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PREFACIO
«La educacion es el arma mas poderosa que puedes usar para cambiar el mundo»

Nelson Mandela (1918-2013)

La Biologia Molecular nos abre la puerta al conocimiento mds intimo de la vida. Este
cuaderno esta pensado para futuros docentes de Biologia, como una herramienta académica y
a la vez inspiradora, que los acompafie en la construccion de saberes solidos y en la tarea de
transmitir a sus estudiantes la maravilla de comprender la vida desde sus bases moleculares.

Este cuaderno ha sido elaborado pensando en los estudiantes con un s6lido recorrido
universitario y llegan al laboratorio de Biologia Molecular con curiosidad y expectativas.
También lo concebimos como un recurso que acompaifie su crecimiento a lo largo de la carrera,
ofreciendo fundamentos firmes sobre los cuales construir nuevos saberes. Al mismo tiempo,
reconocemos nuestro rol en la formacion de futuros profesores, colegas que tendran un impacto
en los entornos educativos en los que se desempenen. Por ello, buscamos que este material
aporte contenidos de Biologia Molecular e invite al andlisis y a la reflexion, como practicas
esenciales para comprender y orientar los cambios en el &mbito cientifico y educativo.

Es por ello que proponemos este cuaderno de estudio que abarca las unidades del programa
de Biologia Molecular del Profesorado Universitario en Biologia. Cada unidad se desarrolla en
dos partes complementarias, una parte tedrica y una practica. En la parte tedrica se abordan los
conceptos basicos minimos para la comprension de la asignatura y de los trabajos practicos
(talleres y laboratorios). Como equipo docente valoramos profundamente el aprendizaje que se
genera en el laboratorio: un espacio clave para asimilar conceptos, desarrollar habilidades
précticas y fomentar el trabajo en equipo. Para ello, cada trabajo practico (TP) se inicia con una
actividad de taller orientada a trabajar los fundamentos tedricos y conceptuales necesarios, de
modo que los estudiantes lleguen al laboratorio con las bases ya incorporadas, lo que favorece
un ambiente de aprendizaje colaborativo y de debate. El laboratorio constituye un espacio clave
para asimilar conceptos, desarrollar habilidades practicas y fomentar el trabajo en equipo. Cada
TP presenta objetivos claros, una introduccion tedrica y una serie de procedimientos
acompanados de actividades que integran temas de Biologia Molecular. Las propuestas
experimentales disefiadas favorecen el desenvolvimiento en el laboratorio y la interpretacion
de resultados, asi como instancias de resolucion de ejercicios, situaciones problematicas y
preguntas para reflexionar y discutir, con el fin de afianzar los conceptos de manera integrada.

Al final de cada practica encontraran un apartado denominado «En perspectiva docente», que
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ofrece actividades especificas para enriquecer la formacion pedagdgica mediante la
construccion y revision de practicas de ensefanza.

Deseamos que el laboratorio de Biologia Molecular sea un ambito de aprendizaje
compartido, donde el conocimiento se construya de manera colectiva y que esta guia de trabajos
practicos sea una herramienta para descubrir y disfrutar la riqueza de esta disciplina. Para
nosotras, es un privilegio acompafarlos en esta etapa culminante de su formacioén académica.

Equipo docente de la
Catedra de Biologia Molecular
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CAPITULO 1. INTRODUCCION A LA BIOLOGIA MOLECULAR

La Biologia Molecular surge como un nuevo enfoque de la Biologia que integra los
conocimientos de la Bioquimica, la Biologia Celular y la Genética para explicar los procesos
bioldgicos. El conocimiento se fue construyendo a lo largo de los afios, con aportes de distintos
investigadores, hasta llegar a esta area, donde se estudian los procesos que se llevan a cabo en

los seres vivos desde el punto de vista molecular.

CONCEPTO DE BIOLOGIA MOLECULAR

El conocimiento de la estructura de los 4cidos nucleicos se inici6 en el siglo XIX con el
aislamiento de una nucleina en el nucleo celular, formada por una parte acida (ADN) y una
parte basica (proteina). También se conocieron las propiedades parciales de la nucleina y su
relacion con la herencia celular. Sin embargo, la estructura solo se conoci6 a mediados del siglo
XX, al mostrar que el ADN era el componente cromosémico depositario de la informacioén
genética. Los experimentos de Avery, MacLeod y McCarty en 1944 y de Hershey-Chase en
1952 constituyen un hito en el conocimiento del material genético a escala molecular. Tras estas
aportaciones iniciales, el verdadero inicio de la Biologia Molecular moderna lo constituy¢ la

propuesta de la doble hélice del ADN por Watson y Crick en 1953.

FUNDAMENTOS MOLECULARES Y CELULARES DE LA HERENCIA:
RELACION ENTRE LA GENETICA MOLECULAR Y MENDELIANA

Aunque el descubrimiento de la estructura del ADN permiti6 comprender la base
molecular de la informacion genética, el estudio de la herencia comenzo varias décadas antes
con los trabajos de Gregor Mendel, cuyos experimentos establecieron los principios
fundamentales de la transmision de los caracteres hereditarios. Estos principios constituyen el
punto de partida de la genética clasica y permiten comprender conceptos como genotipo,
fenotipo y alelos, que posteriormente encontrarian su explicaciéon molecular en la estructura y

funcion del ADN.

Leyes de Mendel
La historia de la genética moderna se inicia con los trabajos de Gregor Mendel (1822—

1884), monje agustino y naturalista cuya labor experimental, desarrollada en el monasterio de
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Brno a mediados del siglo XIX, establecié los principios fundamentales de la herencia
bioldgica. Sus resultados fueron publicados en 1866 en la obra Experimentos sobre hibridacion
de plantas, aunque no fueron plenamente reconocidos por la comunidad cientifica hasta su
redescubrimiento en 1900. Aunque Mendel desconocia la naturaleza molecular del material
hereditario, su modelo postul6 la existencia de unidades discretas de herencia (los actuales
genes) y establecié un marco matematico para comprender la transmision de los caracteres. Su
obra sent6 las bases de la genética clasica y, posteriormente, de la genética molecular y la
gendmica contemporanea.

Mendel selecciond como organismo modelo la planta de arveja, Pisum sativum, debido a
varias ventajas metodologicas. Son de facil cultivo y ciclo de vida relativamente corto;
producen abundante descendencia y existen variedades puras con caracteres contrastantes.
Ademas, la flor del P. sativum es una planta que puede autopolinizarse porque tiene los évulos
y las anteras en la misma flor, recubiertos por pétalos, lo que hace dificil que sea polinizada por
otra planta. También, posibilit6 que Mendel controlara manualmente su polinizacion y realizara
polinizaciones cruzadas.

Estudi¢ siete caracteres discretos y facilmente distinguibles, como el color y la forma de
las semillas, el color de las flores y la longitud del tallo. Cada carécter presentaba dos variantes
claramente diferenciadas. Por ejemplo, la superficie de la semilla, si era lisa o rugosa o el color
de las semillas, amarilla o verde.

En primera instancia, Mendel realizd cruzamientos controlados entre lineas puras
(homocigotas) que diferian en un solo caracter (cruzamientos monohibridos). Tras obtener la
primera generacion filial (F1), observo que solo uno de los rasgos parentales se manifestaba.
En la segunda generacion (F2), el caracter “desaparecido” reaparecia con una proporcion
aproximada de 3:1. Luego, efectud cruzamientos dihibridos, analizando simultaneamente dos
caracteres, lo que le permitio evaluar como se transmitian de manera conjunta.

A partir del andlisis cuantitativo de sus resultados, Mendel formuld tres principios
fundamentales:

1. Ley de la uniformidad: al cruzar dos lineas puras que difieren en un caracter, toda la
descendencia F1 es fenotipicamente uniforme, es decir, los descendientes eran iguales
entre si y a uno de sus progenitores. A las variantes que aparecian en la F1 las llamo
dominantes. Ejemplo de cruzamiento: en el caso del modelo de estudio de Mendel, es

un organismo diploide por lo que tiene dos juegos de cromosomas, uno que vino de la
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madre y otro que vino del padre (establezcamos AA para el caracter amarillo y aa para

el caracter verde). Mendel postul6 que las variantes que aparecian en la F1 (amarillas)

se llamaban dominantes porque no veia que aparecieran las verdes (Figura 1.1).

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

Para responder a lo que sucedi6 con esa otra variante (verde), dejé que las plantas de la F1
se autopolinicen y observo que los caracteres recesivos, al cruzar dos razas puras, quedan
ocultos en la primera generacion. Sin embargo, reaparecen en la segunda en una proporcion de
1 a 3 respecto a los caracteres dominantes. Podemos ver en el Tablero de Punnett los tipos de
gametas que tiene el individuo Aa, el entrecruzamiento entre dos individuos Aa y en cada una
de las celdas, el resultado de esos cruzamientos (AA, Aa, aA 'y aa) (Figura 1.2). Cuando “a” se
une con “a”, aparece el verde, entonces contaba tres amarillas y una verde. De esta manera, se
establece la segunda ley de Mendel:

2. Ley de la segregacion: los “factores hereditarios” (hoy denominados genes) existen en

pares y se separan durante la formacion de gametos, de modo que cada gameto recibe

solo uno de los dos alelos.
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i @ . Figura 1.2. Experimento

que permitié establecer la
segunda ley de Mendel, la
ley de la segregacion.

Fenotipo: 3:1

3. Ley de la distribucion independiente: los pares de factores correspondientes a distintos
caracteres se segregan de manera independiente durante la formacion de gametos
(valida para genes no ligados). Establece que los caracteres son independientes y se
combinan al azar. Es decir, que cuando se forman los gametos los alelos de un gen
segregan independientemente de los alelos del gen para otra caracteristica (Figura 1.3).

F1 OxQ

AaBb AaBb
AB Ab aB ab

AB OOO

AABb | AaBB | AaBb

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

:

:

| O
AaBB aaBB | aaBb 2
Experimento que
ab O @ @ ‘ permitié establecer la
AaBb | Aabb | aaBb | aabb tercera ley de
Fo O @ . . Mendel, la ley de la
distribucién
SIM6AB 3/16Ab 3M6aB 1/16 ab independiente.
Genotipo y fenotipo

Las leyes propuestas por Mendel proporcionan el marco conceptual que permite

comprender la relacion entre genotipo y fenotipo, asi como la naturaleza de los genes y sus

variantes, los alelos.
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El genotipo representa la constitucion genética de un individuo para uno o varios loci, es
decir, la combinacion especifica de alelos que posee. Continuando con el ejemplo anterior,
cuando hablamos de Aa o AaBb, estamos hablando del genotipo. El fenotipo, en cambio,
corresponde a la manifestacion observable de ese genotipo, resultado de la interaccion entre la
informacion genética y el ambiente. Cuando decimos amarillo o verde, estamos hablando del
fenotipo.

La ley de la segregacion explica que los dos alelos que componen el genotipo para un
caracter se separan durante la formacion de gametos, de modo que cada descendiente recibe
uno de cada progenitor. La ley de la distribucion independiente fundamenta como distintos
genes pueden heredarse sin influenciarse mutuamente cuando no estan ligados.

De este modo, las leyes mendelianas establecen la base para interpretar como la
combinacion de alelos (genotipo) determina la expresion de un caracter (fenotipo), articulando
la genética cléasica con la comprension molecular actual de la herencia.

El gen es una secuencia de ADN que codifica un producto funcional, ya sea una proteina
o un ARN. En el flujo de la informacién genética, la informacion estd en el ADN y pasa a un
ARNm y luego a una proteina; entonces el producto final es la proteina y en el caso del ARNt
o el ribosomal, el producto es el ARN. Un gen es aquella region de ADN que comprende las
secuencias estructurales, que se transcriben a ARN, y las secuencias reguladoras que actiian
controlando la transcripcion de las regiones estructurales.

Un alelo es una secuencia de ADN que se sitila en un locus y un locus es una posicion
definida, que es ocupada por esa secuencia en ambos cromosomas homologos. Este alelo puede
ser un gen, hay secuencias de ADN que no son genes, pero que pueden ser alelos. Cuando
hablamos de loci, hablamos de varias posiciones para genes diferentes en un mismo par de
cromosomas. Entonces, cada par de alelos ocupa el mismo locus (un alelo heredado del padre

y el otro de la madre) (Figura 1.4).
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locus (A):
posicion definida,
ocupada por un
gen (0 una
secuencia de

alelo A alelo Ay loci: varias
posiciones para

otro genes diferentes

DNA) en ambos locus (B) ) ('en un mismo par

cromosomas alelo B, alelo By de cromosomas

homologos otro

alelo ( alelo Cyl locus (C)
alelo:
secuencia de
DNA situada en cada par de alelos ocupa el mismo locus
un locus (un alelo heredado del padre y el otro de la madre)

Figura 1.4. Alelos y loci de dos cromosomas homélogos.

Alelismo multiple y organismo diploide

El conjunto de genes o alelos pertenecientes a un mismo locus constituye una serie alélica
y al fendmeno se lo denomina alelismo multiple. El genotipo de un individuo diploide sélo
puede tener 2 dosis genéticas, aunque puedan tener mas de 2 alternativas genéticas. Es decir,
los seres humanos somos organismos diploides, tenemos dos variantes para una posicion en
particular (una que vino de la madre y otra que vino del padre). Sin embargo, en la poblacion
pueden existir mas variantes, pero cada persona tendra dos.

Un organismo diploide puede ser homocigoto o heterocigoto, homocigoto cuando los dos
alelos son iguales y heterocigoto cuando los dos alelos son diferentes. Continuando con el

ejemplo anterior, homocigotos AA y heterocigotos Aa.

ESTRUCTURA DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

Los 4cidos nucleicos presentan estructura primaria, secundaria y de orden superior.

e Estructura primaria: polimero de nucleoétidos. Est4d formado por la unién de nucleotidos
monofosforilados mediante enlaces fosfodiéster dando un polimero lineal.

e Estructura secundaria: organizacion espacial de las unidades poliméricas. Se refiere al
analisis espacial de la molécula. El ADN estd definido por la uniéon de dos cadenas de
nucleotidos a través de sus bases. En el ARN se presenta en determinadas regiones mediante

uniones intercatenarias entre bases complementarias.
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e Estructura de orden superior: organizacion tridimensional dentro de la célula. Se refiere

a la estructura tridimensional, en el ADN esta representada por el superenrollamiento y en el

ARN (especificamente los ARNt) es un plegamiento tridimensional definido.

Estructura del nucleédtido

Un nucledtido es la unidad estructural y funcional basica de los acidos nucleicos y esta

constituido por tres componentes quimicos covalentemente asociados:

1. Una base nitrogenada heterociclica, que puede ser de tipo purinico: adenina (A) y
guanina (G) o pirimidinico: citosina (C), timina (T) y uracilo (U). La base se une al
carbono 1’ del aziicar mediante un enlace N-glucosidico .

2. Un azlcar pentosa, que puede ser B-D-ribosa (en ribonucledtidos del ARN) o B-D-2-
desoxirribosa (en desoxirribonucledtidos del ADN). La diferencia estructural clave
radica en la presencia (ARN) o ausencia (ADN) de un grupo hidroxilo en el carbono 2/,
lo cual influye en la estabilidad quimica y conformacion del polimero. La conformacion
de las bases con relacion a la pentosa es anti porque con esta conformacion se exponen
los atomos electronegativos que formardn el puente de hidrégeno con las bases
nitrogenadas de la otra hebra en el ADN.

3. Uno o mas grupos fosfato esterificados generalmente al carbono 5’ de la pentosa
mediante un enlace fosfoéster. Cuando los nucledtidos se incorporan a una cadena
polinucleotidica, los grupos fosfato median la formacion de enlaces fosfodiéster 3’5,
que conectan el grupo hidroxilo 3’ de un nucledtido con el fosfato 5’ del siguiente,

generando el esqueleto azucar-fosfato caracteristico de los acidos nucleicos.

Estructura primaria del ADN

En cuanto al nimero de hebras, el ADN esta formado por 2 hebras que son los polimeros
lineales de nucleo6tidos; mientras que el ARN tiene una sola hebra (Figura 1.5). Respecto con
las bases, el ADN esta formado por adenina, timina, guanina y citosina; en el ARN no hay
timina sino un uracilo (uracilo, adenina, citosina y guanina). Con relacion a las pentosas, el
ARN tiene como pentosa siempre una ribosa; mientras que, en el ADN, el acido

desoxirribonucleico es una desoxirribosa, su C2' esta reducido.
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Figura 1.5. Estructura primaria de los acidos nucleicos.

El enlace fosfodiéster es el vinculo covalente que une los nucleotidos en los acidos
nucleicos y constituye el eje estructural continuo de la molécula. Se establece entre el grupo
hidroxilo del carbono 3’ de una pentosa (ribosa o desoxirribosa) y el grupo fosfato unido al
carbono 5’ del nucleodtido siguiente. Desde el punto de vista quimico, el fosfato forma dos
enlaces éster simultancos, de alli la denominacion diéster, conectando dos azuicares
consecutivos mediante un puente fosfato. La formacion de este enlace ocurre durante la
polimerizacion catalizada por las ADN o ARN polimerasas, a partir de nucleosidos trifosfato,
entre el fosfato del C5’ y el oxidrilo del C3°. El mecanismo implica el ataque nucleofilico del
grupo 3'-OH al fosforo a del nucledtido entrante, con liberacion de pirofosfato (PPi), cuya

hidrolisis posterior impulsa termodinamicamente la reaccion hacia la sintesis del polimero.
Estructura secundaria del ADN — Modelo de Watson y Crick

Diferentes investigadores avanzaron sobre la estructura del ADN, pero fueron Watson y
Crick en 1953 quienes usaron toda esa informacion y presentaron el modelo del B-ADN. Se
basaron en estudios de difraccion de rayos X del ADN que indicaron que la molécula es
helicoidal y que tiene una doble periodicidad a lo largo del eje de la hélice (Figura 1.6).

Chargaff observo que la proporcion de las cuatro bases de los nucledtidos en diferentes

organismos es practicamente igual a 1; es decir, que hay igual cantidad de adenina que timina

10



Catedra de Biologia Molecular
Profesorado Universitario en Biologia
Biologia Molecular

y guanina que citosina. Con eso, comprendieron que, en la molécula del ADN, siempre hay una

adenina frente a una timina y frente a una guanina, una citosina.

extremo 5’ _
P
O 0O
] bases C ﬂ
surco O
extremo 3’ - b=
. . P=0
J menor 4 ]
surco oQ’,)’_o L0 G C 0.34 nm
mayor - fﬁ\ s o J
()er)_() 0O o |“)\\()

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.

Propiedades del B-ADN

Complementariedad: existe complementariedad entre las bases, frente a una adenina, una
timina y frente a una guanina, una citosina. Las bases puricas (adenina y guanina) estan
formadas por dos anillos, mientras que las pirimidinicas (citosina, timina y uracilo) por uno
solo. Esto hace que la distancia entre las hebras del ADN sea constante a lo largo de toda la
molécula y eso solo es posible si frente a una purina hay una pirimidina.

Antiparalelismo: para que sea posible el apareamiento entre las dos hebras deben
disponerse en sentidos opuestos, una avanza de 5" a 3" y la otra debe hacerlode 3" a 5". Por eso,
se dice que son antiparalelas.

Helicidad: la complementariedad de las bases justifica tanto el antiparalelismo como la
helicidad. Las restricciones estéricas que se producen hacen que el apareamiento completo de
las dos hebras solo se puede realizar si los pares de bases sucesivos van girando unos con
respecto a otros y como consecuencia adoptan una disposicion helicoidal, que se enrollan
alrededor de un eje comin formando una doble hélice dextrogira.

Caréacter anfipatico del ADN: se refiere a que el ADN tiene caracter hidrofilico en el
exterior e hidrofobico en el interior. El caracter hidrofilico estd dado por el esqueleto azlicar-

fosfato, que esta hacia el exterior de la cadena, los grupos fosfato al pH del organismo se
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encuentran ionizados, se dice que el ADN es una cadena polianionica. El caracter hidrofobico
se da en el interior de donde hay un apilamiento de bases; cuando la cadena de ADN se va
enrollando sobre si misma en doble hélice, las bases se apilan y le da un caracter hidrofobico
en el interior.

Fuerzas que estabilizan el B-ADN: hay tres fuerzas que estabilizan el modelo B-ADN de
Watson y Crick. Estas son las fuerzas hidrofilicas, que estan hacia afuera (los esqueletos
pentosas-fosfatos). Las fuerzas hidrofobicas, son las de apilamiento de las bases que generan
una fuerza de Van der Waals entre ellas en el interior de la molécula. Y los puentes hidrogenos
entre las bases de las diferentes hebras.

Surcos en el B-ADN: como consecuencia de las propiedades del B-ADN se forman dos
surcos a lo largo de la estructura en doble hélice, el surco mayor donde se exponen las bases y
el surco menor (Figura 1.6). El surco mayor es el que tiene mas importancia debido a que deja
espacio suficiente para que moléculas externas puedan contactar con las bases. Por ejemplo, las
proteinas “leen” la secuencia a través de los grupos funcionales de las bases que asoman dentro
del surco mayor del ADN.

Medidas del B-ADN:

- Diametro constante: 2,7 nm

- Doble periodicidad: 10,4 pares de bases (pb)/vuelta

- Bases perpendiculares al eje: 88,8°

- Hélice dextrogira: 34,6° por base.

- Paso: 3,54 nm/vuelta - 0,4 nm/pb.

Propiedades de los acidos nucleicos en disolucion

Hidrofilia: las cadenas de ADN y ARN son hidrofilicas, debido a la posibilidad que tienen
de formar enlaces hidrégenos con el agua por parte del grupo fosfato y oxhidrilo libre de las
pentosas a lo largo de todo el esqueleto.

Comportamiento acido: tienen comportamiento acido, a pH fisioldgico los grupos fosfatos
se ionizan casi por completo, haciendo que las moléculas de ADN y ARN se comporten como
acidos y tengan numerosas cargas negativas. Esto le otorga el caracter de ser una molécula
polianionica.

Absorbancia de luz UV: absorben luz UV, ello se da por la presencia de los anillos

aromaticos en las bases que absorben a 260 nm.
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Viscosidad: debido a la relativa rigidez de la molécula en doble hélice y a su gran longitud
con relacion al didmetro, las soluciones de ADN son muy viscosas y esta propiedad tiene interés
en la desnaturalizacion.

Desnaturalizacion: la temperatura tiene relacion directa con el proceso de
desnaturalizacion del ADN. A medida que aumenta la temperatura se puede producir la
separacion de las hebras, que es lo que se denomina desnaturalizacion.

Reactividad: el ARN es mas reactivo porque en el C2’ tiene un grupo oxidrilo y esto lo

hace mas vulnerable a un ataque alcalino.

Consecuencias biologicas del modelo del B-ADN

El material genético es capaz de almacenar la informacion genética de un individuo.
Ademéds, el material genético es sensible a mutaciones, pero al disponer de la hebra
complementaria, permite su reparacion.

Por otra parte, el material genético es replicado con precision.

El material genético es expresado como un fenotipo.

Variaciones de la estructura secundaria del ADN: forma Z y forma A del ADN

Ademas de la forma B-ADN de Watson y Crick, hay alomorfos del ADN como el A-ADN
y el Z-ADN (Figura 1.7). Las conformaciones A, B y Z del ADN representan variantes
estructurales de la doble hélice que difieren en su geometria helicoidal, condiciones de
estabilidad y disposicion espacial de bases y azlcares. Aunque comparten el mismo principio
de complementariedad de bases, presentan diferencias relevantes desde el punto de vista
fisicoquimico y funcional.

El A-ADN que es el B-ADN, pero deshidratado; es decir, no es el que tenemos en nuestro

organismo. Presenta hélice dextrogira al igual que el B-ADN, pero tiene aproximadamente
11 pb por vuelta. Es méas compacta, tiene una menor longitud por vuelta. El surco mayor es mas
profundo y estrecho; y el surco menor es mas ancho y superficial. Las bases nitrogenadas se
encuentran inclinadas respecto del eje helicoidal.

El Z-ADN es una conformacion alternativa menos frecuente. Presenta hélice levogira y
aproximadamente 12 pb por vuelta. El esqueleto tiene disposicion en zigzag (de alli su nombre).
Su surco mayor es poco definido y el surco menor es estrecho y profundo. Se favorece en
secuencias ricas en GC y en condiciones de alta concentracion salina. E1 Z-ADN hace referencia
a regiones del B-ADN que estan formadas por 6 nucledtidos (CGCGCG), donde hay estas

regiones, el giro de la hélice no es dextrogiro sino levogiro. El ADN Z puede aparecer
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transitoriamente en regiones reguladoras y se ha vinculado con procesos de regulacion génica

y tension torsional.

B-ADN A-ADN Z-ADN
1.84 nm
-
Vuelta de
hélice:
4.56 nm
(11-12 pb
038:am) El surco mavor no existe,
es poco profundo
Bases algo El surco menor es profund
inclinadas: y estrecho
90
Surcos en rojo y esqueleto de
pentosa fosfato en verde ———

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

Estructura de orden superior del ARN

e ARN de transferencia (ARNt): los ARNt forman una estructura de orden superior.

® ARN ribosémico (ARNr): los ARNr en algunos casos pueden asociarse a otras
proteinas y adoptar la estructura de orden superior.

Se conocen varios tipos distintos y estan presentes en los ribosomas, organulos
intracelulares implicados en la sintesis de proteinas. Su estructura secundaria y terciaria
presenta un plegamiento complejo que le permite asociarse tanto a las proteinas integrales de

los ribosomas como a otros ARN y participar en el proceso de sintesis proteica.

Estructuras de orden superior del ADN

Para adoptar una estructura de orden superior, el ADN sufre lo que se llama condensacion,
que abarca su superenrollamiento y empaquetamiento. El superenrollamiento tiene gran
significado porque permite entender como un ADN que es de gran magnitud puede alojarse en

el nacleo de las células que tiene dimensiones mucho menores que las que tiene un ADN. Por
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ejemplo, un cromosoma humano tiene una longitud de 17-85 mm, mientras que cuando se
compacta y se condensa queda de 4-6 um.

Se entiende por superenrollamiento (enrollar algo que ya esta enrollado) del ADN al
retorcimiento o giro sobre si mismo (que ya esta enrollado); quiere decir que las dos hebras del
ADN sufren enrollamiento mientras que la doble hélice sufre superenrollamiento.

Como se menciond anteriormente, la condensacion del ADN se rige también por el
empaquetamiento ademas del superenrollamiento. El empaquetamiento de la molécula de ADN
ocurre cuando esta se asocia a proteinas, las histonas y las proteinas no histonicas. El
superenrollamiento causa tension estructural en la molécula, la cual es modulada por la accion
de topoisomerasas. Existen dos tipos de isomerasas, la topoisomerasa de tipo 1 que escinde,
rompe, corta transitoriamente una hebra de ADN; mientras que las topoisomerasas de tipo 2
cortan las dos hebras.

Las histonas (H1, H2a, H2b, H3 y H4) son las principales proteinas componentes del
material genético en eucariotas y su funcion es estabilizar la estructura del ADN, contribuyendo
a compactarla, para facilitar su empaquetamiento. Estructuralmente, las histonas constituyen
una familia de proteinas semejantes, de tamafio relativamente pequefio y con elevado contenido
de aminodacidos bésicos. Gracias a ello, muestran naturaleza policationica a pH fisiologico
(numerosas cargas positivas en cada molécula) y se asocian fuertemente, mediante
interacciones electrostaticas, con los grupos fosfato del esqueleto del ADN (estos grupos fosfato
estan ionizados, o sea que tienen carga negativa). El grado de la condensacion de la molécula
de ADN se regula por acetilacion y fosforilacion de las histonas, afectando asi a la accesibilidad
del ADN para la transcripcion. De este modo las histonas intervienen en el control de la
expresion génica.

Las proteinas no histonicas (protaminas, HMG, esqueleto) también son importantes porque
algunas, por ejemplo, son proteinas que forman un esqueleto donde se va a ir enrollando y
superenrollado el ADN. Hay muchas proteinas no histonicas que no tienen una funcidén
estructural que actuaran en la replicacion, en la transcripcion, en la regulacion del grado de

condensacidn de la cromatina.

Niveles de condensacion del ADN
Se puede estudiar la condensacion del ADN en niveles (Figura 1.8). El nucleosoma es la
unidad basica de la cromatina que se llama fibra de 10 nm porque es el grosor o el didmetro de

esta estructura. Estd formado por 9 moléculas de histonas (dos H2a, dos H2b, dos H3, dos H4
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y una HI) y 200 pb de ADN. La HI es la base y es la histona de mayor tamafio, interacciona
por un lado con el exterior de la particula ntcleo (la particula nticleo esta formada por un
octamero de histonas y 145 pb de ADN); por otro lado, interacciona con la molécula de ADN
entrante y saliente del nucleosoma.

La doble hélice dextrogira del ADN rodea a las histonas ahora en un sentido levégiro
(superenrollamiento negativo). El ADN queda expuesto sobre las histonas, esta accesible para
interaccionar con otras proteinas. También hay extremos amino terminales de las histonas que
sobresalen de los nucleosomas y a través de ellos sufren metilacion, acetilacion o fosforilacion,
lo que produce alteraciones en la condensacion de la cromatina. Una misma molécula de ADN
envuelve sucesivamente a distintos nucleosomas y los conecta entre si. La porcion entre dos
nucleosomas sucesivos se llama ADN espaciador o ligador. La fibra de 10 nm (nucleosoma)
que se enrolla sobre si misma, formando el solenoide el otro, el siguiente nivel de condensacion.
Este solenoide o fibra de 30 nm contiene aproximadamente seis nucleosomas por cada vuelta
de solenoide. El solenoide continua enrollandose sobre si mismo para formar lazos, bucles o
asas radiales. De esta manera, el ADN esta mas enrollado sobre si mismo formando como un
andamiaje sobre un esqueleto proteico. Estos bucles constituyen lo que se conoce como
unidades transcripcionales; es decir, que pueden tener un gen completo o varios genes que estan
regulados de forma comtn, los cuales pueden desenrollarse y ser transcritos.

El siguiente nivel de condensacion recibe el nombre de eucromatina; y si esta continua
enrollandose, conforma la heterocromatina, la cual ya no es tradicionalmente activa. El ltimo
nivel de compactacion es el cromosoma y finalmente, el cromosoma metafdsico que se

encuentra durante la metafase del ciclo celular y puede observarse con el microscopio optico.

Cromosoma

Nucleosomas (10 nm)

AVAVAVAVANY

DNA

Figura 1.8. Niveles de condensaciéon del ADN.
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EL LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR

Para el desarrollo de los trabajos practicos propuestos en esta guia, es necesario conocer
las normas de seguridad de un laboratorio; identificar el uso y cuidado de los materiales,
instrumentos y equipos de uso frecuente en el laboratorio de Biologia Molecular; y saber
realizar soluciones. Por este motivo, se presentan en esta seccion inicial tres apartados que
deben leerse con atencidon y dedicacion: normas de seguridad e higiene en el laboratorio; el

laboratorio de biologia molecular y preparaciones de soluciones de trabajo.

NORMAS DE SEGURIDAD E HIGIENE EN EL LABORATORIO

El laboratorio es un espacio de aprendizaje, investigacion y construccion de conocimientos
que exige responsabilidad y compromiso con la seguridad para proteger la salud de las personas
y del ambiente. Estas normas buscan proteger la integridad de todas las personas, garantizar un
ambiente de trabajo adecuado y fomentar habitos que los futuros docentes puedan replicar en
sus practicas educativas.

La seguridad en el laboratorio no es solo un conjunto de reglas, sino una actitud frente al
trabajo en el laboratorio. Como futuros profesores, es fundamental que comprendan estas
normas no solo como un requisito de bioseguridad, sino también que las adopten desde el inicio
como un ejemplo de buenas practicas que deberan transmitir a sus propios estudiantes para
garantizar ambientes de ensefianza seguros y responsables.

Normas de seguridad generales

Teniendo siempre presente que la seguridad en el laboratorio no es solo un conjunto de
reglas, sino una actitud frente al trabajo cientifico-académico, las siguientes normas deben
cumplirse durante el desarrollo de cada TP.

e Utilizar guardapolvo, calzado cerrado y guantes para evitar el contacto de cualquier

sustancia con la piel.

e Mantener el cabello recogido.

e No ingerir comida, bebidas ni chicle dentro del laboratorio.

e (Conocer la ubicacion y uso de los elementos de seguridad en el laboratorio:

matafuegos, salidas de emergencia, duchas de seguridad, lavaojos y botiquin.

e Identificar las areas del laboratorio y los carteles con informacion de numeros de

teléfono a los que llamar en caso de emergencia.

e Informar inmediatamente a las docentes ante cualquier accidente, derrame o incidente.
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Dejar libres las rutas de escape o pasillos para permitir la libre circulacion (no bloquear
con mochilas, muebles o equipos).

Ubicar los elementos personales (mochilas, abrigos) en los espacios de guardado. No
dejarlos sobre las mesadas de trabajo o en el piso.

Identificar correctamente las muestras, reactivos que utiliza con la siguiente
informacion: nombre del reactivo o muestra, concentracion si corresponde, propietario
y fecha de elaboracion.

Lavarse las manos antes y después de cualquier manipulacion de laboratorio y antes de

retirarse del mismo.

Normas de seguridad relacionadas con el orden y la limpieza del laboratorio

El orden y la limpieza en el laboratorio son esenciales para trabajar de manera eficiente y

segura. Las siguientes normas apuntan a mantener los espacios organizados para prevenir

accidentes y contaminaciones, y también a favorecer el aprendizaje y promover habitos de

responsabilidad como futuros docentes que transmitiran en sus propias practicas educativas.

Mantener despejadas y limpias las mesadas de trabajo para el desarrollo de los TP.
Colocar los reactivos y sustancias quimicas en el sector de trabajo comun.

Descartar los residuos en los contenedores destinados para tal fin.

Al finalizar cada TP, limpiar el material utilizado y la zona de trabajo.

Usar de manera adecuada el material y equipamiento: manipular los instrumentos con
cuidado, devolverlos a su lugar y reportar cualquier dafio o mal funcionamiento.
Rotular y almacenar frascos y tubos claramente identificados para evitar confusiones.
Prohibir alimentos y bebidas dentro del laboratorio para prevenir contaminaciones.
Lavarse las manos antes y después de cada practica.

Mantener un orden al registrar datos, cuadernos de laboratorio prolijos y actualizados,
lo que también fomenta héabitos de rigurosidad cientifica.

Alentar el trabajo colaborativo para dejar el espacio comun en condiciones Optimas para

el siguiente grupo.

Normas de seguridad relacionadas con la utilizacion de productos quimicos

El manejo de productos quimicos en el laboratorio exige precaucion y conocimiento de sus

riesgos potenciales. El trabajo con estos requiere especial atencion, ya que muchos de ellos

pueden ser toxicos, corrosivos, inflamables o contaminantes. Aplicar normas bésicas de
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seguridad garantiza la proteccion personal y colectiva, y permite desarrollar practicas
responsables que los futuros docentes deberdn también transmitir en su ejercicio profesional.
e Usar elementos de proteccion personal (ver normas de seguridad generales).
e Previo al desarrollo de cada TP, leer el resumen de seguridad de los reactivos (ver Anexo
1) que utilizara, conocer sus riesgos y medidas de actuaciéon en caso de accidente.
Ampliar la informacion buscando la ficha de seguridad de cada uno de los reactivos.
e Rotular los recipientes de forma clara: nombre del compuesto, concentracion, fecha de
preparacion y responsable.
e Usar campana extractora para manipular reactivos voldatiles, corrosivos o toxicos.
e Eliminar de manera segura los residuos siguiendo las indicaciones del protocolo de
descarte especifico para cada sustancia.
e No tocar con las manos los productos quimicos y evitar pipetear con la boca, si bien en
el laboratorio de Biologia Molecular se utilizan mayormente micropipetas.
e No retornar nunca el exceso de producto quimico al recipiente de origen.
e Utilizar puntas diferentes por cada reactivo utilizado.
Normas de seguridad relacionadas con el tratamiento de los residuos
El manejo adecuado de los residuos en el laboratorio es fundamental para garantizar la
seguridad de todos los integrantes y para minimizar el impacto ambiental de las practicas
cientificas y académicas. En la Tabla 1.1 se presentan las normas basicas para eliminar
(descartar o depositar) los materiales residuales (sélidos, liquidos no contaminantes, reactivos
quimicos) utilizados en los trabajos practicos de Biologia Molecular con el fin de promover un
trabajo responsable, ordenado y en cumplimiento de la normativa institucional vigente.
Aspectos para considerar durante su trayecto en el desarrollo de cada TP de Biologia
Molecular
Cada TP es una oportunidad para integrar teoria y practica, aplicar el método cientifico y
adquirir habilidades fundamentales tanto en la investigacion como en la docencia. Cada uno de
los TP se organiza en dos instancias complementarias: una clase de taller tedrico-practico y otra
clase practica en laboratorio o en aula de informatica. En la primera, se abordan los
fundamentos conceptuales, la lectura y el andlisis de protocolos, de casos, la discusion de
resultados y la interpretacion de datos experimentales, la resolucién de situaciones
problematicas ficticias, promoviendo el pensamiento critico y el trabajo colaborativo. En la

segunda instancia, los estudiantes aplican los conocimientos adquiridos mediante la realizacion
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de experiencias experimentales o el uso de herramientas digitales de analisis molecular,
fortaleciendo las competencias técnicas y metodoldgicas necesarias para su formacion

cientifica y docente.

Tabla 1.1. Tratamiento de los residuos generados en los TP de Biologia Molecular.

Tipo de residuo Ejemplos comunes Tratamiento/eliminacion

Soluciones tampon  Tris/HCI, acetatos, fosfatos,
simples PBS

Diluir con abundante agua y eliminar por el
sistema de drenaje cloacal.

Soluciones tampon  SDS, Triton X-100, Tween 20  Depositar en contenedor de residuos

con detergente

liquidos con detergentes.

Reactivos toxicos,

Fenol, cloroformo,

Depositar en envases herméticos etiquetados

COITOSIVOS B-mercaptoetanol,
Solventes organicos Etanol, isopropanol

para tal fin. Nunca en el desagiie.

Depositar en contenedor de residuos
organicos liquidos.

Depositar en contenedores para tal fin como
residuo quimico peligroso.

Diluir con abundante agua y eliminar por el

Colorantes de
acidos nucleicos
Sales inorganicas

GelRed (usado en los TP)

NaCl, KCl, NaOH diluido,
no peligrosas HClI diluido sistema de drenaje cloacal.

Medios de cultivo LB, YPD Esterilizar en autoclave y descartar por
liquido sistema de drenaje cloacal.

Geles de agarosa GelRed Depositar en contenedores para tal fin como
con colorantes residuo s6lido peligroso

Plasticos Puntas, tubos de 0,2; 0,6; 1,5; Si es solo con soluciones tampoén, descartar
contaminados 2; 15 0 50 mL con restos de como residuos comunes. Si tienen reactivos
reactivos toxicos o colorantes, descartar en

contenedores como residuo quimico solido.

Residuos Cultivos bacterianos, restos de  Esterilizar en autoclave y eliminar como
bioldgicos micelios, muestras de sangre, residuo bioldgico en contenedores para tal

esputo. fin.
SDS: dodecil sulfato de sodio; NaCl: cloruro de sodio; KCI: cloruro de potasio; NaOH: hidréxido de
sodio; HCI: 4cido clorhidrico; LB: medio Lysogeny broth para cultivo bacteriano; YPD: medio extracto
de levadura, peptona y dextrosa para cultivo de levaduras.

Alo largo de cada TP, se incluyen apartados destinados a la reflexion docente y se proponen
actividades didacticas donde se invita a los estudiantes a analizar los contenidos y actividades
desde una mirada pedagogica. Estos espacios buscan vincular la experiencia cientifica con la
préctica educativa, promoviendo la construccion del rol docente, la elaboracion de propuestas
didécticas y la integracion de la Biologia Molecular en contextos de ensefianza diversos.

Por todo lo expuesto, los TP son més que procedimientos técnicos, son oportunidades para
aprender a pensar, observar, analizar y enseflar ciencia. Para aprovechar al maximo estas

experiencias, se recomienda tener en cuenta los siguientes aspectos:
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e Lectura previa: revisar los objetivos y la introduccion tedrica e identificar los conceptos
clave y relacionarlos con los contenidos ya vistos en la clase tedrica y en el taller.

e Preparacion personal: concurrir al laboratorio con guardapolvo, guantes descartables,
cuaderno y material de escritura.

e Desarrollo en el laboratorio: seguir cuidadosamente los procedimientos indicados por
las docentes y respetar las normas de higiene, orden y seguridad. Registrar en el
cuaderno de laboratorio cada paso, observacion y resultado, incluso si difiere de lo
esperado.

e Trabajo colaborativo: coordinar las tareas dentro del grupo para favorecer el trabajo en
equipo.

e Andlisis de resultados: comparar lo obtenido con lo esperado segin la teoria y
reflexionar sobre posibles errores, limitaciones y aplicaciones de la técnica utilizada.
Discutir las observaciones con el grupo y con el docente.

e Actividades complementarias: realizarlas y relacionar los resultados con temas vistos
en otras asignaturas como Biologia Celular y Genética.

Reflexion para la practica docente

En los proximos TP, se sugiere identificar qué aspectos de estos podrian ser utiles para
ensenar biologia en otros niveles educativos y reflexionar sobre como adaptar la experiencia a
diferentes contextos escolares. Asimismo, en cada uno, se les ofrecera una actividad en este

ambito que pueden considerar y practicar en sus quehaceres educativos.
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TALLER Y TRABAJO PRACTICO n.° 1: EL LABORATORIO DE BIOLOGIA
MOLECULAR - EXTRACCION DE ADN

OBJETIVOS
Los objetivos del taller n." 1 son:
e Reconocer la distribucion de los sectores materiales, reactivos y equipos del
laboratorio de Biologia Molecular.
e Profundizar en las unidades de concentracion utilizadas en Biologia Molecular.
o Identificar potenciales muestras para extraccion de ADN, comprendiendo este

procedimiento.

Los objetivos del TP n." 1 son:

e Manejar con precision instrumentos volumétricos como micropipetas automaticas.

e Conocer y poner en practica los pasos fundamentales de la extraccion de ADN
comprendiendo el rol de cada reactivo en el proceso.

e Desarrollar competencias técnicas y actitudinales en el laboratorio, incorporar buenas

practicas de bioseguridad, manejo responsable de reactivos y trabajo colaborativo.

FUNDAMENTO TEORICO DEL LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR

El laboratorio de Biologia Molecular es un espacio disefiado para el estudio de los procesos
que ocurren a nivel del &cido desoxirribonucleico (ADN), acido ribonucleico (ARN) y
proteinas, permitiendo comprender las bases moleculares de la vida. Constituye un entorno de
aprendizaje practico en el que se integran conocimientos de Biologia Celular, Genética y
Quimica Biologica. El laboratorio de Biologia Molecular es un entorno que combina la teoria
con la practica, donde los estudiantes aprenden no solo a manejar técnicas y equipos
especializados, sino también a trabajar con responsabilidad, seguridad y sentido critico.
Areas principales del laboratorio de biologia molecular

Un laboratorio de biologia molecular se divide en diferentes sectores, cada uno con
funciones especificas:

« Area de manejo de muestras, preparacion de reactivos y soluciones. Incluye mesadas
con instrumentos bdsicos para la manipulacion de muestras y cultivos; y para pesar
reactivos, preparar diluciones.

« Area de extraccion de macromoléculas: con equipos de rutina como vortex, bloques

térmicos, macro y microcentrifugas para extraer ADN, ARN y proteinas.
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 Area de visualizacion y cuantificacion de macromoléculas. En esta zona se encuentran
equipos especializados como cubas electroforéticas, nanodrop, transiluminador,
espectrofotometro para visualizar y cuantificar ADN, ARN y proteinas
 Area de amplificacion de acidos nucleicos. Esta zona esta situada de manera restrictiva,
su acceso es solo para usuarios capacitados en este proceso para evitar contaminaciones
cruzadas. En ella se encuentran equipos especializados como termocicladores comunes
y real time para amplificacion de ADN y ARN; instrumentos como micropipetas y
materiales de plastico destinados a usarse inicamente en esta zona.
« Area de conservacion de muestras: con freezers y heladeras para almacenamiento de
reactivos y material biologico.
Instrumentos y equipos habituales
En el laboratorio de Biologia Molecular se utilizan instrumentos que permiten la
manipulacion precisa de pequeias cantidades de material y la obtencion de resultados
confiables. En la Figura 1.9 se muestran los instrumentos y equipos mas utilizados en el
desarrollo de los TP de Biologia Molecular.
Materiales y elementos de uso frecuente
Ademéds de los equipos, en el desarrollo de los TP de Biologia Molecular se trabaja con
materiales de laboratorio basicos y descartables (Figura 1.10). También, parte elemental de este
tipo de laboratorio son los reactivos, sustancias que interactian y provocan una reaccion

quimica para revelar la presencia o medir la cantidad de otra sustancia (drogas, colorantes).
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Figura 1.9. Equipos y dispositivos de uso comun en el laboratorio

de Biologia Molecular.
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\\ X
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10 a 200 pL)
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de 200 pL transparentes
para PCR (0,1 a 10uL)
Tubos de 15 ‘ Probetas
mL
Tubos de 50 A Vasos de
mL precipitado
Gradillas Tubos de
ensayo

Figura 1.10. Materiales mas utilizados en el laboratorio de Biologia
Molecular.

FUNDAMENTO TEORICO SOBRE PREPARACION DE SOLUCIONES USADAS EN
EL LABORATORIO DE BIOLOGiA MOLECULAR
En la ensefianza de la Biologia Molecular, los docentes se enfrentan a un desafio que parece

paraddjico: volver a lo basico para alcanzar lo complejo. La preparacion de soluciones, que
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podria asumirse como un conocimiento “ya adquirido”, requiere ser abordada explicitamente
incluso con estudiantes avanzados.

En este campo, se trabaja con reactivos de alta pureza y elevado costo, disefiados para
evitar contaminaciones que arruinarian un procedimiento. Otro aspecto distintivo es el manejo
de volimenes extremadamente pequeios, incluso menores a microlitros, y cantidades de masa
en el orden de picomoles. En este contexto, la disciplina es obligatoria ya que cualquier error
de calculo o de manipulacion puede comprometer seriamente la calidad de un experimento o
invalidar los resultados obtenidos.

No obstante, la ensefianza de estas practicas no debe transmitir unicamente la idea de rigor
y cuidado extremo. También debe abrir un espacio para mostrar que la experiencia y el criterio
docente permiten, en determinados contextos, adaptar concentraciones o volimenes a los
objetivos de cada técnica. Asi, el estudiante aprende que la Biologia Molecular no es solo seguir
protocolos al pie de la letra, sino también desarrollar un pensamiento critico y flexible,
indispensable para la practica cientifica y docente.

Concepto y tipo de soluciones

En el trabajo de laboratorio, la nocion de solucion es uno de los pilares fundamentales. Se
llama solucion (o disolucion) al sistema homogéneo que se forma cuando una sustancia se
dispersa uniformemente en otra, constituyendo una sola fase visible. En este sistema, el solvente
o disolvente es el componente en el cual ocurre la dispersion y el soluto es el compuesto que se
disuelve y, por lo general, se encuentra en menor proporcion. Los solutos pueden presentarse
en cualquier estado de la materia.

La capacidad de un solvente para disolver un soluto no es infinita, depende de la naturaleza
quimica de ambos y de la temperatura. Cuando el solvente contiene la maxima cantidad de
soluto que puede disolver a una determinada temperatura, se trata de una solucion saturada. Si
se intenta afiadir mas soluto, este precipitara, generando una solucion sobresaturada.

Desde un punto de vista practico y técnico, las soluciones se clasifican en diluidas cuando
la cantidad de soluto es baja; concentradas, cuando la cantidad de soluto es mayor; saturadas,
cuando la cantidad de soluto es la maxima que puede disolverse; sobresaturadas, cuando la

cantidad de soluto es mayor a la que el solvente puede mantener en disolucion estable.
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Unidades de concentracion mas usadas para preparar soluciones en biologia molecular

Para caracterizar una solucidon resulta imprescindible conocer su concentracion, que
expresa la cantidad de soluto presente en una cantidad determinada de solvente o de solucion.
La concentracion puede expresarse mediante:

e Unidades fisicas de concentracion expresan la cantidad de soluto en relacion con la
solucion o el solvente, utilizando masa y volumen como referencia.

e Unidades quimicas de concentracion permiten relacionar directamente la cantidad de
soluto con el nimero de particulas (moles o equivalentes).

Las unidades fisicas son utiles en preparaciones rapidas y rutinarias, mientras que las
unidades quimicas permiten un control exacto de la cantidad de moléculas involucradas en los
experimentos. En la Tabla 1.2 se detallan y ejemplifican las unidades fisicas y quimicas mas
utilizadas en el laboratorio de Biologia Molecular. Durante el desarrollo de TP se utilizara la
molaridad debido a que resulta mas practica porque solo es necesario conocer el peso molecular
del reactivo y no requiere manejar el nimero de equivalentes quimicos, ni tampoco la densidad

del disolvente.

Tabla 1.2. Unidades fisicas y quimicas de concentracion usadas en el laboratorio de Biologia
Molecular.

Tipo de unidad Expresiéon Definicion Ejemplo
o g de soluto en 100 mL de 5 % m/v de NaCl =5 g de NaCl
/o m/v (sto/sn) solucion en 100 mL de solucion

g de soluto en 100 g de solucion 10 % m/m de glucosa =10 g de

V)
% m/m (sto/sn) glucosa en 100 g de solucidén
Fisicas % v/v (sto/sn) mL de soluto en 100 mL de 30 % v/v de etanol = 30 mL de
0 solucion etanol en 100 mL de soluciéon
o g de soluto en 100 mL de 7% m/m de NaOH=7¢g
% m/v (stofste) solvente NaOH en 100 mL de solvente

g de soluto en 100 g de solvente 2 % v/v de etanol =2 mL de
etanol en 100 mL de solvente
n.’ de moles de soluto por L de 1 M NaCl = 58,44 g de NaCl
Molaridad (M)  soluciéon: M = moles de soluto en 1 L de solucion
L de soluciéon

n.’ de moles de soluto por 1000 g 0,5 m glucosa = 0,5 mol de

Molalidad (m) de solvente: m = moles de soluto glucosa en 1000 g de agua
1000 g de solvente
n.” de equivalentes quimicos de
soluto por L de solucion:
N = equivalentes de soluto
L de solucién

% v/v (sto/ste)

Quimicas
Normalidad

Sto: soluto; ste: solvente; sn: solucion.
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Preparacion de soluciones de trabajo a partir de soluciones madre

En Biologia Molecular, los volumenes y masas de trabajo son extremadamente pequefios,
lo que dificulta la preparacion directa de soluciones a la concentracion final deseada. Por este
motivo, es una practica habitual elaborar soluciones madre o soluciones stock a concentraciones
altas que luego pueden ser diluidas segiin necesidad.

Este procedimiento ofrece varias ventajas: se reduce el margen de error en la medicion ya
que se pesa en cantidades mayores de soluto; minimiza la contaminacion de reactivos ya que
se manipulan con menor frecuencia y por menos operarios, y se optimiza el tiempo de trabajo
en el laboratorio, evitando tener que pesar reiteradamente los mismos compuestos cada vez que
se preparan nuevas soluciones.

En la practica, las soluciones madre se formulan a alta concentracion, se ajustan al pH
requerido, se pueden esterilizar seglin la naturaleza del compuesto, y se conservan a 4 o 20 °C
durante el tiempo que garantice su estabilidad. Para realizar las soluciones de trabajo a partir de
las soluciones madre, se debe diluirlas a la concentracién deseada siguiendo la siguiente
ecuacion de equivalencia:

CiVi = Cfo
donde, C; es concentracion inicial e indica la concentracion de la solucion madre; Vies volumen
inicial e indica el volumen que se debe tomar de la soluciéon madre para llegar a la concentracion
final de la solucion de trabajo; Cr es concentracion final de la solucion de trabajo; y Vr es

volumen final y representa el volumen de solucion de trabajo que se desea preparar.

Ejemplo prdctico de preparacion de soluciones madre

Se debe preparar las siguientes soluciones madre para luego preparar una solucion de
extraccion de ADN micelial. Estas son las soluciones madre a preparar:

50 mL de Tris I M

10 mL de EDTA0,5M

25mL de NaCl 5 M

20 mL de dodecil sulfato de sodio (SDS) 20 %.

Resolucion

Tris: 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol, compuesto basico que se usa para
preparar soluciones tampon y como agregado en reactivos de lisis, purificacion y suspension de

acidos nucleicos. Su peso molecular es 121,1 g/mol. Necesitamos preparar 50 mL de Tris a una
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concentracion 1 M. Esto significa una solucion de 1 mol de Tris por cada 1000 mL (1 L) de
solucion y 1 M de Tris es 121,1 g/L. Entonces:

1000 mL de solucion ........ 121,11 g

50 mL de solucion ........... X

x=(50 mL x 121,1 g)/1000 mL

x = 6,05 g de Tris

En la practica se pesara 6,05 g de Tris para preparar 50 mL de una solucion madre de Tris
a una concentracion 1 M.

EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético, es un quelante de iones y se usa en soluciones de
extraccion de ADN y soluciones tampon para corridas electroforéticas. Su peso molecular es
362 g/mol. Necesitamos preparar 10 mL de EDTA a una concentracion de 0,5 M. Esto significa
una solucion de 0,5 mol de EDTA por cada 1000 mL de solucion y 1 M de EDTA es 362 g/L.
Entonces:

1 Mde EDTA ......... 362 g/L

0,5Mde EDTA ....... X

x=(0,5Mx362¢g/L)/1M

x =181 g/L
1000 mL de solucion 0,5 M ........ 181 g
10 mL de solucion 0.5 M ............. X

x =(10 mL x 181 g)/1000 mL

x=1,81 gde EDTA

En la practica se pesara 1,81 g de EDTA para preparar 10 mL de una solucion madre de
EDTA a una concentracion de 0,5 M.

NaCl: cloruro de sodio; las sales se agregan para estabilizar el medio salino y contribuir a
la lisis de las paredes celulares (en bacterias, vegetales y hongos) y de las membranas
bioldgicas. Su peso molecular es 58,44 g/mol. Necesitamos preparar 25 mL de NaCl a una
concentracion de 5 M. Esto significa una solucion de 5 moles de NaCl por cada 1000 mL de

solucion y 1 M de NaCl es 58,44 g/L. Entonces:

1 MdeNaCl......... 58,44 g/L
5MdeNaCl........x
x=(5Mx 58,44 g/L)/1 M
x=2922 g/L
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1000 mL de solucion S M ........ 2922 ¢

25 mL de solucion 5 M ............. X

X =(25mL x 292,2 g)/1000 mL

x =7,30 g de NaCl

En la practica se pesara 7,30 g de NaCl para preparar 25 mL de una solucion madre de
NaCl a una concentracion de 5 M.

SDS: dodecil sulfato de sodio, es un detergente anidnico fuerte usado en soluciones de
extraccion de ADN, cuyas funciones principales son romper la bicapa lipidica de las membranas
celulares y nucleares, liberando el contenido intracelular, incluido el ADN; y desnaturalizar las
proteinas asociadas al ADN (incluidas las nucleasas que podrian degradarlo). En este caso, no
es necesario conocer su peso molecular debido a que se usard una unidad fisica de
concentracion. Necesitamos preparar 20 mL de SDS a una concentracion de 20 % m/v. Esto
significa una solucion de 20 g de SDS por cada 100 mL de solucion. Entonces:

100 mL de solucion ........ 20 g de SDS

20 mL de solucion .......... x

x = (20 mL x 20 g)/100 mL

x=4g

En la practica se pesara 4 g de SDS para preparar 20 mL de una solucion madre de SDS a

una concentracion de 20 % m/v.

Ejemplo prdctico de preparacion de soluciones de trabajo con la ecuacion de equivalencia
Se debe preparar 5 mL de una solucidon de extraccion de ADN micelial. La formula de la
solucion de trabajo es la siguiente: Tris 100 mM; EDTA 50 mM; NaCl 300 mM; SDS 2 %
Las soluciones madre son las que se prepararon anteriormente: Tris 1 M; EDTA 0,5 M;
NaCl 5 My SDS 20 %.
Resolucion
Solucién de trabajo de Tris 0,1 M:
Para calcular lo solicitado, aplicaremos la formula: C;V; = C¢Vr.
Se despeja Vi para calcular la cantidad de solucion madre que se debe tomar para preparar
la solucion de trabajo: Vi = (Crx Vi)/C;
Vi=(0,1 Mx 5mL)/IM
Vi=0,5mL
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Solucién de trabajo de EDTA 0,05 M (50 mM):
Para calcular lo solicitado, aplicaremos la formula: C;V; = C¢Vy.
Se despeja Vi para calcular la cantidad de solucion madre que se debe tomar para preparar
la solucion de trabajo: Vi = (Crx Vy)/Ci
Vi=(0,05M x 5mL)/0,5M
Vi=0,5mL
Solucion de trabajo de NaCl 0,3 M (300 mM):
Para calcular lo solicitado, aplicaremos la formula: C;V; = C¢Vr.
Se despeja Vi para calcular la cantidad de solucion madre que se debe tomar para preparar
la solucion de trabajo: Vi = (Crx Vi)/C;
Vi=(03Mx5mL)/5M
Vi=0,3mL
Solucioén de trabajo de SDS 2 %:
Para calcular lo solicitado, aplicaremos la formula: C;V; = C¢Vy.
Se despeja Vi para calcular la cantidad de solucion madre que se debe tomar para preparar
la solucion de trabajo: Vi = (Crx V¢)/C;
Vi=(2 %x5mL)/20 %
Vi=0,5mL
En la practica, 5 mL de la solucion de trabajo se prepararia de la siguiente forma:

Tris IM ..., 0,5 mL

EDTAOSM ............... 0,5 mL
NaClS5M ...t 0,3 mL
SDS20% .....cceeeeeeeennenn.. 0,5 mL

Agua destilada cantidad suficiente para (c.s.p.) S mL (3,2 mL)

Reflexion para la practica docente

Ensenar a calcular las concentraciones de soluciones trasciende el aspecto matematico. Se
trata de un ejercicio que integra conceptos fundamentales de Quimica, Biologia Molecular y
Practicas, y que pone en juego habilidades cognitivas de gran valor para la formacion
académica-cientifica.

En primer lugar, el calculo de diluciones invita a los estudiantes a relacionar teoria y

practica: comprender qué significa una molaridad, como se transforma en masa de reactivo a
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pesar, y de qué manera una solucidén concentrada puede derivar en multiples soluciones de
trabajo segun la necesidad experimental. Este proceso convierte a la matematica en una
herramienta de resolucion de problemas reales y no en un fin en si misma. El célculo de
soluciones no solo fortalece la comprension de conceptos quimicos, sino que también ejercita
la precision, el razonamiento l6gico y la capacidad de planificar un procedimiento. Estas
competencias son transferibles a otros contextos de la vida académica y profesional. Subrayar
la importancia de medir con exactitud y de seguir un razonamiento ordenado refuerza habitos
de trabajo seguro en el laboratorio. Los errores de calculo pueden afectar no solo la validez de
los resultados experimentales, sino también la seguridad de los propios estudiantes. Ademas, se
resalta el valor pedagogico de la flexibilidad ya que, aunque los protocolos establecen
concentraciones exactas, la experiencia ensefia que muchas veces es necesario adaptar
diluciones o preparar soluciones a partir de lo disponible. Mostrar a los estudiantes que detras
del célculo hay criterio y toma de decisiones fomenta la autonomia y el juicio critico en la
practica experimental que sostendran su futuro rol como profesionales y docentes de la

Biologia.

FUNDAMENTO TEORICO SOBRE LA EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN

Hoy se sabe que la informacioén genética de todos los organismos esta almacenada y
transmitida de generacion en generacion en forma de ADN. Este hallazgo tiene una larga
historia: hace mas de un siglo, el bioquimico suizo Friedrich Miescher aislé por primera vez
esta molécula a partir de esperma de salmon y la denomind dcido nucleico. Una excepcion
interesante son los virus: aunque no se consideran organismos vivos, su material genético puede
ser ADN o ARN, lo que los convierte en un ejemplo valioso para comprender la diversidad de
estrategias biologicas.

En este sentido, con el tiempo se descubrié que en realidad existen dos tipos de &cidos
nucleicos en las células: el ADN y el ARN. En las células eucariotas el ADN se encuentra en el
nucleo de las células eucariotas, hecho que se confirm6 cuando Feulgen introdujo una tincion
especifica para el ADN hace més de siete décadas. El ARN, en cambio, se localiza en mayor
proporcion en el citoplasma. En organismos procariotas, como las bacterias que carecen de
nucleo, ambos acidos nucleicos se encuentran dispersos en el citosol.

Desde el punto de vista cuantitativo, los &dcidos nucleicos son componentes esenciales de

la célula, representando entre un 5 y un 15 % de su peso seco. Para dimensionar su importancia,
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una bacteria como Escherichia coli contiene alrededor de 0,1 picogramos (0,1 x 1072 g) de
ADN por célula, y su molécula de ADN puede extenderse hasta | mm de longitud. Una célula
humana tipica posee cerca de 6 picogramos de ADN, y la longitud de su molécula, si se
desplegara, alcanzaria aproximadamente 174 cm o mas.

La mayoria de las investigaciones en el area de la Biologia Molecular parten del
aislamiento de acidos nucleicos, base fundamental de herramientas moleculares usadas en
servicio de diagnosticos o investigacion cientifica. La estructura del ADN lo convierte en una
molécula sensible al estrés mecanico: su gran longitud facilita que se fragmente con facilidad
durante las précticas rutinarias de laboratorio. Sin embargo, una vez aislado, el ADN es
relativamente estable y puede conservarse a -20 °C, deshidratado en etanol, en soluciones buffer
estériles o agua.

Es importante destacar que las células contienen, ademas del ADN, muchas otras
moléculas complejas. Por ello, el aislamiento del ADN requiere aplicar técnicas especificas que
permitan separarlo del resto de los componentes celulares. La extraccion de ADN es un
procedimiento esencial en biologia molecular, ya que permite disponer del material genético en
una forma pura y estable para garantizar el éxito de técnicas posteriores, como la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction) secuenciacion,
clonacién o analisis gendmico. Estos procedimientos varian en complejidad y pureza alcanzada,
y segun el origen de la muestra, pero en general comparten una serie de etapas basicas comunes
que seran objeto de estudio en este TP. Los protocolos de extraccion de ADN que se utilizan de
rutina en los laboratorios incluyen las siguientes etapas:

1. Lisis celular

2. Purificacion

3. Precipitacion

4. Lavado, rehidratacion y almacenamiento
1. Lisis celular

El éxito de la extraccion de ADN depende en gran medida de la primera etapa, la lisis. El
objetivo es romper las estructuras que protegen al ADN dentro de la célula y liberar su contenido
al medio. La estrategia de lisis depende de la naturaleza de la muestra (bacterias, tejidos
animales, vegetales, hongos o sangre), pero en todos los casos implica la ruptura de membranas
celulares y nucleares, asi como la inactivacion de nucleasas, enzimas que degradan el ADN.

Para lograrlo se emplea una solucion de lisis combinada con diferentes métodos:
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e Fisicos, como calor, congelacion/descongelacion, homogeneizacion mecanica o
sonicacion.
e Quimicos, como detergentes que disuelven lipidos y proteinas de membrana.
e Enzimaticos, como proteasas o lisozima, que degradan componentes especificos de la
célula.

Cada componente de la solucion de lisis celular cumple una funcién especifica que
contribuye a la ruptura de las células, la liberacion del material genético y la proteccion del
ADN frente a la degradacion. A continuacion, se describen las particularidades de los procesos
de extraccion de ADN segln la naturaleza del material de partida. En el caso de muestras
vegetales, fingicas y bacterianas, son necesarias acciones extra como romper su pared celular.
Otras veces, es necesario llevar a cabo una disgregacion previa cuando la muestra se trata de
un tejido. Mas adelante, se detallan las funciones de los componentes més usados en diferentes
soluciones de lisis celular, como detergentes, agentes quelantes de metales divalentes, y
proteasas estables como la proteinasa K.

Lisis celular de muestras vegetales

La extraccion de ADN a partir de tejidos vegetales presenta particularidades propias,
debido a la compleja composicion de sus células. A diferencia de las células animales, las
células vegetales estan rodeadas por una pared celular rigida, compuesta principalmente por
celulosa, hemicelulosa, lignina y pectinas, lo que dificulta el acceso directo al contenido
nuclear. La lisis celular en vegetales es un paso critico y mas complejo que en otros organismos,
ya que requiere estrategias especificas para superar la barrera de la pared celular y evitar
contaminantes que comprometan la pureza del ADN. Entonces, el primer desafio consiste en
lograr una disrupcion eficiente de la pared celular, lo que se logra combinando métodos
mecanicos, como la molienda del tejido fresco o congelado en nitrégeno liquido, que fragiliza
las células y facilita su ruptura; quimicos, mediante el uso de detergentes como SDS que
solubilizan las membranas y desnaturalizan proteinas y enzimaticos, empleando celulasas o
pectinasas para degradar la pared.

Otro inconveniente que surge en la extraccion de ADN a partir de muestras vegetales es la
activacion rapida de enzimas nucleasas. Esto sucede debido a que la lisis celular puede
prolongarse demasiado debido a la ruptura de las paredes celulares. Las nucleasas se activan y
rompen el material genético. Para evitar este inconveniente, se debe trabajar velozmente y a

temperaturas bajas, para lo cual, previo a la extraccion, se colocan los materiales que estaran en
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contacto con la muestra vegetal (mortero, brazo del mortero, microtubos) a -20 °C. Los
detergentes y compuestos desnaturalizantes de proteinas presentes en las soluciones de
extraccion ayudan a inactivar las nucleasas y de este modo, a prevenir la destruccion del ADN.

Un tercer desafio que conlleva la extraccion de ADN de este tipo de muestras es la
liberacion de numerosos compuestos propios de las células vegetales, como polisacaridos,
polifenoles y metabolitos secundarios, que pueden interferir en posteriores analisis moleculares.
Ello resulta de la extrema divergencia que existe en la bioquimica de las especies vegetales.
Para contrarrestar estos efectos, se utilizan agentes como el bromuro de cetiltrimetilamonio
(CTAB), la polivinilpirrolidona (PVP) y el B-mercaptoetanol.

El CTAB es un detergente catidnico que desnaturaliza la membrana celular y facilita la
separacion de los polisacaridos durante la purificacion. En este ultimo caso, se hace uso de las
diferentes solubilidades del ADN y polisacaridos en CTAB dependiendo de la concentracion de
cloruro de sodio. A mayores concentraciones de sal, los polisacdridos son insolubles, mientras
que a menores concentraciones el ADN es insoluble. Ajustando la concentracion de sal en los
lisados que contienen CTAB, los polisacaridos y el ADN pueden precipitarse de forma
diferencial. Los tampones de extraccion basados en CTAB se utilizan ampliamente para
purificar el ADN de los tejidos vegetales.

Los polifenoles, al liberarse durante la maceracion y lisis celular, tienden a oxidarse y
formar compuestos que se unen fuertemente al ADN y a las proteinas, interfiriendo con la
extraccion y afectando la calidad del material genético. La PVP evita la oxidacion porque
elimina los polifenoles uniéndose a ellos mediante enlaces de hidrégeno y evitando que estos
interactiien con el ADN. De esta forma, se obtiene un ADN puro, sin contaminantes que puedan
inhibir enzimas en estudios posteriores. Otros antioxidantes como el [-mercaptoetanol
previenen la oxidacion de fenoles y rompen los puentes disulfuros de las proteinas.

Lisis celular de muestras a partir de cultivos fungicos o micelio

El aislamiento de ADN a partir de cultivo fingico es una técnica fundamental en biologia
molecular, ya que permite disponer del material genético necesario para estudios de
identificacion, caracterizacion genética, andlisis filogenético o manipulacion biotecnoldgica.
Los hongos presentan una pared celular compleja y resistente, compuesta principalmente por
quitina, glucanos y proteinas, lo que representa un desafio adicional para el proceso de
extraccion. Por ello, el primer paso critico consiste en la lisis eficiente del micelio, combinando

métodos mecdnicos (trituracion o rompimiento por congelaciéon y maceracioén), quimicos
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(detergentes y agentes caotropicos) y enzimaticos (quitinasas, glucanasas, proteasas) que
permitan romper la pared celular y liberar el ADN. Una vez liberado, el ADN debe ser separado
de otros componentes celulares como polisacaridos, proteinas y metabolitos secundarios que
suelen interferir en las reacciones posteriores. De esta manera, la extraccion de ADN de micelio
no solo constituye un paso técnico, sino también una etapa critica de aprendizaje, donde los
estudiantes pueden apreciar como la estructura celular de los hongos condiciona las estrategias
metodologicas empleadas en el laboratorio.
Lisis celular en muestras a partir de cultivo bacteriano

La lisis celular en la extraccion de ADN bacteriano requiere tener en cuenta la naturaleza
de la pared celular rica en peptidoglicano, aunque no es tan rigida y estable como las paredes
celulares vegetales. Eventualmente algunos protocolos combinan métodos enzimaticos,
quimicos y fisicos. La lisozima es la enzima mas usada en el tratamiento enzimatico, esta
degrada el peptidoglicano de la pared celular; en bacterias Gram positivas, con pared mas
gruesa, este paso es particularmente importante. La funcién de agentes quimicos como
detergentes, el mas usado es el SDS, es desestabilizar y solubilizar la bicapa lipidica de la
membrana plasmatica y desnaturalizar proteinas, incluidas las nucleasas. Métodos fisicos
complementarios como el calor suave o la sonicacion pueden favorecer la ruptura de
membranas. En protocolos mas sencillos, el uso de agitaciones mecanicas contribuye a la
disgregacion celular.
Lisis celular de muestras de sangre entera

La extraccion de ADN a partir de muestras humanas, como sangre o mucosa bucal, implica
procedimientos de lisis celular adaptados a las caracteristicas de cada tipo de tejido. El objetivo
principal es romper las membranas celulares y nucleares para liberar el material genético,
eliminando al mismo tiempo proteinas y otros componentes que podrian interferir en los analisis
moleculares posteriores. En ambos casos, y al igual que con las muestras vegetales, bacterianas
y fungicas, la etapa de lisis es critica; de su eficacia depende la calidad y cantidad del ADN
recuperado. En este caso, no existe el impedimento de la pared celular, por lo que directamente
se emplean detergentes para desestabilizar las membranas celulares al formar micelas con sus
componentes lipidicos.

La sangre estd compuesta por distintos tipos de células y elementos formes: los eritrocitos
(globulos rojos), que transportan oxigeno; los leucocitos (globulos blancos), que participan en

la defensa inmunologica; y las plaquetas, que intervienen en la coagulacion. En el contexto de
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la extraccion de ADN, tanto los eritrocitos maduros como las plaquetas no resultan de interés
porque carecen de nucleo y, en consecuencia, no contienen ADN. Por este motivo, el proceso
de lisis celular en sangre comienza con la eliminacion de eritrocitos mediante un tampoén de
lisis especifico que rompe su membrana y permite descartar su contenido. Las plaquetas, al ser
fragmentos anucleados y muy pequefios, se pierden en este mismo paso, ya que se desechan
junto con el sobrenadante tras la centrifugacion. Las células de mayor interés son los leucocitos,
que si poseen nucleo; a partir de ellos se procede a la ruptura de sus membranas bioldgicas para
acceder al material genético. Para ello se utilizan detergentes como SDS o Triton X-100, que
solubilizan lipidos de membrana. Ademads, se incorpora proteinasa K, que digiere proteinas
estructurales, histonas asociadas al ADN y nucleasas, asegurando asi la liberacion y proteccion
del ADN nuclear.
Lisis celular de muestras de mucosa bucal

Respecto a la lisis celular a partir de muestra de mucosa bucal, se debe tener en cuenta que
estas cé¢lulas epiteliales contienen nucleos con ADN, pero en menor concentracion que la
sangre, ya que las células de la mucosa bucal se desprenden con facilidad y suelen obtenerse
mediante hisopados o enjuagues. La lisis se realiza de forma similar a la realizada a partir de
sangre, usando detergentes para romper las membranas celulares y nucleares. También, se
adiciona proteinasa K con el mismo fin de degradar proteinas. En algunos protocolos se afiaden
agentes caotropicos, como el guanidinio, para desnaturalizar proteinas y proteger al ADN de
degradacion enzimatica.

Funciones de los componentes mds usados en las soluciones de lisis celular

En este apartado se detallan las funciones de los componentes mas comunes en la
elaboracion de soluciones de lisis celular.

La funcidn de las soluciones tampdn o buffers, como el Tris-HCI y fosfatos, es mantener
el pH estable, protegiendo la integridad del ADN. El Tris-HCI con pH entre 7,5 y 8,0 es muy
usado en biologia molecular. Los fosfatos también se emplean en algunos protocolos para
mantener condiciones fisiologicas.

Los detergentes como el SDS, Triton X-100, Tween-20, CTAB se usan para desestabilizar
las membranas celulares y nucleares al solubilizar lipidos y desnaturalizar proteinas de
membrana. Cada uno de estos detergentes tiene sus particularidades. E1 SDS es muy eficaz para
la lisis en bacterias, sangre y mucosa, ademas de desnaturalizar proteinas. El Triton X-100 y el

Tween-20 son detergentes no i6nicos, mas suaves, utiles cuando se requiere preservar algunas
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estructuras. El CTAB, ademas de romper membranas, precipita polisacaridos, por lo que se
emplea en vegetales ricos en carbohidratos.

Las sales caotropicas como el guanidinio isotiocianato, guanidinio cloruro desnaturalizan
proteinas incluyendo las nucleasas y facilitan la separacion del ADN. Su uso es mas comun en
protocolos comerciales con columnas de silica, tanto en sangre como en mucosa, tejidos y
cultivos celulares.

Los quelantes, como el &cido etilendiaminotetraacético (EDTA), secuestran iones
divalentes Mg?*, Ca?**, cofactores necesarios para la actividad de nucleasas. Indirectamente, el
EDTA protege al ADN de la degradacion enzimatica por nucleasas. Se encuentra presente en la
mayoria de las soluciones de lisis.

Los agentes reductores como el B-mercaptoetanol y el ditiotreitol (DTT) rompen enlaces
disulfuro de proteinas, ayudando a su desnaturalizacion. En vegetales, evitan la oxidacion de
polifenoles que podrian unirse al ADN e interferir en su pureza.

Las sales como el NaCl, KCI, NHsOAc, estabilizan el ADN cargado negativamente y
ayudan a la disociacién de complejos proteina-acido nucleico.

La sacarosa en altas concentraciones es un componente de la solucion de lisis para
extraccion a partir de muestras de sangre. El aporte osmético ejercido por la sacarosa permite
la ruptura de las membranas de los globulos rojos. En otras palabras, la sacarosa se usa a alta
concentracion, pero los buffers de lisis estan disefiados para ser hipotonicos para los eritrocitos,
de manera que el agua entra, los globulos rojos se hinchan y se vuelven fragiles. Luego, un
detergente rompe la membrana facilmente, liberando el contenido de los eritrocitos para su
eliminacion.

Las enzimas como la proteinasa K digieren proteinas, incluidas histonas que empaquetan
al ADN, y eliminan nucleasas. Es la enzima universal utilizada en protocolos para extraccion
de ADN de diferentes muestras. En protocolos especializados se pueden usar otras enzimas
como la lisozima, la cual rompe enlaces -1,4 en la pared de peptidoglucano bacteriano; las
celulasas y pectinasas que degradan la pared vegetal; y las quitinasas y glucanasas que degradan
la quitina y B-glucanos de la pared de hongos. Usar enzimas en esta etapa significa que se inicia
el proceso de purificacion del ADN al deshacerse de las proteinas.

Es importante quedarnos con el mensaje de que la solucion de lisis es mucho mas que un
“rompe-células”; es una mezcla disefiada para desestructurar membranas y paredes celulares,

inactivar nucleasas, desnaturalizar proteinas, eliminar contaminantes y preservar el ADN
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intacto. Cada tipo de muestra requiere una combinacion particular de estos componentes,
adaptada a su complejidad estructural.

Una vez lograda la lisis, el ADN queda liberado en un extracto crudo que contiene ademas
proteinas, lipidos y otros acidos nucleicos que deben eliminarse en etapas posteriores de
purificacion, pero la eficiencia de la lisis celular es determinante para obtener una buena
recuperacion y calidad del ADN.

2. Purificacion del ADN

Una vez realizada la lisis y las membranas celulares y organelas precipitadas tras la
desnaturalizacion y centrifugacion, ADN se encuentra liberado, pero acompanado de una gran
variedad de moléculas no deseadas: proteinas, lipidos, fragmentos de membrana, polisacaridos,
polifenoles y metabolitos secundarios, entre otros. Para poder utilizar este material genético en
técnicas de biologia molecular, es necesario realizar una purificacion, cuyo objetivo es separar
el ADN de todos estos contaminantes, en particular de las proteinas, y concentrarlo en una
forma estable y accesible. Entre las estrategias clasicas de purificacion se encuentran la
digestion de proteinas, extraccion por solventes organicos y precipitacion tras el aumento de la
tension ionica del medio con el agregado de sales en alta concentracion.

En la digestion de proteinas con proteasas generalmente se emplea la proteinasa K, la cual
degrada proteinas estructurales y nucleasas al romper las uniones peptidicas que involucran a
aminoacidos alifaticos, aromaticos o hidrofobicos. Como todas las enzimas, esta proteasa tiene
un valor de temperatura Optima que puede variar de 37 a 65 °C, dependiendo del
microorganismo del cual se obtuvo, por lo cual se requiere someter al extracto a esta
temperatura, es importante leer las indicaciones del fabricante. Ademas, la actividad de esta
enzima puede ser aumentada por la adicion al medio del detergente SDS.

Otro método muy utilizado para purificar el ADN de las proteinas que acompafian al
extracto es la extraccion empleando solventes orgédnicos, como fenol, cloroformo y alcohol
isoamilico. Suele utilizarse una mezcla de los solventes, donde el fenol desnaturaliza proteinas,
el cloroformo facilita la separacion de fases y el isoamilico reduce la formacion de espuma.
Como resultado, el ADN queda en la fase acuosa, mientras que proteinas y lipidos se concentran
en la fase orgénica que serd eliminada junto con los solventes.

Sin embargo, los solventes son inhibidores de muchas enzimas como la 7aq polimerasa
utilizada en la PCR. Ademas, conllevan riesgos para la salud del operador ya que ambos

solventes son volatiles, el fenol puede causar quemaduras y el cloroformo puede afectar a los
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hepatocitos. Por ello, se propone otra forma de extraer las proteinas del extracto donde se
encuentra el ADN, aumentar la tension i6nica del medio mediante el agregado de sales en altas
concentraciones. Las sales al disociarse en sus iones afectan la carga global de las proteinas.
Inicialmente, el agregado de bajas concentraciones de sales puede llegar a aumentar la
solubilidad de las proteinas en un fenomeno conocido como salting in, muy utilizado para la
purificaciéon proteica. Sin embargo, a medida que aumenta la concentracion salina, la
solubilidad de las proteinas disminuye y estas terminan precipitando, pudiendo ser luego

concentradas por centrifugacion y eliminadas facilmente.

Existen otros métodos de purificacion de ADN modernos y comerciales como las columnas
de silica, las cuales basan su principio de accion en la union del ADN a las matrices de silica
en presencia de guanidinio. Las contaminantes se eliminan por lavados sucesivos y el ADN se
recupera con agua libre de nucleasas o buffer de elucion. Otro método son las perlas magnéticas
recubiertas, donde el ADN se une a la superficie magnética bajo ciertas condiciones de pH y
sal. Luego, con un imén se separan facilmente los complejos ADN-perla del resto de la muestra.
Ambas técnicas son rapidas, reproducibles e ideales para automatizacion y trabajo con multiples
muestras, por lo que son muy usadas en laboratorios de diagnostico.

El éxito de la purificacion no solo garantiza la integridad del ADN, sino también su pureza
debido a que el ADN de alta calidad es fundamental para técnicas sensibles de biologia
molecular.

3. Precipitacion del ADN

Una vez que el ADN ha sido liberado y separado de la mayoria de las proteinas y los
lipidos, es necesario concentrarlo y aislarlo en una forma que permita su manipulacion
posterior. EIl ADN puede llegar a precipitar como un material fibroso, esto permite que pueda
recogerse y purificarse de proteinas o ARN que pudiesen coprecipitar durante este proceso. Para
ello se emplea la precipitacion del ADN, un procedimiento clasico y fundamental en cualquier
protocolo de extraccion. Se fundamenta en las cargas negativas del ADN aportadas por los
grupos fosfatos de su esqueleto. En condiciones acuosas normales, estas cargas lo mantienen
soluble en el medio. Para lograr su precipitacion se combinan dos factores, la adicion de sales
y la adicion de alcoholes. Los cationes Na*, NH4" de las sales, como NaCl, acetato de sodio,
acetato de amonio, neutralizan las cargas negativas del ADN, disminuyendo su repulsion
electrostatica, lo que facilita que las hebras de ADN se acerquen y se agreguen. Los alcoholes,

como el etanol absoluto o el isopropanol, reducen la constante dieléctrica de la solucidn,
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disminuyendo la solubilidad del ADN en el medio acuoso. Como resultado, el ADN se aglomera
y se separa de la solucion. En algunos protocolos, es necesario solo la adicion de alcoholes para
lograr la precipitacion del ADN. El etanol absoluto es el mas comun porque permite lavados
mas efectivos, aunque requiere bajas temperaturas (-20 °C) y mayor volumen. El isopropanol
necesita menos volumen y puede usarse a temperatura ambiente, pero suele arrastrar mas sales.
Cualquiera sea el alcohol usado, luego de una mezcla suave y reposo, se forma un precipitado
blanco visible, el cual se recupera por centrifugacion, formando un pellet (del inglés, se refiere
al precipitado concentrado en el fondo del tubo).

La precipitacion del ADN es una estrategia simple, econdmica y efectiva que transforma
un extracto soluble en un material genético concentrado y purificado.
4. Lavado, rehidratacion y almacenamiento del ADN

El pellet se lava con etanol al 70 % para eliminar restos de sales, impurezas, solvente o
alcohol, que pueden llegar a interferir con el uso futuro de este ADN. Una vez lavado este pellet,
el ADN se seca brevemente a temperatura ambiente. Si se desea secar mas rapidamente, se
puede secar en bloque térmico, pero es importante que no supere los 60 °C para evitar la
degradacion del ADN. Cualquiera sea el caso, es de suma importancia secar bien el pellet, el
cual se resuspende en agua libre de nucleasas o en un buffer apropiado, como Tris-EDTA (TE).
Luego, pueden almacenarse a bajas temperaturas por un periodo considerable de tiempo.

La cantidad y calidad del ADN precipitado se evalian posteriormente por
espectrofotometria y electroforesis.
Un caso especial: aislamiento de plasmidos

La obtencién de ADN plasmidico a partir de bacterias requiere un enfoque particular, ya
que estos elementos genéticos difieren del cromosoma bacteriano. Los plasmidos son moléculas
de ADN bicatenario, circular y extracromosdmico, capaces de replicarse de manera
independiente del genoma bacteriano. Muchos de ellos portan genes que confieren ventajas
adaptativas, como la resistencia a antibidticos, lo que les otorga gran relevancia en
microbiologia clinica. Ademas, en biologia molecular, los plasmidos constituyen herramientas
fundamentales, ya que funcionan como vectores en procesos de clonacion y expresion génica.

El principio clave para aislar plasmidos se basa en sus propiedades estructurales y de
renaturalizacion. Tanto el ADN plasmidico como el cromosdémico pueden desnaturalizarse
mediante agentes quimicos, pero al revertirse estas condiciones, los plasmidos —por ser

moléculas pequefias y superenrolladas— recuperan su estructura nativa con mayor rapidez y
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fidelidad. En contraste, el ADN cromosémico, mucho mas extenso, no logra renaturalizarse
correctamente y se agrega, precipitando junto con restos celulares.

Este fenomeno es aprovechado en la técnica clasica de lisis alcalina. Se utiliza una base
fuerte, como NaOH, para desnaturalizar tanto el ADN bacteriano como el plasmidico.
Posteriormente, la adicion de un acido débil, como acetato de potasio, neutraliza la reaccion,
permitiendo que el ADN plasmidico vuelva a su conformacion original y permanezca en
solucion. Mientras tanto, el ADN cromos6mico precipita arrastrando proteinas y otros residuos
celulares. De esta manera, en la extraccion de plasmidos se aprovecha la diferencia en el
comportamiento estructural del ADN durante los procesos de desnaturalizacion y
renaturalizacion, lo que permite obtener ADN plasmidico puro y utilizable en multiples
aplicaciones experimentales.

Es importante sefalar que la manipulacion de las muestras debe hacerse con cuidado,
evitando fuerzas mecanicas excesivas (como agitacion vigorosa), que podrian fragmentar el

ADN cromosémico y contaminar la preparacion plasmidica.

Reflexion para la prdctica docente

Como hemos analizado, existen multiples estrategias para aislar y purificar ADN de
manera efectiva, desde aquellas donde se utilizan recursos basicos hasta los kits comerciales,
los cuales se usan cada vez mas en la practica actual. Aunque la extraccion en si misma no es
un proceso particularmente complejo, no debemos subestimar su relevancia: constituye el punto
de partida esencial para la aplicacion de cualquier técnica de biologia molecular. La calidad del
ADN obtenido impactard directamente en el éxito de andlisis posteriores como PCR,
secuenciacion, clonacion o estudios de expresion génica.

Por este motivo, como futuros docentes y formadores de nuevos profesionales, debemos
transmitir la importancia de optimizar la extraccion de acuerdo con el tipo de muestra y el uso
previsto del ADN, cultivando en los estudiantes tanto el rigor técnico como el criterio
experimental necesario para garantizar resultados confiables. Ensefiar la extraccion de ADN no
debe reducirse a la simple ejecucion de pasos técnicos; es fundamental transmitir a los
estudiantes que cada etapa del proceso tiene un propdsito claro y un impacto directo en la
calidad del material genético obtenido. Explicar la lisis celular no solo es describir un
procedimiento, sino también mostrar a los estudiantes como se integran principios bioquimicos

y estructurales (enzimas, detergentes, arquitectura celular) en una técnica aplicada. Comprender
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por qué se utilizan determinados agentes y no otros les permitira transferir este conocimiento a
diferentes contextos experimentales. La purificacion representa mucho mas que una limpieza:
es la oportunidad de comprender como separar el ADN de un entorno complejo, lleno de
proteinas, lipidos, polisacaridos y metabolitos que pueden comprometer cualquier analisis
posterior. Esta etapa invita a reflexionar sobre la importancia de la selectividad en biologia
molecular y sobre como pequefias decisiones metodologicas pueden marcar una gran diferencia
en el resultado final. La precipitacion, por su parte, nos recuerda que el ADN, a pesar de su
invisibilidad inicial, puede hacerse tangible. Observar la formacion del pellet blanco en el tubo
es para muchos estudiantes el primer contacto visual con la molécula portadora de la
informacion genética. Rehidratar el ADN nos ensefia que no basta con obtenerlo; es necesario
estabilizarlo y conservarlo en condiciones que aseguren su integridad.

Desde lo pedagogico, esta experiencia refuerza la conexion entre la teoria molecular y la
practica de laboratorio, generando un momento de aprendizaje significativo. Estas etapas son
mas que una rutina experimental: constituyen un ejercicio de criterio cientifico, donde se pone
en juego la comprension de principios quimicos y biologicos, la atencion al detalle y la
capacidad de anticipar el uso futuro del material aislado. Como docentes, nuestra mision es
guiar a los estudiantes no solo a ejecutar los protocolos, sino también a reflexionar sobre el

sentido y las implicancias de cada decision experimental.

FUNDAMENTO TEORICO SOBRE LA EXTRACCION DE ARN

El ARN participa activamente en la expresion de la informacion genética y en la regulacion
de numerosos procesos celulares. A diferencia del ADN, cuya funcion principal es almacenar
la informacion hereditaria, el ARN actiia como un intermediario dinamico y versatil que puede
encontrarse en distintas formas, cada una con roles especificos en la sintesis de proteinas y en
la regulacion génica. EI ARN es una molécula monocatenaria que no presenta conformacion
estructural de orden superior. Algunos ARN alcanzan algiin tipo de estructura secundaria en
regiones de la molécula, gracias al plegamiento de su unica hebra sobre si misma. En general,
las estructuras tridimensionales que adoptan estas moléculas son del tipo horquillas, bucles,
lazos, salientes y otras, siempre que puedan aparear los nucleétidos de su Unica cadena con los
respectivos complementarios en otra region.

Los ARN se pueden clasificar en codificantes, no codificantes y especializados. E1 ARN

codificante es el ARN mensajero (ARNm o mRNA, del inglés), es el encargado de llevar la
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informacion genética desde el ADN hasta los ribosomas, lugar fisico donde se traduce en

proteinas. Su secuencia de nucledtidos determina la secuencia de aminoacidos de la proteina

sintetizada. E1l ARNm representa una baja proporcion en relacion con todo el ARN total y, por

lo general, posee una vida media corta. Varias proteinas suelen unirse a las moléculas de ARNm

por lo que su estructura usualmente es sencilla y formada por adenina, guanina, citosina y

uracilo, siendo este ultimo nucledtido propio del ARN.

Los ARN no codificantes no se traducen en proteinas, pero cumplen funciones

estructurales, cataliticas y reguladoras. Entre estos ultimos se encuentran los ARN constitutivos,

imprescindibles para la traduccion y el procesamiento y los ARN reguladores, los cuales

modulan la expresion génica. Dentro de los ARN constitutivos, se encuentran los siguientes:

ARN ribosomico (ARNr o rRNA, del inglés), principal componente estructural y
funcional de los ribosomas, donde se lleva a cabo la sintesis de proteinas. constituye el
soporte y componente fundamental de los ribosomas. Constituyen aproximadamente el
75 % del RNA total, con alto contenido de nucleétidos infrecuentes. Su conformacion
es compleja y se relaciona con su funcion estructural de los ribosomas.

ARN de transferencia (ARNt o tRNA, del inglés), transporta aminoacidos especificos
al ribosoma, permitiendo la incorporacion correcta en la cadena polipeptidica.
Constituyen una porcion importante del ARN total celular. Son moléculas de estructura
tridimensional compleja, poseen dos regiones, una encargada de interactuar con el
aminodcido y otra encargada de reconocer al triplete en el ARNm que codifica para
dicho aminoacido. La célula posee distintos ARNt, al menos uno para cada aminoécido.
La estructura tridimensional final que adopta una molécula de tRNA es una “L”
invertida (I') donde se encuentra la regién que interactiia con el aminoacido y la que
interactua con el ARNm.

ARN nuclear pequenio (snRNA), participa en el procesamiento del ARNm (corte y
empalme/splicing) dentro del nticleo.

ARN nucleolar pequefio (snoRNA), interviene en la maduracion y modificacion

quimica de los ARNTr.

Entre los ARN reguladores se encuentran:

ARN micro (miRNA), moléculas cortas de aproximadamente 22 nucleétidos que
regulan la expresion génica uniéndose a ARNm y promoviendo su degradacion o

inhibiendo su traduccion.
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e ARN de interferencia pequefia (siRNA), similares al miRNA, participan en el
silenciamiento génico mediante degradacion especifica de ARNm.

e ARN largos no codificantes (IncRNA), de mas de 200 nucle6tidos, con funciones en la
regulacion de la transcripcion, organizacion cromatinica y modulacion de la expresion
génica.

e ARN Piwi-interactuantes (piRNA), protegen al genoma en células germinales,
silenciando elementos transponibles.

Existen ARN especializados:

e ARN de interferencia natural (endo-siRNA), que actlian como reguladores enddgenos
de la expresion.

e ARN circular (circRNA) los cuales son ARN no lineales con funciones regulatorias
emergentes.

e ARN mitocondriales y cloroplésticos: cumplen funciones similares a ARNm, ARNr
ARN, pero dentro de estos organulos.

La extraccion de ARN constituye un paso fundamental en biologia molecular, dado que
permite estudiar los patrones de expresion génica en diferentes condiciones fisiologicas,
patoldgicas o experimentales. La extraccion de ARN es una herramienta esencial para
investigaciones en gendmica, transcriptomica, diagndstico molecular y biotecnologia aplicada,
siendo una practica formativa clave en la ensefianza de la biologia molecular.

Desde el punto de vista quimico, la minima diferencia provocada por la ausencia de un
grupo —OH en el C-2’ de la desoxirribosa que constituye el ADN (y la presencia de dicho grupo
en el C-2’ de la ribosa que constituye el ARN) provoca una gran discrepancia a nivel de
reactividad, funcionalidad y constitucion de las moléculas. Sin embargo, la relativa similitud
entre el ADN y el ARN permite establecer cierto rango de analogia entre los protocolos de
extraccion de ambos, teniendo en cuenta que, a diferencia del ADN, el ARN es una molécula
altamente inestable y susceptible a la degradacion por accion de enzimas ARNasas, presentes
de manera ubicua en el ambiente y en las propias células. Practicamente, toda manipulacion de
la célula desencadenara la lisis del ARN, en especial por parte de las nucleasas. Ademas, el
medio ambiente (a través de las esporas fungicas y bacterias), asi como las manos del
manipulador (debido a la flora bacteriana normal presente en la piel) pueden aportar

ribonucleasas.
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La extraccion de ARN constituye una de las etapas mas delicadas dentro de la biologia
molecular, ya que se trabaja con una molécula altamente inestable y susceptible a degradacion.
A lo largo de los afios se han desarrollado multiples estrategias para aislarla, desde protocolos
clasicos basados en solventes orgdnicos hasta métodos modernos con columnas de silica o
perlas magnéticas. Aunque todos requieren condiciones de extrema precaucion, reactivos
especificos y ambientes libres de contaminantes. Independientemente de la técnica empleada,
todos los procedimientos comparten tres objetivos centrales:

1. Lisis celular controlada, para liberar los acidos nucleicos.
Inactivacion de ARNasas, para evitar la degradacion del ARN.
Purificacion selectiva del ARN, separandolo del ADN y de las proteinas celulares.

Precipitacion del ARN aislado.

“w»ok w N

Lavado, secado y almacenamiento.

Existen distintos inhibidores de ribonucleasas, por ejemplo, el fenol y el tiocianato de
guanidinio, siendo este ultimo uno de los mas utilizados. En uno de los protocolos mas sencillos
y efectivos las células se rompen a pH bajo en presencia de altas concentraciones de tiocianato
de guanidinio y, posteriormente, utilizando fenol y acetato de sodio o potasio en alta
concentracion, se purifica de proteinas el extracto. El hecho de la utilizaciéon de un pH bajo
(alrededor de 4), provoca la protonacion diferencial del ADN, afectando el coeficiente de
particion del acido nucleico entre las fases orgédnica y acuosa. De este modo en la fase acuosa
puede obtenerse ARN relativamente puro de ADN. Finalmente, el ARN aislado es concentrado
mediante deshidratacion de la molécula utilizando alcoholes.

Otro inhibidor de ARNasas es el dietilpirocarbonato (DEPC), el cual es un agente que se
adiciona al agua previamente esterilizada, no se puede esterilizar junto con el agua porque a la
temperatura de esterilizacion, el DEPC se degrada produciendo etanol y CO». El agua tratada
con DEPC, una vez autoclavada para eliminar el exceso del reactivo, puede emplearse para
lavar o preparar soluciones y materiales destinados al aislamiento y manipulacion de ARN.
Dado que el DEPC es toxico e irritante, su manipulacion debe realizarse bajo campana
extractora, utilizando guantes, gafas y proteccion adecuada, evitando el contacto directo con la
piel o la inhalacion de vapores. Una vez finalizada la extraccion, el ARN aislado puede ser
almacenado a -20 °C por periodos cortos 0 a -70 °C por periodos mas prolongados. Se puede
conservar el ARN extraido hasta un afio sin deterioro importante, sin embargo, el congelamiento

y descongelamiento repetido del ARN aislado atenta contra su integridad.
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En la actualidad, los kits comerciales han simplificado enormemente este procedimiento,
permitiendo obtener ARN de alta pureza y calidad en menos tiempo, con menor riesgo de
degradacion y bajo condiciones reproducibles. Estos sistemas no solo optimizan el trabajo en
el laboratorio, sino que también democratizan el acceso a técnicas complejas, facilitando su
aplicacion en investigacion, diagnostico y docencia.

Sin embargo, més alla de la practicidad que ofrecen los kits, es fundamental que los futuros
docentes y profesionales comprendan los fundamentos tedricos y quimicos de cada paso del
proceso de extraccion. Solo asi podran interpretar de manera critica los resultados, adaptar
protocolos a distintos tipos de muestras y transmitir a los estudiantes el verdadero valor de esta
practica como punto de partida para estudios de expresion génica, transcriptomica y
biotecnologia aplicada.

Diferencias entre extraccion de ADN y ARN

Como hemos visto, ambos procesos de extraccion comparten pasos basicos (lisis,
purificacion, precipitacion y rehidratacion), aunque la extraccion de ARN requiere mayores
cuidados debido a su inestabilidad y a la omnipresencia de ARNasas. Por ello, en el siguiente
cuadro comparativo (Tabla 1.3) se resumen las similitudes y diferencias entre la extraccion de
ADN y ARN.

En el Anexo 2 se detallan dos protocolos de extraccion de ARN a partir de muestra de

sangre. Uno sigue los pasos de un protocolo convencional; el otro, los pasos de un kit comercial.

Tabla 1.3. Comparacion entre los procesos de extraccion de ADN y ARN.

Aspecto

Extraccion de ADN

Extraccion 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 por ARNasas

Enzimas ADNasas (menos ubicuas y 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 detergentes, proteinasa K, fenol-
cloroformo, etanol/isopropanol

Uso de fenol-guanidina-isotiocianato,
inhibidores de ARNasas

Métodos
modernos (kits)

Columnas de silica, perlas magnéticas,
tiras de papel con membranas especificas

Columnas de silica, perlas magnéticas,
reactivos con guanidina elimina ARNasas

Etapas criticas

Lisis celular, eliminacion de proteinas y
precipitacion del ADN

Lisis celular, inactivacién de ARNasas y
separacion de ARN de ADN y proteinas

Aplicaciones Identificacion y variabilidad genética, Analisis de expresion y regulacion génica,
principales clonacidn, secuenciacién de genomas. RT-PCR, transcriptomica.

Dificultad Menos demandante en cuidados Mas exigente por la necesidad de evitar
relativa especiales degradacion rapida
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TALLER n.° 1: EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

Contenidos a desarrollar
e Muestras de analisis: tejidos solidos, suspensiones celulares, muestras celulares de
liquidos biologicos extracelulares.
e Obtencidn y preparacion preliminar de las muestras: disociacion de la muestra tisular y
separacion de las células.
o Tratamientos adicionales y complementarios.
e Extraccion de acidos nucleicos: por solubilidad en fases inmiscibles y por precipitacion
salina diferencial.
o Conservacion de las muestras.
Plan de actividades
Parte 1
1. Momento de lectura comprensiva (individual)

Leer los contenidos tedricos de cada uno de los puntos mencionados arriba. Bibliografia
Recomendada: Biologia Molecular e Ingenieria Genética, Conceptos, Técnicas y Aplicaciones
en Ciencias de la Salud. Autor: José Luque y Angel Herriez. Ed. Harcourt, S.A. Madrid,
Espaiia, Cap. 11.

2. Momento de lectura comprensiva y reflexion grupal (pequerios grupos, de 3 a 4
integrantes, aquellos conformados en el aula virtual)

Leer, intercambiar a modo de didlogo, la aclaracién de aquellos contenidos o conceptos
que lo requieran.

3. Momento de produccion grupal

Con la herramienta Cmaptools (https://cmaptools.uptodown.com/windows) realizar un
mapa conceptual integrador de los contenidos tedricos del texto citado en el punto 1.
Parte Il

4. Momento de lecto y audio comprension (individual)

Observar el video de la explicacion tedrica del TP n.” 1 y leer los contenidos tedricos del
Tallery TPn." 1:

e Protocolo general de extraccion de acidos nucleicos: identificar los pasos bésicos de
este procedimiento.
o Muestras de andlisis para la extraccion de ADN desarrolladas en la guia de TP: células

sanguineas, tejido vegetal, mucosa yugal, cultivo bacteriano, cultivo fingico, muestras
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embebidas en parafina, muestras de biopsias, sangre seca en soporte solido, extraccion
de plasmidos.
Actividad propuesta para la prdctica docente
Momento de produccion grupal (pequefios grupos, de 3 a 4 integrantes, aquellos
conformados en el aula virtual). Se propone a los futuros docentes de Biologia buscar y
comparar protocolos de extraccion de ADN de metodologia sencilla utilizando material
cotidiano, los cuales puedan llevarse a cabo en aulas de nivel secundario sin la necesidad de
laboratorios equipados.
Asimismo, se propone el uso del simulador virtual LabXchange, especificamente el

simulador de utilizaciéon de micropipetas para preparar soluciones: Micropipetting Solutions -

LabXchange. El objetivo de usar este simulador es usar de manera correctas las micropipetas
en un laboratorio: cambiar el volumen, tomar el #ip correcto, como y cudndo presionar el primer
y el segundo stop, descartar el tip luego de usarlo. Este tipo de simuladores resulta una estrategia
interesante cuando los docentes no cuentan con laboratorios o con el equipamiento para llevar

a cabo sus practicas de ensefianza.

Fecha de entrega: proxima clase de Taller n.” 2. Los mapas conceptuales elaborados

deberan ser entregados en la seccion correspondiente denominada Actividades Taller TP n.” 1

del aula virtual en un archivo Word conteniendo una caratula con los integrantes del grupo.


https://www.labxchange.org/
https://www.labxchange.org/library/items/lb:LabXchange:4eecf5fe:lx_simulation:1?fullscreen=true
https://www.labxchange.org/library/items/lb:LabXchange:4eecf5fe:lx_simulation:1?fullscreen=true
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TRABAJO PRACTICO n.° 1: PROTOCOLOS DE EXTRACCION DE ADN

Para llevar a cabo esta practica, los estudiantes se organizaran en grupos de no mas de
cinco integrantes. Cada grupo realizara dos protocolos de extraccion de ADN. Uno de ellos sera
el de extraccion de ADN a partir de células de la mucosa bucal, por tratarse de un procedimiento
sencillo y de corta duracion, ideal como primera aproximacion. Los estudiantes comenzaran a
partir de la etapa de purificacion del ADN porque la lisis celular la realizaran las docentes con
16 h de anterioridad como minimo. El otro protocolo de extraccion de ADN que realizaran
puede ser a partir de sangre entera, cultivo fingico o bacteriano. Esta metodologia permitira a
los estudiantes comparar un protocolo mas complejo y observar como varian las etapas de lisis,
purificacion y precipitacion segun el tipo de material bioldgico, podran también analizar
similitudes y diferencias entre distintos métodos de extraccion, comprendiendo no solo la
técnica, sino también el fundamento bioldgico y quimico detras de cada paso.

A continuacion, se detallan los protocolos de extraccion de ADN a utilizarse en este TP, a
partir de mucosa bucal (I), sangre entera (II), cultivo fungico (III), cultivo bacteriano (IV).
Asimismo, se detallan protocolos de extraccion de ADN de otras muestras que no se realizaran
en la practica, pero se utilizaran como material de analisis en el taller. Estos son protocolos a
partir de muestras de tejidos vegetales (V), muestras embebidas en parafina (VI), muestras de
biopsias (VII), muestras de sangre seca (VIII). Asimismo, se detalla un protocolo sencillo de
extraccion de ADN a partir de una muestra de banana, utilizando materiales de uso cotidiano
que se pueden utilizar en el &mbito escolar (IX).

Cada protocolo incluye el tipo de muestra, los equipamientos, materiales necesarios, la
forma de preparar las soluciones de trabajo a partir de las soluciones madre y el procedimiento
a seguir, paso por paso. La preparacion de las soluciones madre de extraccion de ADN se detalla

en el Anexo 2.
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I. Protocolo de extraccion de ADN a partir de mucosa yugal

Muestra

Células obtenidas a partir de exfoliacion por raspaje de mucosa, utilizando un hisopo o una

espatula estéril.

Equipamiento y materiales

Bafio termostatico (60 °C)

Microcentrifuga

Micropipetas

Vortex

Varillas de vidrio o de plastico

Gradillas correspondientes a los distintos volimenes de tubos empleados.
Puntas (#ips) amarillas (10-200 pL) y azules (1000 pL)

Tubos de plasticos de 15y 50 mL

Microtubos de 1,5 mL

Marcador indeleble

Preparacion de soluciones de trabajo

Solucion TE 1 (Tris-HCI/EDTA):

Tris IM .o I mL (concentracion final 10 mM o 0,01 M)
EDTAOSM ... 0,2 mL (concentracion final 1 mM o 0,001 M)

Agua destilada c.s.p. 100 mL

Ajustar a pH 8

Esterilizar y conservar a 4 °C

Proteinasa K 20 mg/mL.:

Comercialmente se distribuye liofilizada o en solucion conteniendo glicerol (que evita
que se congele). Se debe preservar a -20 °C. La actividad 6ptima de la enzima depende
de las condiciones del ensayo y del origen de la preparacién comercial, por lo cual se
recomienda siempre la lectura de las indicaciones del fabricante.

SDS 20 %:

Disolver 20 g de SDS en 100 mL de agua destilada en bafio termostatico para disolver
el SDS.

Conservar a temperatura ambiente.

Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1):
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Mezclar 24 mL de cloroformo con 1 mL de alcohol isoamilico. Se pueden preparar
volumenes mayores respetando dicha proporcion. Mantener a temperatura ambiente en
frasco &mbar oscuro.

Acetato de potasio 3 M:

Pesar 117,6 g de acetato de sodio y disolverlo en 40 mL de agua destilada.

Esterilizar y conservar a 4 °C.

Etanol 70 %:

Etanol absoluto ...................... 70 mL

Agua destilada c.s.p. 100 mL

Procedimiento

1.

Raspar el interior de la cavidad bucal (o de la mucosa de interés) utilizando un hisopo,
de modo enérgico, pero evitando laceraciones.

Sumergir el raspado en un microtubo de 1,5 mL. Cortar el extremo del hisopo y
adicionar 800 pL de solucion de extraccion TEC/SDS (Tris-HCL 10 mM; EDTA 10
mM; NaCl 100 mM, SDS 2 %)).

Adicionar 5 pL de Proteinasa K 20 mg/mL.

Nota: leer detalladamente el protocolo proveido por la empresa que comercializa la
proteinasa K, donde se indica la temperatura 6ptima de la enzima y la concentracion.
Incubar como minimo 16 h a 56 °C.

Nota: hasta este paso, lo realizaran las docentes de la Catedra. A partir de este punto del
protocolo, continuaran los estudiantes.

Luego de la incubacion, retirar el hisopo, cuidando de recuperar todo el liquido posible.
Adicionar 600 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Mezclar con vortex hasta
formar emulsién y centrifugar a 12.000 rpm durante 3 minutos.

Nota: en este paso podemos observar que la solucion se torna de color blanquecino y se
separan las fases acuosas y orgdnicas. Descartar los materiales utilizados con
cloroformo: alcohol isoamilico en recipientes destinados para este fin.

Transferir el sobrenadante (fase acuosa) a un microtubo nuevo. Registrar el volumen de
fase acuosa que se trasvasa.

Nota: tener cuidado de no tocar la fase intermedia (generalmente blanquecina) cuando

trasvasamos a un microtubo nuevo.
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Adicionar 1 volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Agitar bien hasta formar
emulsion y centrifugar nuevamente a 12.000 rpm durante 3 minutos.

Recuperar la fase acuosa en un microtubo nuevo.

Agregar a la fase acuosa 150 uL de acetato de potasio 3 M. Agitar suavemente de forma
que se observe una solucién homogénea.

Nota: En este paso podemos observar que la solucion se torna de color blanquecino.
Centrifugar por 5 minutos a 12.000 rpm y trasvasar el sobrenadante a un microtubo
nuevo de 1,5 mL.

Precipitar el ADN con 1 mL de etanol absoluto (o con isopropanol) y agitar suavemente
por inversion. Dejar 24 h a -20 °C para lograr una mejor precipitacion del ADN
obtenido.

Centrifugar 3 minutos a 12.000 rpm.

Nota: en este paso podemos observar un ovillo blanquecino; su tamafio dependera de la
cantidad de ADN extraido y de las proteinas que hayan quedado unidas a este.
Eliminar el etanol absoluto y lavar el pellet adicionando 1 mL de etanol 70 % (evitar
levantar el precipitado).

Centrifugar por 5 minutos a 12.000 rpm y descartar el sobrenadante con extremo
cuidado para no descartar el pellet obtenido.

Nota: En este paso tenemos que dejar el pellet lo mas seco posible. Para ello, podemos
usar una bomba de vacio, o podemos colocar los tubos en bafio termostatico a 50 °C
destapados hasta que se seque, o dejar en un lugar seguro secandose a temperatura
ambiente.

Agregar al pellet 50 pL de agua destilada libre de nucleasas quedando la solucion con
una concentracion aproximada de 150 ng de ADN/uL.

Nota: Recordar que si le agregamos mas agua, el ADN quedard mas diluido.
Conservar el ADN extraido a 4 °C para uso inmediato o a -20 °C para almacenamiento

prolongado.
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I1. Protocolo de extraccion de ADN a partir de sangre entera por el método de salting out

Protocolo propuesto por Miller et al. (1988) con modificaciones.

Muestra: sangre entera anticoagulada con EDTA

Materiales y equipamiento

Bafio termostatico (60 °C)
Microcentrifuga

Micropipetas

Vortex

Varillas de vidrio o de plastico

Gradillas correspondientes a los distintos volimenes de tubos empleados.

Materiales

Puntas (tips) amarillas (10-200 pL) y azules (1000 uL)
Tubos de plasticos de 15y 50 mL
Microtubos de 1,5 mL

Marcador indeleble

Preparacion de soluciones de trabajo

Solucidn de lisis de globulos rojos:

Tris-HCI IM ... 0,3 mL (concentracion final 10 mM o 0,01 M)
Sacarosa ..........cceeeviiiiinnnn. 3,3 g (concentracion final 11 %)
Tritén X-100 ...........ceoeeenn. 0,3 mL (concentracion final 1 %)

Agua destilada c.s.p. 30 mL
Conservar a 4 °C.

Solucion de lisis de globulos blancos:

Tris 1M oo 0,1 mL (concentracion final 10 mM)
EDTAOSM ..., 0,04 mL (40 pL) (concentracion final 2 mM)
NaCloM ..., 0,66 mL (concentracion final 400 mM)

Agua destilada c.s.p. 10 mL

Conservar a4 °C

Solucidén con proteinasa K:

Proteinasa K (20 mg/mL) ....... 25 pL (concentracion final Proteinasa K 1 mg/mL)
SDS20% wovvveiiiiiiiiiiis 25uL (concentracion final SDS 1 %)
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EDTAOSM ..., 2 uL EDTA (concentracion final 2 mM)

Agua destilada estéril ............. 448 pL

Conservar a -20 °C.

Nota: corroborar la concentracion inicial de proteinasa K, ya que puede variar de
acuerdo con el lote comprado.

SDS 20 %:

Disolver 20 g de SDS en 100 mL de agua en bafio termostatico para favorecer su
disolucion.

Conservar a temperatura ambiente.

Acetato de potasio 3 M:

Pesar 117,6 g de acetato de potasio y disolver en 40 mL de agua destilada.

Esterilizar y conservar a 4 °C.

Etanol 70 %:

Etanol absoluto .................. 35mL

Agua destilada estéril c.s.p. 50 mL

Procedimiento

1.

Tomar 500 pL de sangre entera anticoagulada con EDTA y colocar en un microtubo de
1,5 mL.

Nota: esta cantidad de sangre puede ser menor, en ese caso, se varia proporcionalmente
el resto de los reactivos.

Adicionar 900 pL de solucién de lisis de globulos rojos (Tris-HCI 10 mM; TRITON
X100 1 %; sacarosa 11 %). Mezclar bien las soluciones con un vortex suave, centrifugar

3 minutos a 12.000 rpm y descartar el sobrenadante.

. Repetir 3 veces el paso 2 hasta eliminar los eritrocitos, cuando el pellet quede

blanquecino.

Nota: se observard que los globulos blancos estan en el fondo formando un pellet,
mientras mas rompemos y eliminamos los eritrocitos, nos va quedando més blanquecino
el pellet y la solucion.

Colocar al pellet 300 pL de solucion de lisis de globulos blancos (Tris-HCI 10 mM, pH
8, NaCl 400 mM y EDTA 2 mM; 50 pL de solucion de proteinasa K-Fermentas®
(Proteinasa K 1 mg/mL; SDS 1 %; EDTA 2 mM) y 10 uL de SDS 20%. Luego dejar en
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bafio termostatico una hora a 60 °C. Realizar un vortex cada 10 minutos hasta disolver
el pellet.
Nota: leer detalladamente el protocolo proveido por la empresa que comercializa la
proteinasa K, donde se indica la temperatura éptima de la enzima.
Agregar a la solucidon obtenida luego de la incubacion 150 pL de acetato de potasio 3
M. Agitar suavemente de forma que se observe una solucion homogénea.
Nota: en este paso podemos observar que la solucion se torna de color blanquecino.
Centrifugar 5 minutos a 12.000 rpm y trasvasar el sobrenadante a un microtubo nuevo
de 1,5 mL.
Repetir los pasos 5y 6.
Agregar a la solucion obtenida 1 mL de isopropanol 100 % y agitar suavemente hasta
que todos los componentes queden mezclados.
Nota: en este paso podemos observar un ovillo blanquecino su tamafno dependera de la
cantidad de ADN extraido y de las proteinas que hayan quedado unidas a este.
Centrifugar 5 minutos a 12.000 rpm y descartar el sobrenadante teniendo en cuenta no
tirar el pellet obtenido.
Lavar el pellet con 1 mL de etanol al 70 % y agitar suavemente.
Centrifugar 5 minutos a 12.000 rpm y descartar el sobrenadante teniendo en cuenta no
tirar el pellet obtenido.
Nota: en este paso se debe dejar el pellet 1o mas seco posible. Para ello, se puede usar
una bomba de vacio, o colocar los tubos en bafio termostatico a 50 °C destapados hasta
que se seque, o dejar en un lugar seguro secandose a temperatura ambiente.
Agregar al pellet 50 pL de agua destilada libre de nucleasas quedando la solucion con
una concentracion aproximada de 200 ng de ADN/uL.
Nota: recordar que si le agregamos mas agua, el ADN quedara mas diluido.
Conservar el ADN extraido a 4 °C para uso inmediato o a -20 °C para almacenamiento

prolongado.




Catedra de Biologia Molécular
Profesorado Universitario en Biologia
Biologia Molecular
I11. Protocolo de extraccion de ADN a partir de cultivo fingico o micelio
Protocolo propuesto por Fonseca et al. (2015)
Muestra: micelio joven de crecimiento en medio liquido de 3 dias como maximo. Para hongos
que esporulan, utilizar medio YES (extracto de levadura 15 g/L, sacarosa 30 g/L) para evitar la
esporulacion, lo que interfiere en la calidad del ADN extraido.
Equipamiento
e Baifio termostatico (60 °C)
e Microcentrifuga
e Micropipetas
e Vortex
e Varillas de vidrio o de pléstico
e Gradillas correspondientes a los distintos volumenes de tubos empleados.
Materiales
e Puntas (¢ips) amarillas (10-200 pL) y azules (1000 puL)
e Tubos de plasticos de 15 y 50 mL
e Microtubos de 1,5 mL
e Marcador indeleble
Preparacion de soluciones de trabajo
e Solucioén de lavado:
Tris IM oo I mL (concentracion final 100 mM o 0,1 M)
EDTAOSM ...l 0,4 mL (concentracion final 20 mM o 0,02 M)
Agua destilada c.s.p. 10 mL
Ajustar a pH 8
Conservar a4 °C
e Solucién de extraccion (Tris-HCI 100 mM pH 8, NaCl 1,5 M, EDTA 50 mM pH 8,
Proteinasa K 0,1 mg/mL, B-mercaptoetanol 10 mM, SDS 2 %):

Tris-HCI 1M ...l I mL (concentracion final 100 mM o 0,1 M)
EDTAOSM ...t 1 mL (concentracion final 50 mM o 0,05 M)
NaCl5SM ..o 3 mL (concentracion final 1,5 M)
SDS20% wovvveiiiiiiiain, 1 mL (concentracion final 2 %)

Agua destilada c.s.p. 10 mL
Ajustar pH a 8
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Conservar a 4 °C
La proteinasa K y B-mercaptoetanol se agregan en el momento de utilizar la solucion.
Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1)

Acetato de potasio 3 M

Isopropanol puro

e Etanol 70 %
e Agua libre de ADNasa
Procedimiento

1. Filtrar el micelio y lavar con 1 mL de solucion de lavado en frio.

2. Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos. Descartar el sobrenadante. Repetir este paso
dos veces.

3. Macerar el tejido con una varilla de vidrio o plastico en presencia de 800 pL de buffer
de extraccion.

4. Incubar a 60 °C por una hora. Agitar en vortex cada 10 minutos

5. Centrifugar por 5 minutos a 12.000 rpm. Recuperar el sobrenadante. Registrar el
volumen recuperado.

6. Adicionar igual volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Agitar con vortex 15
segundos.

7. Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos. Recuperar el sobrenadante. Se puede repetir
este paso una vez mas.

8. Adicionar 200 pL de acetato de potasio 3 M, mezclar por inversion.

9. Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos. Recuperar el sobrenadante.

10. Precipitar el ADN con 1 mL de isopropanol 100 %.

11. Dejar precipitando 24 h.

12. Centrifugar a 12.000 rpm por 5 minutos. Eliminar el isopropanol.

13. Lavar el precipitado con 1 mL de etanol 70 %.

14. Centrifugar a 12.000 rpm por 5 minutos. Eliminar el etanol dejando a secar a
temperatura ambiente.

15. Resuspender en agua destilada libre de nucleadas

16. Conservar el ADN extraido a 4 °C para uso inmediato o a -20 °C para almacenamiento

prolongado.
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IV. Protocolo de extraccion de ADN a partir de cultivo bacteriano

Muestra: suspension bacteriana (aproximadamente 18 a 20 h de cultivo) en caldo nutritivo o

colonias bacterianas en agar nutritivo u otro medio de cultivo sdlido.

Equipamientos

Microcentrifuga
Bafio termostatico
Micropipetas
Agitador vortex

Gradillas correspondientes a los distintos voliimenes de tubos empleados

Materiales

Cultivo bacteriano en medio liquido

Puntas (tips) amarillas y azules

Tubos de plastico de fondo cénico de 50 mLy 15 mL
Microtubos de 1,5 mL

Marcador indeleble

Preparacion de soluciones de trabajo

Solucion TE 1 (Tris-HCI/EDTA):

Tris IM oo 1 mL (concentracién final 10 mM o 0,01 M)
EDTAOSM ..o, 0,2 mL (concentracion final 1 mM o 0,001 M)
Agua destilada c.s.p. 100 mL

Ajustar a pH 8

Esterilizar y conservar a 4 °C

Proteinasa K 20 mg/mL.:

Comercialmente se distribuye liofilizada o bien en soluciéon conteniendo glicerol (evita
que se congele).

Conservar a -20 °C.

SDS 20 %:

Disolver 20 g de SDS en 100 mL de agua destilada en bafio termostatico para disolver
el SDS.

Conservar a temperatura ambiente.

Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1):
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Mezclar 24 mL de cloroformo con 1 mL de alcohol isoamilico. Se puede preparar
volimenes mayores respetando dicha proporcion.

Conservar a temperatura ambiente en frasco ambar oscuro.

Acetato de sodio 3 M pH 7:

Pesar 246 g de acetato de sodio y disolverlo en 100 mL de agua destilada.

Ajustar a pH 7.

Esterilizar y conservar a 4 °C.

Etanol 70 %:

Etanol absoluto .................. 70 mL

Agua destilada c.s.p. 100 mL

TE 1X (Tris-HCI/EDTA):

Tris IM .o I mL (concentracion final 10 mM o 0,01 M)
EDTAOSM oo, 0,2 mL (concentracion final 1 mM o 0,001 M)
Agua destilada c.s.p. 100 mL

Ajustar a pH 8, esterilizar y conservar a 4 °C.

Procedimiento

1.

Partir de la suspension de bacterias bajo estudio. La concentracion minima util es
usualmente muy baja, sin embargo, se recomienda disponer de una suspension
concentrada en bacterias. Transferir la suspension a un microtubo cénico de 1,5 mL.
Eventualmente suspender el cultivo en caldo estéril en el volumen de un microtubo de
1,5 mL.

Centrifugar a 12.000 rpm durante 3 minutos. Eliminar el sobrenadante y dejar el pellet
lo mas seco posible.

Resuspender el pellet en un maximo de 600 pL de soluciéon TE 1 (10 mM Tris-HCI pH
8; 1 mM EDTA).

Adicionar 5 pL de Proteinasa K 20 mg/mL y mezclar con vortex por 10 segundos.
Adicionar 15 pLL de SDS 20 %, mezclar con vortex por 5 segundos e incubar durante 1
h a 60 °C (agitar con vortex cada 10 minutos).

Adicionar un volumen de fenol saturado en Tris-HCI. Mezclar con voértex por 15
segundos.

Centrifugar 3 minutos a 12.000 rpm. Transferir la fase superior (acuosa) a un microtubo

nuevo. Registrar el volumen de fase acuosa que se trasvasa.
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Adicionar igual volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Mezclar con vortex
durante 15 segundos.
Centrifugar 3 minutos a 12.000 rpm. Transferir la fase superior (acuosa) a un tubo
nuevo.
Nota: puede repetirse una vez mas esta ultima extraccion con cloroformo:alcohol
isoamilico.
Precipitar el ADN con un volumen de isopropanol frio y 1/10 de volumen de acetato de
sodio 3 M pH 7. Puede permitirse la precipitacion durante un tiempo, por ejemplo,
durante toda la noche a -20 °C.
Centrifugar durante 5 minutos a 12.000 rpm.
Eliminar el isopropanol y lavar el pellet con 1 mL de etanol 70 %.
Volver a centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos y extraer todo el alcohol. Dejar
secar a temperatura ambiente.
Resuspender en TE 1X (10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA) o bien en agua destilada
estéril.
Conservar el ADN extraido a 4 °C para uso inmediato o a -20 °C para almacenamiento

prolongado.
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V. Protocolo de extraccion de ADN a partir de muestras de tejidos vegetales

Muestra

Tejido vegetal fresco congelado y molido (por ejemplo, apices de hojas jovenes)

Materiales y equipamiento

Bafio termostatico (60 °C)

Microcentrifuga

Micropipetas

Vortex

Varillas de vidrio o de plastico

Gradillas correspondientes a los distintos volimenes de tubos empleados.
Puntas (#ips) amarillas (10-200 pL) y azules (1000 pL)

Tubos de plasticos de 15y 50 mL

Microtubos de 1,5 mL

Marcador indeleble

Preparacion de soluciones de trabajo

Soluciodn de extraccion:

TrisHCI1M ... 10 mL (concentracion final 100 mM o 0,1 M)

EDTAO,SM ..............ceeeeee... 10 mL (concentracion final 50 mM o 0,05 M)
Aguadestilada .................... 71,6 mL

NaCloM .....oooiviiiiiii, 8,3 mL (concentracion final 500 mM o 0,5 M)

Esterilizar y conservar a 4 °C.
SDS 20 %:
Disolver 20 g de SDS en 100 mL de agua en bafio termostatico para favorecer su
disolucion.
Conservar a temperatura ambiente.
Fenol saturado en Tris-HCI:
Fundir el fenol en bafio termostatico (temperatura de fusion: 80 °C).
Una vez liquido, adicionar lentamente Tris-HCI pH 7,5 hasta saturar la solucion.
Permitir que se separen las dos fases y ajustar con Tris 0,1 M hasta que el pH del Tris

en equilibrio sea de 7,6.
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Almacenar saturado en Tris a 4 °C en frasco color caramelo (se debe evitar la oxidacion
del fenol, y siempre constatar el pH, no utilizandose si estd oxidado o acido).
Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1):
Precaucion: el fenol es un solvente volatil que puede causar quemaduras de diversa
consideracion. El cloroformo también es volatil. Trabaje con precaucion. La proporcion
es de 25 partes de fenol, 24 partes de cloroformo y 1 parte de alcohol isoamilico.
Mezclar 25 mL de fenol saturado en Tris con 24 mL de cloroformo y 1 mL de alcohol
isoamilico.
Se pueden preparar volumenes mayores respetando dicha proporcion.
Conservar a temperatura ambiente o a 4 °C.
Etanol 70 %:

Agua destilada estéril c.s.p. 100 mL
TE 1X (Tris-HCI/EDTA):
Tris ITM oo 1 mL (concentracion final 10 mM o 0,01 M)
EDTAOSM ..oviiiiiiiiiinn, 0,2 mL (concentracion final 1 mM o 0,001 M)
Agua destilada c.s.p. 100 mL

Ajustar a pH 8, esterilizar y conservar a 4 °C.

Procedimiento

1.

Enfriar los morteros, microtubos y todo elemento que entre en contacto con la muestra a
—20 °C. No someter a la muestra a temperaturas calidas.

Seleccionar las porciones mas jovenes de la muestra, evitando tomar hojas muy antiguas,
o con nervaduras importantes. Congelar la muestra utilizando N2 liquido y moler el
tejido vegetal hasta obtener un polvo sumamente fino, ejerciendo un movimiento
rotatorio sobre la muestra congelada. Colocar el polvo en un microtubo de 1,5 mL
utilizando una espatula congelada.

Disolver el polvo con 800 pL de solucion de extraccion (Tris 100 mM pH 8, 500 mM
NaCl, 50 mM EDTA). Mezclar por inversiéon. De acuerdo con el mayor agregado de
muestra se puede adicionar mayor volumen de solucion de extraccion.

Adicionar 80 pL. de SDS 20 %, mezclar con vortex 5 segundos e incubar a 60 °C durante
1 h (agitar cada 10 minutos).

Adicionar igual volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Mezclar con

vortex durante 15 segundos.
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Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos. Transferir la fase acuosa (superior) a un
microtubo nuevo. Registrar el volumen de fase acuosa que se trasvasa.
Adicionar igual volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Mezclar con vortex
durante 15 segundos hasta formacion de emulsion.
Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos. Transferir la fase acuosa (superior) a un
microtubo nuevo. Registrar el volumen de fase acuosa que se trasvasa.
Precipitar el DNA con un volumen de isopropanol frio. Se pueden utilizar 2,5 volumenes
de etanol absoluto en este paso. Dejar precipitando toda la noche a -20 °C.
Centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos.
Eliminar el isopropanol y lavar el precipitado (pellet) con 1 mL de etanol 70 %.
Volver a centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos y extraer todo el alcohol. Dejar
secar a temperatura ambiente.
Resuspender en TE 1X (10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA) o en agua destilada estéril.
Conservar el ADN extraido a 4 °C para uso inmediato o a -20 °C para almacenamiento

prolongado.
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VI. Protocolo de extraccion de ADN a partir de muestras embebidas en parafina

Protocolo propuesto por Nascimento ef al. (2003) con modificaciones.

Muestra: tejidos embebidos en parafina presentados en microtubos conicos de 1,5 mL

libre de nucleasas.

Preparacion de las soluciones madre y de trabajo

Tris-HC1 1M pH 7.4 (solucion madre):

Pesar 12,11 g de Tris y disolverlo en 100 mL de agua destilada.
Ajustar a pH 7.4 con HCI concentrado.

Esterilizar y conservar en heladera.

EDTA 0.5M pH 8.0 (solucién madre):

Pesar 93,05 g de EDTA y disolver en 500 mL de agua destilada.
Ajustar a pH 8,0 con Na(OH).

Esterilizar y conservar en heladera.

Solucidn de extraccion de ADN:

TrisHCIIM ... 10 mL (concentracion final 100 mM o 0,1 M)
EDTAOSM ..., 10 mL (concentracion final 50 mM o 0,05 M)
Aguadestilada .................... 71,6 mL

CINa6M ..., 8,3 mL (concentracion final 500 mM o 0,5 M)

Esterilizar y conservar en heladera.

SDS 20 %:

Disolver 20 g de SDS en 100 mL de agua.

Calentar en baiio termostatico para favorecer su disolucion.

Conservar a temperatura ambiente.

CTAB 20 %:

Disolver 20 g de CTAB en 100 mL de agua.

Calentar en bafio termostatico para favorecer su disolucion.

Conservar a temperatura ambiente.

Cloroformo:alcohol isoamilico 24:1:

La proporcion es de 24 partes de cloroformo y 1 parte de alcohol isoamilico.
Mezclar 24 mL de cloroformo y 1 mL de alcohol isoamilico. Se pueden preparar
volumenes mayores respetando dicha proporcion.

Conservar a temperatura ambiente o 4 °C.
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Etanol 95 %:

Etanol absoluto ................... 95 mL

Agua destilada estéril c.s.p. 100 mL

Etanol 70 %:

Etanol absoluto .................. 70 mL

Agua destilada estéril c.s.p. 100 mL

TE 1X (Tris-HCI/EDTA):

Tris IM ..o 1 mL (concentracion final 10 mM o 0,01 M)
EDTAOSM ..ocoovviiiiiin. 0,2 mL (concentracion final 1 mM o 0,001 M)
Agua destilada c.s.p. 100 mL

Ajustar a pH 8, esterilizar y conservar a 4 °C.

Procedimiento

1.

Adicionar al tejido 1,5 mL de xilol. Incubar en bloque térmico a 55 °C, durante 30
minutos. Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos y eliminar el solvente. Adicionar 1,5
mL de xilol y volver a incubar a 55 °C por 30 minutos mas. Se verifica una mejor
desparafinizacion cambiando cada 20 minutos el solvente. Luego del Gltimo cambio de
solvente, centrifugar a 12.000 rpm por 5 minutos y eliminar el sobrenadante.

Agregar 1,5 mL de etanol absoluto. Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Centrifugar a 12.000 rpm durante 3 minutos y eliminar el sobrenadante.

. Agregar 1,5 mL de etanol 95 %. Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto.

Centrifugar a 12.000 rpm durante 3 minutos y eliminar el sobrenadante.
Agregar 1,5 mL de etanol 70 %. Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto.
Centrifugar a 12.000 rpm durante 3 minutos y eliminar el sobrenadante. Repetir la

adicion de etanol 70 % y la centrifugacion.

. Agregar 1,5 mL de agua destilada libre de nucleasas. Incubar a temperatura ambiente

por 1 minuto. Centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos y eliminar el sobrenadante.

Adicionar 800 pL de solucion de extraccion (Tris 100 mM pH 8, 500 mM NaCl, 50 mM
EDTA). Adicionar SDS 20 % (concentracion final 2 %), CTAB 20 % (concentracion
final 2 %), Proteinasa K 20 mg/mL (concentracion final 0,1 mg/mL) y B-mercaptoetanol
(concentracion final de 10 mM; se debe adicionar el B-mercaptoetanol justo en el
momento de utilizar). Mezclar por inversion. Incubar a 55 °C durante 16 h. Verificar la

total digestion de los tejidos.




10.

11.

12.

13.

14.

15.

Catedra de Biologia Molecular
Profesorado Universitario en Biologia
Biologia Molecular
Adicionar 600 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Mezclar con vortex durante
15 segundos.
Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos. Trasvasar la fase acuosa (superior) a un
microtubo nuevo. Registrar el volumen de fase acuosa que se trasvasa. Repetir el paso
de purificacion con cloroformo:alcohol isoamilico.
Adicionar a la fase acuosa recuperada del paso anterior 200 pL de acetato de potasio 3
M. Mezclar por inversion. Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos. Transferir el
sobrenadante a un nuevo microtubo cénico de 1,5 mL.
Precipitar el ADN con 1 volumen de isopropanol. Dejar precipitando durante 16 ha 4 o
-20 °C.
Centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos.
Eliminar el isopropanol y lavar el precipitado (pellef) con 1 mL de etanol 70 %.
Volver a centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos y extraer todo el alcohol. Dejar
secar a temperatura ambiente.
Resuspender en TE 1X (Tris-HCI 100 mM pH 8, 1 mM EDTA) o en agua destilada libre
de nucleasas.
Conservar el ADN extraido a 4 °C para uso inmediato o a -20 °C para almacenamiento

prolongado.
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VII. Método de extraccion de ADN a partir de biopsias

Muestra: biopsias

Preparacion de soluciones de trabajo

Soluciéon TE 1 (Tris-HCI/EDTA):

Tris IM ..o 1 mL (concentracion final 10 mM o 0,01 M)
EDTAOS5M ..o 0,2 mL (concentracion final 1 mM o 0,001 M)

Agua destilada c.s.p. 100 mL

Ajustar a pH 8

Esterilizar y conservar a 4 °C

Proteinasa K 20 mg/mL.:

Comercialmente se distribuye liofilizada o en solucion conteniendo glicerol (que evita
que se congele). Se debe preservar a -20 °C.

SDS 20 %:

Disolver 20 g de SDS en 100 mL de agua destilada en bafio termostatico para disolver
el SDS.

Conservar a temperatura ambiente.

Fenol saturado en Tris-HCI

Fundir el fenol en bafio termostatico (temperatura de fusion: 80 °C).

Una vez liquido, adicionar lentamente Tris-HCl pH 7,5 hasta saturar la solucion.
Permitir que se separen las dos fases y ajustar con Tris 0,1 M hasta que el pH del Tris
en equilibrio sea de 7,6. Almacenar saturado en Tris en heladera en frasco color
caramelo (se debe evitar la oxidacion del fenol, y siempre constatar el pH de este, no
utilizandose si esta oxidado o 4cido).

Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1):

Mezclar 24 mL de cloroformo con 1 mL de alcohol isoamilico. Se pueden preparar
volimenes mayores respetando dicha proporcion. Mantener a temperatura ambiente en
frasco ambar oscuro.

Acetato de sodio 3 M pH 7:

Pesar 246 g de acetato de sodio y disolverlo en 100 mL de agua destilada.

Ajustar a pH 7.

Esterilizar y conservar a 4 °C.

Etanol 70 %:
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Etanol absoluto ...................... 70 mL
Agua destilada c.s.p. 100 mL
Procedimiento

1. Colocar en un microtubo de 1,5 mL la biopsia en solucion fisioldgica.

2. Pesar entre 25 y 50 mg de biopsia y colocar dentro de un microtubo de 1,5 mL. Luego,
agregar 800 pL de buffer TEC/SDS con 5 pL de Proteinasa K- Fermentas® (117 ug/mL).
Incubar toda la noche en bano termostatico a 60 °C.

Nota: los pesos de las biopsias pueden variar segln el tejido. El tejido tumoral tiene
células mas compactadas y poco liquido, por lo que, con 25 mg, es suficiente. En
cambio, los tejidos normales tienen mas liquido y son mas laxas, entonces debemos
pesar aproximadamente 50 mg. Leer detalladamente el protocolo proveido por la
empresa que comercializa la proteinasa K, donde se indica la temperatura 6ptima de la
enzima y la concentracion.

3. Agregar a la solucion obtenida luego de la incubacion 600 pL de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1). Agitar suavemente de forma que se observe una soluciéon homogénea.
Nota: en este paso podemos observar que la solucion se torna de color blanquecino y se
separan las fases acuosas y organicas. Descartar los materiales utilizados con
cloroformo: alcohol isoamilico en recipientes destinados para este fin.

4. Centrifugar por 5 minutos a 12.000 rpm y trasvasar la fase acuosa (en la parte superior)
a un microtubo nuevo de 1,5 mL. Nota: tener cuidado de no tocar la fase intermedia
(generalmente blanquecina) cuando trasvasamos a un microtubo nuevo.

5. Agregar a la fase acuosa 150 pL de acetato de potasio 3 M. Agitar suavemente de forma
que se observe una solucién homogénea.

Nota: en este paso podemos observar que la solucidn se torna de color blanquecino.

6. Centrifugar por 5 minutos a 12.000 rpm y trasvasar el sobrenadante a un microtubo
nuevo de 1,5 mL.

7. Agregar a la solucion obtenida 1 mL o enrasar el microtubo con isopropanol 100 % y
agitar suavemente hasta que todos los componentes queden mezclados. Dejar 24 h a -20
°C para lograr una mejor precipitacion del ADN obtenido.

Nota: en este paso podemos observar un ovillo blanquecino su tamafio dependera de la

cantidad de ADN extraido y de las proteinas que hayan quedado unidas a este.
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8. Centrifugar por 5 minutos a 12.000 rpm y descartar el sobrenadante teniendo en cuenta
no tirar el pellet obtenido.

9. Lavar el pellet con 1 mL de etanol 70 % y agitar suavemente.

10. Centrifugar por 5 minutos a 12.000 rpm y descartar el sobrenadante con extremo cuidado
para no tomar el pellet obtenido.

Nota: En este paso tenemos que dejar el pellet lo mas seco posible. Para ello, podemos
usar una bomba de vacio, o podemos colocar los tubos en bafio termostatico a 50 °C destapados
hasta que se seque, o dejar en un lugar seguro secandose a temperatura ambiente.

11. Agregar al pellet 50 puL de agua destilada libre de nucleasas quedando la solucion con
una concentracion aproximada de 150 ng de ADN/uL.

Nota: recordar que si le agregamos mas agua, el ADN quedard mas diluido.

12. Conservar el ADN extraido a 4 °C para uso inmediato o a -20 °C para almacenamiento

prolongado.
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VIII. Protocolo de extraccion de ADN a partir de sangre en soporte solido (sangre seca)

con tiras comerciales

Muestra: a partir de sangre seca utilizando tiras comerciales especificas para este fin, que

permiten capturar, lavar y liberar el ADN de manera rapida y estandarizada.

Materiales y reactivos

Muestras de sangre seca en papel filtro o tarjeta.

Tijera o perforador estéril (para recortar el papel con la muestra).

Tiras comerciales para extraccion de ADN (Whatman FTA® o equivalentes).
Tubos de microcentrifuga estériles de 1,5 mL.

Agua ultrapura estéril o buffer de rehidratacion provisto por el kit.
Micropipetas y puntas estériles.

Vortex y microcentrifuga.

Procedimiento

1.

Preparacion de la muestra: con tijeras o perforador estéril, cortar un fragmento (2-3
mm) del papel que contiene la gota de sangre seca y colocar en un microtubo de 1,5 mL.
Carga en la tira: introducir el fragmento en la tira comercial disefiada para capturar ADN
y seguir las indicaciones del fabricante respecto a la orientacion de la tira.

Lavado: lavar la tira en la solucion de lavado provista o en un buffer de bajo contenido
salino, segun protocolo del kit. Generalmente se realizan 2—3 lavados consecutivos para
eliminar proteinas, hemoglobina y posibles inhibidores de la PCR. Entre cada lavado,
desechar el sobrenadante con cuidado.

Elucion del ADN: transferir la tira lavada a un nuevo tubo de microcentrifuga estéril.
Agregar 50—100 pL de agua ultrapura estéril o buffer de elucion. Incubar a temperatura
ambiente durante 5—10 minutos para liberar el ADN. Retirar la tira con pinza estéril,
dejando el ADN en la solucion.

Almacenamiento del ADN: conservar el ADN extraido a 4 °C para uso inmediato o a -
20 °C para almacenamiento prolongado.

Nota: el método con tiras comerciales es rapido, seguro y no requiere quimicos toxicos

como fenol o cloroformo. Permite obtener ADN en cantidad suficiente para PCR y analisis de

marcadores genéticos, aunque la pureza puede variar seglin la calidad de la muestra original.

Es una técnica ideal para ensefianza, ya que reduce los riesgos y simplifica los pasos

del proceso clasico de extraccion.
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IX. Protocolo de extraccion de ADN de muestra de banana

Protocolo propuesto por Diaz et al. (2025)

Muestra: a partir de muestra de banana.

Materiales y reactivos

1/2 banana mediana

Mortero

Vaso de precipitado de 250 mL
Probetas

200 mL agua destilada a temperatura ambiente
10 mL de detergente para vajillas
1 cucharadita de sal de mesa
Varilla de vidrio

Colador y gasa

Frasco contenedor

Tubo de ensayo

Pipeta Pasteur

Alcohol etilico frio (guardado en freezer)

Procedimiento

2.

Los pasos 1-3 seran realizados por un integrante de cada grupo. El paso 4 lo realizaran
todos los participantes.

Trituracion de la fruta: colocar 1/2 banana en el mortero y pisar con el pilon hasta obtener
un puré.

Nota: esto ayuda a romper las paredes celulares y liberar el contenido celular.

Adicion de agua destilada, detergente y sal: colocar el puré de banana en el vaso de
precipitado. Agregar agua destilada (200 mL), detergente para vajillas (10 mL) y sal de
mesa (1 cucharadita). Mezclar con la varilla de vidrio para homogeneizar la mezcla.
Nota: el agua ayuda a disolver los componentes celulares, el detergente rompe las
membranas celulares y nucleares, y la sal ayuda a desestabilizar las proteinas y liberar el
ADN.

Filtracion: después, separar la mezcla de banana a través del colador y la gasa para
separar el liquido de los solidos. Desechar los solidos y guardar el liquido filtrado en el

frasco contenedor.
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Nota: este paso separa los solidos (como las fibras de la fruta) del liquido que contiene
el ADN.
4. Adicion de alcohol frio: trasvasar 5 mL del extracto obtenido con una pipeta Pasteur a
un tubo de ensayo y agregar alcohol ftrio.
Nota: el alcohol frio precipita el ADN, haciéndolo visible como una sustancia fibrosa y
blanca en la interfaz entre el alcohol y el liquido filtrado.

Esta mini-experiencia no solo permitira a los estudiantes observar el ADN, sino que
también les brindara una comprension basica de la importancia de esta molécula en la biologia
y la genética. Ademas, esta experiencia se adecua de manera sencilla y accesible para visibilizar
la manera en que los cientificos trabajan en los laboratorios para estudiar y manipular el ADN
en investigaciones que van desde la medicina hasta la biotecnologia.

Reflexion para la prdctica docente

Al abordar distintos protocolos —desde los mas simples, como la extraccion a partir de
mucosa bucal, hasta los mas complejos, como los que utilizan sangre, tejidos vegetales o
micelio fungico— los estudiantes pueden comprender que no existe un nico camino para llegar
al ADN, sino que la estrategia depende siempre del tipo de muestra, los recursos disponibles y
el objetivo posterior (por ejemplo, diagndstico, clonacion, o conservacion de material genético).

Ademas, estas practicas ofrecen un espacio para reflexionar sobre la rigurosidad en el
calculo de concentraciones, la esterilidad en la manipulacion de muestras y la interpretacion de
resultados, competencias esenciales en biologia molecular. El docente, en este sentido, tiene la
responsabilidad de guiar a los estudiantes no solo en la ejecucion técnica, sino también en la
valoracion critica de cada metodologia, invitdndolos a pensar en las ventajas, limitaciones y
posibles fuentes de error de cada protocolo.

Finalmente, es fundamental remarcar que la extraccion de ADN, aunque parezca una tarea
basica, constituye la base de la mayoria de las técnicas modernas de biologia molecular.
Aprender a realizarla con criterio cientifico, precision y conciencia de su relevancia prepara a

los estudiantes para futuros desafios en investigacion, docencia y aplicaciones biotecnologicas.
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TALLER Y TRABAJO PRACTICO n.° 2: VISUALIZACION Y CUANTIFICACION
DE ACIDOS NUCLEICOS

OBJETIVOS

Los objetivos del taller n.’ 2 son:

e Comprender los fundamentos tedricos de la electroforesis en gel de agarosa y de la
espectrofotometria en la cuantificacion y evaluacion de calidad de los dcidos nucleicos.

e Analizar criticamente las ventajas, limitaciones y aplicaciones de cada técnica e
interpretar resultados experimentales (bandas en geles y valores espectrofotométricos)
y discutir su relevancia biolégica.

e Fomentar el trabajo colaborativo y reflexivo identificando como la calidad y pureza del
ADN impactan en técnicas posteriores de biologia molecular (PCR, clonacion,

secuenciacion, entre otras).

Los objetivos del TP n.” 2 son:

e Aprender a preparar un gel de agarosa y realizar la corrida electroforética incorporando
colorantes seguros para la visualizacion de ADN.

e Cargar muestras y marcadores de peso molecular, interpretando el patron de migracion
de fragmentos de ADN.

e Utilizar un espectrofotometro para medir la absorbancia de ADN a 260/280 nm, calcular
su concentracion y evaluar su pureza

e Comparar los resultados obtenidos por ambos métodos (gel vs. espectrofotometria) y

analizar su complementariedad.

FUNDAMENTO TEORICO DE LA ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA
La electroforesis en gel de agarosa es una de las técnicas mas utilizadas en biologia
molecular para la separacion, analisis y visualizacidon de 4acidos nucleicos con tamafios entre 0,1
a 25 kb. Su fundamento se basa en que las moléculas de ADN, al estar cargadas negativamente
por sus grupos fosfato, migran hacia el electrodo positivo (dnodo) cuando son sometidas a un
campo eléctrico. La matriz de agarosa funciona como un tamiz molecular que retrasa el
movimiento de los fragmentos seglin su tamaiio: los fragmentos pequefos se desplazan con

mayor facilidad a través de los poros del gel, mientras que los fragmentos grandes lo hacen mas
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lentamente. Usualmente, es posible detectar fragmentos mediante coloracion con bromuro de
etidio si estos se encuentran en concentraciones cercanas a los 0,25 ng.
El protocolo de trabajo se divide en cuatro etapas y se resume en la Figura 1.11.

5. Preparacion del gel de agarosa

6. Preparacion y carga de muestras
7. Corrida electroforética
8

Visualizacion del ADN de las muestras

buffer de corrida gel pocillos para las muestras de ADN

electrodo - \
(000

movimiento del ADN
bandas

mayor
tamaiio

electrodo +

(et

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.

1. Preparacion del gel de agarosa
El gel de agarosa se prepara a una concentracion apropiada al rango de los fragmentos a
ser separados. En el laboratorio se prepara a partir de agarosa pura comercial. Para ello, la
cantidad de agarosa necesaria se pesa en una balanza de precision, y luego se disuelve en el
buffer correspondiente mediante calentamiento hasta obtener una solucidon transparente y
homogénea. Existen diferentes composiciones para buffers de corrida. Los mas utilizados son:
e Tris-Acetato-EDTA (TAE): Tris Base 0,04 M; Acido Acético Glacial 0,03 M; EDTA
0,002 M; pH 7,8. Tiene capacidad de buffer baja y se puede agotar en electroforesis
largas.
e Tris-Borato-EDTA (TBE): Tris Base 0,89 M; Acido Bérico 0,89 M; EDTA 0,002 M; pH
8,3. Posee una capacidad de buffer significativamente mayor que el TAE, pero es mas

costosa.
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Ambos buffers se preparan en altas concentraciones y se expresan en veces o X (por
ejemplo, 10X o 5X), para luego diluirse a una concentraciéon de trabajo 1X. Este buffer se
emplea para preparar la agarosa, la cual se funde en bafio de agua o en microondas hasta obtener
una solucidn transparente y homogénea.

La solucion se vierte en el soporte de electroforesis, el cual debe sellarse previamente por
los bordes para evitar pérdidas durante el vertido y permitir una gelificacion uniforme. Es ttil
dejar enfriar la agarosa antes de volcarla en el soporte (a unos 45-50 °C), para evitar que
aparezcan ondulaciones debido al enfriamiento desparejo, afectando la corrida y para no dafiar
el soporte por el calor. Una vez vertida la agarosa en el soporte, estando esta aun liquida, se
debe observar que no queden burbujas en el mismo, colocando el peine (cuyos “dientes”
formaran los pocillos cuando la agarosa gelifique). Observar que no se formen burbujas entre
los dientes del peine. Tras gelificar, se coloca en una cuba de electroforesis. Para ello, se debe
colocar el soporte en la cuba, llenar la cuba con buffer de corrida sumergiendo el gel, y proceder
a retirar los peines.

Nota: existe otro tipo de agarosa comercial quimicamente modificada que funde a baja
temperatura (agarosa low melting), la cual presenta mayor poder resolutivo, se pueden separar
y analizar fragmentos de ADN muy pequefios (10-500 pb).

2. Preparacion y carga de las muestras

Las muestras que se sembraran se mezclan con un buffer de carga (loading buffer), el cual
cumple tres funciones: aumentar la densidad de la muestra, asegurar que la muestra se deposite
directamente en el pocillo preparado a tal fin y otorgar color para visualizar el frente de corrida.
Para ello, contiene glicerol, una sustancia densa que facilita la sedimentacion de las muestras
en los pocillos preparados para tal fin y que no se dispersen en el buffer de corrida. También
contiene colorantes de seguimiento con tasa de migracion conocida, lo que asegura una
distancia prudencial con la muestra y sirve como frente de corrida. El colorante més usado es
el azul de bromofenol. Otro colorante utilizado es el xileno-cianol.

Es importante no confundir el frente de corrida (colorante) con la tinciéon del ADN, ya que
este colorante no se une al ADN ni permite visualizar las bandas del material genético, cuya
deteccion se realiza posteriormente mediante tincion especifica (por ejemplo, con bromuro de

etidio, GelRed u otros colorantes intercalantes).
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A veces, también se adicionan detergentes en bajas concentraciones con el objeto de evitar
posibles contaminaciones bacterianas y fungicas. Un buffer de carga sencillo y comun tiene la
siguiente composicion:

e Glicerol 60 %

« EDTAO0,01 M

e« SDS1%

e Azul de bromofenol 0,1 %

Nota: en este paso también se puede agregar el colorante que tifie las moléculas de ADN.
Luego, las muestras de ADN se cargan en las hendiduras del gel (slots o pocillos)
correspondientes.

3. Corrida electroforética

Consiste en aplicar una diferencia de potencial determinada por un periodo de tiempo
especifico a la cuba que contiene el gel de agarosa con las muestras. Al conectar la corriente,
las moléculas de ADN migran a través de la matriz de agarosa. Luego de conectar la fuente de
poder a la cuba, si esta conexidn es correcta, podremos observar la formacion de burbujas en
los electrodos y en unos minutos el azul de bromofenol (que constituye la mayoria de los buffers
de carga) comienza a migrar desde el pocillo. Las muestras migrardn hacia el dnodo (polo
positivo). El gel de agarosa se encuentra dentro de un recipiente (Ilamado coloquialmente cama)
sumergido en el buffer de corrido, por lo que se denomina electroforesis submarina.

La electroforesis se lleva a cabo hasta que el frente haya migrado una distancia apropiada
a lo largo del gel, que dependera del tipo de muestra aplicada y de la experiencia y criterio del
operador. Se recomienda una corrida a un voltaje apropiado intentando no superar los 45 a 60
minutos.

4. Visualizacion del ADN de las muestras

Para poder visualizar el ADN de las muestras es necesario utilizar algin tipo de colorante
intercalante que se una al ADN y luego podamos ver. Esta tincion puede realizarse en diferentes
momentos del proceso. Puede ser en un paso posterior a la corrida en si; el colorante puede
agregarse directamente al gel de modo que a medida que se produce la corrida se produce la
tincion; o, como se menciond anteriormente, el colorante puede agregarse junto al buffer de
carga de la muestra.

Entre los colorantes intercalantes se encuentran GelRed, SYBR Safe o bromuro de etidio.

Luego, el gel se observa bajo luz ultravioleta (UV) o azul, donde se detectan las moléculas de
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ADN teinidas. El bromuro de etidio tifie facilmente los geles de agarosa. Se trata de un agente
(poderoso mutagénico) que se intercala entre las bases del ADN y absorbe la radiacion
ultravioleta, con posterior emision, generando una coloracion rosada-anaranjada de las
muestras. En general la interaccion con el ADN aumenta la absorcion y emision del bromuro
de etidio. La presencia del colorante puede retrasar la migracion de las muestras hasta en un 15
%. Por ello, una opcion valida es teir el gel luego de la corrida. En la mayoria de los casos no
se procede a destefiir el gel, pero cuando las cantidades de 4cidos nucleicos son muy pequetias
(< 10 ng) se facilita su observacion si se reduce el background coloreado, originado por el
bromuro de etidio no asociado al ADN. Para ello, el gel se sumerge en agua o0 MgSO4 1 mM

por 20 minutos.

Tras la tincién 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 rojo/naranja (tipo Wratten 22
A de Kodak), el que sirve para eliminar la radiacion de fondo que emulsiona la pelicula. Las
camaras digitales o los celulares inteligentes con buena resolucion también son utiles a los fines
del registro fotografico de corridas electroforéticas.

En la Figura 1.12 se pueden observar fotografias de geles de agarosa luego de la
electroforesis y tincion del ADN de diferentes muestras. Las bandas que se encuentran en la
parte superior del gel representan los ADN gendmicos de las diferentes muestras, ya que tienen
pesos moleculares grandes, por lo que no migran demasiado desde el pocillo donde fueron
sembradas. En los carriles 1, 2 y 3 se observa ADN de muestras de tejido vegetal. En los dos
primeros carriles se observa abundante cantidad de ADN de buena calidad y un escurrido que
brota de la banda manifiesta, llamado chorreado o smear debido a la degradacion del ADN.
Esto indica que se debe mejorar la metodologia de extraccion (suele ser un grave problema
inicial en las técnicas de extraccion de 4cidos nucleicos vegetales). En el carril 3 se observa que
el ADN sufri6 una degradacion importante, por lo que los acidos nucleicos no se encontrarian
en su calidad 6ptima. A pesar de ello, ain puede darsele varios usos como la amplificacion por
PCR, debido a que esta técnica es en extremo sensible y especifica.

En los siguientes carriles del 4 al 7 se observan bandas correspondientes a dcidos nucleicos
extraidos a partir de muestras de sangre (el volumen de partida de sangre fue 500 puL). En los
carriles 4 y 5 se pueden ver bandas nitidas sin smear debido a una metodologia de extraccion

eficiente, el ADN extraido se puede usar en la mayoria de los estudios moleculares posteriores.
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En los carriles 6 y 7 también se ven bandas nitidas de 4cidos nucleicos en alta concentracion,
por lo que se ve cierto rastro fluorescente. En ese caso, para técnicas posteriores como al PCR,
se debe cuidar las cantidades de acidos nucleicos agregadas; por ejemplo, un exceso de matriz
de copia puede afectar a esta técnica.

En los carriles 9 y 10 se observan acidos nucleicos a partir de muestras de mucosa, se
observa un smear y bandas intensas de peso molecular menor al ADN genomico que indicaria
contaminacion con ARN.

En los carriles del 11 al 14 se muestra ADN 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 un smear, 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 la electroforesis

Tamario del ADN: la migracion de los fragmentos es inversamente proporcional a sus pesos
moleculares (la especie mas pesada es la que menos migra). En la electroforesis, el movimiento
de una particula cargada, independientemente del soporte utilizado, depende en cierta medida
de su conformacion estructural. Una metodologia que hace uso de este caracter es el estudio de
Polimorfismos Conformacionales de cadena simple (SSCP, del inglés Single Strand
Conformational Polymorphism). En esta metodologia, se desnaturaliza la doble cadena

utilizando formamida, por ejemplo, y cada una de las cadenas simples adopta una estructura
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tridimensional particular. Si una base se encuentra mutada, la estructura tridimensional sera
distinta y esta cadena mutada migrard de un modo distinto a la otra cadena normal. A través de
esta técnica se pueden determinar mutaciones puntuales de una dada region amplificada por
PCR. Sin embargo, el soporte utilizado para esta metodologia es poliacrilamida, como se vera
en capitulos posteriores.
Concentracion de la agarosa: 1la migracion depende del tamafio de poro formado por la agarosa,
dicho tamano depende de la concentracion de agarosa. Existe una relacion lineal entre el
logaritmo y la movilidad electroforética del ADN y la concentracion del gel, descripta a través
de formulas matematicas. A mayor concentracion de agarosa, mayor poder resolutivo, se
pueden separar fragmentos mas pequefios de ADN.
Voltaje aplicado: el voltaje aplicado a las terminales de un gel de agarosa genera un campo
eléctrico con una fuerza definida por la longitud entre los electrodos y la diferencia de potencial
total aplicada (se sugiere que la intensidad no debe exceder los 5 0 6 V/cm). Las moléculas de
ADN expuestas a este campo eléctrico migran hacia el anodo (polo positivo) debido a la carga
negativa aportada por los grupos fosfato del esqueleto molecular. La velocidad de migracion
estd limitada por la fuerza de friccion impuesta por la matriz del gel.
Composicion de bases y temperatura: mientras que la carga y/o tamafio molecular pueden
afectar la velocidad a la cual las macromoléculas se movilizan a través del gel, el cociente de
carga a masa (Q/M) es el mismo para moléculas de ADN de diferente tamafio. Por ello, el
tamafio del ADN es la caracteristica que determina la velocidad de migracion, permitiendo la
separacion de mezclas complejas por electroforesis. Ademas, la movilidad electroforética del
ADN no se ve afectada por variaciones de temperatura (rango 4 a 30 °C), por lo que
generalmente se llevan adelante corridas electroforéticas a temperatura ambiente.
Presencia de colorantes: el bromuro de etidio se intercala entre las bases de los acidos
nucleicos, pudiendo ser asi visualizados los mismos a la luz ultravioleta. El bromuro de etidio
puede reducir la movilidad electroforética del ADN lineal en aproximadamente un 15 %.
Composicion de la solucion tampon de corrida electroforética: 1la movilidad electroforética del
ADN es afectada por la composicion y la fuerza i6nica de la solucion tampon o buffer de
electroforesis. Sin iones, por ejemplo, si se omitiera el buffer de corrida por error, la
conductividad eléctrica seria minima y el ADN migra muy lentamente o no lo hace. Por otro

lado, si se usa un buffer de corrida con alta fuerza i6nica, por ejemplo, si por error se utiliza un
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buffer de corrida 10X, la conductividad eléctrica es demasiado alta y se genera calor, lo que

puede fundir el gel y/o desnaturalizar el ADN.

Ventajas
e Se trata de una técnica sencilla y de bajo costo. Requiere poco equipamiento
especializado.
o Permite estimar el tamafio de los fragmentos de ADN mediante el uso de marcadores de
peso molecular.
e Es aplicable a diferentes tipos de acidos nucleicos (ADN gendmico, plasmidico o

productos de PCR).

Desventajas
e Resolucion limitada en comparacion con otros sistemas, como la electroforesis en gel
de poliacrilamida o la electroforesis capilar.
o Uso de colorantes que pueden ser potencialmente toxicos o mutagénicos (p. €j., bromuro
de etidio).
e Fragmentos de ADN muy grandes pueden no separarse adecuadamente.
e El método es principalmente cualitativo o semicuantitativo, por lo que no reemplaza
técnicas mas sensibles para andlisis cuantitativo.
Electroforesis en gel de DNA plasmidico

Adaptaciones simples de los métodos electroforéticos son empleadas usualmente para la
deteccion y caracterizacion fisica del ADN plasmidico presente en aislamientos bacterianos
ambientales y clinicos. Las concentraciones comunmente empleadas para realizar corridas
plasmidicas en geles de agarosa varian entre 0,6 y 1,5 %, utilizando buferes estandares.

El ADN plasmidico generalmente se presenta en tres conformaciones: la forma circular
cerrada (forma I), la circular abierta o nicked (forma II) y la lineal de doble cadena (forma III).
Estas conformaciones del DNA conducen a que especies del mismo peso molecular migren a
velocidades diferentes en geles de agarosa. La forma I migra mas rapidamente que la forma III.
El superenrrollamiento esencialmente retuerce las moléculas sobre si mismas, confiriéndoles
un radio hidrodindmico menor, permitiéndoles pasar mas facilmente por la matriz del gel. La
forma II o circular abierta, la cual ha perdido totalmente el superenrrollamiento, migra de

manera apreciablemente mas lenta que cualquiera de las otras dos.
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Electroforesis en gel de ARN total

Para el caso de las corridas electroforéticas de ARN total, la visualizacion es distinta. Como
se indico en el capitulo anterior, la mayor contribucion al ARN total de la célula es por parte
del ARNr y en menor cuantia se encuentran los ARNt y los ARNm. Por esto, la electroforesis
es un buen método para analizar la integridad del ARN total: se espera encontrar dos bandas
por carril. Para el caso de las muestras eucariotas una de dichas bandas pertenece al ARNr 28S
y la otra al 18S, que constituyen las dos subunidades de los ribosomas. Usualmente la banda
28S suele presentar una intensidad de tincidon dos veces mayor que la correspondiente a la banda
18S. También es posible visualizar un ligero smear entre ambas bandas que suele corresponder

a los ARNt y ARNm (Figura 1.13).

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.

FUNDAMENTO DE LA EVALUACION DEL ADN POR ESPECTROFOTOMETRIA
La espectrofotometria en el rango UV es una de las técnicas mas utilizadas para cuantificar
ADN de manera rapida, sencilla y no destructiva. Su principio se basa en la capacidad que
tienen los acidos nucleicos de absorber luz a una longitud de onda especifica debido a la
presencia de sus bases nitrogenadas aromaticas (adenina, timina, citosina y guanina). El
maximo de absorcion del ADN y ARN se encuentra en 260 nm, mientras que las proteinas
(principales contaminantes de la extraccion de los 4cidos nucleicos) presentan un maximo a 280
nm debido principalmente a los aminoacidos aromaticos triptdfano y tirosina. De esta manera,
la medida de la absorbancia a ambas longitudes de onda permite saber el grado de pureza de la

muestra de ADN y la absorbancia a 260 nm, permite conocer la cantidad de ADN obtenido.




Catedra de Biologia Molecular
Profesorado Universitario en Biologia
Biologia Molecular
La concentracion de ADN se calcula a partir de la relacion directa entre la absorbancia a
260 nm y la cantidad de ADN en solucion. Para conocer la concentracion de ADN en una
muestra, se puede aplicar la Ley de Lambert-Beer (también llamada ley de Beer-Lambert) la
cual establece la relacion entre la absorbancia de una sustancia y su concentracion en una
solucion. Matematicamente, se expresa:
A= &.d.C
donde A es la absorbancia;
€ es el coeficiente de extincion molar (mL/pug.cm), es decir, indica cuanto absorbe una
sustancia la luz a una longitud de onda especifica, una preparacion pura de ADN tiene un
coeficiente de extinciéon molar €60 de 0,027 mL/pg.cm;
d es la longitud de la cubeta o camino dptico;
C es la concentracion.
Ejemplo de cdlculo de concentracion de ADN
El ADN extraido de una muestra de sangre entera se resuspende en 0,05 mL (50 puL) de
agua destilada estéril.
La Abs 260 nm en una cubeta de cuarzo de 1 cm de camino 6ptico es 0,264.
Se aplica la formula:
A= £d.C
C = Aze0/(E.d)
C =0,264 /(0,027 mL/pg.cm x 1 cm)
C = 9,77 pg/mL
Nota: si el ADN rehidratado se diluye en mayor cantidad de agua, hay que multiplicar por
el factor de dilucion. Por ejemplo, si diluyo los 50 uL de ADN en 450 pL de agua, el factor de

dilucion es 10. Por tanto, se corrige por el factor de dilucion:

g
C=977u—x10
umLX

C = 97,7 uyg/mL
Una manera préctica de calcular la concentracion de acidos nucleicos es por equivalencia.
Por convencion, una absorbancia de 1,0 a 260 nm corresponde aproximadamente a 50 pg/mL
de ADN de doble cadena, 40 ng/mL de ARN o 33 pg/mL de ADN de hebra simple. De esta
manera, el calculo de la concentracion de acidos nucleicos en pg/mL en una cubeta de cuarzo

puede estimarse a través de las siguientes formulas matematicas:

Cug/mL = Azeo-k
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donde, k es la convencion de la absorbancia a 260 nm que corresponde a ADN de doble
cadena, ARN o ADN de cadena simple
Ejemplo de calculo de concentracion de ADN por convencion o equivalencia
Un estudiante mide una muestra y obtiene:
e Abs 260 nm=0,8
e Cubetade 1 cm
Aplicando la convencion o equivalencia, k para el ADN de doble cadena es 50 pg/mL:
Cug/mr = Azeo- k
Cug/mi = 0,8.50 pg/mL

Cig/me = 40pg/mL

La muestra tiene 40 pg/mL de ADN.

Nota: también debe corregirse por el factor de dilucion en caso de que se haya diluido la
muestra.

Ademas de la concentracion, el método de evaluacion por espectrofotometro permite
evaluar la pureza de la muestra de ADN. Para ello, se debe medir la absorbancia de la muestra
a dos longitudes de onda: Axe0y A280. Mediante su relacion entre estas: Azeso/A2go se obtiene:

e Relacion Azeo/Azg0= 1,6 — 1,8 — ADN puro

e Relacién Aze0/A280 = < 1,8 — contaminacidén con proteinas o fenol. Debido a que la
presencia de proteinas disminuye este valor de relacion, ya que las mismas presentan su
pico de absorcion a 280 nm.

e Relacion Aze0/Azs0=2,0 — 2,3 — ARN puro. Si la muestra es de ADN, significa posible
contaminacion con ARN. Esto se debe a que la presencia de ARN aumenta el valor de
la relacion.

e Relacion Azeo/Azso> 2,3 — indica presencia de nucleotidos por posible degradacion de
los acidos nucleicos.

La espectrofotometria ofrece la ventaja de no requerir reactivos adicionales y permitir una
estimacion inmediata de la cantidad de ADN en una muestra. Sin embargo, su precision puede
verse afectada por contaminantes (fenol, sales, proteinas, detergentes), por lo que suele

complementarse con otros métodos como la electroforesis en gel o fluorometria.
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TALLER No. 2: VISUALIZACION Y CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS
Contenidos a desarrollar
e Fraccionamiento de 4cidos nucleicos: ultracentrifugacion, centrifugacion zonal e
isopicnica. Electroforesis. Soporte. Deteccion del ADN. Calibracion de la electroforesis.
Electroforesis en campo pulsante.
e Hibridacion de acidos nucleicos: desnaturalizacidon y renaturalizacion. Efecto de la
temperatura. Acidos y bases. Agentes quimicos.
e Influencia de la desnaturalizacion sobre las propiedades del ADN: viscosidad, absorcion
ultravioleta. Curvas de desnaturalizacion.
e Andlisis molecular de la hibridacion de acidos nucleicos: Ensayo de hibridacion.
Influencia de algunos factores. Rigor.
e M:¢étodos de ensayos de hibridacion. Fase liquida. Soporte solido. Hibridacion in situ.
Técnicas relacionadas: transferencia Western.
Plan de actividades
Parte I
1. Momento de lectura comprensiva (individual)

Leer los contenidos teodricos de cada uno de los puntos mencionados arriba. Bibliografia
Recomendada: Biologia Molecular e Ingenieria Genética, Conceptos, Técnicas y Aplicaciones
en Ciencias de la Salud. Autor: José Luque y Angel Herrdez. Ed. Harcourt, S.A. Madrid,
Espafia, Cap. 11 (solo fraccionamiento de acidos nucleicos) y Cap. 13.

2. Momento de lectura comprensiva y reflexion grupal (pequeriios grupos, de 3 a 4
integrantes, aquellos conformados en el aula virtual)

Leer, intercambiar a modo de didlogo, la aclaracion de aquellos contenidos o conceptos
que lo requieran.

3. Momento de produccion grupal

Con la herramienta Cmaptools (https://cmaptools.uptodown.com/windows) realizar un
mapa conceptual integrador de los contenidos teodricos del texto citado en el punto 1.
Parte Il
4. Momento de lecto y audio comprension (individual)
Observar los videos: explicacion tedrica del TP n." 2 y leer los contenidos tedricos del TP
y Taller n." 2. Evaluacion de los 4cidos nucleicos extraidos: electroforesis en geles de agarosa y

cuantificacion por método espectrofotométrico.



https://cmaptools.uptodown.com/windows
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5. Momento de produccion grupal (pequerios grupos, de 3 a 4 integrantes, aquellos
conformados en el aula virtual)

Con la herramienta Cmaptools (https://cmaptools.uptodown.com/windows) realizar un
mapa conceptual integrador de las etapas del protocolo de trabajo para efectuar la evaluacion
de los acidos nucleicos:

e Electroforesis en gel de agarosa, factores que afectan la migracion de los acidos
nucleicos en la matriz de agarosa, y la utilidad de esta técnica para evaluar las
extracciones de los 4cidos nucleicos.

e Cuantificaciéon y valoracion de la pureza de los acidos nucleicos.

Actividad propuesta para la practica docente.

Se propone a los futuros docentes de Biologia trabajar con programas y paginas web que

permiten simular la electroforesis de ADN in silico, es decir, de manera virtual, lo que puede

ser muy util como complemento didactico. LabXchange, https://www.labxchange.org/, es un

simulador gratuito, muy util para clases de introduccion y complementarias a la practica. Dentro

de este simulador, Gel Electrophoresis - LabXchange permite simular de manera interactiva

electroforesis en geles para aprendizaje y modificar algunos parametros técnicos. Tiene tres
niveles, para usuarios principiantes hasta avanzados en la técnica. Se puede realizar el proceso
completo, desde la preparacion del gel, la corrida electroforética, y observacion del gel. Ademas
de pensarse como una actividad complementaria para los estudiantes, también puede pensarse
como un unico recurso en el caso de que los futuros docentes no cuenten con laboratorios
preparados para llevar a cabo este tipo de técnicas.

Fecha de entrega: proxima clase de Taller n.” 3. Los mapas conceptuales elaborados deberan

ser entregados en la seccion correspondiente denominada Actividades Taller TP n.” 2 del aula

virtual en un archivo Word conteniendo una caratula con los integrantes del grupo.


https://www.labxchange.org/
https://www.labxchange.org/library/items/lb:LabXchange:9548bee3:lx_simulation:1
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TRABAJO PRACTICO n.° 2: VISUALIZACION Y CUANTIFICACION DEL ADN
EXTRAIDO

La evaluacion de la cantidad y calidad de los 4cidos nucleicos extraidos en el TP anterior

se realizara por:

electroforesis en geles de agarosa

método espectrofotométrico

Protocolo de electroforesis en geles de agarosa

Equipamiento y materiales

Fuente de poder

Cuba para electroforesis

Cables de conexion

Matraces capaces de contener las soluciones
Balanza analitica

Probetas capaces de medir los volumenes requeridos
Micropipetas automaticas

Puntas (tips) azules y amarillas

Transiluminador UV

ADN extraido en el TP n.” 1

Reactivos

Agarosa en polvo

Tampodn de corrida TBE 1 X (o el tampdn seleccionado)
Tampodn de carga (loading buffer)

Solucion de bromuro de etidio

Marcador de peso molecular (ladder)

Preparacion de soluciones de trabajo

GelRed 1X:
Diluir a 1X, comercialmente se lo suministra a 10.000X

TBE 10X (pH 8,2- 8,4)

Tris base .............. 108 g
EDTA ... 925¢g
Acido boérico .........55 g

Agua destilada c.s.p. 1000 mL
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Ajustar el pH con 4cido borico. Esterilizar y conservar a 4 °C.
TBE 1X:
TBE 10X ............ 10 mL
Agua destilada ..... 90 mL
Gel de agarosa 1 %:
Agarosa ............ 0,6 g

Si se tifie el gel antes de la corrida electroforética, el colorante intercalante que se use

se afiadira en la preparacion del gel. En este TP se utiliza el GelRed a una concentracion de 1X.

En caso de utilizar el bromuro de etidio como colorante, se trabaja con una solucién madre de

10 mg/mL.

Procedimiento

Preparacion del gel de agarosa:

1.

Sellar el soporte de corrida, donde se colocara la solucion del gel de agarosa que
gelificard posteriormente.

Diluir el buffer de corrida TBE de 10X a 1X.

Pesar la agarosa 1 %. En este TP se realizara un gel chico por lo que se preparard 60 mL;
pesar 6 g de agarosa y disolver en buffer TBE 1 X dentro de un matraz. Fundir a bafio
Maria o en horno microondas (evitar que hierva), hasta obtener una solucién limpida y
homogénea.

Enfriar hasta unos 45 °C aproximadamente.

Si se desea tefiir el gel antes de la corrida, agregar en este momento el colorante
intercalante que tifie el ADN. Esto es asi cuando se trabaja con bromuro de etidio; se
agregan 5 puL de una solucion de 10 mg/mL. Sin embargo, en este TP se trabaja con
GelRed y se agrega en el buffer de carga cuando se preparan las muestras para sembrar.
Verter la agarosa al soporte y colocar el peine procurando que su extremo inferior quede
a 1 cm de la base.

Esperar a que la solucion gelifique para retirar los selladores y colocar el soporte en la
cuba.

Llenar la cuba con el buffer de corrida TBE 1X y luego retirar el peine con cuidado de

no romper los pocillos formados.

Preparacion de las muestras y electroforesis:




10.

11.

12.

13.

14.

15.
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Mezclar 5 pL de cada muestra a analizar con 1 pL de buffer de carga. En este TP el
buffer de carga tiene el colorante intercalante GelRed a 1X.

Sembrar la mezcla (muestra con el buffer) en el gel.

Nota: es importante mantener la micropipeta en posicion vertical sobre el pocillo, con la
punta del tip amarillo en la entrada (no en el fondo) del pocillo y depositar la muestra
despacio. Evitar pinchar el fondo del pocillo con el #ip ya que la muestra escurriria por
debajo del gel de agarosa y se perderia.

Una vez cargadas todas las muestras, depositar 2 uL de patron de peso molecular.
Algunos patrones de peso molecular son provistos listos para usar; otros deben
prepararse como si fueran una muestra mas (mezclando con 1 pL de buffer de carga). En
el TP el buffer de carga tiene el colorante intercalante GelRed a 1X, por lo cual se debe
proceder de la misma forma que con la muestra, para que la corrida sea uniforme.
Calcular el voltaje que hay que fijar en la fuente de electroforesis para migrar el gel a 6
V/em (la distancia es la que separa los dos electrodos). Conectar la fuente a la cuba de
electroforesis e iniciar la corrida electroforética. En este TP se realizard la corrida
electroforética a 100 — 120 V por 20 minutos.

Detener la corrida cuando el frente (indicado por el azul de bromofenol) haya llegado a
los % de la longitud del gel. En este caso, como se tifi6 el gel antes de la corrida
electroforética, el bromuro de etidio tifido el ADN mientras migro.

Colocar el gel en el transiluminador bajo luz UV. Analizar las bandas coloreadas de
naranja intenso con el bromuro de etidio.

Registrar la corrida mediante fotografia y guardar dicho registro con los datos indicados:

nombre del usuario, fecha y muestras presentes en cada carril.

Protocolo del método espectrofotométrico

Equipamiento

Espectrofotometro
Micropipetas automaticas
Puntas (tips) azules y amarillas
Microtubos de 1,5 mL

Agua destilada estéril

ADN extraido en el TP n." 1

Procedimiento
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1. Realizar una dilucion 1/50 del ADN extraido. Para ello, se mezclaran 10 pL de la muestra
de ADN con 490 pL de agua destilada estéril. Resuspender para mezclar bien.
2. Medir la absorbancia de la muestra a 260 y 280 y registrar los valores. Cuidar de no tirar
la muestra entre una medicion y la otra.
3. Calcular la concentracion del ADN, utilizar el valor de absorbancia a 260 nm y las
siguientes ecuaciones:
Cug/mL = Ayeo/(E.d)
Cug/mt = 0,264 /(0,027 mL/pg.cmx 1 cm)

Cug/mL = Azeo-k
Cug/mL = Aze0-50 uL
4. Calcular la pureza del ADN, utilizar los valores de absorbancia a 260 y 280 nm y la
relacion entre ambas: Abszeo/Absago.

Reflexion para la practica docente
La préctica de visualizacion y cuantificacion de ADN constituye un espacio clave en la
formacion de los futuros profesionales de la biologia, ya que permite vincular los conocimientos
teoricos sobre acidos nucleicos con técnicas experimentales concretas. A través de la
electroforesis en gel de agarosa, los estudiantes pueden observar directamente la separacion de
fragmentos de ADN en funcion de su tamafio, comprendiendo la relevancia de variables
experimentales como el porcentaje de agarosa, la intensidad del voltaje y la calidad de las
muestras. Al mismo tiempo, la cuantificacion mediante espectrofotometria brinda la posibilidad
de estimar con precision la concentracion y la pureza del ADN, fundamentos indispensables
para la correcta aplicacion de metodologias posteriores como PCR, clonacion o secuenciacion.
Como docentes, es importante resaltar que estas experiencias no solo tienen un valor
instrumental, sino también formativo. Por un lado, los estudiantes aprenden a manejar
cuidadosamente muestras biologicas y equipos de laboratorio, desarrollando destrezas técnicas.
Por otro lado, adquieren un sentido critico al comparar la calidad de los resultados obtenidos
con los esperados, valorando la importancia de la rigurosidad experimental y de los controles
adecuados. El fin ultimo es tomar decisiones informadas sobre el disefio de experimentos
posteriores, entendiendo que la Biologia Molecular se construye a partir de la suma de técnicas
complementarias, y que la calidad de cada paso influye directamente en la validez y

reproducibilidad de las conclusiones cientificas.
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CAPITULO 2. GENOMICA

La genomica, entendida como el estudio integral de la organizacion, funcion, regulacion y
evolucion del genoma, se sustenta en principios fundamentales de la biologia celular y de la
genética clasica. Antes de abordar el andlisis global de secuencias, la arquitectura cromosémica
o las tecnologias de alto rendimiento, resulta imprescindible revisar los procesos y conceptos

que constituyen la base conceptual del comportamiento del material genético.

CARACTERISTICAS GENERALES DEL GENOMA

El genoma es el conjunto total del material genético hereditario presente en la célula, tanto
nuclear como extranuclear, codificante o no. Puede estar en el nucleo, en mitocondrias y en
cloroplastos. Se puede medir el genoma segun su tamaio en pares de base. También, se lo puede
estudiar seglin el nimero de cromosomas y el valor C, este tltimo se define como la cantidad
de ADN por genoma haploide. En nuestro caso, organismos diploides, el valor C es la cantidad
correspondiente de ADN a un juego de 23 cromosomas.

El genoma humano tiene 3,2 x 10° pb = 3,2 Gpb

pb = pares de bases

kpb (o kb) = mil pb

Mpb (0 Mb) = un millén de pb

Gpb (o Gb) = mil millones de pb

El genoma, en la mayoria de los organismos conocidos, esta en forma de ADN de doble
cadena. Sin embargo, hay algunas excepciones como los virus que tienen su genoma en forma
de ARN, que es monocatenario. Algunos ejemplos de estos son el coronavirus y el virus de la

inmunodeficiencia humana.

ESTRUCTURA Y ORGANIZACION DEL GENOMA PROCARIOTA

En los organismos procariotas, el genoma se organiza generalmente como uno o mas
replicones de ADN bicatenario, localizados en una region citoplasmatica denominada
nucleoide. El replicon principal corresponde al cromosoma bacteriano, que en muchas especies
es circular, aunque existen numerosas excepciones. Ademas del cromosoma, es frecuente la
presencia de plasmidos, moléculas de ADN extracromosomico que se replican de manera
independiente y pueden aportar funciones adaptativas, como resistencia a antibidticos o nuevas

capacidades metabolicas.
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En numerosas bacterias, la progresion del ciclo celular esta estrechamente acoplada a la
replicacion cromosomica, de modo que la duplicacién del ADN, el crecimiento celular y la
division ocurren de forma coordinada. La ausencia de una envoltura nuclear implica que los
procesos de replicacion, transcripcidon y traduccion pueden ocurrir simultineamente, lo que
permite respuestas rapidas a cambios ambientales.

En bacterias modelo como Escherichia coli, la replicacion comienza en un unico origen
denominado oriC, que constituye el evento central del ciclo celular bacteriano. A partir de este
origen se establecen dos horquillas de replicacion que progresan en direcciones opuestas hasta
completar la duplicacion cromosdmica. Este proceso integra sefiales metabolicas y ambientales
en la replicacion del ADN y su posterior segregacion hacia las células hijas.

El genoma procariota suele presentar una organizacién compacta y funcionalmente densa,
caracterizada por una alta proporcion de secuencias codificantes y por la frecuente presencia de
operones policistronicos, que permiten la expresion coordinada de genes funcionalmente
relacionados. Un operdn es una unidad de transcripcion procariota formada por varios genes
estructurales controlados por un mismo promotor y regulados de manera coordinada, que se
transcriben en un unico ARN mensajero policistronico. Estos genes suelen codificar proteinas
que participan en una misma ruta metabolica o proceso celular, lo que permite su regulacion
coordinada. El ejemplo mas conocido es el operdn lac de E. coli, que contiene los genes
necesarios para metabolizar lactosa. Cuando la lactosa estd presente en el medio, los genes del
operdn se activan y la bacteria puede utilizar este azlicar como fuente de carbono.

Esta organizacion favorece una regulacion transcripcional eficiente y rapida, compatible
con ciclos celulares breves y con una elevada capacidad adaptativa. En este contexto, la
topologia del ADN, incluyendo el superenrollamiento, y la accién de topoisomerasas y
proteinas asociadas al nucleoide desempefian un papel esencial en la replicacion y segregacion

cromosomica.

Revision del modelo clasico del genoma bacteriano

Tradicionalmente, el genoma bacteriano se describié como un unico cromosoma haploide,
circular, desnudo y desestructurado. Esta vision surgio a partir de las primeras observaciones
mediante microscopia electronica, en las cuales el ADN aparecia como una regién de menor
densidad electronica dentro de la célula correspondiente al nucleoide mientras que las regiones
mas densas correspondian principalmente a ribosomas. Estas imagenes llevaron inicialmente a

interpretar el genoma bacteriano como una estructura poco organizada.
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Los avances en genética molecular, microscopia y secuenciacion genomica han
demostrado que esta vision es incompleta y, en varios aspectos, incorrecta.

En primer lugar, no todas las bacterias poseen un unico cromosoma. Los estudios
genodmicos indican que una fraccion significativa de bacterias (entre el 5 y el 15 %) presenta
dos o mas cromosomas. En estos organismos, los distintos cromosomas contienen genes
esenciales y se replican de manera coordinada durante el ciclo celular. Este tipo de organizacion
se observa, por ejemplo, en especies de los géneros Vibrio, Burkholderia, Cupriavidus,
Ralstonia y Azospirillum.

En segundo lugar, tampoco es correcto afirmar que todas las bacterias son estrictamente
haploides. Los primeros estudios realizados en bacterias modelo como Bacillus subtilis y E.
coli sugerian la presencia de una unica copia cromosomica por célula debido a la estrecha
relacion entre replicacion y division celular. Sin embargo, en muchos procariotas los procesos
de replicacion y division pueden estar desacoplados, lo que permite la existencia de células
poliploides. Este fenomeno se observa, por ejemplo, en algunas cianobacterias, donde pueden
encontrarse células con multiples copias del cromosoma.

Un caso extremo de poliploidia se observa en bacterias gigantes como Epulopiscium
fishelsoni, un simbionte intestinal de peces cirujano que puede alcanzar tamafios cercanos a 0,3
mm y contener miles de copias de su genoma. En general, se ha observado que un mayor
nimero de copias cromosOomicas suele asociarse con un mayor volumen celular.

En tercer lugar, aunque la mayoria de los cromosomas bacterianos son circulares, existen
bacterias con cromosomas lineales. Ejemplos conocidos incluyen especies de los géneros
Borrelia y Streptomyces. Ademas, algunas bacterias presentan simultdineamente diferentes
topologias cromosomicas. Por ejemplo, Agrobacterium tumefaciens posee varios replicones
que incluyen cromosomas circulares y lineales. En ciertas espiroquetas también pueden
encontrarse cromosomas lineales acompanados de numerosos plasmidos, algunos circulares y

otros lineales.

Estructura y compactacion del ADN bacteriano

Contrariamente a la idea tradicional, el ADN bacteriano no estd desnudo ni
desestructurado, sino que presenta un alto grado de organizacion. El cromosoma bacteriano
debe compactarse de manera eficiente dentro de la célula. Por ejemplo, el ADN de una célula
tipica de E. coli mide aproximadamente 1,6 mm de longitud, mientras que la célula tiene solo

entre 1 y 4 um de largo, lo que implica un nivel de compactacion superior a mil veces.
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La compactacion del ADN depende tanto de las propiedades fisicoquimicas del citoplasma
como de mecanismos moleculares especificos. Entre ellos se destacan: el superenrollamiento
del ADN, regulado principalmente por topoisomerasas; las proteinas asociadas al nucleoide
(NAPs, del inglés Nucleoid-Associated Proteins), que organizan el ADN en dominios
estructurales; las proteinas condensinas, especialmente los complejos de mantenimiento
estructural de cromosomas (SMC, del inglés Structural Maintenance of Chromosomes), que
participan en el mantenimiento estructural y la correcta segregacion cromosémica.

A diferencia de los eucariotas, estas proteinas no forman nucleosomas tipicos, aunque
cumplen funciones analogas en la organizaciéon y compactacion del ADN. El nucleoide
constituye una estructura dindmica, cuya organizacion cambia a lo largo del ciclo celular y en

respuesta a las condiciones ambientales.

Variabilidad genética y concepto de pangenoma

El desarrollo de las técnicas modernas de secuenciacion masiva ha revelado que dentro de
una misma especie bacteriana puede existir una considerable variabilidad genética. A medida
que se secuencian nuevas cepas, aparecen genes que no estaban presentes en los primeros
genomas analizados.

Como resultado, surgieron nuevos conceptos para describir la composicion genética de las
especies bacterianas:

El genoma ntcleo (del inglés core genome) corresponde al conjunto de genes presentes en
todas las cepas de una especie, que generalmente codifican funciones esenciales.

El genoma accesorio o flexible incluye los genes que no estan presentes en todas las cepas
y que suelen asociarse con la adaptacion ecologica, virulencia o resistencia a antibioticos.

El pangenoma corresponde al conjunto formado por el genoma nucleo mas el genoma
accesorio, es decir, todos los genes identificados en las distintas cepas de una especie.

Este enfoque permite comprender la diversidad genética dentro de las especies bacterianas
y explica por qué distintas cepas pueden presentar propiedades fisioldgicas y ecologicas
diferentes.

El conocimiento actual indica que los genomas procariotas presentan una notable
diversidad en cuanto al nimero de cromosomas, ploidia, topologia y organizacion estructural.
Aunque muchas bacterias poseen un inico cromosoma circular, existen numerosas excepciones

que incluyen cromosomas multiples, cromosomas lineales y estados poliploides.
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El cromosoma bacteriano constituye una estructura altamente organizada y dinamica,
asociada a proteinas y regulada por mecanismos topoldgicos especificos. Esta organizacion
permite una replicacion eficiente del ADN y una rapida adaptacion a condiciones ambientales

cambiantes, caracteristicas fundamentales de los organismos procariotas.

ORGANIZACION DIFERENCIAL DEL GENOMA PROCARIOTA Y EUCARIOTA

De lo anterior, se puede concluir que el genoma procariota se distingue por su alta densidad
de informacion y una notable optimizacion del espacio genético. Sus caracteristicas principales
incluyen:

o Haploidia y especificidad: en la mayoria de las bacterias, la mayor parte del ADN se
presenta en una Unica copia (estado haploide) y estd dedicada de manera casi exclusiva
a la codificacion de productos génicos funcionales (proteinas y diversos tipos de ARN).

e Densidad codificante: aproximadamente el 99 % del genoma es codificante, lo que
implica una presencia minima de secuencias intergénicas no funcionales o intrones.

o Baja redundancia: existe una ausencia casi total de secuencias repetitivas, a diferencia
de los genomas complejos de organismos superiores.

e Los genes estan organizados en operones.

En contraste, en células eucariotas la organizacion del genoma adquiere un nivel superior
de complejidad estructural y regulatoria. El genoma puede ser nuclear o extranuclear. El
genoma nuclear es lineal y se encuentra dentro del ntcleo. El genoma extranuclear en las
mitocondrias y en los cloroplastos es circular, similar a los procariotas, lo cual se explica por
su origen evolutivo.

El ADN lineal se distribuye en multiples cromosomas contenidos en el nicleo y se asocia
intimamente a histonas formando cromatina. Esta organizacion jerarquica, desde el nucleosoma
hasta dominios topologicamente asociados (TADs) y territorios cromosdmicos, no solo permite
el empaquetamiento de grandes cantidades de informacidon genética, sino que establece un
marco espacial que regula la accesibilidad génica. Durante el ciclo celular eucariota,
particularmente en las fases S y M, la estructura cromatinica experimenta modificaciones
dinamicas: la replicacion del ADN implica la duplicaciéon coordinada de histonas y la
preservacion de marcas epigenéticas, mientras que la mitosis se caracteriza por la condensacion
extrema de los cromosomas mediada por complejos como cohesinas y condensinas. Asi, la

arquitectura cromosdmica no es estatica, sino que se reorganiza de manera ciclica para asegurar
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tanto la fidelidad en la transmision de la informacidon genética como la adecuada regulacion
transcripcional en interfase.

La organizacion de los genes es diferente en procariotas y eucariotas. Existe una
diferenciacion en la organizacion génica de operones vs. unidades monocistronicas. La
regulacion de las vias metabolicas presenta estrategias divergentes entre dominios bioldgicos,

como se ilustra en la sintesis del aminoécido triptéfano (Figura 2.1).
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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 organismos como E. coli, los genes funcionalmente relacionados se agrupan en
unidades transcripcionales denominadas operones (Figura 2.1a). Existe una transcripcion
policistrénica donde el operon triptofano posee un Unico promotor y sitio de inicio de
transcripcion. Esto resulta en la sintesis de un solo ARNm policistrénico que contiene la
informacion de multiples genes en un bloque continuo. A pesar de transcribirse conjuntamente,
cada segmento del ARNm posee sus propios sitios de union al ribosoma, permitiendo la sintesis
de proteinas individuales de manera coordinada pero fisicamente separada.

En contraste, los eucariotas presentan una organizacion fragmentada e individualizada. Se
organiza en unidades transcripcionales monocistronicas, cada gen posee sus propios elementos
reguladores (promotor y terminador). La transcripcion de un gen es un evento independiente
del resto. Tomando como ejemplo la levadura, los genes implicados en la via del triptéfano no

estan agrupados; se localizan en diferentes cromosomas (Figura 2.1b). Cada transcrito primario
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es procesado individualmente (adicion de caperuza 5', poliadenilacion y splicing) antes de ser
exportado al citoplasma para su traduccion y cada uno de los genes puede estar incluso en
cromosomas diferentes.

Mientras que los procariotas maximizan la eficiencia mediante la regulacion
cotranscripcional de genes agrupados, los eucariotas emplean una regulacion mas compleja y
compartimentada, donde la expresion de vias metabolicas comunes depende de mecanismos de

control coordinados a través de diversos loci cromosoémicos.

GENOMICA ESTRUCTURAL, FUNCIONAL Y COMPARATIVA

La gendmica es el conjunto de estrategias y tecnologias empleadas para la caracterizacion
del genoma. Existe la gendmica estructural, la funcional y la comparativa.

La genomica estructural corresponde al estudio de las técnicas y estrategias necesarias para
obtener mapas fisicos (organizacion del genoma procariota y eucariota). Esta gendmica trata de
responder a las preguntas: ;Cuéntos genes hay? ;Donde estan los genes? ;Como puedo
identificarlos o rastrearlos? ;Puedo modificar su estructura?

La genomica funcional o protedmica se aboca a la caracterizacion del conjunto de todas
las proteinas originadas por el genoma, llamado proteoma. Estudia la funcién de genes
procariotas y eucariotas. Esta gendmica responde a las preguntas: ;Qué producto génico
codifica y como lo reconozco? ;Coémo funciona y qué estructura posee? ;De qué depende su
expresion? ;Puedo manipular la expresion y la estructura del producto?

La gendmica comparativa estudia las semejanzas y diferencias entre genomas de diferentes
organismos. En este contexto, compararemos los genomas de algunos organismos. El genoma
humano tiene 3.200 Mb o Mpb y se estima que el nimero de genes es aproximadamente 30.000.
La Arabidopsis thaliana, planta muy usada como modelo de estudio, tiene 125 Mpb y alrededor
de 25.500 genes. El tamafio de su genoma es inferior al nuestro y, sin embargo, tiene casi la
misma cantidad de genes.

El segundo genoma mas pequefio, considerado como el genoma minimo para vivir es el
Mycoplasma genitalium que tiene 0,58 Mpb y tiene 500 genes. Del estudio de varios genomas,
se pudo deducir que: no existe una correlacion entre el tamafio del genoma de las distintas
especies y el nimero de cromosomas. En la Figura 2.2 se observa que no existe correlacion
entre el nimero de cromosomas y el tamafio del genoma (en pb) de los organismos. Por ejemplo,

la especie humana tiene 46 cromosomas, en contraste, la cebolla tiene menos cromosomas, pero
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un genoma mas grande. Esto evidencia que el numero de cromosomas no se encuentra

relacionado de modo directo con el tamafio del genoma.
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Figura 2.2. Grafico de
dispersion del numero
de cromosomas y el
tamafo del genoma de
distintos  organismos.
No existe correlacion
entre estas dos variables.

En relacion con lo profundizado anteriormente, se puede concluir que:

ARNTL, ni ribosomal, ni mensajero.

La diferencia entre especies es 1 %.

La diferencia entre individuos es 0,1 %.

PROYECTO GENOMA HUMANO

Las especies cercanas no poseen el mismo numero de genes.
Los mamiferos poseen un nimero de genes similar.

Existe ADN no transcrito en un alto porcentaje; es decir, el ADN que no se transcribe a

Hay intrones cortos en genes que estan muy expresados.

El Proyecto Genoma Humano (PGH) se establecido con el propodsito fundamental de

determinar la secuencia de pares de bases quimicas que constituyen el ADN e identificar la

totalidad de los genes del genoma humano (estimados entre 20.000 y 25.000). Esta iniciativa

buscaba no solo la secuenciacion, sino también el mapeo genético para determinar la ubicacion

cromosoOmica y la caracterizacion funcional de dichos genes.
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Lanzado oficialmente en 1990, el proyecto fue coordinado por el Departamento de Energia
(DOE) y los Institutos Nacionales de Salud (NIH) de los Estados Unidos. Su ejecucion fue
posible gracias a una convergencia tecnoldgica sin precedentes, particularmente en el &mbito
del procesamiento computacional y la bioinformatica, lo que impulsé aplicaciones innovadoras
en diversas disciplinas cientificas.

La ejecucion del PGH representd un cambio de paradigma en la biotecnologia. El proceso
estuvo marcado por la coexistencia de dos esfuerzos paralelos: el consorcio publico
internacional y la iniciativa privada (liderada por Celera Genomics). Esta competencia acelero
los resultados, lograndose el primer borrador del genoma en el afio 2000.

Uno de los puntos de mayor friccion académica y politica fue la propiedad de los datos.
Mientras algunos sectores abogaban por la patentabilidad de las secuencias, prevalecio la
postura de que el genoma humano es patrimonio de la humanidad. Tras intensos debates éticos,
se acordo la liberacion de los datos, culminando con la presentacion de la secuencia completa
en abril de 2003.

En la actualidad, el acceso a esta informacion es universal a través de plataformas como el
Centro Nacional para la Informacion de Biotecnologia (NCBI, del inglés National Center for
Biotechnology Information). Aunque la secuencia esta disponible en su totalidad, la comunidad
cientifica continta trabajando en la anotacion funcional de muchos segmentos. No obstante, se
han logrado avances significativos en la identificacion de variantes genéticas asociadas a
patologias especificas, marcadores de susceptibilidad o predisposicion a enfermedades
complejas, correlaciones entre cambios en la secuencia de ADN vy fenotipos clinicos,
informacion que se actualiza constantemente en bases de datos de acceso publico.

La democratizacion de los datos gendmicos ha generado desafios éticos persistentes. La
posibilidad de acceder al perfil genético de un individuo plantea riesgos de discriminacioén
genética en diversos ambitos sociales. En el ambito laboral, el uso de informacion genética para
evaluar la idoneidad de un candidato basandose en predisposiciones patoldgicas futuras. En el
sector asegurador, la potencial exclusion de individuos por parte de entidades de medicina
prepaga u obras sociales debido a riesgos de salud preexistentes a nivel molecular.

Estos escenarios subrayan la necesidad de marcos regulatorios robustos que protejan la
privacidad genética y eviten que el conocimiento cientifico se traduzca en nuevas formas de

exclusion social.
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El legado del PGH fue un cambio de paradigma. Su culminacion en 2003 representd un
hito en la comunicacion cientifica, materializado en una publicacion de referencia en la revista
Nature. El liderazgo del proyecto fue fundamental para su éxito: si bien James Watson inici6 la
direccion del consorcio, su renuncia motivada por divergencias estratégicas y su firme defensa
de la naturaleza publica del genoma dio paso a la gestion de Francis Collins, quien superviso la
fase final de secuenciacion y ensamblaje.

Las dimensiones y proyecciones de la gendmica se basan en la arquitectura del PGH,
considerado un cimiento robusto sobre el cual se han edificado multiples pilares del
conocimiento contemporaneo. Este desarrollo ha propiciado wuna convergencia
interdisciplinaria en 4reas criticas:

o Bioinformatica y computacion: la necesidad de procesar volimenes masivos de datos
impulso el disefio de algoritmos avanzados de alineamiento y ensamblaje.

o Innovacion tecnoldgica: evolucion hacia técnicas de secuenciacion de nueva generacion
(NGS).

o Educacion y sociedad: transformacion de los curriculos cientificos y de la percepcion
publica sobre la herencia biologica.

El impacto mas directo del PGH se observa en el ambito de la salud, donde la gendmica
ha permitido transitar hacia una medicina preventiva y personalizada a través de diversas
modalidades de cribado:

o Diagnéstico presintomatico: identificacion de variantes patogénicas en individuos
asintomaticos con el fin de establecer medidas profilacticas tempranas.

o Diagnostico prenatal: analisis de material genético obtenido mediante técnicas invasivas
(amniocentesis) o0 no invasivas para detectar anomalias congénitas.

e Diagnostico genético preimplantacional: evaluacion molecular de blastomeros o
trofectodermo en embriones obtenidos por fertilizacion in vitro antes de su transferencia

uterina.

ORGANIZACION DEL GENOMA EUCARIOTA

Organizacion del genoma eucariota: ADN de copia unica
En la organizacion del genoma eucariota coexisten secuencias de ADN tUnicas y repetitivas,
regiones codificantes y extensas regiones no codificantes. A diferencia de los genomas

procariotas, el genoma eucariota presenta una elevada proporcion de ADN no codificante y una
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disposicion modular de sus unidades génicas. Del genoma, el 70 % del ADN es de copia tnica
y el 30 % es de copia repetida. Asimismo, mas del 98 % del genoma es ADN no codificante
mientras que solamente el menos del 2 % es ADN codificante.

El ADN de copia tnica corresponde a secuencias presentes una sola vez o en muy bajo
numero de copias dentro del genoma haploide. Incluye la mayoria de los genes estructurales
que codifican proteinas y muchas regiones reguladoras especificas. Estas secuencias suelen
exhibir mayor complejidad y especificidad funcional, y son fundamentales para la identidad
genética de la especie. En estudios de hibridacion, este ADN se caracteriza por una cinética de
reasociacion lenta debido a su baja redundancia. La secuencia ATGA que aparece solamente
una vez en el genoma es un ejemplo de copia Unica.

Dentro del ADN de copia unica se encuentran secuencias codificantes, que forman parte

de genes y secuencias no codificantes (Figura 2.3).

Estructural
< (exones)
(genes) Regulador (controla la
ADN de expresion de genes)
QOPia N Intrones (dentro de
unica coditicante los genes)
(funcién ADN intergénico
desconocida) (entre los genes)

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

Organizacion del genoma eucariota: ADN codificante y no codificante en los genes

El ADN codificante comprende las regiones génicas que se transcriben y traducen en
proteinas. En el contexto de un gen eucariota, se refiere especificamente a los exones. En
términos cuantitativos, el ADN estrictamente codificante representa una fraccion relativamente
pequefia del genoma total en la mayoria de los eucariotas. En el genoma humano, representa
apenas entre el 1 % y el 2 % del total. Estas regiones tienden a estar altamente conservadas
(cambian poco entre especies), ya que cualquier mutacion suele alterar la funcion de la proteina
y puede ser letal o patogénica.

El ADN no codificante es el conjunto de secuencias que no se traducen en proteinas. Sin
embargo, su importancia es vital para la arquitectura cromosdmica y la regulacion genética.

Comprende los intrones, regiones reguladoras (promotores, potenciadoras y silenciadores),
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elementos estructurales (telomeros y centromeros) y ARN funcionales. Estos ultimos son
segmentos que codifican moléculas de ARN que nunca serdn proteinas, pero tienen funciones
propias, como el ARN de transferencia (ARNt), el ARN ribosomal (ARNr) y los microARN
(miRNA).

En los genomas eucariotas, la relacion entre ADN codificante y no codificante se articula
directamente con la organizacién funcional del gen, que no se limita a la secuencia que
determina una proteina, sino que incluye también regiones reguladoras esenciales para su
correcta expresion. Estructuralmente, un gen es un segmento de ADN que contiene las
instrucciones necesarias para la sintesis de un producto funcional, como ARN o proteina, y se

divide en dos grandes regiones: la region reguladora y la region estructural (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Esquema de la organizacion del ADN codificante y no
codificante en la region estructural y reguladora de un gen.

La region estructural contiene la secuencia de nucleo6tidos que se traducird en aminoacidos
de una proteina o en la secuencia de un ARN funcional. Esta conformada por exones, intrones
y el sitio de terminacion. Los exones son secuencias codificantes que permanecen en el ARNm
maduro tras el procesamiento. Contienen la informacion bioldgica que el codigo genético
interpretard. Los intrones son secuencias no codificantes intercaladas entre los exones. Aunque
se transcriben inicialmente (pre-ARNm), se eliminan mediante el proceso de splicing (corte y

empalme). Su presencia permite mecanismos como el splicing alternativo, que permiten que un
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solo gen genere multiples proteinas. Existe una relacion entre la longitud intronica y la
eficiencia transcripcional. Se observa una correlacion inversa entre el nivel de expresion génica
y la longitud de los intrones. Esta organizacién gendmica responde a un principio de economia
metabolica y optimizacion cinética. La transcripcion de intrones extensos requiere un elevado
gasto de nucleoétidos trifosfato (ATP/GTP). En genes con alta tasa de transcripcion, la reduccion
del tamafio intrénico minimiza el costo energético celular. Ademas, los intrones breves permiten
una sintesis mas rapida del transcrito primario (pre-ARNm), acelerando la disponibilidad de
ARNm maduro en el citoplasma. El sitio de terminacion es la secuencia que sefiala el final de
la transcripcion, lo que provoca la liberacion de la cadena de ARN y el desensamblaje del
complejo enzimatico.

Por su parte, la region reguladora no se traduce en el producto final, pero determina donde,
cuando y cuanto se expresa un gen. Es la encargada de coordinar la interaccién con la
maquinaria celular. Se conforma por promotores, potenciadores, silenciadores y regiones UTR
(del inglés, regiones no traducidas). Los promotores son secuencias de ADN situadas corriente
arriba (5') del sitio de inicio de la transcripcion. Su funcidn es servir de sitio de union para la
ARN polimerasa y los factores de transcripcion generales. En eucariotas, destaca la caja TATA,
esencial para el ensamblaje del complejo de iniciacion. Los potenciadores (enhancers) y
silenciadores (silencers) son elementos distales que pueden ubicarse a miles de pares de bases
de distancia. Los potenciadores incrementan la tasa de transcripcion al reclutar activadores,
mientras que los silenciadores la reprimen. Las secuencias UTR-5" y UTR-3’ se encuentran al
principio y al final de la region estructural del gen, respectivamente. Estas secuencias se
transcriben, forman parte del ARNm inmaduro y del ARNm maduro, pero no se traducen. La
region lider UTR-5' es el segmento que se transcribe, pero no se traduce. Es crucial para la
estabilidad del ARNm y el inicio de la traduccion en el ribosoma.

Asi, el gen puede concebirse como una unidad funcional compuesta por una region
estructural codificante, responsable de la sintesis del producto, y una region reguladora no
codificante, que modula su expresion. Esta organizacion refleja que la informacion genética no
solo reside en la secuencia que codifica proteinas, sino también en los elementos que controlan
cuando, donde y en qué cantidad esa informacion se expresa.

Los genes pueden existir en una tinica copia dentro del genoma o se pueden repetir (varias

copias).
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Organizacion del genoma eucariota: ADN repetitivo
El ADN repetitivo es una secuencia de ADN que se repite muchas veces a lo largo del
genoma y puede aparecer agrupada o dispersa (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Esquema de organizacion del ADN repetitivo en genomas
eucariotas.

El origen evolutivo de las repeticiones agrupadas pudo deberse a errores en la replicacion
o en la recombinacidon génica. Durante la replicacion del genoma en la fase S, pueden ocurrir
errores. Si estos errores no son corregidos, pasan a la siguiente generacion. En contraparte, las

repeticiones dispersas pueden haber surgido de translocaciones o trasposiciones cromosomicas.

Organizacion del genoma en eucariotas: ADN repetitivo codificante

Las familias génicas clésicas estdn constituidas por conjuntos de genes cuyas secuencias
se encuentran altamente conservadas y se organizan estructuralmente en repeticiones en tindem
(Figura 2.6). Este tipo de organizacién gendmica es caracteristica de genes cuyos productos
son requeridos en grandes cantidades por la cé€lula, como los genes que codifican para el ARNr
y las proteinas histonas.

Continuando con el ejemplo de las histonas, estas son proteinas esenciales para el
empaquetamiento del ADN en la cromatina. El complejo proteico involucra cinco tipos
principales: H1, H2A, H2B, H3 y H4 (Figura 2.6a). En esta figura, en rojo se representa el gen
y el ADN entre cada gen es ADN no codificante, llamado ADN intergénico. La organizacion en
tandem de sus genes permite una respuesta celular eficiente, una transcripcion simultanea donde
cada copia génica dentro del bloque genera un transcrito independiente, lo que resulta en una
produccion masiva de ARN mensajero en un tiempo reducido. La existencia de multiples copias
es critica durante la fase S. A medida que la replicacion del ADN progresa, el nuevo genoma

requiere un empaquetamiento inmediato; por lo tanto, la célula necesita una tasa de sintesis de
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histonas extremadamente alta que no podria satisfacerse con un gen de copia tnica. En estas
agrupaciones, los genes individuales estan separados por regiones de ADN intergénico no
codificante, el cual actia como espaciador entre las unidades transcripcionales. Esta unidad
(gen + espaciador) se reitera de forma consecutiva, conformando bloques que pueden repetirse

entre 10 y 40 veces, dependiendo de la especie y las necesidades metabodlicas del organismo.

a) Histonas
H; H, Hy H; H, H;, H, Hy H; H); mmpp 10— 40

ok il e e de e X TS

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

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

En Figura 2.6b se puede observar otro ejemplo de familia génica clésica, del ARNr. En
rojo se representan los genes que codifican para el ARNr 188S, 5,8S y 28S, separados por una
region intergénica. Estos genes se transcriben en bloque, semejante a lo que ocurre en
procariotas. Luego, cada transcrito dara origen a cada uno de los ARN ribosomales. Este bloque
se repite mas de 50 veces dependiendo del organismo.

Las familias multigénicas estdn compuestas por conjuntos de genes que derivan de un
ancestro comun mediante procesos de duplicacion génica. A diferencia de las familias clasicas,
estas presentan un grado de conservacion variable. La relacion de parentesco entre sus
miembros se define segiin su homologia. Las familias multigénicas poseen una alta homologia
de secuencia y conservan funciones estrechamente relacionadas. Las superfamilias presentan
una baja homologia, manteniendo apenas motivos estructurales comunes que sugieren un
origen evolutivo remoto, aunque sus funciones hayan divergido significativamente. Tras la
duplicacién de un gen ancestral, las copias acumuladas pueden seguir distintos destinos
evolutivos. Dentro de un cluster o agrupacion génica, se distinguen los siguientes elementos:

e Variantes génicas (copias funcionales): son las Unicas secuencias que mantienen la

capacidad de codificar proteinas funcionales. Aunque comparten una estructura basica,

107



Catedra de Biologia Molecular

Profesorado Universitario en Biologia
Biologia Molecular

suelen expresar ligeras variaciones que permiten una especializacion fisiologica o
temporal.

e Pseudogenes: secuencias con alta similitud a los genes funcionales, pero han perdido su
capacidad de expresion o su funcionalidad debido a la acumulacion de mutaciones
(codones de parada prematuros, pérdida de promotores, etc.).

e Genes truncados: secuencias que conservan unicamente uno de los extremos del gen
original (ya sea el extremo 5' o0 3").

o Fragmentos génicos: porciones internas de la secuencia original que carecen de los
elementos necesarios para una transcripcion o traduccion completa.

El sistema de las globinas humanas es el modelo clésico de evolucion por duplicacion y
divergencia. Estas familias se encuentran organizadas en clusteres especificos. El cluster de la
a-globina esta localizado en el cromosoma 16. Este complejo gendomico ilustra la coexistencia
de elementos funcionales y no funcionales; por ejemplo, contiene tres variantes génicas
funcionales (en rojo) que se expresan en distintas etapas del desarrollo y cuatro pseudogenes
(en violeta) (Figura 2.7a). El cluster de la B-globina esta situado en el cromosoma 11, presenta
una organizacion similar que permite el cambio de hemoglobina embrionaria a fetal vy,
finalmente, a adulta. Tiene 5 variantes génicas (en rojo) y un pseudogen (en violeta) (Figura

2.7b). Estas familias multigénicas se encuentran agrupadas en el genoma.

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

LCR region intergénica pseudogenes a oa; pseudogen

. I HHE -

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

B
-H-E—8 B = i ]

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

Existen otras familias multigénicas que se encuentran dispersas, incluso en diferentes
cromosomas. Un ejemplo de este tipo de familias multigénicas es la familia de la aldolasa que

tiene 3 genes funcionales y 2 pseudogenes repartidos en 4 cromosomas.
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Organizacion del genoma eucariota: ADN repetitivo no codificante

Como se menciond, el ADN no codificante constituye la mayor parte del genoma eucariota.
Aunque no codifique proteinas, cumple funciones esenciales en la regulacion génica, la
organizacion cromosomica, la estabilidad estructural y la evolucion genomica. Estas regiones
no codificantes se organizan fundamentalmente en dos categorias: el ADN intergénico y el
ADN repetitivo. EI ADN intergénico comprende las secuencias localizadas entre los loci
génicos adyacentes. El espacio gendmico que separa el final de un gen del inicio del siguiente
constituye el bloque intergénico (Figura 2.8a).

Dentro del ADN repetitivo no codificante, se encuentra el ADN altamente repetitivo
agrupado en las regiones heterocromaticas y el ADN moderadamente repetitivo disperso a lo
largo del genoma (Figura 2.5). Las secuencias agrupadas de ADN altamente repetitivo se
caracterizan por presentar una unidad de repeticion corta (de 2 a 50 pb) organizada en tdndem,
formando bloques masivos que pueden alcanzar de 10° a 10° unidades (Figura 2.8b). Se
concentran en regiones de heterocromatina constitutiva, especificamente en centrémeros y
telomeros, donde desempefian funciones estructurales criticas para la estabilidad cromosomica

y la segregacion durante la division celular.

a) ADN intergénico
) % J

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.

109



Catedra de Biologia Molecular

Profesorado Universitario en Biologia

Biologia Molecular
Considerando el ejemplo de la Figura 2.8b, donde la secuencia ATGCCGATT es la unidad
de repeticion, esta secuencia puede repetirse y estar dispersa a lo largo del genoma o esta misma
secuencia puede repetirse en tdndem, una al lado de la otra. Este ultimo es el caso de las
secuencias satélites, secuencias altamente repetitivas que se encuentran agrupadas en regiones
heterocromaticas en los centromeros y telomeros de los cromosomas (Figura 2.9a). Los

satélites estan formados por bloques de 1.000 a 1.000.000 de unidades de repeticion y cada
unidad de repeticion estd conformada de 2 a 50 pb (Figura 2.9b).

a) Ubicacion de los satélites, minisatélites y microsatélites
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b) Esquema de un satélite
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¢) Esquema de un minisatélite
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d) Esquema de un microsatélite
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Figura 2.9. ADN altamente y moderadamente repetitivo. a) Localizacion en el genoma b) Satélite. ¢) Minisatélite.

d) Microsatélite.
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Las secuencias de ADN moderadamente repetitivo se encuentran dispersas a lo largo del
genoma y son fundamentales en la genética molecular debido a su polimorfismo. Pueden
encontrarse como bloques de repeticiones en tandem o como secuencias repetidas, ambos
dispersos por el genoma.

Dentro de los bloques de repeticiones en tdndem se encuentran los minisatélites y los
microsatélites. Los minisatélites (VNTR) son bloques de 100 a 1.000 unidades de repeticion,
cada unidad de repeticion se compone de 10 a 65 pb (Figura 2.9¢). Los microsatélites (STR)
son bloques de 50 unidades de repeticion y cada unidad de repeticion tiene de 2 a 6 pb (Figura
2.9d). Al no estar sujetas a una presion selectiva directa, estas regiones son hipervariables en la
poblacion. Dado que los humanos somos organismos diploides, heredamos un alelo (nimero
de repeticiones) de cada progenitor. Esta variabilidad permite realizar pruebas de paternidad y
ensayos de genética forense con alta precision.

En un ejemplo diagndstico, se considera que un niflo posee los alelos (5, 6) para un
microsatélite especifico y su madre es (5, 7), se infiere que el alelo 5 es de origen materno. Por
consiguiente, el alelo 6 debe ser aportado por el padre bioldgico. Si un presunto progenitor
presenta el genotipo (10, 12), queda excluido bioldgicamente como padre.

Con respecto a las secuencias repetitivas dispersas, se encuentran los elementos genéticos
transponibles, SINE (del inglés Short Interspersed Nuclear Elements) y LINE (del inglés Long
Interspersed Nuclear Elements). Estos tienen la capacidad (o la tuvieron evolutivamente) de
movilizarse por el genoma. Los SINE tienen unidades de repeticion de 100 a 500 pb con un
nimero de copias variable y disperso. Los LINE tienen unidades de repeticion extensas de
varios miles de pares de bases, presentes en miles de copias distribuidas globalmente por el

genoma (Figura 2.10).

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

— S S ———

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 cromosémico humano representativo (Figura 2.11), se observa
una clara preponderancia de elementos no codificantes (intrones, pseudogenes, SINE, LINE y
microsatélites) sobre las secuencias exonicas. Esta arquitectura subraya que la complejidad
bioldgica no reside Ginicamente en la cantidad de proteinas codificadas, sino en la vasta red

regulatoria y estructural que compone el resto del genoma.
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Figura 2.11. Fragmento de un cromosoma humano.

A modo de resumen, en la Figura 2.12 se muestra una tabla que clasifica los componentes

del genoma humano basandose en su frecuencia de repeticion y su funcion biologica.
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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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CAPITULO 3. BASES MOLECULARES DE LA REPLICACION

REPLICACION DEL ADN: CARACTERISTICAS GENERALES

El ADN constituye el reservorio de la informacion genética de los organismos biologicos.
La transferencia de este material hereditario desde una célula progenitora hacia su descendencia
se efectia mediante un mecanismo bioquimico rigurosamente regulado denominado
replicacion. En el contexto de la ontogénesis celular, este fendémeno de sintesis ocurre
especificamente durante la fase S (sintesis) del ciclo celular, garantizando que el genoma se
duplique con alta fidelidad antes de la division mitdtica o meiotica.

A continuacion, se describen las propiedades fundamentales que rigen el proceso de la
replicacion desde una perspectiva bioquimica y molecular.

- Naturaleza semiconservadora: la replicacion se define como semiconservadora debido a
que cada una de las dos moléculas de ADN resultantes conserva una de las hebras originales
(hebra parental o molde), mientras que la hebra complementaria es sintetizada de novo. Este
modelo asegura la continuidad de la secuencia de nucleétidos a través de las generaciones
celulares. El modelo semiconservador fue propuesto originalmente por Watson y Crick y
confirmado experimentalmente por Meselson y Stahl. En este mecanismo hay un
desenrollamiento de la doble hélice, las dos hebras de la molécula de ADN original se separan,
sirviendo cada una como un molde o plantilla. Luego, se produce la sintesis de hebras
complementarias a partir de cada hebra parental. Como resultado final, cada una de las dos
moléculas de ADN resultantes conserva una hebra integra de la molécula original (hebra
parental) y una hebra de sintesis reciente (hebra hija). Esta caracteristica es esencial para
mantener la estabilidad genética, ya que minimiza el riesgo de errores en la secuencia de
nucledtidos y asegura la continuidad de la informacion a través de las generaciones celulares.

- Origen de la replicacion (puntos de iniciacion): el inicio de la sintesis de ADN ocurre en
secuencias nucleotidicas especificas denominadas origenes de replicacion. Existen diferencias
criticas segin el dominio biologico (Figura 3.1). En organismos procariotas con genoma
circular existe un Unico origen de replicacion (monofocal), denominado cominmente OriCN
(Figura 3.1a). En organismos eucariotas, debido a su ADN lineal y de gran extension, presentan
multiples origenes de replicacion (multifocal). Esta organizacion permite que la duplicacion del
genoma ocurra de manera simultanea en diversos puntos, optimizando significativamente el

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

- Dindmica simultanea y secuencial: la sintesis de las nuevas cadenas ocurre de forma
simultanea en ambas hebras molde. Asimismo, es un proceso secuencial, caracterizado por la
incorporacidon monomeérica y sucesiva de desoxirribonucledtidos siguiendo el principio de

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

- Caracter bidireccional: tras el reconocimiento de las secuencias de origen por proteinas
iniciadoras, enzimas especializadas (helicasas) rompen los puentes de hidrogeno entre las bases
nitrogenadas, provocando el desenrollamiento de la doble hélice y la formacioén de una burbuja
de replicacion. Cada burbuja esta flanqueada por dos horquillas de replicacion que se desplazan
en direcciones opuestas. Por lo tanto, la polimerizacion progresa bidireccionalmente desde el
punto de origen hacia ambos extremos de la burbuja (Figura 3.3).

- Replicacion semidiscontinua: esta propiedad deriva de la especificidad enzimatica de la
ADN polimerasa, la cual solo puede sintetizar en direccion 5' — 3', leyendo la hebra molde en

direccion 3' — 5'. Debido a la naturaleza antiparalela del ADN, se generan dos tipos de sintesis,
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hebra lider y hebra rezagada (Figura 3.3). La sintesis de la hebra lider o continua progresa de
forma ininterrumpida en el mismo sentido que el avance de la horquilla. La sintesis de la hebra
rezagada o discontinua se logra mediante la produccion de segmentos cortos de ADN
denominados fragmentos de Okazaki, los cuales son posteriormente unidos. En este caso, la
polimerasa debe sintetizar en direccion opuesta al avance de la horquilla. Debido a la

coexistencia de una sintesis continua y una fragmentada, el proceso se define globalmente como

semidiscontinuo.
horquilla horquilla
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apertura de las
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hebras ORI Figura 3.3. Replicacion bidireccional y semidiscontinua.
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ENZIMOLOGIA

Polimerasas
Las polimerasas representan una familia de enzimas fundamentales en el metabolismo de
los 4cidos nucleicos. Su funcion principal es la sintesis de nuevas cadenas de ADN o ARN
mediante la polimerizacidon de nucleotidos, siguiendo siempre una direccion de sintesis de 5' —
3'. Estas enzimas requieren una cadena molde para dirigir la secuencia de la nueva hebra,
pudiendo clasificarse segtin el sustrato que utilizan y el producto que generan:
o La ADN polimerasa dependiente de ADN cataliza la replicacion del genoma.
e La ADN polimerasa dependiente de ARN es conocida también como transcriptasa
inversa, sintetiza ADN a partir de un molde de ARN.
e La ARN polimerasa dependiente de ADN es responsable del proceso de transcripcion
(sintesis de ARN).
o La ARN polimerasa dependiente de ARN es la enzima implicada en la replicacion de

ciertos genomas virales.
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Requisitos para la replicacion por 1a ADN polimerasa dirigida por ADN

Para que la polimerizacion se lleve a cabo de manera efectiva, el complejo enzimadtico

requiere de los siguientes componentes:

Cadena molde o femplate: es la hebra de ADN parental que dicta la secuencia de bases
complementarias.

Sustratos: son los desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTP), los cuales proporcionan
tanto las unidades estructurales como la energia necesaria para la formacion del enlace
fosfodiéster.

Cofactores: iones metalicos bivalentes, fundamentalmente magnesio (Mg”>") o
manganeso (Mn”"), necesarios para la actividad catalitica.

Cebador o primer: la replicacion no es un proceso autoiniciador; las ADN polimerasas
requieren un extremo 3'-OH libre preexistente para afnadir el primer ANTP. En células
eucariotas, este cebador consiste en un fragmento corto de ARN sintetizado por una

primasa.

Clasificacion y funciones de las ADN polimerasas

La actividad catalitica se describid inicialmente en organismos procariotas como E. coli,

identificandose tres tipos principales (I, II y IIT). La Pol I destaca por su capacidad de sintesis

5' — 3'y su actividad exonucleasa 5' — 3', que le permite eliminar los cebadores de ARN y

reemplazarlos por ADN, ademads de poseer actividad exonucleasa 3' — 5' para la correccion de

€Irores.

En el sistema eucariota, las polimerasas se designan con letras griegas y presentan

funciones altamente especializadas:

a (alfa): posee actividad primasa; inicia la sintesis del cebador de ARN y los primeros
nucledtidos de ADN.

B (beta): implicada primordialmente en los mecanismos de reparaciéon del ADN y
correccion de errores.

0 (delta) y € (épsilon): son las principales enzimas responsables de la elongacion de las
hebras lider y rezagada, respectivamente.

v (gamma): es la encargada exclusivamente de la replicacion del ADN mitocondrial.
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Procesividad de las polimerasas y el rol del PCNA

La procesividad se define como la capacidad de una polimerasa para catalizar la
incorporacion consecutiva de multiples nucledtidos sin desprenderse de la cadena molde. Las
polimerasas 0 y € presentan los indices mas altos de procesividad en la célula.

Este fendmeno es posible gracias a la interaccion con el Antigeno Nuclear de Células en
Proliferacion (PCNA). El PCNA es un complejo trimérico que forma una estructura anular o
"abrazadera deslizante" que circunda el ADN. Al anclar la polimerasa al molde, el PCNA evita
su disociacion prematura, permitiendo la sintesis de fragmentos extensos de ADN de manera

eficiente y acelerada (Figura 3.4).

Nucléotido siendo Direccion de sintesis

aniadido al extremo 3’ /

5

PCNA

Polimerasa

P 5 /¢

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 proteinas

Ademas del complejo de polimerasas, la replicacion del ADN requiere la participacion
coordinada de un conjunto de proteinas y enzimas especializadas que aseguran la apertura,
estabilidad y topologia adecuada de la doble hélice.

El proceso se inicia con el reconocimiento de secuencias especificas mediante las proteinas
de reconocimiento de origenes (ORC), las cuales facilitan el reclutamiento de los demas
componentes del replisoma (Figura 3.5). Las helicasas son enzimas que catalizan la ruptura de
los puentes de hidrégeno entre las bases nitrogenadas, permitiendo la separacion de las hebras
parentales. Debido a la naturaleza bidireccional del proceso, las helicasas actian
simultaneamente hacia ambos extremos, expandiendo la burbuja de replicacion. Las proteinas
de union a hebra sencilla (SSB/RPA) se asocian a las cadenas de ADN monocatenario para
estabilizarlas y evitar que se reasocien o formen estructuras secundarias mientras actian como
molde. Las topoisomerasas alivian la tension torsional y el superenrollamiento generado por el

avance de la horquilla de replicacion, realizando cortes transitorios en el esqueleto de azlicar-
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fosfato. Las nucleasas FEN1 y RNasa H1 son responsables de la degradacion y eliminacion de

los cebadores de ARN una vez que han cumplido su funcion iniciadora.
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/ ozgm? . de la horquilla de replicacién. Adaptado de
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Dinamica de la horquilla de replicacion

La iniciacion formal de la sintesis es mediada por la polimerasa a o primasa, la cual cataliza
la formacion de un cebador de ARN. Este fragmento proporciona el extremo 3'-OH libre
necesario para la incorporacion del primer dNTP. Posteriormente, ocurre el intercambio de
polimerasa (polymerase switching), donde las polimerasas o o € asumen la elongacioén debido
a su elevada procesividad.

En la sintesis de la hebra continua, la polimerasa progresa de manera ininterrumpida
siguiendo la apertura de la horquilla. Por el contrario, durante la sintesis de la hebra rezagada,
surge una asimetria funcional en la horquilla debido a la especificidad de las polimerasas para
leer en direccion 3' — 5'y sintetizar en 5' — 3'. Debido a que la sintesis de ADN solo puede
progresar en direccion 5' — 3', esta hebra molde con orientacion 5' — 3' requiere un mecanismo
de sintesis discontinua. En este proceso, la primasa sintetiza multiples cebadores de ARN a
intervalos regulares. La ADN polimerasa 6 o ¢ extiende estos cebadores mediante la
incorporacion de aproximadamente 200 desoxirribonucleodtidos, conformando los denominados
fragmentos de Okazaki. Para permitir este avance, la hebra molde se pliega en un bucle

funcional, exponiendo segmentos sucesivos para la polimerizacion (Figura 3.6).
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de Okazaki

5 ’

’
Fragmentos 3
de Okazaki

y Figura 3.6 Fragmentos de Okazaki. Adaptado
_ 315 - de Campbell ez al. (2014).

Topoisomerasas

El desenrollamiento de la doble hélice por la helicasa genera una tension mecanica y un
superenrollamiento positivo por delante de la horquilla de replicacion. Este fendémeno es
mitigado por las topoisomerasas. Las topoisomerasas tipo I catalizan la rotura transitoria de un
solo enlace fosfodiéster en una de las hebras. Esto permite que la hebra intacta pase a través de
la brecha, reduciendo el grado de torsion en una unidad antes de que la enzima vuelva a ligar
los extremos. La reaccion involucra un residuo de tirosina en el sitio activo de la enzima, que
se une covalentemente al ADN para mantener el control de la tension liberada durante la

catalisis.

Terminacion y procesamiento de fragmentos

La fase de terminacion ocurre cuando las multiples burbujas de replicacion convergen (se
encuentran) a lo largo de la molécula lineal de ADN. Para consolidar la integridad de la nueva
hebra, se lleva a cabo una serie de pasos. En primer lugar, se eliminan los cebadores, las
nucleasas FEN1 y RNasa H1 degradan los cebadores de ARN. Luego, la ADN polimerasa
cataliza la insercion de desoxirribonucledtidos en los espacios resultantes (brechas), utilizando
el extremo 3' del fragmento adyacente como iniciador. Finalmente, la ADN ligasa [ sella las
muescas (nicks) restantes en el esqueleto de azlcar-fosfato, uniendo covalentemente los

fragmentos de Okazaki para formar una cadena continua (Figura 3.7).
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5, 3’

Figura 3.7. Terminacién y procesamiento de fragmentos.

La maquinaria de replicacion enfrenta una limitacion intrinseca, la ADN polimerasa no
puede completar el extremo de la hebra hija una vez que el ultimo cebador de ARN es removido,
ya que no dispone de un extremo previo para iniciar la sintesis. Estas regiones terminales estan
compuestas por ADN no codificante altamente repetitivo que actiia como una zona de sacrificio.
Con cada ciclo de division, los telomeros experimentan un acortamiento progresivo. Cuando
este desgaste alcanza secuencias codificantes criticas, la célula pierde su funcionalidad, proceso

que constituye la base fisioldgica del envejecimiento bioldgico y la senescencia celular.

Telomerasas

El mantenimiento de la integridad gendmica en los extremos cromosdmicos €s un proceso
biologico critico, restringido a linajes celulares especificos con alta capacidad de proliferacion.
En este contexto, resulta clave la accion de la enzima telomerasa. A diferencia de las células
somaticas maduras, donde la ausencia de telomerasa conduce al acortamiento progresivo del
ADN, ciertos grupos celulares preservan su funcion gracias a la expresion de esta enzima. Esto
ocurre en las células germinales donde se asegura la transmision de cromosomas integros a la
descendencia; tejidos fetales, que permiten el rapido desarrollo y expansion celular durante la
embriogénesis; en células madre (stem cells) caracterizadas por su estado indiferenciado y su
capacidad de autorrenovacion continua.

La telomerasa es una ribonucleoproteina que funciona como una transcriptasa inversa
especializada (TERT), capaz de sintetizar ADN utilizando como molde una secuencia de ARN
propia integrada en su estructura. El mecanismo de accion de la telomerasa se observa en la

Figura 3.8:
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- Reconocimiento y elongacién: la enzima posee un fragmento de ARN complementario a las
repeticiones teloméricas de los eucariotas. Se situa en el extremo 3' sobresaliente de la hebra
parental y, utilizando su propio ARN como plantilla, cataliza la insercion de
desoxirribonucledtidos para elongar dicha cadena.

- Translocacion: tras sintetizar una unidad repetitiva (generalmente de seis nucleotidos), la
telomerasa se transloca hacia el nuevo extremo 3', repitiendo el proceso de polimerizacion
multiples veces para extender significativamente el telomero.

Una vez que la telomerasa ha extendido suficientemente la hebra molde (extremo 3'), la
maquinaria de replicacion convencional interviene para completar la hebra complementaria
mediante dos procesos:

- Primacion y elongacion: La ADN polimerasa a o primasa sintetiza un nuevo cebador de ARN
en el extremo extendido. Posteriormente, las polimerasas d y € llevan a cabo la elongacion de
la hebra hija.

- Maduracion: finalmente, las nucleasas eliminan el cebador de ARN y una ADN ligasa sella
las muescas residuales, estabilizando la estructura terminal del cromosoma.

Este mecanismo previene la pérdida de informacion en regiones codificantes, retrasando
el proceso de senescencia en estas poblaciones celulares criticas como células germinales,

células de tejidos fetales y células madre.

BASES MOLECULARES DE LA MUTACION Y LA REPARACION DEL ADN

Concepto de mutacion
El concepto de mutacion se define como cualquier alteraciéon permanente en la secuencia

de nucleotidos del ADN. Estas modificaciones pueden ser hereditarias o no, dependiendo

122



Catedra de Biologia Molecular
Profesorado Universitario en Biologia
Biologia Molecular

exclusivamente del linaje celular en el que se originen: si afectan a las células germinales y
participan en la fecundacion, se transmitiran a la descendencia; por el contrario, si ocurren en
c¢lulas somaticas, la alteracion persistird solo en el linaje celular derivado de la célula mutada,
sin trascender a la progenie.

Las mutaciones son ubicuas y pueden localizarse en cualquier region del genoma
(codificante o no codificante, nuclear o mitocondrial). Es fundamental desmitificar la
connotacion negativa del término: aunque muchas son perjudiciales, otras son neutras o incluso
beneficiosas, constituyendo el motor primigenio de la evolucion biologica.

Las variaciones en la secuencia de nucledtidos del ADN se categorizan segun su
prevalencia poblacional y su impacto funcional. Existe una distincién entre mutacioén y
polimorfismo. Desde una perspectiva poblacional, la diferencia radica en la frecuencia de
aparicion. La mutacion es el cambio en la secuencia que se presenta en menos del 1 % de la
poblacion. En el polimorfismo, la variante genética se encuentra en una frecuencia superior al
1 %, lo que sugiere una estabilidad relativa en el acervo genético poblacional como los

polimorfismos de nucledtido simple (SNPs) que superan dicho umbral.

Tipos y taxonomia de las mutaciones
Las mutaciones se clasifican segun diversos criterios institucionales:

e Por el tipo de célula: germinales (1) o somaticas (2).

e Por su magnitud molecular, es decir, extension del material genético comprometido:
cromosoémicas (3), de mediana escala (4) y puntuales (5).

e Por su efecto fenotipico: neutras o silenciosas o sinonimas (6) y no silenciosas, dentro
de las cuales se encuentran las mutaciones deletéreas o perjudiciales (7) y las
mutaciones beneficiosas (8).

e Por su expresion alélica: dominantes (9) o recesivas (10).

e Por su origen: espontaneas por errores endogenos (11) o inducidas por agentes
mutagenos (12). Esta clasificacion esté ligada a la etiologia de las mutaciones.

1. Mutaciones en la linea germinal

Se originan durante las divisiones celulares de la gametogénesis. Se estima una tasa de 10
¢ mutaciones por locus por division. En la espermatogénesis humana, pueden surgir cerca de
100 mutaciones por errores de replicacion (aproximadamente una por cada 33 Mb). No
obstante, su impacto patologico es bajo, ya que muchas son recesivas o resultan letales in utero,

impidiendo el nacimiento.
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Estas mutaciones se transmiten unicamente por mitosis a las células hijas dentro del

organismo. Su tasa de incidencia es de 10°'° por par de bases y division. Si la mutacién ocurre

tras la formacion del cigoto, pero antes del desarrollo completo, el individuo se convierte en un

mosaico genético. La proporcion de células afectadas depende del momento ontogénico

(Figura 3.9):

o Temprana: Una gran parte del organismo portara la mutacion.

o Tardia: El cambio quedard restringido a un sector o tejido especifico.

« cigoto « cigoto
— mutacion
somatica
temprana
“—

—
el organismo completo tiene el organismo Lcmplclo tiene
una gran proporcién de células pocas células portadoras de

portadoras de la mutacion la mutacion

mutacion
somdtica
tardia

Figura 3.9. Mosaicismo por mutacion somatica
temprana. Si la mutaciéon ocurre en las primeras
divisiones después del cigoto (izquierda), una gran
proporcién de las células del cuerpo heredaran esa
mutacion (representada por el tridngulo grande
naranja).Mutacién somatica tardia (derecha): Si la
mutacién ocurre mas tarde en el desarrollo, solo un
pequeio linaje de células se verd afectado,
resultando en wun mosaicismo mucho mas
localizado. Tomado de Nussbaum ez al. (2016).

Ejemplo de caso clinico: se han documentado casos donde pruebas de maternidad mediante

mucosa yugal resultan negativas, mientras que pruebas sanguineas confirman el parentesco,

revelando que la madre es un mosaico con una mutacion especifica en los marcadores

moleculares de un tejido, pero no en otro.

3. Cromosomicas

Son mutaciones cromosomicas aquellas de gran escala que afectan regiones de millones de

pares de bases mediante duplicaciones, deleciones o reordenamientos estructurales visibles al

microscopio.
4. Mediana escala
Comprometen varios pares de bases.

5. Puntuales

Son mutaciones puntuales que implican normalmente un solo nucleétido. Dentro de este

tipo de mutaciones, se distinguen tres mecanismos principales a nivel molecular (Figura 3.10):

e Mecanismo de sustitucion: cambia un nucledtido por otro sin alterar la longitud de la

molécula. Dentro de este tipo de mutaciones, existen a su vez, dos subtipos criticos, de
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transicion y de transversion. Se llama mutacion de sustitucion por transicion cuando el
cambio ocurre de una purina por otra (A <> G) o de una pirimidina por otra (T < C).
Aunque estadisticamente menos probables, son mds frecuentes en el genoma que las
transversiones. En las mutuales puntuales de sustitucion por transversion cambio una
purina por una pirimidina o viceversa (A < C).
e Mecanismo de delecidon: ocurre una pérdida de un nucledtido, resultando en una
molécula més corta.
e Insercion: existe una adicion de un nucledtido, resultando en una molécula mas larga.
Ejemplo de caso clinico: ocurre con una mutacioén puntual por transicion de G por A en la
region reguladora (promotor) del gen del factor IX de coagulacion; esto puede impedir la unién
de factores de transcripcion. Esta alteracion en la regulacion génica disminuye la actividad
coagulante significativamente, resultando en la hemofilia tipo B.

DNA original DNAs mutados
5" ....ABCDEFGHIJKLMNOPQR|.. 3

- 5 ...‘ABCDEFGXIJKMOPQR;.. 3" misma longitud
SUSTITUCION T —
| cuitl ...;ABCDEF@ijMO?QPQ... 3’ mas corto
DELECION . T
5'...ABCDEFGHXIJKLMNOPQR|... 3  més largo

INSERCION
Figura 3.10. Mecanismos de mutacion a nivel molecular (mutaciones puntuales).

6. Mutaciones neutras, silenciosas o sinonimas
Las alteraciones genéticas no se manifiestan en la estructura proteica. Debido a que el
codigo genético es degenerado (multiples tripletes codifican para un mismo aminoacido), una
sustitucion de bases puede no alterar la secuencia polipeptidica (Figura 3.11). Este tipo de
cambio se conoce como cambio de sentido (missense) y cuando este es conservador, es decir,
que el nuevo aminoacido posee propiedades fisicoquimicas similares al aminoacido original,
no hay un efecto fenotipico. Por ejemplo, en el gen de la B-globina, una transicién de “T” por
“G” (ACT — ACG) mantiene la incorporacion de treonina, resultando en una proteina

funcionalmente normal.
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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;RNAS'-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;rmﬁnnﬁu 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. Mutaciones no silenciosas deletéreas o perjudiciales
A diferencia de las mutaciones silenciosas, existe un cambio en la estructura proteica.
Dependiendo del cambio producido, este tipo de mutaciones se subdividen en distintos tipos:

e Cambio de sentido (missense): este tipo de cambio resulta en la incorporacion de un
aminoacido distinto y es de tipo no conservador, es decir, que existen diferencias en
carga o polaridad entre ambos aminodacidos (el nuevo y el original), lo que puede causar
patologias. Un ejemplo es el de la anemia falciforme (ocurre una sustitucion de acido

glutdmico por valina) (Figura 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.

e (Cambio del marco de lectura (frameshift): ocurren inserciones o deleciones de
nucledtidos en cantidades no multiplos de tres que alteran toda la lectura posterior del
mensaje. Un ejemplo critico es la enfermedad de Tay-Sachs, trastorno autosémico

recesivo que provoca una acumulacion letal de ganglidsidos (Figura 3.13).
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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 TATAGA 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.

e Supresion de aminodcidos: ocurre cuando la delecion de un triplete completo elimina
un residuo sin alterar el marco de lectura (Figura 3.14). La mutaciéon AF508 en la
fibrosis quistica ocasiona la pérdida de fenilalanina, lo que impide el plegamiento

correcto de la proteina de transporte de cloro.

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.

e Terminacion prematura (nonsense): la generacion de un codon de parada (stop) genera
una proteina truncada e inactiva (Figura 3.15). Esto ocurre con la neurofibromina en la
neurofibromatosis tipo 1, donde la pérdida de inhibicion sobre la proteina p2/ras deriva

en proliferacion celular descontrolada.

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.

8. Mutaciones beneficiosas
Aunque solemos asociar la palabra "mutaciéon" con enfermedades, desde el punto de vista

evolutivo, las mutaciones beneficiosas son el motor que permite a las especies adaptarse y
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sobrevivir. Una mutacion es beneficiosa cuando aumenta la aptitud bioldgica (fitness) del

individuo, mejorando su capacidad de sobrevivir o reproducirse en un entorno especifico. A

continuacion, se citan los ejemplos mas representativos en humanos y otros organismos:

Resistencia a enfermedades infecciosas: es el ejemplo mas claro de seleccion natural
reciente en humanos.

Resistencia al VIH (por la mutacion CCR5-A32): algunas personas poseen una delecion
de 32 pares de bases en el gen CCRS. Esto impide que el virus del VIH entre en las
células T, otorgando una inmunidad casi total a quienes heredan dos copias de esta
mutacion.

Resistencia a la malaria (por anemia falciforme): ser portador de una sola copia del gen
de la anemia falciforme (estado heterocigoto) deforma ligeramente los globulos rojos,
lo que impide que el parésito de la malaria se reproduzca eficientemente, protegiendo
al individuo en zonas endémicas.

Persistencia de la lactasa: originalmente, los humanos perdian la capacidad de digerir
leche tras el destete. Una mutacion en el gen LCT permitio a los adultos seguir
produciendo lactasa. Esto fue una ventaja enorme para las poblaciones ganaderas de
Europa y Africa, permitiéndoles acceder a una fuente de nutricion constante.

Aumento de copias de amilasa (AMY1): las poblaciones con dietas ricas en almidon
presentan mas copias de este gen, lo que les permite digerir carbohidratos complejos de
manera mucho mas eficiente que los cazadores-recolectores.

Mutacion EPASI (supervivencia en las alturas): los tibetanos poseen una variante del
gen EPASI (heredada de los denisovanos) que les permite vivir a mas de 4.000 metros
de altura sin que su sangre se espese peligrosamente por el exceso de globulos rojos,
evitando infartos o edemas.

Densidad o6sea elevada (LRPS5): una mutaciéon en el gen LRPS5 provoca huesos
extremadamente densos que son practicamente imposibles de romper, lo cual es una

ventaja fisica evidente contra traumatismos.

Es fundamental entender que una mutacion no es "buena" por si misma, sino que depende

del entorno. Por ejemplo, la resistencia a la malaria es beneficiosa en Africa central, pero en un

lugar sin malaria, tener esa mutacion puede causar anemia. Otro ejemplo es el caso de las

bacterias que presentan mutaciones que les dan resistencia a antibidticos. Esto tiene una ventaja

128



Catedra de Biologia Molecular
Profesorado Universitario en Biologia
Biologia Molecular
en un hospital, pero fuera de ¢l, esa mutacion suele hacerlas crecer mas lento que las bacterias
normales.
9. Mutaciones dominantes

Desde una perspectiva genética y clinica, las mutaciones pueden categorizarse segun su
expresion alélica y el modo en que alteran el fenotipo en relacion con el alelo silvestre (wild-
type). Esta clasificacion es fundamental para comprender los patrones de herencia mendeliana
y la manifestacion de enfermedades genéticas.

Una mutacion se define como dominante cuando la presencia de un solo alelo mutado en
el genotipo (estado heterocigoto) es suficiente para que el rasgo o la patologia se manifieste
fenotipicamente. Generalmente, estas mutaciones implican una ganancia de funcién (gain-of-
function), donde el producto génico adquiere una actividad bioldgica nueva o aumentada, o bien
un efecto dominante negativo, donde la proteina mutante interfiere activamente con la funcion
de la proteina normal producida por el alelo sano. Un ejemplo clinico es la acondroplasia, una
condicion de herencia autosémica dominante causada por una mutacion en el gen FGFR3. Un
individuo con un solo alelo mutado presentara el fenotipo caracteristico.

10. Mutaciones recesivas

Una mutacion es recesiva cuando su efecto fenotipico solo se manifiesta si ambos alelos
del locus estan mutados (estado homocigoto o heterocigoto compuesto). En los individuos
heterocigotos, el alelo normal suele ser capaz de producir suficiente proteina funcional para
mantener la homeostasis, por lo que el individuo se denomina portador sano. Comiinmente se
asocian a una pérdida de funcion (loss-of-function). La patologia surge tinicamente cuando la
actividad enzimatica o proteica cae por debajo de un umbral critico debido a la ausencia de un
alelo funcional. Ejemplos clinicos causados por este tipo de mutacion son la fibrosis quistica,
la anemia falciforme y la enfermedad de Tay-Sachs. Para que un descendiente manifieste la
enfermedad, ambos progenitores deben transmitir un alelo mutado. En la Figura 3.16 se
observa el ejemplo de este tipo de mutaciones donde un padre y una madre son portadores; es
decir, uno de sus alelos es normal y el otro es el mutado. La proporcion de tener hijos con la
enfermedad es de 3 a 1 y dos de estos van a ser portadores.

En la Tabla 3.1 se resumen las diferencias entre las mutaciones dominantes y recesivas.
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Padre
"Portador”
no afectado

/’//
g _
®® ©

!

No afectado

Portador no afectado
1 posibilidad de 4 2 posibilidades de 4

Madre

"Portadora”
no afectada

Afectado

S Tay-Sachs.
1 posibilidad de 4

Tabla 3.1. Diferencias entre mutaciones dominantes y recesivas.
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Figura 3.16. Ejemplo de la herencia de mutaciones
autosémicas recesivas. Un ejemplo es la enfermedad de

Caracteristica

Mutacion dominante

Mutacion recesiva

Genotipo para expresion

Heterocigota (Aa) o homocigota
(AA)

Solo homocigota (aa)

Mecanismo tipico

Ganancia de funciéon/dominante
negativo

Pérdida de funcion

Estado de portador

No existe. El individuo siempre es
afectado

Existe. Heterocigota clinicamente
normal

Transmision vertical

Comun, se observa en todas las
generaciones

Poco frecuente, saltar

generaciones

puede

Causas y mecanismos de mutaciones

Las enfermedades pueden originarse a partir de una etiologia multicausal, donde convergen

factores enddgenos, tales como la predisposicion genética y los errores metabdlicos intrinsecos,

con agentes exogenos, que incluyen factores ambientales, quimicos y biologicos externos que

comprometen la homeostasis del organismo. Segun su etiologia, se distinguen las mutaciones

endogenas y exdgenas.

11. Mutaciones endogenas

Surgen por procesos intrinsecos de la célula:

o Desaminacion oxidativa: hay una pérdida de grupos amino que transforma la citosina

en uracilo o la 5-metilcitosina en timina.
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o Inestabilidad quimica: existe una ruptura del enlace N-glicosidico que genera sitios
apurinicos o apirimidinicos (sitios AP).
e Especies Reactivas del Oxigeno (ROS): los radicales libres como el superdxido que
pueden fragmentar la estructura del ADN.
12. Mutaciones exogenas
Son mutaciones provocadas por agentes fisicoquimicos externos, quimicos y fisicos. Entre
los agentes quimicos, se encuentran las sustancias como el bromuro de etidio (intercalante) o el
benzopireno del tabaco. Como agentes fisicos se encuentran la radiaciéon UV, la cual induce la
formacion de dimeros de timina; radiaciones ionizantes como los rayos X y v, los cuales poseen

mayor penetracion y pueden causar rupturas de doble hebra.

Mecanismo de reparacion

Ademas de los mecanismos de reparacion propiamente dichos, existen los mecanismos
preventivos y los modos de accion directos para revertir la lesion. La célula dispone de
mecanismos preventivos que eliminan a los agentes mutagenos antes de que causen dafio en el
ADN. Por ejemplo: la superdxido dismutasa elimina las especies reactivas del oxigeno, el
peroxido generado en este proceso es eliminado por la enzima catalasa.

Como sistema preventivo de reversion directa de la lesion, se citan a continuacion algunos
ejemplos. La enzima fotoliasa rompe los enlaces de los fotodimeros que se forman debido a la
exposicion a los rayos UV y restablece las timinas adyacentes de manera convencional como
se encuentran en el ADN. Esta enzima se encuentra en insectos y hongos. Otro tipo de reversion
directa de la lesion es proteina enzima alquiltransferasa, la cual elimina el grupo alquilo de las
bases alquiladas y ese grupo alquilo pasa a formar parte de la proteina. Este tipo de proteinas
no son enzimas porque no cumplen con la premisa de no alterar su estructura en el proceso. Las
alquiltransferasas se inactivan cuando captan el grupo alquilo, por lo tanto, este sistema se
satura. Si tenemos muchos cambios de este tipo y las células no llegan a sintetizar la cantidad
suficiente de estas proteinas.

Entre los mecanismos de reparacion posdaio, encontramos los siguientes:

e Lectura de prueba (proofreading): actividad 3' — 5' exonucleasa de la ADN polimerasa
que corrige errores durante la sintesis.

o Sistema Mut HLS: reparacion posreplicativa que identifica la hebra hija (no metilada)
para corregir apareamientos incorrectos. Es un sistema de reparacion que ocurre

posreplicacion. Después de que ocurre la replicacion, es decir, que verifica que no haya
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cambios en el ADN. En la Figura 3.17 se observa este mecanismo de accion. En este
ejemplo, ocurrié un cambio en la hebra que recién se sintetizd de una T por una G (el
cambio esté representado por un tridngulo). Luego de la replicacion, la hebra molde esta
metilada y la recién sintetizada, no. De esta manera, la célula reconoce cual es la hebra
nueva, lo que le permite reconocer cudl es el nucledtido original y cudl el alterado. El
cambio ocurrido en el ADN es reconocido por la proteina MutS, la proteina MutH
reconoce cudl es la hebra metilada y la MutL quita ese fragmento de ADN. Luego, la
ADN polimerasa completa el hueco y la ligasa sella el enlace fosfodiéster con gasto

energético. Después, la enzima Dam metilasa metila la hebra nueva.

Muts CH;
MutH

5) ;?)
3’ 5’
CH;
5) I 3)
3; f— 5’
DNA pol + ligasa ‘ CH,
5’ I ;?)
3 5
Dam metilasa‘ CH,
I Figura 3.17. Mecanismo de reparacion de dafio de
5’ 3’ ADN, sistema Mut HLS.
3’ 1 5

CH,

Reparacion por Escision de Nucledtidos (NER): elimina lesiones voluminosas (como
dimeros de timina o dafios por tabaco) mediante escinucleasas y helicasas. En la Figura
3.18 se representa una de las hebras del ADN. Este tipo de mutaciones genera una
distorsion voluminosa del ADN, la cual es reconocida por un complejo multienzimatico.
El cambio voluminoso estd representado por una estrella. La escinucleasa rompe el
enlace fosfodiéster en una de las hebras, corriente arriba y corriente abajo de donde esta
el cambio. Luego, helicasa elimina esos nucleotidos y una polimerasa a partir del 3'-
OH polimeriza copiando la hebra complementaria. Finalmente, la ligasa sella esta mella,
con gasto energético. En los organismos procariotas, este sistema se llama uvr. En
eucariotas, hay numerosas proteinas involucradas constituyendo un complejo

multienzimatico.
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5A G C AAG T 3 A G C AAG T 3
» Lo -
P] P.
ESCINUCLEASA

‘HEL ICASA

Organismos Procariotas 54 r 3
Sistema uvr P

\01{ 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).

Reparacion por escision de bases (BER): este sistema actia cuando hay cambio en una
base. En la Figura 3.19 se representa solo una de las hebras del ADN. Una N-glicosilasa
rompe el enlace glicosidico, se libera la base y se genera un sitio basico, que es
reconocido por una endonucleasa AP (de apurinico o apirimidinico). Esta rompe el
enlace fosfodiéster 5° del sitio basico. Luego, pueden ocurrir dos cosas. Una ADN
polimerasa B (con actividad desoxirribo-fosfodiesterasa y actia en la reparacion del
ADN) quite ese nucleotido abasico y coloque el nucledtido que falta. Luego, la ligasa
sella la mella. O también puede ocurrir que, una ADN polimerasa 6 polimerice una hebra
que luego sera cortada por una endonucleasa y finalmente, una ligasa sella la mella y se

forma el enlace fosfodiéster.

-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
‘DNApolrS

5A G C G A A G T 3%

R4 \

FEN1 + ligasa

Figura 3.19. Mecanismo de reparacion de dafio de ADN, sistema de reparaciéon por
escision de base (BER).
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e Recombinacion no homologa: es un mecanismo de reparacion de roturas de
doble cadena del ADN en el cual los extremos del ADN se vuelven a unir sin necesidad
de una homologia extensa entre las secuencias (Figura 3.20). En algunos casos, las
proteinas implicadas pueden utilizar pequefias regiones de microhomologia para alinear
los extremos antes de su union. Durante este proceso, las hebras pueden suftir cortes o
pérdidas de nucledtidos, por lo que este sistema es considerado propenso a errores. No
obstante, permite restaurar la continuidad del cromosoma cuando se producen roturas
del ADN.

e Recombinacion homologa: es un mecanismo de reparacion mas preciso que
utiliza una molécula de ADN homologa como molde para corregir la lesion.
Generalmente se emplea la cromatida hermana o el cromosoma homoélogo, lo que
permite restaurar la secuencia original del ADN. Por ejemplo, si la lesion ocurre en un
cromosoma, la informacion presente en el cromosoma homoélogo puede utilizarse como

guia para reparar el dafio.

Ku
p—_
| quinasa

p—___—g
pu

Figura 3.20. Mecanismo de reparaciéon de daiio de ADN, sistema de reparacién por
recombinacion no homéloga.

Transferencia e hibridacion de acidos nucleicos: desnaturalizacion y renaturalizacion
del ADN

La estabilidad de la doble hélice de ADN estd determinada por las interacciones de
apilamiento de bases y, fundamentalmente, por los puentes de hidrogeno entre cadenas
complementarias. Al someter la molécula a un incremento de energia térmica, se produce la
desnaturalizacion o "fusion" del ADN, rompiendo dichas interacciones y resultando en la
formacion de hebras monocatenarias. Este proceso se cuantifica mediante la temperatura de

melting (Tm), definida como el valor térmico en el cual el 50 % del ADN se encuentra en estado
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de cadena sencilla y el 50 % permanece como doble hélice (Figura 3.21). La Tm es una
propiedad intrinseca dependiente de la composicion nucleotidica, las regiones con alto

contenido de guanina-citosina (G-C) presentan una estabilidad superior debido a la presencia

de tres puentes de hidrogeno, en comparacién con los dos presentes en los pares adenina-timina

(A-T).

100 -

Desnaturalizaciéon (%)

Figura 3.21. Desnaturalizacion y
Temperatura (°C) renaturalizaciéon del ADN.

La recuperacion de la estructura bicatenaria, o renaturalizacion, es un proceso dependiente
de la temperatura y la concentracion de las hebras. El enfriamiento paulatino permite el
reconocimiento de secuencias complementarias mediante colisiones aleatorias, restableciendo
los puentes de hidrogeno de manera precisa; este fendmeno es la base fisicoquimica de la
hibridacién de acidos nucleicos. Por lo contrario, si el ADN desnaturalizado se expone a
temperaturas extremadamente bajas de forma inmediata (enfriamiento brusco o choque
térmico), las hebras no logran encontrar sus secuencias complementarias a tiempo, quedando
atrapadas en un estado monocatenario desordenado.

El principio de renaturalizacion es el pilar de la transferencia de informacion y el
diagnostico molecular. En técnicas como el Southern blot o la hibridacion in situ, se utiliza la
desnaturalizacion térmica para permitir que una sonda marcada se una especificamente a una
secuencia blanco mediante hibridacion.

Durante la replicacion y la sintesis de ARN naciente, la enzima helicasa realiza una
desnaturalizacién enzimatica controlada para permitir que la polimerasa acceda al molde. La
estabilidad de los hibridos temporales formados en la burbuja de transcripcion esta sujeta a los

mismos valores de Tm y composicion de bases discutidos anteriormente.
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Reaccion en cadena de la polimerasa: principio, etapas, variantes, usos

Esta seccion se encuentra desglosada en la seccion de fundamento tedrico del Taller y TP
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TALLER Y TRABAJO PRACTICO n.’ 3: PCR
OBJETIVOS
Los objetivos del taller n." 3 son:
e Comprender los principios tedricos y moleculares de la PCR, analizando el papel de
cada componente de la mezcla de reaccion.
e Discutir las aplicaciones de la PCR en diversos campos de las ciencias biologicas y
biomédicas.
e Identificar las limitaciones, fuentes de error y contaminaciones comunes en PCR.
e Promover el trabajo en equipo y la capacidad de transferir conceptos a situaciones de
ensenanza futura.
Los objetivos del TP n.” 3 son:
e Adquirir destrezas précticas para preparar mezclas de reaccion de PCR.
e Familiarizarse con el manejo del termociclador y con la programacion de ciclos térmicos
y con la amplificacion de un fragmento de ADN especifico a partir de un molde.
e Integrar la practica de PCR en aplicaciones reales de investigacion, diagnostico o

docencia.

FUNDAMENTO TEORICO DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La PCR es una técnica esencial en Biologia Molecular que permite amplificar in vitro
secuencias especificas de ADN a partir de cantidades minimas de material genético. Es una
técnica que ha revolucionado el manejo, clonacion y deteccion de fragmentos de ADN, lo que
le ha valido a su descubridor, K.B. Mullis, Premio Nobel de Quimica. Después de su
descubrimiento en 1983, se ha convertido en una de las técnicas basicas de Biologia Molecular,
ampliamente utilizada por su rapidez, especificidad, flexibilidad y aplicabilidad, y, sobre todo,
porque no es necesario contar con ADN extremadamente puro para amplificar. La PCR tiene
aplicaciones en la investigacion basica, el diagndstico de enfermedades, el andlisis forense, la
biotecnologia y la biomedicina.

La PCR parte de la premisa de que el ADN bicatenario puede desnaturalizarse, de manera
que en cada una de sus hebras pueden alinearse oligonucledtidos disefiados (también
denominados cebadores o primers) complementarios a regiones especificas de las cadenas

molde. Cuando estos cebadores se sitllan en extremos opuestos de una region particular, sirven
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como puntos de inicio para la ADN polimerasa, que sintetiza una nueva hebra complementaria,
generando asi un fragmento de ADN bicatenario definido por ambos cebadores.

El proceso comienza con una desnaturalizacion inicial, en la cual el ADN molde se separa
completamente en sus dos hebras complementarias mediante la aplicacion de calor. Luego se
suceden multiples ciclos de desnaturalizacion, alineamiento o hibridacion (annealing) de los
cebadores y extension o elongacion por accidon de la polimerasa. Finalmente, una etapa de
extension final asegura que todas las moléculas sintetizadas queden completamente extendidas.

La repeticion de estos ciclos de desnaturalizacion, hibridacion y extension produce una
amplificacion exponencial de la secuencia delimitada por los cebadores, generando millones de
copias de un fragmento de ADN en pocas horas (aproximadamente entre 1,5 y 2,5 h). Por lo
tanto, basta una cantidad minima de ADN molde para obtener una gran cantidad de copias de
la region de interés tras la reaccion.

El nimero de copias de dicha region seleccionada (amplicones) se puede estimar segln:

N = Nyx(1 - R)¢

donde, N es el nimero de copias obtenidas;

No es el numero de copias que se han depositado en la reaccion inicialmente;

R es el rendimiento de cada ciclo expresado en tanto por uno (normalmente debe oscilar
entre 0,7 y 0,85);

c es el numero de ciclos.

Etapas de la PCR

El proceso de PCR se basa en N ciclos (aproximadamente entre 30 y 40) repetidos, lo que
genera 2" copias de la region de interés del templado o secuencia blanco del ADN molde
(Figura 3.21). La reaccidon comienza con una desnaturalizacion inicial, que asegura la completa
separacion de las hebras del ADN molde, y concluye con una extension final, que permite
completar la sintesis de todas las moléculas amplificadas.

Una reaccion tipica comienza con una desnaturalizacion inicial a 94-95 °C), por 3-4 min,
que separa completamente las hebras de ADN molde. Cada ciclo subsiguiente consta de tres
etapas:

1. Desnaturalizacion a 94-95 °C por 30 segundos, donde las dobles hélices recién

formadas se separan.
2. Hibridacién o alineamiento a 55-60 °C por 30 segundos, en la que los oligonucleo6tidos

cebadores reconocen y se aparean especificamente con sus secuencias complementarias.
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3. Extension o elongacion a 72 °C por 1 min/kb, durante la cual la ADN polimerasa
termoestable sintetiza nuevas hebras complementarias a partir de los cebadores.
Tras completarse el nimero estipulado de ciclos, la reaccion culmina con una extension
final a 72 °C por 5-10 min, destinada a asegurar la terminacion completa de todos los productos

parcialmente extendidos.

Primers
especificos

(1) Desnaturalizacién B
£ / 94 - 97 °( I
E (3) Extension
2 72 °(
g
= / Hibridacié

/ 50 - 60 °C

ADN molde
N ciclos repetidos
Tiempo

Figura 3.22. Esquema general de una PCR tipica. La reaccién comienza con una
desnaturalizacién 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.

Desnaturalizacion del ADN. Un ciclo de PCR comienza con un calentamiento inicial a 94
— 95 °C o mas para desnaturalizar el ADN objetivo o blanco (también llamado matriz, template
o target). Este primer paso del ciclo dura entre 15 segundos a 2 minutos, donde las dos cadenas
del ADN objetivo se separan una de la otra y permiten que la matriz se encuentre como cadena
simple para que la polimerasa actlie durante la amplificacion. La estabilidad de la reaccion
depende de un buffer adecuado y de la resistencia de la polimerasa al calor (ambas contenidas
en la master mix).

Hibridacion de oligonucledtidos especificos. En este paso del ciclo la temperatura se
reduce a 40 — 60 °C. Los oligonucléotidos hibridan con la secuencia complementaria en cada
una de las cadenas simples de ADN separadas en el paso anterior, y sirven como cebadores para
la sintesis en el paso siguiente. La temperatura a la cual la mitad de las moléculas de ese
oligonucleotido hibridan a su secuencia complementaria en el ADN molde y la otra mitad se
encuentra desnaturalizada se conoce como temperatura de fusion (7m, del inglés Temperature
of melting). En términos practicos, la 7m indica la estabilidad del apareamiento entre el cebador

y la hebra de ADN. Una Tm baja implica que la union es débil; una 7m alta indica una unién
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mas fuerte, pero si es demasiado elevada puede impedir la hibridacion durante el ciclo de
alineamiento de la PCR. La concentracion de MgClz en la master mix regula la eficiencia y
especificidad de este apareamiento.

Extension de la nueva hebra de ADN. Se inicia cuando la temperatura de la reaccion llega
al valor optimo para la actividad de la polimerasa termoestable (incluida en la master mix); esta
utiliza los ANTP para sintetizar la nueva cadena de ADN. Inicialmente se utilizaron ADN
polimerasas que no eran estables a altas temperaturas y se desnaturalizaban junto al ADN,
haciendo necesario afiadir una nueva enzima tras cada ciclo. El hallazgo y la aplicacion de ADN
polimerasas termoestables facilitaron la metodologia gracias a su estabilidad para resistir los
repetidos ciclos a temperaturas altas y variables; posibilitaron que la PCR se convirtiera en una
técnica rapida, automatizada y reproducible. Una de las enzimas mas usadas y la que se utiliza
en este TP es la 7Tag polimerasa, una ADN polimerasa termoestable que se aisld originalmente
de la bacteria Thermus aquaticus, un microorganismo termoéfilo que vive en ambientes de muy
alta temperatura. Esta enzima puede resistir temperaturas de hasta 95 °C, lo que la hace ideal
para soportar las altas temperaturas durante la desnaturalizacion del ADN en los ciclos de PCR.
Funciona de manera 6ptima alrededor de 72 °C, temperatura en la cual sintetiza nuevas hebras
de ADN, al igual que otras ADN polimerasas termoestables. La sintesis puede durar entre 30
segundos y dos minutos, dependiendo del largo de la secuencia a amplificar, toma un minuto
amplificar 1.000 pb o 1 kb. Este paso completa un ciclo, y el siguiente ciclo se inicia con el
retorno a los 94-95 °C para la desnaturalizacion. La velocidad y fidelidad de este paso dependen
de la enzima y del balance adecuado de nucledtidos.

El producto de PCR se acumula en funcion del nimero de ciclos, diferenciandose tres fases
en funcion de la cantidad de producto amplificado (Figura 3.22) que depende de la
disponibilidad de sustrato para la reaccion. Por eso, los oligonucléotidos y los ANTP se anaden
en exceso respecto al ADN a amplificar. La primera fase de la PCR se denomina fase
exponencial o logaritmica; es la etapa inicial y mas eficiente de la PCR. Cada ciclo duplica la
cantidad de ADN blanco, por lo que la amplificacion sigue una curva exponencial 27, donde »
es el nimero de ciclos. La polimerasa funciona de forma 6ptima, los ANTP y cebadores estan
en exceso, y no hay productos que interfieran.

La segunda fase se llama fase lineal o desacelerada, en esta la eficiencia disminuye
progresivamente. A medida que los ciclos de la PCR contintian, los reactivos comienzan a

consumirse (cebadores, ANTP, ADN molde) y la polimerasa puede perder actividad. La
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amplificacion ya no es exponencial, la cantidad de producto aumenta de forma lineal, cada ciclo
produce menos copias que el ciclo anterior. Es comun la aparicion de productos inespecificos
y subproductos si la reaccion continiia demasiado.

La fase Plateau o meseta representa el punto en que la reaccion de PCR llega a su limite
natural debido al agotamiento de recursos y a la pérdida de eficiencia enzimatica. Aunque el
ADN amplificado sigue presente, ya no se genera producto nuevo de forma significativa,
marcando el final util de la reaccion. La eficiencia es muy baja o nula y sucede debido a que se
producen varios fenomenos que limitan la sintesis de nuevas cadenas. Los reactivos (ANTP y
cebadores) se consumen casi por completo; la 7Tag polimerasa se desnaturaliza (es decir, pierde
su actividad enzimatica) luego de muchos ciclos a alta temperatura; las cadenas recién
sintetizadas compiten con el molde original, y se forman estructuras secundarias que dificultan
la union de los cebadores; se acumulan productos inhibitorios como pirofosfato o productos

inespecificos que interfieren con la reaccion. A este fenomeno se lo conoce como efecto

Plateau.
101\
Fase Plateau
1

ED 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
S 0.01 la cantidad de producto amplificado: fase

= : ; S
= exponencial o logaritmica, etapa inicial y mas
£ eficiente de la PCR donde cada ciclo duplica la
< 0001 Feemmm e A R T cantidad de ADN blanco; fase lineal o
Fase exponencial desacelerada donde la eficiencia disminuye

0.0001 rogresi 5 i AX1

0 c 10 5 20 25 30 35 20 progresivamente hasta llegar al méaximo de

amplificacion representada por la fase Plateau o
Ciclos meseta la cual marca el final 1til de la reaccion.

Componentes de la PCR

Para llevar a cabo la PCR se necesita realizar una mezcla maestra o master mix la cual
contiene todos los reactivos esenciales para desarrollar el nimero de reacciones determinadas.
El propdsito de mezcla es facilitar la preparacion de la reaccion, disminuir errores de pipeteo y
asegurar que cada tubo de PCR tenga exactamente los mismos componentes y condiciones. A
continuacion, se resumen los componentes de la master mix y la funcién de cada uno de ellos.

1. Buffer o tampon de reaccion: mantiene condiciones de pH y salinidad adecuadas para la
actividad enzimatica. Suele contener Tris-HCI, sales como KCl y detergente. Este ultimo ayuda
a disminuir la contaminaciéon exdgena. Se recomienda utilizar el buffer provisto por el

fabricante de la enzima polimerasa, ya que esta formulado para optimizar su actividad. La
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concentracion del buffer se representa por X que significa cantidad de veces concentrado. Por
lo general el buffer que viene con la Taq polimerasa tiene una concentracion 10 X, es decir, 10
veces concentrado respecto a la concentracion final que se requiere en la reaccion. La
concentracion final de buffer en el volumen de la reaccion es 1 X. Para una reaccion de volumen
final de 20 pL, la master mix contendra 2 puL de buffer por cada reaccion.

2. Cofactor MgCl:: el ion magnesio es el cofactor esencial para la actividad de la
polimerasa. Regula la unién de los ANTP y la fidelidad de la reaccion. La concentracion del
MgCl. debe optimizarse de manera empirica porque si es demasiado baja, hay poca
amplificacion; por lo contrario, si es demasiado alta, la amplificacion resulta inespecifica. La
solucion de MgCl, también suele ser provista por el fabricante que comercializa la ADN
polimerasa. Para calcular el volumen necesario para preparar la master mix, se debe tener en
cuenta que la solucion comercial de MgCl: suele tener una concentracion de 25 mM. Por
ejemplo, si se requiere una concentracion final de 1 mM de Mg** por reaccion, y el volumen
total de la mezcla es de 20 pL, se debera adicionar 1 uL de la soluciéon de MgCl. comercial.

3. Desoxirribonucleotidos trifosfato (dNTP): son los bloques de construccién para la
sintesis de las nuevas cadenas de ADN, dATP, dTTP, dCTP, dGTP. La polimerasa los incorpora
complementariamente a la hebra molde. Usualmente, los ANTP se agregan a la master mix en
exceso. Si se dispone de una solucion de trabajo de dNTP a 2,8 mM y se desea una
concentracion final de 200 uM en cada tubo, para un volumen final de reaccion de 20 pL, se
deberan adicionar 1,4 uL de la solucion de dNTP.

4. Oligonuclectidos, cebadores o primers: son secuencias cortas de ADN de 18 a 25
nucleodtidos que hibridan especificamente con los extremos de la region a amplificar. Definen
la especificidad de la PCR, ya que solo se amplifica el fragmento flanqueado por estos. Se
necesitan al menos un par de cebadores para poder amplificar una region especifica debido a
que el ADN es bicatenario. Si se dispone de una solucion de 10 uM de cada uno de los cebadores
y se desea una concentracion final de 0,5 uM en la mezcla de reaccion, para un volumen final
de 20 uL, se debera adicionar 1 pL de cada cebador.

Después de la desnaturalizacion, donde las dos hebras complementarias del ADN se
separan, la temperatura se reduce para permitir que los cebadores se unan por
complementariedad a las regiones especificas del ADN molde. El cebador sentido, directo o
izquierdo (primer forward) se une a la hebra molde 3' — 5', en el extremo 3' del fragmento a

amplificar, de modo que la ADN polimerasa pueda extenderse en direccion 5' — 3, sintetizando
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una nueva hebra complementaria en sentido “hacia adelante”. El otro cebador, el cebador
antisentido, reverso o derecho (primer reverse) se une a la otra hebra del ADN, también en
orientacion 3' — 5', permitiendo que la polimerasa extienda en la direccion opuesta 5' — 3'
(Figura 3.23). Esta union ocurre gracias a puentes de hidrogeno entre bases nitrogenadas
complementarias (A-T, G-C) segun las reglas de Watson y Crick. La especificidad de la PCR
depende directamente de la secuencia de los cebadores. Solo si estos encuentran regiones
complementarias podran hibridar y permitir la sintesis. Una vez hibridados, la 7ag polimerasa
reconoce el extremo 3°-OH libre del cebador como punto de inicio y comienza a anadir ANTP
complementarios a la hebra molde, extendiendo la nueva cadena en direccion 5> — 3°. Una
nueva hebra complementaria sintetizada a partir del cebador sentido y otra desde el cebador
antisentido. En el siguiente ciclo, estas nuevas hebras también sirven como moldes, lo que lleva

a la amplificacion exponencial del fragmento especifico.

A) ADN molde ADN

[ {bryesat LU sy LT
1TITITE iALARALRLARARRLAAAS s RiRsASARLLIA

B) Primer ciclo — hibridacion de los cebadores  Figura 3.24. Rol de los

cebadores en la PCR. A) En el
Rexvexeey 443444344
141111 ADN molde (azul) se muestran las

Cebador Regi"i‘;“ A Cebador \ secuencias  blanco de  los
AMPRrcar | cebadores, las cuales flanquean la

ACATGACGT )

TTTTTHEEPH TTTTTTTTTTTTTTTFREFR TTTTT | region a amplificar. B) Union de
/ los cebadores a sus secuencias
/' C) Extensién (sintesis de ADN) / blanco en el ADN

4

W desnaturalizado. C) Primera ronda
ﬁi‘""“ de amplificacion, las hebras
nuevas de ADN (en rosa) se
extienden desde un sitio del
cebador hasta mas alla del otro
| sitio del cebador. D) Segundo
ciclo de amplificacion, se muestra
solo una hebra. La nueva hebra se

GATAC
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T TTHEA T

D) Segundo ciclo — luego de la extensi(’)n

JEATERE ,||||||||||||||||““'“"|||||| extiende desde y hasta los sitios
A .
T TTTTTTTTTTTTTT T de los cebadores. E) Tercer ciclo
5 : 5
de amplificacion, se muestra solo
/ 3 5z ) ) :
[E) Tercer ciclo — luego de la extension una hebra. Ambas secuencias se
| . . e
extienden desde y hacia los sitios
\ i PZI"I“"“"“"",“'!" de los cebadorzs es decir, se
> ARRARAREALLARIRLARARLIALE s s

delimita el fragmento a amplificar.

Los cebadores se solicitan en empresas las cuales sintetizan por sintesis quimica. Estos se
proveen con caracteristicas especificas: 7m, peso molecular, indicacion del volumen de agua
destilada estéril en el cual debe diluirse para una determinada concentracion. Los cebadores se
almacenan a -20 °C en alicuotas para evitar el descongelado frecuente.

5. ADN polimerasa termoestable: cataliza la elongacion de la cadena de ADN a partir del
oligonucleotido. Debe ser termoestable porque la PCR incluye ciclos de desnaturalizacién a

altas temperaturas. La 7aq polimerasa es una de las enzimas mas usadas, su temperatura optima
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es 72 °C. Al adquirir la Tag polimerasa, el fabricante indica el nimero de unidades de actividad
en Unidades de actividad/pL (U/pL); una unidad de esta enzima cataliza la incorporacion de 10
nanomoles de ANTP a una fraccion polinucleotidica (absorbida a una columna) en 30 minutos
a 70 °C. La Tag polimerasa es provista en un vial conteniendo glicerol, que evita que se congele,
pero también vuelve més densa a la solucion, por lo que se debe observar con cuidado el
volumen al pipetear. El nimero de unidades de 7ag polimerasa a utilizar es otro factor que se
ajusta de manera empirica, se recomienda utilizar entre 0,1 a 2 unidades por reaccién de PCR.
El exceso de enzima no asegura un aumento de rendimiento, pero puede significar el aumento
de artefactos. En el caso de que se requieran 0,5 unidades de Taq polimerasa para la PCR y este
vial contenga 5 U/uL, se debe agregar 0,1 pl por reaccion de PCR.

6. ADN molde (templado): es el material genético que contiene la secuencia de interés a
amplificar. La calidad y pureza del ADN influyen directamente en el éxito de la reaccion. El
ADN aislado debe estar libre de inhibidores potenciales de polimerasas de ADN como solventes
organicos, proteasas, alcoholes, detergentes y otros (usados en la extraccion del ADN). La
cantidad de ADN molde a agregar en la reaccion es una variable que se debe optimizar, por lo
que debe conocerse con la concentracion del ADN molde. Se puede usar 1 pg de ADN y si se
obtiene ADN en una concentracion de 1 pg/pL, se puede usar 1 pL de este. De todas maneras,
la cantidad de ADN es otra variable que se optimiza de manera empirica.

7. Agua libre de nucleasas: la PCR se desarrolla en medio acuoso libre de ADNasas y
ARNasas. Sirve como vehiculo para completar el volumen final de la reaccion. Garantiza que
no haya degradacion del ADN ni interferencias. La cantidad de agua a agregar a la master mix
es igual a la diferencia entre el volumen final de la reaccion y la suma de (volumen de buffer +
volumen de MgCl + volumen de NTP + volumen de los cebadores + volumen de la ADN
polimerasa + volumen del ADN molde).

También existen mezclas listas para usar que ya incluyen polimerasa, buffer, MgCL y
dNTP, a las que solo es necesario afiadir el ADN molde y los cebadores. Esto reduce errores de
pipeteo y asegura mayor reproducibilidad entre ensayos.

En este apartado es necesario explicitar que los resultados de la amplificacion dependen
no solo de la correcta ejecucion técnica, sino también del uso adecuado de controles
experimentales, entre los cuales los controles positivo y negativo son esenciales para la
validacion del ensayo. El control positivo consiste en una muestra que contiene ADN molde

que fue amplificado anteriormente con los mismos cebadores. Su inclusion permite verificar
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que todos los componentes de la reaccion, condiciones térmicas y equipo funcionan
correctamente. Si el control positivo no genera el producto esperado, se infiere que hubo un
error técnico o fallo en alguno de los reactivos, por lo tanto, los resultados del experimento no
pueden considerarse confiables. Ademas, este control sirve como referencia para comparar la
intensidad de la amplificacién y confirmar que la reaccion se ha desarrollado dentro de
parametros normales.

Por otro lado, el control negativo es una reaccion preparada con todos los componentes
necesarios para la PCR, excepto el ADN molde. En su lugar, se le agrega agua libre de
nucleasas. La funcion principal del control negativo es detectar posibles contaminaciones con
ADN exo6geno o productos de amplificaciones previas. Si el control negativo presenta una
banda en el gel de agarosa, indica contaminacién y compromete la interpretacion de los
resultados de las muestras analizadas.

La inclusion simultdnea de ambos controles es indispensable, el control positivo asegura
que la reaccion funcione adecuadamente, mientras que el control negativo confirma la ausencia
de contaminacion. Su uso permite distinguir entre una ausencia real del ADN blanco y un
resultado falso negativo por fallo técnico, asi como entre una amplificacion genuina y un falso
positivo por contaminacion. En conjunto, estos controles garantizan la validez, reproducibilidad
y precision de los resultados obtenidos por PCR.

Factores que influyen sobre la PCR

La PCR es altamente sensible, pero su éxito depende de multiples variables que deben ser
cuidadosamente controladas ya que muchas veces, se ajusta las condiciones para la maxima
especificidad no se obtiene buen rendimiento, o se optimiza para la fidelidad y no se obtiene
buena eficiencia. En consecuencia, cada vez que se optimiza una PCR hay que tener en cuenta
distintos factores y que siempre se determinan empiricamente.

1. Diseiio de los cebadores: cuando se trabaja con cebadores no universales o que no se
han referenciado con anterioridad, se debe disefiarlos. Para ello, se ha demostrado que algunas
reglas son ttiles para que los mismos hibriden a la secuencia del ADN molde:

- Cada cebador debe tener de 18 a 24 bases.

- Los dos cebadores deben tener una 7m cercana, no deben diferir en mas de 5 °C.

- Se debe mantener un contenido de G:C (guanina:citosina) entre 40 y 60 %. Es decir,
de cada 10 bases que forman cada uno de los oligonucleotidos, 4 a 6 deben ser guaninas o

citosinas).
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- La secuencia de los cebadores individuales debe iniciarse y terminarse con 1 o 2 bases
puricas (A o G), especialmente en el extremo 3’ ya que es el extremo por donde la ADN
polimerasa inicia la extension). Una base purica en esa posicion proporciona mayor estabilidad
en la uniéon cebador—ADN molde, en particular, la guanina que forma 3 puentes de hidrogeno
en comparacion con la adenina que forma solo 2. Esto mejora la fidelidad y disminuye
productos secundarios. Si el extremo es poco estable (p. ¢j., termina en T o C mal apareada), la
polimerasa puede perder el alineamiento correcto con la hebra molde provocando inserciones
o deleciones de nucleotidos y una baja eficiencia en la elongacion.

Existen programas informaticos que facilitan el disefio de cebadores, el Primer3 es uno
de los més utilizados por su precision, versatilidad y disponibilidad gratuita que se estudiara en
mayor profundidad en el capitulo 5 (Biomedicina).

2. Concentracion de MgCl>: en ausencia de concentraciones adecuadas del ion Mg™
libre, la ADN polimerasa es inactiva. Por lo tanto, la concentracion de magnesio es un factor
crucial que afecta el desarrollo de la PCR. Muchos de los componentes de la reaccion unen
magnesio, incluyendo la matriz de ADN, agentes quelantes presentes en la muestra (EDTA o
citrato), INTP y proteinas. Como resultado, se puede ver afectada la cantidad de magnesio libre
presente en la reaccion. Por otro lado, el exceso de magnesio disminuye la fidelidad de la
enzima y puede incrementar el nivel de amplificacion no especifica. Por lo tanto, para cada
protocolo de amplificacion por PCR se deben optimizar las concentraciones de MgCl» (esto se
logra de manera experimental comparando el nivel de amplificacion logrado con diferentes
concentraciones de Mg, proceso conocido como titulacion de Mg™).

3. Eleccion de la enzima: la eleccion de la enzima correcta para ser usada en PCR
depende de varios factores, pero por razones de automatizacion es preferible usar las
termoestables. Sin embargo, no todas ellas son igualmente eficaces a la hora de amplificar. Si
bien la 7aq polimerasa es la mas usada, esta enzima no posee la actividad correctora 3°-5° por
lo que su tasa de error es elevada, del orden de 10 errores por par de bases incorporadas. En
cambio, la Pfu polimerasa posee actividad de correccion 3'-5' por lo que su tasa de error es
menor, del orden de 107.

4. ADN molde: se debe cuantificar el ADN para conocer la masa de acidos nucleicos
disuelta y su pureza, lo cual es fundamental para asegurar una amplificacion eficiente. La
cantidad de ADN puede expresarse en microgramos, nanogramos o picogramos, segun el tipo

de muestra y el objetivo del ensayo. Si se utiliza menos ADN del necesario, la reaccion puede
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generar una amplificacion débil o indetectable, debido a la escasa disponibilidad de copias del
fragmento objetivo. En cambio, si se agrega una cantidad excesiva de ADN, pueden aparecer
productos inespecificos o bandas multiples, ya que el exceso de templado puede favorecer la
unioén inespecifica de los cebadores y la formacion de estructuras secundarias que interfieren
con la polimerasa. Por ello, la cuantificaciéon previa del ADN y el ajuste adecuado de su
concentracion son pasos criticos para obtener resultados reproducibles y especificos en la PCR.

5. Termocicladores: se hallan disponibles un gran numero de modelos de
termocicladores y también de microtubos para PCR. Sin embargo, todos los termocicladores se
caracterizan por poseer un bloque metalico, que se calienta o enfria, alcanzando temperaturas
que son controladas por un programa de computacion y determinadas por un sensor que las
regula y mantiene de acuerdo con el programa. Pero a pesar de todo, los diferentes
termocicladores tienden a obtener y mantener temperaturas de un modo levemente diferente,
por lo que los resultados de la reaccion pueden llegar a variar levemente. Por ello es necesario
apropiar los programas de ciclado a los cebadores y condiciones con los que se trabaje.

En el TP se trabaja con microtubos de paredes delgadas de 0,2 mL (tubos thin wall) cuya
forma y estrechez de pared permiten un contacto perfecto entre los tubos y el bloque metalico
del termociclador. Se debe tener en cuenta que el intercambio no uniforme de calor entre el
termociclador y el microtubo de PCR puede provocar significativas variaciones en la
amplificacion.

Problemas asociados a la PCR

Contaminacion

Para minimizar el problema de la contaminacion, se sugiere seguir estrictamente las reglas
de Kwok e Higuchi, donde se recomienda el uso de tips con filtro para los aerosoles, alicuotar
los reactivos y trabajar en tres areas fisicamente separadas:

Area 1: donde se trabaja con los materiales para extraer el material genético.

Area 2: donde se preparan las soluciones de amplificacion.

Area 3: donde se manipulan productos amplificados (ya sea provenientes de clones o de
productos previos de PCR).

Se puede agregar el uso de juegos de micropipetas de manera separada para cada una de
estas areas.

Inhibicion de la reaccion
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Como contrapartida a los falsos resultados positivos, es posible obtener resultados falsos
negativos, los cuales pueden deberse a una extraccion de ADN no eficiente o a la presencia de
inhibidores de la PCR. Entre los inhibidores, se puede distinguir entre inhibidores en las
muestras bioldgicas: hemoglobina o heparina en muestras de sangre, polifenoles y polisacaridos
en muestras vegetales, proteinas celulares; inhibidores derivados del proceso de extraccion
como solventes organicos, alcoholes, o detergentes debido a una deficiente purificacion del
ADN; e inhibidores relacionados a la propia PCR con la reaccion como exceso de EDTA
(quelante de Mg?*, impide la accion de la polimerasa); concentraciones inadecuadas de Mg?”,
uniones inespecificas entre el ADN molde y los cebadores o la formacion de dimeros.

La formacién de dimeros es un fendémeno que ocurre cuando se aparean bases entre dos
cebadores o entre los extremos de un mismo cebador. Este efecto suele observarse en reacciones
de PCR con un niimero elevado de ciclos o cuando la concentracion de ADN molde es muy
baja. También puede producirse cuando existe una alta complementariedad entre los cebadores,
lo que favorece la formacion de dimeros durante los primeros ciclos térmicos, incluso en mayor
proporcion que el amplicon deseado. Esto puede evitarse colocando la ADN polimerasa por
ultimo cuando la reaccidén estd ya a temperatura de desnaturalizacion (94 °C), estrategia
denominada Hot Start PCR. Pueden emplearse, ademas, enzimas que poseen un anticuerpo que
bloquea su sitio catalitico impidiendo su accidén hasta el momento en que la proteina se
desnaturaliza.

El problema de los falsos negativos en las reacciones de PCR puede ser evaluado mediante

la amplificacion simultanea de un templado utilizado como control (positivo) interno de la PCR.

Como evitar los falsos positivos en la PCR

Aun cumpliendo las reglas de Kwok e Higuchi antes mencionadas, se puede transportar
aerosoles de una muestra a otra con el consiguiente riesgo de obtener falsos positivos. Entre los
procedimientos habitualmente empleados, la desinfeccion de superficies (mesadas, cabinas,
pisos, paredes) con una solucion de hipoclorito de sodio (NaOCI) o cloro activo 0,1 a 1 % (1.000
a 10.000 ppm) es un método muy apropiado para evitar las contaminaciones. Es aconsejable
seguir las proporciones de la Tabla 3.2 para conseguir la solucion desinfectante adecuada.

La exposicion con luz UV de 254 a 300 nm es suficiente para impedir la amplificacion de
amplicones no deseados. Esto provoca danos fotoquimicos en el ADN, como la formacion de
dimeros de timina y roturas en la cadena, que alteran su estructura e impiden que la ADN

polimerasa lo utilice como molde durante la PCR. Dicha iluminacion deberia ser empleada una
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vez concluida la operacion con acidos nucleicos. Es suficiente la aplicacion durante 5 minutos.
La luz UV no dana al ADN monocatenario de los oligonucle6tidos. Es importante destacar que
la solucién de NTP es capaz de absorber la luz UV y por ello no debe estar presente al momento
de la irradiacion. Tampoco debe irradiarse con luz UV al aceite mineral, pues podria afectar

negativamente a la reaccion.

Tabla 3.2. Solucion de NaOCI aplicada a la desinfeccion de las dreas de trabajo del sector de
amplificacion de Biologia Molecular.

Objetivo de uso % de Volumen de Volumen  Volumen Aplicacion
NaOCl lavandina (5 %) de agua final
Limpieza de 0,1 % 20 mL 980 mL 1L Mesadas limpias
superficies
Desinfeccion de 0,5 % 100 mL 900 mL 1L Superficies
areas trabajo potencialmente
contaminadas

Inactivacion de 1% 200 mL 800 mL 1L Superficies altamente
fluidos bioldgicos contaminadas

*El porcentaje de lavandina hace referencia a la cantidad de cloro.

Visualizacion de los productos de amplificacion por PCR

Una vez completada la PCR, es fundamental verificar la presencia, el tamafio y la pureza
de los productos amplificados. Para ello, se utilizan técnicas de separacion electroforética,
siendo las mas comunes los geles de agarosa y los geles de poliacrilamida, que permiten
observar el ADN en funcion de su tamafio molecular (Figura 3.24). La preparacion de los geles
de poliacrilamida se estudiara en mayor detalle en el TP siguiente (Taller y TP n.” 4. Técnicas

para la deteccion de proteinas: electroforesis en geles de poliacrilamida y Western blot).
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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 la técnica mas utilizada para analizar productos de
PCR. La velocidad de migracion depende principalmente del tamafio del fragmento de ADN,
los fragmentos mas pequefios avanzan mas rapido a través de los poros del gel, mientras que
los més grandes migran mas lentamente. La concentracion de agarosa puede ajustarse entre 0,8
% y 2 % segin el tamafio esperado de los productos de PCR; se usan geles con baja
concentracion para fragmentos grandes y geles mas concentrados permiten separar fragmentos
pequefios con mayor resolucion. Se utiliza ademés un marcador de peso molecular (ladder)
para comparar y estimar el tamafio de los productos amplificados a través de rectas de
calibracion. Si se desea conocer el tamafio del producto de manera exacta para su uso en ciertos
estudios, se debe recurrir a programas informaticos que se encargan de realizar una evaluacion
mucho mas refinada.

Cuando se requiere mayor resolucion para diferenciar fragmentos de ADN que difieren
solo en unos pocos pares de bases, se emplean geles de poliacrilamida. Este tipo de gel forma
una matriz con poros mucho mas pequefios y uniformes que la agarosa, lo que permite una
separacion mas precisa. La técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida puede aplicarse en
condiciones nativas o desnaturalizantes, dependiendo del objetivo. En el contexto de productos
de PCR, se suele utilizar para analisis detallados, como la deteccion de mutaciones puntuales,
la verificacion de productos de secuenciacion o estudios de polimorfismos.

Al igual que con la agarosa, tras la corrida los productos se visualizan mediante colorantes
fluorescentes o tinciones especificas para ADN. Los geles de poliacrilamida ofrecen la ventaja

de permitir la deteccion de diferencias minimas en tamafno y conformacion, aunque su
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manipulacion es mas delicada y su preparacion mas compleja. En la Tabla 3.3 se detallan las

diferencias entre ambas formas de visualizar los productos de PCR.

Tabla 3.3. Visualizacion de productos de PCR en geles de agarosa y poliacrilamida

Caracteristica Geles de agarosa Geles de poliacrilamida

Resolucion Media Alta

Tamafio de fragmentos 100 pb — 20 kb 5—-1000 pb

Facilidad de uso Alta (preparacion simple) Media-baja

Aplicacion Verificacion de productos de PCR  Andlisis fino, deteccion de pequeas
diferencias

La cantidad de pares de bases del producto es igual a la cantidad de pares de bases de la
region diana de amplificacion teniendo en cuenta las bases de los cebadores. Si por ejemplo se
desea amplificar una region de 450 pb, utilizando dos cebadores de 18 bases cada uno. El
producto de amplificacion tendra 450 pb, incluyendo a los cebadores (no 414 pb, lo que hubiera
significado restar los 36 pares de bases de los dos cebadores). Es necesaria esta aclaracion al
momento de evaluar la calidad del producto de amplificacion a través de una corrida
electroforética, ya sea en agarosa o en poliacrilamida.

La correcta interpretacion del patrén de bandas proporciona informacion valiosa sobre la
eficiencia de la amplificacién y los cambios de los pardmetros que se deben realizar para
optimizar la reaccion. En la Figura 3.25 se describen las principales situaciones que pueden
observarse y su significado. Las bandas definidas e intensas ubicadas en el tamafio esperado
seglin el marcador de peso molecular indican que la PCR fue exitosa. Los cebadores hibridaron
correctamente con la secuencia blanco, la reaccion fue especifica y la cantidad de ADN
amplificado fue suficiente para su deteccion. La presencia de una banda unica no tan intensa en
el sitio esperado indica que la concentracion del producto de amplificacion no fue lo
suficientemente alta. Se puede solucionar al aumentar la concentracion de MgCl: o la cantidad
de ciclos. Multiples bandas inespecificas bien definidas en posiciones diferentes al tamafio
esperado indican que los cebadores se unieron a secuencias similares, pero no idénticas, lo que
generd productos no deseados. Pueden deberse a una temperatura de hibridacion demasiado
baja, lo que permite uniones inespecificas; disefio inadecuado de cebadores; contaminacion
cruzada con ADN ajeno. Posibles soluciones son aumentar la temperatura de hibridacion,

redisefiar los cebadores o ajustar concentraciones. La ausencia de banda o bandas difusas o
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"smearing" (una franja continua o difusa a lo largo del gel) en lugar de una banda definida,
suele indicar degradacion del ADN molde, amplificacién inespecifica, o presencia de
inhibidores que afectan la actividad de la polimerasa. Puede deberse a un ADN molde de mala
calidad o degradado, demasiados ciclos de amplificacion lo que genera productos secundarios,

exceso o déficit de MgCl> u otros componentes de la reaccion, contaminaciéon con ADN

gendmico o productos anteriores de PCR.

A C 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.
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TALLER n.” 3: PCR

Contenidos a desarrollar
e Hibridacion. Principios teoricos y moleculares de la PCR, analizando el papel de cada
componente de la mezcla de reaccion.
e Limitaciones, fuentes de error y contaminaciones comunes en la PCR.
e Integracion de la practica de PCR con aplicaciones reales en investigacion, diagndstico

o docencia.

Plan de actividades
Parte I

1. Momento de lectura comprensiva (individual)

Leer los contenidos tedricos de cada uno de los puntos mencionados arriba. Bibliografia
Recomendada: Biologia Molecular e Ingenieria Genética, Conceptos, Técnicas y Aplicaciones
en Ciencias de la Salud. Autor: José Luque y Angel Herrdez. Ed. Harcourt, S.A. Madrid,
Espana, Cap. 15.

2. Momento grupal

Calcular los volumenes por reaccion de los siguientes ejemplos de PCR en la Tabla 3.4.
Completar las columnas vacias con los correspondientes volumenes de los reactivos teniendo

en cuenta la concentracion inicial y final de cada uno de ellos; y el volumen final de cada PCR.

Tabla 3.4. Ejercicio de calculos para una master mix de 3 reacciones de PCR con voliimenes y
concentraciones de reactivos diferentes.

Reactivos CI CF VF CF VF CF VF
PCR 1 PCR1 PCR2 PCR2 PCR3 PCR 3

Agua VF=20 pL VF=25 pL VF=50 pL

Buffer 10X 1X 1X 1X

MgCl, 25 mM 1,5 mM 3,5 mM 6 mM

dNTP 2,8 mM 200 uM 100 uM 200 uM

Cebador sentido 10 uM 0,5 uM 0,3 uM 0,7 uM

Cebador antisentido 10 uM 0,5 uM 0,3 uM 0,7 uM

Taq polimerasa 5 U/uL 0,5U 1U 2U

Separar la cantidad correspondiente a cada tubo y recién agregar el ADN molde a cada tubo

ADN molde 150 ng/uL. 150 ng 150 ng 150 ng

CI: concentracion inicial; CF: concentracion final; VF: volumen final
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Ejemplo de como calcular los volimenes finales de cada componente por reaccion de

volumen final de 20 puL y para la master mix teniendo en cuenta que se realizaran 3 reacciones

(muestra, control positivo y control negativo).

Buffer

Célculo para una reaccion:

V1 *Ci=Vf*Cf
?2*10X=1X*20 uL
?7=1X*20uL

10X
?7=2puL

Célculo para 3 reacciones:

2uL*3=6uL
dNTP

Célculo para una reaccion:

V1 *Ci=Vf*Cf

2% 2,8 mM =200 puM * 20 pL

?=200 M * 20 uL
2800 M
?7=1,4puL

Célculo para 3 reacciones:

1,4puL*3 =42 pulL

Taq polimerasa

Célculo para una reaccion:

SU......... hay en 1 pLL

?7=05U*1uL
5U
?7=0,1 uL

Célculo para 3 reacciones:

0,1 pnL *3=0,3 uL.

MgCl:
Célculo para una reaccion:
V1 *Ci=Vf*Cf
?2*¥25mM=1,5mM * 20 uL
?7=15mM *20 uL

25 mM
?7=12uL

Célculo para 3 reacciones:
1,2 puL *3=3,6 uL
Cebadores sentido y antisentido
Célculo para una reaccion:
V1 *Ci=Vf*Cf
?2*10 uM =0,5 uM * 20 uL
?7=0,54#M *20 uL

10 M
?=1puL
Calculo para 3 reacciones:
luL*3=3puL
Agua
Célculo para una reaccion:
¥ =6 uL (buffer) + 3,6 uL (MgCl,) + 4,2
pL (dNTP) + 1 pL (cebador sentido) + 1
pL (cebador antisentido) + 0,6 uL (7aq)

X =12,56 uL
Agua=20uL-6,7 uLL
Agua=133 pL

Calculo para 3 reacciones:

13,3 uL*3=39,9 uL
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Responder las siguientes preguntas:

(Qué etapas tiene el ciclo de PCR? ;Como seria un ciclado estandar de PCR?

- ¢ Qué factores pueden afectar a la amplificacion de la PCR?

- (Como pueden afectar la concentracion de cloruro de magnesio, dNTP, cebadores y el

ADN molde en la PCR?

- En las siguientes secuencias de ADN, indique el sentido de la hebra. Solo se muestra
una de las hebras, por lo cual deberdn imaginar la complementaria. Escriba las
secuencias correspondientes al par de cebadores (los sitios de estos se muestran en
negrita y subrayados) para los amplicones indicados, recordando el sentido
convencional de escritura de las secuencias. Finalmente, determine el tamafio del

fragmento amplificado resultante de la PCR:

GTACCATGGCCACATGTCTGGCGGGCAGGCAGAGACGCTGCTGCAG
GCCAAGGGCGAGCCCTGGACGTTTCTTGTGCGTGAGAGCCTCAGCCA
GCCTGGAGACTTCGTGCTTTCTGTGCTCAGTGACCAGCCCAAGGCTGG
CCCAGGCTCCCCGCTCAGGGTCACCCACATCAAGGTCATGTGCGAG GTAAGG

Cebador sentido:
Cebador antisentido:

Fragmento amplificado:

GTCAACTTCTTAGGGGTCAAAGTATGTGCTTTTTGAAGCCACAGCCCTC
CCCGACATGTGCGTCAGCAGATGATGGCTGAACCCAAACCCTTCCCTACT
ATTGGAAAAACAACTCAAAAAGTCTGCACACTGATGAGGAACTCTAGAGCT
TAATGTTGATGTGGAAAGATAATACATTTTTCAATTTAAGAGTATGTCTGAG
AGGCTAAACCAGAAATGTGTAAATTTGGTGAGACTTTAAACAGCCTGTGAC
CGACGGGCCAATCTTCCTCTTTTCCTTCCAGATGTCACACTG

Cebador sentido:
Cebador antisentido:

Fragmento amplificado:
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GCTGGCTGGAACTAGCCTAAGACTGAAAAGCAGCCATGGACATGGCGG
ATGAGCCACTCAATGGAAGTCAACCATGGCTATCCATTCCATTTGACCTCA
ATGGCTCTGTGGTGTCAACCAACACCTCAAACCAGACAGAGCCGTACTAT
GACCTGACAAGCAATGCAGTCCTCACATTCATCTATTTTGTGGTCTGCATC
ATTGGGTTGTGCCGTAGTTTCCGATCCAATG

Cebador sentido:
Cebador antisentido:
Fragmento amplificado:
- Si enviaras a sintetizar un par de cebadores, /escribirias la secuencia nucleotidica de 1
o las 2 hebras?
Actividad propuesta para la prdctica docente
Se propone como actividad complementaria a la practica para sus futuros estudiantes

trabajar con el simulador LabXchange, https://www.labxchange.org/. En este simulador

encontrardn una aplicacidon interactiva que les permitira abordar el tema de PCR y sus

aplicaciones: Aplicaciones de la PCR - LabXchange Gel Electrophoresis - LabXchange. Tiene

tres niveles, para usuarios principiantes hasta avanzados en la técnica. Este material interactivo
recorre el proceso desde el aislamiento del material genético hasta la secuenciacion de los
amplicones; también presenta varias aplicaciones de la técnica PCR. Ademas de pensarse como
una actividad complementaria para los estudiantes, también puede pensarse como unico recurso
en el caso de que los futuros docentes no cuenten con laboratorios preparados para llevar a cabo

este tipo de técnicas.

Fecha de entrega: proxima clase de Taller n.” 4. Los mapas conceptuales elaborados deberan
ser entregados en la seccion correspondiente denominada Actividades Taller TP n.” 3 del aula

virtual en un archivo Word conteniendo una caratula con los integrantes del grupo.
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TRABAJO PRACTICO n.° 3: PCR

Equipamiento y materiales

Termociclador

Tubos para PCR de 0,2 mL

Micropipetas automaticas

Puntas (#ips) amarillas y blancas nuevas con filtros

Gradillas para microtubos de 0,2 mL previamente enfriadas

Reactivos

Solucion tampon para PCR conteniendo KC1 10 X

Solucion de MgClz 25 mM

Taq polimerasa 5 U/uL

Par de cebadores

Soluciéon de ANTP 10 mM

Agua destilada esterilizada libre de ADNsas y ARNsas

Matriz de ADN. En este TP se usa el ADN aislado en el TP n.” 1.

Procedimiento

Calculo de las concentraciones y cantidades de los reactivos de la master mix

l.

Cuando se realizan reacciones de PCR, se parte de una solucion que contiene todos
los reactivos que requiere la polimerasa para sintetizar el ADN, menos el ADN molde,
el cual se agregard luego. Se selecciona esta metodologia debido a las minimas
cantidades que se usan de cada uno de los reactivos, lo que acarrea graves errores de
medicion. Para sortear este inconveniente, se suman varias reacciones y se realiza una
gran mezcla que contenga un mayor volumen. Para ello, se puede usar la Tabla 3.5
para registrar los reactivos de la master mix y las condiciones de la PCR. El orden en
el que se encuentran los reactivos en la tabla es el en el que se deben agregar en la
master mix.

La master mix se prepara en un microtubo, previo a colocarse guantes antes de iniciar
la préctica para evitar contaminacion con las ADNsas y ARNsas del ambiente y de las

manos del operador.

Nota: el laboratorio donde se lleven las reacciones a cabo y donde se encuentre el

termociclador debe encontrarse separado de donde se realice la extraccion de ADN para

evitar contaminacion cruzada con acidos nucleicos.
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Tabla 3.5. Reactivos de la master mix y condiciones de la PCR.

Reactivos Concentracion Concentracion final 1 reaccion 3 reacciones
inicial

Agua - - 13,7 uL* 41,1 uL
Buffer 10X 1X 2 uL 6 uL
MgCl, 25 mM 1,5 mM 0,8 uL 2,4 uL
dNTP 2,8 mM 200 uM 0,4 pL 1,2 uL
Cebador sentido 10 uM 0,5 uM 1 uL 3 ulL
Cebador antisentido 10 uM 0,5 uM 1 uL 3 ulL
Taq polimerasa 5 U/uL 0,5U 0,1 pL 0,3 L

Preparar la cantidad correspondiente a cada tubo y recién agregar el ADN molde a cada tubo

ADN molde 1 pg/pL 1 pg (cantidad total) 1 uL *oE

*Se suma el volumen de todos los reactivos (incluyendo del ADN molde) y se resta al volumen final de
la reaccion, en este caso 20 pL.
**Se agrega 1 uL a cada microtubo, no a la master mix.

3. Luego de preparar la master mix, se reparte 19 uL de esta en la cantidad de microtubos
correspondientes. En el microtubo de la muestra se afiade 1 pLL de ADN molde
completando los 20 pL de volumen final de la reaccidon. En el microtubo del control
positivo se afiade 1 pL. de ADN comprado o que se sabe que amplificd en reacciones
anteriores completando los 20 uL de volumen final. En el microtubo del control
negativo se anade 1 pL de agua completando los 20 pL. de volumen final.

Nota: las reacciones de PCR pueden tener un volumen final de 20 a 50 pL. En este TP se
preparan reacciones de 20 pL. de volumen final.

4. Los microtubos se colocan en el termociclador bajo condiciones.

Reflexion para la prdctica docente

La practica de PCR ofrece una excelente oportunidad para que los futuros docentes
reflexionen sobre como acercar los procesos moleculares a los estudiantes de distintos niveles
educativos. Mas alla de su aplicacion técnica, la PCR puede presentarse como una herramienta
para comprender como la ciencia moderna identifica organismos, diagnostica enfermedades o
investiga la biodiversidad. En el aula, este contenido puede integrarse a través de modelos
didacticos, simulaciones virtuales o analisis de casos reales que conecten la biologia molecular
con problematicas cotidianas y sociales.

Como educadores en formacion, es importante pensar como traducir un procedimiento

complejo en una experiencia significativa, fomentando la curiosidad cientifica y el pensamiento
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critico. La reflexion docente implica también considerar aspectos éticos del uso de técnicas

moleculares, la importancia del trabajo seguro en el laboratorio y la valoracién del método

cientifico como proceso de indagacion y construccion de conocimiento.
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CAPITULO 4. BASES MOLECULARES DE LA TRANSCRIPCION

ASPECTOS MOLECULARES DE LA TRANSCRIPCION

El dogma central de la biologia molecular fue propuesto originalmente por Francis Crick
para describir el flujo unidireccional de la informacion genética dentro de la célula. Este
garantiza que las instrucciones contenidas en el ADN se preserven y se manifiesten en
estructuras funcionales; en la replicacion, el ADN se duplica para transmitir la informacion a
las células hijas; luego, en la transcripcion, se sintetizan diferentes tipos de ARN utilizando el
ADN como molde; y en la traduccién, el ARN mensajero (ARNm) es decodificado por los
ribosomas para sintetizar una secuencia especifica de aminoacidos, dando lugar a la proteina
como producto génico final.

Con el avance del conocimiento, este modelo fue ampliado para incorporar excepciones y
mecanismos adicionales de flujo de informacion genética. Entre ellos se encuentra la
transcripcion inversa, en la cual la informacién fluye desde ARN hacia ADN, proceso
caracteristico de los retrovirus y mediado por la enzima transcriptasa inversa; también se
reconoce la replicacion de ARN a partir de ARN en algunos virus de ARN, mediante ARN
polimerasas dependientes de ARN. Asimismo, se ha demostrado que muchos ARN cumplen
funciones regulatorias y estructurales sin ser traducidos a proteinas, como los microARN, ARN
largos no codificantes y ARN ribosomales. Estas modificaciones no invalidan el dogma central,
sino que lo amplian, mostrando que el flujo de la informacién genética es mas diverso y
complejo de lo que se planted originalmente, aunque la transferencia de informacion desde

proteinas hacia acidos nucleicos no ocurre.

Estructura y funcion de los genes

Se define gen a la unidad fisica y funcional de la herencia, consistente en una secuencia de
nucledtidos que contiene la informacidn necesaria para la sintesis de un producto génico (ARN
o proteina). Estructuralmente, un gen se divide en dos regiones principales. La region
reguladora contiene las secuencias (promotores) que determinan cuando y cuanto se debe

transcribir el gen. La region estructural contiene la secuencia que sera efectivamente transcrita.

Diferencias entre procariotas y eucariotas
En la Figura 4.1 se observan esquemas simplificados de un gen procariota y de un gen
eucariota. En procariotas, son frecuentes los genes policistronicos, lo que significa que una sola

unidad de transcripcion contiene informacion para varias proteinas distintas. Su region
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estructural carece de interrupciones, estando formada exclusivamente por secuencias
codificantes (exones) (Figura 4.1a). En contraste, en eucariotas, son predominantes los genes
monocistronicos (un gen — una proteina). Su region estructural es discontinua, compuesta por
exones (codificantes) e intrones (regiones no codificantes que se eliminan). Ademas, presentan
regiones UTR (del inglés, untranslated regions) en los extremos que, aunque se transcriben, no

se traducen (Figura 4.1b).
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Transcripcion

La transcripcion es un proceso asimétrico donde solo una de las dos hebras de ADN sirve
como guia (Figura 4.2):

o Hebra molde, también llamada hebra no informativa o antisentido o negativa: es
la cadena de ADN que la ARN polimerasa "lee" fisicamente para sintetizar el ARN
complementario.

e Hebra codificante, también llamada hebra informativa o sentido o positiva: es la
cadena que contiene el gen, el mensaje genético legible. Es la hebra opuesta a la hebra
molde. Su secuencia de nucledtidos es idéntica a la del ARN recién sintetizado

(sustituyendo la timina por uracilo).
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Hebra no-molde (codificante, sentido, informativa, positiva (+), plus)
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L 54 L3 43w 45 e AT e
1
Hebra molde (antisentido, no informativa, minus (-)) Figura 4.2. Hebra molde y hebra codificante.

Para localizar secuencias dentro de un gen, se utiliza un sistema de coordenadas basado en
el sitio de inicio de la transcripcion (Figura 4.2):

o Sitio +1: Es el primer nucledtido que se transcribe. Las secuencias en direccion
se denominan corriente o rio abajo (downstream) y se numeran positivamente.

« Sitio -1: Es el nucledtido inmediatamente anterior al inicio. Las secuencias en
esa direccion se denominan corriente o rio arriba (upstream) y se numeran
negativamente. No existe la posicion cero.

Finalmente, aunque la mayoria de los genes ocupan loci distintos y no se superponen,
existen los genes solapantes. En este fendmeno, una misma secuencia de ADN puede codificar
para mas de un producto génico dependiendo del marco de lectura o de la hebra que se utilice,
optimizando asi el espacio en genomas particularmente compactos.

El estudio de la expresion génica y los mecanismos mediante los cuales se interpreta la
informacion del genoma ha revelado diferencias fundamentales en la compartimentacion y
temporalidad entre los procariotas y eucariotas. Debido a la ausencia de una envoltura nuclear
que segregue el material genético del resto de los componentes celulares, los organismos
procariotas exhiben un proceso de expresion génica extremadamente eficiente y continuo. En
estos organismos, los procesos de transcripcion y traduccion ocurren de manera simultanea en
el mismo compartimento celular. Un ARNm puede comenzar a ser traducido por los ribosomas
incluso antes de que la ARN polimerasa haya finalizado su sintesis. Esta ausencia de barreras
fisicas elimina cualquier latencia entre la transcripcion del mensaje y la produccion de la
proteina funcional.

A diferencia de los procariotas, las células eucariotas presentan una estricta segregacion
funcional mediada por la presencia del nucleo celular, lo que introduce una distincion clara

entre la sintesis y la interpretacion del mensaje genético. Existe una separacion espacial porque
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la transcripcion se localiza exclusivamente en el nucleoplasma, donde el ADN sirve de molde
para generar un transcrito primario o pre-ARNm. Por otro lado, la traduccién se restringe al
citoplasma (o al reticulo endoplasmatico rugoso). Asimismo, existe una separacion temporal;
esta diferencia cronoldgica es obligada porque antes de ser exportado al citoplasma, el pre-
ARNm debe atravesar un proceso de maduracién o procesamiento postranscripcional (que
incluye la adicion de la caperuza 5', la cola poli-A y el splicing de intrones). Solo una vez que
el ARNm se considera "maduro", atraviesa los poros nucleares para encontrarse con la

maquinaria ribosomal en el citosol.

Enzimologia

En los organismos eucariotas, la transcripcion esta mediada por tres tipos principales de
ARN polimerasas nucleares, cada una especializada en la sintesis de diferentes clases de ARN.
Esta especializacion es fundamental para la compartimentacion y regulacion de la expresion
génica. En la Tabla 4.1 se detalla la clasificacion de estas enzimas, su localizacion en la célula

y sus respectivos productos génicos.

Tabla 4.1. ARN polimerasas en eucariotas.

Enzima Localizacion Productos Principales
ARN Pol 1 Nucléolo ARNTr (5,88S; 28S; 18S)
ARN Pol 11 Nucleoplasma ARNm y ARNsn

ARN Pol IIT Nucleoplasma ARNt, ARNr 5S y ARNsn

ETAPAS DE LA TRANSCRIPCION

El proceso de transcripcion representa la primera etapa de la expresion génica, donde la
informacion codificada en el ADN se transfiere a una molécula de ARN. Este fendmeno ocurre
dentro de una estructura dinamica denominada burbuja de transcripcion (Figura 4.3). La
transcripcion es un proceso asimétrico, selectivo y se encuentra finamente regulado por
proteinas especificas denominadas factores de transcripcion, que facilitan el reclutamiento de
la ARN polimerasa en regiones especificas del ADN. Aunque el ADN es una doble hélice, solo
una de sus hebras participa activamente como guia para la sintesis. Esta es la hebra molde, la
cadena con orientacion 3' — 5' que la ARN polimerasa utiliza para el apareamiento de bases.
La otra hebra, con orientacién 5' — 3', es la codificante, la que tiene el mensaje. La sintesis del

nuevo transcrito de ARN progresa estrictamente en direccion 5' — 3'.
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Transcripto de ARN desarrolldndose Hebra molde (antisentido, no informativa, minus (-))
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Figura 4.3. Burbuja de transcripcion.

Primera etapa de la transcripcion: inicio o iniciacion

La primera etapa de la transcripcion es la iniciacion. Es la fase critica donde se determina
el sitio exacto de comienzo.

En procariotas, la ARN polimerasa se organiza como una holoenzima compuesta por un
nucleo catalitico (core) y un factor sigma. Este factor es el responsable del reconocimiento
especifico de las secuencias promotoras en el ADN. Tras la sintesis de los primeros nucleotidos,
el factor sigma se disocia, permitiendo que el nicleo enzimatico prosiga con la elongacion de
manera autonoma.

El inicio en eucariotas es significativamente mas complejo y requiere la formacion de un
complejo de preiniciacion (Figura 4.4). Intervienen factores de transcripcion basales que
reconocen secuencias especificas como la caja TATA; helicasas para desnaturalizar el ADN y
formar la burbuja de transcripcion, y topoisomerasas que alivian la tension torsional. La ARN
polimerasa II que interviene posee un dominio carboxilo-terminal (CTD) rico en repeticiones
de aminodacidos tirosina, serina, prolina y treonina. La fosforilacion de estas serinas y treoninas
actiia como un interruptor molecular que marca la transicion de la fase de inicio a la de
elongacion. Este proceso es autoiniciador; generalmente, un ATP se aparea con el nucle6tido
+1 conservando sus tres grupos fosfato. Tras la adicion de aproximadamente 10 nucledtidos y

la fosforilacion del CTD, la enzima se libera de los factores de inicio.
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Inicio de la transcrip cién
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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 la transcripcion: elongacion y maduracion

La elongacién y la maduracion son etapas que ocurren de manera coordinada y simultanea.
Durante esta fase, la ARN polimerasa se desplaza a lo largo de la hebra molde, catalizando la
polimerizacion del transcrito primario. En eucariotas, de forma concomitante con la elongacion,

se inician los procesos de maduracion postranscripcional (Figura 4.5).
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IC) Terminacion
o —
poli-A & Figura 4.5. Etapas de la transcripcién.
Transcripto ARN primario - - Tomado de Alberts er al. (2004),
(precursor del ARNm) >, \\: \ modificaciones.

La maduracién del extremo 5' o adicion de la caperuza (cap) ocurre tan pronto como el

extremo 5' del transcrito emerge de la polimerasa; se inicia su procesamiento para proteccion y
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reconocimiento (Figura 4.6). Una fosfatasa elimina el fosfato y del primer nucleo6tido. Luego,
una guanililtransferasa aflade un GPT mediante un enlace 5'-5' trifosfato inusual. La metilasa
metila la posicion 7 de la guanina (m7G) y los grupos 2'-OH de las dos primeras ribosas del
ARN. Esta caperuza protege al ARNm de la degradacion por exonucleasas, facilita el transporte

nuclear y es esencial para que el ribosoma reconozca el inicio de la traduccion.
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Figura 4.6. Maduracién del extremo 5’ del transcripto primario. Tomado de Alberts er al. (2004), con
modificaciones.

El splicing o ayuste o corte y empalme es el procesamiento del mensaje que implica la
remocidon de secuencias no codificantes (intrones) y la union de las codificantes (exones)

(Figura 4.7). Este mecanismo quimico se basa en dos reacciones consecutivas de

1 5 Centro de
& ramificacion 3
* e cury I

Centro 5’ Centro 3’

transesterificacion.

Figura 4.7. Eliminacién de intrones y
empalme de exones. Tomado de Alberts ez al.
(2004), con modificaciones.
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Un residuo de adenina en el punto de ramificacion realiza un ataque nucleofilico sobre el

extremo 5' del intron, formando una estructura de lazo (lariat). Posteriormente, el extremo 3'-

OH del ex6n 1 ataca al extremo 5' del exén 2, ligdndolos y liberando el intron (Figura 4.8).

Mecanismo general del splicing

.5 s 3
Pre ARNm = CU — EEE—
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| CA—AG_—
SN ~_OH-~
‘ weep Desramificado
l Aw—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 complejo de ribonucleoproteinas nucleares pequefias
(snRNP) llamado spliceosoma. Estas reconocen las secuencias de consenso y coordinan los
ataques nucledfilos. Existe una variante regulada de este mecanismo que permite aumentar
drésticamente la diversidad de proteinas sin necesidad de un mayor numero de genes. Esta
variante se denomina splicing alternativo, en este un mismo gen puede dar lugar a diferentes
proteinas mediante la inclusion o exclusion selectiva de ciertos exones, aumentando la
diversidad proteica.

La poliadenilacion es el proceso de maduracion del extremo 3" del ARN mensajero
(ARNm). Primero, el transcrito es cortado por endonucleasas después del reconocimiento de
una secuencia seial, generalmente entre 10 y 30 nucledtidos corriente abajo de esta region.
Luego, la enzima poli(A) polimerasa agrega al extremo 3" una cola de aproximadamente 200
adeninas, sin utilizar un molde de ADN.

La cola poli(A) se asocia con proteinas especificas que protegen al ARNm y aumentan su
estabilidad. Con el tiempo, durante la traduccion en el citoplasma, esta cola se acorta
progresivamente por accion de exonucleasas, lo que finalmente conduce a la degradacion del

ARN mensajero.

167



Catedra de Biologia Molecular
Profesorado Universitario en Biologia
Biologia Molecular
Tercera etapa de la transcripcion: terminacion

La terminacion de la transcripcion es el proceso mediante el cual la ARN polimerasa deja
de sintetizar ARN y se disocia del ADN, liberando el transcrito. Los mecanismos de terminacioén
presentan diferencias importantes entre procariotas y eucariotas.

En procariotas, la terminacion ocurre principalmente por dos mecanismos. En la
terminacion p-dependiente, la proteina Rho se une al ARN y avanza hasta alcanzar la ARN
polimerasa, provocando la liberacion del transcrito. En la terminacién p-independiente (o
intrinseca), la secuencia del ARN permite la formacion de una estructura de horquilla seguida
de una region rica en uracilos, lo que desestabiliza el complejo de transcripcidon y provoca su
liberacion.

En eucariotas, como se menciond previamente, el transcrito primario contiene una
secuencia sefial de clivaje y poliadenilacién que es reconocida por un complejo de proteinas.
En esa region se produce el corte del ARN, generando el extremo 3’ del ARN mensajero. Luego
de este clivaje, la ARN polimerasa contintia transcribiendo por un corto tramo adicional antes

de disociarse del ADN, liberando finalmente el transcrito sintetizado.

Transporte al citoplasma

El ARNm maduro eucariota, ya procesado con la caperuza 5’, sin intrones y con cola poli-
A, se asocia con diversas proteinas de union al ARN que lo mantienen en una conformacién
adecuada y forman complejos ribonucleoproteicos. Estos complejos facilitan su transporte a
través de los poros nucleares hacia el citosol. Una vez en el citoplasma, las proteinas de
transporte se disocian y regresan al nucleo, mientras que el ARNm queda disponible para la
sintesis proteica.

En procariotas, este proceso no ocurre, ya que no existe un nticleo que separe el ADN del
citoplasma. Por ello, el ARN mensajero recién sintetizado puede ser reconocido
inmediatamente por los ribosomas, de modo que la traduccion puede comenzar incluso mientras

la transcripcidn aun esta en curso.

CONTROL DE LA EXPRESION GENICA

Tradicionalmente, la expresion génica se ha definido como el proceso mediante el cual la
informacion codificada en un gen es decodificada para la sintesis de una proteina especifica.
No obstante, una definicidon bioldgicamente completa debe incluir a todos los productos génicos

funcionales, lo que abarca tanto a las proteinas (via ARNm) como a los diversos tipos de ARN
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no codificantes, tales como el ARN ribosémico (ARNr), el ARN de transferencia (ARNt) y los
ARN nucleares pequefios (ARNsn).

Uno de los fendémenos mas complejos de la biologia es la diferenciacion celular en
organismos multicelulares. A pesar de que todas las células somaticas de un individuo
(derivadas del cigoto) poseen un genoma idéntico, son capaces de especializarse en tipos
celulares morfologica y funcionalmente distintos, como neuronas o miocitos.

La identidad celular se establece mediante la activacion selectiva y el silenciamiento de
grupos especificos de genes en respuesta a sefiales de desarrollo y condiciones externas. El
organismo humano comprende aproximadamente 200 tipos celulares distintos, cada uno con un
repertorio de 10.000 a 20.000 proteinas diferentes. Se estima que el 22 % de los genes humanos
estd dedicado exclusivamente a controlar la expresion génica. Esta inversidn gendmica se
justifica por la necesidad de una regulacion precisa; cualquier desregulacion en estos procesos
puede derivar en patologias graves o en la inviabilidad del organismo. La composicion proteica
de una célula es dindmica y varia segun la etapa del ciclo celular, el estadio del desarrollo

embrionario y las demandas metabolicas del organismo en un momento dado.

CONTROL DE LA EXPRESION GENICA EN PROCARIOTAS

Las estrategias de control génico son diferentes segun los reinos biologicos. El modelo
procariota se basa en la eficiencia y adaptabilidad. En organismos como E. coli, el control de la
expresion génica es notablemente mas sencillo debido a la ausencia de compartimentacion
nuclear. Al no existir una membrana nuclear, la traduccion de las proteinas puede iniciarse de
manera simultanea a la transcripcion del ARNm. La regulacion ocurre predominantemente a
nivel de la transcripcion. Las bacterias han desarrollado mecanismos sumamente eficientes para
ajustar su sintesis proteica a los cambios ambientales, optimizando asi el crecimiento y la
division celular. Por ejemplo, E. coli posee la capacidad de sintetizar 1.700 proteinas diferentes,
pero solo produce aquellas estrictamente necesarias segin la disponibilidad de nutrientes.
Ejemplos de regulacion metabolica son la induccion por sustrato (lactosa) y la represion por

producto (triptéfano).

Regulacion de la expresion génica por induccion por sustrato

En el primer caso, en presencia de lactosa, la bacteria induce la produccion masiva de la
enzima beta-galactosidasa (aproximadamente 3.000 moléculas), mientras que, en su ausencia,
la sintesis se reduce a niveles basales minimos. Este es un ejemplo del modelo del operdn,

descrito originalmente por Jacob y Monod, el cual explica que el control de la expresion génica
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se articula a través de unidades funcionales denominadas operones. Un operon permite la
regulacion coordinada de genes que participan en una misma ruta metabolica. Sus componentes
fundamentales incluyen genes estructurales (GE) que codifican para enzimas relacionadas; en
el operdn lac, estos son lacZ (beta-galactosidasa), lacY (permeasa) y lacA (transacetilasa); un
promotor (P), sitio de reconocimiento para la ARN polimerasa; un operador, secuencia
reguladora situada entre el promotor y los GE; un gen regulador, localizado fuera del operon
que codifica una proteina represora que posee afinidad por el operador; y un efector, molécula

pequeiia que modula la actividad del represor por cambios conformacionales (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Operon lactosa. Operén inducible.

El operdn lac es un sistema inducible donde la presencia del sustrato activa la transcripcion
de los genes necesarios para su catabolismo. En ausencia de lactosa, la proteina represora se
une al operador, bloquea el avance de la ARN polimerasa e impide la transcripcion. Cuando la
lactosa ingresa a la célula, se convierte parcialmente en alolactosa. Esta molécula actia como
el verdadero inductor, se une al represor y provoca un cambio conformacional que lo libera del
operador. Una vez liberado el operador, se expresan la permeasa (que facilita el ingreso de
lactosa) y la beta-galactosidasa (que hidroliza el disacarido en glucosa y galactosa).

La bacteria exhibe una preferencia metabdlica por la glucosa sobre la lactosa. Para
optimizar el uso de energia, existe un mecanismo de control positivo mediado por la proteina
activadora de catabolitos (CAP) y el segundo mensajero AMP ciclico (AMPc). Cuando la
concentracion de glucosa disminuye, se activa la enzima adenilato ciclasa, incrementando los
niveles intracelulares de AMPc. El AMPc se une a la proteina CAP, permitiendo que esta

adquiera una conformacion activa capaz de unirse al ADN. El complejo CAP-AMPc se une a
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una secuencia especifica corriente arriba del promotor, facilitando el reclutamiento de la ARN
polimerasa y aumentando drasticamente la tasa de transcripcion.
Para que exista una expresion maxima del operén lac, deben cumplirse dos condiciones
simultaneas: presencia de lactosa para liberar el represor del operador (control negativo) y

ausencia de glucosa para permitir que el complejo CAP-AMPc potencie la union de la

polimerasa (control positivo).

Regulacion de la expresion génica por represion por producto

En los organismos procariotas, la expresion génica esta regida por principios de eficiencia
metabolica, donde la célula ajusta su sintesis proteica para evitar el gasto innecesario de
recursos energéticos (Figura 4.10). Cuando en el medio hay triptéfano, este tiltimo actiia como
un mecanismo de represion, inhibiendo la transcripcion de los genes encargados de su sintesis
de novo. Al unirse a la proteina represora, induce un cambio conformacional que la activa,
permitiendo su unidn al operador. Esta interaccion bloquea fisicamente el acceso de la ARN
polimerasa, silenciando la expresion del operdn (Figura 4.10a). En este contexto, el triptofano
funciona como un correpresor que evita el gasto energético innecesario cuando el aminoacido
ya esta disponible externamente.

A diferencia del operon lac, el operdn del triptofano (#rp) funciona como un sistema de
retroalimentacion negativa basado en la demanda del producto final. Cuando los niveles
intracelulares de triptéfano son bajos, la proteina represora permanece en una configuracion
inactiva (Figura 4.10b). En este estado, el represor no posee afinidad por el operador,
permitiendo que la ARN polimerasa se una al promotor y transcriba los genes estructurales

encargados de la sintesis de novo del aminoacido.
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Figura 4.10. Operén triptofano. Operon represible y represor inactivo.
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La regulacion génica en bacterias se clasifica en cuatro modalidades fundamentales,
dependiendo de la naturaleza de la proteina reguladora y el efecto del ligando (efector) (Figura
4.11).

e Regulacion negativa: en estos sistemas, el determinante del estado génico es una
proteina represora que, al estar unida al ADN, impide la transcripcion:

1. Induccion negativa: el represor esta intrinsecamente activo y bloquea el gen; la union
de un ligando (inductor) lo inactiva, permitiendo la transcripcion (Figura 4.11a).

2. Represion negativa: el represor es inactivo por si solo; requiere la union de un ligando
(correpresor, como el triptdfano) para activarse y bloquear el gen (Figura 4.11b).

e Regulacion positiva: una proteina activadora debe unirse al ADN para facilitar el
reclutamiento de la ARN polimerasa y potenciar la transcripcion:

3. Represion positiva: la proteina activadora se une constitutivamente al ADN,
manteniendo el gen encendido; la presencia de un ligando provoca su liberacion,
resultando en el apagado de la transcripcion (Figura 4.11c¢).

4. Induccion positiva: la proteina activadora requiere la union de un ligando para adquirir

la conformacion necesaria para unirse al ADN e iniciar el proceso (Figura 4.11d).
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a
. Proteina
Proteina represora activadora unida

unida . No hay expresion génica Activacion de la expresion génica
/\ /_\ mRNA

5 ¥
4 ‘ 4 l
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activa la expresion g 2
génica al remover la :::lcct:g: ?ae(!;glwizgi(:i i
protanarepresora génica al remover la

proteina activadora
b d
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l Figura 4.11. Mecanismos de
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s ¥ de la expresion génica en

ARN polimerasa
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protemarepresora inactiva la expresion c) Represion  positiva.  d)
génica al remover la Trdiieds ..
proteina activadora 1duccion positiva.

Esta versatilidad de mecanismos permite a los procariotas comportarse como sistemas

biologicos altamente optimizados, capaces de responder de forma inmediata a las fluctuaciones
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ambientales mediante el acoplamiento directo entre la disponibilidad de sustratos y la actividad

del aparato transcripcional.

CONTROL DE LA EXPRESION GENICA EN EUCARIOTAS

Puntos de control durante el flujo de la informacion génica

Mientras que en procariotas el propodsito del control génico es la respuesta rapida y
eficiente a las fluctuaciones ambientales, en eucariotas multicelulares el objetivo primordial es
la ejecucion coordinada del programa genético que subyace al desarrollo embrioldgico y la
especializacion de tejidos. La expresion génica en eucariotas es un proceso altamente
compartimentado y regulado en multiples niveles. La alteracion de cualquiera de estos pasos es
un factor critico en la etiologia de patologias complejas, como el cancer. En la Figura 4.12 se

observan de manera global los puntos de control génico en eucariotas.

e T — = = =
Ensamblaje del
- %) completo de inicio
%k Acceso al genoma l P o
1 o5 dela traduccién
Degradacion

del ARN /'Q'w‘

gen

ADN Ribosoma | Si S
Ensamblaje del * intesis proteica
Complejo de inicio * complejo  de 5 ,
dela transcripcion iniciacion de la proteina
transcripcion
\_p B Procesamiento de
l las proteinas
* ‘ Sintesis del ARN [y b
PUNTOS DE - iento de 1
B 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 primer punto de control es el acceso de las proteinas involucradas en la transcripcion al
ADN. Una vez librado este control, inicia la transcripcion y el procesamiento del ARN,
procesos también regulados. Algunos ARN se degradan dependiendo de su vida media; otros
ARN sirven de plantilla para la traduccion, proceso regulado. El procesamiento, el plegamiento,

la degradacion y la vida media de las proteinas también se encuentran regulados.
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A continuacion, se estudiard la expresion génica a nivel pre-transcripcional (accesibilidad

al ADN para la transcripcion); transcripcional (frecuencia y velocidad de inicio, elongacion y

eficacia de terminacion de la transcripcion); y los motivos estructurales de union al ADN.

CONTROL DE LA EXPRESION GENICA PRETRANSCRIPCIONAL

Este nivel regula la capacidad fisica de la maquinaria de transcripcion para acceder a las
secuencias de ADN. Los procesos involucrados en este nivel de control son la condensacion de
la cromatina y la metilacion del ADN.

Como se estudio en el capitulo 3, el ADN se organiza alrededor de octameros de histonas
formando nucleosomas. Para permitir la lectura del ADN, las histonas acetiltransferasas (HAT)
acetilan residuos de lisina en las histonas, eliminando su carga positiva y reduciendo su afinidad
por el ADN (polianiénico). Este proceso desensambla la fibra de cromatina, permitiendo el
acceso a los factores de transcripcion. Posteriormente, las histonas desacetilasas (HDAC)
revierten este proceso para reconstituir el nucleosoma.

Con respecto a la metilacion del ADN, esta es una modificacion epigenética que ocurre
principalmente en los promotores. La presencia de grupos metilo impide fisicamente la unién
de factores de transcripcion, silenciando el gen. Por el contrario, los promotores no metilados

permiten el ensamblaje del complejo de iniciacion.

CONTROL DE LA EXPRESION GENICA TRANSCRIPCIONAL

Aunque existen multiples puntos de control, la regulacion principal ocurre a nivel
transcripcional, controlando la frecuencia y velocidad de inicio de la sintesis. Los factores
involucrados son los factores cis, secuencias promotoras y los factores trans o factores proteicos
(sus genes codificadores estan situados en otra parte y dan origen a proteinas que van a

interaccionar con los promotores para poder regular la transcripcion).

Control de la expresion génica transcripcional: elementos cis

Los elementos cis son promotores, son secuencias consenso que se encuentran en el ADN
que regulan el gen. Una secuencia consenso es una secuencia que se forma del analisis de
muchas secuencias; cada posicion de la secuencia esta ocupada por la base mas frecuente. Las
secuencias promotoras en algunos genes pueden tener una determinada secuencia y en otros
genes, pueden variar en alguna base. La secuencia consenso més conocida es la del promotor

basal, la secuencia TATA (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Regulacién génica transcripcional. Elementos cis, promotores — secuencia
consenso. Caja TATA.

También existen secuencias proximales y distales. Estos ultimos pueden actuar como

potenciadores (enhancers) o silenciadores (silencers) y pueden ubicarse a miles de pares de

bases de distancia, interactuando con el complejo basal gracias a la flexibilidad del ADN.

Tipos de promotores

Los promotores basal y proximal se encuentran en todos los genes, mientras que los

promotores distales estan en los genes de expresion diferencial o inducible; es decir, esos genes

no se van a expresar todo el tiempo en la célula (Figura 4.14). Un promotor distal interviene

en la transcripcion de un gen gracias a la flexibilidad del ADN. El ADN es una molécula que

puede doblarse y regiones que estan muy alejadas quedan cerca; de esta manera, las proteinas

involucradas pueden interactuar favoreciendo la union de la ARN polimerasa para que ocurra

la transcripcion. Existen tres ARN polimerasas que catalizan la formacion de los distintos tipos

de ARN en los eucariotas (Tabla 4.2).
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Secuencia Secuencia Secuencia )
CAAT GeC AT Secuencia

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 la transcripcion.

Polimerasa Promotores  Gen que Producto Promotores Factor de

que reconoce transcribe génico transcripcion
ARN Promotores De clase 1 ARNr 28S; 18S; De clase I TFI
polimerasal  tipol 5,8S
ARN Promotores De clase I Proteinas y De clase 11 TFII
polimerasa I tipo Il ARNsn
ARN Promotores De clase III ARNt; ARNr De clase III TFIII
polimerasa III tipo 111 5S; ARN

pequetios

En la Figura 4.15 se presenta el modelo general de los elementos de control que regulan
la expresion génica en los eucariotas multicelulares y en levaduras. Los promotores distales
pueden estar corriente arriba (miles o millones de pares de bases corriente arriba), pueden estar

corriente abajo o incluso dentro de la region estructural.

(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 la expresion génica transcripcional: elementos trans

Los factores trans son factores de transcripcion (TF), son proteinas codificadas por genes
distantes que reconocen secuencias, a menudo palindrémicas, en el ADN. Una secuencia
palindromica es aquella misma secuencia que puede leerse de 5° — 3 en ambas hebras. Por
ejemplo, la secuencia GAATTC se lee en sentido 5° — 3 en una de las hebras; su
complementaria (en la otra hebra) es CTTAAG, en sentido 3° — 5. Los factores de
transcripcion suelen presentar distintos dominios funcionales. Entre ellos se encuentran:
dominios de unidén al ADN, responsables del reconocimiento de secuencias especificas;
dominios de activacion, que interactiian con otras proteinas para estimular la transcripcion
desde un promotor cercano; y, en algunos casos, dominios de represion, que inhiben la
transcripcion al impedir la accion de otros factores de transcripcion o al reclutar complejos
represores. Los TF se clasifican segtn los promotores a los cuales se unen:

e Los TF generales se unen a la secuencia del promotor basal.

e Los TF proximales se unen a la secuencia del promotor proximal.

e Los TF inducibles se unen a las secuencias de promotores distales.

Motivos estructurales responsables de la interaccion con el ADN
Los TF "leen" el ADN, generalmente a través del surco mayor, mediante interacciones no
covalentes sumamente especificas (Figura 4.16). Los motivos estructurales de los factores de
transcripcion son regiones o plegamientos especificos de la proteina que permiten reconocer y
unirse a secuencias particulares de ADN. Estos motivos forman estructuras tridimensionales
que encajan en el surco mayor del ADN, donde establecen interacciones especificas con las
bases nitrogenadas, lo que les permite reconocer secuencias reguladoras concretas. Por lo cual,
estos motivos estructurales se encuentran dentro de los TF.
En la Figura 4.17 se detallan los principales motivos estructurales mediante los cuales los
TF reconocen la secuencia del ADN.
e Motivo hélice-giro-hélice (HTH): dos hélices alfa separadas por una corta secuencia de
aminoacidos; la hélice de reconocimiento se inserta en el surco mayor (Figura 4.17a).
Se encuentra en la proteina CAP, que actlia en la regulacion del operon lactosa.
e Motivo homeodominio: tiene 3 hélices alfa y ademas tiene un péptido lineal, que
interacciona con el surco menor (Figura 4.17b). Se encuentra en proteinas que regulan

el desarrollo embrionario.
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e Motivo hélice-bucle-hélice (HLH): parecido al motivo HTH, pero con un bucle més
largo que permite mayor flexibilidad al TF (Figura 4.17c¢).
e Motivo cremallera de leucina: dimeros con residuos de leucina orientados hacia el
interior, formando una interfaz hidrofobica estable (Figura 4.17d).
Motivo dedo de zinc: residuos de cisteina e histidina que coordinan un atomo de zinc,

formando una estructura protruida que interacciona con el ADN (Figura 4.17e).
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Mecanismo de accion de los factores de transcripcion

Los TF pueden actuar de dos maneras, regulando el acceso a las secuencias de inicio y
colaborando con la estabilidad del complejo de inicio.

Los TF regulan el acceso a las secuencias de inicio mediante la hiperacetilacion y la
desacetilacion de las histonas. Cuando las histonas estan desacetiladas tienen carga positiva,
por lo tanto, estan unidas al ADN y no puede ocurrir la transcripcion. Sin embargo, cuando hay
una hiperacetilacion de las histonas, estas pierden sus cargas positivas, pierden su afinidad por

el ADN. Este se desensambla y puede transcribirse (Figura 4.18).

El represor dirige la desacetilacion de las histonas
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de las histonas.

En la Figura 4.19 se observa el mecanismo de los TF en el que estabilizan el complejo de
inicio. Los TF se unen al ADN; estos tienen dominio de uniéon al ADN y dominio de activacion.
La molécula de ADN se tuerce y las proteinas pueden interactuar, favoreciendo la union de la

polimerasa para que esta inicie la transcripcion.
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Figura 4.19. Mecanismo de accion de los TFE.

Regulan la estabilidad del complejo de inicio de
la transcripcion.
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Analisis comparativo entre los genes de expresion basal y regulada

La capacidad de una célula para gestionar su repertorio proteico se divide en dos grandes
estrategias operativas, fundamentales para mantener la homeostasis y permitir la diferenciacion
funcional. Los genes de expresion basal y los genes de expresion regulada (Figura 4.20).

Los genes de expresion basal, frecuentemente denominados genes constitutivos, genes de
mantenimiento (housekeeping genes), se caracterizan por una expresion constante e
ininterrumpida durante todo el ciclo de vida celular. Estos codifican productos génicos
esenciales para procesos metabolicos basicos y estructurales que la célula requiere de forma
permanente. Aunque su expresion es continua, la velocidad de sintesis esta predeterminada por
la afinidad intrinseca de su promotor basal con la ARN polimerasa. Un gen constitutivo puede
sintetizarse a una tasa elevada si su producto es requerido en grandes cantidades, o a una tasa
minima si solo se necesitan trazas, pero manteniendo siempre un flujo de produccion estable.

La expresion de los genes de expresion regulada es facultativa y depende estrictamente de
estimulos intracelulares o sefales extracelulares. Este mecanismo permite a la célula
economizar recursos y responder a cambios ambientales o programas de desarrollo. La
modulacion de estos genes ocurre principalmente mediante la interaccion de proteinas
reguladoras con los promotores o silenciadores (secuencias de ADN especificas situadas a
distancia del sitio de inicio). Cuando los TF activadores reconocen los potenciadores o
enhancers, estos incrementan significativamente la tasa de transcripcion por encima del nivel
basal. Los silenciadores o silencers actuian de manera antagdnica, inhibiendo o bloqueando la

expresion del gen cuando se les unen proteinas represoras.
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Figura 4.20. Genes de expresion basal y regulada.

Mientras que la expresion basal garantiza la infraestructura vital de la célula, la expresion
regulada confiere la plasticidad necesaria para la especializacion tisular y la adaptacion
fisiologica. Asi, los genes de expresion basal tienen promotores basales y proximales y se

expresan a velocidad constante; mientras que los genes de expresion regulada, ademds de
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contener los promotores basales y proximales, tienen los promotores distales que pueden ser

potenciadores o silenciadores.

Factores de transcripcion inducibles

Los factores de transcripcion (TF) inducibles median la transicion entre estados inactivos
y activos de genes cuya expresion esta regulada. A diferencia de los factores constitutivos, los
TF inducibles no son funcionales de manera permanente, sino que requieren una sefal de
activacion previa, como la unidon de una hormona, una fosforilacion mediada por quinasas o
cambios en el estado redox celular. Una vez activados, estos factores pueden translocarse al
nucleo o interactuar con sus elementos reguladores especificos en el ADN, modulando asi el
perfil de expresion génica de la célula.

Los TF inducibles pueden activarse por diferentes mecanismos, entre ellos:

o Biosintesis de la proteina: la regulacion ocurre a nivel de la sintesis del propio factor de
transcripcion; una vez producido, este puede ejercer su funcion reguladora.

e Union a un ligando: la interaccion con una molécula sefial (por ejemplo, hormonas o
metabolitos) induce un cambio conformacional que activa al TF.

e Fosforilacion: la modificacion postraduccional por quinasas puede activar o aumentar
la capacidad del factor para unirse al ADN o interactuar con otros componentes de la
maquinaria transcripcional.

o Formacion de complejos con otras proteinas: algunos TF requieren asociarse con
cofactores o formar heterodimeros para adquirir actividad reguladora.

e Desenmascaramiento: en ciertos casos el dominio funcional del TF se encuentra oculto
por una region inhibidora o por interaccion con otra proteina, y la senal celular provoca
su liberacion o exposicion.

o Traslado al nucleo: algunos TF permanecen inicialmente en el citoplasma y, tras recibir
la sefial apropiada, se translocan al ntucleo donde pueden unirse al ADN y regular la
transcripcion.

La transicion entre un estado inactivo y uno activo (o viceversa) de los genes de expresion
regulada estd mediada por los TF inducibles. Los TF inducibles son proteinas no
constitutivamente funcionales. Estos requieren una activacion previa provocada por una sefnal
(como la unioén de una hormona, una fosforilacion por quinasas o un cambio en el estado redox).

Una vez activados, estos TF se translocan al nicleo o se unen a sus elementos distales
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correspondientes para reprogramar el perfil de expresion de la célula. Los TF inducibles pueden

activarse de diferentes maneras.

Receptores de hormonas esteroideas

Estos receptores actiian directamente como TF inducibles por ligando. Pueden localizarse
en la membrana plasmatica, en el citosol o en el nlcleo. Permiten que la célula genere una
respuesta biologica eficiente ante el estimulo hormonal. Esta familia incluye receptores para
estrogenos, progesterona, glucocorticoides, hormonas tiroideas y acido retinoico. A pesar de su
diversidad, estos receptores comparten una arquitectura molecular conservada, organizada en
dominios funcionales especificos. Su dominio amino terminal, cuya regién es variable,
participa en la activacion de la transcripcion. Su dominio de unién al ADN altamente
conservado permite el reconocimiento de secuencias genomicas. Su dominio de union al
ligando, en el carboxilo terminal, es el sitio de interaccion con la hormona terminal e induce el
cambio conformacional, se activa como TF y el complejo receptor-hormona se transloca al
nucleo (si no se encuentra alli) para unirse a secuencias especificas del ADN denominadas
elementos de respuesta (promotores).

Un ejemplo es el receptor de glucocorticoides (GR; Figura 4.21). En ausencia de la
hormona, el receptor se encuentra en el citoplasma, formando un complejo con proteinas
chaperonas (como la HSP90), que mantienen al receptor en una conformacion de alta afinidad
por el ligando, pero impiden su entrada al nucleo. Cuando la hormona esteroidea atraviesa la
membrana plasmatica y se une al dominio de unién al ligando (LBD) del receptor, induce un
cambio conformacional critico en la estructura proteica que provoca la disociacion de las
proteinas chaperonas. La liberacion de estas proteinas deja expuesta una secuencia de
localizacion nuclear (NLS). Esta sefial es reconocida por el aparato de transporte celular,
permitiendo la translocacion activa del complejo receptor-hormona desde el citosol hacia el
interior del nucleo a través de los poros nucleares. Una vez en el compartimento nuclear, el
receptor se dimeriza (dos receptores se unen para ser funcionales en el ADN) y se une a
secuencias especificas de ADN denominadas elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE),
ubicadas generalmente en las regiones promotoras de los genes diana (genes especificos que se
activan en la respuesta biologica). La unién del factor de transcripcion al promotor recluta la
maquinaria coactivadora, que inicia la transcripcién génica. En este contexto, el receptor

promueve la expresion de genes con funciones especificas, destacando la activacion de
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programas genéticos responsables de la respuesta antiinflamatoria y la represion de mediadores

proinflamatorios.

Exterior

Citosol

Hormona

v

Elemento
de y

respuesta /
,//

Figura 4.21. Mecanismo de accién de los TF inducibles. Ejemplo de un receptor de
glucocorticoides. Tomado de Lodish ef a/. (2016), con modificaciones.

Receptor del interferon gamma

El interferén gamma (IFN-y) es una citoquina critica en la respuesta inmunitaria innata y
adaptativa, cuya funcion principal es la activacion de mecanismos celulares para la eliminacion
de patogenos. Su mecanismo de accion es un ejemplo paradigmatico de la activacion de factores
de transcripcion mediante fosforilacion (adicion de un grupo fosfato que act@ia como
"interruptor" molecular) (Figura 4.22). El receptor de IFN-y es una proteina transmembrana
compuesta por subunidades que, en ausencia de ligando, permanecen separadas en la membrana
plasmatica. Asociadas a sus dominios intracitoplasmaticos se encuentran las quinasas Janus
(JAK), las cuales se mantienen en un estado inactivo mientras el receptor no esté ligado. Tras
la union del interferon al dominio extracelular, se induce la dimerizacién del receptor. Este
cambio conformacional aproxima a las proteinas JAK, permitiendo su activacion mediante
fosforilacion cruzada. Una vez activadas, las JAK fosforilan residuos especificos de tirosina en
el dominio citoplasmatico del receptor, creando sitios de acoplamiento para proteinas de
sefializacion descendentes. Las proteinas transductores de sefial y activadores de la
transcripcion (STAT) son reclutadas hacia el receptor fosforilado. Las quinasas JAK proceden
a fosforilar las proteinas STAT. Esta modificacion covalente induce la liberacion de STAT del
receptor y favorece su homodimerizacion, requisito indispensable para su funcionalidad, ya que

la mayoria de los factores de transcripcion operan como dimeros. El dimero de STAT activado

183



Catedra de Biologia Molecular
Profesorado Universitario en Biologia
Biologia Molecular
se transloca al nucleo celular, donde se une a secuencias especificas de ADN, a los elementos

de respuesta. A través de su dominio de unidon al ADN, el complejo inicia la transcripcion de

genes diana involucrados en la cascada inflamatoria.

Espacio extracelular citoplasma

JAK
Receptor IFN-y inactiva
\ Poro
IFNy nuclear
Dimero
@ Statla @
(activa) @
® i Elemento de
respuesta
’ ADP
’ Figura 4.22. Mecanismo de accién

ATP

- de los TF inducibles. Ejemplo de un
receptor del interferén gamma (IFN-
Statla v). Tomado de Lodish ez al. (2016),
Uty con modificaciones.

activa

Membrana
plasmatica

CONTROL DE LA EXPRESION GENICA POSTRANSCRIPCIONAL

Maduracion y procesamiento del pre-ARNm: caracteristicas
La expresion génica no depende exclusivamente de la tasa de transcripcion; tras la sintesis

del pre-ARNm, la célula emplea una serie de mecanismos de control que determinan la
estructura proteica final y la persistencia de la sefial. Estos mecanismos tienen que ver con:

e El control del procesamiento del ARN, velocidad de procesamiento y maduracion

alternativa.
e Control de la degradacion del ARN, estabilidad del ARN maduro.
e Control del transporte del ARN, seleccion de los ARN que seran transportados y

transporte activo a través de los poros nucleares.

Control del procesamiento del ARN: splicing alternativo

El splicing o empalme alternativo permite generar multiples isoformas proteicas (variantes
proteicas producidas por un mismo gen) a partir de una Unica unidad de transcripcion (Figura
4.23). Un ejemplo clésico es el gen de la troponina T (Figura 4.23a). Su isoforma o, presente
en el musculo liso, resulta de la unién de los exones 1, 2, 3 y 5. Su isoforma B, presente en otros
tejidos, resulta de la union de los exones 1, 2, 4 y 5. Este proceso demuestra como la seleccion

diferencial de exones permite que un solo gen codifique productos proteicos con funciones
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especializadas segun el contexto tisular. Otro ejemplo es el gen de la cadena pesada de la
inmunoglobulina IgM. Seglin el splicing alternativo origina sus dos IgM: una IgM de
membrana, formada por el empalme de todos los exones del gen; y la otra IgM de secrecion,

formada por el empalme de los exones 1, 2, 3 y 4 (Figura 4.23b).

a b gen de la cadena pesada ()
gen de la troponina T de la inmunoglobulina IgM
cxones: W X a B exones: ’pl K2 n3opd
: i B | . RS
- N m

@ traduccion |

isoforma a de la troponina T isoforma [ dc la troponina T polipéptido con dominio C-terminal polipéptido sin ¢l
{en masculo liso) (en otros tejidos) hidrofdbico, que lo ancla a la dominio C-terminal
. membrana del linfocito B: hidrofébico:
IgM de membrana 1gM soluble, secretada

Figura 4.23. Regulacion de la maduracion del ARN. Splicing alternativo. a) Ejemplo del gen de la troponina T:
isoforma o formada por el empalme o ayuste de los exones 1, 2, 3 y 5; isoforma [, formada por el empalme de los

exones 1,2, 4y 5. b) Ejemplo de la IgM: IgM de membrana, formada por el empalme de todos los exones del gen;
IgM de secrecién, formada por el empalme de los exones 1, 2, 3 y 4. Tomado de Alberts ef al. (2016).

Control del procesamiento del ARN: edicion del ARN

La edicion del ARN altera la secuencia nucleotidica después de la transcripcion,
modificando el mensaje genético original. El caso de la apoproteina B ilustra este fendmeno
(Figura 4.24). En el higado, el transcrito no se edita, manteniendo el codon CAA que permite
la traduccion de la proteina completa (Apo-B100), esencial para el transporte de VLDL y LDL.
En el intestino delgado, una enzima desaminasa convierte la citosina en uracilo (UAA) y genera
un codon de terminacion prematuro. Esto produce la Apo-B48, una proteina truncada que es
estructuralmente necesaria para la formacion de los quilomicrones (lipoproteinas del epitelio

intestinal que transportan triglicéridos exdgenos) y el transporte de lipidos dietéticos.
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Pre-ARNm [ CAA UAA ]

Edicion del ARN
A C—eu

ARN sin editar ARN editado
[ CAA UAA ) ( UAA UAA |
1 Traduccion Traduccion 1
[ ] ]
Apo-B100 Apo-B48
Solo se expresa en el higado y Zel g(e{:nerz; mncamen(t{e len ell 11}tést1110
forma parte de VLDL, IDL y LDL elgado y forma parte de los quilomicrones

Figura 4.24. Regulacion de la maduracién del ARN. Edicién. Ejemplo de la apoproteina B. Tomado de
erminaci  Lodisheral. (2016), con modificaciones.
Control de la estabilidad del ARN

La estabilidad del ARN mensajero (ARNm) constituye un mecanismo importante de
regulacion postranscripcional de la expresion génica. La vida media de un ARNm en el citosol
determina cuanto tiempo estara disponible para ser traducido y, por lo tanto, cudntas moléculas
de proteina podran sintetizarse a partir de €l. Esta estabilidad puede estar regulada por diversos
mecanismos, entre ellos la longitud de la cola poli-A, la unién de proteinas reguladoras al
ARNm y la presencia de secuencias regulatorias en regiones no traducidas, particularmente en
el extremo 3'.

Un ejemplo es el elemento de respuesta al hierro (IRE, del inglés Iron Response Element),
es una secuencia especifica presente en algunos ARN mensajeros que codifican proteinas
relacionadas con el metabolismo del hierro. Se localiza generalmente en las regiones no
traducidas (UTR) del ARNm, ya sea en el extremo 5’ o en el 3', y adopta una estructura
caracteristica de tallo-bucle. Esta estructura funciona como sitio de union para proteinas
reguladoras de hierro (IRP, del inglés lron Regulatory Proteins), que permiten ajustar la
expresion de estos genes segln la disponibilidad de hierro en la célula.

El sistema IRE-IRP regula la traduccion o la estabilidad del ARNm dependiendo de la
posicion del IRE y de la concentracion de hierro celular. Cuando el hierro es bajo, las proteinas
IRP se unen al IRE: si este se encuentra en la region 5 UTR, la union bloquea la iniciacion de
la traduccion; en cambio, si esta en la region 3’ UTR, la unién estabiliza el ARNm y evita su
degradacion. Cuando el hierro es abundante, las IRP no se unen al IRE, lo que permite la

traduccion en el primer caso o favorece la degradacion del ARNm en el segundo. Este
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mecanismo permite regular de manera fina la sintesis de proteinas involucradas en la captacion,
almacenamiento y utilizacion del hierro.

Respecto a los IRE, el receptor de transferrina utiliza un sistema de control de estabilidad
mediado por proteinas de union al ARN (Figura 4.25). Cuando hay suficiencia de hierro, la
proteina reguladora no se une al extremo 3' del ARNm, dejando el sitio vulnerable a las
nucleasas, lo que provoca una degradacion rapida. Por el contrario, cuando escasea el hierro, la
proteina reguladora se une al IRE, estabilizando el bucle del ARNm y bloqueando la accién de
las nucleasas. Esto permite una traduccion sostenida para incrementar los receptores de

membrana y optimizar la captacion de hierro.

Region codificante IRE

Suficiencia de hierro l Escasez de hierro

Nucleasa
v
Nucleasa

IRE-BP Q
) AAAA AAAA

ARNm rapidamente degradado IRE ARNm estable IRE

Figura 4.25. Regulacion de la estabilidad del ARN. Ejemplo de la transferrina. Tomado de Lodish ez al.
(2016), con modificaciones.

Control del transporte del ARN

El transporte del ARN a través del complejo del poro nuclear (NPC) hacia el citosol es un
proceso selectivo, estrictamente regulado y con un alto costo energético. Diversas proteinas de
transporte reconocen marcas especificas, como la caperuza 5' (cap), para mediar el paso a través
del NPC. Este nivel de control asegura que solo los mensajeros que han completado
exitosamente su procesamiento (empalme, edicion y poliadenilacion) alcancen la maquinaria

de traduccion.

Regulacion postranscripcional: silenciamiento génico en plantas

El silenciamiento génico es un tipo de regulacion postranscripcional y se conoce mejor en
plantas. Un ARN de doble cadena que puede ser de origen virico, por ejemplo, con funcion de
defensa de la planta, es reconocido por una enzima llamada Dicer con actividad ARNasa. Dicer
corta el ARN y se genera un ARN de interferencia pequefio de doble cadena. El ARN de
interferencia es reconocido por un complejo de silenciamiento inducido por ARN llamado
RISC. Dentro de ese complejo, una de las subunidades tiene actividad helicasa y separa el ARN;

se generan ARN monocatenarios de interferencia, que quedan unidos al complejo RISC. Ese
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ARN, ahora monocatenario, busca regiones complementarias en otros ARN. Una vez que

encuentra esas zonas, el complejo degrada ese ARN target (Figura 4.26).

dsRN
A
Dicer
— siRNA
— duplex
COmponentes
RISC
siRNA

Figura 4.26. Regulacién post-

ARN homélogo 3
transcripcional: silenciamiento en
plantas. RISC: Complejo de

SILENCIAMIENTO silenciamientos inducido por ARN.
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CAPITULO 5. BASES MOLECULARES DE LA TRADUCCION

La traduccion es el proceso mediante el cual la informacion del ARN mensajero se utiliza

para sintetizar proteinas; en €l participan principalmente el ribosoma, el ARN de transferencia
(ARNt) y los aminodcidos. Este evento requiere una maquinaria molecular altamente

especializada.

CODIGO GENETICO

El codigo genético es el conjunto de reglas mediante las cuales la secuencia de nucleétidos
del ARN mensajero se traduce en una secuencia especifica de aminoacidos durante la sintesis
de proteinas. Este codigo se basa en tripletes de nucledtidos o codones. Matematicamente, la
combinacion de las 4 bases nitrogenadas tomadas de a tres (4°) genera 64 combinaciones
posibles, lo cual es suficiente para codificar los 20 aminoéacidos y las sefales de puntuacion
(Figura 5.1). Los tripletes no se solapan entre si y no comparten nucledtidos. Una vez que inicia
la traduccion segiin un marco de lectura, ese es el que determina la proteina que se formara.

Segunda letra

U c A G
uuu ucu UAU uGu u
i uue 1P uoc e uac ¥ o [O% ¢
UUA]LN UCA UAA Stop UGA Stop A
uuG ucG UAG Stop UGG Trp G
cuu ccu CAU}m cGu u
= ¢ CUC| . ccCl, = CAC cac |, ©C &
£ CUAwCCAmCM}GhCGA 0 A3
= cua cCG CAG caaG M
£ Aw ACU AAU AGU U H
EAAuc]ue ACC | AAc}"“'Aec}s“ c
AUA ACA AAA AGA} A
AUG Met ACG AAG}'-Y’ AGG A9 g
GUU GCU GAU} GGU u
Bl GYC lva GCCH .4 aac [A%®  gae ay €
GUA GCA GM}G,U GGA A Figura 5.1. Cédigo genético.
GuG GCG GAG GGG G

Propiedades del codigo genético

Se dice que el codigo es "degenerado”" porque varios codones pueden codificar para un
mismo aminoacido (codones sindonimos), minimizando el efecto de posibles mutaciones. La
lectura de los marcos de lectura (reading frames) no es solapante. Un cambio en el nucle6tido
de inicio puede alterar completamente el producto proteico, fendmeno que explica las
consecuencias de las mutaciones por insercion o delecion. Existen codones de inicio y codones

de terminacion.
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En ecucariotas, el proceso de iniciacion estandar (modelo de escaneo) busca casi
exclusivamente el primer AUG dentro de un contexto de secuencia favorable (secuencia de
Kozak). Este codon codifica para metionina. Existen otros codones que pueden actuar como
sitios de inicio en eucariotas, pero bajo condiciones muy especificas. Se denominan codones de
inicio no-AUG. El codon CUG que codifica para leucina es el codon de inicio no-AUG maés
comun en mamiferos. Se ha observado que ciertos genes (como algunos factores de crecimiento
o protooncogenes) utilizan para generar isoformas de proteinas con extensiones en el extremo
amino-terminal. El codon GUG que codifica para valina y el ACG, para treonina, también
pueden funcionar como iniciadores, aunque con una eficiencia mucho menor que el AUG.

La célula utiliza estos codones alternativos principalmente para regulacion génica y
diversidad proteica. Si un AUG esta en un contexto "débil" y un codén alternativo como CUG
estd en un contexto muy fuerte, la maquinaria de traduccion podria iniciar en el CUG. También
se ven con frecuencia en procesos de traduccion viral dentro de células eucariotas o en
situaciones de estrés celular donde los factores de inicio estandar estan limitados.

Los codones de terminacion, de paro o de stop no tienen informacién para ningin
aminodcido; estos son: UAA, UAG y UGA. Por esto se dice que en realidad solo hay 61 codones
porque estos tres no tienen informacion. En este contexto, si los apareamientos entre codon y
anticodon fueran so6lo de Watson y Crick, deberia haber igual nimero de anticodones que de
codones; es decir, 61. Sin embargo, en las células menor nimero de ARNt (contienen los
anticodones). Esto significa que un mismo anticoddon puede reconocer varios codones. La
hipotesis del balanceo explica como sucede esta diferencia entre el nimero de codones y
anticodones: la primera base del anticodén (posicion 5') posee flexibilidad espacial,
permitiendo apareamientos no convencionales, llamados enlaces de Wobble, con la tercera base

del codon (posicion 3') (Figura 5.2).
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_~ Bucle del anticodén
del ARNt 5’
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POSICION DE BALANCEO

5

: 3, Figura 5.2. Interpretacién
5 Codon <§ mRNA del cédigo genético con la
hipétesis del balanceo.

Tomado de Griffiths (2005).

ASPECTOS MOLECULARES DE LA TRADUCCION

Caracteristicas generales de la traduccion

El proceso siguiente a la transcripcion es la traduccion del mensaje del ARNm en otro

producto génico, las proteinas. Para la ejecucion de la sintesis proteica, la célula requiere los

siguientes elementos:

ARNm: molécula portadora de los codones que dictan la secuencia de aminodacidos.
Ribosomas

ARN de transferencia (ARNt): moléculas adaptadoras que presentan bases infrecuentes
y apareamientos de tipo Hoogsteen, fundamentales para mantener su estructura
terciaria. Su estructura secundaria y terciaria les permite transportar aminodcidos
especificos.

ARN iniciador (ARNtM®"), en eucariotas transporta metionina; en procariotas se utiliza
formilmetionina (ARNAtM®").

Aminoacidos: los 20 mondmeros precursores.

Aminoacil-ARNTt sintetasas: enzimas criticas que garantizan la fidelidad del proceso al
"cargar" el ARNt con el aminoécido correcto. Cofactores necesarios para las enzimas.
Factores de traduccion: proteinas reguladoras para la iniciacion (IF), elongacion (EF) y
terminacion (RF).

Fuentes de energia: ATP para la activacion de aminoédcidos y GTP para el movimiento

ribosomal y la fidelidad.
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Estructura de los ribosomas

Los ribosomas son complejos ribonucleoproteicos formados por una subunidad mayor y
una menor, cada una constituida por uno o mas ARNr y varias proteinas de diversa masa
molecular. Actian como el sitio fisico de sintesis, facilitando el desplazamiento del ARNmy la
emergencia de la cadena polipeptidica a través de un tinel estructural.

Las dos subunidades se asocian mediante interacciones no covalentes; la subunidad menor
se ubica en el “hueco” de la mayor, generando una hendidura o canal entre ambas por donde se
posiciona el ARNm durante la traduccion. En la subunidad mayor se localiza el centro peptidil
transferasa, responsable de la formacion del enlace peptidico, mientras que en la interfase entre
ambas subunidades se distinguen tres sitios funcionales para el ARNt: el sitio A (aminoacil),
donde ingresa el ARNt cargado; el sitio P (peptidil), que sostiene la cadena polipeptidica en
crecimiento; y el sitio E (exit), por donde se libera el ARNt descargado. A medida que el
ribosoma avanza sobre el ARNm, la cadena polipeptidica en formaciéon emerge al exterior a

través de un tinel en la subunidad mayor (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Estructura del ribosoma. a) Esquema general de un ribosoma. b) Ribosoma de procariotas. ¢) Ribosoma de
eucariotas. Tomado de Alberts ez al. (2005), con modificaciones.

Estructura de los ARNt

El ARN de transferencia (ARNt) es una molécula pequefia de aproximadamente 70-90
nucleotidos que cumple un papel fundamental en la traduccion, actuando como adaptador entre
el codon del ARNm y el aminoéacido correspondiente (Figura 5.4). Su estructura secundaria
adopta la forma caracteristica de “trébol”, con varias regiones definidas: el brazo aceptor, el

brazo D, el brazo anticodon, el brazo TWC y un bucle variable (Figura 5.4a).
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El brazo aceptor se localiza en el extremo 3’ y contiene la secuencia conservada CCA,
donde se une covalentemente el aminoécido. El brazo anticodén posee una secuencia de tres
nucleotidos (anticodon) que se aparea de manera complementaria con el codon del ARNm. Los
brazos D y TWC participan en el correcto plegamiento y en el reconocimiento del ARNt por
parte de las aminoacil-ARNt sintetasas y del ribosoma.

En su estructura tridimensional, el ARNt no tiene forma de trébol sino de “L”, lo que
permite posicionar en extremos opuestos el anticodén y el aminoécido unido (Figura 5.4b).
Esta conformacion es esencial para que el ARNt interactue correctamente con el ribosoma
durante la sintesis proteica y garantice la incorporacion especifica de aminodcidos en la cadena
polipeptidica en crecimiento.

a b

amino acid ,
S hadiee =~ OH Extremo 3

extremo 5’

los aminoacidos se
incorporan aqui

nucleétidos

modificados /anticodén
brazo
anticodén
[ — Figura 5.4. Estructura del ARNt. a) Estructura secundaria en
anticodon forma de trébol. b) Estructura tridimensional en forma de “L”.

Tomado de Alberts ef al. (1994).

ETAPAS DE LA TRADUCCION

En el proceso de traduccion se pueden distinguir varias etapas: una previa al proceso de
traduccion (activacion de los aminoacidos precursores) y otras tres del proceso en si mismo,
bien diferenciadas: iniciacion, elongacioén y terminacion, analogo al de la replicacion y la

transcripcion.

Activacion de los aminoacidos (formacion de aminoacil-ARN{)

La fase de activacion define el papel conector del ARNt con los aminoécidos de la
traduccion, es el paso previo a la traduccion, mas importante de todo el proceso. La enzima
aminoacil-ARNt sintetasa cataliza la uniéon del aminoacido al ARNt mediante un proceso

dependiente de ATP (Figura 5.5). La enzima posee dos niveles de especificidad (sitio catalitico
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y sitio de control o editing), asegurando que solo el par correcto aminoacido-ARNTt sea liberado.
Cada enzima aminoacil-ARNt sintetasa reconoce un tinico aminoacido, que es el que le da el
nombre a la enzima, y también reconoce los ARNt cuyos anticodones corresponden a ese
aminoacido; es decir, a sus codones sinonimos del codigo genético. Existen aproximadamente
20 aminoacil-ARNt sintetasas diferentes, una para cada aminoécido estandar.

Dado que el ribosoma no verifica si el aminoécido transportado por el ARNt es el correcto,
el papel de la sintetasa es esencial para la fidelidad de la sintesis de proteinas y determina la

especificidad primaria de la traduccion.
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Sintetasa

Aminoacil
SR Figura 55. Activacion del
@.adenma aminoacil ARNt. El ARNt se

AMP carga con el aminoécido. Tomado
de Alberts ez al. (1994).
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La especificidad de la sintetasa se basa en el reconocimiento molecular preciso en su centro
activo. Este control se ejerce mediante dos filtros principales: el filtro de exclusion por tamafio
y forma y la actividad de correccion (Figura 5.6). El primer filtro se refiere al sitio de union
del aminoacido, este esta diseniado para optimizar las interacciones no covalentes (puentes de
hidrégeno, fuerzas de Van der Waals) con un aminoacido especifico. Los aminodcidos de mayor
tamafio son excluidos por impedimento estérico, mientras que aquellos mas pequefios o con
grupos funcionales distintos no logran establecer las interacciones suficientes para estabilizarse
en el centro catalitico. El segundo filtro es de control o edicion; en los casos donde un
aminoacido estructuralmente similar (andlogo) logra ingresar al sitio activo (por ejemplo, la
valina en el sitio de la isoleucina), la enzima activa este sitio. Si las interacciones no son
Optimas, el aminodcido incorrecto es hidrolizado y eliminado antes de unirse al ARNt,

permitiendo que el proceso se reinicie hasta acoplar el sustrato legitimo.
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Figura 5.6. Especificidad de la carga del aminoacido. Tomado de Alberts er al. (1994), con
modificaciones.

De manera andloga, la enzima debe discriminar entre diversas moléculas de ARNt. Esta
seleccion depende de la morfologia tridimensional del ARNt y del reconocimiento de
nucleotidos de identidad, situados frecuentemente en el brazo aceptor y en el asa del anticodon.
Solo cuando existe una correspondencia perfecta entre el aminoacido previamente activado y
el ARNt posicionado en la enzima, se procede a la formacion del enlace éster que define al
aminoacil-ARNt.

La fidelidad de la traduccién no depende de un tnico evento; se divide en dos niveles
jerarquicos de especificidad (Tabla 5.1). Esta dualidad garantiza que el flujo de informaciéon
desde el acido nucleico hacia la proteina sea preciso, siendo la sintetasa el verdadero "traductor"

del cédigo, ya que fisicamente une el mundo de los nucleétidos con el de los aminoacidos.

Tabla 5.1. Niveles de especificidad que mantienen la fidelidad durante la traduccién

Nivel de .
Especificidad Responsable Mecanismo

. . . . Seleccion del aminoacido y su ARNt correspondiente

:);;E:;GOHCCional) ?i:::::;)::ll-ARNt (carga del ARNt). Paso critico, se define la fidelidad
bioquimica.

Secundario Interaccion Reconocimiento por complementariedad de bases en el

(Ribosomal) codén-anticoden S0 A del ribosoma. Asegura que el ARNt ya cargado sea

el solicitado por el mensaje del ARNm.

Iniciacion de la traduccion
En los organismos procariotas, el primer aminoacido incorporado es la N-formilmetionina
(fMet). El reconocimiento del sitio de inicio no depende de un escaneo desde el extremo 5', sino

de la interaccion entre el ARNm y el ARN ribosoémico. Se reconoce la secuencia Shine-
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Dalgarno, una region del ARNm rica en purinas (AGuAGGU) situada corriente arriba del codon
de inicio. Esta secuencia se aparea de forma complementaria y antiparalela con el extremo 3'
del ARNr 168 (rico en pirimidinas) de la subunidad menor (30S). Esta interaccion asegura que
el codon de inicio (AUG) quede posicionado exactamente en el sitio P, aproximadamente 10

nucledtidos corriente abajo de la secuencia Shine-Dalgarno (Figura 5.7).

En eucariotas, se reconoce la secuencia de Kozak, dentro de la cual se encuentra el codon
de inicio. El proceso es mas complejo y estd mediado por una numerosa familia de factores de
inicio eucarioticos (elF). Tras ser sintetizados en el nucleolo y exportados al citoplasma, los
ribosomas se mantienen disociados en sus subunidades (40S y 60S) gracias a la union de

factores proteicos que evitan su reasociacion prematura.

Figura 5.7. Iniciacion de la traduccién en procariotas. Se reconoce la secuencia de
Shine-Dalgarno a 10 nucleétidos corriente abajo. El ribosoma se ensambla junto
a factores de inicio. Tomado de Lodish ez a/. (2016).

Se forma el complejo de preinicio (43S) a través de la union del ARNt iniciador (ARNtM!,

que porta metionina) con el factor e[F2-GTP. Este ARNt iniciador es especifico y diferente de
los ARNt que incorporan metionina en posiciones internas de la proteina, lo que le permite
reconocer el codon de inicio y posicionarse directamente en el sitio P. Este complejo ternario
se posiciona directamente en el sitio P de la subunidad menor al asociarse con el ARNm, lo que
permite al ARNt iniciador reconocer el codén de inicio; a diferencia de los demas ARNt, que
durante la elongacion ingresan inicialmente al sitio A del ribosoma. Otros factores reconocen
la estructura de la caperuza 5' (cap) del ARNm y reclutan a la subunidad menor. Esta se desliza
sobre el mensajero hasta identificar el codon de inicio (el cual suele estar inserto en la secuencia
de Kozak). Una vez reconocido el AUG, se produce la hidrolisis del GTP, lo que provoca la

liberacion de los factores de inicio y permite el acoplamiento de la subunidad mayor (60S). Este
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evento marca la formacion del complejo de iniciacion funcional, quedando el sitio A

(aminoacilo) libre para recibir el segundo aminoacil-ARNt (Figura 5.8).

Met-tRNAi

CBP

Ribosoma 40S

Ribosoma 60S

elF-4 eIF-3

Secuencia de Kozak:
....A/ L.CCAUGG...

Complejo de iniciaciéon 80S

Figura 5.8. Iniciacion de la traduccién en eucariotas.

Elongacion de la traduccion

La elongacion es un proceso ciclico y altamente regulado que permite la adicion sucesiva
de aminoacidos a la cadena polipeptidica en formacion. Este proceso depende de la hidrolisis
de nucledtidos de alta energia (GTP) y de la accion de proteinas auxiliares denominadas factores

de elongacioén (Figura 5.9).

wae”

HN

5 -

GCABUBUOCUGGCABAGA

~

é‘umcc 4
GCACUGUUCUGGCAGAGA
5 3

N—_——
h—
ARG

/ \
HN { \
\ |
ACC / < o -
GCACUGUUCUGGCAGA Figura 5.9. Elongacion de la traduccién.

5 3 Tomado de Alberts et al. (1994).
_—

El primer paso es la entrada del aminoacil-ARNt. El factor EF-10-GTP escolta al nuevo

ARNTL al sitio A del ribosoma. El eIF2 reconoce especificamente al ARNt iniciador (met-ARN;)
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y posee una actividad intrinseca de GTPasa. Tras el reconocimiento del codon de inicio, el elF2
cataliza la hidrdlisis de su GTP unido a GDP, lo que provoca un cambio conformacional y la
liberacion del ARNt en el sitio P del ribosoma. Para participar en un nuevo ciclo de iniciacion,
el e[F2-GDP debe intercambiar el nucledtido difosfato por un nuevo GTP, proceso mediado por

un factor de intercambio de nucleotidos de guanina (GEF).

El segundo paso es la elongacioén propiamente dicha, requiere que cada aminoacil-ARNt
entrante forme un complejo ternario con el factor de elongacién EF-1a (o EF-Tu en procariotas)
unido a GTP. El complejo ternario (EF-1a-GTP-ARNt) ingresa al sitio A (aminoacilo) del
ribosoma. Una vez verificado el apareamiento codon-anticodén, el factor EF-la activa su
capacidad de GTPasa. La hidrolisis del GTP a GDP genera el gasto energético necesario para
que el factor se disocie del ARNt, permitiendo que este se posicione correctamente en el centro
peptidil-transferasa del ribosoma. El factor EF-1a-GDP es inactivo y debe ser reciclado. Un
factor de intercambio especifico facilita la liberacion del GDP y la unién de un nuevo GTP,
restaurando la capacidad del factor para escoltar a un nuevo aminoacil-ARNt.

El tercer y ultimo paso de la elongacion es la sintesis del enlace peptidico y translocacion.
Tras la liberacion del factor, la enzima peptidil-transferasa (una actividad ribozimica de la
subunidad mayor) cataliza la formacion del enlace peptidico. Posteriormente, el ribosoma
avanza tres nucledtidos a lo largo del ARNm mediante un proceso de translocacién mediado
por el factor EF-2 (EF-G en procariotas) con gasto adicional de GTP, desplazando el peptidil-
ARNt al sitio P y dejando el sitio A disponible para un nuevo ciclo. En la Figura 5.10 se puede

observar la translocacion del ribosoma en un organismo procariota.

- Codon
Codon de siguiente

inicio

gf\ﬁuﬁiﬁi Peptidi‘ ﬁisferasa S H-E \
Figura 5.10. Translocacion en la

\Unién del Aminoacil-tARN entranteJ | Formacién de Unién peptidica | clongacién de la traduccion.
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Terminacion de la traduccion

El proceso concluye al alcanzar un codon de parada (UAA, UAG o UGA). Al no existir
ARNt complementarios, el sitio A es ocupado por un factor de liberacion (RF). Este promueve
que una molécula de agua ataque el enlace éster entre el péptido y el ARNt, provocando la

hidrolisis y liberacion de la proteina terminada y la disociacion del complejo ribosomal (Figura

5.11).

Union del

actor
liberado al
codon de stop

AUGAACUGGUAGCGAUCG
5 3
C
, e

Figura 5.11. Terminacion de la traduccion. Tomado de Alberts ef al. (1994), con modificaciones.

POLIRRIBOSOMAS Y SINTESIS SIMULTANEA DE PROTEINAS

Durante la traduccidon, una misma molécula de ARNm puede ser leida simultdneamente
por varios ribosomas formando una estructura denominada polisoma o polirribosoma (Figura
5.12). Cada ribosoma inicia en el extremo 5°, avanza a lo largo del mensajero sintetizando su
propia cadena polipeptidica y se desprende al llegar al codon de terminacion. De este modo,
multiples copias de una misma proteina pueden producirse de manera rapida y eficiente a partir

de un tnico ARNm.
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100nm

Figura 5.12. Polirribosomas y sintesis
simultanea de proteinas. Tomado de
Alberts ef al. (1994), con modificaciones.

MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES

Tras la finalizacion de la traduccion, la cadena polipeptidica resultante rara vez es
funcional de manera inmediata. Para alcanzar su conformacion bioldgicamente activa y su
localizacion definitiva, la proteina debe someterse a un conjunto de procesos denominados
modificaciones postraduccionales y mecanismos de trafico celular. Estos incluyen el
procesamiento del polipéptido; plegamiento y conformacion molecular; trafico y

direccionamiento celular; y degradacion.

Procesamiento del polipéptido

Para adquirir su funcionalidad, muchas proteinas requieren transformaciones estructurales
especificas como escision proteolitica y modificaciones quimicas. La escision proteolitica se da
en algunas proteinas que se sintetizan como precursores inactivos (zimogenos o proproteinas).
Estas necesitan la eliminacion de segmentos especificos de su secuencia por accion de proteasas
para activarse. Un ejemplo clasico es la conversion de proinsulina en insulina funcional.

Las modificaciones quimicas consisten en la adicion covalente de grupos funcionales, tales
como la fosforilacion (regulacion de la actividad), glicosilaciéon (esencial para el

reconocimiento celular y la estabilidad) o lipidacion (para el anclaje a membranas).

Plegamiento y conformacion molecular

El plegamiento de la proteina es simultaneo al trafico y a la maduracion; es decir, que estan
intimamente ligados. El correcto funcionamiento de una proteina depende de su estructura
tridimensional. Para ello, es necesario su plegamiento de forma espontdnea o mediada por
proteinas especializadas denominadas chaperonas, carabinas o chaperoninas. En general, las

proteinas de shock térmico 70 (Hsp70-ATP), estabilizan las cadenas polipeptidicas nacientes
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protegiéndolas de la agregacion; no contribuyen a que se plieguen, pero acompafian y evitan
que se plieguen mal o que se agreguen entre ellas. Esto asegura que el polipéptido alcance su
estado nativo (forma plegada y funcional de una proteina). Hay otro tipo de chaperonas, las del
tipo de shock térmico 60, que en forma conjunta con la Hsp-10 forman como una estructura
multimérica con forma de caja cilindrica, en cuyo interior ingresan los polipéptidos y
experimentan el plegamiento. Si la proteina no se pliega bien, puede volver a ingresar las veces

que sea necesario hasta alcanzar la estructura nativa correspondiente.

Segutin su funcion y destino, algunas proteinas deben permanecer parcialmente desplegadas
para atravesar membranas de orgdnulos (como en la mitocondria) antes de alcanzar su

plegamiento final.

Trafico y direccionamiento celular o protein sorting

La célula posee un sistema de transporte altamente organizado para dirigir cada proteina a
su compartimento especifico (nicleo, mitocondria, RE, membrana plasmatica o secrecion). La
informacion sobre el destino reside en la propia secuencia de la proteina, generalmente en el
extremo amino-terminal, conocida como péptido sefial o secuencia de direccionamiento. Estos
ultimos act@ian como "codigos postales" moleculares que son reconocidos por receptores
especificos y complejos de translocacion que facilitan el ingreso de la proteina al organulo
correspondiente (Figura 5.13).
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9\/‘\_/\/\_/ o
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Plotema ?\?/\_/
Naciente
— . s
ecuencia seiia D
@ ER organela %i‘gﬁ}.')‘}-‘m‘,'ﬁ Interjor de
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i S ; %MZ/L RETICUL
éj ctf ENDOPLASMATICO >
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! [ B
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e Direccionamiento mitocondrial

Dado que la mayoria de las proteinas mitocondriales son codificadas por el genoma
nuclear, estas deben ser importadas desde el citosol en un estado desplegado. Debido a la
compleja arquitectura de la mitocondria (membrana externa, espacio intermembrana,
membrana interna y matriz), la célula emplea sistemas de translocacion especificos y secuencias
de sefializacion complejas.

Las proteinas con destino a la matriz mitocondrial poseen una Unica secuencia de
preseleccion o secuencia sefal en su extremo amino-terminal, caracterizada por ser una hélice
alfa anfipatica (Figura 5.14). La secuencia es reconocida por receptores en el complejo
translocasa de membrana exterior (TOM del inglés, Translocase of the Outer Membrane).
Posteriormente, la proteina atraviesa el espacio intermembrana y es transferida al complejo
translocasa de membrana interior (TIM, del inglés Translocase of the Inner Membrane). Una
vez en la matriz, una peptidasa de procesamiento mitocondrial elimina la secuencia sefal. Es
importante destacar que, aunque la traduccion inicia con metionina, este aminoacido suele ser
eliminado junto con la secuencia sefial, resultando en una proteina madura con un extremo N-

terminal diferente.

CITOSOL Estado desdoblado

Hsp 70

Secuencia de captacion-

%o, orientacion: matriz
",
%

Y

\

Tom 40\ Tom 20/22

0992999900000¢) | 10000¢ 1) ©0000( 10000000
o°°°°°°°°ooooo M 0000 1-{) 00000( )0000000

Tim 23/17

Tim 44

OQOOOOQOOOOOO ’ ‘ DQOOOOOOOOOO°°Q°°Q¢°O¢°O s
0000000000000 )00000000000000000000000

Proteasa j: Matriz Hsp70

de matriz r’;’:éi"’: Figura 5.14. Direccionamiento
mitocondrial con destino a la
matriz. Tomado de Murray et al.
(2007), con modificaciones.

Secuencia de direccion

El destino de las proteinas con destino al espacio intermembrana (como los citocromos) se
explica mediante dos modelos principales que explican como las proteinas alcanzan este
compartimento, la via no conservadora (p. €j., citocromo b2) y la via conservadora (p. €j.,
citocromo Cl1). Respecto a la via no conservadora, la proteina posee una secuencia sefial

bipartita. La primera parte dirige la proteina hacia el complejo TIM, pero una segunda secuencia
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de detencion de la transferencia (hidrofébica) impide que el resto del polipéptido entre a la
matriz. La proteina queda anclada a la membrana interna y, posteriormente, una proteasa corta
el dominio anclado, liberando la proteina soluble al espacio intermembrana. En la via
conservadora, la proteina ingresa completamente a la matriz, donde se elimina la primera
secuencia sefial. Esto expone una segunda secuencia de direccionamiento que redirige la
proteina desde la matriz hacia el espacio intermembrana a través de la membrana interna
(mecanismo similar al transporte de proteinas en bacterias, de ahi el nombre "conservador").

Las proteinas integrales de membrana de las mitocondrias requieren sefiales que detengan
su translocacion y faciliten su insercion lateral en la bicapa lipidica. Las proteinas de membrana
externa poseen sefiales de direccionamiento que no suelen ser escindidas. Las proteinas con
estructura de "barril beta" (como las porinas) son insertadas por el complejo de la maquinaria
de ensamblaje y destino (SAM, del inglés Sorting and Assembly Machinery) tras atravesar el
complejo TOM. Las proteinas de membrana interna contienen una secuencia sefal de
importacion seguida de segmentos de aminodcidos hidréfobos que actian como sefales de
parada. Dependiendo de la proteina, la secuencia sefial puede ser eliminada en la matriz antes
de que la proteina madura se inserte definitivamente en la membrana interna.

e Via secretora

La via secretora representa un sistema altamente dindmico de compartimentos
comunicados mediante transporte vesicular. Este sistema incluye el reticulo endoplasmatico
(RE), el aparato de Golgi (AG), los lisosomas y la membrana plasmatica. El flujo de proteinas
a través de esta via es esencial para la secrecion celular, la renovacion de la superficie celular y
la degradacion macromolecular (Figura 5.15).

A diferencia de las proteinas mitocondriales, las proteinas de la via secretora inician su
ingreso al RE de manera simultanea a su sintesis, proceso denominado translocacion
cotraduccional (Figura 5.16). Al emerger del ribosoma, una secuencia sefial hidrofobica es
reconocida por la particula de reconocimiento de la sefal (SRP). Esta ultima pausa
temporalmente la traduccion para evitar el plegamiento prematuro en el citosol. EI complejo
ribosoma-SRP se dirige a la membrana del RE rugoso (RER), donde se une al receptor de la
SRP. Esto facilita la transferencia del ribosoma a un canal proteico llamado translocon
(complejo Sec61). Con gasto energético, el translocén se abre y la sintesis se reanuda,

inyectando la cadena polipeptidica en el lumen del RE. Una peptidasa de la sefial escinde la
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secuencia orientadora, permitiendo que la proteina continte su elongacion y comience sus

primeras modificaciones quimicas, como la glicosilacion.
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Figura 5.15. Via secretora.
Tomado de Lodish ef al. (2000).
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El RE actiia como un centro de control de calidad estricto. Las chaperonas asisten en el
plegamiento correcto de las proteinas. Si una proteina se detecta como mal plegada, es
retrotranslocada al citosol. Alli, se somete a la poliubiquitininacién, una marca molecular que
la destina a la degradacion enzimatica en el proteasoma.

Si una proteina residente del RE alcanza accidentalmente el aparato de Golgi, es
reconocida por receptores especificos y devuelta al RE mediante vesiculas de transporte
retrogrado (Figura 5.15).

Las proteinas destinadas a la membrana plasmatica o a las membranas de los organulos no
se liberan al lumen, sino que quedan integradas en la bicapa lipidica durante la sintesis. Poseen
una secuencia de detencion de la transferencia (segmento hidrofoébico) que ancla la proteina a
la membrana. Dependiendo de la orientacion de la secuencia sefial, el extremo amino (N) o
carboxilo (C) puede quedar orientado hacia el citosol o hacia el lumen.

Las proteinas multipaso (politopicas) presentan multiples dominios transmembrana (como
los transportadores GLUT o receptores acoplados a proteinas G). Estos dominios se insertan de
manera consecutiva como "lazos", alternando regiones citosolicas y luminales (Figura 5.17).
Las modificaciones quimicas, como las cadenas de carbohidratos, se situan siempre hacia la

cara luminal (que posteriormente serd la cara extracelular).
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LDL Receptor de Rodopsina

transderrina
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Proteina de la
influenza HA
Receptor de
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Figura 5.17. Alternativas de las proteinas de membranas. Tomado de Lodish e a/. (2000).
Las proteinas correctamente plegadas viajan en vesiculas hacia la red cis-Golgi. A medida
que atraviesan las cisternas hacia la cara trans, sufren maduraciones complejas (remodelacion

de azucares, sulfatacion, etc.). Al salir del complejo, se clasifican segiin su destino: via

lisosdmica, exocitosis constitutiva o exocitosis regulada. Las proteinas marcadas para la via
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lisosdmica, cominmente con manosa-6-fosfato, se dirigen a los lisosomas para cumplir
funciones degradativas. Las proteinas de exocitosis constitutiva se transportan para el
mantenimiento de la membrana plasmatica y la matriz extracelular. En el caso de las proteinas
de exocitosis reguladas como la insulina o neurotransmisores, se almacenan en vesiculas de

secrecion y solo se liberan ante un estimulo especifico.

La insercion de proteinas en la membrana del RE es un proceso coordinado en el que los
segmentos hidrofobicos del polipéptido determinan su anclaje. Se pueden distinguir dos
categorias principales basadas en la complejidad de su translocacion:

1. Proteinas de un solo dominio transmembrana (bitopicas): estas proteinas, como la
glicoforina o el receptor de LDL, atraviesan la bicapa una sola vez (Figura 5.18). Presentan
una secuencia de detencion de la transferencia (stop-transfer), un segmento de
aproximadamente 20 aminoacidos hidrofobos. Cuando este segmento ingresa al translocon,
actiia como una sefial de anclaje que detiene el paso de la proteina hacia el lumen. El canal del
translocon se abre lateralmente, liberando el segmento hidrofébico hacia la bicapa lipidica,
donde queda anclado permanentemente. El resto de la cadena sigue sintetizdindose hacia el
citosol. Las modificaciones quimicas (como la glicosilacion) ocurren exclusivamente en el
dominio que queda dentro del lumen del RE, el cual correspondera posteriormente al dominio

extracelular.

Citosol
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Compuerta del
translocén
cerrada
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translocén ' A
abierta

oY an®

e‘*“‘/
N @ C
\/ Secuencia de

“Receptor de '’ detencién de
insulina transferencia

/< Secuencialtaciente

sefial Lumen del RE

Carbohidrato Figura 5.18. Proteina con un

dominio transmembrana.
Tomado de Lodish er al
(2000), con modificaciones.

2. Proteinas de multiples dominios transmembrana (politopicas): las proteinas como el
transportador de glucosa GLUT 1 (con 12 dominios) o los receptores acoplados a proteinas G
(con 7 dominios) requieren un mecanismo de insercion secuencial. La traduccion no se detiene;

en su lugar, el polipéptido presenta alternancia entre secuencias de sefial de inicio y de
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detencion. La primera secuencia contiene el inicio de la proteina. La siguiente detiene la
transferencia, formando un "lazo" que atraviesa la membrana. Este proceso se repite
sucesivamente, "tejiendo" la proteina en la bicapa a medida que el ribosoma avanza. Una vez
insertados, los dominios son estables. Las regiones luminales siempre estaran orientadas hacia
el interior de las vesiculas de transporte y, finalmente, hacia el exterior de la célula tras la fusion
con la membrana plasmatica (Figura 5.19).

Al concluir la traduccion del ultimo dominio, el complejo se disocia. El ribosoma alcanza
el codon de parada, se desprende del translocén y sus subunidades se reciclan. El ARNm es
degradado, finalizando el ciclo de produccién de esa unidad proteica. La proteina, ya anclada y
orientada, es empaquetada en vesiculas de COP II para iniciar su transito hacia el aparato de
Golgi, manteniendo siempre la orientacion establecida en el RE.

El translocon funciona como una "puerta inteligente" que decide, basdndose en la
hidrofobicidad, qué partes de la proteina deben ser segregadas al lumen (via secretora soluble)

y cudles deben permanecer integradas en la estructura lipidica (via de membrana).

Segunda secuencia de
detencion de la transferencia
Segunda
secuencia seial
de anclaje

Citosol

Insercién sc
Insercién

Yy

Primera . Primera secuencia
secuencia senal je detencion de la
Receptor de SRP  de anclaje transferencia
Lumen del RE

Figura 5.19. Proteina con varios dominios transmembrana. Tomado de Lodish ez a/. (2000), con modificaciones.

Ciclo de vida y degradacion proteica

La homeostasis celular requiere un equilibrio estricto entre la sintesis y la degradacion.
Una vez que la proteina ha cumplido su ciclo de vida o si presenta dafios estructurales, es
marcada (frecuentemente por ubiquitina) para su degradacion en el proteasoma o en los
lisosomas. Este proceso recicla la proteina en sus aminoécidos constituyentes, los cuales quedan
disponibles para una nueva sintesis proteica.

La degradacion citosolica mediada por el sistema ubiquitina-proteasoma es el principal

mecanismo de protedlisis citosolica para proteinas mal plegadas o aquellas cuya vida 1til ha
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concluido (control por proteolisis). La ubiquitina es una proteina pequefia y altamente
conservada presente en todos los eucariotas. El marcaje de una proteina diana ocurre a través
de una cascada enzimatica altamente especifica. En primer lugar, la enzima El activa la
ubiquitina mediante la formacidn de un enlace tioéster de alta energia, proceso dependiente de
ATP. La ubiquitina activada se transfiere a la enzima E2 (enzima conjugadora), que actia como
portadora del grupo ubiquitilo. La enzima E3 ligasa es la encargada del reconocimiento del
sustrato, identifica secuencias especificas en la proteina diana, como las cajas de destruccion
(senales de degradacion o degrones). La E3 cataliza la unién covalente de la ubiquitina a un
residuo de lisina de la proteina diana. Este proceso se repite sucesivamente hasta formar una
cadena de poliubiquitina, sefial conocida coloquialmente como "el beso de la muerte", que

etiqueta irreversiblemente a la proteina para su destruccion (Figura 5.20).

a —NH,
E1 E2 Proteina farget
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1] 2] 3] H
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El=enzima activadora de ubiquitina Tl)
E2=enzima conjugadora de P i
ubiquitina NH—C—
E3=ligasa de ubiquitina
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Figura 5.20. Degradacion proteica citosélica. a) Mecanismo

ub Ub o : :
- / 5| de  ubiquitinizacién. b) Proteosoma, complejo proteinasa
3 Ub multicatalitico. Tomado de Lodish er al (2000), con
Pél;tidos modificaciones.

Una vez poliubiquitinizada, la proteina es dirigida al proteasoma, una estructura
macromolecular cilindrica cuyos extremos reconocen la cadena de ubiquitina, la eliminan para
su reciclaje y despliegan la proteina diana utilizando energia de ATP. La proteina desplegada
ingresa al nucleo central o centro catalitico, donde diversas proteasas hidrolizan los enlaces
peptidicos. El proceso libera oligopéptidos cortos que luego son degradados por peptidasas
citosolicas hasta aminoacidos libres.

Un aspecto clave de este sistema es su reversibilidad parcial, las moléculas de ubiquitina

no se degradan dentro del proteasoma. Son liberadas por enzimas desubiquitinizantes antes de
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la proteolisis del sustrato, permitiendo que regresen a su estado nativo y queden disponibles
para un nuevo ciclo de marcaje.

Por otra parte, la degradacion lisosomal se lleva a cabo dentro del lumen lisosomal. Los
lisosomas se forman por proteinas y por enzimas hidroliticas provenientes del aparato de Golgi.
En el interior de los lisosomas el pH es acido (4.8 a 5.0), crucial para la actividad de las enzimas
proteoliticas denominadas catepsinas. Estas proteasas son responsables de la hidrolisis de los
enlaces peptidicos, degradando las proteinas hasta sus aminodcidos constituyentes para su
posterior reciclaje en el citosol.

Dependiendo del origen del material a degradar, se distinguen dos procesos fundamentales:
la via heterofagica y la autofagica. La via heterofagica o endocitosis se activa para procesar
macromoléculas provenientes del medio extracelular. Las proteinas como las lipoproteinas de
alta densidad o HDL y otras Lp son capturadas mediante endocitosis mediada por receptores.
Las vesiculas resultantes (endosomas) se fusionan con los lisosomas para la digestion del
material capturado. Permite la adquisicion de nutrientes y la regulacion de los niveles de lipidos
y proteinas plasmaticas.

La via autofagica es el proceso de degradacion de componentes propios de la célula
(sustratos intracelulares). Los componentes celulares obsoletos o dafiados, como porciones de
la membrana plasmatica, receptores hormonales internalizados o ribosomas, son aislados por
membranas del RE para formar un autofagosoma, que posteriormente se fusiona con el
lisosoma. Es vital para la homeostasis celular, el recambio de orgdnulos y la respuesta ante

situaciones de ayuno o estrés metabolico.

REGULACION DE LA TRADUCCION

La célula ha desarrollado mecanismos sofisticados para acoplar la sintesis proteica a la
disponibilidad de cofactores esenciales, evitando el gasto energético innecesario. Este control
se ejerce principalmente en la etapa de iniciacion, ya sea de forma global o sobre mensajeros
especificos.

Un ejemplo es el control global mediado por fosforilacion del factor elF2 se da en los
precursores de los eritrocitos (reticulocitos). Existe un control estricto para asegurar que la
sintesis de globina sea estequiométricamente proporcional a la disponibilidad del grupo hemo
(Figura 5.21). El factor de iniciacion elF2 unido a GTP escolta al met-ARNt; al ribosoma. Tras

la hidrolisis de GTP a GDP, el factor debe intercambiar el nucledtido para reactivarse. Ante la
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ausencia de hierro o grupo hemo, se activa una quinasa especifica (HRI) que fosforila la
subunidad alfa de elF2. En consecuencia, el factor elF2 fosforilado queda secuestrado en un
complejo inactivo con su factor de intercambio (eIF2B), impidiendo la regeneracion de elF2-
GTP. Esto provoca una inhibicion generalizada del inicio de la traduccion en la célula; las
cadenas ya iniciadas finalizan su elongacion, pero no se pueden ensamblar nuevos complejos
de iniciacion.

A diferencia del control global, la sintesis de la ferritina (proteina encargada del
almacenamiento de hierro) se regula de manera selectiva mediante estructuras en la region no
traducida (UTR). El ARNm de la ferritina posee una estructura de bucle denominada elemento
de respuesta al hierro (IRE) localizada en su extremo 5' UTR. Cuando los niveles de hierro son
bajos, una proteina reguladora (IRP) se une al IRE con alta afinidad. Esta unién actia como un
impedimento fisico que bloquea el escanco de la subunidad menor del ribosoma, impidiendo
que alcance el coddn de inicio. No se sintetiza ferritina, ya que no hay hierro excedente para
almacenar. Al aumentar la concentracion de hierro citosolico, este se une directamente a la IRP,
provocando un cambio conformacional que le hace perder su afinidad por el ARNm. Al
liberarse el IRE, el extremo 5' queda disponible para la maquinaria de traduccidn, permitiendo

la sintesis de ferritina de forma proporcional a la carga de hierro.
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En la Figura 5.22 se resumen los niveles de regulacion de la expresion génica en
eucariotas.
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expresion génica en eucariotas.

METODOS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DE PROTEINAS

Esta seccion se encuentra en la seccion de fundamento tedrico del Taller y TP 4.
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TALLER Y TRABAJO PRACTICO n.’ 4: ANALISIS DE PROTEINAS

El estudio de las proteinas es fundamental para comprender los procesos celulares y
moleculares que sustentan la vida. En el laboratorio de Biologia Molecular, las técnicas de
electroforesis de proteinas y Western blot constituyen herramientas esenciales para el analisis,
la separacion e identificacion de proteinas.

La electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) permite separar las proteinas segiin
su tamafo, aplicando un campo eléctrico que impulsa su migracién a través de una matriz
porosa. Esta técnica posibilita observar la pureza, el peso molecular y el perfil proteico de una
muestra bioldgica.

La técnica de Western blot combina la separacion electroforética con la deteccion
inmunologica, utilizando anticuerpos especificos que reconocen proteinas de interés. Esta
metodologia es ampliamente empleada en investigacion biomédica, diagndstico molecular y
biotecnologia, ya que permite confirmar la presencia y cuantificar la expresion de determinadas
proteinas.

Ademas de su valor analitico, estas técnicas ofrecen a los estudiantes la oportunidad de
integrar conocimientos sobre la estructura y funcion proteica, técnicas experimentales y andlisis
de resultados, fortaleciendo su comprension de los mecanismos moleculares que regulan la

vida.

OBJETIVOS
Los objetivos del taller n.’ 4 son:

e Comprender el fundamento del método colorimétrico de Bradford para la determinacion
de la concentracion proteica en muestras bioldgicas reflexionando sobre su importancia
como paso previo en procedimientos experimentales en biologia molecular.

e Comprender los principios tedricos que sustentan las técnicas basicas de aislamiento y
separacion de proteinas como SDS-PAGE y Western blot.

e Reconocer la importancia del uso de anticuerpos especificos en la deteccion
inmunologica de proteinas.

e Interpretar esquemas y resultados de electroforesis y transferencia de proteinas y
reflexionar sobre la aplicacion de estas técnicas en la investigacion biomédica y

biotecnoldgica.
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Los objetivos del TP n.” 4 son:

e Conocer y utilizar correctamente la curva estdndar de albumina sérica bovina (BSA)
para cuantificar proteinas desconocidas.

e Realizar un gel de poliacrilamida, sembrar muestras proteicas y ejecutar el proceso de
electroforesis (SDS-PAGE) siguiendo normas de seguridad y precision técnica.

e Aprender sobre la transferencia de proteinas desde el gel a una membrana y su deteccion
mediante anticuerpos.

e Analizar e interpretar los resultados espectrofotométricos y electroforéticos obtenidos.

FUNDAMENTO TEORICO DE LA EXTRACCION DE PROTEINAS

La extraccion de proteinas es una etapa fundamental en los estudios de biologia molecular
y bioquimica, ya que permite aislar las moléculas de interés desde tejidos, cultivos celulares o
microorganismos. El método de extraccion depende de la localizacion celular de las proteinas,
pudiendo clasificarse en proteinas intercelulares, extracelulares y de transmembrana, ya que
cada tipo presenta propiedades fisicoquimicas diferentes que requieren condiciones de ruptura
y solubilizacion especificas.

Las proteinas intracelulares, citoplasmaticas y nucleares se encuentran dentro de la célula,
principalmente en el citoplasma o asociadas a organulos y estructuras internas. Estas proteinas
suelen ser hidrosolubles y relativamente faciles de extraer con buffers acuosos suaves. El
procedimiento general de extraer este tipo de proteinas conlleva una serie de pasos
fundamentales:

1. Ruptura celular, se realiza por métodos fisicos (sonicacion, homogeneizacion, presion)
o quimicos (detergentes suaves, lisis alcalina) para liberar el contenido interno. La
adicion de buffers ayuda a liberar las proteinas intracelulares del interior de la célula sin
alterar significativamente su estructura ni su funcion.

2. Extraccion, para ello se utilizan buffers, los mas comunes son el Tris-HCI y fosfatos
conteniendo sales (NaCl, KCI), agentes quelantes (EDTA) y a menudo inhibidores de
proteasas para evitar la degradacion.

3. Centrifugacion, se separan los restos celulares insolubles del sobrenadante que contiene
las proteinas solubles.

4. Almacenamiento o purificacién posterior segin el analisis (Bradford, SDS-PAGE,

Western blot, entre otros).
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Las proteinas extracelulares se secretan al medio de cultivo o espacio extracelular, y suelen
estar implicadas en procesos de comunicacion, sefalizacion o digestion enzimatica. Se trata de
proteinas faciles de aislar al no requerir ruptura celular, pero pueden necesitar pasos adicionales
de concentracion y purificacion. El procedimiento general para extraer este tipo de proteinas
conlleva los siguientes pasos:

1. Recoleccion del medio extracelular o sobrenadante del cultivo.

2. Concentracion de proteinas debido a que suelen encontrarse en baja concentracion. Se
puede realizar por precipitacion con acido tricloroacético o sulfato de amonio, filtracion,
o ultrafiltracion.

3. Didlisis o intercambio de buffer para eliminar sales o compuestos interferentes.

4. Analisis o purificacion mediante técnicas cromatograficas o electroforéticas.

Las proteinas transmembrana estan ancladas a la bicapa lipidica, lo que les confiere
regiones hidrofobicas dificiles de solubilizar. Son esenciales en transporte, sefializacion y
reconocimiento celular, pero su extraccion es la mas desafiante. Su manejo requiere equilibrio
entre solubilizacion y conservacion de la estructura nativa, ya que los detergentes fuertes
pueden desnaturalizarlas. El procedimiento general para extraer las proteinas transmembrana
son:

1. Aislamiento de fracciones de membrana mediante centrifugacion diferencial o
ultracentrifugacion.

2. Solubilizacién utilizando buffers especificos conteniendo detergentes como el Triton X-
100, SDS, CHAPS o NP-40, que reemplazan los lipidos alrededor de las proteinas y las
mantienen estables en solucion. Los buffers también contienen agentes reductores y
estabilizantes como el B-mercaptoetanol o glicerol.

3. Eliminacion del detergente por dialisis o resinas especificas antes de los analisis

estructurales o funcionales.

FUNDAMENTO TEORICO DE LA CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES
POR EL METODO DE BRADFORD

La cuantificacion de proteinas totales es un paso fundamental en los procedimientos de
analisis bioquimico y molecular, ya que permite conocer la concentracion proteica presente en
una muestra antes de realizar ensayos posteriores, como electroforesis o reacciones enzimaticas

o técnicas mas complejas como Western blot. Cuantificar las proteinas totales garantiza la
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normalizacidn de las muestras, condicion indispensable para comparar resultados entre distintos
tratamientos o condiciones experimentales. La eleccion del método de cuantificacion depende
del tipo de muestra, la concentracion esperada de proteinas y los reactivos presentes en el
medio. Existen diferentes métodos de cuantificacion proteica, cada uno con fundamentos
quimicos distintos y niveles variables de sensibilidad y compatibilidad. Entre los mas utilizados
se encuentran el método de Bradford (Bradford, 1976); el método del biuret (Gornall et al.,
1949); el método de Lowry (Lowry et al., 1951); y el método del 4cido bicinconinico (BCA)

(Smith et al., 1985).

El método de Bradford es uno de los procedimientos colorimétricos mas utilizados para la
cuantificacion rapida y sensible de proteinas, ideal para analisis rapidos, muestras diluidas y
entornos docentes, donde la sencillez y la rapidez son prioritarias. En el contexto de la Biologia
Molecular, la cuantificacion mediante Bradford se utiliza frecuentemente como paso previo a
la electroforesis en SDS-PAGE o Western blot, permitiendo igualar la cantidad de proteina
cargada en cada carril del gel. Esto asegura comparaciones validas entre muestras y evita
interpretaciones erroneas en la deteccion de proteinas especificas. En cambio, los métodos de
Lowry o BCA pueden ser preferibles en contextos donde se requiera mayor exactitud
cuantitativa o tolerancia a interferencias quimicas. Por ello, el método que se utilizara en el TP
es el método de Bradford

El método de Bradford se basa en la interaccion del colorante Coomassie Brilliant Blue
G-250 con las proteinas bajo condiciones acidas. Este colorante existe en tres formas: cationica
(roja), neutra (verde) y anidnica (azul). En ausencia de proteinas predomina la forma catiénica,
que absorbe a 465 nm; sin embargo, al unirse a los residuos basicos (arginina, lisina, histidina)
e hidrofobicos de las proteinas, se estabiliza la forma anidnica azul, cuyo maximo de absorcion
ocurre a 595 nm. La intensidad del color azul desarrollado es directamente proporcional a la
concentracion de proteinas en la muestra, dentro de un rango lineal definido. Mediante una
curva estandar, construida generalmente con albumina sérica bovina (BSA) como proteina
patron, es posible interpolar la concentracion de proteinas desconocidas.

A continuacion, se detallan las multiples ventajas de usar el método de Bradford en
laboratorios de docencia e investigacion:

e Esrépido; el color se desarrolla en menos de 10 minutos.
e Requiere bajo volumen de muestra y reactivos econdmicos.

e Posee alta sensibilidad, detectando concentraciones tan bajas como 1 pg/mL.
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e Es compatible con la mayoria de los buffers biologicos, salvo aquellos con
detergentes como SDS en concentraciones elevadas.

e FEl color resultante es estable por varios minutos, lo que permite lecturas precisas
en espectrofotometro.

No obstante, el método presenta algunas limitaciones. La respuesta del colorante varia
segun la composicion aminoacidica de las proteinas, por lo que diferentes proteinas pueden
producir curvas con pendientes distintas. Ademas, compuestos como detergentes, acidos fuertes
o altas concentraciones de sales pueden interferir con la union del colorante.

El método del biuret es uno de los mas antiguos. Se basa en la formacién de un complejo
violeta entre los enlaces peptidicos de las proteinas y los iones ctpricos en medio alcalino. Es
un método simple, reproducible y con pocas interferencias; sin embargo, su sensibilidad es baja,
detecta por encima de 1 mg/mL de proteinas.

El método de Lowry se basa en la reaccion de Folin—Ciocalteu y combina la reaccion del
biuret con la reduccion del reactivo de Folin por residuos aromaticos como la tirosina y el
triptéfano. Este método posee alta sensibilidad y estabilidad, pero es un procedimiento largo y
susceptible a interferencias por compuestos reductores, detergentes y tampones.

El método del BCA es similar al de Lowry, utiliza la reduccion de Cu** a Cu’ por las
proteinas, y este Ultimo reacciona con el BCA formando un complejo purpura medible a 562
nm. Es un método de amplio rango lineal, alta estabilidad del color, y mayor compatibilidad
con detergentes, pero su costo y tiempo de incubacion son mayores a los del método de

Bradford, lo que excede a un TP en un entorno docente.

FUNDAMENTO TEORICO DE LA ELECTROFORESIS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

La electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante es una técnica que separa
proteinas seglin su peso molecular. Las muestras se mezclan con dodecil sulfato de sodio (SDS),
un detergente anionico que desnaturaliza las proteinas y les confiere una carga negativa
proporcional a su longitud. Al aplicar un campo eléctrico, las proteinas migran a través del gel
de poliacrilamida, cuya concentracion define el tamafio de los poros y, por lo tanto, la resolucion
de separacion. Las proteinas mas pequefias migran mas rapidamente que las de mayor peso
molecular.

Tras la corrida, las bandas se revelan mediante colorantes como Coomassie Brilliant Blue o
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nitrato de plata, permitiendo observar el perfil proteico, evaluar la pureza de una muestra o
estimar pesos moleculares mediante la comparacién con un marcador estandar.

La técnica de la electroforesis se desarrollo en la década de 1940 y, desde entonces, ha
evolucionado hasta convertirse en una herramienta fundamental y accesible para cualquier
laboratorio de biologia. Su principio basico consiste en el movimiento de moléculas cargadas
eléctricamente a través de un medio, como un gel, cuando se aplica un campo eléctrico. La
velocidad con la que estas moléculas migran depende de su carga eléctrica, forma y tamafio, lo
que permite separarlas y analizarlas con gran precision.

En el caso de las proteinas, su carga eléctrica estd determinada por los grupos ionizables
presentes en su estructura, los grupos amino y carboxilo terminales y las cadenas laterales de
algunos aminoacidos. Cuando el pH del medio disminuye, grupos como el amino, el guanidinio
e imidazol se ionizan, lo que aumenta la carga positiva de la proteina. Por el contrario, si el pH
aumenta, los grupos carboxilo se ionizan, lo que otorga a la proteina una carga negativa. Cada
proteina posee un valor de pH especifico en el que su carga neta es cero; a este punto se le
conoce como punto isoeléctrico (pI). Comprender este concepto es esencial para explicar como
migran las proteinas en distintos sistemas electroforéticos.

Los acidos nucleicos también son moléculas cargadas, pero a diferencia de las proteinas,
su carga proviene del esqueleto fosfato de la molécula, que aporta dos cargas negativas por
nucleotido a pH fisiologico. Por este motivo, mantienen una relacion carga/masa constante, lo
que implica que su migracion en el campo eléctrico depende principalmente de su tamafio.

La velocidad de migracion (v) de cualquier molécula en un sistema electroforético depende
de tres factores principales:

o E:laintensidad del campo eléctrico aplicado,
e q: la carga neta de la molécula,
» f:el coeficiente de friccion, que expresa la resistencia al movimiento y esta influenciado
por la viscosidad del medio (1) y el tamafio de la particula (radio de Stokes, r).
Este fundamento fisico explica por qué las moléculas mas pequefias o con mayor carga

migran mas rapido que las mas grandes o con menor carga.

E x
V= 1
f

donde v es la velocidad a la que se mueve la molécula; E es la intensidad del campo
eléctrico en V/cm; q es la carga de la molécula y f es el coeficiente de friccion.

f=6nllxr
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donde n es la viscosidad del medio y r es el radio de Stokes para moléculas esféricas
Separacion molecular por electroforesis

Cuando se mantienen constantes la intensidad del campo eléctrico y la viscosidad del
medio, la velocidad de migracién de una molécula en un sistema electroforético depende
principalmente de su relacion carga/masa. Este principio es la base de las técnicas
electroforéticas: permiten separar moléculas seglin sus diferencias en dicha relacion.

En el caso de los 4cidos nucleicos, la situacion es sencilla, ya que poseen una relacion
carga/masa constante debido a la presencia de grupos fosfato cargados negativamente a lo largo
de su estructura. Esto implica que su separacion en un gel electroforético ocurre exclusivamente
en funcioén del tamafo molecular, siendo las moléculas mas pequefias las que migran mas
rapido.

En cambio, las proteinas presentan mayor complejidad, ya que su carga varia segin la
composicion de aminoacidos y el pH del medio. Para resolver este problema y lograr una
separacion dependiente solo del tamafo, se utiliza el detergente SDS. Este compuesto
desnaturaliza las proteinas al romper sus estructuras terciarias y secundarias y unirse a ellas
confiriéndoles una carga negativa uniforme. Asi, la relacion carga/masa se mantiene constante,
lo que permite que la separacion dependa tnicamente del tamafio de la proteina, de forma
analoga a lo que ocurre con los acidos nucleicos.

La electroforesis puede realizarse sobre diferentes soportes, que funcionan como matrices
a través de las cuales migran las moléculas. Algunos ejemplos incluyen:

e Soportes s6lidos: como papel o acetato de celulosa (actualmente no son muy utilizados).

e Soportes en gel: como almidon (actualmente en desuso), agarosa o poliacrilamida.

Proceso de SDS-PAGE: realizacion del gel de poliacrilamida

La eleccion del soporte dependera del tipo de molécula que se desee separar y del nivel de
resolucion requerido. Uno de los mas utilizados en investigacion son los geles de
poliacrilamida, que son quimicamente inertes y faciles de preparar. El gel de poliacrilamida es
el resultado de la polimerizacion quimica de una mezcla de acrilamida y bisacrilamida. La
acrilamida es un mondémero que forma polimeros lineales y la bisacrilamida forma enlaces
cruzados entre las cadenas de acrilamida (Figura 5.23). Al variar las concentraciones de estos

componentes y su proporcion, se obtienen geles con diferentes tamafios de poro (siempre
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menores que los poros de los geles de agarosa) adecuados para separar moléculas de distintos

tamanos.

(<) NH,
i

CH,
acrilamida

persulfato

+ S:0:* 2:805

o]
%cu, TEMED

NH

0, NH
T\

CH,

N,N’-metileno-bis(acrilamida) Poliacrilamida (vista parcial)

Figura 5.23. Reaccion de polimerizacion de la acrilamida. Los catalizadores, como la amina TEMED, permiten la
polimerizacién y la bis-acrilamida permite la generacién de enlaces cruzados para la generacion de los poros del gel, aporta
reticulacién al polimero, regulando su rigidez y porosidad. Tomado de Biomodel UAH con modificaciones.

Ademads de mezclarse las soluciones de acrilamida/bisacrilamida, con el buffer Tris-HCI,
SDS, agua destilada, se anade el sistema iniciador de polimerizacién formado por el persulfato
de amonio (APS) y N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED). Ambos compuestos son
agentes esenciales para la polimerizacion del gel de poliacrilamida y actiian en conjunto para
generar los radicales libres necesarios que inducen la formacion del polimero de acrilamida y
bisacrilamida, que constituye la matriz del gel.

Una de las principales ventajas de los geles de poliacrilamida es su alta reproducibilidad:
las variaciones entre geles son minimas, a diferencia de lo que ocurre con los geles de agarosa.
Ademas, su elevada resolucion permite la separacion de fragmentos de ADN que difieren tan
solo en un par de bases, lo que los convierte en una herramienta indispensable para andlisis
detallados en Biologia Molecular.

Tamario de poro del gel

La determinacion del tamaio del poro del gel de poliacrilamida se determina ajustando dos
parametros: contenido total de solidos (%T) y la relacion de bisacrilamida:acrilamida (%C).

El %T es la relacion de la suma de acrilamida y bisacrilamida en solucidon expresada como
% p/v. A medida que el %T aumenta, el tamafio del poro disminuye.

g (acrilamida + bisacrilamida)x 100
100 mL

%T =
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El %C es la relacion de bisacrilamida con relacion a la suma de acrilamida y bisacrilamida.
Por encima y por debajo del 5 %, el tamafio del poro aumenta. Es necesario aclarar que el
aumento del % de bisacrilamida resulta en un gel mas fuerte, lo cual es una ventaja cuando se

trabaja con geles de acrilamida de bajo porcentaje

g (bisacrilamida)x 100

0 =
e g (acrilamida + bisacrilamida)

Sistema de electroforesis

Segun el tipo de sistema utilizado, la electroforesis puede ser continua o discontinua, y la
diferencia principal radica en la composicion de los buffers y el tipo de gel empleados. En la
electroforesis continua se utiliza un solo buffer con la misma composicion y pH tanto en el gel
como en la cuba de electroforesis. No presenta una fase de concentracion (stacking). Las
muestras migran directamente desde el pocillo al gel, lo que puede generar bandas mas difusas
y una resolucion menor. Se usa principalmente en separaciones simples o preparativas, donde
no se requiere alta definicion de bandas.

Por otra parte, en la electroforesis discontinua se utilizan dos buffers diferentes (por
ejemplo, Tris-HCI a distintos pH) y dos geles con distinta concentracion de acrilamida. Se
realizan dos geles: un gel concentrador o espaciador o apilador (stacking gel) y un gel separador
o resolvente. El gel concentrador es de menor pH y concentracion (entre 4 — 5 %) por lo que le
tamafio del poro es mayor. Esto asegura la migracion de todas las proteinas en una misma linea
antes de entrar al gel separador.

El gel separador es de mayor pH y concentracion de acrilamida (entre 7 — 15 %), donde
ocurre la separacion de las proteinas. La diferencia de pH y conductividad entre ambas fases
provoca un efecto de apilamiento, concentrando las proteinas en una linea muy fina en el gel
concentrador antes de ingresar al gel separador. Esto permite obtener bandas nitidas y bien
definidas, con alta resolucion en la separacion segun el peso molecular. En este contexto, el
sistema SDS-PAGE de Laemmli (Laemmli, 1970) es ampliamente utilizado en analisis de
proteinas.

Proceso de SDS-PAGE: tratamiento de las muestras antes de su siembra
Antes de sembrar las muestras en el gel, se mezclan con buffer de carga (Laemmli buffer).

Este buffer contiene SDS que desnaturaliza las proteinas, y ademas puede tener [-
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mercaptoetanol o DTT que rompe los puentes disulfuro, glicerol que aumenta la densidad para
que la muestra se deposite facilmente en los pocillos, y azul de bromofenol que actia como

marcador de frente de migracion. En algunos casos, la mezcla del buffer de carga con la muestra

se calienta a 95 °C durante 3 a 5 minutos para desnaturalizar completamente las proteinas.

Proceso de SDS-PAGE: corrida electroforética

Para controlar el pH y la fuerza idnica, durante la electroforesis el gel debe estar saturado
con un buffer. La corriente del campo eléctrico sera conducida por las moléculas de la muestra
y por los iones del buffer que satura el soporte. El pH de los buffers escogidos debe permitir
que los compuestos que se deseen separar presenten una carga global positiva o negativa de tal
forma que se dirijan hacia el catodo o dnodo mientras transcurre la electroforesis.

En el sistema clasico de Laemmli, el buffer de corrida contiene Tris-HCI, SDS y glicina.
El SDS es indispensable para mantener las condiciones de desnaturalizacion y carga uniforme
durante toda la electroforesis. Una molécula de SDS se une cada 2 residuos aminoacidicos, por
lo que las proteinas adquieren carga neta negativa y una relacion carga/masa constante. Esto
mantiene la desnaturalizacion de las proteinas, asegura que migren desplegadas en su
conformacion lineal e también impide la agregacion proteica en el campo eléctrico. Todo ello
contribuye a que la separacion dependa exclusivamente de la masa molecular, no de la forma
ni de la carga intrinseca.

La glicina desempefia un papel esencial para garantizar la correcta resolucion de las
proteinas durante la electroforesis. Su contribucion se basa en los cambios de ionizacion que
experimenta segun el pH de cada fase del gel, lo que influye directamente en la distribucion del
campo eléctrico y en el comportamiento migratorio de las proteinas tratadas con SDS. Durante
la corrida, las proteinas ingresan primero al gel apilador, donde el pH reducido (= 6,8) mantiene
a la glicina en una forma mayormente zwitterionica, con carga neta cercana a cero. En estas
condiciones, la glicina se comporta como un ion movil lento, mientras que el cloruro procedente
del Tris-HCI del gel actiia como ion rapido. Esta diferencia de movilidad i6nica genera una
discontinuidad en la conductividad del sistema, produciendo un espacio de bajo voltaje en el
que las proteinas, uniformemente cargadas por el SDS, quedan confinadas y se agrupan en una
banda estrecha. Este proceso, denominado apilamiento, aumenta significativamente la nitidez

inicial de las muestras.
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Cuando la corriente alcanza el gel separador, cuyo pH es mas alcalino (= 8,8), la glicina
adquiere una mayor ionizacioén negativa y su movilidad aumenta de forma abrupta. Este cambio
elimina la discontinuidad idnica que caracterizaba al gel apilador, lo que disipa el efecto de
apilamiento. A partir de este punto, las proteinas migran segun su tamafo, desplazdndose a
través de la matriz de poliacrilamida con una resolucion definida.

De esta manera, la glicina cumple la funcion critica de modular el campo eléctrico a lo
largo del gel, permitiendo que la separacion electroforética se inicie con un apilamiento
eficiente y continie con una migracion diferenciada por peso molecular. Sin su presencia y
comportamiento diferencial en cada region del gel, no seria posible alcanzar la alta resolucion
que caracteriza al SDS-PAGE.

En estas condiciones desnaturalizantes, la movilidad electroforética es inversamente
proporcional al tamafio de la proteina, de forma que se puede establecer una correlacion
negativa entre el logaritmo de la masa molecular de la proteina o péptido y su Rf (coeficiente
de movilidad relativa). La movilidad de cualquier especie molecular puede determinarse por su
Rf, que es el resultado de dividir el recorrido de la especie molecular por el recorrido del frente
electroforético. De esta forma, se puede calcular la masa molecular de diferentes proteinas
cuando se dispone de patrones de tamafio conocido que son separados en la misma
electroforesis.

Equipo electroforético

La técnica de PAGE requiere un conjunto de instrumentos y materiales disefiados para
permitir la polimerizacion del gel, la carga de muestras y la migracion eléctrica controlada de
las proteinas. El correcto armado y uso del equipo es esencial para obtener resultados
reproducibles y seguros en el laboratorio. Los elementos y su funcion se detallan en la Figura
5.24. Ademas de los componentes que se mencionan en esta figura, se debe mencionar a los
geles de poliacrilamida y el buffer de corrida o buffer de electroforesis, soluciéon conductora
que se coloca en la cuba. Este buffer, compuesto por Tris-Glicina-SDS, mantiene el pH y la
conductividad durante el proceso. También se debe anadir los recipientes y cubetas donde se
tratardn los geles luego de la corrida electroforética, cubetas para fijar, tefiir geles para visualizar

las bandas.
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el de poliacrilamida

Figura 5.24. Sistema eletroforético. 1. Sistema de placas de

vidrios: consta de dos placas de vidrio, una méas corta y otra

1 Gel Concentrador mas larga, entre las cuales se prepara el gel de poliacrilamida.
T Se sellan con separadores de goma o teflon para evitar fugas
durante el vertido del gel. El vidrio mas largo tiene

separadores, tiras de material plastico o de goma que

determinan el espesor del gel (de 0,75 a 1,5 mm). 2. Peine

(verde): se inserta durante la polimerizacién del gel apilador

- | para formar los pocillos donde se depositaran las muestras. 3.
= Celda de electroforesis: dispositivo principal que sostiene las
3 i

2

placas de gel. Tiene dos compartimientos, superior (catodo) e
inferior (4nodo), conectados por el gel. En cada uno se coloca
[ 6 el tampon de corrida. 4. Cuba electroforética: contiene el
sistema gel-buffer—electrodos y proporcionar un campo
eléctrico uniforme que permita la separacién de moléculas
~Teel cargadas de manera precisa, segura y reproducible. 5. Bandeja
.o de carga: sostiene cuando se carga el gel. 6. Fuente de poder:
B genera el campo eléctrico que impulsa el movimiento de las
proteinas a través del gel. Permite ajustar el voltaje y la
intensidad de la corriente durante la corrida.

w

Proceso de SDS-PAGE: fijacion y tincion de proteinas en geles de poliacrilamida

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas separadas en el gel de poliacrilamida no
son visibles a simple vista. Por ello, es necesario realizar un proceso de fijacion y tincion, que
permite inmovilizar las proteinas en el gel y conservar la integridad del patrén obtenido y
visualizar las bandas proteicas mediante un colorante.

El objetivo de la fijacion de los geles es detener la migracion electroforética, eliminar el
detergente (SDS) y las sales, e inmovilizar las proteinas dentro de la matriz del gel para evitar
su difusion. Para ello, se retira cuidadosamente el gel del sistema de electroforesis y se lo coloca
en una bandeja o recipiente con solucion fijadora, que cominmente contiene metanol (40-50
%), acido acético glacial (10 %) y agua destilada (hasta completar el volumen). Se incuba el
gel en esta solucion por 30 a 60 minutos con agitacion suave, pudiendo cambiar la solucion de
fijacion para mejorar la eliminacion del SDS. Como resultado, las proteinas quedan fijas en la
matriz del gel, listas para ser tefiidas.

La tincion del gel permite visualizar las bandas proteicas mediante un colorante que se une
selectivamente a las proteinas. Los métodos mas comunes son la tincion con azul de Coomassie
Brilliant Blue R-250 o0 G-250 y la tincidn con plata (silver staining) (Figura 5.25). En el método
del Coomassie Brilliant Blue R-250 o G-250, el gel fijado se sumerge en la solucion de tincion,
compuesta por Coomassie Brilliant Blue R-250 o G-250 0,1 % (p/v), metanol 40-50 % y acido
acético glacial 10 %. Se incuba por una o dos horas con agitacion constante hasta que el gel se

tifle completamente. Como resultado, el colorante se une a las proteinas mediante interacciones
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hidrofobicas y fuerzas electrostaticas. Luego de la tincidn, es necesario realizar un paso de
decoloracion para remover el exceso de colorante no unido al gel, dejando unicamente las
bandas correspondientes a las proteinas. El gel se puede lavar varias veces con solucion de
decoloracion (metanol 40 % y &cido acético 10 %) o con otro buffer hasta que el fondo del gel
quede transparente y las bandas proteicas nitidas y bien definidas (Figura 5.25a). La
sensibilidad de este método de tincion es menor a la de la plata; se puede detectar como minimo

0,1 pg de proteina aproximadamente.

El método de tincion con sales de plata se basa en la unién del nitrato de plata a los grupos
funcionales (sulfhidrilos, carboxilos y aminos) de las proteinas. Durante el proceso de revelado
con una solucién reductora como el formaldehido en carbonato de sodio, los iones de plata se
reducen a plata metélica, generando bandas oscuras visibles sobre un fondo transparente
(Figura 5.25b). Este proceso se detiene con acido acético diluido. Con la tincidn con plata se
puede detectar como minimo 1 ng de proteina; es 100 veces més sensible que el método del
Coomasie. Sin embargo, este método de tincién es mas laborioso porque implica varios pasos
de sensibilizacion, impregnacion con nitrato de plata y revelado con formaldehido. Por este

motivo, se lo utiliza cuando la cantidad de proteina es baja.

a . b
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b
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Figura 5.25. Geles teiiidos con los métodos mas comunes. a. Gel tefiido con azul de
Coomasie Brilliant Blue R-250 o G-250. La sensibilidad de este método es de 0,1 ng de
proteinas. b. Gel teiido con sales de plata. La sensibilidad de este método es de 1 ng de
proteinas.

Proceso de SDS-PAGE: interpretacion de resultados mediante el calculo del Rf

Para cuantificar la migracion de las proteinas en el gel, se utiliza el factor de retardo o Rf
(Relative front). El andlisis del Rf es una herramienta sencilla y poderosa para interpretar los
resultados de electroforesis, vinculando la movilidad con el tamafio de las proteinas y
facilitando su identificacion y comparacion experimental. El Rf es un valor adimensional que

permite comparar la movilidad de las proteinas en distintos geles o corridas y se calcula:
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Distancia migrada por la proteina
Rf =

Distancia migrada por el frente del colorante

Donde la distancia migrada por la proteina significa la longitud desde el pocillo de carga
hasta el centro de la banda; y la distancia migrada por el frente del colorante significa la longitud
desde el pocillo hasta la linea final del marcador de corrida. Los Rf bajo, cercanos a 0,
representan proteinas de mayor tamafio molecular, que migran lentamente a través del gel. Los
Rf altos, cercanos a 1, representan proteinas mas pequeias, que se desplazan mas rapidamente
hacia el extremo positivo.

Aplicando el célculo del Rf y utilizando la masa relativa de los pesos moleculares
conocidos del patrén de proteinas, se construye una curva de calibracion (log Mr vs. Rf) que
sirve para interpolar el peso molecular de proteinas desconocidas (Figura 5.26). Ademas,
permite verificar similitudes o diferencias en los perfiles proteicos e identificar la presencia o

ausencia de una proteina de interés.

©)

Miosina 200.000 -
Proteina
desconocida

)

B-galactosidasa 116.250
Glicogen fosforilasa b  97.400
Albumina sérica bovina 66.200

log M:

Ovalbimina 45.000

Anhidrasa carbénica 31.000

Inhibidor de tripsina de soja  21.500
Lisozima 14.400

b - — -

® J
Patrén de Proteina
proteinas desconocida
conocidas
Figura 5.26. Calculo del Rf. a. Esquema de un gel tefiido con azul de Coomasie Brilliant,
en la calle 1 se representa un marcador molecular de patrén de proteinas conocidas; en la
calle 2 se representa una proteina con peso molecular desconocido. b. Curva de calibracién
construida por el peso molecular de las proteinas conocidas del patrén y la migraciéon
relativa (Rf) de estas.

Migracion relativa (Rf)

Consideraciones de seguridad al trabajar con poliacrilamida

La poliacrilamida en solucién no polimerizada constituye un agente neurotoxico y debe
manipularse con extremo cuidado. Los monomeros de acrilamida y bis-acrilamida, que suelen
adquirirse en forma de polvo, pueden liberar particulas finas facilmente inhalables; por ello,
durante su pesada es imprescindible el uso de barbijo o mascarilla con filtro adecuado, ademas

de guantes y proteccion ocular.
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Una vez completada la polimerizacion, el gel resultante no representa un riesgo
significativo; sin embargo, es frecuente que queden pequenas fracciones de solucion sin
polimerizar, ya que el proceso no ocurre en presencia de oxigeno. Por esta razon, se recomienda
no retirar los guantes al manipular los geles recién preparados ni al limpiar el area de trabajo.
Ademas, todos los materiales que entren en contacto con la acrilamida, papeles absorbentes,
puntas de pipeta, tubos o utensilios plasticos, deben considerarse residuos toxicos de alto riesgo
y descartarse conforme a las normas de bioseguridad y protocolos institucionales de manejo de

residuos quimicos peligrosos.

FUNDAMENTO TEORICO DEL WESTERN BLOT

La técnica de Western blot o inmunoblot es una técnica utilizada para detectar proteinas
especificas dentro de una mezcla compleja, combinando la separacion electroforética con la
identificacion inmunoldgica (deteccion especifica mediante anticuerpos). Se trata de una
técnica altamente especifica y sensible que se aplica para confirmar la presencia, tamafio y nivel
de expresion de proteinas particulares en distintos tejidos o condiciones experimentales. Es una
técnica laboriosa e involucra varias etapas.

Etapas de Western blot: separacion electroforética de las proteinas

Las proteinas de la muestra se separan en un gel de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), de acuerdo con su peso molecular, se utiliza un marcador de
peso molecular para determinar la proteina a estudiar.

Etapas de Western blot: transferencia a membrana

Luego de la electroforesis, las proteinas se transfieren desde el gel a una membrana so6lida
que permita su posterior deteccidon mediante anticuerpos. Estas membranas pueden ser de
nitrocelulosa o fluoruro de polivinilideno (PVDF), materiales que presentan alta afinidad por
las proteinas y una superficie uniforme que facilita la unioén estable y la visualizacion de las
bandas).

El proceso se basa en el uso de una corriente eléctrica que impulsa las proteinas cargadas
negativamente (por el SDS) a migrar desde el gel hacia la membrana, donde quedan adsorbidas
en la misma disposicion en que se encontraban en el gel. La transferencia se realiza en un
sistema huimedo (cuba de blot) o semiseco, utilizando un buffer de transferencia que contiene
Tris, glicina y metanol, componentes que facilitan la movilidad de las proteinas y su fijacion a

la membrana.
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Metodolégicamente, se prepara un dispositivo para la transferencia denominado
“sandwich de transferencia” debido a que se colocan varias capas alineadas para evitar
distorsiones en las bandas: esponjas - papeles de filtro - gel - membrana - papeles de filtro —
esponjas (Figura 5.27). Se debe tener en cuenta eliminar burbujas de aire entre el gel y la
membrana ya que interfieren con la transferencia. Luego, se sumerge en el buffer de
transferencia y se conecta la corriente eléctrica (100 V durante el tiempo necesario para realizar
la transferencia). Se puede verificar la eficiencia de la transferencia, por ejemplo, tifiendo la
membrana con Ponceau S, lo que permite observar las bandas transferidas. Asi también como
el uso de marcadores de pesos moleculares marcados con colorantes, donde cada banda se

puede visualizar a simple vista.

Esponja
Papel de filtro
Membrana
Gel

Papel de filtro
Esponja

Figura 5.27. Esquema del sandwich de
transferencia. Dispositivo por el cual se
lleva a cabo la transferencia de las
proteinas desde el gel (luego de la
electroforesis) a la membrana para llevar a
cabo las siguientes etapas del western blot.

Etapas de Western blot: bloqueo de sitios inespecificos

El bloqueo es una etapa fundamental del Western blot; se realiza inmediatamente después
de la transferencia de las proteinas a la membrana. Su propoésito es evitar la union inespecifica
de los anticuerpos a zonas de la membrana que no contienen proteinas, lo cual podria generar
fondo o senales falsas durante la deteccion debido a que las membranas de nitrocelulosa o
PVDF poseen una alta afinidad por las proteinas, pudiendo atraer anticuerpos de manera no
especifica.

El bloqueo consiste en cubrir los sitios libres de la superficie con una solucion de proteinas
inertes, que actian como barrera fisica evitando la union inespecifica de anticuerpos. Para ello,
la membrana se incuba con una solucion bloqueante; las méas comunes son la leche descremada
3-5 % en buffer TBS-T o PBS-T que contienen caseina que satura eficazmente los sitios libres
o la albumina sérica bovina para saturar los sitios libres, u otros bloqueadores comerciales

especificos formulados para reducir el fondo en detecciones quimioluminiscentes o
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fluorescentes. El tipo de bloqueante elegido depende de la naturaleza del anticuerpo y el método
de deteccion, teniendo en cuenta que un bloqueo insuficiente puede causar bandas difusas o
fondo alto, mientras que un bloqueo excesivo puede disminuir la sensibilidad del ensayo.

Metodoldgicamente, la membrana con las proteinas transferidas se incuba por 30 minutos
a | hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4 °C, segtn el protocolo. Luego, se lava con
buffer TBS-T o PBS-T para eliminar el exceso de bloqueante antes de agregar el anticuerpo
primario.

Etapas de Western blot: incubacion con el anticuerpo primario

Generalmente, la deteccion se realiza en dos etapas: un anticuerpo primario reconoce
especificamente la proteina de interés y un anticuerpo secundario conjugado con una enzima o
un fluoréforo permite su visualizacion. Dependiendo del método utilizado, la sefial puede
detectarse por quimioluminiscencia, fluorescencia o colorimetria.

La incubacion con el anticuerpo primario constituye una de las etapas mas criticas del
Western blot, ya que determina la especificidad de la deteccion, asegurando que la sefal
obtenida corresponda exclusivamente a la proteina de interés. En este paso, el anticuerpo se une
de forma selectiva a la proteina de interés inmovilizada sobre la membrana, permitiendo su
posterior visualizaciéon mediante el anticuerpo secundario.

El anticuerpo primario, habitualmente de origen monoclonal o policlonal, reconoce un
epitopo (o epitope) especifico, una pequeiia region o secuencia de aminoacidos de la proteina
blanco (Figura 5.28). Esta union altamente especifica es la base del método inmunolégico que

diferencia al Western blot de otra tincion proteica.

Antigenos
w v v
L
Antigeno

\7«193' de unidn a antigeno

Figura 5.28. Esquema de un anticuerpo-

antigeno. Los anticuerpos son proteinas

producidas en los vertebrados en respuesta

a la exposiciéon con estructuras extrafias
Anticuerpo denominadas antigenos.

La membrana se coloca en una solucion del anticuerpo primario diluido en buffer con

agente bloqueante (por ejemplo, TBS-T y 1 % de leche o BSA). Las condiciones de incubacion
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dependen del anticuerpo. Generalmente se utiliza una dilucion entre 1:500 y 1:5000, segun la
afinidad del anticuerpo, cuidando de no usar una dilucién incorrecta, ya que puede generar
fondo alto si el anticuerpo estd concentrado o pérdida de sefial si el anticuerpo esta diluido. El
tiempo de incubacién puede variar entre 1 h a temperatura ambiente y toda la noche a 4 °C para
mayor sensibilidad, bajo agitacion suave y continua, lo que asegura el contacto uniforme.
Luego, el anticuerpo se retira con lavados sucesivos con buffer (TBS-T o PBS-T) para eliminar

el exceso no unido.

Puede suceder que el anticuerpo primario se encuentre conjugado con moléculas
fluorescentes o enzimas y no se necesite usar anticuerpos secundarios (Figura 5.29a). Esta es
una técnica de inmunodeteccion directa y tiene las ventajas de que conlleva menos pasos y
menos problemas de ruido de fondo (background) y es posible la doble marcacion. Sin embargo,
tiene las desventajas de tener una menor sensibilidad y una sefial poco amplificada. Por otra
parte, en la técnica indirecta se usa un anticuerpo primario no marcado y un segundo anticuerpo
conjugado (marcado) dirigido contra el anticuerpo primario (Figura 5.29b). En esta técnica,
los anticuerpos conjugados pueden usarse en varios tipos de reacciones ya que la especificidad
esta dada por el anticuerpo primario. Sin embargo, es una técnica que conlleva mas pasos y si

se desea detectar antigenos multiples, se necesitan anticuerpos primarios de diferentes especies.

a b

Anticuerpo 2°

Anticuerpo 1° Anticuerpo 1°
/1 \

Antigenos A E H Antigenos = H HA \N

Figura 5.29. Esquema de anticuerpo-antigeno. a. Deteccion directa, el anticuerpo primario esta
conjugado a moléculas fluorescentes o enzimas, no se usa anticuerpos secundarios. b. Deteccion
indirecta, se usa un anticuerpo primario no marcado y un segundo anticuerpo marcado dirigido contra
el anticuerpo primario.

Etapas de Western blot: incubacion con el anticuerpo secundario

La incubacion con el anticuerpo secundario es el paso que transforma la unién especifica
del anticuerpo primario en una sefial detectable, permitiendo la identificacion precisa y sensible
de las proteinas en el Western blot. Se aplica un anticuerpo secundario que se une
especificamente al anticuerpo primario que reconocid previamente la proteina blanco.

El anticuerpo secundario estd disefiado para reconocer la region constante (Fc) del

anticuerpo primario. Por ejemplo, si el anticuerpo primario es de raton, el secundario serd un
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antiraton. Los anticuerpos secundarios estdn conjugados con una enzima o marcador que
permite visualizar la union. Los mas comunes son la peroxidasa de rdbano (HRP), la cual se
detecta por quimioluminiscencia o cromogénesis; la fosfatasa alcalina (AP), la cual se detecta
por cromogénesis; o fluorocromos, detectados por fluorescencia. Ademas, se pueden usar
anticuerpos policlonales o monoclonales. Los primeros son mezclas de anticuerpos que
reconocen multiples epitopos del anticuerpo primario, lo que significa mayor sensibilidad; en
contraste con los anticuerpos monoclonales que reconocen un Unico epitopo con mayor
especificidad y menor ruido de fondo.

El anticuerpo secundario se diluye en el buffer bloqueante segiin la recomendacion del
fabricante; las diluciones més comunes son entre 1:2.000 y 1:10.000. Luego de la incubacion,
se debe eliminar cualquier anticuerpo no unido con lavados repetidos con buffer TBS-T o PBS-
T para reducir el fondo inespecifico.

Al finalizar esta etapa, la membrana contiene los complejos proteina—anticuerpo primario—
anticuerpo secundario marcado, listos para ser revelados mediante la adicion del sustrato
apropiado, generando una sefial visible o luminosa proporcional a la cantidad de proteina
presente.

Etapas de Western blot: deteccion

La deteccion es el momento en que el Western blot transforma la union molecular invisible
entre anticuerpos y proteinas en una imagen concreta, revelando la presencia, tamafio y
abundancia de la proteina estudiada. (si se cuantific previamente y se siembra la misma
cantidad de proteina total). El anticuerpo secundario suele estar conjugado a una enzima o
molécula que permite visualizar la union antigeno-anticuerpo. Existen diferentes tipos segtn el
método de deteccion:

e Conjugados enzimaticos: el mas comln es la Horseradish Peroxidase (HRP), una
enzima con alta sensibilidad y rapida reaccion frente a sustratos quimioluminiscentes o
colorimétricos en presencia de peroxido de hidrogeno. Se usa ampliamente en técnicas
inmunolégicas como ELISA, Western blot o inmunohistoquimica por su alta
sensibilidad y rapida reaccion. Por su parte, la Alkaline Phosphatase (AP) es una enzima
que hidroliza grupos fosfato en condiciones alcalinas. Es mads estable que la HRP, lo
que la hace conveniente para detecciones prolongadas; su actividad se revela mediante

sustratos cromogénicos. En ambos casos, al anadirse el sustrato especifico, la enzima
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cataliza una reaccion quimica que genera un compuesto coloreado o luminoso. Este
método es simple, econdmico e ideal para la observacion directa.

e Conjugados fluorescentes: acoplados a fluorocromos que emiten luz a diferentes
longitudes de onda. Este método permite la deteccion multiple de varias proteinas
simultdneamente, usando equipos de escaneo por fluorescencia.

o Conjugados biotinilados: en este sistema, el anticuerpo secundario se une a biotina, y
luego se detecta con estreptavidina conjugada a HRP o fluoréforo. Ofrece mayor
amplificacion de sefal, aunque el procedimiento es mas largo.

Cualquiera de los métodos produce un compuesto coloreado o luminoso cuya intensidad
es proporcional a la cantidad de proteina presente. Se debe evitar una exposicion excesiva que

pueda saturar la sefial.
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TALLER n.° 4: ANALISIS DE PROTEINAS
Contenidos a desarrollar
e M¢étodo colorimétrico de Bradford para la determinacion de la concentracion proteica.
e Principios tedricos de las técnicas basicas de aislamiento y separacion de proteinas como
SDS-PAGE.
e Principios teoricos del Western blot y el uso de anticuerpos especificos en la deteccion
inmunolodgica de proteinas.

e Interpretacion de esquemas y resultados de electroforesis y transferencia de proteinas.

Plan de actividades: método de Bradford
Resuelvan las siguientes actividades:

1. {Qué formas de cuantificacion de proteinas conoce? Explique las distintas aplicaciones
que tendria cada método.

2. Para la determinacion de la concentracion de proteinas por el método de Bradford, se
confecciond una curva de calibracion utilizando una solucién patrén de 1 mg/mL de albumina

sérica bovina (BSA) de acuerdo con la tabla que se muestra mas abajo (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Reactivos para realizar la curva patrén de albimina para el método de Bradford.

Agua (nL) BSA (uL) Bradford
798,8 1,2 750
797,5 2,5 750

795 5 750
790 10 750

3. Con los datos de la Tabla 5.2 realice un grafico cuyos ejes coordenados sean Asgs vs.
nug de BSA en el tubo de colorimetria (dos primeras columnas de la tabla, respectivamente). A
partir del grafico interpolar las concentraciones (cuarta columna de la tabla) y completar la tabla

(quinta columna de la tabla).
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Tabla 5.2. Absorbancias medidas en espectrofotometro

Biologia Molecular

Concentracion Absorbancia n.’ de Absorbancias de | Concentraciones de las
BSA (ug/mL) (595 nm) muestra las muestras muestras (ug/mL)
Blanco 0,667 1 0,88
Blanco 0,746 2 0,718
Blanco 0,747 3 0,92
1,2 ng/mL 0,794 4 0,339
1,2 ng/mL 0,696 5 0,408
1,2 ng/mL 0,784 6 0,297
2,5 ng/mL 0,741 7 0,58
2,5 ug/mL 0,749 8 0,643
2,5 ug/mL 0,834 9 0,793
5 ng/mL 0,958 10 0,364
5 ug/mL 0,932 11 0,457
5 pg/mL 0,905 12 0,407
10 pg/mL 1,117 13 0,813
10 pg/mL 1,19 14 0,785
10 pg/mL 1,1 15 0,796

Las mediciones de la curva de calibracion y de las muestras se realizaron por triplicado.

4. (Cudl es el fundamento de la colorimetria de Bradford para la determinacion de

proteinas? Compare la sensibilidad de este método con la técnica de Lowry.

Plan de actividades: electroforesis en geles de poliacrilamida

5. ¢Qué es una electroforesis? ;Cudles conoce?

6. (Cuales son las ventajas de los geles de poliacrilamida?

7. (Qué sucede con las proteinas a un pH alcalino y a un pH acido? ;Coémo se utilizan

estas propiedades en las distintas electroforesis de proteinas?

8. (Qué tipo de geles son los de poliacrilamida y de qué depende el tamatio del poro?

9. (Como comienza la polimerizacion en geles de poliacrilamida? ;Qué funcion cumple

el APS y el TEMED?

10. ;Qué tipo de buffer se encuentra en las electroforesis discontinuas? ;Por qué se los

utiliza?

11. ;Para qué sirven las electroforesis no desnaturalizantes? ;Qué desventajas tienen?
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Observen los siguientes SDS-PAGE (Figura 5.30) y teniendo en cuenta el fundamento

de estos, ;qué conclusiones pueden sacar de su interpretacion?

Grafiquen a partir del gel tefiido con nitrato de plata el peso molecular (M) de las

proteinas del estdndar vs. el factor de migracion (Rf). Utilizando su gréafico, determinen

el peso molecular de la enzima marcada con la flecha.

b

M 3 35 32 3 33 37 34 38 B

i

N

H e

200

116.3
97.4
66.3
55.4

36.5
3.0

215

14.4

6.0
3.5

Figura 5.30. a) Gel SDS-PAGE. b) Gel SDS-PAGE tefiido con nitrato de plata. M: peso molecular de las proteinas del
estandar. Fecha blanca: sefaliza la enzima en el gel que debe ser analizada segiin su peso molecular.

14.

15.

16.
17.

18.
19.

20.

(Con qué otro reactivo se puede teiir el SDS-PAGE y qué criterios utilizarian a la hora
de elegirlo?

(Cuadl es la funcion del B-mercaptoetanol y del SDS?

(Cual es el propdsito de hervir la muestra antes de la corrida en los geles SDS-PAGE?
Analicen una mezcla de proteinas: la proteina A es dimérica con subunidades de 25 kDa
y 55 kDa, y la otra proteina B es dimérica con subunidades idénticas de 35 kDa. Realicen
un grafico de los perfiles de corrida que espera encontrar si hace una corrida en gel SDS-
PAGE con y sin B-mercaptoetanol, y una corrida en gel PAGE no desnaturalizante.
(Qué tipos de geles para electroforesis conoce y en qué se diferencian?

Dibujen esquematicamente un gel de electroforesis discontinua, indicando los pH y la
funcién de la glicina.

(Cuadl es la funcion del gel concentrador y del separador?

Resuelva las siguientes situaciones problematicas:

a- Un virus contiene 256 proteinas, de las cuales 64 tienen una masa molecular de 1.800 y las

192 restantes tienen una masa molecular de 26.000. Se disocia por completo el virus y se

analizan sus componentes por electroforesis SDS-PAGE. Dibuje un esquema del resultado

esperado, indicando la posicion e identidad de las bandas proteicas y su intensidad relativa.
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b- Se ha determinado la movilidad relativa de la lactato-deshidrogenasa (LDH) y de varias
proteinas patrén en electroforesis en gel de poliacrilamida al 7,5 % en presencia de SDS,

obteniéndose los valores de la Tabla 5.3. Calcule la masa molecular estimada de la LDH.

Tabla 5.3. Masa molecular y movilidad relativa de proteinas patron. Movilidad relativa de la LDH.

Muestra Patrones
Proteina LDH Sero- Catalasa Glutamato Gliceraldehido-3- Tripsina  Mio-
albumina deshidrogenasa P-deshidrogenasa globina
M; (kDa) .? 68 60 53 36 23,3 17,2
Movilidad 0,455 0,18 0,22 0,29 0,40 0,60 0,74
(relativa al frente)

LDH: lactato-deshidrogenasa

c- Se quiere separar una mezcla de las hemoglobinas HbA, HbS y HbC. Sabiendo que donde la
hemoglobina normal adulta, HbA, tiene un residuo de Glu la HbS tiene Val y la HbC tiene Lys,
razonen qué medio utilizaria para realizar la electroforesis en gel: un buffer borato de pH=3.5
o un buffer carbonato de pH=8.5. Dibujen un esquema con la posicion de las bandas resultantes.
d- Una proteina en su estado nativo tiene un peso molecular de 115 kDa. En funciéon de los
resultados de los geles de poliacrilamida donde sembro la proteina pura pretratada con tres
tratamientos (Figura 5.31), deduzcan su estructura cuaternaria (nimero de subunidades, PM de

cada una de ellas, uniones que las estabilizan y glicosilacion de subunidades)

Tratamientos previos: 1 2 3
SDS SI SI SI
B-mercaptoetanol NO SI SI
Endo-H NO NO SI
O
90 kDa | m

60 kDa|HEER | 60 kDa| NEER
Figura 5.31. Esquema de los
geles de una proteina de 115.000
30 kDej SR kDa sometida a tres diferentes
5D 2550l . || 2950 pretratamientos. La endo-H corta
20 kDol ., " .
la unién proteina-azucar.

Al final de la corrida electroforética, los geles fueron tefiidos con Coomassie Blue, la
sensibilidad del Coomassie Blue es tal que es capaz de detectar a partir de aproximadamente
0,2 ng de proteina/banda. ;Creen que es correcto afirmar que una proteina estd pura si el

resultado es una sola banda en un gel tefiido con ese colorante?
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Plan de actividades: Western blot
Resuelva el siguiente cuestionario:

1. (Cuales son los objetivos y las utilidades de realizar la técnica Western blot? Comenten
ejemplos.

2. {Cémo se realiza un sandwich y en qué posicion debe quedar el gel con respecto a la
membrana? ;Por qué las proteinas se unen a la membrana? ;Qué tipo de membranas conoce?
(Cuales son las caracteristicas principales que deben poseer?

3. (Cuales son los controles que se pueden utilizar para saber que la transferencia se realizod
correctamente?

4. ;Por qué se bloquea la membrana? ;Por qué se utiliza leche descremada al 5 %? ;Para
qué es importante lavar la membrana luego de bloquearla?

5. En una tincidn indirecta, ;qué reconoce el anticuerpo primario y qué el secundario?

6. ;Por qué es importante lavar la membrana luego del reconocimiento del anticuerpo
primario y secundario?

7. (Cuadles son los métodos de deteccion y revelado que conoce?

Resuelva las siguientes situaciones problematicas:

a. Teniendo en cuenta que en distintas investigaciones se ha encontrado que la SHP-1 asociada
con el SSTR2 depende de ¢l para su activacion. En la Figura 5.32 se observa la expresion de
la fosfotirosina fosfatasa 1 (SHP-1) y del receptor de somatostatina subtipo 2 (SSTR2) en una
linea celular de cancer de tiroides medular. Las células han sido tratadas con un medio control
el cual poseia una concentracion de somatostatina (SRIF) a la cual se inhibe marcadamente la
proliferacion de esta linea celular o con un inhibidor de fosfotirosinas fosfatasas (PTP).
Observen el tamafo de la banda en cada caso y recuerden que esta técnica es cuantitativa.
Indiquen la cantidad de las proteinas en cada carril, jesto dependera de lo que contenga el

medio?
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S Ip SHP-1
SSTR2 S b —

Figura 5.32. Analisis de western blot para SSTR2 y SHP-1
SHP- l SN S S s sl | sobre extractos de proteinas derivado desde células TT
incubadas con o sin 1078 M de somatostatina (SRIF), 107>
M del inhibidor de PTP (V), o ambos. Starved se refiere a las

SRIF i - g - i células que no fueron incubadas con un medio control.

Tomadp de Endocrinology 146: 2692-2698, 2005. SSTR2:

V = 2 o oft + receptor de somatostatina subtipo 2; SHP-1: fosfotirosina
fosfatasa 1.

Actividad propuesta para la practica docente.
Se propone como actividad complementaria a la practica para sus futuros estudiantes

trabajar con el simulador Biomodel, https://biomodel.uah.es/lab/SDS-PAGE/. En este

simulador encontraran una aplicacion interactiva que les permitira simular el proceso de
electroforesis de las proteinas en un gel de poliacrilamida con SDS. Tras la separacion, se puede
obtener un grafico con los resultados, donde se determina la masa molecular experimental de
las muestras a partir de su movilidad comparada con la de los patrones. Ademas de pensarse
como una actividad complementaria para los estudiantes, también puede pensarse como un
recurso unico en el caso de que los futuros docentes no cuenten con laboratorios preparados

para llevar a cabo este tipo de técnicas.
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TRABAJO PRACTICO n.° 4: ANALISIS DE PROTEINAS
Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford
Equipamiento y materiales
e Microtubos nuevos de 1,5 0 2 mL
e Micropipetas
e Puntas azules y amarillas nuevas
e Espectrofotometro luz visible
Reactivo
e Reactivo de Bradford
Procedimiento
Medicion de las absorbancias de las muestras
1. Para preparar las muestras, en un microtubo agregar 750 uL del reactivo de Bradford y
25 pL de la muestra.
2. Para preparar el blanco reactivo, en un microtubo agregar 750 uL del reactivo de
Bradford y 25 pL de agua destilada.
3. Agitar todos los microtubos en vortex.
4. Dejar en reposo los microtubos por 5 minutos a resguardo de la luz (se puede medir
dentro de la primera hora de reaccion).
5. Leer a 595 nm. Luego de leer el Blanco reactivo, autocero. Las demas muestras se
continllan midiendo normalmente.
Nota: para absorbancia mayor a 1, diluir en agua destilada y corregir en el calculo con el
factor de dilucion utilizado.
Cdlculo de la concentracion de proteinas
Utilizar la ecuacion de la curva patron. Para construir la curva, se determinaron las
absorbancias de 7 concentraciones conocidas (puntos de la curva) del patrén (albumina) y se

realizo un gréfico de dispersion en Excel (Figura 5.33).
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Curva patroén con albimina

¥ =0,6022x + 0,094

Ri= o;ng/"

o w -

Absorbancia (595 nm)
e

= L 4 4

\

Figura 5.33. Curva patréon de albumina. La
ecuacion de la curva se utiliza para interpolar los
02 04 0.6 0.8 1 12 L4 L6 valores de absorbancia de las muestras proteicas
Concentraddn de profeinas(mg/mL) de concentracién desconocida.

o ©
o

Ecuacion de la recta:
y=a*x+b
donde y es la absorbancia y x la concentracion de proteinas (mg/mL).
Se despeja x:
Concentracion de proteinas totales (mg/mL) = (y — b)/a
Se reemplaza y por la absorbancia de la muestra medida en el espectrofotometro.
Ejemplo: con la ecuacion de la recta: y = 0,6022x + 0,094 (con R? = 0,9995); una lectura
de absorbancia = 0,104:
Concentracion de proteinas totales (mg/mL) = (0,104 — 0,094)/0,6022
La concentracion proteica de 0,016 mg/mL.
En pg/mL, tengo: 16 pg/mL
SDS-PAGE
Equipamiento y materiales
e Fuente de poder
e (Cuba para electroforesis vertical
e Vasos de precipitado para preparar las soluciones de los geles
¢ Balanza analitica
e Agitador (shaker)
e Probetas
e (Cubas o tuppers para fijar y tefiir los geles
e Micropipetas automaticas
e Puntas (“tips”) azules, amarillas y “pico de pato”
Preparacion de las soluciones de trabajo
e Solucioén stock de acrilamida-bisacrilamida 50 % (29:1):
Acrilamida ............... 483 g

Bisacrilamida ............ 1,7¢g
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Agua destilada c.s.p. 100 mL

Conservar a 4 °C y protegida de la luz.

APS 10 % (p/v):

Agua destilada ....... 100 puL

Preparar y utilizar en el momento.

Buffer del gel separador. Tris-HCI 1,5 M, pH 8.8:

Pesar 18.16 g de Tris y disolverlo en 100 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 8,8
con HCI concentrado.

Conservar a 4 °C.

Buffer del gel concentrador. Tris-HCI 0,5 M pH 6,8:

Pesar 6,05 g de Tris y disolverlo en 100 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 6,8
con HCI concentrado.

Conservar a 4 °C.

Buffer de carga de muestra 5 X. Tris-HCI 0,6 M pH 6,8, SDS 6 % (p/v); glicerol
30% (v/v); 2-mercaptoetanol 20 % (v/v), azul de bromofenol 0,01 % (p/v):

Tris0,6 M ..., 0,73 g
SDS6% wovvveiiiaiennnnn, 0,6 g
Glicerol .....oovvvviiiii . 3mL

Azul de bromofenol 0,1 % .... 1 mL

2-Mercaptoetanol .............. 2mL

Agua destilada c.s.p. ........... 10 mL

Calentar hasta disolver y ajustar a pH 6,8

Conservar a 4 °C.

SDS 10 % (p/v):

Disolver 10 g de SDS en 100 mL de agua. Calentar para disolver el SDS.
Conservar a temperatura ambiente.

N, N, N’, N’-tetrametil-etilendiamina (TEMED)

Buffer de corrida electroforética. Tris 0,025 M; glicina 192 mM, pH 8,3; SDS 0,1 %
(p/v):

Tris base ............ 15,1¢g

Glicina ............. 72,1 ¢
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Agua destilada .... 5000 ml
e Solucién de tincion de geles. Acido acético 10 % (v/v), etanol 40 % (v/v), azul de

Coomassie 0,05 % (p/v):

Coomassie Brilliant Blue R — 250 ....... 0,125 ¢
Etanol absoluto .....................oel. 100 mL
Acido acético glacial ...................... 25 mL
Aguadestilada ..................o 125 mL
e Solucién de decoloracion. Acido acético 10 % (v/v), etanol 25 % (v/v):
Acido acético glacial ...... 10 mL
Etanol absoluto ............. 25mL
Agua destilada c.s.p. ...... 100 mL
Procedimiento

Preparacion del gel

1. Ensamblar los vidrios de acuerdo con las instrucciones del equipo y marcar el limite
superior del gel separador (aproximadamente 1 cm antes de llegar a la altura de los dientes del
peine).

2. Preparar 10 mL del gel separador (10 %) mezclando las soluciones de acuerdo con la
Tabla 5.4. Agregar el APS y el TEMED exactamente antes de verter el gel entre las placas (son
los catalizadores de la reaccion de polimerizacion).

3. Verte el gel en solucion inmediatamente entre los vidrios con pipeta Pasteur. Luego,
colocar un mL de etanol 96° o agua destilada para impedir el contacto de la solucion del gel
con el oxigeno del aire (debido a que el oxigeno inhibe la polimerizacion). Dejar polimerizar a
temperatura ambiente, durante 45 minutos a 1 hora.

4. Retirar el etanol o agua depositados sobre la superficie del gel separador.

5. Preparar 2,5 mL del gel concentrador al 4 % (Tabla 5.5).

Tabla 5.4. Preparacion del gel separador. Componentes y cantidades para preparar un gel separador al 8 %.

Solucion Volumen para 8 %
Buffer del gel separador (0,375 M Tris-HCI pH 8,8) 2,5mL

SDS 10 % (0,4 % concentracion final) 0,1 mL
Acrilamida-bisacrilamida 30 % (8 % concentracion final) 1,33 mL
Agua 2,234 mL
APS 10 % 80 uL
TEMED 6 uL
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Tabla 5.5. Preparacion del gel concentrador. Componentes y cantidades para preparar gel concentrador al 4 %.

6.

7.

Solucién Volumen para 4 %
Buffer del gel separador (0,125 M Tris-HCI pH 6,8) 0,625 mL
SDS 20 % (0,2 % concentracion final) 0,025 mL
Acrilamida-bisacrilamida 30 % (4 % concentracion final) 0,333 mL
Agua 1,472 mL
APS 10 % 40 uL
TEMED 5uL

Verter el gel concentrador sobre el gel separador polimerizado (entre los vidrios) e
introducir los peines para formar los pocillos.

Dejar polimerizar durante 45 minutos a 1 hora.

Preparacion de la muestra

1.

3.

Mezclar 1 volumen de la muestra de proteinas con 1/5 de volumen del buffer de carga
de muestra.

Desnaturalizar las proteinas a 100 °C (evitar no sobrepasar los 3 minutos de tiempo,
para evitar que los tubos se abran durante el tratamiento, eventualmente se puede colocar
una abrazadera para tapas de microtubos que se adquieren de firmas comerciales).

Colocar las muestras en hielo hasta su utilizacion.

Cargado y corrida electroforética

l.
2.

5.

Quitar lentamente los peines.

Lavar los pocillos con agua destilada y luego con buffer de corrida electroforética.
Llenar la cuba con el mismo tampon, asegurando cubrir todo el gel, antes de cargar la
muestra.

Depositar las muestras en los pocillos del gel usando una micropipeta automatica sin
exceder el limite de volumen del pocillo (no mas de 30 uL).

Nota: cargar la misma concentracion proteica de las diferentes muestras. Para ello, se
realiza la cuantificacion de proteinas totales en las muestras por algun método; en este
TP usamos el método de Bradford.

Desarrollar la electroforesis a 7-10 V/cm. La electroforesis termina cuando el marcador
del frente de corrida alcanza la parte inferior del gel separador.

Abrir con cuidado para no romper el gel formado entre los dos vidrios que lo contienen.

Fijacion y tincion del gel
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1. Luego de sacar los geles de los vidrios, colocar en una cuba o tupper conteniendo la
solucion de fijacion Coomassie Brilliant Blue R-250 0,05 % en acido acético 10 % y
etanol 50 % durante toda la noche.
2. Decolorar el gel con una solucion de acido acético 10 % y etanol 25 % hasta observar
las bandas.
3. Lavar con agua destilada.
4. Interpretar y registrar la corrida electroforética.
Reflexion para la practica docente
La incorporacion de simuladores virtuales de técnicas bioquimicas complejas, como la
SDS-PAGE, representa una oportunidad pedagdgica notable para el nivel secundario. Aunque
estas metodologias pertenecen tradicionalmente al &mbito universitario, su adaptacion mediante
herramientas digitales permite introducir a los estudiantes en los principios fundamentales del
analisis molecular desde una perspectiva accesible, segura y conceptualmente solida. Desde el
punto de vista didactico, los simuladores facilitan la transicion desde una comprension
meramente descriptiva de los procesos bioldgicos hacia una comprension procedimental. La
posibilidad de manipular variables, como concentracion de acrilamida, voltaje o composicion
del buffer, convierte al estudiante en protagonista de su propio aprendizaje, promoviendo
habilidades de pensamiento critico y razonamiento experimental. Asimismo, la simulacion
reduce la distancia entre teoria y practica: los conceptos abstractos sobre carga neta, migracion
electroforética y resolucion proteica adquieren un caracter tangible al ser observados en un
entorno controlado. Otro aspecto relevante es la dimension ética y de seguridad. El trabajo con
poliacrilamida no polimerizada, fuentes de corriente y colorantes requiere de normativas
estrictas que, en muchos contextos escolares, son complejas de abordar. La simulacion
proporciona un espacio libre de riesgo donde los estudiantes pueden equivocarse, repetir
ensayos, analizar errores y reconstruir su propio proceso de aprendizaje sin comprometer la
integridad fisica ni los recursos institucionales. Esta libertad de experimentacion promueve una
actitud cientifica genuina, basada en la exploracion, la prueba y el refinamiento interpretativo.
Introducir a los estudiantes tempranamente en metodologias como SDS-PAGE no persigue
un dominio técnico exhaustivo, sino la construccion de una mirada informada acerca de como
se analizan las moléculas que sustentan la vida. En este sentido, el simulador acttia como puente
entre el nivel secundario y el mundo cientifico profesional, fomentando vocaciones y

fortaleciendo el vinculo entre escuela y ciencia contemporanea.
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UNIDAD 6. BASES MOLECULARES DEL CICLO CELULAR

CICLO CELULAR

El ciclo celular es el proceso ordenado y altamente regulado mediante el cual una célula
duplica su contenido genético y citoplasmatico para dividirse en dos células hijas. Este ciclo
garantiza la continuidad de la vida, permitiendo el crecimiento de los organismos, la renovacion
de tejidos y la transmision fiel de la informacion genética de una generacion a otra. El ciclo

celular se divide en tres fases principales: la interfase, la mitosis y la citocinesis (Figura 6.1).

Etapas del ciclo celular

La duracién del ciclo celular es altamente variable, oscilando desde pocas horas hasta
varios dias, dependiendo del linaje celular y de variables epigenéticas y ambientales como la
disponibilidad de nutrientes y la temperatura. La fidelidad de la division celular reside en la
preparacion previa y exhaustiva que ocurre durante la interfase, periodo donde se garantiza la
duplicacion del genoma, la sintesis de proteinas estructurales (como las histonas) y la biogénesis

de organulos para las futuras células hijas.

Fase de sintesis Fase fiz .
Cromatina semicondensada ProtelnasArquuendas
Replicacion de ADN, existen dos para la mitosis

Duplicacién de organelas
Crecimiento celular
adicional

La célula reorganiza su
contenido y se prepara
para la fase M

copias del material genético en la
célula

Sintesis de histona

Comienzo de la duplicacién de
centrosomas

La fase mas larga de la interfase

Fase G1

Sintesis de ATP, ARN y proteinas
requeridos para la replicacién de

ADN (nucleétidos, aztcares y

grupos fosfato) *
Restauracion del volumen celular
Acumulacién de proteinas

asociadas a ADN

S150UI0MD
*

. )
.\}\ Fase mitética
*~ "Los cromosomas duplicados se alinean,

Fase qulescente GO, X separan, y se mueven hacia dos células nuevas

La et'apa quiescente (!"amva) ocurre cuando idénticas. Es la primera parte de la fase Figura 6.1. El ciclo celnlax: La division celular,
las células salen del ciclo celular mitética, cariocinesis o division nuclear. con§um}da por lla ¥nl1'vrosns (d1v:1510n del micleo) y
Las actividades del ciclo celular se suspenden la citocinesis (divisién del citoplasma), ocurren

temporalmente o permanentemente (como después de completarse las tres fases
las cardiacas y neuronas) preparatorias que constituyen la interfase.

La segunda parte de la fase mitética es la
citocinesis, el citoplasma se divide.

En la interfase ocurren acontecimientos bioquimicos muy intensos; esta puede dividirse en

tres etapas: las fases G1 (gap 1), S (de sintesis) y G2 (gap 2).

245



Catedra de Biologia Molecular
Profesorado Universitario en Biologia
Biologia Molecular

En la fase Gl se caracteriza por una intensa actividad biosintética y crecimiento
volumétrico. La célula duplica su tamafio y aumenta la cantidad de organelas, enzimas y otras
moléculas. Se produce una sintesis masiva de ARN y proteinas esenciales para la replicacion.
En las células animales, los centriolos inician su proceso de separacion y duplicacion. Entre la
fase G1 y la fase S existe un punto de control critico, de restriccion o “punto de no retorno”. En
este estadio, la maquinaria celular evaliia factores internos (integridad del ADN) y externos
(presencia de mitdgenos) para decidir si progresa hacia la fase S o si detiene el proceso. Una
vez superado este punto, la célula queda comprometida irreversiblemente a completar la
division. Cuando una célula no recibe los estimulos proliferativos necesarios o ha alcanzado un
estado de diferenciacion terminal, abandona el ciclo en la fase G1 para ingresar en la fase GO.
A diferencia de lo que sugiere el término "reposo”, las células en GO mantienen un metabolismo
sumamente activo y cumplen funciones especializadas en el tejido. Sin embargo, su maquinaria
de replicacion se encuentra silenciada. Dependiendo del tipo celular, la entrada en GO puede ser
transitoria (como en los linfocitos o hepatocitos, que pueden reingresar al ciclo ante un
estimulo) o permanente (como en las neuronas maduras, que presentan una diferenciacion
postmitotica definitiva).

En la fase S, el material genético se duplica. Debido a que el material genético esta
asociado a proteinas, también existe sintesis de estas proteinas para poder asociarse a la nueva
molécula de ADN. Posteriormente, la fase G2 actiia como un segundo intervalo de seguridad
donde se verifica la fidelidad de la replicacion y se sintetizan las proteinas necesarias para el
ensamblaje del huso mitotico. Al final de la fase, los cromosomas empiezan a codensarse para

entrar en la mitosis.

Mitosis

La mitosis tiene cuatro fases: profase, metafase, anafase y telofase (Figura 6.2).
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Interfase Profase 1
Centriolos Cromatina || Huso Centriolo Fragmentos de la
(2 pares) - Mitético » Centromero|| Membrana Nuclear

4 —
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P -4, s
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Nucleolo v
Memb: “Membrana || Cromosoma
N\xle::“a Plasmaética || (2 crométidas hermanas)
Metafase Anafase Telofase
Placa Nacleo en
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Membrana Figura 6.2. Interfase y fases de la mitosis:
nuclear en - rofase, metafase, anafase y telofase. Tomado
formacion P - 2 y

de Curtis ef al. (2008).

En esta figura se observa el esquema de una célula antes de entrar en mitosis, que ya tiene
los centriolos duplicados durante la interfase. Una vez que la célula ingresa a mitosis en la etapa
de la profase, se empieza a montar el huso mitotico y los centriolos migran hacia los polos. El
ADN se condensa y ahora el cromosoma estd formado por dos cromatidas hermanas con
informacion genética idéntica porque en la fase S el material genético ya se duplic6. En una
etapa tardia de la profase, la envoltura nuclear se desensambla, el huso mitdtico se forma
correctamente y los cromosomas se condensan mas hasta su estado de méxima condensacion
en la metafase, donde se van a ubicar en la placa metafasica. En la anafase, cada cromatida
hermana migra hacia polos opuestos, convirtiéndose en los cromosomas de las dos futuras
células hijas. En la telofase, la envoltura nuclear se forma alrededor de ambos grupos de
cromosomas y el material genético comienza a descondensarse. Se forma el anillo contractil
(en células animales). Cuando se forma el anillo contractil, ocurre la citocinesis, que es la

division del citoplasma para formar dos células hijas idénticas a la célula progenitora.

Reproduccion sexual

La alternancia entre diploidia (2n) y haploidia (n) constituye un principio fundamental de
los ciclos de vida sexuales en organismos eucariotas, y encuentra su articulacion bioldgica en
los procesos de meiosis y fecundacion. Se establece un ciclo bioldgico continuo que alterna
estados haploides y diploides, preservando el nimero cromosémico caracteristico de la especie

y promoviendo simultineamente la diversidad genética que sustenta la evolucion (Figura 6.3).
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Homélogos

Cigoto
?" =_ 4 Figura 6.3. Ciclo biolégico que alterna estados haploides y
(diploide) diploides. Tomado de Curtis ef al. (2008).

La meiosis es una division celular reduccional mediante la cual una célula diploide origina

gametos haploides, asegurando la reduccion del nimero cromosémico a la mitad. Este proceso

no solo garantiza la estabilidad del nimero de cromosomas a lo largo de las generaciones, sino

que ademas introduce variabilidad genética a través del entrecruzamiento y la segregacion

independiente de los cromosomas homoélogos.

La fecundacion, por su parte, restituye la condicion diploide mediante la fusion de dos

gametos haploides, integrando la informacioén genética de ambos progenitores en un cigoto

diploide. De este modo, la fertilizacion compensa la reducciéon cromosémica producida en la

meiosis. El cigoto formado tiene dos juegos de cromosomas (2n), uno que vino de la madre y

el otro, del papa. Estos cromosomas se llaman homoélogos porque tienen la misma morfologia

y una informacidn similar (no necesariamente idéntica) (Figura 6.4).

Homdlogo
paterno N

Centromero

Homélogo
materno

Centromero

Cromdtidas
hermanas P
Cromitidas
hermanas
Meiosis

Par de

homélogos

Figura 6.4. Cromosomas homoélogos en metafase. Cada par
de cromosomas homélogos esta formado por dos cromatidas
hermanas unidas por el centrémero, uno vino del padre y el
otro de la madre.

Es la division celular para la formacion de células haploides. Esta se divide en dos grandes

grupos: la meiosis [ y la meiosis II, y cada una tiene sus etapas. Como se observa en la Figura

6.5, antes de entrar a la meiosis, en la interfase también se pueden ver la cromatina, la membrana

nuclear y los centriolos duplicados.
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Melosis Il
[Profase

Figura 6.5. Division celular para la formacién de células
haploides. Fases de la meiosis. Tomado de Curtis ef al.
(2008).

En la profase I de la meiosis I, se empieza a montar el huso mitético, la envoltura nuclear
comienza a desensamblarse y los cromosomas homologos se aparean. Cada cromosoma
homologo esta constituido por dos cromatidas hermanas, cuando se aparean, forman lo que se
llama la tétrada; en este momento es donde ocurre el intercambio del material genético o
crossing over que contribuye con la variabilidad genética. En la metafase I, los cromosomas
homologos se disponen en la placa de la metafase. El hecho de que el cromosoma materno o
paterno se ponga de uno u otro polo es al azar; es decir, que cada uno de los polos se lleva uno
de los cromosomas homologos. En la anafase I, cada cromosoma homologo migra hacia uno u
otro polo. El cromosoma est4 formado por dos cromatidas unidas. En la telofase I, se empieza
a formar una envoltura nuclear, el ADN se empieza a descondensar y luego se ingresa a la
meiosis II.

En la profase II de la meiosis II, se desensambla la envoltura nuclear, el ADN se condensa
y los centriolos migran hacia los polos. En la metafase II, el huso est4 perfectamente montado
y los cromosomas se ubican en la placa de la metafase. En la anafase II, cada una de las
cromatidas migra para uno u otro polo. En la telofase II, se forma la envoltura nuclear, el ADN
se descondensa y comienza a formarse el anillo contractil para que ocurra la division del
citoplasma. El resultado es cuatro células hijas que tienen la mitad de la informacion de la célula
progenitora y, ademas, su informacion es diferente.

En la Tabla 6.1 se compara la mitosis y meiosis segun criterios estructurales, funcionales

y genéticos.
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Caracteristica Mitosis Meiosis

Tipo de division Ecuacional Reduccional (meiosis 1) seguida de
ecuacional (meiosis II)

n.° de divisiones Una Dos (meiosis | y meiosis II)

n.° de células hijas 2 4

Ploidia de las células
hijas

Igual a la célula madre:
2n — 2n
n—n

Mitad del nimero cromosomico:
2n —n

Identidad genética

Genéticamente idénticas entre
siy ala célula madre

Genéticamente diferentes entre si y a la
célula madre

Sinapsis de homodlogos  No ocurre Ocurre en profase |

Entrecruzamiento No En profase 1

(crossing-over)

Separacion clave Cromaétides hermanas Meiosis I: cromosomas homologos;

Meiosis II: cromatidas hermanas

Funcion biologica Crecimiento, reparacion, Formacion de gametos y variabilidad
reproduccion asexual genética

Variabilidad genética No genera  variabilidad Genera variabilidad por recombinacion y
significativa segregacion independiente

Tipo de células donde
ocurre

Células somaticas

Células germinales

SENALIZACION CELULAR

La regulacion del ciclo celular y la sefializacion celular son procesos intrinsecamente

vinculados que garantizan que la divisién ocurra solo bajo condiciones Optimas. Las sefales

extracelulares, como los factores de crecimiento, activan cascadas de transduccion de sefnales

que convergen en el nucleo para inducir la expresion de ciclinas y quinasas dependientes de

ciclinas (CDK). Estos complejos actian como los "motores" que permiten a la célula superar

los puntos de control (checkpoints), especialmente el paso de la fase G; a la fase S. Si la

sefalizacion es promitdtica y el ADN esta integro, la célula progresa. Por el contrario, ante

sefiales de estrés o ausencia de factores de supervivencia, las rutas de sefializacion activan

inhibidores (como p21 o p53) que detienen el ciclo para reparar dafios o, en casos extremos,

inducir la apoptosis.
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Senalizacion celular y transduccion de sefiales

La sefalizacion celular es el proceso fundamental de comunicacion mediante el cual las

células perciben y responden a estimulos ambientales para coordinar funciones bioldgicas

complejas. Mientras que la sefializacion se refiere al intercambio de mensajes (ligandos), la

transduccion de sefiales es el proceso de interpretacion y transformacion de dicha senal

extracelular en una respuesta intracelular especifica.

A continuacidn, se detallan los elementos del proceso de comunicacion:

La sefial (ligando) es una molécula portadora de informacion que puede ser hormona,
neurotransmisor o metabolito.

La célula senalizadora sintetiza y libera el ligando, generalmente mediante exocitosis.
La célula diana (target) posee el receptor especifico para la sefal, garantizando la
especificidad de la respuesta.

La cascada de sefializacion es el conjunto de eventos moleculares (fosforilaciones,
liberacion de segundos mensajeros) que amplifican y distribuyen la sefial dentro de la

célula.

La comunicacion se clasifica segun la distancia y el medio por el cual viaja el ligando en

sefalizacion local y sefializacion a distancia. Dentro de las sefalizaciones locales se encuentran:

Senalizacion paracrina: la sefial actia sobre células adyacentes de distinto linaje (p. €j.,
factores de crecimiento).

Sefializacion autocrina: la célula responde a sus propias sefiales (comun en el sistema
inmune y procesos tumorales).

Senalizacion yuxtacrina (contacto dependiente): requiere contacto fisico directo

mediante uniones tipo GAP, integrinas o proteinas de membrana.

Entre las sefializaciones a distancia, se encuentran:

Sefializacion enddcrina: las hormonas viajan por el torrente sanguineo hacia érganos
distantes.
Sefializacion neuronal (sindptica): los neurotransmisores son liberados en la hendidura

sinaptica para actuar sobre una neurona o célula efectora contigua.

Clasificacion de receptores y mecanismo de accion

La célula diana tiene receptores especificos en su superficie para reconocer cada sefial y

dar respuesta a esa sefial. Dentro de los receptores tenemos de distintos tipos:
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Receptores intracelulares o citoplasmaticos: son utilizados por moléculas liposolubles
(esteroides, hormonas tiroideas, vitamina D) que atraviesan la bicapa lipidica por
difusion simple. Estos receptores actian como factores de transcripcion que, al unirse
al ligando, se translocan al nticleo para unirse a secuencias especificas de ADN y regular
la expresion génica.

Receptores de membrana: destinados a ligandos hidrofilicos que no pueden atravesar la
membrana. Estos se subclasifican en:

- Canales i6nicos regulados por ligando: al unirse la sefial, el canal cambia su
conformacion permitiendo el flujo selectivo de iones (Na®, K', CI), alterando el
potencial de membrana de forma casi instantanea.

- Receptores acoplados a proteinas G (GPCR): proteinas de siete dominios
transmembrana. Al activarse, promueven el intercambio de GDP por GTP en la
subunidad o de la proteina G, provocando su disociacion del complejo By y la
activacion de enzimas efectoras o segundos mensajeros (como el AMPc).

- Receptores cataliticos (enzimaticos): generalmente son mondmeros que se dimerizan
tras la union del ligando. Poseen actividad enzimadtica intrinseca (como la tirosina

quinasa), autofosforilandose para reclutar y activar proteinas sefalizadoras internas.

Naturaleza de la respuesta celular

La transduccion de sefales culmina en una alteracion del comportamiento celular, la cual

puede clasificarse segun su cinética:

Respuestas rdpidas: ocurren en milisegundos o minutos. Implican la modificacion de
proteinas preexistentes (activacion enzimatica, cambios en el citoesqueleto o
permeabilidad).

Respuestas lentas: requieren de horas o dias, ya que implican cambios en la expresion

génica (transcripcion y traduccion de nuevas proteinas).

Tipo de respuesta celular

Los tipos de respuestas biologicas pueden ser:

l.

wok »w N

Metabolica: activacion o inhibicidon de rutas bioquimicas.

Morfologia y movimiento: cambios en la arquitectura del citoesqueleto.
Ciclo celular: induccién a la proliferacion, diferenciacion o supervivencia.
Muerte celular: activacion del programa de apoptosis.

Retroalimentacion: estimulacion para la liberacion de nuevas sefiales quimicas.
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Las células rara vez responden a una tnica sefial de forma aislada. La respuesta final es el
resultado de la integracion de multiples sefiales que pueden converger en una misma via. Este
acoplamiento permite que una célula prolifere o entre en apoptosis basandose en la suma de

estimulos prosupervivencia y promitdticos presentes en su microambiente.

CONTROL DEL CICLO CELULAR

La duracion del ciclo celular es una propiedad bioldgica sumamente variable, determinada
por el linaje celular y las condiciones metabodlicas del microentorno. Mientras que las células
embrionarias de Xenopus completan el ciclo en aproximadamente 30 minutos, otros sistemas
como las levaduras requieren entre 1,5 y 3 horas. En tejidos humanos, se observa una escala
diversa: las células del epitelio intestinal presentan una renovacion cercana a las 12 horas, los
fibroblastos en cultivo promedian las 20 horas, y los hepatocitos pueden permanecer en un
estado de quiescencia funcional durante periodos de hasta un afio antes de retomar la division.

La quiescencia es un estado reversible de reposo celular (fase GO) en el que las células
permanecen metabolicamente activas, pero no proliferan. En este estado, las células han salido
transitoriamente del ciclo celular en respuesta a sefales fisioldgicas o condiciones del entorno,
y conservan la capacidad de reingresar al ciclo cuando reciben estimulos adecuados, como
factores de crecimiento o sefiales de daio tisular.

El ciclo celular no es un proceso aislado; ocurre simultdneamente con las funciones
fisiologicas basales de la célula. Durante todas las fases, la célula mantiene un metabolismo
dinamico que incluye sintesis y degradacion continua de macromoléculas; regulacion del
transporte transmembrana (importacion de nutrientes y excrecion de desechos); control del
trafico intracelular y respuesta constante a estimulos externos. Estas actividades, sumadas a la
maquinaria de division, representan un alto costo energético que la célula debe gestionar

mediante una regulacion estricta.

Puntos de control del ciclo celular

La progresion a través de las etapas del ciclo estd supervisada por vias bioquimicas de
control de calidad o puntos de control (o checkpoints). Estos actian como "sensores
moleculares" que detienen el ciclo si no se cumplen requisitos como alcanzar un volumen
celular critico, disponibilidad suficiente de nutrientes y factores de crecimiento; integridad del

material genético (ausencia de mutaciones o roturas) o el correcto ensamblaje del huso mitotico.
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La decision de una célula de entrar en division depende de la integracion de dos tipos de sefiales,
externas e internas.

En organismos multicelulares, la proliferacion celular debe ser un proceso coordinado y
cooperativo. La pérdida de control sobre el ciclo celular, ya sea por la falla en los puntos de
control o por una sefializacion mitogénica hiperactiva, conduce a un crecimiento celular
desmedido. Estas células transformadas pueden invadir tejidos adyacentes y metastatizar,
comprometiendo la organizacion estructural y la viabilidad del organismo, fendmeno que define
fisiopatologicamente al cancer. Cabe aclarar que las sefiales mitogénicas son estimulos
extracelulares, generalmente factores de crecimiento, hormonas o citocinas, que inducen a las
células a entrar en el ciclo celular y proliferar. Estas sefales activan vias de transduccion que
promueven la expresion de genes necesarios para la progresion desde la fase G1 hacia la fase

S.

Ciclinas y kinasas dependientes de ciclinas

El control interno del ciclo reside en la actividad de complejos proteicos heterodiméricos
compuestos por dos subunidades: una catalitica (Cdk) y una reguladora (ciclinas). Las Cdk son
quinasas dependientes de ciclinas y carecen de actividad enzimatica en estado monomérico. Su
concentracion permanece constante a lo largo del ciclo. Su funcidn es fosforilar proteinas diana
especificas para activar procesos clave. Las ciclinas son proteinas cuya concentracion fluctia
ciclicamente. Su sintesis y degradacion programada determinan los periodos de actividad de las
Cdk y confieren especificidad de sustrato al complejo (Figura 6.6). La activacion de los
complejos Cdk—ciclina ocurre en multiples etapas. En primer lugar, la unién de la ciclina a la
Cdk induce un cambio conformacional que produce una activacion parcial de la quinasa.
Posteriormente, la Cdk es fosforilada en un residuo activador especifico por la quinasa
activadora de Cdk (CAK), lo que conduce a su activacion completa. Adicionalmente, la
actividad del complejo puede ser modulada por fosforilaciones inhibitorias en otros residuos y
por la accion de fosfatasas que eliminan dichas marcas, asegurando un control preciso y

reversible de la progresion del ciclo celular.
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Clasificacion y secuencialidad de los complejos Cdk-ciclinas

En las células humanas, la transicion unidireccional por las fases del ciclo estd mediada

por complejos Cdk-ciclinas que actian de forma secuencial (Figura 6.7).

Ciclina G1/S Ciclina s Ciclina M
\ \
_l — ! ;
inicio \é é/ G/M é/ Metafase - anafase
6 s " s
“ ‘ __ Ciclina ‘ APCC
Cdk-G1/s Cdk-S Cdk-M
Alfinalde G1, los Los complejos
niveles crecientes de Cdk-Sse Los complejos Cdk-M se
las ciclinas G1/S forman al forman durante G2 pero .
promueven la comienzo dela se mantienen en un Figura 6.7. Sistema de control del
formacién de los faseSy :'::dd:'"e;mmm el ciclo celular: depende de proteinas
complejos Cdk-G1/S desencadenan it J \ quinasas dependientes de ciclinas que
que desencadenan la la replicacion sencadenan los ‘ e
progresionatravés del  del DNA procesos iniciales de la se activan ciclicamente. Tomado de
punto de control del mitosis Alberts et al. (2015).

Inicio

e Los complejos de ciclinas Cdk-Ciclina G1 se expresan y ensamblan en respuesta a
sefales mitogénicas externas. Su funcion principal es promover el pasaje de G1 a la fase
S, estimulando la sintesis de las ciclinas necesarias para las etapas subsiguientes y
permitiendo que la célula supere el punto de restriccion. En las células humanas, este
complejo lo forman las Cdk4 y la Cdké6 junto con la ciclina D.

e Los complejos Cdk-ciclina G1/S preparan a la célula para la fase S al estimular la
sintesis de enzimas que participan en la duplicacion del ADN. En las células humanas,
la Cdk2 y la ciclina E forman estos complejos.

e Los complejos de Cdk-ciclina S fosforilan y activan de forma selectiva las proteinas de

los origenes de replicacion. Su regulacion asegura que el genoma se replique
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exactamente una vez por ciclo, manteniendo la estabilidad cariotipica en las células
hijas. Esto ocurre una vez por cada ciclo celular; es decir, en cada ciclo cada cromosoma

se replica solo una vez y se mantiene constante la cantidad de cromosomas en las células

hijas. En las células humanas, la Cdk2 y la ciclina A son las que forman estos complejos.
e Los complejos Cdk-ciclina M o factor promotor de la mitosis (MPF, del inglés Mitosis
Promoting Factor) comienzan a sintetizarse durante S y G2, pero se activan solo tras
verificar la integridad de la replicacion del ADN. Una vez activados, inducen la
condensacion cromosomica, la desintegracion de la envoltura nuclear, el ensamblaje del
huso mitdtico, la alineacion cromosdmica en la placa ecuatorial, y la activacion de la
transicion metafase-anafase. En las células humanas, la Cdk1 y la ciclina B son las que
forman estos complejos. La inactivacion de estos complejos es tan critica como su
activacion. Una vez que la ciclina cumple su funcion, es marcada para su degradacion
en el proteasoma. La desaparicion de la ciclina mitdtica, por ejemplo, es el evento que

permite la descondensacion cromosdmica y la reconstitucion nuclear tras la mitosis.

Este sistema de sintesis y degradacion sucesiva garantiza que el ciclo celular sea un proceso
irreversible y unidireccional. Ademas, la actividad de los complejos Cdk—ciclina est4 finamente
regulada por inhibidores de Cdk (CKI, cyclin-dependent kinase inhibitors), como las familias
INK4 y Cip/Kip, que pueden unirse a estos complejos e inhibir su actividad, bloqueando la
progresion del ciclo celular en respuesta a sefales antiproliferativas o dafio en el ADN.
Asimismo, la actividad de estos complejos también se regula mediante fosforilaciones
inhibitorias en residuos especificos de la Cdk, que mantienen al complejo en un estado inactivo
hasta que dichas marcas son removidas por fosfatasas, permitiendo asi su activacion en el

momento adecuado (Figura 6.8).

Fosforilaciones Proteinas inhibidoras (CKIl)
inhibidoras —
J— Fosfato.lnhlbldor cildinia
Wee 1
quinasa ‘
Cdc25 P P

fosfatasa

]
Cdk Complejo Complejo
F?.Sfaéo cdk- p27 p27-cdk-
activaaor diclina Giliva
ACTIVO INACTIVO activo inactivo

Figura 6.8. Fosforilaciones inhibidoras y proteinas inhibidoras de Cdk (CKI) pueden
inhibir la actividad Cdk. Tomado de Alberts ef al. (2015).
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Por el descubrimiento de estos reguladores universales, Leland Hartwell, Tim Hunt y Paul

Nurse fueron galardonados con el Premio Nobel de Medicina en 2001.

Mecanismo de regulacion del ciclo celular

Como ya se menciond, la progresion del ciclo celular es un proceso altamente regulado
por puntos de control localizados en las transiciones G1/S, G2/M y en la metafase mitdtica.
Estos verifican y modulan el avance celular en respuesta a sefiales intrinsecas y factores
ambientales, operando fundamentalmente mediante la actividad de los complejos Cdk-ciclina.

Si las condiciones celulares (tamafio, integridad del genoma, disponibilidad de nutrientes
o anclaje a la matriz) son deficientes, el ciclo se detiene para activar mecanismos de reparacion.
En caso de que el dafno sea irreversible, se desencadena la apoptosis para prevenir la
propagacion de anomalias. La pérdida de fidelidad en estos controles es un factor determinante
en la inestabilidad gendmica y la oncogénesis.

La fase G1 es la fase mas variable y metabdlicamente activa. En ella destacan dos hitos de
regulacion: el punto de restriccion y el de control de dafio del ADN en G1. El punto d restriccion
es considerado el principal punto de no retorno. La célula evalua su potencial replicativo y
factores externos. Si las sefiales son favorables, la célula se compromete a entrar en fase S; de
lo contrario, puede retirarse del ciclo hacia un estado de latencia o quiescencia, la fase GO. El
punto de control de dafio del ADN en Gl monitorea la integridad gendmica. Ante dafios
irreparables, se produce una estabilizacion de la proteina supresora de tumores p53, la cual
detiene el ciclo o induce la muerte celular programada.

Durante la fase S y G2, el punto de control de dafio del ADN supervisa la calidad de la
sintesis de material genético en tiempo real. Antes de la entrada en mitosis, se activan el punto
de control de dafio del ADN en G2 y el punto de control de ADN no replicado, asegurando que
la division no comience hasta que la duplicacion gendmica sea completa y fidedigna.

En la fase M, el punto de control del huso (SAC) impide la transicion a anafase hasta que
todos los cromosomas estén correctamente alineados y anclados a los microtabulos del huso; y
el punto de control de segregacion supervisa la correcta separacion cromosdmica antes de
finalizar la citocinesis. Mientras que SAC es un punto de control, el complejo promotor de la
anafase o ciclosoma (APC/C) es una E3 ubiquitina ligasa de gran tamafio que funciona como
el interruptor maestro para finalizar la mitosis e iniciar una nueva fase G1. Su funcién principal
es marcar proteinas especificas con cadenas de ubiquitina para que sean degradadas por el

proteasoma, permitiendo que el ciclo celular avance de forma irreversible.
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El APC/C actta principalmente en dos momentos criticos: en la transicion de metafase a
anafase y en la salida de la mitosis. En el primer caso, destruye la securina y se libera una
enzima llamada separasa, que corta las cohesinas que mantienen unidas las cromatides
hermanas. Esto permite que los cromosomas se separen hacia los polos opuestos. En la salida
de la mitosis, el APC/C degrada las ciclinas M y S lo que inactiva a las Cdks mit6ticas y permite
que la célula descondense los cromosomas, reforme la envoltura nuclear y realice la citocinesis

(Figura 6.9).
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\\/ &/ Figura 6.9. El APC/C desencadena la separacién de

cromatides hermanas yt la finalizacion de la mitosis.
metafase anafase Tomado de Alberts ef al. (2015).
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El APC/C no actua solo; su especificidad depende de su union a coactivadores en
momentos distintos. Cdc20 activa a APC/C al inicio de la anafase para separar los cromosomas
y Cdhl mantiene al APC/C activo durante el final de la mitosis y la fase, asegurando que las
ciclinas se mantengan bajas para que la célula no reinicie el ciclo prematuramente.

El APC/C es el blanco del Punto de Control del Armado del Huso. Si un solo cromosoma
no esta correctamente anclado a los microttibulos, se envian sefiales inhibitorias que bloquean
al APC/C-Cdc20. Esto detiene la célula en metafase, evitando una segregacion erronea que

causaria aneuploidia.

Papel de la pS3

El mal funcionamiento de estos puntos de control, especialmente en los puntos de dafio del
ADN vy del huso, conduce a la catastrofe mitotica. Este evento se define como la incapacidad
de detener el ciclo ante anomalias graves, derivando en una segregacion cromosdmica
asimétrica.

Si la célula falla en activar la apoptosis tras una catastrofe mitotica, se generan poblaciones

celulares con aneuploidia e inestabilidad cromosoémica, pilares fundamentales de la progresion
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tumoral. En este contexto, la proteina p53 cumple un rol critico como "guardian del genoma",
al inhibir las quinasas dependientes de ciclinas (Cdks) y permitir la reparacion del ADN o, en
ultima instancia, la eliminacion de la célula dafiada. La proteina p53 funciona como un factor
de transcripcion que monitorea la integridad del ADN. En condiciones normales, los niveles de
p53 son muy bajos porque es degradada constantemente. Sin embargo, ante estrés celular (dafio
en el ADN por radiacién o quimicos, hipoxia o estrés oncogénico), p53 se estabiliza y su
concentracion aumenta rapidamente en el nucleo. Una vez activa, pS3 se une al ADN y
promueve la expresion de genes como p21. Esta proteina actia como un inhibidor de las
quinasas dependientes de ciclinas (CDI), bloqueando los complejos Cdk-ciclina. Esto detiene
el ciclo celular (generalmente en la transicion G1/S), otorgando tiempo a la célula para que los
mecanismos de reparacion arreglen el dafo.

Si el dafio es reversible, p53 facilita la activacion de enzimas reparadoras. Una vez
solucionado el problema, los niveles de p53 bajan y el ciclo contintia. Si el dafio es irreversible,
p53 activa genes proapoptoticos (como Bax). Esto induce la apoptosis o muerte celular
programada para evitar que una célula con mutaciones peligrosas se divida y pueda dar origen

a un tumor (Figura 6.10).
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Muerte celular: apoptosis y necrosis
La muerte celular se clasifica fundamentalmente en dos modalidades con mecanismos y

consecuencias bioldgicas divergentes: la apoptosis y la necrosis (Tabla 6.1). Mientras la
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primera representa un proceso programado y fisioldgico, la segunda se asocia generalmente a

injurias agudas y dafio tisular descontrolado.

Tabla 6.1. Diferencias entre apoptosis y necrosis.

Caracteristica Apoptosis Necrosis

Naturaleza Programada / Fisiologica Accidental / Patologica
Integridad de membrana Mantenida (formacion de vesiculas) Pérdida (lisis celular)

Gasto Energético Si (dependiente de ATP) No (Pasivo)

Inflamacion Ausente Presente y reactiva

Destino Celular Fagocitosis por cuerpos apoptéticos Lisis y dafio tisular colateral

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso activo, dependiente de energia
(ATP), mediante el cual la célula ejecuta un programa de "suicidio" altamente regulado.

Se caracteriza por la fragmentacion del ADN (cariorrexis) y la condensacion de la
cromatina. El citoplasma y los orgénulos se segmentan en vesiculas rodeadas de membrana
plasmatica denominadas cuerpos apoptoticos. Al mantener los componentes celulares
confinados en membranas, se evita la liberacion de enzimas hidroliticas al espacio extracelular.
Estos cuerpos son reconocidos y fagocitados por macréfagos y otras células del sistema
inmunitario sin desencadenar una respuesta inflamatoria, lo que permite una depuracion celular
ordenada y silenciosa.

A diferencia de la apoptosis, la necrosis o muerte celular accidental, es un proceso pasivo
e independiente de energia que ocurre como respuesta a un dafio celular severo (isquemia,
toxinas, trauma). La célula experimenta un aumento de volumen (oncosis) que culmina en la
lisis o ruptura de la membrana plasmatica. Esto provoca el vertido indiscriminado de los
contenidos citoplasmaticos y enzimas lisosomales al espacio intersticial. La liberacion de
detritos celulares actiia como una sefial de peligro que atrae masivamente a células del sistema
inmune. Esto desencadena una reaccion inflamatoria aguda que, si bien busca limpiar el area,
puede provocar dafio colateral en el tejido circundante debido a la liberacion de mediadores

citotoxicos (Figura 6.11).
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Figura 6.11. Apoptosis vs.
necrosis. Tomado de Alberts
¢ eral. 2015).
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UNIDAD 7. APLICACIONES DE LA BIOLOGIA MOLECULAR

LA BIOTECNOLOGIA Y LAS HERRAMIENTAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

La biotecnologia se define como el conjunto de aplicaciones tecnoldgicas que utilizan
sistemas bioldgicos y organismos vivos (o sus derivados) para la creacion o modificacion de
productos y procesos para usos especificos. En la actualidad, el alcance de esta disciplina se ha
expandido exponencialmente gracias a la integracion de las herramientas de biologia molecular,
las cuales permiten la manipulacion y el estudio de los dcidos nucleicos y proteinas con una
precision sin precedentes.

Estas herramientas, que incluyen técnicas como la PCR (estudiada en el Capitulo 3), la
electroforesis (estudiada en el Capitulo 2), la secuenciacion de ADN y las enzimas de
restriccion, actuan como el brazo ejecutor de la biotecnologia. Proporcionan la metodologia
necesaria para aislar, amplificar y analizar secuencias genéticas especificas, facilitando la

comprension de la arquitectura gendmica de los organismos.

Tecnologia del ADN recombinante y enzimas de restriccion

La tecnologia del ADN recombinante es el eje central de la ingenieria genética. Es el
procedimiento mediante el cual se inserta un segmento de ADN foraneo en un vector
replicativo. Este "corte y confeccion" genético depende criticamente de las enzimas de
restriccion. Estas enzimas son endonucleasas y herramientas de corte especifico que permiten
la fragmentacion precisa del ADN, facilitando la insercion de secuencias exogenas en genomas
receptores. Las endonucleasas de restriccion (tipo II) reconocen secuencias palindromicas
especificas. Dependiendo de la enzima (p. €j., EcoRI o Smal), pueden generar diferentes
extremos: cohesivos o romos. Los extremos cohesivos (sticky ends) facilitan la hibridacién por
complementariedad de bases. Los extremos romos (blunt ends) requieren ligaciones mas
energéticas, pero son versatiles. La ADN ligasa es la enzima encargada de sellar el enlace

fosfodiéster entre el inserto y el vector, estabilizando la nueva molécula recombinante.

Vectores de clonacion y expresion

Los vectores son moléculas de ADN transportadoras que permiten la replicacion y, en
ocasiones, la expresion de un gen exdgeno en una célula huésped.

El objetivo principal de utilizar vectores de clonacion es obtener multiples copias de un
fragmento de ADN. Los mdas comunes son los plasmidos, moléculas circulares

extracromosOmicas que poseen un origen de replicacion ori independiente.
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Los vectores de expresion tienen otros elementos ademas de los de replicacion; contienen
sefales de control transcripcional y traduccional (promotores fuertes, sitios de unién al
ribosoma y terminadores) que permiten al huésped producir la proteina codificada por el inserto.
Un vector funcional debe poseer un sitio de clonacion multiple (MCS) con dianas tnicas
para enzimas de restriccion y marcadores de seleccion (como genes de resistencia a

antibidticos) para distinguir las células transformadas de las que no lo estan.

Etapas de la clonacion

Las etapas de la clonacion mediante tecnologia de ADN recombinante consisten en pasos
ordenados que permiten aislar, insertar y multiplicar una secuencia o gen de interés. En primer
lugar, se obtiene el fragmento de ADN que se desea clonar (inserto), el cual puede ser aislado
y cortado con enzimas de restriccion, amplificado por PCR u obtenido a partir de ARNm
mediante retrotranscipcion. De manera paralela, se prepara el vector, que también es digerido
con las mismas enzimas para generar extremos compatibles.

A continuacidn, el inserto se une al vector mediante la accion de la ADN ligasa, formando
una molécula de ADN recombinante (ADNr) estable, que luego se introduce en una célula
anfitriona a través de un proceso denominado transformacion. Una vez dentro de la célula, el
ADN se replica.

Posteriormente, se seleccionan las células que han incorporado correctamente el ADN
recombinante, empleando marcadores de seleccidn como genes de resistencia a antibioticos, lo
que permite eliminar las células no transformadas y aislar unicamente aquellas que contienen
el vector. En muchos sistemas, esta seleccion se complementa con métodos de screening, como
la inactivacion de genes reporteros (por ejemplo, lacZ), que permiten diferenciar entre vectores
con y sin inserto. De este modo, se obtienen clones recombinantes portadores del fragmento de
interés.

Finalmente, se lleva a cabo el andlisis de la secuencia o del gen clonado para confirmar su
presencia, orientacion e integridad. Esto puede realizarse mediante PCR, digestion con enzimas
de restriccion y electroforesis, o secuenciacion del ADN. En aquellos casos en que se ha
utilizado un vector de expresion, también es posible evaluar la funcionalidad del gen insertado
mediante el andlisis de la expresion del producto génico, ya sea a nivel de ARN (RT-PCR) o de
proteina, utilizando técnicas como SDS-PAGE, Western blot o ensayos de actividad enzimatica,
lo que permite verificar no solo la correcta insercidon sino también la funcionalidad biolégica

del gen clonado.
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Métodos de transformacion en sistemas bioldgicos

La transferencia de ADN al interior de la célula varia segliin la estructura de la pared y
membrana celular del organismo receptor.

En bacterias y levaduras se utiliza la competencia artificial. En bacterias, el tratamiento
con CaCl® seguido de un choque térmico facilita la entrada del ADN. En levaduras, se emplea
acetato de litio y PEG para desestabilizar la pared celular.

En plantas, la técnica de biobalistica utiliza microparticulas de oro o tungsteno recubiertas
de ADN que se disparan sobre el tejido vegetal. Alternativamente, se usa la bacteria
Agrobacterium tumefaciens, que posee la capacidad natural de transferir una parte de su
plasmido (T-DNA) al genoma de la planta.

Debido a que los mamiferos no poseen pared celular, se emplean métodos como la
lipofeccion (uso de liposomas), la electroporacion o la transduccion viral, donde los virus

modificados (lentivirus o adenovirus) inyectan el material genético con alta eficiencia.

Organismos genéticamente modificados

Un organismo genéticamente modificado (OGM) es cualquier organismo vivo que posea
una combinacion nueva de material genético obtenida mediante el uso de la biotecnologia
moderna. Las plantas transgénicas fueron desarrolladas principalmente para resistir herbicidas,
plagas (como el maiz Bt) o mejorar el contenido nutricional (arroz dorado) o para resistir
condiciones climaticas implacables como la sequia. Los animales genéticamente modificados
son utilizados mayoritariamente como modelos de enfermedades humanas, biorreactores para
la produccion de farmacos en leche (biofarming) o para mejorar tasas de crecimiento en

acuicultura.

Construccion de genotecas

Las genotecas son colecciones de clones que representan el contenido genético total de un
organismo o tejido en un momento dado. Las genotecas gendmicas contienen fragmentos de
todo el genoma, incluyendo intrones y regiones intergénicas. Se construye digiriendo el ADN
total con enzimas de restriccion. Las genotecas de ADNc se sintetizan a partir del ARN
mensajero (ARNm) mediante la enzima transcriptasa reversa. Solo contiene las secuencias
expresadas (exones), ideales para estudiar perfiles de expresion especificos de un tejido.

El proceso de cribado o screening se realiza para la busqueda de un clon especifico
mediante hibridacién con sondas marcadas o mediante ensayos inmunologicos si el vector es

de expresion.
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Terapias génicas
La terapia génica consiste en la insercion de genes funcionales en las células de un
individuo para corregir un defecto genético o dotar a las células de una nueva funcién
terapéutica. La estrategia ex vivo es el procedimiento donde las células del paciente se extraen,
se modifican en el laboratorio y se reintroducen (p. ¢j., terapias CAR-T para céncer).
En la estrategia in vivo, el vector terapéutico se administra directamente al paciente (p. ¢j.,
aerosoles para fibrosis quistica). La respuesta inmunoldgica del paciente al vector y la insercion
aleatoria en el genoma (que podria causar mutagénesis insericional) son los principales

obstaculos técnicos.

Consideraciones juridicas, legales y bioéticas

El avance de la biotecnologia ha obligado a la creacion de marcos regulatorios estrictos.

Dentro del marco de la propiedad intelectual, las patentes biotecnologicas protegen las
invenciones, pero generan debates sobre el acceso a los recursos genéticos y el costo de las
semillas o medicamentos.

La bioseguridad contempla protocolos que garantizan que los OGM no representen un
riesgo para la salud humana o el medio ambiente (p. ej., Protocolo de Cartagena). La bioética
es una rama de la ética aplicada que surge como respuesta a la necesidad de regular y reflexionar
sobre los dilemas morales que plantean los avances de las ciencias de la vida y la salud. Su
objetivo no es frenar el progreso cientifico, sino asegurar que este se desarrolle con respeto a la
dignidad humana y al medio ambiente. En este contexto, la edicion de la linea germinal humana
(heredable) esta prohibida en la mayoria de las legislaciones debido a las implicaciones éticas

de modificar el patrimonio genético de futuras generaciones.

MARCADORES MOLECULARES

Los marcadores moleculares emergen como una de las herramientas mas potentes y
versatiles. Un marcador molecular es una secuencia especifica de ADN que puede ser
identificada y cuya ubicacion en el genoma es conocida, permitiendo rastrear la herencia de un
rasgo particular o identificar variabilidad genética entre individuos. La biotecnologia establece
el marco de aplicacion (p. ej., mejoramiento vegetal, medicina personalizada o
biorremediacion); mientras que la biologia molecular aporta las herramientas técnicas para
acceder a la informacion genética; y los marcadores moleculares funcionan como las "etiquetas"

informativas que permiten tomar decisiones precisas dentro de los procesos biotecnoldgicos.
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Los marcadores moleculares se definen como cualquier fenotipo molecular proveniente de
un gen que se expresa o de un segmento especifico de ADN (correspondiente a regiones del
genoma que pueden expresarse o no). Los marcadores moleculares constituyen variantes
detectables de secuencias nucleotidicas o productos génicos que permiten discriminar genotipos
debido a su capacidad para revelar polimorfismos heredables. Estos pueden derivar de fenotipos
proteicos, como isoenzimas o antigenos, y de fragmentos especificos de ADN, cuya secuencia
difiere entre individuos y permite su utilizacion para el andlisis de diversidad, relaciones
genéticas o identificacion de loci asociados a caracteres de interés.

Cuando se trata de segmentos especificos de ADN cuya secuencia bésica difiere para
diferentes genotipos y permite diferenciarlos, se los denomina marcadores moleculares
genéticos o marcadores de ADN. Un marcador molecular monomorfico es invariable en todos
los organismos estudiados, pero cuando presenta diferencias en el peso molecular, actividad
enzimatica, estructura o sitios de restriccion, se dice que es polimorfico.

En genética cuantitativa, la mayor parte de los caracteres agronémicos relevantes presentan
una herencia poligénica, cuantitativa y compleja, influida por multiples loci cuyos efectos
agregados determinan la variacion fenotipica (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Estos loci son
denominados loci controladores de una caracteristica cuantitativa (QTL, del inglés Quantitative
Trait Loci). Los QTL pueden ser mapeados mediante marcadores moleculares distribuidos a lo
largo del genoma. Los mapas genéticos basados en marcadores moleculares ofrecen asi una
plataforma robusta para describir la arquitectura genética de los rasgos cuantitativos, identificar,
mapear y estimar los efectos de cada QTL y facilitar su utilizacion en programas de seleccion
y recombinacion genética.

Los marcadores moleculares se han consolidado como herramientas fundamentales en
conservacion genética, analisis de estructura poblacional, estudios evolutivos, genotipificacion,
identificacion de hibridos y parentesco (fingerprinting), diagnostico molecular y seleccion
asistida por marcadores. En este tltimo caso, la utilidad del marcador depende de su ligamiento
estrecho con el gen o region gendmica que controla el fenotipo objetivo, como la resistencia a
enfermedades o la tolerancia al estrés abiotico. El uso de los marcadores moleculares acelera
los programas de mejoramiento genético ya que pueden suplantar los marcadores morfoldgicos
y fenotipicos en especial cuando la caracteristica es altamente inestable, dificil de observar o
aparece tardiamente en el desarrollo del organismo. Por su parte, las isoenzimas constituyen un

método cldsico y de bajo costo para estimar diversidad genética, aunque su poder
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discriminatorio es limitado por el numero finito de loci expresados y por el hecho de que solo
informan sobre variantes genéticas que producen productos proteicos detectables.

En este contexto, la introduccién de marcadores basados en ADN super? estas limitaciones
al permitir explorar regiones codificantes y no codificantes, con un numero practicamente
ilimitado de loci potenciales, y ha servido como instrumento para estudiar la variacion en las
regiones codificantes, no codificantes y altamente variables de los genomas nucleares y de

organulos. En la Tabla 7.1 se resumen los marcadores moleculares genéticos mas usados.

Tabla 7.1. Caracteristicas generales de los marcadores genéticos

Tipo Naturaleza Nivel Codominancia/ Reproducibilidad Complejidad  Aplicaciones
polimorfismo dominancia técnica tipicas
RFLP Variacionenla Medio-alto  Codominante = Muy alta Alta para RFLP Estudios de
longitud de los baja para PCR- diversidad
y fragmentos RFLP genética, mapas
PCR- generados por de ligamiento,
RFLP dig;sti(')n con anélisig
enzimas de poblacionales,
restriccion identificacion de
cultivares
RAPD Amplificacion  Bajo-medio  Dominante Baja (sensible a  Muy baja Screening
aleatoria de condiciones de (técnica rapida preliminar,
regiones del PCR) y simple) analisis
genoma por exploratorios,
cebadores estudios de
arbitrarios variabilidad en
organismos sin
informacion
gendmica
SNP  Cambio puntual Bajo por Codominante ~ Muy alta Variable (desde Gendmica
de un nucleoétido locus, muy PCR comparativa,
alto por convencional a seleccion asistida,
numero total plataformas de estudios de
en el genoma genotipificacion asociacion,
masiva) medicina
personalizada
VNTR Repeticiones en  Muy alto Codominante  Alta Media-alta Perfiles genéticos
tandem de forenses, estudios
unidades de 10— de parentesco,
60 pb analisis de
diversidad
SSR  Repeticiones Muy alto Codominante  Alta Media (PCR Mapas genéticos,
o SRT cortas de 1-6 pb especificay analisis de
electroforesis  variabilidad
de alta poblacional,
resolucion) identificacion
individual y de
cultivares

RFLP: Polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion; RAPD: ADN polimoérfico amplificado
al azar; SNP: Polimorfismos de nucledtido simple; VNTR: Numero variable de repeticiones en tindem,;
SSR: Secuencias simples repetidas; STR: Secuencias que se repiten en tdndem.
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Polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)

El polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP, del inglés Restriction
Fragment Length Polymorphisms) constituye uno de los primeros métodos de genética
molecular desarrollados para detectar variacion heredable en los genomas. La técnica RFLP es
un método de biologia molecular que permite detectar variaciones en la secuencia de ADN a
partir de diferencias en la longitud de los fragmentos generados por enzimas de restriccion. En
primer lugar, se extrae el ADN gendmico del organismo de estudio y luego se somete a digestion
con una o mas enzimas de restriccion, las cuales reconocen y cortan secuencias especificas. Las
variaciones en la secuencia de ADN, como mutaciones o inserciones/deleciones, pueden
modificar los sitios de corte, originando fragmentos de diferente tamafo entre los individuos.
Posteriormente, los fragmentos obtenidos se separan mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida, generando un patron de bandas caracteristico. En el RFLP clasico, estos
fragmentos pueden transferirse a una membrana mediante la técnica de Southern blot e
hibridarse con una sonda marcada, la cual se une a la secuencia de interés, lo que permite
identificar de manera codominante los alelos presentes en un locus. Finalmente, las bandas
detectadas permiten comparar genotipos, analizar la variabilidad genética, identificar
organismos y establecer relaciones genéticas entre muestras (Figura 7.1a). Los RFLP se
heredan en forma mendeliana simple, y si la sonda empleada representa una copia Unica, esta
es considerada como un /locus y las variaciones en patrones son analizadas como alelos
(bialélicos o multialélicos). La expresion de estos marcadores es codominante, es decir, todas
las formas alélicas de la secuencia o del gen son distinguibles, permitiendo detectar los
heterocigotos y también estudiar el flujo de genes entre poblaciones (Figura 7.1b). El nivel de
polimorfismo que esta técnica puede detectar depende en gran medida de la naturaleza de las
sondas empleadas, enzimas de restriccion utilizadas y de la complejidad en cuanto al tamafio

del genoma de la especie en estudio.
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Figura 7.1. Marcadores RFLP a) Alelos RFLP.
G—‘_ﬂ Hermanos Cromosomas homologos con los sitios de restriccion
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i 6 ﬁ t] sobre los cromosomas corresponde al locus reconocido
GCUOUPOS por la sonda. b) Herencia mendeliana de marcadores

AA AA, AA, AA, AA, AA, AA, AA RFLP. Dado que las personas son 2N, tienen pares de
cromosomas homologos con los mismos loci. Sin
embargo, estos loci pueden contener alelos diferentes.
En este caso, el fenotipo de estos alelos es la secuencia
real que puede o no contener sitios de restriccion.
Tomado de Biology OER con modificaciones.

Los RFLP permiten estudiar el genoma con una mayor cobertura al incluir secuencias
codificadoras y no-codificadoras del ADN (exones e intrones). Esto permite detectar con mayor
eficiencia cambios genéticos puntuales, en comparacion con las proteinas. Las principales
ventajas de los RFLP radican en la presencia de un nimero ilimitado de ellos, a su alta
reproducibilidad, no presentan efectos pleiotropicos, y no se ven afectados por condiciones
ambientales o por el estado fisiologico del organismo.

La técnica RFLP ha sido fundamental para la construccién de mapas genéticos, el analisis
de diversidad, la identificacién de individuos y cultivares, y la deteccion de variacion en
genomas nucleares y de organelas. Aunque actualmente ha sido desplazado por metodologias
de mayor rendimiento, el RFLP contintia siendo un referente historico y conceptual en el estudio
de la variabilidad gendmica.

El uso de los RFLP en plantas representa una buena alternativa para realizar diversos
estudios relacionados con los tres genomas que existen en ellas, el nuclear (ADNn), el
mitocondrial (ADNmt) y el de cloroplasto (ADNcp). La aplicacion de esta técnica ha sido de
gran utilidad en estudios filogenéticos, diversidad genética e identificacion de cultivares con
propositos de proteccion varietal. El uso de uno u otro genoma dependera de los propositos del
estudio. EI ADN nuclear ha sido mayormente usado para estudios de diversidad genética de
individuos emparentados por su mayor tasa de mutaciéon en comparaciéon con el ADN
mitocondrial y cloroplastico. Por lo contrario, el ADNmt ha sido usado mayormente en estudios

de filogenia en animales.

269



Catedra de Biologia Molecular
Profesorado Universitario en Biologia
Biologia Molecular

PCR-RFLP

La técnica PCR-RFLP combina la amplificacién especifica de una region de ADN
mediante PCR con la digestion enzimatica con enzimas de restriccion, permitiendo detectar
variaciones en la secuencia de dicho fragmento.

En primer lugar, se extrae el ADN gendémico de la muestra y se selecciona una region
especifica a amplificar utilizando cebadores (primers) disefiados para dicha secuencia.

Mediante la PCR, se obtiene un gran nimero de copias del fragmento de interés (Figura 7.2).

l X Msti '

AlslaA CCTGAGG
AleloB CCTTAGG
. o N\ >
& .3 -
1,2kb 0,2kb

l— Digestién con Mst Il
=) : ==
I

MM AA AB BB

1,0 kb 1,0 kb

0,8 kb 0,8 kb

0,6kb Figura 7.2. Esquema general de
0,4kt la técnica de PCR_RFLP.

0,2kb 0,2kb -

Posteriormente, el producto de PCR se somete a digestion con una o mas enzimas de
restriccion, que cortan el ADN en sitios especificos. Si existen mutaciones, inserciones o
deleciones en la secuencia, los sitios de corte pueden estar presentes o ausentes, generando
fragmentos de diferente longitud.

Finalmente, los fragmentos obtenidos se separan mediante electroforesis en gel de agarosa,
observandose un patrén de bandas caracteristico, que permite identificar polimorfismos,
diferenciar individuos, cepas o especies, y analizar la variabilidad genética.

El RFLP clasico y el PCR-RFLP se basan en el mismo principio: la deteccion de
polimorfismos a partir de diferencias en la longitud de fragmentos generados por enzimas de
restriccion; sin embargo, mientras que el RFLP tradicional requiere grandes cantidades de ADN
gendmico y, en muchos casos, la aplicacion de Southern blot e hibridacion con sondas
marcadas, el PCR-RFLP incorpora una etapa previa de amplificacion especifica por PCR de la
region de interés. Esto permite trabajar con cantidades minimas de ADN, reduce el tiempo de
procesamiento y simplifica considerablemente el procedimiento experimental. Por estas

razones, el PCR-RFLP resulta una alternativa més réapida, sensible, econémica y facil de
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implementar en el laboratorio, manteniendo la capacidad de detectar variaciones en la secuencia

de ADN.

ADN polimorfico amplificado al azar (RAPD)

Se ha desarrollado una serie de técnicas basadas en la PCR, como la técnica de ADN
polimorfico amplificado al azar (RAPD, del inglés Random Amplified Polymorphic DNA). En
la técnica RAPD se utilizan cebadores (primers) cortos y de secuencia arbitraria (generalmente
de 8-12 nucledtidos), que se unen al azar en distintos sitios del ADN gendémico. Cuando dos
sitios de union se encuentran a una distancia compatible y en orientacion opuesta, la ADN
polimerasa amplifica el fragmento comprendido entre ellos. Debido a variaciones en la
secuencia del ADN entre individuos (mutaciones, inserciones, deleciones), algunos sitios de
unidn pueden aparecer o desaparecer, lo que genera diferencias en el patron de bandas obtenido
tras la electroforesis en gel de agarosa (Figura 7.3). Estos productos son polimorficos cuando
se ha producido una pérdida, insercion o cambio de un solo nucledtido en la cadena molde
(ADN gendmico).

Extraccion de ADN

SOQOK SORVOK

Templado A Templado B

> .
- -~
-— - —

* Amplificaciéon por *

PCR
[T [T T

Gel de
electroforesis

- Figura 7.3. Esquema general de la
técnica de RAPD. Tomado de Faizal
Aziziy cols. (2021) con
modificaciones.

El perfil de bandas resultante se interpreta en forma binaria (presencia/ausencia) y se utiliza
para evaluar diversidad genética, diferenciar cepas, especies o poblaciones, realizar estudios
filogenéticos, caracterizar variabilidad intraespecifica. Los productos de la reaccion dependeran

del genoma en estudio, del cebador y de las condiciones de la reaccion. Los resultados de RAPD
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obtenidos en plantas indican su herencia dominante, su habilidad para detectar regiones de ADN
altamente variables (5-10 /oci por cebador), su tremenda potencialidad en el mapeo de genes,
identificacion de razas, estudios de hibridacion inter e intraespecifica y en el estudio de la
variacion genética en poblaciones altamente emparentadas.

Las principales ventajas de esta técnica son que no requiere informacion previa de la
secuencia, la rapidez en la obtencion de resultados, el costo, el no uso de radioactividad, menor
inversion en equipos y la cantidad reducida de ADN requerida. Asimismo, los RAPD permiten
detectar multiples loci altamente variables y se han empleado en mapeo, identificacion varietal
y andlisis de poblaciones.

Sin embargo, como desventaja aparece la baja reproducibilidad (muy sensible a
condiciones de PCR). Diferentes condiciones de laboratorios con pequefias alteraciones en los
parametros de amplificacion pueden dar origen a resultados diferentes. Esta desventaja se puede
reducir logrando un alto grado de estandarizacién de las condiciones de reaccion y de
amplificacion, usando un control interno para asegurar la reproducibilidad de los productos de
la amplificacion, ademas del registro de las bandas nitidas y consistentes. Otra desventaja es

que es un marcador dominante (no distingue heterocigotas de homocigotas).

Polimorfismo de simple nucledtido (NSP)

El polimorfismo de simple nucledtido (SNP, del inglés Single Nucleotide Polymorphism)
representa el tipo de marcador mas abundante y distribuido uniformemente en practicamente
todos los genomas eucariotas. Consisten en variaciones de un unico nucledtido y constituyen
marcadores bialélicos, altamente estables y de elevada reproducibilidad.

Su deteccion puede realizarse mediante secuenciacion, microchips de hibridacion, PCR
aleloespecifica o tecnologias de alto rendimiento como genotipado masivo (NGS-based
genotyping). Debido a su densidad y ubicuidad, los SNP son hoy la base de la gendémica
poblacional, los estudios de asociacion gendmica amplia (GWAS), la seleccion asistida por
marcadores, la inferencia filogenética de alta resolucion y la medicina de precision. Su principal
desventaja es su baja heterocigosidad individual, por su naturaleza bialélica, lo que requiere

gran cantidad de loci para maximizar el poder de discriminacion.

Minisatélites (VNTR) y microsatélites (SSR o STR)
Las secuencias de ADN de minisatélites (VNTR, del inglés Variable Number of Tandem

Repeats) y microsatélites (SSR, del inglés Simple Sequence Repeats) son dos categorias de
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secuencias repetidas que se presentan en eucariotas. Ellas se encuentran repetidas en tindem y
dispersas a través del genoma representando muchos /oci (Figura 7.4). Cada locus tiene distinto
numero de repeticiones variable, asocidndose de esta manera a alelos especificos de alta
variabilidad. A través del uso de estos marcadores se han obtenido patrones complejos de ADN

en animales, plantas y microorganismos.

Minisatélites
Unidad de repeticion: 10-65 pb Bloque 100 a 1.000 u

S s eetssess $Z202Zcoaosmsagmssm 00

ATGCGTGGT ! CTAGGCTCTAATGCCTGAACTAC ( TTCGG

Microsatélites
Unidad de repeticion: 2-6 pb Bloque <50u

- COO0CoO O0CCCO ococcececo

ATGCGAATGTGGT CTAG CTAG CTAG CTAG CTAG TTCGGCGTTTGAAGT
Figura 7.4. Esquema de secuencias repetidas en tindem.

Los VNTR consisten en repeticiones en tindem de unidades relativamente largas (10—60
pb), frecuentemente dispersas en regiones subteloméricas o intergénicas. El niimero de
repeticiones varia entre individuos, generando perfiles altamente polimorficos. La deteccion
clasica se extrae el ADN genomico de la muestra y luego se emplea digestion enzimatica
seguida de una separacion electroforética y posterior hibridacién por Southern blot, aunque hoy

puede amplificarse por PCR cuando el tamafio del alelo lo permite (Figura 7.5).
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Figura 7.5. Esquema de la técnica de minisatélites.

Son marcadores multialélicos, con una capacidad discriminatoria excepcional,
historicamente fundamentales en la identificacion forense, pruebas de paternidad y estudios de
variabilidad y diversidad genética y para realizar la identificacion de individuos (fingerprinting)
en diversas especies. Su limitacion radica en la complejidad técnica, el tiempo requerido y la
posibilidad de artefactos en regiones extensas con alto contenido GC.

Los SSR también son conocidos como SRT (del inglés Short Tandem Repeats), aunque
este ultimo término es usado predominantemente en los &mbitos de genética forense, medicina
legal, identificacion individual y analisis de parentesco. Los SSR estdn compuestos por
unidades repetitivas cortas (1-6 pb) repetidas en tandem. Son extremadamente empleados
debido a su altisima variabilidad, su comportamiento codominante, la simplicidad de
amplificacion por PCR y su distribucion casi universal en los genomas. El numero de
repeticiones tiende a mutar por mecanismos de deslizamiento durante la replicacion, lo que
genera hipervariabilidad genética. Se utilizan de manera rutinaria para mapas genéticos,
estudios de estructura poblacional, andlisis de parentesco, genética de la conservacion y
seleccion asistida en programas de mejoramiento. Su desventaja principal reside en la
posibilidad de amplificacion nula (allele dropout) por mutaciones en los sitios de uniéon de los
cebadores, asi como la necesidad de conocer secuencias flanqueantes para su disefio.

Los SSR existen en forma abundante en plantas. Mediante los microsatélites se puede
medir la diversidad entre genotipos amplificando mediante PCR la region del ADN gendémico

que contiene estas secuencias repetidas. En primer lugar, se extrae el ADN gendmico de la
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muestra. Luego, se disefian cebadores especificos que flanquean la regién donde se encuentra
la repeticion en tindem. Mediante PCR, se amplifica ese fragmento del ADN que contiene el

STR (Figura 7.6).

:= region repetida (p.e., GA)

g ey

MIEMIIIEEN e — > 0 (5 0 6 B 0 5D > D C—— b 1008 100D Y
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» El numero de repeticiones es altamente variable
entre individuos
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Figura 7.6. a) Estructura de un microsatélite. La
mimim | técnica SSR se basa en el analisis de repeticiones
cortas de ADN (1 a 6 pares de bases) dispuestas en
. i tandem, cuyo numero de repeticiones varia entre

P Disefiar cebadores («") complementarios de las | individuos. Estas secuencias estan ampliamente
regiones adyacentes distribuidas en el genoma y presentan un alto nivel de
polimorfismo. b) Los cebadores se disefian para que

hibriden en las regiones aledafias al SSR, las cuales
corresponden a secuencias conservadas. De esta
=4 manera, el tamano del fragmento obtenido por PCR
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Como el numero de repeticiones puede variar entre individuos, el tamafio del fragmento
amplificado sera diferente, aun cuando los cebadores sean los mismos. Estos fragmentos se
separan por electroforesis (en gel de alta resolucion o electroforesis capilar), permitiendo
determinar el genotipo de cada individuo segun el patron de bandas obtenido.

El uso de microsatélites ha ido aumentando mediante la produccién de bibliotecas de
cebadores y la secuenciacion automadtica fluorescente que permiten el disefio de los cebadores
que rodean los microsatélites. Los fragmentos generados son separados en geles de
poliacrilamida desnaturalizante y visualizados radioactivamente o por tincidon con nitrato de
plata.

Los SSR son muy atractivos para los genetistas pues combinan varias ventajas como ser
su codominancia, multialelismo y alta heterocigosidad. El alto nivel de polimorfismo que
detecta permite una discriminacidon precisa entre individuos altamente emparentados. En
general, la amplificacion de SSR ha demostrado que éstos son mas variables que isoenzimas,
RFLP, RAPD, etc. Ademas de ser altamente polimorficos, los microsatélites usan cantidades

minimas de ADN, equivalentes a las que se usan en RAPD. Las condiciones de amplificacion
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y de reaccion son especie-especificas y la variacion en el largo de los productos amplificados
mediante PCR es funcion del numero de unidades repetidas.

La técnica STR se utiliza principalmente para identificacion genética (genética forense),
estudios de parentesco, andlisis de diversidad genética, estudios de estructura poblacional,
genotipificacion de organismos. Entre sus principales ventajas se encuentran la alta
reproducibilidad, alto poder de discriminacion, requiere pequeias cantidades de ADN
y es una técnica rapida y sensible.

Algunas de las desventajas de los SSR son el tiempo y el costo involucrados en el proceso
del disefio de cada cebador. Sin embargo, existe la posibilidad de usar los mismos cebadores en
mas de una especie. Esto es debido, a que existe un grado de conservacion de los microsatélites
entre genomas de especies tan distantes como son algunos mamiferos, plantas anuales y
perennes. Esto no es generalizado en todas las especies, puesto que, al comparar entre cereales
de grano pequefio como trigo, cebada y centeno, se ha detectado una limitada conservacion de
las secuencias microsatélites.

Los SSR han sido también utilizados para medir la diversidad genética de diversas especies
anuales como soya (Glycine max), arroz (Oryza sativa), maiz (Zea mays), cebada (Hordeum
vulgare), trigo (Triticum aestivum) y raps (Brassica sp.). Hasta ahora también se han
desarrollado microsatélites en especies perennes, aunque el nimero de ellos ha sido escaso. En
el caso de Eucaliptus los microsatélites han sido transferidos entre poblaciones y especies del
mismo género. En forma adicional, la estimacion de heterocigosidad que este marcador puede
entregar presenta una gran ventaja en el mapeo de QTLs.

El desarrollo de marcadores moleculares ha transformado la caracterizacion genética del
germoplasma y ha permitido integrar enfoques morfologicos, bioquimicos y genémicos. La
eleccion del marcador adecuado depende del objetivo del estudio, del nivel de resolucion
requerido y de los recursos disponibles, siendo todas estas plataformas complementarias para
comprender la diversidad genética, la estructura poblacional y la base molecular de los

caracteres cuantitativos.

HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS
La convergencia entre la biotecnologia y las herramientas de biologia molecular genera
actualmente volimenes masivos de datos crudos (Big Data), cuya interpretacion seria

inalcanzable sin el soporte de la bioinformatica. Esta disciplina amalgama la biologia, la
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computacion y la estadistica y permite el almacenamiento, analisis y modelado de las
secuencias obtenidas mediante técnicas como la secuenciacion de nueva generacion (NGS, del
inglés Next Generation Sequencing). Mientras que la biologia molecular proporciona el acceso
fisico al material genético, la bioinformatica traduce esa complejidad quimica en informacion
digital accionable. En el marco de la biotecnologia moderna, esta integracion es crucial: la
bioinformatica identifica patrones moleculares y predice funciones proteicas in silico,
optimizando significativamente los tiempos de investigacion y permitiendo el disefio de
soluciones biotecnologicas de alta precision, como la edicion genética dirigida o la ingenieria
de rutas metabdlicas.
Introduccion a la Bioinformatica

La bioinformatica es una disciplina interdisciplinaria que integra la biologia molecular,
matematicas, estadistica e informética para el almacenamiento, gestion, andlisis e interpretacion
computacional de datos biologicos. Su objetivo central es transformar grandes volumenes de
informacion, como secuencias de ADN, ARN y proteinas, estructuras macromoleculares,
perfiles de expresion génica o datos dmicos, en conocimiento bioldgico significativo. A través
de algoritmos, bases de datos y modelos computacionales, la bioinformética permite identificar
patrones evolutivos, predecir estructuras, comparar secuencias, anotar genomas, inferir
funciones y simular procesos bioldgicos, convirtiéndose en un pilar esencial de la biologia
moderna, la biotecnologia y la medicina de precision.

La bioinformatica puede entenderse como una extension natural de la biologia molecular
hacia el 4mbito computacional. Tradicionalmente, los estudios en biologia se desarrollaban
mediante dos enfoques experimentales principales: el trabajo in vivo, dentro de organismos
vivos, y las aproximaciones in vitro, en sistemas controlados fuera del organismo. Con la
irrupcion de la informatica, emergiod un tercer modo de explorar los sistemas bioldgicos: el
analisis in silico, denominado asi por los chips de silicio que constituyen los microprocesadores.
Este nuevo paradigma permite procesar y examinar cantidades masivas de datos bioldgicos con
una velocidad y precision antes inalcanzables.

Durante las ultimas décadas, el extraordinario avance cientifico y tecnoldgico ha
impulsado a la investigacion biologica hacia una nueva era marcada por la gendmica, la
protedmica, la transcriptomica y, mas recientemente, por la biologia de sistemas y la
inteligencia artificial aplicada a la biologia molecular. La finalizacion del Proyecto Genoma

Humano (2003), junto con el desarrollo de multiples Proyectos Genoma de organismos modelo
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y el surgimiento de la genomica funcional y comparada, ha generado un crecimiento
exponencial en la cantidad y complejidad de los datos bioldgicos disponibles. A ello se suma la
revolucion introducida por las tecnologias NGS y por la aparicion de plataformas de prediccion
estructural basadas en aprendizaje profundo, como AlphaFold, que transformaron radicalmente

la comprension de la relacion estructura-funcion de las proteinas.

Toda esta informacion, que se actualiza dia a dia, se almacena, organiza y analiza a través
de una gran diversidad de bases de datos y recursos bioinforméaticos internacionales. Entre ellas
destacan no solo los repositorios tradicionales, sino también nuevas infraestructuras como
Ensembl, del European Molecular Biology Laboratory - European Bioinformatics Institute
(EMBL-EBI), UniProtKB, InterPro, Pfam, Protein Data Bank (PDB), PDB-AlphaFold, Gene
Expression Omnibus (GEO) y bases de datos de variantes como ClinVar o dbSNP. La
disponibilidad abierta de estas plataformas ha modificado profundamente los modos de
investigar, generando un cambio de paradigma en la biologia moderna.

Este nuevo escenario exige profesionales capaces de manejar herramientas bioinformaticas
basicas y avanzadas, incluyendo el acceso a bibliografia especializada, la interpretacion de
modelos moleculares, el empleo de programas de andlisis de secuencias y la integracion de
datos provenientes de diferentes bases de datos 6micas. La bioinformatica se ha vuelto
indispensable no solo en la investigacion en biologia molecular y biotecnologia, sino también
en areas como la medicina de precision, la genomica evolutiva, la metagendmica ambiental y
el disefio racional de fArmacos.

El proposito central de la bioinformatica es interpretar patrones, organizar informacion
biologica compleja y generar modelos que expliquen el funcionamiento molecular de los
organismos. Una de las preguntas que impulsan este campo es como genomas que no difieren
sustancialmente en cantidad de genes, como ocurre entre humanos y diversas plantas, pueden
dar lugar a organismos tan distintos. Esta diversidad no radica simplemente en el numero de
genes, sino en como se regulan, interactlian y se expresan. Para desentrafiar estos niveles de
complejidad, la computacion es indispensable: permite almacenar, comparar y analizar grandes
volimenes de secuencias, estructuras y datos funcionales.

Todos los organismos vivos estan formados por células y el ADN, que almacena la
informacion genética, estd constituido por dos hebras antiparalelas complementarias. Esta
caracteristica introduce una ambigliedad inherente al representar una secuencia: incluso

siguiendo la convencion de leer de 5’ a 3°, una misma molécula puede describirse mediante la
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hebra superior o la hebra inferior. Ambas representaciones son validas, dado que cada una
corresponde a secuencias diferentes pero complementarias. Por esta razén, muchas
herramientas bioinformaticas consideran automaticamente ambas hebras al realizar busquedas
y comparaciones, garantizando resultados completos y evitando interpretaciones parciales. No
todas las plataformas realizan este andlisis dual de manera automatica; algunas procesan
unicamente la secuencia ingresada por el usuario, lo que exige especial atencion en la
preparacion de los datos de entrada.

En paralelo, el acceso a estructuras cristalograficas y modelos tridimensionales ha
avanzado gracias a bases como el PDB y a recursos recientes como el AlphaFold Protein
Structure Database, que proporciona modelos de alta precision para practicamente todo el
proteoma de miles de especies. Esto permite analizar interacciones proteina—proteina y
proteina—ADN utilizando tanto herramientas cldsicas como RasMol, PyMOL o UCSF Chimera,
como aplicaciones de nueva generacion que integran simulaciones dindmicas y predicciones de
complejos macromoleculares.

En la Tabla 7.2 se resumen las principales bases de datos disponibles para 4cidos nucleicos

y proteinas.

Tabla 7.2. Principales bases de datos, servidores y programas disponibles para acidos nucleicos y
proteinas.

Bases de datos, herramientas y repositorios bioinformaticos integrales

Recurso Tipo Finalidad principal

NCBI Centro Organismo de referencia que administra multiples repositorios
integrador  de bioldgicos (GenBank, RefSeq, entre otros) y ofrece herramientas de
bases de datos y andlisis como BLAST, ORFfinder y Genome Data Viewer. Su mision
herramientas es integrar informacion gendmica, protedmica y bibliografica para
bioinformaticas  facilitar la investigacion biomédica.

PubMed Base de datos Motor de bisqueda que integra millones de referencias cientificas
bibliografica provenientes de MEDLINE, revistas biomédicas especializadas y
biomédica repositorios del NLM. Facilita el acceso a literatura primaria y

revisiones en biomedicina, bioquimica, biotecnologia y ciencias
afines, ofreciendo herramientas de filtrado, vinculacion con articulos
completos y analisis bibliométrico.

BLAST Herramienta de Algoritmo fundamental para comparar secuencias nucleotidicas o
alineamiento proteicas contra bases de datos extensas, identificando homologias,
local regiones conservadas, posibles ortologos y funciones putativas

mediante alineamientos locales de alta eficiencia computacional.

Bases de datos, repositorios, programas bioinformaticos de nucledtidos y relacionados
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GenBank Base de datos de Repositorio abierto del NCBI que almacena secuencias de ADN,
. ARN y proteinas con anotaciones bioldgicas exhaustivas y enlaces a
secuencias ) . ;
literatura y organismos relacionados.

Ensembl  Base de datos Plataforma de analisis comparativo de genomas ecucariotas que
genbmica provee anotgciones est-ruc‘-curales, variantes, ortologia y herramientas

de exploracion gendmica integradas.

DDBJ Base de datos de Componente asiatico de la [Infernational Nucleotide Sequence

. Database Collaboration. Almacena secuencias nucleotidicas
secuencia . . } )
depositadas globalmente con estdndares curatoriales compartidos
con GenBank y EMBL-EBI.

Primer3 Programa de Herramienta ampliamente utilizada para el disefio automatizado de
disefio de primers para PCR, secuenciacion y qPCR, aplicando parametros
oligonucledtidos termodinamicos y estructurales.

NEBcutter Servidor de Analiza secuencias y predice sitios de corte de enzimas de
analisis de restriccion, generando mapas de digestion para planificacion
restriccion experimental.

Bases de datos, servidores y recursos de proteinas

ExPASy Servidor Plataforma del SIB que integra herramientas para analisis de
bioinformatico  secuencias, proteémica, estructura, dominios, modificaciones
proteico postraduccionales y modelado.

UniProt Base de datos Repositorio global que unifica informacion proteica curada (Swiss-
integradora de Prot) y no curada, proporciona anotaciones detalladas sobre
proteinas funciones, dominios, isoformas, PTMs, localizacion subcelular,

variantes y evidencias experimentales. Referencia completa y
estandarizada de la biologia proteica a nivel molecular y
comparativo.

InterPro Base de datos Plataforma que combina multiples bases de datos especializadas
integradora de (Pfam, PROSITE, PRINTS, SMART, TIGRFAMs, entre otras) para
familias y generar un marco unificado que permite identificar dominios, firmas
dominios funcionales, arquitecturas modulares y relaciones evolutivas. Facilita
proteicos la anotacion funcional al integrar modelos HMM, patrones y perfiles

curatoriales en un tinico recurso coherente.

PDB Base de datos de  Archivo global de estructuras tridimensionales de biomoléculas
estructuras obtenidas por cristalografia, RMN o criomicroscopia electronica.
proteicas

Pfam Base de datos de  Coleccion de familias proteicas definidas por modelos ocultos de
familias Markov (HMM) que permiten identificar dominios evolutivamente
proteicas conservados.

Rasmol Programa de Visualizador molecular ligero que permite examinar estructuras

L, tridimensionales de proteinas y acidos nucleicos provenientes de
visualizacion
PDB.

GOR Método de Algoritmo bioinformatico que predice elementos de estructura
prediccion secundaria proteica (hélices, laminas, giros) empleando principios de
secundaria propension y teoria de informacion

AlphaFold Sistema de Modelo de IA desarrollado por DeepMind que infiere estructuras
prediccion tridimensionales de proteinas con precision cuasi-experimental a
estructural partir de secuencias.

Esta red de recursos bioinformaticos redefine la forma en que estudiamos, interpretamos y

aplicamos la informacion bioldgica. La posibilidad de integrar datos dmicos, estructurales y
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evolutivos constituye hoy un requisito central para cualquier formacion moderna en biologia

molecular, bioquimica y biotecnologia.

BASES DE DATOS Y REPOSITORIOS BIOINFORMATICOS INTEGRALES
Introduccion al NCBI

El NCBI constituye uno de los repositorios bioinformaticos mas relevantes para las
ciencias bioldgicas contemporaneas. Su infraestructura integra una amplia variedad de bases de
datos publicas que abarcan secuencias de ADN y ARN, proteinas, estructuras tridimensionales,
anotaciones funcionales, informacion taxondmica, registros clinicos y bibliografia cientifica.

Dentro del ecosistema de las bases de datos y plataformas bioinformaticas, el NCBI
continta siendo un nodo central, ya que proporciona acceso integrado a las principales bases
de datos bibliograficas (PubMed), gendmicas (GenBank), proteicas (RefSeq, Protein),
estructurales y de variacion genética. Su interfaz permite la navegacion multiescala de genomas
mediante Genome Data Viewer, ademas del acceso directo a herramientas fundamentales como
la herramienta de busqueda bésica de alineamiento local (BLAST, del inglés Basic Local
Alignment Search Tool), que posibilita identificar, comparar y contextualizar secuencias de
ADN, ARN o proteinas frente a millones de entradas depositadas en repositorios publicos. Los
mapas virtuales proporcionados por NCBI permiten cruzar informacién gendmica con datos de
STS, SNP, genes adyacentes, elementos regulatorios y anotaciones funcionales actualizadas.

La creciente necesidad de aprovechar esta informacion para aplicaciones tecnologicas o
experimentales ha impulsado el desarrollo de herramientas especificas, como Primer3 o NCBI
Primer-BLAST, que facilitan el disefio detallado de cebadores y sondas para amplificacion o
deteccion por hibridacion. Estas herramientas son fundamentales en el trabajo molecular
cotidiano y permiten trasladar rapidamente la informacion disponible en bases de datos al
disefio experimental.

Utilizar el NCBI para introducirse a la bioinformatica resulta muy importante e util ya que
se accede a multiples plataformas pudiendo explorarlas y desarrollar competencias esenciales
para la interpretacion y andlisis de secuencias, la busqueda de homologias y la comprension de
los procesos de anotacién gendmica y protedmica.

Fundamento tedrico del uso del NCBI
El aprovechamiento de las herramientas del NCBI en el trabajo practico se sustenta en

principios teoricos propios de la biologia computacional y la gendémica comparada. La
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disponibilidad masiva de secuencias en bases de datos como GenBank y Referencia de
secuencias controladas por NCBI (RefSeq) permite realizar busquedas basadas en similitud
mediante algoritmos como BLAST, cuya logica se fundamenta en la identificacion de
alineamientos locales que revelan relaciones evolutivas, funcionales o estructurales entre
moléculas. La anotacion de secuencias que ofrece RefSeq proporciona informaciéon curada y
estandarizada, indispensable para la validacion de identidades proteicas o génicas y para la
interpretacion de variantes o mutaciones. Asimismo, la integracion entre las distintas bases de
datos del NCBI posibilita el analisis multidimensional: desde el reconocimiento taxondmico
del organismo de origen hasta la inferencia estructural o funcional de la proteina codificada.
Comprender estos fundamentos permite no solo ejecutar procedimientos bioinformaticos, sino
también interpretar criticamente los resultados obtenidos, evaluar la calidad de los
alineamientos, distinguir entre anotaciones experimentales y computacionales y estimar la
significancia estadistica de las comparaciones mediante parametros como el valor E o la
identidad porcentual. En este sentido, el valor E representa el nimero esperado de alineamientos
con una puntuacion equivalente o superior que podrian encontrarse por azar en una base de
datos de determinado tamafo. Cuanto mas bajo es su valor, mayor es la significancia estadistica
del alineamiento y, por lo tanto, mayor es la probabilidad de que exista una relacion bioldgica
real entre las secuencias comparadas.

e Valor E bajo (por ejemplo, le-50, le-20, le-5) — alineamiento altamente

significativo.

e Valor E cercano a 1 o mayor — coincidencia probablemente aleatoria.

Depende del tamaio de la base de datos: bases mas grandes tienden a dar valores E mas
altos para el mismo puntaje de alineamiento.

La identidad porcentual corresponde al porcentaje de posiciones del alineamiento en las
cuales los residuos son idénticos entre la secuencia de consulta y la secuencia de la base de
datos. Este parametro permite estimar el grado de similitud directa entre ambas secuencias vy,
en conjunto con el valor E y la cobertura del alineamiento, aporta una medida mas completa de
la confiabilidad de la asignacion funcional o taxondmica.

Puntos para remarcar:
e Alta identidad (>90-95%) — muy probablemente la misma proteina/gene o uno muy
estrechamente relacionado.

e Identidad intermedia (40—70%) — posible homologia, pero requiere analisis adicional.
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e Identidad baja (<30%) — similitud débil o no significativa, salvo en regiones altamente

conservadas.

o La identidad no siempre implica la misma funcion, especialmente en familias grandes

de proteinas.

Comprender estos fundamentos no solo permite ejecutar procedimientos bioinformaticos,
sino también interpretar criticamente los resultados obtenidos, evaluar la calidad de los
alineamientos, distinguir entre anotaciones experimentales y computacionales y estimar la
significancia estadistica de las comparaciones mediante parametros como el valor E, que
representa el nimero esperado de coincidencias obtenidas al azar en una base de datos
determinada (cuanto menor es su valor, mayor es la significancia del alineamiento), y la
identidad porcentual, que indica la proporcién de residuos idénticos entre las secuencias
comparadas dentro de la region alineada, aportando en conjunto una medida robusta de la
confiabilidad de la asignacion funcional o taxondmica.

La biblioteca cientifica de NCBI: PubMed

Existen multiples estrategias para iniciar un proceso de investigacion en Biologia
Molecular empleando herramientas bioinforméticas. Uno de los enfoques mas intuitivos y
fundamentales consiste en comenzar por la busqueda bibliografica, especialmente cuando se
dispone solo del nombre de un gen, una proteina, un locus gendémico o incluso un concepto
parcialmente definido. En estos casos, la indagacion inicial debe orientarse hacia bases de datos
que permitan acceder a literatura validada y actualizada.

En este contexto, uno de los recursos centrales del NCBI es PubMed, una plataforma que
constituye la puerta de entrada al vasto ecosistema de informacion biomédica administrado por
la National Library of Medicine (NLM). PubMed se ha consolidado como una de las bibliotecas
cientificas digitales mas importantes del mundo, ya que integra referencias y resimenes de
millones de publicaciones revisadas por pares, asi como manuscritos en acceso abierto
provenientes de PubMed Central (PMC). Ademas, incorpora herramientas de mineria de texto,
enlaces automaticos a bases de datos moleculares y filtros avanzados para mejorar la
recuperacion de informacion relevante.

El acceso a PubMed puede realizarse mediante sus URL oficiales:

o www.pubmed.com

o www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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Ambas direcciones conducen a una interfaz renovada, disefiada bajo los principios de
usabilidad y descubrimiento guiado, donde se destaca el logotipo de la herramienta y una barra
de busqueda potenciada por algoritmos de aprendizaje automatico (Best Match), capaces de
priorizar articulos clave segun el contexto de la consulta. PubMed también permite explorar
tendencias cientificas mediante funciones como “Similar Articles”, “Cited By”, y enlaces
directos a bases de datos como Gene, Protein, ClinVar, MeSH y PMC, lo que facilita una
integracion inmediata entre informacidon bibliografica, datos gendmicos y anotaciones
funcionales.

Asi, PubMed no solo es un punto de partida para cualquier investigacion en biologia
molecular, sino también una plataforma que promueve el acceso abierto, el analisis critico de
la literatura cientifica y la articulacion con otras herramientas bioinformaticas esenciales.
Herramientas de alineamiento para la comparacion de secuencias

En principio funcionan contrastando la secuencia guery (secuencia insertada incdgnita)
contra los datos cargados en las bases, de esta forma se calcula un score segun el algoritmo con
el que se trabaje. El score del alineamiento es la suma de los scores individuales de cada
posicion de la secuencia que estd comparando; el mismo se define posicion por posicion.
Habitualmente, durante el alineamiento puede insertarse un gap (espacio sin alineamiento) que
bioldgicamente puede ser interpretado como una delecion en la secuencia donde se introduce
el gap y una insercion en la secuencia alineada. Esto es un evento INDEL. Un gap se penaliza
de alguna manera (por ejemplo, se resta al score del alineamiento), ya que, de otra forma, el
alineamiento 6ptimo tendria una enorme cantidad de pequenos gaps, lo cual es incompatible
con una interpretacion bioldgica.

® Penalizacion de apertura del gap (gap opening penalty)

® Penalizacion de la extension del gap (gap extension penalty)

Puede haber 2 tipos de alineamientos (Figura 7.7):

Los alineamientos globales, que intentan alinear cada residuo de cada secuencia, son mas
utiles cuando las secuencias problema iniciales son similares y aproximadamente del mismo
tamafio (no quiere decir que los alineamientos globales no puedan terminar en huecos). Una
estrategia general de alineamiento global es el algoritmo Needleman-Wunsch.

Los alineamientos locales son mas ttiles para secuencias diferenciadas en las que se

sospecha que existen regiones muy similares o motivos de secuencias similares dentro de un
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contexto mayor. El algoritmo Smith-Waterman es un método general de alineamiento local
basado en programaciéon dindmica.

Global FTFTALILLAVAV

F--TAL-LLA-AV Flgura 77 Almeamlen.to global y local. El 2.11111era1.n1e11to global
intenta alinear cada residuo de cada secuencia, util cuando las
secuencias problema iniciales son similares y aproximadamente del

Local FTFTALILL-AVAV mismo tamaiio. El alineamiento local es méas util para secuencias

diferenciadas en las que se sospecha que existen regiones muy

——FTAL-LLAAV—— similares dentro de un contexto mayor.

La herramienta bioinformatica mas usada del NCBI: BLAST

La familia BLAST constituye una de las herramientas bioinformaticas de métodos de
busqueda y proporciona varios algoritmos optimizados para tipos particulares de problemas,
tales como la busqueda de coincidencias entre secuencias escasamente relacionadas.

Desarrollado por el NCBI, BLAST permite comparar secuencias de ADN, ARN o
proteinas contra bases de datos bioldgicas, con el propdsito de identificar similitudes evolutivas,
estructurales o funcionales. Su relevancia radica en que el andlisis comparativo de secuencias
es un principio central de la gendémica y la protedémica moderna debido a que organismos que
comparten regiones homologas suelen conservar funciones, estructuras tridimensionales o
mecanismos regulatorios andlogos. De este modo, la herramienta se convierte en un puente
entre la informacion primaria de una secuencia y su interpretacion biologica.

A diferencia de los algoritmos de alineamiento global clésicos, BLAST implementa un
enfoque heuristico que prioriza la identificacion rapida de “palabras” o patrones cortos
coincidentes entre la secuencia query y las secuencias almacenadas en bases de datos. Utiliza
una palabra de busqueda de longitud “k”, pero solo evalta las coincidencias mas significativas
de las palabras, en lugar de cada coincidencia como hacen otros programas. Se identifica una
palabra con el maximo score, y luego se extiende en ambas direcciones, se recalcula el score,
si es mayor se continia extendiendo. Estos son alineamientos de secuencia por métodos de
comparacion de ventanas que requiere gran capacidad de memoria y gran capacidad de
almacenamiento. Entonces, el tiempo de computacion se incrementa de forma cuadratica en
funcion de la longitud de la secuencia.

BLAST, ademads, incorpora modelos probabilisticos que permiten calcular pardmetros
estadisticos clave, como el valor E y el de similitud. El valor E expresa la probabilidad de que
un alineamiento de calidad equivalente surja por azar dada la magnitud de la base de datos

explorada. Este pardmetro confiere rigor estadistico al analisis comparativo y permite
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discriminar similitudes significativas de coincidencias fortuitas, ya que describe el nimero de
hits que uno puede esperar por azar cuando busca en una base de datos de una medida particular.
Un valor E = 1 es el valor que uno espera si se realiza un match con un score similar
simplemente por azar. Un valor E = 0 es el match mas significativo. El valor E tiene en cuenta
el largo de la secuencia guery. Esto decrece exponencialmente con el score que es asignado
para un match entre 2 secuencias. De aqui se deprende el valor de similitud otorgado al
alineamiento; esto dependera de la matriz utilizada por el programa de alineamiento, es decir,
de los valores asignados para cada score. Es importante aclarar que dependiendo de la
naturaleza de los aminoacidos o nucleodtidos alineados se asigna un valor de score, si son
idénticos, el valor es maximo = 1, asignando valores intermedios de acuerdo con su similitud
hasta 0.

El analisis comparativo de secuencias mediante BLAST y otros programas de busqueda y
alineamiento se sustenta en el uso estandarizado del formato FASTA (Figura 7.8), que permite
representar acidos nucleicos y proteinas de manera uniforme y legible por los algoritmos de
busqueda.

= My_Sequence_Name Figura 7.8. Secuencia aminoacidica en formato FASTA. La linea
ARCGTCRGCKINTANDRGCKINTAND de salida con > es la linea de definicién, seguido de un espacio y un

CKINTANDARCGTCRGCKINTANDRG identificador tnico seguido por un facultativo de breve definicion.

Las lineas siguientes del enter contienen la secuencia de ADN o de
CKINTAND proteinas hasta que el caracter siguiente > en el archivo indica el
comienzo de una nueva secuencia.

Esta representacion se complementa con los codigos consensuados por la International
Union of Biochemistry (IUB) y la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) para
nucledtidos (Tabla 7.3) y aminodcidos (Tabla 7.4), que definen con precision los simbolos
canodnicos como las ambigiiedades bioldgicas posibles en cada posicion. La integracion de estas
convenciones posibilita que BLAST interprete correctamente la variabilidad molecular,
optimizando la alineacion, la identificacion de homologias y la inferencia funcional a partir de

secuencias provenientes de diversas bases de datos internacionales.
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Tabla 7.3. Cédigo consensuado por la IUB-IUPAC para los nucledtidos. Las tablas muestran s6lo
los de uso mas frecuente.

Codigo del nucleotido Categoria del codigo Nombre
A Purina Adenina
C Pirimidina Citosina
G Purina Guanina
T pirimidina Timina

N/X Cualquier nucledtido GoAoCoT
R Purina AoG
Y Pirimidina CoT
- Ninguno ---- (gap)
w Purina y pirimidina AoT
S Purina y pirimidina CoG

Tabla 7.4. Cédigo consensuado por la IUB-IUPAC para los aminoacidos.

Cédigo del aminoicido Cédigo de tres letras Aminoacido
A Ala Alanina
C Cys Cisteina
D Asp Acido aspartico
E Glu Glutamina
F Phe Fenilalanina
G Gly Glicina
H His Histidina
I Ile Isoleucina
K Lys Lisina
L Leu Leucina
M Met Metionina
N Asn Asparagina
P Pro Prolina
Q Gln Glutamina
R Arg Arginina
S Ser Serina
T Thr Treonina
v Val Valina
w Trp Triptofano
Y Tyr Tirosina
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BASES DE DATOS, REPOSITORIOS, PROGRAMAS BIOINFORMATICOS DE
NUCLEOTIDOS Y RELACIONADOS

La base de datos de secuencias genéticas del NCBI: GenBank

GenBank es una base de datos publica internacional de secuencias genéticas, administrada
por el NCBI. Constituye uno de los repositorios mas completos y utilizados a nivel mundial
para almacenar y distribuir secuencias de ADN, ARN y proteinas, junto con anotaciones
biologicas asociadas. Recibe directamente las secuencias depositadas por investigadores,
laboratorios, centros de secuenciacion y grandes consorcios genémicos. Cada registro enviado
representa un fragmento de informacion bioldgica que queda disponible de forma abierta para
toda la comunidad cientifica. Es una base de datos gratuita y se actualiza diariamente. E1 NCBI
implementa controles automadticos y manuales para corregir redundancias, mejorar anotaciones
y mantener la consistencia del sistema.

GenBank forma parte de la International Nucleotide Sequence Database Collaboration
(INSDC), junto con EMBL-EBI (Europa) y DBJ (Japdn). Estas tres instituciones comparten
informacion diariamente, garantizando que los datos depositados en cualquiera de ellas se
sincronicen y estén disponibles globalmente. A través del entorno NCBI, GenBank se integra
con otras herramientas como BLAST, GEO (expresion génica), SRA (Sequence Read Archive,
lecturas crudas de secuenciacion masiva), RefSeq (coleccion curada) y Genome Data Viewer
(visualizacién gendmica). Gracias a ello, GenBank permite trazar la evolucion y diversidad
genética de organismos, recuperar secuencias para disefio experimental (clonacion, primers,
sintesis génica), realizar analisis comparativos, anotacion funcional y estudios filogenéticos.

Cada entrada en GenBank incluye la secuencia propiamente dicha e informacion de
anotacion:

e Locus: es el primer nombre alfanumérico informado. El resto de la linea dice los pares
de bases del ADN lineal y la fecha de la ultima actualizacion.

e Definicion: indica el nombre otorgado a los nucledtidos encontrados, es decir, a qué gen
o parte del gen y organismo al que pertenecen.

e Version: el nimero de acceso asignado cuando el dato entra por primera vez a la base
de datos y nunca serd cambiado. Ademas, se encuentra el nimero GI que rastrea las
versiones de una entrada. El nimero después del punto del nimero de acceso se refiere
a cuantas veces fue actualizada esta secuencia.

o El organismo, la taxonomia de la especie estudiada.

o Referencia con respecto a la secuencia buscada.
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o Labase de datos de nucleotidos contiene secuencias de nucledtidos, la STS (nimero de
secuencias de sitio etiquetados), whole genome shotgun (WGS)
e EST: marcas de secuencias expresadas.
e (SS: secuencias reconocidas del genoma.
o referencias bibliograficas y vinculos a publicaciones
Las bases de datos de nucledtidos y proteinas incluyen RefSeqgs.
Introduccion a Ensembl

Ensembl es una plataforma de referencia para la gendémica comparada y la anotacién de
genomas eucariotas. Este recurso se encuentra en EMBL-EBI. Ensembl es mantenido
conjuntamente por el EMBL-EBI y el Sanger Institute. Esta disefiado para anotar genomas
completos, principalmente de vertebrados (y actualmente de diversos grupos eucariotas);
proveer un navegador gendomico con informacidn integrada de genes, transcritos, variantes,
regiones reguladoras, alineamientos genomicos, filogenias, anotaciones funcionales. Su
interfaz permite navegar los genomas a diferentes escalas, desde cromosomas completos hasta
exones individuales. Entre sus funciones principales, incluyen la visualizacion de genomas
completos, el acceso a anotaciones automatizadas y comparativas, y la integracién con
herramientas como BLAST y Variant Effect Predictor.

En ambientes académicos, Ensembl permite que los estudiantes exploren la organizacion
estructural de los genes, los patrones de expresion, las regiones reguladoras y la conservacion
evolutiva entre especies, promoviendo una comprension integradora del genoma como unidad
funcional y evolutiva.

El EMBL-EBI, por su parte, se dedica a desarrollar y mantener bases de datos publicas de
secuencias, proteinas, estructuras y otros recursos 0micos y administran muchas bases de datos
clave internacionalmente, como UniProt (junto con el Swiss Institute of Bioinformatics y el
Protein Information Resource), InterPro y Pfam, entre otros.

Fundamento tedrico del uso de Ensembl

El uso de Ensembl se fundamenta en principios de anotaciéon gendémica, prediccion de
transcritos y analisis evolutivo. Ensembl integra modelos computacionales que identifican
exones, intrones, regiones UTR, sitios promotores y elementos reguladores, combinando
informacion experimental y predicciones in silico. Su estructura permite comprender
fendmenos como la existencia de multiples isoformas, la conservacion de bloques sinténicos y

la dindmica evolutiva de familias génicas. Estos fundamentos son esenciales para interpretar
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correctamente la relacion entre secuencia, estructura génica y funcion bioldgica, y para integrar

la bioinformatica en el analisis molecular.

Introduccion al DDBJ

El DNA Data Bank of Japan (DDBJ) es uno de los tres repositorios internacionales
primarios dedicados al almacenamiento, gestion y distribucion de secuencias nucleotidicas. Fue
creado en 1986 y es administrado por el Center for Bioscience and Biotechnology del National
Institute of Genetics (NIG) en Mishima, Japon. Su misioén principal es garantizar el acceso
abierto, estandarizado y permanente a datos gendmicos generados por la comunidad cientifica
global, contribuyendo a la transparencia, reproducibilidad y avance del conocimiento en
biologia molecular y bioinformatica.

El DDBJ forma parte del INSDC, un consorcio que integra también a GenBank (NCBI,
Estados Unidos) y EMBL-EBI (Reino Unido). Esta alianza estratégica asegura la
sincronizacion diaria de todos los registros, de modo que cualquier secuencia depositada en
cualquiera de las tres bases es replicada y disponible simultdineamente en las restantes. Este
mecanismo de interoperabilidad garantiza un ecosistema de datos coherente, redundante y
universalmente accesible, condicién esencial para la investigacion comparativa y la
estandarizacion de anotaciones genomicas.

El DDBJ se destaca por su énfasis historico en la recepcion de datos procedentes del Asia-
Pacifico, particularmente de iniciativas japonesas de secuenciacion en gendmica microbiana,
plantas, animales y humanos. Cada registro almacenado incluye la secuencia nucleotidica,
metadatos experimentales, informacion taxondmica, referencias bibliograficas y un namero de

acceso unico que garantiza su identificacion y trazabilidad a lo largo del tiempo.

Introduccion a Primer3

La PCR contintia siendo, mas de cuatro décadas después de su desarrollo, una de las
herramientas experimentales mas versatiles y transformadoras de la biologia molecular. Su
irrupcion redefinid la capacidad de amplificar regiones especificas del genoma con alta
sensibilidad, y en la actualidad sigue siendo indispensable tanto en laboratorios de investigacion
basica como en plataformas de diagndstico molecular, secuenciacion masiva (NGS), estudios
metagendmicos, medicina personalizada y analisis evolutivo poblacional.

Debido a la centralidad de la PCR en multiples flujos de trabajo experimentales, el disefio
riguroso de oligonucledtidos iniciadores (o cebadores o primers) constituye un paso critico que

determina la especificidad, fidelidad y eficiencia de la amplificacion. La calidad del par de
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cebadores impacta directamente en la sensibilidad analitica, la ausencia de artefactos como
dimeros y la reproducibilidad del ensayo. En proyectos donde no existe un set de cebadores
previamente caracterizado para la region gendmica de interés, el disefio computacional se
vuelve indispensable.

En la actualidad, la seleccion, validacion y optimizacion de cebadores se realiza mediante
plataformas bioinformdticas que integran pardmetros termodinamicos, algoritmos de
prediccion estructural y andlisis comparativos de secuencias. Una de las herramientas mas
consolidadas para esta tarea es Primer3, un software de uso libre desarrollado con el respaldo
de instituciones cientificas internacionales. Primer3 constituye un estandar global en el disefio
de cebadores, ya que permite ajustar un amplio espectro de criterios fisicoquimicos como la
temperatura de fusiéon (Tm), el contenido de GC, la propensiéon a estructuras secundarias, la
autocomplementariedad 3’, y el rango esperado de tamafio del amplicon, ademés de permitir
delimitar regiones inclusivas o excluyentes dentro de la secuencia blanco.

El flujo de trabajo actual para el disefio de cebadores comienza habitualmente con la
obtencion de la secuencia objetivo en formato FASTA, descargada desde alguna base del
INSDC, como GenBank o DDBJ. Una vez incorporada al interfaz de Primer3, el usuario define
si desea disefar un par de cebadores, una sonda interna (para qPCR), o ambos. La plataforma
permite fijar pardmetros minimos, 6ptimos y maximos para la longitud del cebador, la Tm y el
porcentaje de GC, lo que posibilita generar disefios compatibles con las condiciones
experimentales especificas de cada laboratorio.

El software produce una tabla de salida detallada, donde se incluye la posicion de inicio de
cada cebador dentro de la secuencia, su longitud, su Tm estimada, el porcentaje de GC y la
secuencia nucleotidica. Ademas, se presentan métricas criticas derivadas del andlisis de
complementariedad:

o 3’ self-complementarity o 3’ stability, que evalia la probabilidad de que los cebadores
formen dimeros anclados en la region 3°, lo cual es particularmente relevante porque
podria interferir en la elongacion por parte de la polimerasa.

e ANY self-complementarity, que estima el alineamiento local maximo entre regiones
internas de los cebadores, un indicador del riesgo de formacion de estructuras
secundarias no deseadas.

Estas puntuaciones se basan en modelos termodindmicos y matrices de penalizacion que

evalian complementariedad perfecta, emparejamientos ambiguos, mismatches y espacios
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vacios, permitiendo al investigador seleccionar las opciones mas estables y confiables. Primer3
también ofrece disefios alternativos que cumplen parcialmente los criterios especificados, ttiles
para optimizaciones posteriores o para estrategias de ensayo multiple.

El disefio de cebadores ya no se concibe como un proceso empirico sino como una etapa
informaticamente guiada, fundamentada en principios de termodinamica, bioinformatica
estructural y analisis comparativo de secuencias. La integracion de estos recursos digitales
garantiza que la PCR, en cualquiera de sus variantes contemporaneas, pueda ejecutarse con
precision, eficiencia y reproducibilidad, caracteristicas esenciales en la investigacion moderna
y en aplicaciones clinicas y biotecnologicas.

Introduccion a NEBcutter

NEBcutter es un servidor especializado para la identificacion y mapeo de sitios de
restriccion en secuencias de ADN, facilitando la planificacién racional de estrategias de
clonacion, diagndstico molecular y caracterizacion gendmica. Al predecir cortes, fragmentos
generados y mapas de restriccion a partir de enzimas disponibles comercialmente, NEBcutter
se convierte en un instrumento esencial para el disefio experimental en ingenieria genética y

biotecnologia.

BASES DE DATOS, SERVIDORES Y RECURSOS DE PROTEINAS
Introduccion a ExPASy

Expert Protein Analysis System (ExPASy) constituye una plataforma integradora dedicada
al andlisis proteico y bioquimico. Desarrollado por el Swiss Institute of Bioinformatics, este
portal no solo centraliza multiples bases de datos curadas, como Swiss-Prot y PROSITE, sino
que también ofrece herramientas analiticas para la caracterizacion de estructuras primarias,
identificaciéon de dominios funcionales, evaluacion de modificaciones postraduccionales y
modelado tridimensional. Su enfoque transversal lo convierte en una referencia central para
estudios de proteémica y anotacion funcional
Introduccion a UniProt

Universal Protein Resource (UniProt) es el principal repositorio internacional dedicado a
la anotacion, caracterizacion y curacion de proteinas. Su infraestructura combina informacion
procedente de multiples fuentes experimentales y computacionales, integrando datos
estructurales, funcionales, taxondmicos, filogenéticos y bioquimicos. UniProt se organiza en

dos grandes secciones: UniProtKB/Swiss-Prot, con anotacion manual de alta calidad, y
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UniProtKB/TrEMBL, con anotaciéon automatica derivada de traducciones de secuencias
gendmicas.

Para el analisis proteico, UniProt constituye una herramienta indispensable, ya que permite
acceder a la secuencia primaria, sus dominios, modificaciones postraduccionales, patrones de
expresion, interacciones moleculares y enlaces directos a bases de datos estructurales como el
PDB o AlphaFold. Su uso en la formacion académica favorece el desarrollo de competencias
orientadas a la identificacion, comparacion y contextualizacion funcional de proteinas dentro
de un marco biologico integrador.

Fundamento teorico del uso de UniProt

El uso de UniProt se sustenta en la necesidad de disponer de informacion proteica curada,
coherente y estandarizada. El proceso de anotacion manual que caracteriza a Swiss-Prot
incorpora evidencia experimental proveniente de la literatura revisada por especialistas, lo que
garantiza una interpretacion confiable del rol bioldgico de cada proteina. Por su parte, TrTEMBL
complementa el repositorio con una amplia cobertura de secuencias derivadas de proyectos
gendmicos, posibilitando analisis comparativos a gran escala.

El fundamento tedrico central consiste en comprender como la anotacion proteica se
articula con la funcion, la estructura, la evolucion molecular y la regulacion celular; y en
aprender a interpretar dominios, motivos conservados, topologia de membrana, modificaciones
quimicas, parametros fisicoquimicos y evidencia experimental, consolidando una perspectiva

bioquimica integral.

Protein Data Bank

El Protein Data Bank (PDB) constituye el archivo estructural central de la biologia
molecular moderna y el repositorio de referencia para el depdsito, conservacion y difusion de
estructuras tridimensionales de macromoléculas bioldgicas. Desde su creacion, se ha
transformado en la base de datos fundamental para el anélisis estructural, al almacenar modelos
obtenidos mediante cristalografia de rayos X, resonancia magnética nuclear y criomicroscopia
electronica. El valor del PDB radica no solo en la magnitud de su coleccion, sino también en su
funcion integradora: cada estructura depositada se vincula con informacidn sobre secuencia,
complejos biomoleculares, ligandos, condiciones experimentales, parametros de calidad y
literatura cientifica asociada.

La disponibilidad abierta de estos datos ha impulsado avances sustanciales en campos

como el diseno racional de farmacos, la ingenieria de proteinas, la biologia estructural
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comparada y la prediccion computacional de estructuras. En esencia, el PDB es un pilar
conceptual y practico que permite comprender la relacion entre secuencia, estructura y funcion,
y continiia siendo un recurso indispensable para interpretar los principios fisicoquimicos que
gobiernan el comportamiento de las biomoléculas.
Introduccion a InterPro
InterPro es una plataforma de clasificacion proteica que integra diversas bases de datos de
dominios, familias y motivos, tales como Pfam, PROSITE, entre otras. Esta integracion
proporciona una vision unificada de la arquitectura proteica y permite identificar regiones
funcionales conservadas con alto nivel de confianza. Facilita la identificacion de dominios
cataliticos, médulos de interaccidon proteina—proteina, regiones transmembrana y sefales de
localizacidon, constituyendo un puente entre la secuencia lineal y la funcidén bioquimica.
Fundamento teorico del uso de InterPro
El fundamento teodrico detras de InterPro reside en el concepto de dominio proteico como
unidad evolutiva y funcional. Los dominios presentan patrones conservados de secuencia y
estructura que permiten inferir la funcion de proteinas desconocidas basandose en homologia.
InterPro combina algoritmos de busqueda, modelos ocultos de Markov (HMM, del inglés
Hidden Markov Models) y patrones de consenso para detectar familias y subfamilias, lo que
permite una anotacion mas robusta. Su uso en trabajos practicos ensefla a interpretar
arquitecturas modulares y a establecer relaciones entre funcion, evolucion y estructura
Introduccion a Pfam
Pfam es una base de datos especializada en familias de proteinas definidas por dominios
conservados, construida mediante HMM. Cada familia esta representada por un alineamiento
multiple y un perfil estadistico que permite identificar el dominio en nuevas secuencias con alta
precision. Pfam es particularmente valiosa en el analisis funcional, ya que permite detectar
regiones cataliticas, dominios reguladores y firmas evolutivas presentes en proteinas con
funciones relacionadas.
Fundamento tedrico del uso de Pfam
El fundamento de Pfam radica en la deteccion de similitudes remotas mediante modelos
estadisticos. Los HMM permiten captar patrones de conservacion incluso en secuencias con
baja identidad, lo que contribuye a inferir funciones evolutivamente preservadas. La
comprension del funcionamiento de Pfam permite a los estudiantes interpretar de manera

precisa la arquitectura proteica e integrar el analisis estructural y funcional.
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Introduccion a Rasmol

La comprension integral de la Biologia Celular y Molecular contemporanea enfrenta un
desafio persistente: acceder a la representacion espacial de las macromoléculas que sustentan
los procesos vitales. La escala nanométrica de proteinas, acidos nucleicos y complejos
supramoleculares excede nuestra intuicién visual, pero su arquitectura responde a principios
fisicoquimicos que permiten traducirla a modelos computacionales tridimensionales mediante
algoritmos especializados y lenguajes de descripcion estructural.

La modelizacion estructural y la visualizacion molecular, pilares actuales de la biologia
estructural computacional, requieren no solo informacién experimental proveniente de técnicas
como cristalografia de rayos X, RMN o criomicroscopia electronica, sino también capacidades
de computo avanzadas capaces de procesar geometrias complejas, realizar renderizados
eficientes y ejecutar simulaciones energéticas que describen dindmicas conformacionales. En
este contexto, las herramientas digitales permiten integrar datos provenientes de repositorios
como el PDB o AlphaFold, entre otros, ampliando el espectro de andlisis hacia escenarios antes
inalcanzables.

Hace apenas unas décadas, la posibilidad de disefiar in silico un receptor de membrana,
explorar sus cavidades funcionales o ensayar virtualmente la unién de ligandos mediante
herramientas automatizadas habria sido inconcebible. Més sorprendente atin es que estos
recursos hoy estén disponibles en interfaces abiertas y accesibles desde una computadora
personal, democratizando la exploracion estructural a estudiantes e investigadores de todos los
niveles.

Las interacciones entre ADN, ARN y proteinas, fundamentales para la regulacion génica,
la replicacion y la reparacion, pueden examinarse a resolucion atomica utilizando software
gratuito que combina motores de renderizado con bibliotecas de datos tridimensionales. Esta
posibilidad abre la puerta a un aprendizaje mas intuitivo, donde observar la geometria molecular
permite internalizar principios funcionales dificiles de comprender solo desde descripciones
textuales.

Para los estudiantes que se inician en este campo, aplicaciones clasicas como RasMol
continuan siendo herramientas valiosas. Este programa, desarrollado originalmente por Roger
Sayle en 1992, ofrece una plataforma liviana pero robusta para la exploracion visual de
macromoléculas, y representa una puerta de entrada a sistemas mas complejos como PyMOL,

UCSF ChimeraX o JSmol.
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Introduccion a GOR

En complemento, GOR representa uno de los métodos clasicos, pero aln relevantes, para
la prediccion computacional de estructura secundaria proteica. Basado en principios de teoria
de la informacion y en la propension estadistica de cada residuo a formar hélices o, laminas 3
o regiones desordenadas, GOR permite inferir rasgos estructurales a partir de secuencias
primarias, aportando un primer nivel de aproximacidon estructural previo a andlisis
tridimensionales mas complejos.

Introduccion a AlphaFold

AlphaFold es un sistema de inteligencia artificial disefiado para la prediccion de estructuras
tridimensionales de proteinas a partir de su secuencia primaria. Basado en redes neuronales
profundas entrenadas con informacion estructural del PDB, AlphaFold ha transformado el
campo de la biologia estructural al lograr niveles de precision comparables a técnicas
experimentales como cristalografia o RMN en muchos casos.

Su interfaz AlphaFold Protein Structure Database permite visualizar modelos
tridimensionales, evaluar regiones de alta o baja confianza y explorar la relacion entre estructura
y funcion.

Fundamento tedrico del uso de AlphaFold

El fundamento tedrico de AlphaFold se basa en principios fisicoquimicos y evolutivos
traducidos a modelos de aprendizaje automatico. El sistema utiliza informacion sobre
coevolucion de residuos, distancias interatdmicas y geometrias plausibles para predecir la
conformacion espacial mas estable para una secuencia dada. El uso de AlphaFold permite
comprender como la estructura tridimensional condiciona la funcion bioldgica, como se
organizan los dominios, y como ciertos residuos criticos participan en la estabilidad o actividad

catalitica.
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TALLER n.° 5: APLICACION DE MARCADORES MOLECULARES
OBJETIVOS
e Comprender los fundamentos conceptuales y metodologicos de los principales
marcadores moleculares utilizados en biologia moderna.
e Analizar sus aplicaciones en genética, biologia evolutiva, biotecnologia y estudios de
biodiversidad.
e Interpretar perfiles genéticos obtenidos mediante diferentes plataformas
experimentales.
e Integrar estos marcadores en propuestas didacticas para la ensefianza universitaria de

la genética molecular y la biotecnologia.

Plan de actividades
Actividad 1

(Qué son los marcadores moleculares? Describa en qué consisten los marcadores
moleculares microsatélites, RFLP y RPLP-PCR, RAPD. Esquematice como se hace cada una
de ellas.
Actividad 2

La anemia de células falciformes es una enfermedad sanguinea caracterizada por la
presencia de globulos rojos con forma anormal (de hoz). La forma de hoz est4 asociada a una
pérdida de flexibilidad celular y resulta en movimientos restringidos de los glébulos rojos a
través de los capilares mas pequefios, provocando disminuciones en la disponibilidad de
oxigeno de los tejidos por ellos irrigados. La enfermedad es cronica: los individuos se
encuentran en buen estado la mayor parte del tiempo, pero sufren periddicamente de dolorosos
ataques y su esperanza de vida estd disminuida. La anemia falciforme es producto de un
problema genético. Las personas con la enfermedad nacen con dos genes de cé€lulas falciformes,
uno de cada padre. La presencia del gen de células falciformes y otro normal se denomina rasgo
drepanocitico. Aproximadamente una de cada 12 personas de raza negra es portadora del rasgo
drepanocitico. La causa es una sustitucion puntual (A por T) en el gen de la B globina que
provoca un cambio de sentido en la cadena polipeptidica en donde el acido glutdmico es
reemplazado por valina. La B globina resultante (globina mutante) se denomina hemoglobina
S. La hemoglobina S es soluble cuando estd completamente oxigenada, pero cuando las
tensiones de oxigeno disminuyen, sufre un marcado cambio conformacional que conduce a la

deformacion del globulo rojo y a la hemolisis. El diagndstico molecular para la mutacion
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descripta consiste en amplificar mediante PCR una regiéon de ADN de 233 pb que abarca el sitio
de la mutacién y luego tratar al producto amplificado con la enzima de restriccion Dde I. Esta
enzima produce dos fragmentos de 178 y 55 pb, respectivamente. La discriminacion de esta
prueba se debe a que la mutacion produce la pérdida del sitio de restriccion para esta enzima.
De esta manera, la resolucion electroforética puede revelar la presencia o ausencia de la

mutacion.

Resuelva: Una pareja tiene dos hijos: una nifia de diez afos sana y un nifio de cuatro afios
con anemia de células falciformes. La mujer estd esperando un nuevo hijo y se ha realizado un
muestreo de vellosidades corionicas para determinar si su nuevo hijo (el probando), heredara la
enfermedad. Se muestra el resultado de la prueba de diagnéstico tal como se describio

previamente (Figura 7.9).
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Figura 7.9. Gel de agarosa correspondiente a los
productos obtenidos tras la amplificacion de un
fragmento de 233 pb que abarca el sitio de mutacion,
seguido de digestion con la endonucleasa de restriccion
Ddel. M: marcador de peso molecular; 1: control; 2: padre;
3: madre; 4: probando; 5: hija (10 afios); 6: hijo (4 ailos).

i IN

Teniendo en cuenta el resultado de la prueba molecular determine el genotipo de cada uno
de los integrantes de la familia. Justifique explicando como interpreta el patron de bandas en

cada caso.

Actividad 3
La fotografia de una electroforesis en gel de agarosa al 2 % se obtuvo al utilizar RAPD
para analizar distintas variedades de tomate (Figura 7.10). ;Podria identificar cuantas

variedades diferentes hay?

=]

-1500

1000

> Figura 7.10. Gel de agarosa al 2 % correspondiente a
los productos de RAPD obtenidos para evaluar la
variabilidad genética entre distintas variedades de
tomate. M: marcador de peso molecular; 1-9: muestras.
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Actividad 4
La fotografia de una electroforesis en gel de poliacrilamida al 12 % tefiido con nitrato de
plata se obtuvo al utilizar microsatélites para una poblacion (Figura 7.11). ;Podria decir

cuantos alelos hay y cudles individuos son homo y heterocigotos?

MP 1 2 3 4 S 6 MP

Figura 7.11. Gel de poliacrilamida 12 % teiiido con
nitrato de plata correspondiente al perfil de bandas
obtenido mediante electroforesis de productos
amplificados de microsatélites en una poblacién
analizada. M: marcador de peso molecular; 1-6:
muestras individuales.

Actividad 5
Utilizando la siguiente secuencia nucleotidica del gen del receptor 2 de somatostatina,

involucrado en cancer, realice las siguientes consignas:

GTCAACTTCTTAGGGGTCAAAGTATGTGCTTTTTGAAGCCACAGCCCTCCCCGA
CATGTGCGTCAGCAGATGATGGCTGAACCCAAACCCTTCCCTACTATTGGAAAAAC
AACTCAAAAAGTCTGCACACTGATGAGGAACTCTAGAGCTTAATGTTGATGTGGA
AAGATAATACATTTTTCAATTTAAGAGTATGTCTGAGAGGCTAAACCAGAAATGTGT
AAATTTGGTGAGACTTTAAACAGCCTGTGACCGACGGGCCAATCTTCCTCTTTTC
CTTCCAGATGTCACACTG

a- Escriba los cebadores, sentido y antisentido subrayados en la secuencia en sentido 5°-3’.
(Qué programa podria utilizarse para corroborar que los cebadores hibriden con la secuencia?
Nombre tres caracteristicas que se tengan en cuenta para el disefio de los mismos.

b- Esta secuencia podria ser digerida con la Enzima de Restriccion tipo II: Bpull02I: G-
CTNAGC (la secuencia diana probable de la enzima, se encuentra resaltada con negrita en la
secuencia). /Podria actuar la enzima en la secuencia resaltada? ;Por qué? Se encuentra marcada
en negrita la secuencia diana en el fragmento a amplificar, indique cual es el nucledtido
polimérfico. ;Cudl es el nucleodtido variable en la diana de la enzima? En caso de que consideres
que la enzima reconocera el sitio de restriccion, ;qué tamafio tendran los fragmentos obtenidos?
c- Las muestras de varios pacientes fueron digeridas con la enzima Bpu1102I. Los resultados
de la digestion fueron verificados mediante electroforesis en gel de agarosa. Esquematice el gel
de agarosa incluyendo un marcador de peso molecular que represente una escalera de 100 pb,
un fragmento amplificado sin digerir, y los fragmentos digeridos de un individuo homocigota

para el alelo A, otro para el alelo G y uno heterocigota A/G.
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Actividad 6
Nosotros deseamos estudiar la frecuencia del polimorfismo T80C del gen SSTR2 en una
poblacion de pacientes diagnosticados con céncer de mama. A continuacidn, se muestra la
secuencia (5'—3") que queremos amplificar del exon 2 de dicho gen:
GCTGGCTGGAACTAGCCTAAGACTGAAAAGCAGCCATGGACATGGCGGATGAGCC
ACTCAATGGAAGTCAACCATGGCTATCCATTCCATTTGACCTCAATGGCTCTGTGG
TGTCAACCAACACCTCAAACCAGACAGAGCCGTACTATGACCTGACAAGCAATGC
AGTCCTCACATTCATCTATTTTGTGGTCTGCATCATTGGGTTGTG

Te brindamos los siguientes datos en la Tabla 7.5.

Tabla 7.5.
Gen- Cebador sense (5" —3") Cebador antisense (5" —3") T°
Polimorfismo hibridacion

SSTR2-T80C  GCTGGCTGGAACTAGCCTAA CACAACCCAATGATGCAGAC 55

Marca los cebadores en la secuencia y responde las siguientes preguntas:

a- {Con qué programa puede corroborar la hibridacion de los cebadores? Teniendo en cuenta la
temperatura de hibridacion informada, ;qué ciclado propondria? ;De qué tamaio, en pb, es el
fragmento a amplificar?

b- En el fragmento a amplificar se encuentran marcadas las secuencias de restriccion de la
enzima Hincll: GTC-AAC. Y el nucledtido polimoérfico estd subrayado en dicha secuencia,
sabiendo que el polimorfismo es T80C.

(Cuantos fragmentos observaré en la electroforesis si el producto amplificado fue cortado por
la enzima de restriccion? ;De qué tamanos seran dichos fragmentos digeridos?

Esquematice en un gel de agarosa como se observaria una muestra homocigota T/T,
heterocigota y homocigota C/C. No olvide colocar un peso molecular de referencia.

Actividad 7

a- Utilizando la siguiente secuencia nucleotidica donde se indica donde hibridan los cebadores:
Secuencia del exon 5 del gen PTPNG6, fosfatasa involucrada en cancer y enfermedades
inmunolégicas, en la secuencia se encuentran en negrita y subrayados los cebadores, y solo
subrayados, los pares de bases polimorficos:
5'GTACCATGGCCACATGTCTGGCGGGCAGGCAGAGACGCTGCTGCAGGCCAAG
GGCGAGCCCTGGACGTTTCTTGTGCGTGAGAGCCTCAGCCAGCCTGGAGACTACG
AGCTTTCTGTGCTCAGTGACCAGCCCAAGGCTGGCCCAGGCTCCCCGCTCAGGGT
CACCCACATCAAGGTCATGTGCGAGGTAAGGTTCCTGCAGGA-3’
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Coloque cuadles serian los cebadores en las siguientes lineas:

Primer izquierda: 5°- -3

Primer derecha. 5°- -3

b- Considerando la secuencia del punto anterior, los cebadores amplifican una region de

pb. El sitio de corte de la enzima A/ul es: AG*CT y en esta secuencia reconoce el polimorfismo
A670T.

c- ;(Podria actuar la enzima en alguno de los pares de bases polimorficos? ;Por qué?

d- ;Cual es el sitio polimérfico en la secuencia que reconoce la enzima?

e- Complete la informacion de la Tabla 7.6 y esquematice un gel de agarosa con los fragmentos
obtenidos luego de una digestion enzimatica.

Tabla 7.6.

Genotipo
Bandas 109 y 84 pb pb pb

Actividad 8

Si usted trabaja en un laboratorio de biologia molecular y tiene que poner a punto técnicas
para detectar SNP. Comente:
- (Qué reactivos necesitaria?
- (En qué tipos de geles resolveria los fragmentos amplificados?
Nota: si lo desea para este punto, puede elegir un SNP en particular para tomarlo como ejemplo
y desarrollar el experimento.
Actividad 9

Si usted estd investigando un gen, como p. €j., el Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator (CFTR), en el cual se conocen muchos polimorfismos, pero ademas se
sabe que pueden aparecer mutaciones nuevas:
- (Qué técnica escogeria, de las que se mostraron en teoria, para detectar un polimorfismo ya
descrito? ;Con qué polimorfismo comenzaria el estudio confirmatorio de la enfermedad? ;Por
que?
- ;Como haria para detectar si un fragmento amplificado contiene SNP desconocidos?
- (En qué region de CFTR, teniendo en cuenta la estructura de un gen, nos interesaria
encontrar polimorfismos si se trata de un transportador de iones?

Actividad 10

301




X a

Catedra de Biologia Molecular
Profesorado Universitario en Biologia
Biologia Molecular

El gen TYMS (timidilato sintasa) presenta un polimorfismo de repeticiones en tandem de
28 pb el cual se encuentra en la regiéon 5S"UTR (TSER). En el laboratorio logramos amplificar

estas regiones, obteniéndose segiin el nimero de repeticiones los fragmentos del esquema en la

Figura 7.12.
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Figura 7.12.

Realizando un gel de agarosa para 5 muestras, se obtuvieron los resultados que se observan en

el esquema de la Figura 7.13.
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Figura 7.13. Primer carril: peso molecular (PM),
indicando las bandas de 100, 200, 300 y 400 pb. De los
carriles 2 al 6, se encuentran numeradas las muestras
loopb del 1 al 5. En el carril 7 se encuentra el control negativo
de la reaccion.
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Observando el esquema interprete el nimero de repeticiones de TSER para las 5 muestras.
Indique en cada caso si el individuo es homocigota o heterocigota.
Actividad 11

Se amplifico el siguiente fragmento del exén 2 del gen SSTR2 (Figura 7.14). En rojo se
indica la secuencia amplificada, en verde la secuencia que contiene el SNP C749T y en lila el

SNP G846A, en amarillo se muestra en ambas secuencias el nucleotido polimérfico.

CCCCTCACCATCATCTGTCTTTGCTACCTGTTCATTATC F\TC»\»\(JG TGAAGT
CCTCTGGAATCCGAGTGGGCTCCTCTAAGA
TCACCCGAATGGTGTCCATCGTGGTGGCTGTCTTCATCTTCTGCTGGC TT( €

CTTCTACATATTCAACGTTTCTTCC N GEEEl rcAGCccccAccecA
GCCCTTAAAGGCATGTTTGACTTTGTGGTGGTCCTCACCT

Figura 7.14. Secuencia de un fragmento del exén 2 del gen SSTR2.

Luego de amplificar, se mando al servicio de secuenciacion de MACROGEN (Corea) y se

obtuvo el cromatograma de la Figura 7.15.
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Figura 7.15. Electroferograma de un fragmento amplificado del exén 2 del gen SSTR2.

Indique donde se encuentran los polimorfismos analizados y qué alelo/s presenta el individuo
en estas posiciones.

Actividad 12

En los electroferogramas de la Figura 7.16 observamos dos individuos (A y B) con variantes
alélicas indicadas por flechas. Indica en ambos casos qué alelos presentan cada uno de los

individuos y especifica si la variante se encuentra en homocigosis o heterocigosis.

A- l ‘ J

B- ‘ J

Figura 7.16. Electroferogramas de dos individuos (A y B) con variantes alélicas indicadas por flechas.

Actividad propuesta para la practica docente.

Esta actividad propone que los docentes introduzcan a sus estudiantes en el concepto de
variabilidad genética mediante una simulacion sencilla del uso de marcadores moleculares. Para
ello, cada grupo de estudiantes recibira tiras de papel que representen “fragmentos de ADN”
con patrones distintos de secuencias repetitivas que emulan microsatélites. Los estudiantes
deberan ordenar las tiras, comparar sus longitudes y registrar las diferencias entre individuos
simulados. Luego, se los guiarad para construir un “gel de agarosa” en papel, ubicando los
fragmentos seglin su longitud relativa y generando un perfil molecular similar a un patréon real
de marcadores. A partir de esos resultados, los alumnos interpretaran similitudes y diferencias,

discutiran qué tipo de marcador estan representando y reflexionardn sobre aplicaciones en
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identificacion, genética poblacional o analisis de parentesco. La actividad concluye con una
puesta en comun en la que los docentes orientan la comprension del cardcter polimorfico de

estos marcadores y como su analisis experimental permite revelar la diversidad genética

subyacente en organismos de interés biologico.
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TALLER n.° 6: BIOINFORMATICA

La bioinformadtica constituye un campo interdisciplinario que integra principios de la
biologia molecular, la informatica, la estadistica y las ciencias de datos con el propodsito de
analizar, interpretar y gestionar la informacion bioldgica a gran escala. En este taller se
enfatizara en herramientas de analisis de secuencias biologicas, en particular de datos
gendmicos y protedmicos obtenidos por tecnologias de secuenciacion de nueva generacion que
han convertido la bioinformatica en un componente esencial de la investigacion cientifica
contemporanea y el desarrollo biotecnolégico y biomédico.

Las plataformas bioinformaticas disponibles en linea desempefian un papel central en este
proceso, ya que permiten trabajar con bases de datos ampliamente curadas y herramientas
analiticas de ultima generacion sin necesidad de infraestructura computacional local. Recursos
como el NCBI, UniProt, Ensembl, InterPro, Pfam y AlphaFold, entre muchos otros, facilitan la
recuperacion, anotacion funcional, alineamiento y andlisis estructural de secuencias biologicas.
Estas herramientas no so6lo brindan acceso a repositorios de referencia, sino que ademas
permiten inferir patrones evolutivos, predecir dominios proteicos, identificar regiones
conservadas y explorar posibles relaciones estructura-funcion que resultan criticas para el
disefio de experimentos y la interpretacion de resultados experimentales.

El abordaje de datos reales promueve el pensamiento critico, la resolucion de problemas y
la autonomia en el manejo de informacion biologica compleja. A su vez, introduce a los
estudiantes en los flujos de trabajo utilizados en investigacion profesional, fortaleciendo su
comprension de los procesos mediante los cuales se generan y validan hipdtesis en biologia
molecular y bioquimica.

En este taller, los estudiantes adquiriran las bases conceptuales y operativas para identificar
las herramientas bioinformaticas mas relevantes y aplicarlas en el andlisis de secuencias de
ADN vy proteinas. La familiarizacion con estos recursos permitira interpretar datos bioldgicos
con mayor profundidad e integrar enfoques computacionales en el estudio de fendmenos
moleculares, ampliando asi su capacidad para abordar problemas cientificos desde una

perspectiva integral y actualizada.

OBJETIVOS
Los objetivos del taller n.° 6 son:

e Reconocer las herramientas bioinformaticas disponibles on-line.
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e Utilizar herramientas bioinformaticas para el analisis de secuencias de ADN y proteinas.

Plan de actividades
Actividad n.° 1: secuencia de ADN
1. PCR. A partir de la siguiente secuencia:

TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGAGEBCGATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCT
GACACATTCTTCCGCTTTGTGAAGGCATGCACCGACATGGGCATCACTTGCCCCATCGT
CCCCGGGATCTTTCCCATCCAGGTGAGGGGCCCAGGAGAGCCCATAAGCTCCCTCCAC
CCCACTCTCACCGCACCGTCCT

a. Deducir los cebadores resaltados con el color verde:

F
R

b. Disefiar un nuevo par de primers con el programa Primer3.

c. En ambos casos, ;qué tamafio tendra el amplicén obtenido?

2. Endonucleasas de restriccion (ER)
a. Copien la secuencia amplificada por los primers F y R, péguenla en el programa NEB

CUTTER (www.tools.neb.com). Elijan una enzima de restriccion (ER) que detecte el

par de bases subrayado vy resaltado con color fucsia, considerando que es un

polimorfismo que cambia una C por una T.

b. Efectien la digestion con las ER seleccionadas.
(Cuantos sitios de reconocimiento observa para la ER en el fragmento amplificado?
d. (En qué posicion (en nimero de pares de bases) se encuentran los diferentes sitios
diana de las ER?
e. Simulen una corrida electroforética electronica que les permita discriminar los

fragmentos obtenidos luego de la digestion con la enzima elegida.

3. Base de datos del NCBI.
a. Utilizando la secuencia en el punto 1, colocar en el programa de bisqueda BLASTn

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, determinar con qué gen presenta identidad y a

qué organismo perteneceria dicha secuencia. Para ello responder: ;Cual fue la secuencia

mas similar informada en el alineamiento? ;Qué porcentaje de identidad tiene la
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secuencia analizada con la secuencia mas similar? ;A qué especies y a qué gen

pertenecen las 3 mas parecidas?

Ingresar al PubMed (www.pubmed.com) en la solapa de Gene y colocar el nombre del

gen determinado. ;Este gen presenta variantes en ClinVar?

Ingrese al codigo de OMIM, ;qué informacion del GEN obtiene de esta base de datos?

Actividad n.’ 2: secuencia de proteinas

Utilizando la siguiente secuencia, responda las preguntas:

> Secuencia 1

MDMADEPLNGSHTWLSIPFDLNGSVVSTNTSNQTEPYYDLTSNAVLTFIYFVVCIIGLCGNTLVIYVILRYAKMKTITNIYILNLAIADEL
FMLGLPFLAMQVALVHWPFGKAICRVVMTVDGINQFTSIFCLTVMSIDRYLAVVHPIKSAKWRRPRTAKMITMAVWGVSLLVILPIMI
YAGLRSNQWGRSSCTINWPGESGAWYTGFIYTFILGFLVPLTIICLCYLFIIKVKSSGIRVGSSKRKKSEKKVTRMVSIVVAVFIFCWL
PFYIFNVSSVSMAISPTPALKGMFDFVVVLTYANSCANPILYAFLSDNFKKSFQNVLCLVKVSGTDDGERSDSKQDKSRLNETTETQ
RTLLNGDLQTSI

Utilizando la herramienta BLASTp contrastando con la base de datos de proteinas
UniProt, obtenga el codigo de la secuencia y detalle las caracteristicas proteicas. Indique
si pertenece a una RefSeq (en ese caso diga el codigo y su nombre). Mencione en qué
organismo fue obtenida, a qué familia pertenece y qué dominios tiene

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Ademas, mencione con qué otro organismo

obtuvo la segunda mejor similitud (diga el porcentaje) y cuél fue el valor E obtenido.
Obtenga el archivo fasta (.txt) y ndmbrelo con el mismo nombre de la proteina.
Obtenga el codigo de acceso del Protein Data Bank perteneciente a la proteina con
mayor identidad a su secuencia query, ingresando al enlace de ModBase: Database of

Comparative Protein Structure Models (https://modbase.compbio.ucsf.edu/). Luego,

descargue el archivo .gz para visualizar la imagen tridimensional en el programa

RasMol (http://rasmol.org/) y obtenga una imagen de la proteina, ;con qué nivel

estructural esté trabajando?

Ingrese al programa GOR (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html). ;Qué informacién obtuvo de esta

proteina?
Busqueda y descarga de la secuencia en formato FASTA (UniProt o NCBI-Protein).

Registrar los datos de la proteina: ID, longitud, organismo, funciones.
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f. Una vez obtenida la secuencia FASTA de la proteina seleccionada, acceder a AlphaFold

Protein Structure Database (https://alphafold.com/) y cargar la secuencia en FASTA.
Descargar el archivo .pdb y archivos auxiliares (PAE, ranking confidence, etc.).

g. Interpretar las métricas de calidad estructural mediante pLDDT (confidence score),
Predicted Aligned Error (PAE), prediccion de dominios y regiones desordenadas:
identificar regiones de alta confianza (>90), regiones flexibles/desordenadas (<50),
reconocer incertidumbre en la orientacion relativa de dominios y evaluar la precision
del ensamblaje global.

h. Complementar el anélisis integrando con bases de datos funcionales: Pfam, para ver
dominios conservados; InterPro, para ver anotacion funcional integrada; PROSITE,
para ver motivos. Comparar con estructuras cristalograficas depositadas en PDB (si

existen)

Actividad propuesta para la practica docente.

Se propone a los futuros docentes de Biologia una actividad para llevar a cabo con
estudiantes del nivel secundario. Esta actividad titulada “Del codigo al cardcter: identificando
un gen y su proteina” tiene como proposito acercarlos al andlisis de secuencias bioldgicas
mediante herramientas digitales y procedimientos bésicos propios de la bioinformatica. El eje
central es favorecer la comprension del flujo de informacion genética: desde el ADN hasta la
proteina, y promover una mirada critica sobre la relevancia de las bases de datos bioldgicas en
la investigacion contemporanea.

La propuesta inicia con una breve introduccion guiada por el docente, en la cual se explican
los conceptos fundamentales: qué es una secuencia de ADN en formato digital, como se
estructuran las bases de datos biologicas y cudl es la logica del codigo genético que permite
traducir nucleotidos en aminoacidos. Esta instancia introductoria, de caracter demostrativo,
busca familiarizar a los estudiantes con la representacion simbolica de la informacion genética
y su relacion con la biologia molecular real.

Posteriormente se desarrolla la actividad practica, en la que cada grupo de estudiantes
recibe una secuencia ficticia de ADN de entre 150 y 300 pares de bases. A partir de ella, deben
identificar el codon de inicio, marcar el marco de lectura y detectar posibles codones de
terminacion. Empleando una tabla impresa del cddigo genético, los estudiantes traducen
manualmente la secuencia y obtienen la cadena de aminodcidos correspondiente. Esta

traduccion puede complementarse con algun traductor educativo digital para verificar la validez
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del proceso. Una vez obtenida la secuencia proteica, se invita a los grupos a realizar inferencias

preliminares sobre posibles funciones, analizando caracteristicas simples como regiones ricas

en un determinado residuo, repeticiones o motivos reconocibles. Para facilitar este analisis, se

entrega una lista orientativa que distingue proteinas enzimaticas, estructurales, reguladoras o

asociadas a senales celulares.

Como variantes, la actividad puede ampliarse incorporando la visualizacién de proteinas

reales mediante el PDB, el uso de secuencias asociadas a organismos locales o el cruce con

contenidos de Matematica e Informatica para enriquecer el analisis de patrones y la logica

computacional.
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ANEXOS

ANEXO 1.1. FICHAS DE SEGURIDAD DE LOS REACTIVOS QUIMICOS USADOS
EN LOS TRABAJOS PRACTICOS DE BIOLOGIiA MOLECULAR.

Cloroformo (CHCl)

Peligros: toxico, sospecha de carcinogenicidad, nocivo por inhalacioén y contacto.

Riesgos: puede causar somnolencia, mareos, dafio hepatico, renal y del SNC. Irritante de piel,
0jos y vias respiratorias.

Precauciones: usar bajo campana extractora, con guantes resistentes y gafas.
Almacenamiento: en recipientes herméticos, en lugar fresco, protegido de la luz.

En caso de derrames: absorber con material inerte y desechar como residuo halogenado.

Alcohol isoamilico (CsH120)

Peligros: liquido inflamable, irritante para piel, ojos y mucosas.
Riesgos: vapores pueden causar mareos, cefalea y nduseas.
Precauciones: manipular en area ventilada, evitar inhalacion.
Almacenamiento: en envases herméticos, lejos de fuentes de calor.

En caso de derrames: absorber con material absorbente no combustible.

Etanol absoluto (C:HsO)

Peligros: altamente inflamable, vapores irritantes.

Riesgos: irritante ocular, puede causar somnolencia y vértigo.

Precauciones: evitar llamas y chispas, usar proteccion ocular, cerra bien el envase.
Almacenamiento: envase hermético, temperatura ambiente controlada.

En caso de derrames: lavar con agua abundante después de absorber.

Isopropanol (Cs:HsO)

Peligros: liquido y vapor inflamable.

Riesgos: irritacion ocular y respiratoria. Efectos narcoticos por inhalacion.
Precauciones: usar en campana, evitar contacto prolongado.
Almacenamiento: envase cerrado, lejos de calor o ignicion.

En caso derrames: absorber con material inerte.

Acetato de potasio (C2H:KQ2)
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Peligros: baja toxicidad. Puede irritar ojos y piel.

Riesgos: la inhalacion de polvo causa irritacion respiratoria.
Precauciones: usar guantes y gafas de seguridad.
Almacenamiento: en recipientes bien cerrados, en lugar seco.

En caso de derrames: recoger en seco y limpiar con agua.

Tris

Peligros: baja toxicidad, irritante ocular y dérmico.
Riesgos: la inhalacién de polvo puede causar irritacion.
Precauciones: usar gafas y guantes al preparar soluciones.
Almacenamiento: envase cerrado, ambiente seco y fresco.

En caso de derrames: limpiar con agua.

EDTA

Peligros: irritante ocular y dérmico.

Riesgos: el polvo puede causar irritacion respiratoria.
Precauciones: evitar inhalacion, usar guantes y gafas.
Almacenamiento: lugar fresco, envase hermético.

En caso de derrames: recoger en seco, ventilar el area.

B-Mercaptoetanol (HS-CH:-CH.-OH)

Peligros: muy toxico, corrosivo, altamente volatil, olor penetrante.

Riesgos: dafio grave por inhalacion o ingestion. Irritante ocular y dérmico.
Precauciones: manipular solo en campana extractora, con doble guante y gafas.
Almacenamiento: recipientes herméticos, a baja temperatura.

En caso de derrames: neutralizar con absorbente especial, desechar como residuo toxico.

SDS

Peligros: irritante cutaneo, ocular y respiratorio.

Riesgos: puede causar dermatitis por exposicion repetida.
Precauciones: usar guantes, gafas y mascarilla en polvo seco.

Almacenamiento: envase cerrado, lugar seco y ventilado.
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En caso de derrames: recoger en seco y ventilar.

Fenol (CsHsOH)

Peligros: altamente corrosivo y toxico.

Riesgos: causa quemaduras graves, absorcion cutanea potencialmente letal.

Precauciones: manipular en campana, usar guantes resistentes a quimicos y proteccion facial.
Almacenamiento: recipiente opaco, lugar fresco, protegido de la luz.

En caso de derrames: neutralizar con solucion de polietilenglicol o glicerol, recoger con

absorbente.

Agarosa

Peligros: no se considera peligrosa. El polvo puede generar irritacion respiratoria.
Riesgos: irritacion leve en mucosas y 0jos.

Precauciones: evitar la inhalacion del polvo, usar mascarilla al pesar.
Almacenamiento: a temperatura ambiente, seco, en envase hermético.

Derrames: barrer en seco, evitar dispersion del polvo.

Azul de bromofenol

Peligros: considerado de baja toxicidad, pero puede causar irritaciébn en piel, ojos y vias
respiratorias.

Riesgos: mancha permanentemente la piel y la ropa.

Precauciones: usar guantes y gafas.

Almacenamiento: a temperatura ambiente, protegido de la luz.

Derrames: absorber con material absorbente, lavar con agua y jabon.

Reactivos de PCR

Peligros: considerados de baja toxicidad, aunque algunos aditivos pueden ser irritantes.
Riesgos: irritacion dérmica y ocular en contacto directo.

Precauciones: manipular con guantes y gafas, evitar contaminacion cruzada.
Almacenamiento: a -20 °C, evitar ciclos repetidos de congelamiento/descongelamiento.

Derrames: limpiar con toallas absorbentes y agua, desechar como residuo biotecnologico.
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GelRed

Peligros: menos toxico que el bromuro de etidio, pero potencialmente mutagénico.

Riesgos: puede causar irritacion dérmica y ocular, riesgo de toxicidad genética.

Precauciones: manipular con guantes de nitrilo, gafas y bata. No pipetear con la boca.
Almacenamiento: en oscuridad, refrigerado (4 °C) o congelado segun fabricante.

Derrames: Absorber con material inerte, desechar como residuo especial para colorantes

mutagenos.

Reactivo de Bradford

Peligros: inflamable (por etanol), corrosivo (acido fosforico), puede manchar
permanentemente.

Riesgos: irritacion de piel, ojos y vias respiratorias.

Precauciones: manipular con guantes, gafas y en lugar ventilado.

Almacenamiento: envase hermético, protegido de la luz.

Derrames: absorber con material inerte, lavar con abundante agua.

Poliacrilamida

Peligros: la acrilamida monomera es neurotoxica, probable carcindogeno. El gel polimerizado
ya no es toxico.

Riesgos: irritacion dérmica y ocular, toxicidad neuroldgica por exposicion prolongada a
monomero.

Precauciones: preparar en campana, guantes dobles, gafas. Nunca tocar geles sin guantes
(pueden contener monomero residual).

Almacenamiento: mondémero a 4 °C protegido de la luz. Geles ya preparados a 4 °C.

Derrames: absorber con material inerte, desechar como residuo toxico.
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ANEXO 1.2. PROTOCOLOS DE EXTRACCION DE ARN A PARTIR DE SANGRE.

Protocolo convencional de extraccion de ARN total a partir de sangre entera
(Chomczynski y Sacchi, 1987)

Muestra: sangre entera anticoagulada con EDTA y heparina para inhibir las enzimas

retrotranscriptasas, importantes en los usos posteriores del ARN aislado.

Equipamientos

Microcentrifuga refrigerada
Micropipetas automaticas
Agitador vortex

Baiio de hielo

Gradillas

Materiales

Agujas y jeringas descartables

Ligas, alcohol y torundas de algodon

Frascos pequefios (tipo antibidtico) tratados con agua DEPC y autoclavados,
conteniendo 20 ul EDTA por cada 2 a 2,5 mL de sangre obtenida.

Puntas (#ips) amarillas y azules libres de ARNAsas

Tubos plasticos de 50 mL y 15 mL libres de ARNAsas

Microtubos de 1,5 mL libres de ARNasas

Preparacion de soluciones de trabajo

Solucion de extraccion de ARN:

Isotiocianato de guanidinio ............ 14,18 g (concentracion final 4 M)
Citrato de s0dio ..........cocevveiinnnn. 0,16 g (concentracion final 25 mM)
Sarcosil ......coooiiiiii 0,15 mL (concentracion final 0,5 %)

Agua DEPC esterilizada c.s.p. 30 mL

Puede conservarse a 4 °C. En este caso adicionar -mercaptoetanol, a una concentracion

final de 100 mM, justo antes de ser utilizada.

Acetato de potasio 3 M pH 4:

Pesar 294 g de acetato de potasio y disolverlo en 100 mL de agua tratada con DEPC y

estéril. Ajustar el pH a 4. Esterilizar y conservar a 4 °C.

Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1):
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La proporcion es de 24 partes a 1 parte. Mezclar 24 mL de cloroformo con 1 mL de alcohol
isoamilico. Se pueden preparar volumenes mayores respetando dicha proporcion.
Conservar a temperatura ambiente.
e Etanol 70 %:
Etanol absoluto ........... 70 mL
Agua DEPC estéril c.s.p. 100 mL
e TE 1 (Tris-HCI/EDTA):
Tris 1M ...l 1 mL (concentracion final 10 mM o 0,01 M)
EDTAO5M ............... 0,2 mL (concentracion final 1 mM o 0,001 M)
Agua DEPC estéril c.s.p. 100 mL
Ajustar a pH 8, esterilizar y conservar a 4 °C.
Procedimiento

5. Colocar 100 o 150 uL de sangre entera anticoagulada con EDTA en un microtubo de
1,5 mL. El volumen puede reducirse hasta 50 pL. Mantener todos los reactivos y la
muestra en bafio con hielo.

6. Adicionar a la muestra 9 o 10 volimenes (aproximadamente 1 mL) de solucion de
ARN. Si se parte de 50 pL de sangre, adicionar 500 pL de esta solucion.
Homogeneizar.

7. Agregar 1 volumen de acetato de sodio o potasio 3 M pH 4, preparado con agua
tratada con DEPC. Mezclar con vortex.

8. Adicionar 2 volumenes de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Se puede utilizar
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Mezclar con vortex e incubar en bafio
de hielo durante 10 a 15 minutos.

9. Centrifugar por 10 minutos a 12.000 rpm en una microcentrifuga refrigerada a 4 °C.
Transferir el sobrenadante a un microtubo nuevo libre de ARNsas. Los pasos 4 y 4 se
pueden repetir una vez mas.

10. Precipitar el ARN aislado adicionando 1 mL de isopropanol (invertir 3 o 4 veces) y
dejar precipitar entre 20 minutos y 1 hora a -20 °C. Eventualmente dejar precipitando
a -20 °C durante toda la noche.

11. Centrifugar a 14.000 rpm por 10 minutos. Descartar el sobrenadante y lavar con 1 mL

de etanol 70 % preparado con agua tratada con DEPC y autoclavada.
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12. Centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos y extraer todo el alcohol. Dejar secar a
temperatura ambiente.
13. Resuspender en TE 1 pH 8 o en agua tratada con DEPC autoclavada.

14. Conservar a -20 °C; para almacenamiento mas prolongado, conservar a -70 °C.

Protocolo de extraccion de ARN total a partir de sangre entera utilizando un kit comercial
Este protocolo resume los pasos a seguir empleando el reactivo Trizol™ de la empresa
Invitrogen. Este es un agente listo para usar, que consiste en una solucion monofésica de
isotiocianato de guanidinio y fenol, de utilidad en el aislamiento tanto de ARN total como de
DNA o proteinas. Su fundamento se basa en el método desarrollado por Chomezinski y Sachhi
(1987), reduciendo el proceso de extraccion y purificacion a un solo paso general (single-step
method). Las muestras que pueden ser utilizadas son variadas, tanto procariotas como
eucariotas. La proporcion aproximada es de 1 mL de reactivo para el aislamiento de ARN total
de hasta 100 mg de tejido o 1x107 células. Este reactivo también es 1til para el aislamiento de
ARN virico presente en suero o plasma.
Muestra: al igual que en el protocolo anterior, se parte de muestra de sangre entera
anticoagulada con EDTA y heparina.
Equipamientos y materiales: se utilizaran los mismos que en el protocolo anterior.
Procedimiento
15. Mantener todos los reactivos y la muestra, en el bafio con hielo.
16. Colocar 300 uL de plasma obtenido con EDTA en un microtubo de 1,5 mL. Adicionar
1 pL de ARNt de levadura (yeast tRNA) que actuard como carrier arrastrando las
cantidades minimas de RNA que puedan ser recuperadas, aumentando de este modo
el rendimiento de la técnica.
17. Agregar 300 uL del reactivo comercial Trizol™ (Invitrogen). Mezclar con vortex por
5 segundos.
18. Adicionar 100 puL de cloroformo. Mezclar con vortex durante 5 segundos.
19. Incubar 2 minutos a temperatura ambiente.
20. Centrifugar 5 minutos a 12.000 rpm en una microcentrifuga refrigerada a 4 °C.
21. Transferir la fase acuosa superior a un nuevo microtubo libre de ARNasas.
22. Precipitar el ARN obtenido con 1 mL de isopropanol. Incubar 10 minutos a

temperatura ambiente.
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23. Centrifugar a 14.000 rpm por 5 minutos.
24. Lavar el 4cido nucleico obtenido con 1 mL de etanol 70 % preparado con agua DEPC.
25. Eliminar todo el etanol y secar los microtubos boca abajo sobre papel absorbente.
26. Resuspender en 100 pL de agua DEPC o en TE 1 preparado con agua tratada con
DEPC y estéril.

27. Conservar a -20 °C; para almacenamiento mas prolongado, conservar a -70 °C.
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ANEXO 1.3. PREPARACION DE SOLUCIONES MADRE PARA EXTRACCION DE

ADN

Tris-HCI 1 M pH 7.,4:

Pesar 12,11 g de Tris y disolverlo en 100 mL de agua destilada.

Ajustar a pH 7,4 con HCI concentrado.

Esterilizar y conservar a 4 °C.

EDTA 0,5 M pH 8,0:

Pesar 93,05 g de EDTA y disolver en 500 mL de agua destilada.

Ajustar a pH 8 con granallas de NaOH.

Esterilizar y conservar a 4 °C.

NaCl 5 M:

Pesar 2,34 g de NaCl y disolver en 40 mL de agua destilada en un tubo estéril de 50 mL.
Esterilizar y conservar a 4 °C.

CTAB 20 %:

Disolver 8 g de CTAB en 40 mL de agua destilada en un tubo de 50 mL nuevo. Calentar
en bafo termostatico para favorecer su disolucion. Mantener a temperatura ambiente.
SDS 20 %:

Disolver 8 g de SDS en 40 mL de agua destilada en un tubo de 50 mL nuevo en bafio
termostatico para favorecer su disolucion.

Conservar a temperatura ambiente.
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POSADAS, 27 SEP 2019

VISTO el Expediente FCEQYN_EXP-S01:0002581/2019, referente al Programa de la
asignatura Biologia Molecular de la carrera Profesorado Universitario en Biologia; y

CONSIDERANDO:

Que el Consejo Departamental del Departamento de Biologia eleva el Programa de la
asignatura Biologia Molecular de la carrera Profesorado Universitario en Biologia.

Que la Secretaria Académica toma conocimiento del tramite y eleva al Presidente del
Consejo Directivo para su tratamiento.

Que la comision de Asuntos Académicos emite el despacho N° 194/19 en el que

expresa: “Se sugiere APROBAR el Programa de la asignatura BIOLOGIA MOLECULAR de
la carrera PUB".

Que el tema se pone a consideracion en la VII? Sesién Ordinaria de Consejo Directivo
realizada el 09 de septiembre de 2019, aprobandose por unanimidad de los consejeros
presentes el despacho N° 194/19 de la comisiéon de Asuntos Académicos.

Por ello,

EL CONSEJO DIRECTIVO DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS, QUIMICAS Y NATURALES
RESUELVE:

ARTICULO 1°- APROBAR por el periodo 2019-2022, el Programa de la asignatura
BIOLOGIA MOLECULAR de la carrera Profesorado Universitario en Biologia, el que se
incorpora como Anexo de la presente Resolucion.

ARTICULO 2° - REGISTRAR. Notificar al Sefor Decano. Comunicar. Cumplido.
ARCHIVAR.

SLEESOLUCION CD N° ll- 6 2 K 1 g

Mgter. Maria Celina V
Secretaria Consejo Di
Facuitad de Ciencias Exactas, Facultad de ¥
Quimicas y Naturales

VISTO: se deja expresa constancia que en la fecha se tomé conocimiento de la Resolucion N°
FCEQyN de conformidad al Art. 1° inciso "c" de la Ordenanza N° 001/97.

acultad de Ciencias Exactas,
Quimicas y Naturales
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE MISIONES
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS, QUIMICAS Y NATURALES

Periodo: 2019
PROGRAMA DE: BIOLOGIA MOLECULAR

CARRERA: PROFESORADO UNIVERSITARIO EN BIOLOGIA
ANO EN EL QUE SE DICTA: 4" afio

PLAN DE ESTUDIO (afio de aprobacién): 2016 CARGA HORARIA: 75 h
PORCENTAJE DE FORMACION TEORICA: 65

PORCENTAJE DE FORMACION PRACTICA: 35

DEPARTAMENTO: BIOLOGIA

PROFESOR TITULAR/Responsable de la Asignatura: MARIA ISABEL FONSECA
CARGO Y DEDICACION: PROFESOR ADJUNTO (SIMPLE)

EQUIPO DE CATEDRA CARGO Y DEDICACION
1° MARIA ISABEL FONSECA Prof. Adjunto — Simple (con afectacion)

2° MARIA MERCEDES TISCORNIA | JTP - Semiexclusiva (con afectacion)
LS" ERNESTO MARTIN GIORGIO Auxiliar de Primera - Simple

REGIMEN DE REGIMEN DE

DICTADO EVALUACION

Anual B | Cuatrimestre 19X Promocional
Cuatrimestral B |Cuatrimestre 2° Sl X NO

Atencién: Marcar segun corresponda con una “x”

OTRAS CARRERAS EN LAS QUE SE DICTA LA MISMA ASIGNATURA

Denominaciéon Carreras en que se dicta Afio del Plan de
Curricular Estudios

1°0
20
3°
4°
590
6°
70
8°

RS N

Mg‘lﬂ' MARIA CEI™NA VENOYA
SEChcimiity LEL CONSEJU DincCTIVO
FCEQyN - UNaM

mrrm INVESTIGADORA
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PROGRAMA 2019

| Asignatura | BIOLOGIA MOLECULAR 1]
TEORIA TRABAJOS PRACTICOS
CRONOGRAMA

Unidad 1: 1 clase (1° semana)

Taller-Trabajo Practico N° 1:
Unidad 2: 2 clases (1°y 2°

Preparacién de material, utilizacién

semanas) de pipetas y toma de muestra.
Unidad 3: 2 clases (3° y 4°|Aislamiento de DNA eucariota y
semanas) procariota. (1° semana)

TP N° 1: Aislamiento de DNA
eucariota y procariota. (2° semana)
Taller-Trabajo Practico N° 2:
Cuantifical/ cién y electroforesis de
DNA. (3° semana)
TP N° 2: Cuantificacién y
electroforesis de DNA. (4° semana)
1° PARCIAL DE TP / RECUPERATORIO
1° PARCIAL DE PROMOCION DE TEORIA / RECUPERATORIO
5y 6° Semana

Unidad 4: 2 clases (7° y 8° Taller-Trabajo Practico N° 3:
semanas) Métodos de amplificacién: PCR. (7°

Unidad 5: 2 clases (9° y 10°
semana)
Unidad 6: 2 clases (11° y 12°

semana)
TP N° 3: Métodos de amplificacién:
PCR. (8° semana)

semanas) Taller-Trabajo Practico N° 4:
Unidad 7: 1 clase (13°|Analisis proteico por métodos
semana) electroforéticos. (9° semana)

TP N° 4: Analisis proteico por

métodos  electroforéticos.  (10°
semana)

Taller-Trabajo Practico N° 5:
Bioinforma//

tica (11° semana).
Taller-Trabajo Practico N° 6:
Biomedicina
(12° semana).
Taller-Trabajo Practico N° 7:
Tecnologia del DNA recombinante
(13° semana).

2° PARCIAL DE TP / RECUPERATORIO
2° PARCIAL DE PROMOCION DE TEORIA/ RECUPERATORIO

14° y 15° Semana

. MARIA CFINA VENOYA Dr. MAKCELD JONIO" MARINFLLL @ Mary,
g{%t::...am LEL CONSEJO Cii STV PRESIDENTE CONBEJO DIRECTIVO Doy, aria lsape| Fonse
FC - UNaM NTE - Iy q
FCEQyN - UNaM UNap - 7,3T16400R

T T .
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FUNDAMENTACION | La Biologia Molecular es el estudio de los procesos
biolégicos a través de una metodologia que permite
lograr un abordaje molecular.

El estudio de esta signatura le proporciona al alumno
una vision mas detallada de los procesos biolégicos,
completando el estudio iniciado en asignaturas
anteriores (Biologia Celular, Quimica Biolégica vy
Genética), mediante un enfoque molecular de los
procesos y las alteraciones que se producen por fallos
en estos. La metodologia aplicada para este estudio es
excepcional, por ello mediante su manejo y analisis el
alumno se familiarizard con nuevas técnicas, pudiendo
comprender sus fundamentos y la utilidad de las mismas
a las diversas ramas de la biologia.

OBJETIVOS Objetivos generales

- Capacitar al alumno en el conocimiento e interpretacion
de los procesos biolégicos desde un punto de vista
molecular, asi como en la metodologia que se utiliza para
su estudio.

Objetivos particulares

- Integrar los conocimientos biolégicos basicos
analizandolos desde un enfoque molecular.

- Facultar en el reconocimiento del alcance y las
utilidades de la tecnologia molecular, asumiendo una
actitud critica, ética y profesional en su aplicacién.

- Capacitar para la aplicacién de los conocimientos
adquiridos y los avances metodolégicos en las distintas
areas de la biologia.

- Brindar un enfoque molecular de los diferentes
procesos bioldgicos y su relacién con la patologia
humana.

, Maria Isabel Fonsect
*“J e Dre Mara st e
| UNaM - cOMIETT
- 0 MARINELLI

, MARTA CKI NA VENOYA
g:ﬂ?:.-ﬂm LEL CONSEJU LiiCTIVO

FCEQyN - UNaM
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CONTENIDOS Estructura y organizacién del genoma en células
MINIMOS procariotas y eucariotas. La estructura y la funcién de los
genes. Genomas virales. Variabilidad y gendmica.
Replicacién y reparacién del ADN. Transcripcion y control
de la expresiéon génica. Traduccién y modificaciones
post-traduccionales de las proteinas. Los mecanismos de
regulaciéon génica. Alteraciones fisicas y moleculares de
los procesos celulares, Cancer.

La Biotecnologia y las herramientas de biologia
molecular. Tecnologia del ADN recombinante. Métodos
de trasformacién genética de bacterias, levaduras,
plantas, mamiferos. Terapia génica. Clonacion.
Organismos genéticamente modificados.
Consideraciones juridicas y éticas.

MODULOS La asignatura se divide en cuatro médulos:
Modulo 1: Unidades 1y 2

Modulo 2: Unidades 3,4y 5

Médulo 3: Unidad 6

Médulo 4: Unidad 7

CONTENIDOS POR | Unidad 1: Introduccién a la biologia molecular

UNIDAD Concepto de biologia molecular y aplicaciones a diferentes
ramas de la ciencia. Dogma central de la genética molecular.
Fundamentos moleculares y celulares de la herencia: Relacion
entre la genética molecular y mendelina. Estructura primaria y
secundaria del DNA: Modelo de Watson y Crick. Reglas de
Chargaff. Consecuencias evolutivas y hereditarias del modelo.
Variaciones en la estructura secundaria del DNA: Forma Z y
forma A del DNA. Estructura del ARN. Variaciones locales.
Palindromos. Condensacién del DNA vy cromosomas:
Superenrrollamiento. Proteinas de la cromatina. Niveles de
condensacién del DNA eucariota. Preparacion de muestras,
extraccion y analisis de acidos nucleicos: Muestras usadas.
Métodos de extraccion de DNA y RNA. Cuantificacion de
acidos nucleicos. Fraccionamiento de DNA o RNA mediante
eletroforesis, ultracentrifugacion y cromatografia.

Unidad 2: Genémica

Estructura y organizacion del genoma en células procariotas y
eucariotas. Genomas virales. Comparaciéon. Medicién.
Organizacion del genoma en eucariotas: DNA de copia Unica.
DNA repetitivo codificante. DNA repetitivo no codificante.
Estudio del cromosoma en metafase: Morfologia cromosémica.
Cariotipo. Funcion del centrémero y de los telémeros.
Marcadores genéticos. Secuenciacién del genoma: Método
quimico. Método enzimatico. Problemas. Proyectos genoma:
PGH y otros. Genémica comparativa. Variabilidad y genémica.
Polimorfismos: Concepto de individualidad genética.

—

Mater. MARTA €I INA VEDOYA Dr. MARC ﬁ MARINELLI %
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Mecanismos implicados en la generacion de diversidad.
Polimorfismos de regiones codificantes. Polimorfismo de
regiones no codificantes. Estudio del genoma. Deteccién de
polimorfismos y aplicaciones.

Unidad 3: Bases moleculares de la replicacién

Replicacién del DNA: Caracteristicas generales. Diferencias
entre procariotas y eucariotas. Enzimologia. Etapas. Bases
moleculares de la mutacién y la reparacion del DNA: Concepto
de mutacién. Tipos de mutaciones. Causas y mecanismos de
mutaciones. Mecanismos de reparacién. Transferencia e
hibridacién de 4acidos nucleicos: Desnaturalizacion y
renaturalizacion del DNA. Principio de la hibridacién. Tipos de
hibridacién. Hibridacion en soportes sodlidos. Sondas:
Definicién. Preparacion y marcaje. Usos. Reaccién en cadena
de la polimerasa: Principio. Etapas. Variantes. Usos.

Unidad 4: Bases moleculares de la transcripcion

Aspectos moleculares de la transcripcion: Estructura y funcion
de los genes. Caracteristicas generales. Diferencias entre
procariotas y eucariotas. Enzimologia. Etapas. Control de la
expresion génica pretranscripcional y transcripcional: Puntos
de control durante el flujo de la informacién génica. Control
pretranscripcional. Elementos reguladores en cis y trans.
Motivos estructurales responsables de la interaccién con el
DNA. Tipos de promotores. Regulacién del inicio en
promotores tipo |l. Factores de transcripcion inducibles.
Regulacién del inicio en promotores tipo | y lll. Regulacién
epigenética. Maduracibn y procesamiento del RNA:
Caracteristicas del proceso. Papel de las ribonucleoproteinas.
Modificaciones de los extremos. Splicing. Procesamiento de
los RNA de transferencia y ribosomicos. Diferencias entre |
eucariotas y procariotas. Controles. Retrotranscripcién.
Métodos de estudio de la expresién génica: Ensayos de
DNasa.

Unidad 5: Bases moleculares de la traduccion

Cédigo genético: Estructura del RNAt. Propiedades del cédigo
genético. Degeneracion del cédigo genético. Aspectos
moleculares de la traduccion: Caracteristicas generales.
Estructura de los ribosomas. Activacién del aminoacil-tRNA.
Etapas de la traduccibn. Regulacion. Modificaciones
postraduccionales: Maduracién. Plegamiento de proteinas.
Degradacion de proteinas. Trafico y destino de proteina:
Proteinas citosélicas. Proteinas de organulos. Proteinas de
secrecion. Métodos moleculares para el estudio de proteinas.

Unidad 6: Bases moleculares del ciclo celular

Ciclo celular: Etapas del ciclo celular. Control del ciclo celular.

| -
Mgter. MARTA CEITNA VENOYA Dr. MARCELD J
SEChc.ndin LEL CONSEJD DiCTIVD PRESIDENTR COMEEJO DIRECTIVO

FCEQyN - UNaM FCE UNaM



UNIVERSIDAD NACIONAL DE MISIONES
Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y Naturales

wm Consejo Directivo
B2 Félix de Azara N° 1 552 - Posadas (Misiones)
n W +54 0376- 4435009 Int. 145 FAX 4 425414-
LAI 2019 - “Adio de la Exportacion”
ANEXO RESOLUCION CD N° ll' 6 2 - 1 g -

Ciclinas y kinasas dependientes de ciclina. Acontecimientos
del ciclo celular. Papel de Rb y p53. Desarrollo y
diferenciacién: Nociones generales y papel de los genes
maestros. Muerte celular: Apoptosis y necrosis. Etapas del
proceso de apoptosis. Regulacién. Principios de patologia
molecular: Enfermedades moleculares. Clasificacion y
caracteristicas. Bases moleculares del cancer. Etapas.

Oncogenes y genes supresores de tumores. Marcadores
tumorales.

ll

Unidad 7: Aplicaciones de la biologia molecular.

La Biotecnologia y las herramientas de biologia molecular.
Organismos genéticamente modificados. Tecnologia del DNA
recombinante: Enzimas utilizadas. Enzimas de restriccion.
Vectores. Métodos de trasformacién genética de bacterias,

levaduras, plantas, mamiferos. Genotecas. Terapia génica.
Consideraciones juridicas y éticas.

ESTRATEGIAS DE | 1- Teoria: desarrollo de contenidos conceptuales sera a |
APRENDIZAJE través de clases del tipo expositivo dialogado de cada una de
las unidades del programa. Presentacion del tema, discusion y
profundizacién de diferentes aspectos con participacion del
alumno en base a material aportado por la catedra. Resumen
tematico de tipo expositivo con participacion del alumno.

2- Taller y Trabajos Practicos de Laboratorio: desarrollo de
contenidos procedimentales propios de la biologia molecular.

3- Clases de Consultas: destinadas a resolver y esclarecer
dudas relacionadas a todos los aspectos del programa de la

asignatura.
SISTEMA DE 1. Parciales de Promocién de TP (2 y 2 recuperatorios)
EVALUACION 2.Parciales de Promocion de la Materia (Teoria) (2 y 2
recuperatorios)

Nota: Para el adecuado desarrollo de los contenidos propios
de la materia el alumno debera manejar contenidos previos

que seran evaluados de manera diagnéstica durante cada
clase.

REGLAMENTO DE | Serén condiciones para cursar:

CATEDRA Estar en condicion de cursar la asignatura con TODAS las
correlatividades cumplidas segin lo indica en el plan vigente.
La catedra NO ACEPTARA ningun tipo de condicionalidad.

La evaluacion de los alumnos sera permanente a través de
varias instancias: correccién de los trabajos practicos e
informes (aprobado/desaprobado), en proceso durante la
discusion; en instancia escrita u oral en los cuatro (4)

= ——_J—_"
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examenes parciales previstos, siendo dos parciales de teoria
y dos de trabajos practicos.

A- REGIMEN DE DICTADO

El desarrollo de la asignatura esta definida por un régimen
cuatrimestral distribuido de la siguiente manera:

Clases obligatorias Su asistencia se contabilizara de manera

separada debiendo alcanzarse el 80% de asistencia en cada

una.

¢ Teoria: desarrollo de contenidos conceptuales de cada
una de las unidades del programa.

* Taller de trabajos practicos y Trabajos Practicos de
Laboratorio: desarrollo de contenidos conceptuales y
procedimentales propios de la biologia molecular.

Modalidad y frecuencia de las clases:
La asignatura contara con 2 clases obligatorias semanales,

una de teoria y la otra alternandose clases de taller con
trabajos practicos de laboratorio.

% Teoria: seran de 2 h de duracién. Presentacion del
tema, discusion y profundizacién de diferentes
aspectos con participacion del alumno en base a
material aportado por la catedra. Resumen temaético de
tipo expositivo con participaciéon del alumno. Estaréan a
cargo .de los Profesores, aunque participaran de ellas
también los Auxiliares de la catedra.

“* Taller y Trabajos Practicos de Laboratorio: seran de
3 h de duracion, en la que se desarrollan los aspectos
practicos de la metodologia aplicada en biologia
molecular. Sera obligacién del alumno entregar los
informes por escrito.

Consultas: tanto para aspectos tedricos como practicos,
estaran a cargo de los diferentes miembros del equipo docente
de acuerdo a la funcién asignada por el Jefe de Céatedra y a su
dedicacién docente.

B-REGIMEN DE CURSADO

Al finalizar el cursado se reconoceran dos categorias de
alumnos: REGULAR y LIBRE.

1-Regular

Seran considerados alumnos regulares quienes tengan una
asistencia y aprobacion del 80% de los trabajos préctl_cos, y
aprueben 2 (dos) parciales escritos (contenidos tedricos y

ke
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parciales tendra su respectivo recuperatorio.

2-Libre:

Sera considerado alumno libre aquel que no cumple con las
condiciones requeridas de alumno regular. Debera rendir un
examen de laboratorio que consistira en el desarrollo de
trabajos practicos, debiendo mostrar habilidades en manejo
de microscopio, técnicas de laboratorio y desarrollo de
experiencias, una evaluacién tedrico-practica que sera escrita
u oral y un examen teérico.

SISTEMA APROBACION
Aprobacién por Promocién

El alumno que cumpla con los requisitos de regularidad,
podréa promocionar la materia durante la cursada, por la
aprobacion de 2 (dos) evaluaciones escritas u oral
(dependiendo de la cantidad de alumnos) que versara de
contenidos tedricos con un minimo del 70% (seis), ambas
evaluaciones contaran con su respectivo recuperatorio.

El alumno que cumpla con todos los requisitos citados mas
arriba alcanzara la promocién completa de la Asignatura.

Renuncia de la Reqularidad: La catedra NO ACEPTARA la
renuncia a la regularidad.
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Biologia Molecular: una guia practica. Edicion ampliada.
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% Genes and Disease. Bethesda (MD): National Library of
Medicine (US), NCBI
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Biologia Celular y Molecular 4° edicién. Editorial
Panamericana. Buenos Aires 2001.

* Luque J, Herrdez A. Biologla Molecular e Ingenieria
Genética. Editorial Harcourt, Madrid. 2001.

% Sambrook J, Russell D. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press.

—<

Mgter. MARIA CEITNA VENOYA
SEClc il LEC CUNSESD DI CTIVO

FCEQyN - UNaM

Dre. Maria Isabel Fonsect
DOCENTE - M-'”“F!Gﬂi.?ﬂn“
LI -




gnn

BIBLIOGRAFIA
COMPLEMENTARIA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE MISIONES
Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y Naturales

¥ r RR = » » » n »r = B b

b1

Consejo Directivo
Félix de Azara N® 1 552 - Posadas (Misiones)
W +54 0376- 4435099 Int. 146 FAX 4 425414

2019 - “Asio de la Exportacion”

ANEXO RESOLUCION CD N° [L6 2 o 1 g o

Becker J. Biotecnologia: curso ae practicas ae laboratorio.

Editorial Acribia

Berg, Jeremy M.; Tymoczko, John L.: and Stryer, Lubert.

giochemistry 5° ed. New York: W. H. Freeman and Co.:
002.

Brown, T. A. Genomes. 2nd ed. Oxford, UK: BIOS

Scientific Publishers Ltd; 2002.
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ed. Sunderland (MA): Sinauer Associates, Inc.: ¢2000.
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Molecular. Editorial El Ateneo. Bs.As.1997.

Griffiths AJ, Gelbart W, Miller J, Lewontin R. Genética

Moderna. Int. MacGraw-Hill, Madrid, 2000.

Gilbert, Scott F. Developmental Biology. 6th ed.

Sunderland (MA): Sinauer Associates, Inc.; c2000.

Janeway, Charles A.; Travers, Paul; Walport, Mark:

Shlomchik, Mark. Immunobiology. 5th ed. New York and

London: Garland Publishing; ¢2001.

Kufe, Donald W.; Pollock, Raphael E.; Weichselbaum,

Ralph R.; Bast, Robert C., Jr.; Gansler, Ted S.; Holland,

James F.; Frei lll, Emil, editors. Cancer Medicine. 6th ed.

Hamilton (Canada): BC Decker Inc.; c2003

Lehninger A, Nelson D, Cox M. Principios de Bioquimica.

Editorial Omega, Madrid. 1995.

Lewin B. Genes VII. Oxford Univ. Press, Oxford. 2000.

Mathews CK, van Holde KE, Ahern KG. Biochemistry 32

Edicién. Editorial Addison Wesley Longman

Mueller R, Young |.Genetica Medica. Editorial Marban.

Madrid.

Purves, Dale; Augustine, George J.; Fitzpatrick, David;

Katz, Lawrence C.; LaMantia, Anthony-Samuel;

McNamara, James O.; Williams, S. Mark. Neuroscience.

2nd ed. Sunderland (MA): Sinauer Associates, Inc.; 2001.

Singer M, Berg P. Genes y Genomas. Una perspectiva

cambiante. Editorial Omega. Barcelona.

Strachan, Tom and Read, Andrew P. Human Molecular

Genetics 2. 2nd ed. Oxford, UK: BIOS Scientific Publishers

Ltd; 1999.

Stryer L. Bioquimica 4° edicién. Editorial Reverté,

Barcelona. 1995.

The NCBI Handbook. Bethesda (MD): National Library of

Medicine (US), NCBI; 2002 Nov.
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