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2- Replicacion

Etapa 2 elongacién
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2- Replicacion

F'rimasa
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Cadena retrasada
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2- Replicacion

Crigen de replicacion ~
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Hzbra retardada \ Hebra conductora
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Hebra conductora Hebra retardada



2- Replicacion

Hebra retardada se sintetiza en fragmentos
Crecimiento 3’ -5y Polimerizacion 5 —3’

Bucle del molde lo sitiia en posicién para que tenga lugarla
polimerizacion en sentido 5’ —3'
(orientado de manera favorable al avance de la horquilla de replicacion)
Al avanzar va tirando del lazo, haciéndolo mas grande.
DNApol lll abandona el molde y se forma nuevo bucle.
_ ~1000 nucledtidos en E_ coli
5’ e a3
L ¥ —
ESTADO 1 ESTADO 2

N

ESTADO 3 ESTADO 0

QAVILLINIEA «
T,

* e PRI

Huecos entre fragmentos se rellena por DNApol |, que también elimina el RNA cebador
(actividad exonucleasa 5’-3')
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2- Replicacion
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3 Transcripcion
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3+ Transcripcion
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ARN mensajero ARN de ARN ribosomal
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3+ Transcripcion

ARV

polimerasa

ARV
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3+ Transcripcion
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4. Traduccion
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4. Traduccion

AUGAOC UCGUAA

[ 1T

N7

ALTO

ARNim

Polipéptido

UCSF



4. Traduccion

UCSF L@

Iniciacién de la traduccion en bacterias

Subunidad ribosomal

sequefia ARNTt iniciador

5’ 3’

/ \
Secuencia Codén de inicio
Shine-Dalgarno

Subunidad ribosomal
grande

5’ 3’

Complejo de iniciacion

Factores de iniciacidn



Traduccion

Subunidad ribosomal
grande

Anticodon

5’

Codén

Elongacién - Terminacién

/Aminoécido

ARNt

3!

\Subunidad ribosomal
pequena



Trad‘JCCI.O/n Elongacién - Terminacién

ARNt se une al
coddn correspondiente

ARNmMm se desplaza hacia
adelante y expone el
nuevo codoén

5!’
3!
5!

€ El polipéptido se encadena

al nuevo aminoacido
3'
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4. Traduccion

Célula eucarionte

ipcion

Célula bacteriana




5- Regulacion de la expresion genética UCSF

Regulacién por induccién

lac operon
4 o \

DNA lacZ lacY lacA

RNA
polymerase

I
R

]

Allolactose

(inducer) repressor




5- Regulacion de la expresion genética UCSF

Regulacidén por represion

Operon trp
Promotor
(donde ce fija ARN polimerasa)
e co 190 AR poltmers ADW
tpE trpD trpC 1rpB trpA .

WJ
Operador

(donde ce fija un reprecor)

\L Transcripeion

e - e w8 e
l l Traduceion

Cralas'oma @ O Q Q
Bacteria E. coli Cj

Enzimas (o cubvnidades de la euz:ma) para biogintesic del tnptofana

ARNm




5- Regulacion de la expresion genética UCSF

Regulacidén por represion

TRIPTOFANO ALTO
/, ARN polimerasa
Triptofanc Sin transcripcion
—> ADN
P O tpE 1pD trpC +pB 1rpA -
Represor trp
(actr'uo)
TRIPTOFANO BAJO
Represor trp
(inactivo)
Transcripeion « ADN
7/
| P o wpE || 1wpD | tvpC | #pB || trpA

ARN polimerasa



6: Intercambio genético UCSF

Antibiotic Resistance
ADN circular ~

Doble cadena

Replicones (unidireccional o bidireccional)
Factores de virulencia

Resistencia

Origin of Replication ‘
Antibiotic Resistance

Conjugativos — No conjugativos — Cripticos - Cosmidos



6- |Intercambio

Bacteridéfagos

Virus bacterianos
ADN simple o doble

ARN simple

Cabeza

Cola

ADN

Placa Basal

A
V—-——Cuello

/ Espiculas

Capside

Vaina

/;i/;’ 7

i

7

Fibras
de la cola

genetico

Fago icosaédrico
(corticoviruc)

Fago cabeza-cola

(77)

T N—

Fago filamentoso

(Tnovirve)

Cabeza

Cola

UCSF @7\




6- Intercambio genético

Bacteridéfagos

Q  Fijaciin

8ac teria
\

e

CICLO LITICO

%/ Fago

Cromocoma bacterians

AN

Licic

&

PRCSR

N

4
&
\;O

@ Penetracion

ﬁ@

%f/AD/V de fago

(©) C'o/: ado del ADN
Y sintesic de proter

1hags

o
(o]
o]
o
° o
00000

A - Copias de ADN

° % ;\ del fago
N

Proteinas de cdpside

@ Ehramb/oje

@ 8 %@@7 Fago st
—e

LCSF



6- Intercambio genético

Bacteridéfagos
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6- |Intercambio

Transposones

Elementos genéticos méviles
Crean mutaciones por insercidn
Factores de virulencia
Resistencia a antimicrobianos
No se autoreplican

LCSF

genetico

Transposon Simple

Sooueneia de Insarcian Y

T, -

Cucuuncas repulides o arden irurso

Transposon Compuesio (Tn)

. Redislencia a teiracichna . .

N %, v 2
|5 |15

I I

Saauenalas 18 repebidas en erden dingalo o Inverse



6: Intercambio genético UCSF

Integrones

Elementos genéticos méviles
Resistencia a antimicrobianos Clase |
No se autoreplican

xtremo 5° conservad region variable
extremo 3 conservado (genes casetes) extremo 3' conservado

Integrasa Resistencia a amonios
cuaternario y sulfonamidas



6: Intercambio genético UCSF

Casetes genéticos

Resistencia a antimicrobianos integron with cassette

No se autoreplican a——  ————
' ' ; [ J
No tienen promotor propio Il?l‘]
Intl gene

empty integron cassette

int/




7+ Mecanismos de transferencia genética ucsF [FoN

ADN cromosémico Plasmido F
Conjugacién \
v' Apareamiento sexual =~ pilus . coa s
. T . Donadora (célula F+ eceptora (célula F-
v' Transferencia unidireccional de AND ( ) |
v Recombinacion entre el fragmento
donador y el ADN receptor
oy . Sy —> —
v' Expresion de un nuevo fenotipo e la
célula receptora !
N\’ /\_

—\ — P
. /7
// \\ 1/ \\
N 4
N—

Donadora original (célula F+) Donadora nueva (célula F+)



7+ Mecanismos de transferencia genética UCSF

Plasmido

©

Transformacion

ADN cromosomico

Incorporacién directa de fragmentos de ADN
Célula competente

Proceso natural poco comun

Pero si inducible

ADN puede ser bacteriano, viral o plasmido

@@



7+ Mecanismos de transferencia genética UCSF

Transformacion

Transformacion

Fragmentos de ADN Recombinacién o
de la célula donante Sobrecruzamiento

L

//\\—f* —

|
U&aptadén de ADN
Cromosoma
bacteriano

Célula receptora




7+ Mecanismos de transferencia genética UCSF

ADN viral Fragmentos de ADN

[y bacteriano Copias de ADN viral
Transduccion ADN cromosémico /EX }ﬁ p/\
e | — L
ADN bacteriano L

Transduccién abortiva
Transducciéon completa

Mediada por bacteriofago
Puede ser generalizada o especializada ’\ﬁ ,\E @ %/\

Recombinacién
homologa

%

’%e otra célula

ADN cromosdémico

L ADN bacteriano



7+ Mecanismos de transferencia genética UCSF

Transduccion

Transduccion

Lisis de la bacteria
Liberacion de viriones m
Nueva infeccion —a O ‘.
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8- Mutacién

Tipos de mutacion

Deletion Insertion
CTGGAG CTGG lA G
4
usied e A | | card CTGGTGGAG
Substitution

Transiciones (purina x purina o

o CTGGAG pirimidina x pirimidina)

+
,,,,,,, od CTGG E G Transversiones (purina x pirimidina)




& Mutacion DSk

Mutaciones puntuales




& Mutacion JESF

Mutaciones puntuales

Point mutations

No mutation e | I
Silent Nonsense Missense
conservative non-conservative
DNA level TTC TTT ATC TCC TGC
mMRNA level AAG AAA UAG AGG ACG
protein level Lys Lys STOP Arg Thr

HN NH"

H.C
H::] 3 xT/OH

basic
polar

MH," MH,



8- Mutacion

Mutaciones por cambio de estructura

Insercion

Proteina truncada

Mutacion nula sin expresion



& Mutacion

Mutaciones espontaneas

Mutaciones inducidas

Se dan en la naturaleza
Falla la reparacién del ADN

Agentes fisicos (UV — Rx — calor)
Quimicos
Analogos nucleétidos
Intercalantes
Modifcaciones covalentes ADN

LCSF
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9- Reparacion del ADN

Photoreactivation repair
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9- Reparacion del ADN

5’ 3
TENOE -7 WOOOE Radiacinuv produce

Reparacion por luz UV R " unameode tmns

'y

W\ r
5 3 )
Cuando se detecta el dimero,

ne in-n ADN que lo rodea se abre

3 NN 11| [a] = B [ 5 para formar burbuja

ATETER,

- 3
LD—_DI Iﬁ] Enzimas cortan la region

1 m dafiada de la burbuja

LT 0 O
l

nuevo ADN ¢in daio
I 1
5 3
7| [ Hme
T T T | TR T TTR T el ADN escindido (cortado), y

11
M A A N I una ligasa sella el esqueleto
5

3

Un ADN polimerasa reemplaza

I
i
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9- Reparaciéon del ADN

Lectura de la ADNpol llI

T

[ [e] [T . B Polimerasa agrega un

TR TR nucledtido incorrecto a la

. [c] A T m Al [c]|T nueva cadena de ADN

Polimerasa detecta que
las bases estan mal

.E A T EH T n emparejadas
\/ -
—!

Polimerasa usa actividad
3’+ 5’ exonucleasa para
G| T |?| quitar nucleétido incorrecto

RCICEVN G

 EEE T R
N




9- Reparacion del ADN

Emparejameinto erroneo

Enzima
Adenina metilasa

ADN nuevo
5 3
T O EROOO
T T L T T T [ 1T TR IR [T
L ) [ [
molde

EENCEEFCOEEECE
3 5

!

l

reemplazo de ADN

S’LD_D_I A H:’—_IB:’

[ 1
L brecha seflada
L

"TOrBL. AN WL

,

[]

I
T

=1 [ [

5

UCSF

Se detecta emparejamiento
erréoneo en ADN recién sintetizado

La nueva cadena de ADN se corta,
y se elimina el nucledtido mal
emparejado junto con vecinos

ADN polimerasa reemplaza el
segmento faltante por los
nucledtidos correctos

Una ADN ligasa sella la

brecha en el esqueleto
de ADN



10 Téecnicas moleculares UCSF @/

PCR

Region a copiar

TATCAGATCCATGEGAGT . .

ADNMHEIIIIIIIIIIIIIIIII
ATAGTCTAGGTACCTCA.

-GAGTACTAGTCCTATEAGT

- CTCATEGATCAGGATACTC A

!

TATCAGATCCATGGAGT . .

Cebador 1

CAGATCCATGEG 7
[ [N I T O I U TR I O N |

ATAGTCTAGGTACCTCA,.

" GAGTACTAGTCCTATGAGT

{EATEHGGATAC’T Cebador 2

. CTCATGATCAGGATACTCA
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710 Técnicas moleculares

PCR

~1TTrrrrrrrril

Cebadoree ce
unen al molde

~STrTrrrrrrl
I T 1 A ) A I

[aq polimerasa
extiende cebadores




10 Técnicas moleculares UCSF

/7
J/ Decnatvralizacion (ac°c) / \ S A B
\ TTTTTTTITI T ITTT
\/ FENENENNENNSEENEEE R ﬂ
/’ \ TTTTITTIT T TTTTT
L Templar cebadores (55°C) Repetir N e
25-35 X ™ T
Cielo: 1 2 3
\L Extender cebadoree (%2°C) Resultado de
reaccion PCR
J_Ll_I_I_I_I_LI_I_LI_I_)
Marcador ADV J/
l

500 pb
400 pb
300 pb

IIIIIIIIIIIIIIIIIIII

200 pb

Recultado despuéc de un ciclo

# de moféculas de ADN duplicado 100 pb




Q- Técnicas moleculares UCSF

PC R ( ADN con secuencia de interés i
5 3
L1l ; L) E L1 % inﬂT- Primer ciclo Segundo ciclo o Tercer ciclo . /—w
' LL.L cebador ) o . J 7} HH L Ii |‘ |i i | |4 | 20 a 30 ciclos
\ ADN polimerasa | /"Erﬁw HH i‘i Trir 8 - : \

3 5 TTTTTTITITIIT
iau_l__mm Millones de copias

@
H 3 1 TUTOOD  TONONOO  CONOONC OO OO T

Cebadores desnaturalizados 5 g ) 3,_[_]“_]4. .

ytemplados l l I l I I l I I ' l I B R i R

B EEE T R 5 2 mom. om o m m
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10 Téecnicas moleculares UCSF

Alarcador
Alw Muectrac

Electroforesis 1 j T\

Pozos
el / 1\

AR o

o Musctras de ADV

OF cArgan fa paroc

Fugwte de poder cr encionde
/ : i !  loc Fragmentor de ADV
migran o traer daf gef
W

| @

L 1 [ 1 1

—_ — 4 A gravder

. b 4— Mic pequenas

®
Loe fragmentor ahara grfes
reparader por famado



10 Téecnicas moleculares UCSF

Primer

5 eppppppp———

Secuenciacion

Sanger 5
Template
dNTPs
|_ddTTP -
ddCTP —@
~ ddATP -@
ddGTP - CQ?\\\Q")' gel
Privvner exrension e\echvophoresis
and o Yeremnoion J
| A .
5 P 3 Laser Detector
S o o e e o o
o e e e o o ]
5 T ————— 3
S o B B e e ——j /
S B B o o o o o o e )
S B B e e e Chromotogram
§ T T e o
S T T e 3 GGTCATAGC & Segpence
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Material de lectura
Capitulos 14 y 18

o
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Muchas gracias por su atencion
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