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La genética nos enfrenta a un sin niimero de
dilemas éticos

Alimentos transgénicos Eugenesia
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Enfoque clasico

Genética

Enfoque molecular



Por qué estudiar genética?

La genética ocupa una posicion central en la biologia
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Bovinos transgénicos productores de compuestos bioldgicos
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En el mundo existen mas de 50 productos biologicos obtenidos mediante tecnologia
recombinante gue transforma bacterias o células haciendolas capaces de producir
proteinas. El proyecto Fondef que dirige Ricardo Felmer busca implementar en
Chile este tipo de tecnologia, generando bovinos trasgénicos productores de
sustancias medicinales.




Es muy importante definir y entender:

Fenotipo

Caracteristicas morfologicas, fisiologicas, bioquimicas o del
comportamiento de un individuo o de un grupo de individuos
que difieren uno del otro.




Genotipo

La constitucion genética de un individuo u organismo, o

de un grupo de organismos
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» Diferentes genotipos a menudo difieren en el fenotipo

»Un genotipo dado quizas expresa mas de un fenotipo



Diferentes genotipos pueden manifestar el
mismo fenotipo




Gen

Secuencia de acidos nucleicos (DNA o RNA en algunos virus)
que codifica para un producto (RNA o polipeptido), que solo o
en combinacion con otros productos tiene una funcion distintiva
dentro de un organismo.

the molecule of life
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Trillions of cells
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subunits (the
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* 80,000 genes code
for proteins that
perform all life
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Locus

Un sitio sobre un cromosoma, mas especificamente el sitio

que ocupa un gen en un cromosoma

Par de alelos
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Genotipo Polisacaridos Reaccion con anticuerpos
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Mutacion

Una alteracion del material genético, usualmente de una secuencia
de DNA que da origen a nuevos alelos o haplotipos

GEN A

AGCATCCAAGGT
TCGTAGGTTCCA

MUTACION / \ MUTACION 2

AGCATTICAAGGT AGCATCCGAGGT
TCGTAAGTTCCA TCGTAGGCTCCA

ALELO A’ ALELO A”




Copia Genica

Numero representativo de un gen en una muestra o poblacion.
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Gen autosomico: Diploide: dos
copias del gen

Gameto:haploide: una sola copia
del gen




Herencia

La reproduccion implica una transmision de las caracteristicas
propias de los organismos progenitores a su descendencia.
Esta transmision es lo que se conoce como herencia biologica



Distinguiendo fuentes de Variacion Fenotipica

Las diferencias en el fenotipo pueden deberse a
diferencias genéticas, ambientales o ambas

EXPRESION DE UN
CARACTER

GENOTIPO AMBIENTE

%

FENOTIPO




Distinguiendo fuentes de Variacion Fenotipica

* Diferencias en genotipo
e Diferencias ambientales
e Efectos maternales

Eb‘ ; alelos Eb‘r alelos

Ojos negros Ojos negros Ojos blancos Ojos negros




Distinguiendo fuentes de Variacion Fenotipica

235 rRMHA
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Distinguiendo fuentes de Variacion Fenotipica

Diferencias en el ambiente
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Esparia Bélgica | Hex cuaifolfeine

Plasticidad fenotipica promedio en respuesta a la luz de hojas de
Rhododendron ponticum (barras grises) y acebo (Ilex aquifolium, en
blanco) en poblaciones del Sur de Espana (Cadiz) donde R. ponticum
es autoctono, y en Bélgica, donde R. ponticum es exotico e invasor.




Efecto materno
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Caracoles del género
Linnaea. Sturtevant en
1923, observo que el
enrollamiento de la
concha de estos
caracoles dependia del
genotipo de la hembra
utilizada en los
cruzamientos.




Distinguiendo fuentes de Variacion Fenotipica

Las diferencias congénitas no
necesariamente son debidas a
diferencias geneticas.

Conclusion: la variacion fenotipica
surge de fuentes genéticas y
ambientales




;Como se estudian los genes y sus actividades?




EL ADN y su extraccion



¢En que organelos celulares hay DNA?

Complejo Golgi

R.E.Liso

Vacuola

Peroxisoma

Cloroplasto Lisosoma



Aislamiento del ADN

1) El tipo de tejido que se va a emplear como fuente de ADN.

Para seleccionar un tejido como fuente de ADN debe
reunir dos condiciones:

a) contener gran cantidad de material genéticoy

b) poseer baja actividad de DNAasa



2) El tipo de ADN que se va a amplificar

ADN nuclear



ADN mitocondrial: mitocondria
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Dos grandes diferencias entre ADN nuclear y ADN
cytoplasmatico

Mitosis y Meiosis Transmision bi-parental
(mutaciones (fusion de gametos)
y recombinacion)

.

> Solo Mitosis Transmision mono-parental
(solo mutaciones) (maternal)




Extraccion de ADN

Calidad Cantidad
L Posibilidad de almacenarlo Depende del niimero y
por tiempo indefinido. estado de las células
propias del tejido a
0O Conservar su estructura y .
estudiar

propiedades.

O Reproducibilidad en
experimentos posteriores

un buen método de extraccion debe mantener la
integridad fisica y bioquimica del ADN e incrementar sus
rangos de pureza y concentracion




Pasos indispensables en la
extraccion de ADN

Pulverizar el tejido a
bajas temperaturas






3. Inhibicion de enzimas que destruyen al ADN.

Como un mecanismo de defensa natural, las células contienen

enzimas que destruyen al ADN
4

A Estas enzimas deben ser inactivadas
DNasas < para garantizar la calidad de las
preparaciones de ADN
\
Métodos fisicos Métodos quimicos
- Calor ( 65 2€) -Solventes organicos (fenol y cloroformo)

- Antioxi-dantes (Ditiothreitol y B-
mercaptoetanol)

- Agentes quelantes (EDTA, EGTA) que
capturan los iones magnesio necesarios para
la funcionalidad de las ADNasas,




4. Extraccion de contaminantes

Contaminante

Tratamiento

Polisacaridos

Lipidos y grasas

Proteinas

Pigmentos
ARN

Alcoholes
Compuestos fenadlicos
Detergentes

Sales

Sélidos insolubles

Uso de detergentes

Incubacion enzimatica (con lipasas).
Uso de detergentes (SDS, Triton).
Tratamiento con cloroformo, alcohol isoamilico

Incubacion enzimatica (con proteasas).
Extraccion con fenol y cloroformo.
Uso de detergentes.

Uso de alcoholes.

Incubacion enzimética (con ARNasa).
Electroforesis.
Cambios en el pH.

Evaporacion a temperatura ambiente.
Tratamiento con cloroformo y alcoholes.
Uso de solventes organicos.

Uso de etanol al 70%.

Uso de soluciones acuosas con posterior centrifugaa.




Repaso Replicacion
DNA



Replicacion del DNA

e Ocurre cada vez que la célula se divide (en |la
Interfase Celular, fase S)

8
o

Hay Mecanismos simples involucrados

e Separacion inicial de las dos hebras.

e Produccion de una nueva hebra, obteniendo una
NUEVA MOLECULA DE ADN.

e El proceso requiere la participacion de varias
enzimas.



Horquilla de replicacion

DMA polymerasa
on leading strand
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Enzimas que participan en el desenrollamiento del ADN:

HELICASAS: Enzimas que se mueven a lo largo del ADN y separan las 2 hebras,
usando energia del ATP.

Helicasa

Horquilla de duplicacion

TOPOISOMERASAS: Enzimas que disminuyen el estrés topoldgico generado por

(Ej: ADN Girasa) la separacion de las hebras (corte reversible de un enlace
fosfodiéster)

PROTEINAS DE UNION A ADN: Proteinas que se unen a las hebras simples para
(SSB) estabilizarlas



2°. Fase de elongacion:

3 Sintesis de la hebra
5 adelantada
3 , ; ~5'
5 I ng
3: - Sintesis de la hebra
3 kel retrasada

Requerimientos de la fase de elongacion:

*Molde de ADN doble hebra

*Trozo corto de ARN llamado partidor o cebador
»Es sintetizado por la enzima PRIMASA (10-60 nt en procariotas,
en eucariotas es de 10 nt)

sLas mismas enzimas y proteinas de la fase de iniciacion

PRIMOSOMA: El complejo formado entre la primasa y las proteinas auxiliares
DnaB, DnaT, Pri A, Pri B, y Pri C.



2°. Fase de elongacion:

3 Sintesis de la hebra
g adelantada
3 ; ~5'
> Wg
3: - Sintesis de la hebra
5 ek retrasada

Mecanismo de sintesis:

«Sintesis del partidor por la PRIMASA
«Sintesis de la hebra hija desde el extremo 3’ del partidor
(la forma de sintetizarla depende de la hebra, si es continua o discontinua)



2°. Fase de elongacion:

3 Sintesis de la hebra
g adelantada
3 ; ~5'
> Wg
3: - Sintesis de la hebra
5 ek retrasada

La sintesis es semi-discontinua:
Reiji Okazaki, 1960’s

Mientras una hebra es sintetizada en forma continua (hebra
adelantada), la otra (hebra retrasada) se sintetiza  por fragmentos*,
en forma discontinua.

* Estos fragmentos son: Fragmentos de Okazaki



Hebra
ADN 5" adelantada

Padre

% Fragmentos de
Okasaki

TN Hetra

retrasada




22, Fase de elongacion:
Hebra adelantada

It

Horquilla de duplicacion

5!
31

Crecimiento...

L |

ADN sintetizado

. : recientemente
Enzimas que duplican el ADN:

ADN polimerasa lll : Es la enzima responsable de la duplicacion del ADN.

ADN polimerasa | :Su funcion es remover el partidor de ARN y sustituirlo por
ADN.

Ambas poseen actividad exonucleasa correctora 3’25’ (proofreading) que permite aumentar la fidelidad
de la duplicacion del ADN, removiendo los nucleétidos que fueron puestos erradamente.
Evitan mutaciones.



Helicasa

Proteinas que se
unen a hebra simple

’\ Primasa .

ADN polimerasa j

lll - holoenzima
ADN
polimerasa |

37" ADN ligasa 3
'N.__ Hebra I
adelantada Hebra

retrasada



5!
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Ambas hebras son generadas por un Unico
dimero de ADN polimerasa Il



Marcadores Moleculares

Son marcadores geneticos basados en la secuencia del ADN

‘ From Mendel
- to Markers

Impact of molocular

technologins on animal,
plant, and human genetics

||||||




>gi| 28804884 | dbj| AP004104.1| Galaxias maculatus mitochondrial DNA, Cytb 1141

AGGCCAATCTACGAAAGACCCACCCCCTACTAAAAATCGCCAAC 1. Disefio de partidores
GGCGCGCTTGTTGACCTGCCAGCCCCCTCAAACATCTCAGTCTG
ATGAAACTTCGGATCTCTCCTTGGCCTTTGCTTGGCTAGCCAGAT ,
CCTTACGGGACTTTTTCTTGCTATGCACTATACTTCTGATATCTCT cadena de |a polimerasa
ACTGCATTTTCTTCAGTCACACACATCTGTCGAGATGTAAGCTAC
GGCTGATTGATCCGGAACATGCACGCTAACGGAGCATCTTTCTT
TTTCATCTGTATTTATATGCACATCGGGCGAGGTTTATACTATGG
CTCTTATCTGTACAAGGAGACCTGAACCATCGGAGTAATTCTCC
TCCTCCTTGTCATGATGACCGCTTTTGTTGGGTACGTTCTCCCCT
GGGGACAAATGTCGTTTTGAGGTGCCACCGTTATTACCAACCTT
CTCTCTGCTGTCCCCTACGTAGGGAATGACCTCGTTCAGTGAATC
TGGGGGGGATTTTCTGTAGACAATGCGACTCTCACCCGGTTCTTT
GCTTTCCACTTTTTGTTTCCATTCGTTATCGCCGGAGCAACTGTTT
TGCACCTGCTTTTTCTGCACGAGACCGGGTCCAACAACCCAGCA
GGATTAAACTCGGACGCCGACAAAATCTCTTTCCACCCCTACTTT
TCTTACAAGGACCTCCTTGGGTTCGTTGCTCTTCTCCTCGCCCTG
ACTTCTCTCGCACTATTTTCTCCTAACCTCCTTGGGGACTCAGAG
AACTTTATCCCTGCCAACCCCCTGGTTACTCCCCCTCACATCCAG
CCTGAGTGATATTTTTTGTTTGCTTATGCTATCCTACGTTCTAT
TCCGAACAAGCTGGGGGGAGTTTTGGCTCTTCTTTTCTCGATTCT
TGTACTAATGGTTGTTCCTATCTTACACACGTCTAAGCAGCGAG
GCTTAACATTTCGTCCTCTGACGCAGTTCCTGTTTTGGGCCCTGG
TCGCCGATGTACTTGTCTTGACTTGAATTGGGGGCATACCTGTTG
AGCATCCATACATTATCATTGGGCAAGTGGCATCGGCTATCTAC

2. Técnica de Reaccidon en




5 3
]‘ i
ruptura de los +rT_1Desnaturalizaciﬁn
puentes de ;

hidrogeno del DNA j

3




La temperatura depende de la
temperaturade fusion (Tm) de los
iniciadores, pero generalmente oscila

o 5 entre 50 y 60°C.
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Elongacion. Temperatura 722C, temperatura a la que la polimerasa
extiende la longitud de los cebadores,anadiendo los diferentes nucledtidos
libres en el orden que le va dictando la secuencia de nucleétidos de la
cadena que actua como molde.
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Amplificacidm exponendcial del producto
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© | PCR
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Temperatura
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PCR
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El ndmero de copias del DNA delimitado por los primers se

duplica en cada ciclo de PCR.

Numero de copias

1

0
# ciclos

2

1

4

64



Separacion de moléculas de DNA

Electroforeésis




Fundamentos de Electroforesis

Cathode (—)

e Migracion de solutos en
un campo eléctrico.

e Se mueven las particulas
en base a:

— Su carga neta.

— Peso molecular




AGAROSA
2 qr.

Preparacion del gel

TAE
200 ml.

PEIME




g n
\

Esquema de una camara de electroforesis para geles de agarosa.
A. Contenedor del buffer de corrida. B. Molde para elaborar el
gel de agarosa. C. detalle del peine para la formacién de las

aberturas



Electroforesis. Buffer de carga

Los buffer de cargas tienen tres propodsitos fundaméntales:

. incrementan la densidad de la muestra, aseguran que el ADN baje
en forma pareja dentro del poso.

. adicionan color a la muestra, por eso simplifican el proceso de
carga.

. contienen colorantes, que en un campo eléctrico se mueven hacia
el anodo a una velocidad constante.







Gel running



Secuenciacion de DNA




Secuenciacion de ADN

Para conocer la secuencia nucleotidica exacta de un fragmento de DNA.

Investigacion de mutaciones en un gen.
Estudio de regiones regulatorias de genes.

Comparacion de secuencias de diferentes especies (estudio de tasas de evolucién
molecular)



Secuenciacion de DNA — Método Enzimatico
(manual)

Desarrollada en la década del 70 por Sanger.
Logro la secuencia completa de la molécula de insulina.

La secuenciacion de ADN utilizando el “método didesoxi” de Sanger
emplea nucledtidos modificados (didesoxinucleétidos), que no
poseen el hidroxilo (OH) en el extremo 3’ .

El ADN se sintetiza in vitro utilizando un molde de la cadena que se
desee secuenciar, un exceso de sustratos nucleotidos desoxi, una
pequena cantidad de didesoxi especifico (A, T, C o G), un cebador o
primer y polimerasa.

Frederick Sanger



Esquema de un Nucleaotido

Desoxi ATP Nuglestido
(desoxiadenosina . R o
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Nucleodtido dideoxi (ddNTP)

1 I 1
F—0 F—0O F—0O
I
i O )

Posicion donde el OH
de un dANTP es sustituido

por el H.
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Separacion de Fragmentos (Método Sanger)
ddATP  ddCTP ddGTP ddTTP

e Los productos de las 4 reacciones —
son cargadas en el gel y sometidas a — —
electroforesis.

e Como la polimerizacion es sélo en
direccion 5" a 3’, los fragmentos mas
cortos estaran en 5’ y los mas largos —
se encontraran en la direccion 3’ S




Secuenciacion automatica

Método automatico de T T——

. L4 fluorecromes diferenies, se puede
secuenciacion i S it
reacciones ¥ aplcar Ia mezcla a
un mismo pocillo del gel de
eleciroforesis,
17 12 T3 LEY
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Endonucleasas o Enzimas de Restriccion

* Enzimas producidas de manera natural por microorganismos para degradar el ADN
exogeno.

* Se unen especificamente a secuencias de ADN de doble cadena
y la rompen (endonucleasas).




Sistemas de restriccion-modificacion (M-R)

El sistema de restriccion-modificacion (M-R) es usado in vivo por
bacterias para protegerse de ataques de DNA exdgenos (normalmente
viricos) que ingresen en la bacteria

Restriccion: Este sistema le permite a la bacteria protegerse de DNA
exdgenos para evitar la “promiscuidad” en los intercambios genéticos.
Se realiza a través de cortes mediante endonucleasas de restriccion a
los DNA exdgenos que ingresen a la bacteria.

Modificacion: Consiste en la introduccion de grupos metilo (CH3-) en
determinadas bases dentro de determinadas secuencias del ADN, lo
cual esta catalizado por una metilasa especifica.




Endonucleasas o Enzimas de Restriccion

Clasificacion:

Tipo I: poseen actividad metilasa y de restriccion.

Requieren ATP. Rompen el ADN lejos del sitio que reconocen
(>1Kb) de manera aleatoria.

Tipo lll: poseen actividad de restriccion y modificacion
(metilacion).

Cortan fuera de la Secuencia que reconocen (aprox. 25 pb).
Requieren ATP.




Endonucleasas o Enzimas de Restriccion

Tipo ll: solo presentan actividad de restriccion.
No son ATP-dependientes. Requieren de iones Mg %*
Reconocen secuencias palindrémicas especificas de ADN (de 4 a 12 bp).

El punto de rotura es caracteristico para cada enzima = fragmentos discretos.

Generan extremos romos o cohesivos (escalonados, pegajosos)




Nomenclatura

Nombre relacionado al origen bacteriano.

Nomenclatura Ejemplo

E Escherichia
co coli
R RY13

La primera enzima
identificada

Corresponde a:

Género de la bacteria
Especie de la bacteria
Cepa de la bacteria

Orden de identificacion de la enzima en la
bacteria

Ejemplo: Smal, Serratia marcescens



Sitios de reconocimiento de las endonucleasas de

restriccion mas representativas

Enzyme®  Source Recognition site "
BamHI Bacillus amyloliquefaciens H GGATCC

EcoRI Escherichia coli RY13 GAATTC

Hae Il Haemophilus aegyptius GGCC

Hin dlil Haemophilus influenzae Rd AAGCTT

Hpal Haemophilus parainfluenzae GTTAAC

Hpall Haemophilus parainfluenzae CCGG

Mbo | Moraxella bovis GATC

Not | Nocardia otitidis-caviarum GCGGCCGC

Sfil Streptomyces fimbriatus GGCCNNNNNGGCC
Taq |l Thermus aquaticus TCGA




GIAATTC
CTTAAIG

Corte de EcoRI dejando extremos
cohesivos.

CCOGGE
GGGICCC

Restriccion de Smal dejando extremos
romos.




EcoRI

EcoRV

Sphl

HinP1

Notl
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Endonucleasas de restriccion (Tipo 1)

G‘AATTC. 3’
..Cttaa gt'}

GAT *ATC..S’
..Cta tag*.S’

GCATG‘ C.3
..C gt?cg..S’

e c otk
..CgC g.15’

GC‘GGCCGC..S’
..cgccgg cgf5’

5. G 3| |9 AATTC.3
3'..cttaa 5’ 3’ g..5
5.. CGAT 3 5 ATC.3
3'..cta 5 3’ tag..o’







MARCADORES DE SELECCION
(MAS)

Es una combinacion de genética tradicional y
Biologia molecular. MAS permite la seleccion de
genes que controlan caracteres de interés, como

color, calidad de la carne y resistencia a
enfermedades



Estudio de caso: Sire Osborndale Ivanhoe:
Deficiencia de adhesion leucocitaria bovina (BLAD)
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Figure 6

Protein Synthesis from the Normal CD18 Gene

DNA Strand 5’.ggc tac ccc atc gac ctg tac tac ctg

Amino Acids ..Jgly tvr pro lle asp leu tyr try leu

Protein Synthesis from the BLAD Mutation CD18 Gene

DNA Strand 5’..ggc tac ccc atc ggc ctg tac tac ctg

Amino Acids ..gly tyvr pro lle gly leu tyr try leu

When the nucleotide adenine (a) is replaced by guanine (g) in the DNA strand, the amino acid glycine (gly) is
produced instead of the correct amino acid aspartic acid (asp). The result is the BLAD condition in cattle.




DNA Strands Involved in Diagnosis of BLAD

Normal: 32 and 26 bp segments produced

| 32 bp | | 26 bp |

5'gtgaccttccggagggccaagggctaccccat f cgacctgtactacctgatggacctct 37

5'gtgaccttccggagggccaagggctaccccat / cgacctgtactacctgatggacctct 3°

BLAD Carrier: 32, 26, and 58 bp segments produced

| 32 bp | | 26 bp |

5'gtgaccttccggagggccaagggctaccccat f cgacctgtactacctgatggacctct 37

5'gtgaccttccggagggccaagggctaccccateggcctgtactacctgatggacctct 37

I AN |

58 bp

\ nucleotide change

Figure 7 shows the DNA fragments produced by normal cattle, heterozygous BLAD carriers, and
homozygous BLAD affected cattle when their DNA is mixed with the Tag1 enzyme. The enzyme
recognizes the tega sequence and cuts (t / cga) between the t and ¢ nucleotides. When guanine
(g) replaces adenine (a), the tega sequence is replaced by tegg and the enzyme does not cut

the strand.




BLAD Affected: 58 bp segment produced

58 bp

I |
b’gtgaccttccggagggccaagggctaccccateggcctgtactacctgatggacctcet 3°

nucleotide change

b’gtgaccttccggagggccaagggctaccccateggcctgtactacctgatggacctet 3’

I |
58 bp
nucleotide change

Figure 7 shows the DNA fragments produced by normal cattle, heterozygous BLAD carriers, and
homozygous BLAD affected cattle when their DNA is mixed with the Tag1 enzyme. The enzyme
recognizes the tega sequence and cuts (t / cga) between the t and ¢ nucleotides. When guanine
(g) replaces adenine (a), the tega sequence is replaced by tegg and the enzyme does not cut

the strand.




Agarose Gel of BLAD
PCR Product Digested with Taqg1

Homozygous Heterozygous Homozygous

Normal Carrier BLAD
s 58 bp 53 b
= 32 bp = 32 bp
m 26 bp = 26 bp

Base Pairs (bp}

The BLAD mutation results in the loss of the Tagl restriction site. See Figure 7. A normal cow will
display two fragments, 26 and 32 bp. A carrier will display three fragments, 26, 32, and 58 bp. A BLAD

infected animal has only a single fragment of 58 bp. Based on a gel photo provided by Marcus E. Kehrli, Jr., DVM,
PhD, National Animal Disease Center, USDA-ARS.



