nu«

NPT
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Tab35a React macss eggembadi ci ones de | a PCR.
Reacti vos Concentr Concentra 1 rea 3reacc
i ni ci al _

Agu a - - 130 4101
Buf fer 10X 1 X 2 OL 60L
Mg G 25 mM 1,5 mM 0,08 2,0
dNTP 2,8 mM 2 0@ 0,01 1,0
Cebaslent i ¢ 1 @M 0,m 10L 30L
Cebaamtri se 1 @M 0,m 10L 30L
Tamol i mer a 5 @u 0,5 U 0,dL 0,8L
Pepatar cantidad coadaspomhmdi gentecia®na agaca
ADN mol de 1&0L 1 (cant i 10L x
*Se suma el volumen de todos | os reactivos (incl
| a reagci-n,OLen este caso 20
**Se aQhegadla mi cmatsukko, M x.a | a

3.Luego de nparsetpesream elparte 19 OL de esta en

correspondient es. En el mi crotubo de | a
completando |l os 20 OL de volumen final d
positivo se afade 1 sClL sdaeb eA DNu & oanpp laidfoi -
anteriores completando | os 20 OL de vol

negativo se afade 1 OL de agua compl et an

Notlaaos r eaccipureadendde emM@Renu2aD5@8I0 a este TF
preparan re@dei voéesmee 20nal

4 .
Ref |

L a
refl
educ
par a
I nve
di ds§
con

Co

comp

Los microtubos se colocan en el termocic
exi-n para | a pr8ctica docente

pr8ctica de PCR ofrece una excelente
exionen sobre c¢c-mo acercar | os procesos
ativos. M8s all 8 de su apl i cacih-emr rta®ud reind
comprender c¢c-mo | a ciencia moderna iden
stiga | a biodiversidad. En el aul a, est
cticos, simulaciones yiurrt tcalnesct@enan&l ibsio
probl em8ticas cotidianas y social es.

mo educadores en formaci - - n, es importanti
|l ej o en una experiencia significativa, f

NPY
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crztico. La reflexi-n docente implica tambi ¢
mol ecul ar es, l a i mportancia del trabajo seg!
cient2fico como proceso de indagaci-n y cons

Bl BLI OGRAFC¢EA

T Al beB;t sBray,LeWi sRafJF RolMer Wat sdb.MoDecul ar
Bi olootghgee.l 13r d ed. NewGYarl lanalndg ub8@8d&dn:ng

T Aplicaciones de PCR. LabXchange.
https://www. |l abxchange.org/library/items/
(Subido y actualizado 05/05/2020; <consul't

T Brown,Gelh.ome.zn@x fear. B,] CBKi e Pubf ilLst;hde2. G0 2
Campbell, N. A.Reece, J. BUrry, L. A,; Cain, M. L; Wasserman, S. AMinorsky,
P. V.& Jackson, R. B. (2014Biologia(10.2 ed.). Pearson Educacion.

T Car iMagate z, A. & Zapat a, P. D. (2007) . El
Edi ci - n Eadmptloiraidaal. Uni versitaria de Mision

T PCRBi omnii€emsul tado: 29/ 09/ 2025) .

T Gri ff.iJtFhs, GeIMar tMi. HW d&e woht C . Mp d &Gennet i c
Anal.Wews YW.r ’kHr. e edna@o .1 999 .

T Lodi sh,BeHZi,puA dky ,Ma$.suydaBarlaDi nRarendeH .l ,
Mol ecCelBdrol. odgy h edW. NREirwe edna®o:.1 99 9.

T Nussbaum, R. L., Mcl nnes, ThRh.mpR.o,n & Wihlolnmg!
Gen®tica é8UMedi din&l sevier.

T StraclB&Rre,adPHhman MoGermrcea2l ia2sn@x fear. dB1 OBK:
Sci eRPubf iLstjhder $9 9.

T https:/ /i 0. wp.com/ tcoquieand d auprl eoradddse a2j0e2.1d /-
repl i-ceAdiNomwebp?resi ze=¢Cowsualdadoes| 65/ 03/
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http://www.whfreeman.com/college/book.asp?disc=BIO&disc_name=Biology&@id_course=1058000060&id_product=1124001045
http://www.whfreeman.com/college/book.asp?disc=BIO&disc_name=Biology&@id_course=1058000060&id_product=1124001045
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?call=bv.View..ShowTOC&rid=mcb.TOC
http://www.whfreeman.com/college/book.asp?disc=BIO&id_product=1124001436&@id_course=1058000157&disc_name=Biology
http://www.whfreeman.com/college/book.asp?disc=BIO&id_product=1124001436&@id_course=1058000157&disc_name=Biology
http://www.whfreeman.com/college/book.asp?disc=BIO&id_product=1124001436&@id_course=1058000157&disc_name=Biology
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?call=bv.View..ShowTOC&rid=hmg.TOC&depth=1
http://www.bios.co.uk/book.asp?isbn=1859962025
http://www.bios.co.uk/book.asp?isbn=1859962025
http://www.bios.co.uk/book.asp?isbn=1859962025
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https://i0.wp.com/tuguiadeaprendizaje.co/wp-content/uploads/2021/05/burbuja-de-replicacion-del-ADN.webp?resize=617%2C403&ssl=1
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CAPCTULO 4. BASES MOLECULARES DE LA

ASPECTOS MOLECULARES DE LA TRANSCRI PCI CN
Eldogntant r ahi od engP acfuuleaocopuest o original mente

para dekcfilbjo unidireccional de I a infor ma
garantiza que |l as instrucciones contenidas
estructur ags efeypd aiceAeBINense duplica para transn

| as c®Il;ullase gloisjcaes,p tswe hgdanft ert @ ktaens ti pos de A
ADN come; myglrdand ulccAeRRNM menGcGARMMP es decodi fi c:
ri bosomas para sintetizar una secuencia espe
como producto g®nico final

Con el avance del conoci miento,.exeetpei nacel

mecani smos adicionales de fEInujree cd | pef sremat

transcripcien | avemusaad l a informaci-n fluye
caracter2stico de | o0os retrovirus y mediado
reconoeel iaaci -n de ARIN ad gparotsi rvideae sARIN ARN
poli merasas dependientes de ARN. Asi mi smo, S
funciones regul atorias y estomot upbpal ems cs o ARS
|l argos no codificantes y ARN ribosomal es. Es
sino que | o ampl 2 an, mostrando que el flujoa
complejo de | 0o que seelpd anit @an s foern gn miad meat e

prote2nas hacia 8cidos nucleicos no ocurre

Estructura y funci-n de | o0os genes

Se define gen a | a unidad f2sica y funcion
nucle-tidos que contiene |l a informaci-n nece
0 prote2na). Estructural mente, i pal esgin-rmse d
regul acdmtriaene | as secuencias (promotores) qu
transcr. begieethr g®mutriaelne | a secuencia que ser

Di ferencias entre procariotas y eucariotas

En Fliagursae 4oldservan esquemas simplificados
eucalEnNnopeaaromwmtfarse c ue sptogleinceisstr - nicos, | o que
uni dleed transcripci-n contiene informaci -n p

N2 M
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estructur al carece de interrupciones, est a
codificanfFegufaEdndahhuaeat.sont apsr edo mli mandg &€n e ¢
monocistr -nniYcusna(eAng®. Su regi-n estructura
exones (codificantes) e intrones (regiones n

regiongael|l UTumg(r@&sn,s| 9t ech deogi exes remos que, au
se tr@dgoaenp 4. 1D

a Start site

trpoperon —{_ [ € | ©O [ cl B8] A }—
Control

region l
trp mRNA

(polycistronic) “ E 1 D 1 cis] A ]

l o ki
Proteina E Prorema D lProtema B

Proteina C  Proteina A

b } 50 kb i
~ Cap site Poly(A) site
Rglobin Y/ 1) S =]
gene =/ o
\/ Exon 1 Exon2 Exon 3
Control regions I\ l .
oo mana EI [ N
l d Figura 4.1. Diferencias entre genes
2, 00 bp, procariotas y eucariotas. a) Esquema de gen
Proteina 4 procariota. b) Esquema de gen eucariota.
Trascripci-n
La transcripci-n s un proceso asi m®trico

como (giuguar)a 4. 2

T Hebmoa det ambi ®n | | amadanhels ®aetgiact aiensf or m
|l a cadena de ADN que | a ARN polimerasa "
compl ementari o.

THebodi ficaambi ®n Inlf @ mauwsa n tvagpt ® ia tesi vlaa
cadgna conti ereensal] egagre,n ®EIls c o lu ke dad iBhbeeb r a
mol.5eay secuencia de nucle-tidos es i d®nt
(susti ttumiemnmadrogcbial o)

N2 N
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Hebra no-molde (codificante, sentido, informativa, positiva (+), plus)

|
[ |
55§ ATGACGGAACTTTAAZY3

G Y - P, b 3'} ARN

ADN

55§ AUGACG
111111
3 TACTGCCTTGAAATT.S ApN
g
2 -1 +1 42 +3 +4 45 +6 +7 +8 +9
I
Hebra molde (antisentido, no informativa, minus (-)) Figura 4.2. Hebra molde y hebra codificante.
Para | ocalizar secuencias dentro de un gen
el sitio de ini(kiigpuritfee 4.2 transcripci - n
TSitio +1: Es el primer nucle-tido que

se denomi noanatedrawiresittregasne numer an positiv

TSi tlito Es el nucle-tido Iinmediatamente
esdirecci - -n s e d eon o n@# roraimpasct rergine s e numer
negati Waomeerkties.t e | a posici-n cero.

Final ment e, aunque | a mayor2a de | o0os gene
exi sten | os genes sol apantes. En este fen-: me
para m8s de un producto g®nico demgpemrsci eindad i d
optimizando as? el espacio en genomas partic

El estudio de | a expresi-n g®nica y | os m¢

i nf or décigemoma ha revelado diferencias fund

~+

emporali pgadcamt e alsogioeachni antasncbDabde une
ue segregue el mat eri al gen®tico del resto
rocariotas exhiben un proceso de expEnesi -n

stos organi smos, | os procespbpesenddet mansecai ptC

® @d T QO

Il  mi smo compaknt IAMRNMt @ uedaleulcaormenzar a ser tr

cluso antes de que | a ARN polimerasa haya

=]

f2sicas elimina cualquier | atencia entre | a

prote3dmaaflunc

A diferencia de | os procariotas, l as c¢c®I ul
funci onal medi ada por | a presencia del n %ec |
entre |l a s2ntesis y | a Exnitetreprenacsemardaedi mme

N2 =
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transcripci-n se localiza exclusivamente ¢
ara genertaa rni mamRiNem.ca Ppre ot ro | ado, |l a tr e
itopl asma (o al ret Acu lmo s eno d oegpixaar st p- o @& | 15U C
stfaerdeénci a ecw Iniog @ @ uced ea nsteers exportado al Ci
RNm debe atravesar un procesbr a@ams araidpuaiacn a

ncluye | a adici-n dAe ybk gll cdaep @ gnutrad rbe' sy)n.d av € 0 |

I ARNmMm se considera "maduro", atraviesa | ¢
aquinaria ribosomal en el <citosol

nzolmog?z2 a

En | os organi smos eucariotas, l a transcrip
RN polimerasas nucl eares, cada una especi al
sta especializaci-n es fundamenntdad Ipaarex prae
®n.i cBehablas d4e.tlal |l a | a clasifisacloonaldezaecscit as

ysus respectivos productos g®nicos

Tabla 4.1. ARN polimerasas en eucariotas.
Enzi ma Localizaci -n Productos Pri:u
ARN Pol [ Nucl ®ol o ARNT (5, 8S; 2 ¢
ARN Pol I Nucl eopl as ma A RNMAR/N n
ARN Pol [ 11 Nucl eopl as ma ARNt , ARMRS b S
ETAPAS DERANASCRI PCI ¢CN
E I proceso de transcripci-n representa | a
i nformaci -n codificada en el ADN se transfie

entro de wuna estructura din8m{Fdau®eaelnaimi nad
ranscripci-n es,suenl epyrscecversrioc uaesnitm@t rfi icroa men't
rote2nas espec?2ficas denominadas factores d
a ARN poli merasa en rAeugnigounBeNse kessApuenca? fdiocba se dhe
na de sus hebras participa. aEdtiar aene nlt & Itemm
adeoa oriemfacque 134 ARN polimerasa utiliza
a otra hebrayY Borsothbenbdcfinabttea, sPatese st
uevo tta aches cARN progresa e¥@Brictamente en di

NZO
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Transcripto de ARN desarrolldndose Hebra molde (antisentido, no informativa, minus (-))
A & —PrB—F§ —P:§ —P1S —P§ —P=S~p,
sdedp AATTTTTT T
2 9 " " H H I " f \‘-

2

: ‘ d R Doble cadena de ADN
3 3=p s-r"\ &/’ j‘ﬂ-?-p-a—r-s—r 5’
A e S8, A ’L +
i a = e, 5
5 _4.p-e- 4 - < Ypogp-t 3’
b 1 Ubicacién del gen N ?
\ /o o ‘/
é‘\A 4 A \9/
% fr e r g F o
P g P8 P—5. P8P8 P—Smf D

Hebra no-molde (codificante, sentido, informativa, positiva (+), plus)

Figura 4.3. Burbuja de transcripcion.

Pri mera etapa de ilmi ¢cir@anscirmipciiaai - n

La primera etapa deciaciesamsericpéitimcaesohna
el sitio exacto de comienzo.

En preaecarliaotARN poli merasa se organiza com
n¥%cl eo «oa)aely? tuincd alct or si gma. Este factor e
espec2fico de | as secuencias promotoras en e
el fsagmer di soci a, permitiendo que el n¥%cl eo
manera aut - noma.

E I i nicio en eucariotas es significativame

compl ejionidei(Ricge mMma WUndertvoreeaendd atr angsucer i pci

reconocen secuenci as € sephe cc2afsiacsa sp acroamod el san act auj
formar | a burbyjapdestoguehasa@mpci anfian®RNN t c
pol i meqgwme ai ndeseeena domntienrinoi ncaar b(oXxTiD)o ri co
de ami noiSrcossdiasar,olyi haeommo nfaor iLlaaci - n de estas
act¥%a como un interruptor eol acdlasre ge i mar
el ongBspenceso es autoiniciador; gener al ment
+1 conservando sus tres grupos fosfatg. Tras
|l a fosforilaci-n del CTD, |l a enzima se | iber

N2 Tl



( \/_ ~
K,,,,\

9CqNT I ¢ Wl YW7RY
Al YnIDtOU RNV I R ER N
7RYGYNDRE W

Inicio de la transcrip cién

TATAA

— @
@

TFID

.o

TFI!F
TFIIE
mm ARN p olimerasa IT

RNApol Il

l Actividad de la quinasa (TFIIH)

®CEE

|

TRANSCRIPTION BEGINS

Figura 4.4. a) Primera etapa de la transcripcién: iniciacién. b) ARN polimerasa II y
factores de transcripcion. Tomado de Alberts ez al. (2004).

Segunda etapa de e€hohgaascnipcmaduraci -n
La ghoyw:-lha maduraci -n son etapas que.ocurr ¢

Durante esta fase, l a ARN polimerasa se desp
pol i meri zactio nprdiethartira.nskEmr ieuc arciolnd aesl, odga ¢ io+
se i hbsi anocesos tdrea madrHn @aiirpamadlp &s

Factor de

elongacnon

odemlclo

ARN polimerasa ln ‘ Sitio de adicién poli-A
L ADN

c lanscn lpto l Sitio de inicio del ARN

Elongacién de la cadena

.}W

| §

;\/& Continua la elongacién,
@ Gopp pero el transcripto sin la
ivaie

Cllva% caperuza es degradado
- A
Gppp — -3

\,c’/
Adicién
® de Ia poli-A
IC) lTermmaclon
o —_——
poli-A & Figura 4.5. Etapas de la transcripcién.
Transcripto ARN primario - - Tomado de Alberts er al. (2004), con
(precursor del ARNm) >, \\: \ modificaciones.

La dnar aciextinr elmmd d b die- 1 a ¢ a poecrudazmee p(rcoarmpt)o € 0 M
extremo 5' del trans;caditmiuceipreead ges almi é mt @ op a M

NZP
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reconocFimgema odno® f at asa ebdenli nar ieme.f olsuieagtom,- t
unq@uanililafahnesflenr aGRake nhad&ica Bt ¢ f o s faaeth® dian u s u
metila | a posici-n 7 de-OHadgudnmrisnaoSmp&) mer |
ARNEsta caperuza protege al ARNmM de | a degr ad

nucl ear y es esenci al para que el ri bosoma r

_Grupo metilo
adicional

i
N
HN N\
)\ CH v
X, N CH,—O0—

HN N -
Gepp ”"N] | | Enlace 5°-5°
OH OH

Guanilil
transferasa
GpppN 1 2
Guanlna o onW¥
metiltransferasa |
Q= p—0O

7-MeGpppN 1 o

N
O— v==Q
|
o
I
O—T—O

ARNm

Figura 4.6. Maduracién del extremo 5’ del transcripto primario. Tomado de Alberts er al. (2004), con
modificaciones.

Elslpi caapgsot ecorte &« enppraolcnees a mi eq tiempdleil c amelnas
remoci -n de secuencias no codificantes (int
(Figurhp £s&eanmges mmise o basa en dos reacci one:

transesterificaci - - n.

1 5 Centro de
& ramificacion 3
* e cury A

Centro 3’

Centro 5’

Figura 4.7. Eliminacién de intrones y
empalme de exones. Tomado de Alberts ez al.
(2004), con modificaciones.

N2
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Un residuo de adenina en el punto de ramif
extremo 5' del i ntr - n, |faori.naamat airniao rersd mrtuec,t u

OH del ex-n 1 ataca al extremo JFi gdwer)a eX.-&h 2

Mecanismo general del splicing

> » 3
Pre ARNm == GU A AG [ —
[/'"““\
Ataque
muclofilico del
hidroéxido
~ R CA—AG_—
G weep Desramificado
l A—AG y degradado
Figura 4.8. Mecanismo general del splicing.
Tomado de Alberts er al. (2004), con
ARl\m modificaciones.
Este proceso es catalizado por un compl ej

(snRINPamado s pl irceecoosnoontae.n Hsatsassecuencias de
at aque-sfoiskxdlsd e una variante regulada de est
dr 8sticamente |l a diversidadmawwonprotdengenes
var i achd reo giéniaalitnegr nméeesbeni s mo gen puede dar |
prote2nas mediante |l a inclusi-n o exclusi -
di versidad proteica.

Lapol i adeens | alci pmnoceso a»t rneandou r aNji dal dARN

( ARNmM)Pr ierhertda,anesricortado por endonucl easas

una secuencia se€fal, gener al mente entre 10
Luego, |l a enzima poli (A) polimerasa agrega ¢
adeni muasi,l isziawm un mol de de ADN.

La cola poli(A) se asocia con prote2nas es
estabilidad. Con el ti empo, durante l a tra
progresivamente por acci-n de exonacieasds]|

ARN mensajero.
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Tercera et aprai geit-lel mi marcs - n

Laerminaci - -n des |lal tpramsesa pmedinant e el cu
de sintetizar ARN y se dit®vociLasdenlecADN, moisb d@r
presentan diferencias i mportantes entre proc

Enprocariloaaderminaci -n ocurre principal m

termi p-dependi eat prote?2na Rho se und aalARARN

pol i merasa, provocandao.| é&Eprlrimeggraadieprefdekent e
intr2nseca), |l a secuenci a edsdlr uUXRN readmi ithtear Iga
de una regi-n rica en wuracilos, |l o gue dese:c
l i beraci - n.

Eneucarcomas se menci oal prevpameatr ep cont
secuencia se€fal dequéivajeegopoti daadepof aahn- «

En esa regicorse pgegedmdd®&®aet o el extremo 3N d
de este ARINi p@jl e merasa contin¥Ya tr ansacnrtiebsi enc
dei soci arsel deér &bdNo ftoabmenhteeiebhdbranscri

Transporte al citopl asma

EARRNmM madur ¢ gacar iockeamarouzan5Nj,a sin-intro
A, se asocip@ar ctoem?2 dasvedgaenil on maint ARNen en un
adecuada y forman compl ejos r i bonturcd resoparottes i
trav®s de | os poros. nlincal emagzserhael aciel oglidas
transporte se disocian y ARANgr gguerdaaldi sjpoine b,
s?2ntesi.s proteica

Emrocarieosttaes procespoponexosueren mwHWclhee que
citopl aBPma el |l o, el ARN mepsgsag@ger oser ecrieknor
i nmedi at ament e, pdoe nhlooasotrmgabdouscacmasn puede comen

l a transcripci.-n a¥“n est8 en curso

CONTROL DE LA EXPRESICN GENI CA

Tradicional mente, | a expresi-n g®nica se h
informaci -n codificada en un gen es decodi fi
No obstante, una definici-n bilools- goircoadmecntoes o
funcionales, | o que abarca tanto a | as prote

NZY
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no codificantes, tales como el ARN ribos- mic
ARN nucl earARsd)pequefos (

Uno de | os fen-menos m8s complejos de | a
organi smos multicelul ares. A pesar de que
(derivadas del cigoto) poseen un genoma | dG@
celul ares morfol -gica y funcional mente disti

La identidad celular se establece mediant e

grupos espec?2ficos de genes en respuedta a
organi smo humano comprende aproxi madamente 2
repertar00 e 00 ot e2 Sasedi f mbedtielses @g&@&nes h

est8 dedicado exclusivamente a control ar | a
justifica por | a necesaldgqdi de desareg@gubaaicinn
puede derivar en patolog?2as macemposeéenila i
de una c®lula es din8mica y var2a seg®%n | a
embrionario y | as demandas metab-1licas del o

CONTROL DE LA EXPREBNCRRGEARICATAS

L a st reast e goinatgg®odiecoon di ferentes segBEdmodeolso r ei
pr oc as e olt asfai inead @ap teea BEinl iodagda ni BEanmlsied om@ nt r ol
expresi-n g®nica es notabl emente m8s sencil
nuclAbamo existir una membrana nucl ear, l a tr
manera simult8nea a La tegobaci poi ocudek AR
nivel de | aasrbasterpas-han desarroll ado mec
ajustar su s2ntesis proteica a | os cambi os
di visi -n cel Hlodgios o r| & ) eanpd ai0dOa dp rdoet es2innatse tdii:
pero solo produce aquellas estrictamente ne
Eegmpl osg wdleanet abhs blnamdiuccisust daadtogs(d)a represi
producto (tript-fano).

Regul aci-n de | a expresi-n g®nica por inducc

Erel pri meprr ecsaesnoc,i aende | actosa, | a bacteria
enzi mgalbatca osi dasa Qa&8pPr onoil ®& d dgauseNnt esm3 eanutsreansc
l a s2ntesis se reduckBste misv aldensed &bngpdedre-skchem?2 n

desoorrii gi nal ment edpoel Jauabc ogrxtpfbanlo ad eq ulea ed x pr

NZ o
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se articula a trav®s de uni dddespéunci peraime
regul aci-n coordinada de genes que participa
fundament agdeensesst ne¢ uymgaleas f(i GER)N para enzi mas
el opac-erstloas¢ Bsaptanid act & «iC e g anelaas€da) r aynsaceni | as
pr omot pii si(®) de reconoci mi ent o uppearrgac glluae NnAR M |
regul adora situadaEenkemegasd|oordbaloimoda o fyudros d
gueodi fica una prote2na represoyacnmodiCegoas ae
pequefYa que modul a ploaambt os8i dad({Fd mhha)ae pin @6 e 6

Gen Elementos Genes
Inductor Regulador de control Estructurales
A e N

O I I
i r:::l:i n Pror!ot;; J. “?.o...i.m..; . J“;nnn!oman

SITUACION EN EL CROMOSOMA BACTERIANO

Gen Elementos Genes
Regulador de control Estructurales
e — i ¥ =t ~

sov QEIEEN - RN

Figura 4.9. Operon lactosa. Operén inducible.

El opecs nun sistema inducible donde | a pres
de | os genes neces&mi mausearca as yeodte&halsiagmd.
une al opemebdavanibleogeel a ARA poéanGearnmpmilea i
| actosa ingresa a |l a c¢c®lula, se convierte pa
el verdadse#eaal ndagnte®ser y provoca un cambi o
oper ddar .vez | i berado el operador, se expres
| act osapayakaobedasa (que hidroliza el disac

La bacteria exhibe wuna preferencia metab:-
optimizar el uso de energ2a, existe un mecan

activadora de catabolitos (CAP) y Cled n dsoe gluan d

concentraci-n de glucosa disminuye, se actiwv
niveles intrackedl uUAMPcessedeunmeMPa .|l a prote2na
adquiera una conformaci - EIl acbimpBAeMPacp &ze duen eu n

NTM
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una secuencia espec2fica corriente arriba de
poli merasa y aumentando dr 8§sticamente | a tas
Para que exista una dxgpcrceesbhem amBmp lmar sdee | d «
Ssimulitpeeeasci apdemedrrhatt oepr esor del opyerador

ausencia @a&r agl peromiat i r g uAeMPel pooamemlicajeo | GQAPuT

poli merasa (control positivo).

Regul aci-n de | a expresi-n g®nica por repres
En | os organi smos procariotas, |l a expresi

metab-11ica, donde | a c¢c®l ula ajusta su s2nte

recur sos (Fingu rgegttWactodso el h apidp b,- feasntoa c lbidai mo mo

un mecani smo de represi - - n, i nhi biendo | a tr a
de nélvounirse a | a protezna represor a, i ndu
permitiendo su uni - -n al operador. Esta inter

poli merasa, silenci dhidpurlaaEe.xpPGeEesicontdext ope
funciona epmauaen ewvdrtra el gasto energ®tico i
y as te§ ndiibslpeo e x.t er nament e

A diferenclacaeel opeper ndpfunci epnafaoamo (un

retroali mentaci-n negativa balCadnden!| ba dewn
intracelul ares de tript-fano son bajos, l a |
i nac(Figara). 4EhOlste estado, el represor no
permitiendo que | a ARN polimerasa se una al

encargados de&e mdiceal o sa2mitneos8icsi d o .

Operon Triptofano Operon Triptéfano

ARN Polimerasa '

ARN Polimerasa . _ """" m E _
ADN _ ........ _E_ Tranuvlpclénl chnlnr( Vnnurlpclbn
El represor ARN astve ) )
‘I’ruucrip:lénl se une al m T v
operador Tnduulbnl ) e \Tnducemn
ARNm mg——1—_|ny - ~, & S
Traduccién activo — ?® AL L P YR N leth
8% St otc 5%0
No hay transcripcion m-.-m-m.l s oM ® __'__.-
Proteina / \ Bl No hay tr_:ns:jr:pci_b Ao . Proteina ° °
wn() /) Gmeseammes i () LY
promotor. - lmD e n.;a

Figura 4.10. Operén triptofano. Operon represible y represor inactivo.
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La regulaci-n g®nica en bacterias se <cl as
dependiendo de | a naturaleza de | a (prgueana
4.)1.1

1 Regul aecgatnneae st os sistemas, el deter mi nal

prote2na represora que, al estar unida al

l. I ndumegateilveapr esor est8§ intr2nsecamente af

de un |l igando (inductor) | ¢FiignuarcatL idv.al,l aper

2. Represgatei veepresor es inactivo por s2 so

(correpresor, como el tri ptFifgurod. 4p.alrlab ac
1 Regul pecsi-Mmn@aprote?2na activadora debe uni
reclutamiento de | a ARN polimerasa y pote
3.Repr emis-inlavaprotezna activador a s e une

mant eni endo el gen encendi do; |l a presenc
resultando en el afPagadeg. de llla transcripc

4 1l ndupes i-:tailvpar ot e2 na activadora requiere | &

|l a conformaci-n necesaria plBrgquua.i 4selal

REGULACION NEGATIVA REGULACION POSITIVA
la unién del represor impide la transcripcion la unién del activador promueve la transcripcion
2 Proteina ARN polimerasa

Proteina represora

id
A nmea ‘ No hay expresion génica

activadora unida

Activacion de la expresion génica

/\ /—\ —

5 l ¥

Adicion de ligando ‘ . proteina

activa la expresion
génica al remover la
proteina represora

Adicion de ligando

inactiva la expresion
génica al remover la
proteina activadora

d
‘ No hay expresion génica Activacién dela expresién génica

l Figura 4.11. Mecanismos de

/_\ mRNA regulacion positiva y negativa

s ¥

Remocion del ligando . ' Represor inactivo .

de la expresién génica en

l

activa la expresion procariotas. a)  Induccién
génica al remover la Remocién del ligando proteina negativa. b) Represién negativa.
proteina represora inactiva la expresion c¢) Represién  positiva.  d)
génica al remover la i ..
proteina activadora Induccién positiva.
Esta versatilidad de mecani smos permite a
bi ol -gicos altamente optimizados, capaces de

NT =
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ambiental es mediante el acoplamiento directo

del aparato transcripcional

CONTROL DE LA EXPRESICN GENICA EN EUCARI OTAS

Puntos de control durante el flujo de | a inf

Mi entras que en procariotas el prop-sito
eficiente a |l as fluctuaciones ambientales, e
|l a ejecuci-n coordinada del p r ongbrrai noal - gge nc®t iy
especiali zacla nexipea esej ndags®ni ca en eucari ot
compartimentado y regulado en m%“W tiples nive
un factor c¢cr2tico en | acemo oé lEgERBinager a4 .0l g

observan de manera gl obal |l os puntos de cont

e T — = = =
Ensamblaje del

/#1 completo de inicio
Degradacién de la traduccién
del ARN

Rlbosoma * . Sintesis proteica

*1 Acceso al genoma

gen

ADN
Ensamblaje del

Complejo de inicio *1 complejo 3

dela transcripcion iniciacion de la

transcripcion
Sd e— p| Drccesmmiemts de
l las proteinas
* ‘ Sintesis del ARN = byl
PUNTOS DE - NO—
* egamiento de las
ARN CONTROD l proteinas

*1 Procesamiento del ARN @

*
——
Degradacion de las /

proteinas

Figura 4.12. Vision global de los puntos de control de la regulacién génica en eucariotas.

El pri mer puretlo ade gsramnttdeesonlaasssi nvol ucrladas e
ADNUna |Ivielzr ado eisrnieciocamntsacyglipki pmocesami ento
procambs ®h orsfelgguuAddds e degrdedgeae ndiwinda ; eedtisan s
ARNs r den pl anti |l |l appaomeaegoa ggdeadasami-eint o, el [
| degradaci - n dye I|laa sv tpdraobsne® dei aasrue qdslr &

NTO
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A continuaci-n, se estuditam® slcaa opccg soiakmiill- ind
ad ADNlapadamranystcrampsdc rfirpecci woenr@dl iox i yd a,d ealeo n gha ccii -on
ef i catceiramiddea ¢ ir ams Q;y 1 p o5 - avsott ri wadteu ruanlies:n al ADN

CONTROL DE LA EXPRESI| TRWAWNSEGQR ICPAC IPARNEA L

Este nivel regula | a capacidad f2sica de |
secuenci.asLde® pADdNcesos involucrados en este
|l a cromatina y |l a metilaci-n del ADN.

Como se estudil ADNebecapgbol wa3al eededor
formando nucl eosomas. Parhaspecneaisitlitrr d nas fl eercat su:
acetilan residuos de |isina en | as histonas,
por el ADN (poliani-nico). Este proceso des
acceso a | os fact orees odenk tstt emnsadsaisp ¢ il asas P $

revierten este procesma.para reconstituir el

Con r espetcitloacai -Ipa dnegtnaaAPBlodi fi caci -n epiger
principal mente en | os promotores. La presenc
de factores de transcripci-n, silenciando el
per miten el oempslambol adjee idneilcicaci - n.

CONTROL DE LA EXPRESIEN GENICA TRANSCRI PCI ON
Aunque &existen m%ul ttipl easegplacosndericoaitp a
transcripcional, controlando | a fLroec ufeancctioar e
i nvol ucradoscisomudrmsi d ayclracse dftr meadsapr ot €e$ C 0 S
(suessnegwdi fiead®mesi tuados en otra parte vy d
n

teraccionar pcaam Ilposdepr amagiudraas | a transcrif

Control de | a expresi-n g®ng ca transcripcion

Los el einseonntoopsot o s@® uenci ajgsu ec osnes eemnscbu eMDON a n
gue regulUaa sbkcyemceisa ucnoan seamsségbe ndn@la aGuel i si s
muchas s;eccuaedhac ippss i ci -tng cduep aldad asgemcr unel8ac | far eecsu e n
secuencias promotor asteer@r algandet gemiesagaes e
genesnvauede kRPasal guamasecuencia copsem®d om8 s
basalsecuenkii @uimTATA. 13
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tyr tRNA TCTCAACGTAACACTTTACAGCGGCG+ * CGTCATTTGATATGATGC*GCCCCEGCTTCCCGATAAG!

rrn D1 GATCAAAAAAATACTTGTGCAAAAAA+ + TTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCGTTGAGACGACAA
ren X1 ATGCATTTTTCCGCTTGTCTTCCTGA+ *GCCGACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGG,
rrn {DXE), CCTGAAATTCAGGGTTGACTCTGAAA+ + GAGGAAAGCGTAATATACGCCACCTCGCGACAGTGA
ren E1 CTGCAATTTTTCTATTGCGGCCTGCG+ * GAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGG
rrn A1 TTTTAAATTTCCTCTTGTCAGGCCGG+ * AATAACTCCCTATAATGCGCCACCACTGACACGGAAC,
rrn A2 GCAAAAATAAATGCTTGACTCTGTAG+ * CGGGAAGGCGTATTATGC »ACACCCCGCGCCGCTGAG
APR TAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTA«CCTCTGGCGGTGATAATGG * TTGCATGTACTAAGGAG
APL TATCTCTGGCGGTGTTGACATAAATA«CCACTGGCGGTGATACTGA » « GCACATCAGCAGGACGC,
T7 A3 GTGAAACAAAACGGTTGACAACATGA+AGTAAACACGGTACGATGT *ACCACATGAAACGACAGT!
T7 A1 TATCAAAAAGAGTATTGACTTAAAGT - CTAACCTATAGGATACTTA » CAGCCATCGAGAGGGACA
17 A2 ACGAAAAACAGGTATTGACAACATGAAGTAACATGCAGTAAGATAC-AAATCGCTAGGTAACACT,
fd Vil GATACAAATCTCCGTTGTACTTTGTT .« TCGCGCTTGGTATAATCG» CTGGGGGTCAAAGATGAG
-3% 10 t1 ——r

Secuencia consenso

A 17 22 13| 7 97 7 8 63 88|50 33 18
Inicio del ARNm
Frecuencia T 17 27 10|82 2 93 10 37 10|33 12 15 A = 50%
Getasbases  e03ss3l2 2 0 0 0 0f13 38 48 G = 26%
(%) C,U = 25%
G 15 13 23|10 0 06 0 2| 3 17 18
- TATAAA t NNANN~>|
5 ! Bases 18-26 +1 Transcripcion
34 a
-26

Figura 4.13. Regulacién génica transcripcional. Elementos cis, promotores — secuencia
consenso. Caja TATA.

Tambi ®n exi sproanxeageadientcd laess . Estos %l ti mos
potencieadamnemr i | esndiecmecwenrmpaeden ubicarse a
bases de distancia, interactuando con el corm

Ti pos de promotores

Los mptesdras al y spr exicmem®intodons | os genes, n
promotorest@8nseanl bees genes de expresi-n dife
nNo seew@amesaar todo e(Fi guempprp.rdodnolt airrct@®dinsvtiaeln e
en |l a transcgriracifleexdiebialni.d#d Ndsed MRDIN®cul a ¢
puedd| gregi omeesst Squenuy al ejades egtadampnoee ré a
i nvolucradas pueden umit-erAdRbNt awlagr md raavyva egarean dg
l a tranBxirgripasRptol i mg uaastas! fi @rama dliadsn s dteinpg coss
d&ARN en | ¢ aBahilcar4 02
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Secuencia Secuencia s i
ecuencia g ;
ecuencia

CAAT GC TATA e
3H H ﬂ} 3 J
Promotor proximal Promotor basal
-50 a-200 pb -30a-40 pb

Promotores distales

5’
Figura 4.14. Regulacion génica transcripcional. Elementos cis. Promotor basal, proximal y
promotores distales.

Tabla 4.2. ARN polimerasas involucradas en | a tr
Pol i mer Promot Gen qu(Product cPromot Factor
gue reitranscig®ni co transci
ARN Promot De c¢cl a‘ARNr 28¢De cl a TFI
poli mertipo | 5, 8S
ARN Promot De c¢cl a«Prote2n¢bDe cl aTFI I
polimertipo | ARNsn
ARN Promot De c¢cl a‘ARNARNr De claTFI 11
poli mertipo | 5S; ARN
peqoef
En Fliagur & ed4 pt ® soednetlao egle nre r a | de |l os el ement

l a expresi-n g®mMmudd ierl bbarestgsiepddmoadreres
puedemcoesthemitlea (@Gnoimliedgsardees der bammislaryeden est

corrakajte aodeniaglousde | a regi-n estructur al

(a) Gen de mamifero

+1
%Mm
hasta ~200 30 +10a
-50 kb o
(b) Gen de §. cerevisise +1 W oo [ cnnn
/A_:‘ :hq/ Elemento praxima | del Aen gl fcador
UAS de
=-90 . s evoduis

Figura 4.15. Regulacion génica transcripcional. Modelo general de los elementos cis en eucariotas
multicelulares (a) y en levaduras (b).
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Control de |l a expresi-n gt®mamrsa transcripcion
Losact rramss nctforeander(lifpcpwomt e2nas codi ficad
di stantes que reconocen secuenciUas, sacmenad

pal i ndas mdi miaslslaz ugueuade ¢ eeBE@ dmbas mMerbr as

ejempho secQAATCTsCa | ee e€nEY 8§&n teind ou nhae bdsaus | a s
compl eméaharliaa oeas aCheAdhke@) S&hbEdos factores
transcripci-n suedemi nproess efnuBuai odaiasketéisnotso ss e

domi ni os de ,unriesnpoailsaADN g od dale rsecaracii mise ne
domi ni os de qaucet iivmatcer-anct Ysan con otras prote?

desde un promotor cerd@mioni oys, Geen gna@ pgruenshis-bner

transcripci-n al i mpedir | a acci-n de otros
repr elsoosr elSF se clasifican segw%n | os promotor
M Los TF generales se unen a | a secuencia d
f Los TF proximales se unen a | a secuenci a
f Los TF inducibles se unen a | as secuenci a
Motivos estructurales responsables de | a int
LoBF Il een”™ el ADN, general mente a trav®s de

coval entes sumé@EmgntralLelsd@oi i voasestructurale

transcripci-n son regiones 0o plegamientos es
unirse a secuencias particulares de ADN. Est
gue encajanyen ekl sADBp thande establecen in
bases nitrogenadas, | o quallaedso rpaesr moiotne; rred cacsn

estmest ievsotsr uct ur ales se encuentran dentro de

En Fliguraeddedpti aoi paksesr maotewdviaasnda s | o0s c u.

TF reconocen | a secuencia del ADN
1 Mot i ®loigihdén ®1 i cedo(sHThHR)I i ces al fa separadas p
ami no8ci dos; l a h®l i ce de recBingwen ani £4.nl da
Se encuepnrtortae 2emaalc@dg | gque egul daccit:-ons ad e | ope

f Mot i wme did o hii reinee: 3 h®lices alfa y ademS§8s
i nteracciona ¢dmuela. S ride upsgnotdrreaz neans que  r

el desarroll o embrionari o.
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T Motivo-bhé@l®RlciecepbaHEE) do al mo tuinv ob uktT H, np8e

| argweo per mi t e mayTloRFifgluexgi bdi.lli7rdcad al
1 Motiwvemeal |llevwaiddd@aer os con residuos de | euc
interior, formando un(Ri gumnta&r4.ak7di drof . - bi
Mot  iedo zidneesi duos de <ciste2na e histidina

formando una estructura pr@Eiguirdadgddeintera

N Surco menor

Limite exterior del
esqueleto de Figura 4.16. Motivo de union del TF que le

fosfato-azicar de s 5% o
1a doble hélice permite “leer” y reconocer la secuencia del
ADN en el surco mayor.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?call=bv.View..ShowTOC&rid=cell.TOC&depth=2
http://www.garlandscience.com/MBoC/about.html



















































































































































https://biomodel.uah.es/lab/SDS-PAGE/





















https://biomodel.uah.es/tecnicas/elfo/reactivos/reactivos.htm
https://biomodel.uah.es/lab/inicio.htm#sdspage





















































































































http://www.pubmed.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed





































































http://www.tools.neb.com/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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https://modbase.compbio.ucsf.edu/
http://rasmol.org/
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http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html
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https://www.ebi.ac.uk/interpro/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://nc2.neb.com/NEBcutter2/
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https://www.uniprot.org/




























	Portada
	Índice

