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05. BASES DE GENETICA MICROBIANA. ;:‘ ’I ) !(E?'I..!

05.1 Dogma central en procariontes.
05.2 Mutaciones espontaneas e inducidas.
05.3 Procesos de recombinacion bacteriana, consecuencias.
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05.1) DOGMA CENTRAL DE LA BIOLOGIA EN PROCARIOTES.
GENOTIPO, FENOTIPO Y SUS VARIACIONES.

A) Genotipo: Informacion que esta contenido en los genes.
B) Genoma: conjunto de genes que contiene una célula.
C) Gen: segmento de ADN que codifica para una proteina.

La induccion permite la expresion de un gen. Puede ser causada
por sustancias quimicas, fisicas o la accion de otro gen.

La represion inhibe la expresion de un gen. También puede ser por
causas quimicas, fisicas o la accion de otro gen.
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Fenotipo: Caracteristicas que expresa el genotipo

Estas caracteristicas podran expresarse si el microorganismo cuenta con la informacion
genética. Sin embargo, aunque los genes actuen es posible que muchas caracteristicas puedan
ser alteradas por el entorno o por alguna funcion celular que esté en ese momento.

Tamano y forma

s N B Flagelo

Capsula

Pared
celular

&

Exoenzimas
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ARN de Second Letter
. U c A G
transferencia
UUU | Phe |UCU UAU | Tyr |UGU [Cys |U
U |Uuc ucc | ser |UAC uGec C
UUA | oy |UCA UAA Stop |UGA Stop|A
UuG UCG UAG Stop [UGG Tip |G
cuu ccu cAU | His |ceu U
¢ |cuc | Leu|ccc | Pro |cAC CGC | Arg |C
1st CUA CCA CAA | GIn |[cGA A |3
CuG CCG CAG CGG G
letter AUU ACU AAU | Asn |AGU | ser |U [letter
A|AUC | lle |ACC | Thr |AAC AGC C
AUA ACA AAA AGA A
AUG et | ACG aac | ° |ace | M9 |6
GUU GCU GAU Asp | GGU U
G |GUC | ya |GCC | Ala | GAC GGC | gy |C
GUA GCA GAA | @ |GGA A
GUG GCG GAG GGG G
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05.1) GENOTIPO, FENOTIPO Y SUS VARIACIONES B ERAMNTANMEN .

(CONT.). 310 !i\»“l-' i

Variabilidad de la expresion del genotipo

Paradigma genético tradicional: un gen codifica para una proteina.

Por lo tanto, n genes = n proteinas

Sin embargo, se ha demostrado que en los microorganismos pueden codificar un
numero mayor de proteinas de las que aparentemente tienen en el genoma. Se
plantean dos explicaciones para este fendmeno.
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La primera establece que la lectura de un juego de genes puede stizar U
proteina diferente a que si se lee por separado cada gen.

% Gen 1

PROTEINA 1

Gen 2

\
PROTEINA 2

PROTEINA 4
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La segunda posibilidad establece que proteinas sintetizadas porlos 'genes puedan ser afteradas
por otras proteinas (enzimas) para dar origen a nuevas proteinas que no estan codificadas en el

genoma,

Gen 1

1 modifica a 2
originando una
proteina 4

PROTEiNA 2

ﬁ fuﬂ

V'?,)

PROTEINA 3
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viral

ARN
viral
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COMPARACION DE FUNCIONES DEL MATERIAL

GENETICO 310 C )

P
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Evento

Célula procariote

Célula eucariote

Replicacion

Formacion de una nueva
molécula de DNA.

Formacion de una nueva
molécula de DNA.

Transcripcion

Paso de la informacion del
DNA a RNA mensajero.

Paso de la informacion del DNA

a RNA mensajero.

Intrones y exones

No tienen

Presentes

Lectura del RNA mensajero
en Ribosomas

Directa

Eliminacion de intrones
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REPLICACION

Replicacioén en eucariotes, en

Replicacion en procariotes Coe,
el punto de replicacién

5 3 5 3 53 53

335 3I¥ 3% 3% 39y

EL>)
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TRANSCRIPCION =~ T .

Burbuja de transcripcion

Filamento no \
usado como ARN
plantilla polimerasa A\\\\\ )

Enrollado

Filamento
plantilla

ARN ¢ Hibrido 8 pb  Sitio activo
ARN-ADN

—

Direccion de transcripcion
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MADURACION DE ARNm EN EUCARIOTES N2 L~ —2 -

Comienzo EXONES INTRONES Final {Stop)

A el R Wl Y

OH
5| 3!
Encasquetado en 5'1

casquete 5" {0 [ N O T N BN 0 - oH
3!
l Poliadenilaciéon

casauete 5NN WY T TN Y O W -AAA,—OH
Cola de poli-A

e B (00 W s 1D 7ol [ ) o [+ T-J—

Secuencias de los intrones
eliminadas por escisién

mARN Transcripto

casquete 5" -l T T T 111 l"AAAn-—-OH
1,872 —
nucledtidos

se traduce

Proteina sintetizada
(Ovoalbumina)
HoN ~COOH
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COMPARACION DEL ARNm EN PROCARIOTES DEPARTAMENTO DE
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cromosoma de traduccidn y
ADN procariote sintesis de
el proteinas
|

transcripcion  ARNm

cromasoma de o, ‘
eliminacion de las secciones

eucariote , ,
correspondiente a intrones
I N N
[ ] I e
exones

transcripcion ARNm

traduccion y

Sindesis de w—  maduracion del

|:|r'01'Ell"II15 ARNm
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ARNm POLICITRONICO

cromasoma de traduccion y
ADN procariote iy o
SR s proteina
transcripcion
- ARNm
traduccidn y
sintesis de
cromosoma de diferep‘l'ﬂs
ADN procariote proteinas
e e

transcripcion

ARNm
policistrénicos
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Grupo de genes estructurales cuya expresion esta regulada por los mismos elementos de
control (promotor y operador) y genes reguladores. Estan compuestos por promotor (P), el
operador (O), el gen regulador (i), proteina reguladora, inductor.

Operon Lactosa

Gen Elementos Genes
Inductor Regulador de control Estructurales
A A A
N r N -~

{ N\

:

P
s
e == z [N TR

' ;

Proteina Q Promotor B-Galactosidasa Transacetilasa
represorap- Operador Pemeasa
SITUACION EN EL CROMOSOMA BACTERIANO
Gen Elementos Genes
Regulador de control Estructurales
,_J;\ A A
r & JE ~

~on @TTTTH--@CED o 2 EENCEETATTE
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CLASES DE ELEMENTOS GENETICOS CELULARES

Tipo de material

Cromosoma M

Célula procariote

Muy largo, normalmente circular,
DNA bicatenario, algunos
procariotes tiene proteinas tipo
histonas.

DEPARTAMENTO DE
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Célula eucariote

Muy largo, lineal, DNA
bicatenario, presencia de
histonas para empaquetar

Plasmido e

Corto, normalmente circular

“‘Equivalente”, corto lineal, DNA
bicatenario

Mitocondria y/o

cloroplasto &

No tienen

DNA circular, longitud intermedia

Elemento transponible

e g s e e -

DNA bicatenario, dentro de otro
DNA

DNA bicatenario, dentro de otro
DNA

Virus

DNA o RNA bi o monocatenario

DNA o RNA bi o monocatenario

V&
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CROMOSOMAS

Cromosoma de procariotes

Nucleoide de procariotes
(amarillo) y material cromosomal
cerrado (abierto e hiper-enrollado)

Material genético de Escherichia
coli. Se aprecia la molécula del
cromosoma y los plasmidos.

FACULIAD DE QUIMICASUNANM TOrE Fiuamo Sonllk=spnosa
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Cromosoma de eucariotes

Nucleo y material cromosomal
hiper-enrollado con histonas

Collor de perlas

Fibra cromatinica
(solenoide)

Espiral
de rosetones

C ron/losoma 4
. .
‘ A

Célula con cromosomas
visibles.
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OTROS ADN

Otro material en eucariotes

Matriz

Plasmido (procariotes)

Membrana

ADN Cresta mitocondrial
externa ~__ /

/ /

Espacio
intermembranoso

ATP-Sintetasa
Membrana
interna
Membrana externa
Membrana de ,/’_;‘.,___K

los tilacoides \.

_ Espacio
Espacio intratilacoide

intermembrana
N

_— Grana

Gen de interés

— Estroma

T Tilacoides de grana

/
Membrana interna / N\
\ Tilacoides del estrema

Plasmido
integrado
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MATERIAL GENETICO VIRAL

Neuraminidasa
Proteina N

Matriz de
proteina
membranales

Proteina M2
Cubierta lipidica

Hemaglutinina

to de ARN
Proteina H Segmento de

Nucleocapside
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TRANSPOSON N 2

DNA Transposon ‘
| |
End Gene for Another
sequence transposon gene
enzyme
Transposon
enzyme

Transposon is cut out
and inserted at
new location

Transposon

X

Disrupted gene

SAaddson Wesiey Loagman, Inc

FACULTAD DE QUIMICASUNAM T orR. Eduards Benlla, mepinosa,



DEPARTAMENTO DE

05.2) MUTACIONES ESPONTANEAS E INDUCIDAS. ¢ | . |

La variacion de la informacion genética en el gen debido al cambio en la secuencia de las bases
nitrogenadas del ADN se considera una mutacion.

Pueden ser puntuales cuando solamente se cambia un nucleétido por otro,

AGCCT TCG AGTCTTCG

=

TCGGAAGC TCAGAAGC

o pueden ser en bloque o gran escala si el cambio es de varios nucleétidos al mismo tiempo.

AGACCTTCG AGIGGAI CG

=

mmmﬂm"mmwmmw \/

qac g TCACCTAGC




05.2) MUTACIONES ESPONTANEAS E INDUCIDAS. ~ 2f/atTamentooc
CONTINUACION MO0

Se considera una mutacion espontanea cuando al momento de la replicacion se cambia la
secuencia de bases nitrogenadas, durante el proceso de copia y replicacion del ADN.

-

Las mutaciones inducidas son aquellas en las cuales se altera la secuencia de los genes,
mediante la accion de agentes quimicos o fisicos, ya sea de manera natural o artificial.

Agente mutagénico

X
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ESTABILIDAD DE LAS MUTACIONES S

Ambos tipos de mutacidén a la larga pueden producir cepas diferentes a la original y si la
mutacion no se pierde se pueden generar nuevas especies de individuos.

. > (O

La evolucion se apoya en las mutaciones, cuando son espontaneas el proceso evolutivo lleva
mucho tiempo, pero las caracteristicas se vuelven mas permanentes,

~@—0—0

en cambio, cuando la mutacion es inducida se pueden presentar muchas caracteristicas

nuevas, pero es posible que no sean estables y en pocas generaciones los organismos pierdan
muchas de esas caracteristicas.

@ —E
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FRECUENCIA DE LAS MUTACIONES S

Se ha estimado que las mutaciones espontaneas ocurren una por cada milléon de generaciones
de microorganismos.

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM g Equardo Bonil

la Espinosa



RESULTADOS DE LAS MUTACIONES 0:: ANTAMENTG.OF
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Replicacion del ADN Transcrlpc:.|’o ny Insc—:,-rm?n_ ES Resultado
traduccioén aminoacido
SIN MUTACION e P i 1@ Y
Codon tirosina normal mutacion
AAC Proteina Mutacion de
Cododn asparagina alterada cambio de
ADN (defectuosa) sentido
MUTACION UAG Proteina Mutacion sin
Cododn de parada incompleta sentido
UAU Proteina Mutacion
Codon tirosina normal silenciosa

Segun la severidad de las mutaciones (cantidad y lugar) se pueden tener mutaciones letales,
benéficas o neutras.

La célula puede tener mecanismos para reparar el dafio, como por ejemplo la fotorreactivacion.

U’
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MUTACIONES PUNTUALES

(por pares de bases) Insercion
A ,
Al » Leucina
-
e - —
*——
- Serina
. Arginina

¢ Sustitucion

Supresion
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REPARACION DE MUTACIONES N9 ),_,
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La célula puede tener mecanismos para reparar el dano, como por ejemplo la

fotorreactivacion. ‘ T T ‘ |
A A
i l/“ Luz UV
2 o H T T
o A
Di imi w N\C=o | A ‘ |
imeros de timina - i A A
H en
P o o " 3 Fotoliasa
Exposicion a radiaciones >C —-f‘i\
ultravioleta N C=0
i i @
P o\'é" N
o ~

_,q"\l\cm3
N c=0
Q/ \H,C—C<CH3 ~} l//Luz visible
B o H
=0 Ne—§
T IEa=m
~ A A
CH
! ’ O > | RrEParO
i
1NN
A A
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MUTACIONES CON CAMBIO EN BLOQUE DE PARES  perarTamMeNnTO DE

DE BASES 310 ! Ogla

Tipo de -
T Caracteristicas
Delecion Eliminacion de una secuencia de pares nitrogenadas que involucran genes
completos o parte de ellos.
7 W @
— o—
®
Insercion Al introducir una secuencia de nucledtidos se alteran los genes al cambiarla.
SO N
<+—!‘ "——>
- — — -®
Traslocacion Situacion cuando se cambia una secuencia de bases nitrogenadas de un

cromosoma al mismo o a otro.

Inversion Cuando la secuencia eECiCrTlgTeTEtida y se tiene una nueva codificacion.

CTTGTCCA
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AGENTES MUTAGENICOS: 3 ! 2
p)lo) (e .°j|:!

Aquellos que favorecen la mutacion, principalmente al momento de la reparacion del dano.

Agente Accién Resultado
Analogos de bases
5-Bromouracilo -Incorporada como T, falso, apareamiento AT —> CG. 3 veces GC —> AT
ocasional con G !
2-Aminopurina -Incorporada como A; falso apareamiento
con C AT — GC, a veces GC —> AT
Compuestos que reaccionan
con DNA
Acido nitroso (HNO,) ‘DesaminaAy C
AT > GCy GC —> AT
Hidroxilamina (NH,0H) ‘Reacciona con C
GC - AT
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AGENTES MUTAGENICOS: 3 ! 2
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Continuacion.

DEPARTAMENTO DE

Agente

Accion

Resultado

Agentes alquilantes
Monofuncionales (etil metano

sulfonato)

Bifuncionales (mostazas,
nitrogenadas, mitomicina,
nitrosoguanidina)

Colorantes intercalantes

(acridinas, bromuro de etidio)

-Introduce metilo en G; falso apareamiento

conT

-Entrecruzamiento de las cadenas de
DNA, region cortada por DNasa

-Insercion entre dos pares de bases

GC > AT

Mutaciones puntuales y
deleciones

Microinserciones y
microdeleciones

Radiacion
Ultravioleta

Radiacion ionizante (por
ejemplo, rayos X)

‘Formacion de dimeros de pirimidina

‘Ataque de radicales libres en el DNA, con

rotura de cadena

La reparacion puede originar
error o deleccién
La reparacion puede originar
error o deleccién

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM
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05.3) PROCESOS DE RECOMBINACION DEPARTAMENTO DE
BACTERIANA Y SUS CONSECUENCIAS. Yol le 13

La informacion genética puede ser transferida o intercambiada entre diferentes organismos,
dando caracteristicas nuevas a los individuos que la reciben (individuo a individuo). Es un
proceso de transmision horizontal.

El material genético de una célula
destruida queda libre y puede ser
introducida por otra célula, que la
incorpora a su cromosoma.

A) Transformacion

Por medio del pili F se forma un puente
citoplasmico, a través de este pasa el
plasmido.

B) Conjugacion
(procariotes)

C) Transduccién por

fago En general los virus ayudan a transferir

la informacidn genética entre individuos.
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05.3) PROCESOS DE RECOMBINACION PFPSRTAMENTO DE
BACTERIANAY SUS CONSECUENCIAS. (CONT.) 2te) oY ‘

En eucariotes el proceso de transmision es vertical.

D) Conjugacion Las células se fusionan y los cromosomas intercambian segmentos de
(eucariotes) material genético, acrecentando el acervo. Después se divide la célula,
dando origen a nuevas células. Hay division meidtica itotica.

G- WAl

E) Reproduccion Hay fusion de gametos que complementan la informacion genética del
sexual individuo. Los gametos se originan de una division meidtica.

‘090

gameto gameto fecundacion cigoto (2n)
masculino (n) femenino (n)

FACULTAD DE QUIMICASUNAM TorR Fouards Borlla =spinosa,
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Esto permite la aparicion de nuevas cepas de individuos en tiempos muy ~Q 2
cortos, lo que también les concede una ventaja evolutiva. r)'! I C ! ! C !.oj r_ !
L

Cuando neumococos vivos sin capsula y neumococos
muertos con capsula fueron inyectados en la misma
mezcla causaron la muerte del raton, por lo tanto, los
vivos tomaron fragmentos del ADN de los muertos,
obteniendo la capacidad de producir capsula volviéndose
patdgenos. No tuvieron que esperar la evolucion para
volver a crear capsula.

Se cree que el virus H1, N5, que es patdégeno al humano,
se formo6 de unirse dos cepas virales que solo afectaban
a aves (H1, N3 y H2, N5) cuando algun grupo de
animales tuvo una infeccion simultanea se recombinaron
genes.

Hay muchos mecanismos que hacen que Ilos
microorganismos puedan soportar la accion de
antibioticos, en algun momento evolutivo una cepa
cambiod para poder resistir la accion de estos compuestos
y es capaz de transmitir rapidamente esta informacion a
otros individuos para que también sean resistentes.

\O)

)

%
__/

©

C@ O)
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FRECUENCIA DE RECOMBINACION: l.}@ : !!0 y ﬁ
P -

Movimiento de ADN entre Cromosomas y Plasmidos

Célula con p|ésm|do F+’ genera|mente Célula Hfr, también tiene informacion en el

s6lo la informacién del plasmido pasa a plasmido para conjugacion F+, pero

otra célula, también puede integrarse al puede recombinarse con el cromosoma y
cromosoma. pasar mas informacion a otra célula

{ 2 _ﬂ
FACULTAD Ok QUIMICASUNAM = OrE. EdladD Bonilla Espinosa Q
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CASETE DE RESISTENCIA EN PROCARIOTES 0)2 -

__/ '\__ _.J I‘\»‘ —_ /

v

extremo 5’ conservado zona variable extremo 3’ conservado
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TRANSFERENCIA DE INFORMACION GENETICA: =~

)" 2
CONJUGACION r} (©) !r 2ld

Célula A, sensible a
ampicilina, auxétrofa a
niacina, resistente a
rifampicina: AmpS, RifR,
auxotrofa a niacina

C @ Célula C: AmpR, RifR,

prototrofa, pigmento
verde.

Célula B, resistente a

ampicilina, protoétrofa, L Medio de cultivo minimo, sin

sensible a rifampicina, \R/ O factores de crecimiento, con
pigmento verde ampicilina y rifampicina.

fluorescente: AmpR, RifS,
pigmento verde. Crece CynocrecenAyB

O @
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DEPARTAMENTO DE

INGENIERIA GENETICA '.:; ! 7
p)IC)LO '}

El area de desarrollo de sofisticados procedimientos para el aislamiento, manipulacion y
expresion de material genético.

Tiene aplicaciones tanto en la investigacion
basica como en la aplicada. En investigacion
basica, las técnicas de ingenieria genética se
usan para estudiar los mecanismos de la
replicacion 'y expresion genética en
procariotes, eucariotas y virus. Algunos de los
mas importantes descubrimientos basicos de
la genética molecular se han realizado
utilizando técnicas de ingenieria genética.

En cuanto a la investigacion aplicada, ha
permitido el desarrollo de cultivos
microbianos capaces de fabricar productos
valiosos como la insulina humana, la
hormona humana del crecimiento, interferén,
vacunas y enzimas industriales.




PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION) DEPARTAMENTO DE
REACCION EN CADENA DE POLIMERASA _INIOTIA

La PCR es una técnica valida para diferentes aplicaciones médicas que requieran una
concentracion alta de un fragmento concreto del ADN: para identificar anomalias en la
secuencia de nucledétidos que apunten a posibles patologias, para identificar a un individuo o
averiguar su parentesco con otros ya que el patrén de nucledétidos del ADN es caracteristico
de cada individuo o para detectar la presencia de ADN de microorganismos util en el
diagnostico de infecciones o para probar la eficacia de un tratamiento.

—
Foreemd
P O —
Faderd sl ptrmndp F'T b
=
Mk Anrasl Extend —_— -
. > A 3
Fatst —_—
Second
oycle —
Third
cysle
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CICLO DE LAPCR N %
rﬁ I r! !r rj I'.’

Denature DNA

Extend Primers

Anneal Primers
5‘w~3‘

4t bbbl 1

cycle #1 cycle #2...

Time
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TRANSFORMACION MICROBIANA : - ‘!“ )’ ‘
Pp)IOJLO )Y I‘.’

Células  naturalmente ~ competentes: Células modificadas para ser competentes:
aquellas que cuentan con los mecanismos aquellas que, sin ser naturalmente
para introducir segmentos de ADN para su competentes, se les prepara para que puedan
posterior incorporacion al cromosoma o su recibir ADN externo y lo puedan expresar.

expresion en plasmidos.

Tratamiento

+ por choque Tratamiento con
eléctrico iones de calcio




COMPARACION ENTRE PROCESOS DE OBTENCION DE:artamento oe

ORGANISMOS CON NUEVAS CARACTERISTICAS. 'ﬂ D. !; . f'-oj/"

a) Seleccidon de cepas productoras. Se verifica produccidon y se separan las mejores

productoras.
a - @G

b) Uso de agentes mutagénicos. Se aplica luz UV o un agente quimico y posteriormente se
verifica la nueva cepa productora y se aisla.

am — ¢
O —
—

c) Se busca un microorganismo con un gen productor y se transfiere a otro organismo para
volverlo productor.

(O>—-
C0)—( o—« O)
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DEPARTAMENTO DE
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BIOSINTESIS

Es la utilizaciéon de microorganismos para la produccion de &
metabolitos de interés como enzimas, hormonas, acidos ’."—-"3«'\%

r . . e " Y
organicos, biomasa, alcoholes, etcétera.

Mucho de la biosintesis se basa en la bioconversion de un
sustrato en un producto de interés.

Por ejemplo, la sacarosa o azucar de cafa puede ser
bioconvertida en etanol por levaduras.

La misma levadura puede realizar la bioconversion del azucar
en materia organica o biomasa cuando el propdsito es producir
levadura de cerveza como complemento alimenticio.

FACULIAD DE QUIMICASUNANM TOrE Fiuamo Sonllk=spnosa



DEPARTAMENTO DE

INGENIERIA GENETICA Y BIOSINTESIS

La ingenieria genética apoya a la biosintesis al poder obtener cepas productoras mejoradas o

con otras propiedades de produccion.

Caracteristicas y limitantes de las cepas productoras:

Producir la sustancia de interés.

Ser estable genéticamente y poder manipularse genéticamente.

No debe ser daiino a personas, animales y el medio ambiente.
Mantenerse largo tiempo en laboratorio y en produccion.

Si se requiere debe ser un cultivo axénico.

Debe crecer en cultivos a gran escala.

Tener una forma de reproduccion que permita su inoculacion facilmente.
El sustrato en el que desarrolle debe ser barato y de facil adquisicion.
Debe poderse separar facilmente del medio de cultivo.

) )
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BIOSEGURIDAD EN BIOSINTESIS

DEPARTAMENTO DE

Separacion de liquido y biomasa

Inactivacion del

microorganismo

Fermentador

Uso como
forraje o abono

Almacenamiento

del liquid
e HquIdo Separacion  del

metabolito
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