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|. INTRODUCCION.

Actualmente son escasas las areas del campo de la biologia en donde no se
contemple el uso de técnicas de biologia molecular para diversos
menesteres, los cuales van desde el diagndstico preciso y temprano de
infecciones por organismos patégenos en plantas, animales y humanos,
hasta la generacidén de vacunas y farmacos especificos y el mejoramiento de
especies por medio de ingenieria genética. Esta revision pretende dar un
panorama acerca de uno de los mecanismos mas importantes dentro de las
células tanto Eucariotas como Procariotas, el reconocimiento y unién de

proteinas a secuencias de ADN.

La regulacion de la expresidn génica, la divisién celular y la diferenciaciéon
dentro de las células Eucariotas y Procariotas, se encuentran ligados a uno o
varios de los mecanismos de empaquetamiento, replicacion, recombinacion,
restriccion y Transcripcion del ADN contenido en su genoma, la importancia
que tienen las interacciones de proteinas con el ADN en éstos mecanismos
basicos para la vida de todos los organismos vivos, ha hecho que el
entendimiento de la naturaleza de las interacciones proteina-ADN conlleve a
una mejor comprension de los procesos inherentes para su sobrevida, vy ha
permitido entre otras cosas a la generacion de farmacos (ej. Antibidticos) y
pruebas diagndsticas de extrema sensibilidad y especificidad como la

reaccion en cadena de la Polimerasa.



Il. ANTECEDENTES

1. CROMOSOMA BACTERIANO.

Toda la informacién genética esencial para la vida de la célula bacteriana,
esta contenida en una unica molécula de ADN de doble cadena, circular y
covalentemente cerrado y que poseen ADN extra cromosémico.

El ADN como macromolécula, esta compuesto por 2 cadenas nucleotidicas o
hebras antiparalelas, que se enlazan entre si conformando una doble hélice'

( Fig. 1)
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Fig. 1 Estructura del ADN en la que se observa su composicién con las
bases puricas y pirimidicas con los puentes de unién, el azucar y el grupo
fosfato (tomada de:http//www.hsa.es/org/dmedica/centrales/ap/docs/biomol)




1.1. Composicion quimica.

Esta compuesta por 4 distintas bases nitrogenadas (atomos de carbono y
nitrdgeno), adenina, guanina, citosina y timina, un azucar (2- desoxirribosa) y

un grupo fosfato' ( Fig. 1, 2 y 3).
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Fig. 2 Esquema que muestraﬁla estructura de los 2 azucares que constituyen
al ADNy ARN.
(tomada de:http//www.hsa.es/org/dmedica/centrales/ap/docs/biomol)




Nucleatide

Fig. 3. Conformacion estructural y hélice del ADN
(tomada de:http//www.garlandscience.com/ecb/about.html)

1.1.1. Nucleétidos.

Los nucledtidos estan formados por la unién de bases nitrogenadas a través
de puentes de hidrogeno a una glucosa y un fosfato, estos son conocidos
como pares de bases (Pb), los cuales pueden utilizarse como la unidad de de
medida respecto al tamano o longitud para las moléculas de ADN, y

apareamiento de dos cadenas de ADN' ( Fig. 3).

1.1.2. Bases purinas y pirimidinas.
Las bases nitrogenadas que forman el ADN son adenina (A), timina (T),
citosina (C) y guanina (G), y en el caso del ARN en vez de T se encuentra



uracilo (U), A y G se denominan bases puricas o purinas, mientras que T, U,
y C se denominan bases pirimidinicas o pirimidinas. De esta manera, una
cadena o hebra de acido nucleico, tendra una estructura primaria

determinada por la secuencia de las bases que la componen’ ( Fig. 1y 3).

1.1.3. Enlaces

Los enlaces entre las dos hebras de ADN estan dados por puentes de
hidrégeno entre las purinas de una cadena con las pirimidinas de la otra, de
esta forma, la A forma dos puentes de hidrégeno con la T, mientras que la C
forma 3 puentes de hidrogeno con la G, a esto se le llama
complementariedad de bases, es decir que la A es complementaria ala Ty
la C lo es a la G. estos enlaces permiten mantener estable la estructura de la
doble hélice de ADN en la que pueden distinguirse pares de nucleétidos o
mejor dicho Pb" ( Fig. 1y 3).

1.2. Conformacion

Los acidos nucleicos son macromoléculas compuestas de nucleétidos
unidos en forma covalente por medio de enlaces fosfodiéster entre los
carbonos de las posiciones 3" y 5" de dos residuos de azucares adyacentes,

que conforman un esqueleto de azticares y fosfatos' ( Fig. 3;).

1.3. Funcién
Llevar la informacion genética para la duplicacion teniendo como resultado

otra célula por fision o la sintesis de una proteina’



2.- DUPLICACION DEL ADN (ACIDO DESOXIRIBO-
NUCLEICO).

El ADN se copia de forma precisa durante su sintesis o duplicacion, en las
células de todos los organismos vivientes, el ADN debe ser duplicado antes
de que la célula pueda dividirse, la duplicacion comienza cuando las cadenas
se separan, exponiendo de esta forma su secuencia de nuclettidos, la
enzima polimerasa del ADN se mueve a traves de las dos hileras, pareando
las bases complementarias a los nucledtidos expuestos, una hilera
complementaria es formada para cada hilera de la doble hélice original, cada
hilera original se une con su hilera complementaria para formar una molécula
de ADN, resultando dos moléculas de ADN idénticas, este tipo de duplicacion
se |lama semiconservativa, la duplicacion del ADN siempre comienza en el
terminal §' y termina en el terminal 3. Solo una heélice tiene libre este terminal
disponible y su formacion es continua, la otra hélice se construye en pedazos
(segmentos de Okasaki) y luego se unen por medio de la enzima Ligasa'

( Fig. 4;).
2.1. Semiconservativa

Se considera replicacion semiconservativa porque cada molécula de ADN
posee una cadena del ADN original y una "nueva" lo cual resalta la
importancia de la complementariedad de bases en la estructura del ADN. La
replicacion semiconservativa del ADN genera dos moléculas idénticas’

( Fig. 5)

2.2. Circular

En los Procariotas hay un (nico cromosoma con un Unico origen de
replicacion localizado dentro de una secuencia especifica de nucledtidos de

aproximadamente | mm de pares de bases, cuando las cadenas replicadas



comienzan a separarse se forma una estructura que recuerda la letra griega
theta y finalmente se originan dos DNAs circulares, existiendo una burbuja
que se expande bidireccionalmente hasta que alcanza a una nueva burbuja
adyacente, y cuando estas burbujas se fusionan, todo el cromosoma ha
quedado replicado’.

Fig. 4. Pasos de la division del ADN
(tomada de:http//www.garlandscience.com/ecb/about.html)
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Fig. 5. Modelos que explican la division del ADN
(tomada de:http//www.garlandscience.com/ecb/about. html)

2.3. Procesos de duplicacioén.

Durante la Transcripcion, las reglas del apareamiento de bases son usadas
por la ARN polimerasa para sintetizar un producto complementario a una
cadena del ADN usado como molde, que constituye el ARN, una de las
clases mas importantes de ARN es el llamado mensajero, que lleva la
informacién para la sintesis de proteinas, el ARN polimerasa bacteriano, es
distinta de la que tiene la célula eucariota, y de hecho, ciertos antibioticos
que tienen como blanco la ARN polimerasa (como la Rifampicina) son
efectivos exclusivamente frente a células Procariotas’ ( Fig. 6;).

La ARN polimerasa reconoce un sitio especifico en el ADN, llamado
promotor, al cual se une iniciando el proceso de la Transcripcién, un mismo
Transcripto que es el ARNm, puede contener la informacién correspondiente



a mas de un gen, por lo que se traducira luego en mas de un polipéptido. el
conjunto de genes que son transcriptos en un Unico ARNm, y que por tanto
se expresan en conjunto, se denomina operdn los genes Procariotas, no
poseen Intrones como los eucariotas, es decir que una vez Transcripto el
ARNm, éste sera traducido directamente en una secuencia polipeptidica, sin
necesidad de realizar un procesamiento post-Transcipcional, otra importante
diferencia con la expresion de los genes eucariotas, es que por no poseer las
bacterias un compartimiento nuclear definido, los procesos de Transcripcion
y traduccion, se encuentran acoplados, es decir que mientras se esta
sintetizando una molécula de ARNm, el ARN naciente puede tomar contacto
con los ribosomas e iniciar la sintesis proteica’.

Esto implica una ventaja para la célula bacteriana, y constituye una
importante causa de su gran capacidad de adaptacion a diferentes
ambientes, ya que le permite responder rapidamente a los estimulos
sintetizando los productos proteicos necesarios en el momento adecuado, la
traduccion es un proceso por el cual el ARN ribosémico, el ARN de
transferencia (ARNt) y numerosas proteinas ribosomales y otras, participan
en la "lectura" del cédigo genético dado por los tripletes de nucledtidos o
codones portados por el ARNm, y en la "escritura”" de la secuencia
correspondiente de aminoacidos en el producto polipeptidico, el ribosoma
desempefia un papel fundamental, reuniendo al ARNm y a los ARNt

cargados de aminoacidos'.

La estructura y composicion en ARN y proteinas de los ribosomas
Procariotas, difiere en cierta medida de la de los ribosomas eucariotas, tienen
una menor masa y por tanto un coeficiente de sedimentacion menor (50's la
subunidad mayor y 30's la menor, haciendo en conjunto 70's), éstas
diferencias entre los ribosomas Procariotas y Eucariotas, del mismo modo

que otras diferencias en la expresion del material genético (polimerasas,



Topoisomerasas, proteinas y mecanismos regulatorios, factores de

elongacion) tienen una serie de implicacicnes‘.

Una de éstas es la sensibilidad diferencial de Procariotas y Eucariotas a
sustancias como toxinas y antibidticos, por ejemplo macrolidos,
aminoglucosidos, cloramfenicol y otros son antimicrobianos que actuan sobre
el ribosoma bacteriano o el proceso de sintesis proteica, mientras que ciertas
toxinas bacterianas como la diftérica, actlan selectivamente a nivel de la
sintesis proteica eucariota, existen 2 sitios en el ribosoma, el aceptor (sitio a)
donde los ARNt cargados se asocian en primer lugar, y el sitio peptidico (sitio
p), donde se sujeta la cadena polipeptidica en crecimiento, durante cada
paso de adicion de aminoacidos, el ARNm avanza 1 codén y el nuevo
aminoacido se traslada del sitio a al sitio p, incorporandose a la proteina en
formacion, como el codigo genético es universal, el significado de los
codones es muy similar al de las eucariotas, aunque cabe mencionar que se
encuentran algunas diferencias en los codones que determinan la iniciacion y
la terminacion de la traduccion, asi como en la preferencia de uso de ciertos
codones, como en los procesos de replicacion y Transcripcion, el paso inicial

de la traduccion es un importante punto de regulacion’ ( Fig. 7;).
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Transcripcion

T ansiacian

Sintesis de Protelnas

Fig. 6. Esquematiza como se realiza la sintesis de proteinas
(tomada de:http// www.hsa.es/org/dmedica/centrales/ap/docs/biomol)

2.3.1. Iniciacion

En los procariotas el cromosoma circular es también como en las mayoria de
las bacterias, donde existe un punto Unico donde comienza la sintesis de
ADN, el llamado origen de replicacion, este punto consiste de una secuencia
especifica de unas 300 bases que es reconocida por proteinas especificas,
la doble hélice se abre y la iniciacion comienza en las dos cadenas (horquilla
de replicacion), esta va avanzando en ambos sentidos a medida que

trascurre la replicacién cromosémica’

11



2.3.11. ORI*T”

Es la region contiene al Ori t que es el sitio en donde se inicia la transferencia
de ADN y al menos 28 genes que son designados Tra y Trb esta region de
35 kb se denomina regulon Tra, debido a que los genes Tram y Traj forman
transcriptos separados mientras que los restantes genes forman un Unico
operon, el locus (sitio en el genoma) que contiene al Ori T se denomina mob
(Basis of Mobility -bases de movilidad).

(http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)

2.3.1.2. Proteina ADN B (Helicasa)

También participan otras enzimas, como son las llamadas helicasa,
responsables de "desenrollar” el ADN en el origen o cerca de él, paso que
resulta indispensable para iniciar la replicacion, esquematicamente, podemos
decir que la replicacién consta de 5 fases: iniciacion, elongacion y
terminacion, la iniciacién, se da a partir del origen del replicon donde se
forma la o las horquillas de replicacion, por la accion de helicasas que
“desenrollan” la estructura del ADN, formandose asi una porcion
monocatenaria que estara en condiciones de formar un complejo con ciertas
proteinas de union al ADN encargadas de estabilizar la cadena sencilla,
helicasa y las proteinas de union a ADN de cadena sencilla (Proteinas SSB).
Las ADN helicasa usan la energia liberada de la hidrolisis del ATP a ADP
para promover |la separacion de las dos cadenas de ADN, las Proteinas SSB
se unen a las cadenas de ADN ya separadas por la helicasa, evitando que se
vuelvan a unir antes de que se adicionen los nucleétidos correspondientes,
helicasa y ATPasa, y separa la cadena de ADN conjugante durante la
Translocacion utilizando ATP, aunque se conoce el sentido en el que es

transferido el ADN durante la conjugacién, todavia es incierto el rol de ciertas



proteinas en el anclaje y proteccion del ADN, y en la formacion de poros en
las membranas, se ha propuesto que el ADN de cadena sencilla.

Helicasa y las proteinas de union a ADN de cadena sencilla (Proteinas SSB),
las ADN helicasa usan la energia liberada de la hidrélisis del ATP a ADP
para promover la separacion de las dos cadenas de ADN, las Proteinas SSB
se unen a las cadenas de ADN ya separadas por la helicasa, evitando que se
vuelvan a unir antes de que se adicionen los nucledtidos correspondientes.

ADN Topoisomerasas son enzimas gue cambian la extension y forma de la
superheélice del ADN, y proporcionan el giro que permite la propagacion
continua de la horquilla de replicacion. ( Fig. 8)

(http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)

2.3.1.3. Proteina ADN G (Girasa)

Las Topoisomerasas promueven la separacion o la concatenacion de los
ADN circulares, deshacen los nudos o enredos en el ADN y también
participan de una manera esencial en ciertos tipos de recombinacion, han
sido identificadas dos clases generales de Topoisomerasas en una amplia
variedad de organismos, las Topoisomerasas de tipo | (enzimas de corte-
cierre) que remueven por cada ciclo de reaccion un giro del ADN, esta
enzima corta una de las dos cadenas de ADN facilitando su rotacion hasta
que se emparejan ambas cadenas, luego se unen los extremos cortados y
con esto queda eliminando un giro de la doble cadena de ADN, en los
Procariotes solo deshacen giros negativos mientras que en los Eucariotes la
ADN Topoisomerasas de tipo | elimina tanto giros negativos como positivos,
las ADN Topoisomerasas de tipo |l remueven giros positivos y negativos en
el ADN, pero a diferencia de las de tipo |, catalizan |la ruptura transitoria de

las dos cadenas de ADN, uniendo posteriormente los segmentos de ADN
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que han sido cortados, con la ADN Topoisomerasa de tipo |l en cada ciclo se
remueven dos giros negativos o positivos, un tipo especial de ADN
Topoisomerasas de tipo |l que se encuentra en bacterias es la Girasa, esta
enzima remueve un giro positivo de la superhélice de ADN e introduce un
giro negativo el ADN de cadena sencilla captado es protegido de la accion de
Endonuclesas por su asociacion a Proteinas SSB especificas de la
competencia, y forma un complejo de eclipse. ( Fig. 8)

(hitp//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genetica.php)

2.3.1.4. Primosoma

Es un complejo proteico que incluye a la enzima primasa y esta encargado
de la sintesis del “primer”.

En la sintesis de la cadena de reemplazo del donador, opera de modo
continuo, que seria equivalente a la sintesis de la cadena adelantada de la
replicacion normal, esta sintesis se inicia a partir de un ARN cebador
("primer" en inglés) sintetizado por un primosoma que reconoce una
secuencia (n') situada cerca de oriT.

Sintesis de la cadena complementaria en el receptor, a diferencia de la
anterior, es discontinua, a base de fragmentos de Okazaki (por lo tanto, seria
la equivalente de la sintesis de la cadena retrasada).

En ambos casos parece ser que el primosoma responsable de los ARN
cebadores no es exactamente idéntico al que se emplea en la replicacion
"normal”, sino que esta modificado por alguna funcién especifica codificada
por el plasmido F (una primasa especifica del factor F;
(http//www.biologia.edu.ar/microgeneral/microianez/27 _micro)

2.3.1.5. ADN Polimerasas (lll ,I ,1)

La ADN polimerasa | pesa 109 kDa, se encuentra involucrada en la
reparacion del ADN danado y en un papel secundario en la replicacion
semiconservativa; la ADN polimerasa Il pesa 120 kDa que también esta

14



involucrada en la reparacion, y la ADN polimerasa /Il que es un multimero de
mas de 250 kDa que es la responsable de la sintesis del ADN (Fig. 8;).

Las tres tienen actividades enzimaticas de elongacion y de Exonucleasa, las
ADN polimerasas sintetizan una cadena nueva de ADN adicionando
nucleotidos al extremo 3-OH complementando las bases del ADN de la
cadena templado, y cuando |la base que se agrego es una base erronea la

polimerasa tiene la capacidad de removerla

(http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)

La replicacion semiconservativa del ADN genera dos moléculas idénticas.
para la replicacion del ADN hacen falta varias enzimas, la ADN polimerasa Il
necesita para iniciar la sintesis un cebador o primer que es sintetizado por
una ARN polimerasa especial, algunas proteinas desenrollan la hélice de
ADN vy oftras se unen a los fragmentos de ADN unicatenario para
estabilizarlo, como la polimerasa solo sintetiza ADN en direccion 5" a 3, una
de las cadenas se sintetiza en forma discontinua, dejando una serie de
fragmentos de ADN y de huecos sin replicar, la ADN polimerasa [ rellena los
huecos y una enzima Ligasa sella los fragmentos entre si, tal velocidad de
replicacion, la fidelidad de la misma es muy grande, siendo la frecuencia de
mutaciones espontaneas del orden de 1 de cada 107 a 1011 Pb replicados

La replicacion es semiconservativa porque cada molécula de ADN posee una
cadena del ADN original v una "nueva" lo cual resalta la importancia de la
complementariedad de bases en la estructura del ADN. ( Fig. 8)
(http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)
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Las enzimas encargadas de catalizar el proceso de replicacion, se
denominan ADN polimerasas, en E. coli se conocen 3 ADN polimerasas
distintas, la responsable de la mayor parte de los procesos de replicacion es
la llamada polimerasa [ll, mientras que las polimerasas | y Il cumplen
fundamentalmente con roles en la reparacion de rupturas o de errores en las
moléculas de ADN.

También participan otras enzimas, como son las llamadas helicasa,
responsables de “desenrollar” el ADN en el origen o cerca de él, paso que
resulta indispensable para iniciar la replicacion, esquematicamente, podemos
decir que la replicacion consta de 3 fases: iniciacion, elongacion vy
terminacion, la iniciacion, se da a partir del origen del replicon donde se
forma la o las horquillas de replicacién, por la accion de helicasas que
“desenrollan® la estructura del ADN, formandose asi una porcién
monocatenaria que estara en condiciones de formar un complejo con ciertas
proteinas de union al ADN encargadas de estabilizar la cadena sencilla,
evitando la formacion de puentes de hidrogeno, se sintetiza un corto
oligonucledtido de ARN con un grupo 3" oxidrilo libre, que actuara como

cebador o “primer”, sobre el que la ADN polimerasa agrega los nucleétidos

(http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)
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Fig. 7. Esquema del ARN de transferencia y tabla de aminoacidos que
constituyen los codones del ARNt
(tomada de:http//www.garlandscience.com/ecb/about.html)

2.4. Elongacidén del cromosoma

La elongacion, consiste en el avance de la horquilla de replicaciéon, conforme
se van agregando nucledtidos a la cadena neosintetizada, en un orden
establecido por las reglas de complementariedad de bases (A con T y C con
G) entre la cadena "molde” y la nueva cadena en sintesis, en esta etapa
participa fundamentalmente la ADN polimerasa /ll, todas las polimerasas
conocidas, agregan nucledtidos en direccién 5'- 3" para el crecimiento de la
cadena, y requieren el molde de una cadena de ADN, un cebador y por
supuesto los nuclettidos, la terminacion se da luego de que ambas horquillas
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de replicacion han atravesado la mitad del cromosoma en direcciones
opuestas, y se encuentran en la regién terminal del genoma (;Fig. 8;).

En esta regién hay secuencias de ADN que actian como bloqueadores para
el avance del las horquillas, por lo que se asegura que toda replicacion
termine en esa pequefa porcién del ADN, comparacion entre la expresion de
los genes eucariotas y Procariotas, los ARNm de las Procariotas son a
menudo poligénicos, es decir que contienen informacion para mas de una
proteina, el extremo 5'se traduce cuando todavia se esta transcribiendo el
extremo 3, los ARNm eucariotas son monogénicos y requieren de
modificaciones postranscripcionales antes de atravesar la membrana nuclear
y llegar al citoplasma donde es traducido, cédigo genético se producen 64
combinaciones diferentes (compuestas de 3 nucledtidos) basados en los 4
nucledtidos conocidos, cada combinacion codifica para uno de los 20 amino
acidos conocidos, ademas de la sefal de parar y seiial de inicio, el cédigo es
universal, todos los organismos utilizan el mismo coédigo para hacer sus
proteinas, sin embargo, se observan algunas excepciones en los hongos,
protozoarios y el ADN mitocondrial, ya que varios codones codifican para
mas de un amino &cido, se dice que el cédigo es degenerado (Fig. 8; ).

2.4.1. Fragmentos de Okasaki.

Cuando una hélice tiene libre este terminal disponible y su formacion es
continua, la otra hélice se construye en pedazos y luego se une por medio de
la enzima Ligasa, estas unen las cadenas de ADN durante la replicacion,
reparacion, y recombinacion en general. Las ligasas pueden formar enlaces
fosfodiester entre los grupos fosfato e hidroxilo de desoxinucledtidos
adyacentes en un ADN con un corte. Estas enzimas son las responsables de
unir en una sola hebra los fragmentos de Okazaki formados como
consecuencia de la sintesis discontinua de ADN
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Proteinas desestabilizadoras de la hélice, el ADN de doble cadena requiere
desenrollarse para que se pueda llevar a cabo la copia de cada una de sus
cadenas, la separacion de la doble hélice no ocurre de una manera
espontanea, ésta es llevada a cabo por dos familias de proteinas: las ADN
helicasa y las proteinas de union a ADN de cadena sencilla (Proteinas SSB).
Las ADN helicasa usan la energia liberada de la hidrolisis del ATP a ADP
para promover la separacion de las dos cadenas de ADN, las Proteinas SSB
se unen a las cadenas de ADN ya separadas por la helicasa, evitando que se
vuelvan a unir antes de que se adicionen los nucleotidos correspondientes
(http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)

En las horquillas de replicacion siempre hay una hebra que se sintetiza de
forma continua en el mismo sentido en que se abre la horquilla de
replicacion, la llamada hebra conductora, y la otra que se sintetiza en varios
fragmentos, los denominados Fragmentos de Okazaki y que se conoce como
hebra seguidora o retardada, ya que se sintetiza en sentido contrario al de

apertura de la horquilla.

2.5. Correccion de la duplicacion

Si bien la sobrevida a largo plazo de una especie puede verse favorecida por
cambios en su informacion genética, a corto plazo se requiere que esta
informacion se conserve, para esto es necesario un mecanismo preciso de
copiado previo a la division celular y también un mecanismo de reparacion
de los danos accidentales que pueden ocurrir en el ADN, muchos de estos

cambios espontaneos son transitorios ya que inmediatamente son reparados,
por la ADN polimerasa solo puede afiadir nucledtidos al extremo 5° de una
cadena si los nucledtidos previamente anadidos estan correctamente

apareados con sus nucledtidos complementarios en la cadena molde, se
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reporta que la funcién del cebador de ARN es suministrar una secuencia de
nucledtidos correctamente apareada en la que pueda comenzar la sintesis de
ADN, durante la sintesis, se puede cometer errores al afiadirse un nucleétido
incorrecto a la nueva cadena en formacion, es decir la ADN polimerasa
retrocede y elimina nucledtidos hasta que encuentra un nucledtido
correctamente apareado, esta enzima tiene actividad de exonucleasa 3 a 5,
entonces cuando alcanza el ultimo nucleétidos apareado correctamente, la
enzima detiene su movimiento de retroceso y reinicia el movimiento en la
direccion 5 a 3, afiadiendo nucleétidos a la cadena en crecimiento mientras
avanza , esta capacidad de correccion de errores asegura la precision de la
replicacion del ADN, las polimerasas que no poseen la actividad exonucleasa
3 a 5 como es el caso de las ARN polimerasas y de |a transcriptasa inversa
no son capaces de reparar la cadena en crecimiento y por lo tanto la

frecuencia de errores durante la sintesis es mucho mayor.

Fig. 8. Replicacion en forma de tenedor con la participacién
de proteinas

(tomada de:hitp//www.garlandscience.com/ecb/about.html)



3. ARN (ACIDO RIBONUCLEICO).

3.1. Composicién quimica.
Esta compuesta por distintas bases nitrogenadas (atomos de carbono y
nitrbgeno), adenina, guanina, citosina y uracilo, un azucar (ribosa) y un grupo

fosfato’

3.2. Conformacion

Los acidos nucleicos son macromoléculas compuestas de nucleétidos
unidos en forma covalente por medio de enlaces fosfodiéster entre los
carbonos de las posiciones 3" y 5" de dos residuos de azlcares adyacentes,

que conforman un esqueleto de azlcares y fosfatos'.

3.3. Tipos.

Los ribosomas estdan formados por una proteina y ARN, el grupo de
ribosomas unidos a un ARNm recibe el nombre de polirribosoma o polisoma,
como cada ribosoma pasa a lo largo de toda la molécula de ARNm, lee el
cédigo, es decir, la secuencia de bases de nucleétidos del ARNm, la lectura
que se denomina traduccion, tiene lugar gracias a un tercer tipo de molécula
de ARN de transferencia (ARNt), que se origina sobre otro segmento del
ADN, sobre un lado de la molécula de ARNt hay un triplete de nucleétidos y
al otro lado una regién a la que puede unirse un aminoacido especifico (con
la ayuda de una enzima especifica), el triplete de cada ARNt es
complementario de una secuencia determinada de tres nucleétidos el codén
en la cadena de ARNm, debido a esta complementariedad, el triplete es
capaz de reconocer y adherirse al codon. Por ejemplo, la secuencia uracilo-
citosina-uracilo (UCU) sobre la cadena de ARNm atrae al triplete adenina-
guanina-adenina (AGA) del ARNt, el triplete del ARNt recibe el nombre de
anticodon ( Fig. 6, 7y 9) .
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Como las moléculas de ARNt se desplazan a lo largo de la cadena de
ARNm en los ribosomas, cada uno soporta un aminoacido, la secuencia de
codones en el ARNm determina, por lo tanto, el orden en que los
aminoacidos son transportados por el ARNt al ribosoma, en asociacion con
el ribosoma, se establecen enlaces quimicos entre los aminoacidos en una
cadena formando un polipéptido, la nueva cadena de polipéptidos se
desprende del ribosoma y se repliega con una forma caracteristica
determinada por la secuencia de aminoacidos, la forma de un polipéptido y
sus propiedades eléctricas, que estan también determinadas por la
secuencia de aminoacidos, dictaran si el polipéptido permanece aislado o se
une a otros polipéptidos, asi como qué tipo de funcién quimica desempenara

después en el organismo’

El acido ribonucleico (ARN) es importante en la expresion celular de la
informacion genética, se conocen tres tipos fundamentales de ARN: ARN
mensajero (ARNm), ARN de transferencia (ARNt) y ARN ribosémico (ARNr),
todos ellos son productos de la Transcripcion del ADN, hay tres diferentes
claves en la quimica del ARN y del ADN ( Fig. 9).

1.- EI ARN posee el azicar ribosa en lugar de la desoxirribosa

2.- El ARN posee uracilo en lugar de timina

3.- Excepto en ciertos virus, el ARN no es bicatenario sino monocateriano.

El cambio a ribosa afecta a algunas propiedades quimicas de un &cido
nucleico, de modo que enzimas que afectan al ADN no tiene efecto sobre el
ARN vy viceversa, el cambio de timina por uracilo no afecta al emparejamiento

de bases ya que las dos emparejan exactamente igual con la adenina’.

Es necesario senalar que el ARN actua en dos niveles, el genético y el

funcional; a nivel genético el ARN lleva la informacion genética contenida en
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el ADN (ARNm; en el caso del virus ARN, tiene una funcién genética directa),
a nivel funcional el ARN actuia como una macromolécula propiamente
dicha, sirviendo en la sintesis de proteinas (ARNt). Algun ARN incluso tiene
actividad catalitica, en esta seccion nos centraremos en como se sintetiza el
ARN ( Fig. 6;).

La Transcripcion de la informacion genética desde el ADN hasta ARN es
llevada a cabo por acciéon de la enzima ARN polimerasa, que cataliza la
formacion de enlaces fosfodiéster entre ribonucleétidos, la ARN polimerasa
requiere la presencia de ADN que actia como molde, los precursores del
ARN son los ribonucleétido trifosfato ATP, GTP, UTP y CTP, la quimica de la
sintesis de ARN es muy parecida a la del ADN, durante la elongacion de la
cadena de ARN, se anaden nucleétidos al extremo oxidrilo 3" de la ribosa
precedente que se polimerizan con la liberacién de dos enlaces fosfato de
alta energia; asi, en la sintesis de ARN (como en la de ADN) la direccion de
crecimiento es desde el extremo 5 hacia el 3" y la banda molde es
antiparalela, al contrario que la ADN polimerasa, la ARN polimerasa puede
iniciar cadenas (el nucledtido inicial en una cadena de ARN retiene los tres
fosfatos), la primera base del ARN es casi siempre una purina, bien adenina
0 guanina, en la mayoria de las ocasiones el molde de ADN, para la ARN
polimerasa es una molécula bicatenaria, pero para un gen dado solo una de
ellas sera transcrita (solo una codifica), la ARN polimerasa es diferente entre
los distintos grupos microbianos; bacteria, Archeaea y Eukarya, lo que se
indica a continuacion concierne sobre todo a la ARN polimerasa del grupo
bacteria que posee la estructura mas sencilla y sobre la que mas se conoce,
la polimerasa es una enzima grande que contacta con muchas bases
simultaneamente, las proteinas pueden interactuar con el ADN por que parte
de las moléculas de las bases estan expuestas en el surco mayor del ADN,
para iniciar apropiadamente la cadena de ARN, la polimerasa debe escoger

la region apropiada del ADN, estas regiones se denominan promotores, solo
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una cadena de ADN se transcribe cada vez, la eleccion de la banda que se
transcribe viene a su vez determinada por la orientacion de la secuencia
promotora, la ARN polimerasa se aleja del promotor y se sintetiza una

cadena antiparalela de ARN con el extremo 5 libre’

Una vez que se une la ARN polimerasa puede continuar todo el proceso de
Transcripcidn, en este proceso la doble hélice en la secuencia promotora se
abre por la ARN polimerasa, a medida que se aleja, la polimerasa induce
pequenos desenrollamientos que se cierran tan pronto pasa la enzima, como
resultado de esto las bases del molde quedan expuestas y pueden ser
copiadas a ARN complementario, por lo tanto el promotor orienta a la ARN
polimerasa en un sentido o en el otro, cuando una region del ADN tiene dos
promotores cerca apuntando en direcciones opuestas, entonces ocurre la
Transcripcion simultanea en ambas direcciones, una vez formada una
pequena porcion de ARN, el factor sigma se disocia, la mayoria de la
elongacion es realizada por el nucleo enzimatico por si mismo, por lo tanto el
factor sigma esta implicado solamente en la formacién del complejo inicial
ARN polimerasa ADN, la Transcripcién termina en puntos especificos
llamados finalizadores de Transcripcion, al contrario que la replicacion que
implica la copia de todo un genoma, la Transcripcién implica normalmente
unidades mucho mas pequenas de ADN, a menudo genes unicos, esto
permite a la célula transcribir genes especificos con frecuencias diferentes y

es un mecanismo muy eficiente de controlar la expresion génica’

3.3.1. ARN pequeno heterogéneo.

El ARN recién sintetizado por el ARN Polimerasa |l se llama transcrito
primario y a todos estos transcritos se les dio el nombre de ARN heterogéneo

nuclear (hnARN) por la gran variedad en el tamano del ARN en contraste con
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el menor tamafo y mas uniforme de las secuencias del ARN que codifican
proteinas y consiste en largas secuencias intrénicas en los transcritos
primarios, estos son modificados en sus extremos 5y 3" a medida que se
sintetizan de una forma caracteristica que los diferencia claramente de los
producidos por las otras ARN Polimerasas, que posteriormente se utilizan en
el citoplasma como sefiales de dichos transcritos se traducen en proteinas?®.

3.3.2. ARN mensajero.
El ARN mensajero (ARNm) lleva una copia del cédigo genético obtenida a
partir de la secuencia de bases del ADN celular, esta copia especifica la

secuencia de aminoacidos de las proteinas ( Fig. 9)'

Extremo 3’
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ARN mensajero ARN de transferencia ARN ribosdémico

Fig. 9. Tipos de ARN (Tomado de Enciclopedia Encarta 2005)

3.3.3. ARN de transferencia.
La traduccion del mensaje del ARN en una secuencia especifica de
aminoacidos se lleva a cabo con la intervencion de un elevado niumero de
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ARNSs de transferencia (ARNt), este ARN de transferencia es una molécula
adaptadora que tiene dos especialidades, una para un codon en el ARNm y
la otra para un aminoacido determinado, cada aminoacido se une a su ARNt

Actualmente se conoce bien la estructura detallada del ARNt, existen al
menos 60 ARNt, especificos en bacterias y son moléculas cortas
monocatenarias de 73 a 93 kpb, cuando se comparan unos con otros se
observa que hay regiones constantes y regiones variables, los ARN
contienen bases Puricas y Pirimidicas ligeramente diferentes de las bases
normales que se encuentran en otros ARNs ya que se encuentran frecuentes
metiladas, algunas de estas bases poco usuales son la seudouidina, inosina,
dihidrouridina, ribotimidina, metilguanosina, dimetil guanosina y metil inosina,
(bases metiladas) estas modificaciones se hacen después de la transcripcion
y son necesarias, junto con otras modificaciones, para conseguir un ARN
totalmente funcional, aunque la molécula del ARN es monocatenaria, existen

extensas regiones bicatenarias ( Fig. 9).

3.3.4. ARN ribosomal

El ARN ribosémico (ARNr) se encuentra en los ribosomas Celulares
estructuras especializadas situadas en los puntos de sintesis de proteinas;
(Fig. 9)"

26



4. RECOMBINACION GENETICA.

Es el proceso mediante el cual elementos genéticos contenidos en genomas
de diferentes individuos se combinan, lo que permite que el individuo lleve a
cabo alguna nueva funcién y que puede dar como resultado una adaptacion
a los cambios en el medio ambiente, este es un evento evolutivo importante y
las células tienen mecanismos especificos que aseguran que dicha
recombinacion se efectie a diferencia de los eucariotas donde la
recombinacién genética ocurre en asociacion a la reproduccion sexual, en los
Procariotas comprende una serie de mecanismos independientes del evento
de reproduccion celular, estos mecanismos son llamados transformacion,

transduccioén y conjugacion®

4.1. Transformacion.

La transformacion es un proceso de transferencia de genes en donde la
célula bacteriana capta ADN desnudo a partir del medio, lo incorpora y
expresa, para que la célula pueda captar el ADN desnudo debe encontrase
en estado de "competencia “, el estado de competencia ocurre naturalmente
en algunos microorganismos, competencia fisiologica y puede ser inducido
artificialmente en otros, competencia artificial, el ADN exégeno internalizado
puede integrarse mediante recombinacion al cromosoma o a un Plasmido o
puede establecerse como un replicon auténomo si contiene un origen de

replicacion y puede enrollarse®



DMNA transformante

Proteinas .
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union al DNA  ni6n del ADN transformante
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Procesado y toma del ADN exogeno
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protegen al ADN exégeno
monocatenario

El ADN exégeno se integra al
cromosoma bacteriano en regiones
homélogas por medio de la proteina
RecA

Fig. 10. Esquema de los procesos de transformacién del ADN bacteriano
(tomada de:http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)

La transformacion puede dividirse en diferentes etapas que son comunes a
todas las bacterias ( Fig. .10, 11y 12):

Desarrollo de la competencia

Unién del ADN

Procesado y captacion del ADN

Integracion del ADN por recombinacion y expresion

o
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Fig. 11. Captacién del ADN durante la transformacién en una bacteria Gram
positiva

(tomada de:http//www.biologia.edu.ar/microgeneral/microianez/27 micro)

=AY R

Fig. 12 Captacion del ADN durante la transformacion en una bacteria
gramnegativa mediada por los transformasomas.
(tomada de:http//www .biologia.edu.ar/microgeneral/microianez/27 micro)

Desarrollo de la competencia: La "competencia" requiere complejos
cambios fisiolégicos que ocurren en determinadas etapas de crecimiento y
esta asociada a diversos fendmenos en distintas especies de bacterias, en
Streptococcus pneumoniae se ha descrito que el estado de "competencia” se
logra cuando se alcanza cierta densidad celular critica durante la fase de
crecimiento exponencial y una concentracion efectiva de una proteina
extracelular, a menudo denominada factor de competencia (FC), que induce
la sintesis de ciertas proteinas involucradas en el proceso de transformacion.
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Este factor de competencia liberado por algunas celulas inducen la
competencia de las restantes células presentes en el cultivo, durante este
estado las células ademas liberan al medio autolisinas que desenmascaran
el sitio de union y captacion del ADN, en Bacillus subtilis la competencia se
produce durante la fase estacionaria cuando la sintesis de acidos nucleicos
esta disminuida, en Haemophilus spp, la competencia esta asociada a
células que no se dividen y en Neisseria gonorrhoeae, la competencia esta
relacionada con la presencia de pilis, ya que las células con pilis son
naturalmente competentes mientras que las células sin pilis son incapaces de

alcanzar la competencia

En ciertas especies de bacterias se puede inducir la "competencia" por
mecanismos artificiales debido a que son incapaces de alcanzar este estado
naturalmente, en uno de ellos las bacterias son colocadas en soluciones de
CACL; (cloruro de calcio) que por mecanismos desconocidos permiten la
absorcion y captacion de ADN exdégeno, otro mecanismo es la
electroporacion, en la que por medio de pulsos eléctricos se abren pequenos
poros en las bacterias por los cuales ingresa el ADN exogeno

Union del ADN: La célula une mediante un receptor que se encuentra en su
superficie principalmente ADN de doble cadena aunque pueden unir
limitadas cantidades de ADN de cadena sencilla, la especificidad del ADN
que la célula puede varia con la especie bacteriana, las bacterias
grampositivas como el Strepfococcus pneumoniae y el Bacillus subtilis
pueden unir cualquier tipo de ADN doble cadena que este presente en el
medio, esto significa que pueden unir tanto ADN homoélogo como heterdlogo,
en cambio las bacterias gramnegativas como el Haemophilus sp y Neisseria
spp, solo pueden unir ADN homdélogo o de especies muy semejantes, por

ejemplo, en Haemophilus el internamiento del ADN requiere una secuencia
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especifica de 11 pares de bases (5-AAGTGCGGTCA-3'), la que se
encuentra repetida 600 veces en su genoma.

La union del ADN transformante involucra una primera fijacién reversible que
luego se transforma en irreversible, durante la fijacion de tipo irreversible el

ADN no puede soltarse ni reemplazarse

Procesado y captacion del ADN: Una vez que el ADN de doble cadena se
ha fijado irreversiblemente a la célula sufre diversos procesos que llevan a la
captacion de una de las cadenas del ADN, en las bacterias Grampositivas el
ADN de doble cadena unido es roto (ruptura del enlace fosfodiéster entre dos
nucledsidos de una misma cadena) por una proteina que se cree forma parte
del receptor del ADN, este receptor empuja la cadena complementaria hacia
el interior de la célula y la cadena rota es degradada a oligonugledtidos por
una endonucleasa asociada, de esta manera solo ingresa a la celula una de
las cadenas del ADN originalmente unido, en esta etapa, el ADN de cadena
sencilla introducido, se encuentra en una etapa de eclipse, ya que ha perdido
la capacidad de servir como ADN "donante" para una nueva transformacion,
esto es debido porque el ADN de cadena sencilla es unido y captado en
forma muy pobre por células competentes, el ADN de cadena sencilla
captado, es protegido de la accion de endonucleasa por su asociacion a
Proteinas SSB especificas de la competencia, y forma un complejo de
eclipse, en las bacterias gramnegativas, el ADN de cadena doble especifico
que se ha unido a la célula receptora es tomado por unas vesiculas
denominadas Transformasonas, dentro de estas vesiculas una de las
cadenas es degradada y la otra es internalizada por un proceso similar al del
neumococo, sin embargo en bacterias como Haemophilus sp no se han
observado intermediarios de ADN de cadena sencilla en el citoplasma y por
lo tanto hay ausencia de ADN en eclipse, los transformasomas protegen al

ADN de las ADNasas externas y de las enzimas de restriccion Celulares

(http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)
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Integracion del ADN por recombinacion y expresion: En Streptococcus
pneumoniae, Bacillus subtilis y Haemophilus influenzae los ADNs donantes y
receptores forman un producto que es ADN heteroduplex, la integracion del
complejo ADN de cadena sencilla-Proteinas SSB a regiones homadlogas del
cromosoma es muy rapida en Streptococcus pneumoniae y esta mediada por
enzimas de recombinacion como la RecA., sin embargo el ADN que no
contiene homologia es degradado por Nucleasas Celulares, en las bacterias
como el Haemophilus sp el ADN de cadena sencilla se integra al cromosoma
en regiones homologas por recombinacién a medida que ingresa a la célula
desde los transformasomas. Durante este proceso ciertas bacterias son
llamadas competentes y son capaces de incorporar ADN exogeno o extrafio,

proveniente de otras bacterias que se encuentra libre en el medio

La virulencia del Streptococcus pneumoniae guarda relacion con la presencia
de capsula polisacarida a su alrededor, las bacterias con capsula tienen un
aspecto liso (s) cuando se cultivan en placas de agar y son capaces de matar
a los ratones que son inyectados experimentalmente con una suspension
bacteriana, las colonias con bordes rugosos (r) de S. pneumoniae, carecen
de capsula y no son letales al infectar ratones, Frederick Griffith en 1928
observé por primera vez la transformacion cuando mezclé bacterias s
muertas con bacterias r vivas y encontrd que al inyectar la mezcla en ratones
resultaba letal, de esto concluyé que las r habian sido sustituidas o
"transformadas" en bacterias s, ahora capaces de fabricar el polisacarido

capsular virulento (http/www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)

La capacidad de captar el ADN exogeno y conservarlo en forma estable e
interaccionar con él se denomina competencia, la competencia depende de
la presencia de un sistema de captacion de ADN especifico asociado a
membrana, ejemplos de bacterias con competencia natural son Haemoéphilus

influenzae, Neisseria sp., Streptococcus pneumoniae y ciertas especies de
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Bacillus, si bien la mayoria de las bacterias no presentan capacidad natural
para captar ADN, es posible inducir en el laboratorio la competencia,
generando por distintos medios distorsiones en la membrana celular, por
ejemplo mediante pulsos eléctricos (electroporacion) o mediante cambios
osmoticos y térmicos, estos procedimientos son muy utilizados para
introducir experimentalmente ADN extrafio, por ejemplo un Plasmido, en una
bacteria y asi "transformaria” para que adquiera un fenotipo de interes, las
bacterias también pueden ser transformadas con ADN viral, en cuyo caso el
proceso se llama Transfeccion
(http//www.microbiologia.com.ar/bactericlogia/genética.php)

4.2. Transduccion.

Es un mecanismo de transferencia de genes bacterianos en donde participan
virus bacterianos o fagos, existen dos tipos de transduccion:

Es la transferencia de ADN de una bacteria a otra por intermedio de un
bacteriéfago, existen dos formas de transduccion: la especializada y la
generalizada. La primera ocurre cuando un fago temperado porta genes
bacterianos adquiridos durante un ciclo infeccioso anterior, y al infectar una
nueva bacteria e integrar su genoma al cromosoma bacteriano, incorporara a
éste la informacion genética correspondiente a la bacteria infectada
previamente, la transduccién generalizada es llevada a cabo por particulas
virales defectuosas, que se originan como capsides vacias durante la
replicacion viral y que luego incorporan ADN de una bacteria, asi al infectar
una nueva bacteria podra introducir en ella dicho material genético

(; Fig. 13) www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php.

4.2.1. Generalizada.

Se produce cuando un segmento de ADN bacteriano es encapsulado por

error y ésta infecta una nueva célula, estos fagos de transduccion
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generalizada pueden contener cualquier porcion del ADN bacteriano. La
transduccién generalizada comienza con el empaquetamiento accidental de
una porcion del ADN bacteriano en una particula viral normal, esta particula
transductora es liberada por la lisis celular, y es capaz de adherirse a una
nueva célula e inyectar el ADN, después de la inyeccion en la célula
receptora, el ADN transductor puede recombinarse con ADN homologo de la
célula, los fagos de transduccion generalizada mas estudiados son el p22 de
Salmonella typhimurium y el p1 de Escherichia coli ( Fig. 13).

El empaquetamiento del ADN viral comienza por sitios especificos del
concatamero viral (sitios Pac), estos sitios Pac no se encuentran en el
genoma bacteriano, pero aparentemente secuencias similares pueden ser
reconocidas por el fago y producirian la encapsidacion erronea del ADN
bacteriano, sitios similares a los sitios Pac han sido encontrados tanto en E.
coli como en S. typhimurium.

La cantidad de particulas de transduccién generalizada que pueden producir
las células infectadas es muy variable, mientras algunas células no producen
ninguna, otras pueden llegar a encapsidar el 20% del genoma bacteriano, si
bien en este tipo de transduccion todas las regiones del ADN bacteriano
pueden ser encapsidadas, algunos loci (locus) son transducidos con mayor

frecuencia (http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)

La transduccion generalizada no es un proceso que logra células
transductantes con alta eficiencia, se calcula que aproximadamente el 90%
de los ADN bacterianos inyectados por particulas de transduccion
generalizada a células receptoras son abortivos, esto significa que la
informacién genética introducida no se replica con el genoma de la célula
hospedadora y es heredado por una de las células hijas, solamente un bajo

porcentaje de ADN donante se asocia con el ADN
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Fijacion del fago a la celula

Inyeccion del material genético viral

| | Degradacion del ADN bacteriano y
replicacion del genoma viral

Sintesis de las capsides y
empaquetamiento del material genético y
viral

‘@ ®®® Lisis celular y liberacién de particulas

Fig. 13. Esquematizacion del paso del ADN de un fago a una bacteria
receptora (tomada de:http//

www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php).

El ADN lineal donante inyectado por la particula transductora puede
incorporarse de diversas maneras con el ADN bacteriano: incorporacion de
pequefios fragmentos para producir transductantes por sustitucion,
incorporacion de una de las cadenas para producir un heteroduplex,
incorporacion de grandes fragmentos.

La transduccién generalizada puede obtenerse con fagos temperados o
seudotemperados, y también con fagos virulentos, los fagos virulentos son
los que mayor nimero de particulas transductoras producen, por lo tanto los
transductantes potenciales deben ser protegidos de las particulas virulentas,
esta proteccion se logra con una baja multiplicidad de infeccién y la adicién
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de un antisuero o agente quelante despues de la infeccion inicial para inhibir

un nuevo ciclo viral (www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)

4.2.2. Especializada.

Se produce cuando el ADN que ha sido encapsidado es un hibrido formado
por ADN del fago y de la bacteria, y este virus, luego de la lisis celular, infecta
una nueva célula. Los fagos de transduccion especializada contienen un

fragmento especifico del ADN bacteriano ( Fig. 14).

00080

@03

Célula lisogénica: el ADN del fago se
encuentra insertado en el ADN bacteriano

Circularizacion y escision del ADN del fago

Escision anormal que produce la pérdida
de algunos genes del fago, los que se
mantienen insertados en el cromosoma
bacteriano. En cambio, algunos genes
bacterianos han sido tomados junto al ADN
del fago

Degradacion del ADN bacteriano y
replicacion del genoma viral

Sintesis de las capsides y

empaquetamiento del material genético y
viral

Lisis celular y liberacion de particulas

Fig. 14 Esquema de Transduccion Especializada.
(tomada de:http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)

36



Difiere de la generalizada en que s6lo un limitado grupo de genes pueden ser
transferidos, estos genes se encuentran flanqueando la regién en donde el
fago temperado o lisogénico puede integrarse al cromosoma bacteriano, los
fagos temperados como el lambda o Phi 80 pueden integrar su material
genético en sitios especificos del genoma bacteriano, por ejemplo el sitio de
insercion del fago lambda se encuentra entre los genes GAL y BIO, sin
embargo la integracion de este fago en sitios de adsorcion secundarios
puede llevar a la transduccién de otros marcadores bacterianos, estos tipos
de fagos sintetizan enzimas de integracion y escision que catalizan la
integracion del fago en el sitio de adsorcion y su correcta escision, pero en
algunos casos, pueden ocurrir escisiones anormales que llevan a que parte
del genoma del fago lambda se separe junto a genes bacterianos cercanos.
Estos eventos producen fagos que no contienen el genoma lambda
completo, fagos defectivos, debido a que una regién de los genes lambda
quedan insertados en el cromosoma bacteriano, por otra parte el cromosoma
bacteriano pierde algunos genes que son llevados por esta anormal escision.
Estos fagos que contienen genes bacterianos junto al material genético del
fago se denominan fagos o particulas de transduccion especializada. Los
fagos de transduccion especializada surgen con una frecuencia muy baja, los
lisados Celulares que contienen a los fagos transductores pueden
denominarse lisados LFT (Low Frequency Transduction - transduccion de
baja frecuencia) o lisados HFT (High Frequency Transduction - transduccion
de alta frecuencia), generalmente los lisados HFT son obtenidos a partir de
una particula transductora producida por una lisado LFT y de un fago
"cooperador”, este fago "cooperador" generalmente es necesario para la
integracion, escision y/o replicacion del fago transductor cuando este es
defectivo, ya que aporta las enzimas necesarias que el fago transductor no
codifica al haber perdido parte de su genoma. La induccién de estos dobles
liségenos produce lisados HFT que contienen al fago transductor y al fago
"cooperador”, y que pueden ser separados mediante gradientes de
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concentracion debido a diferencias en el tamafio de ambas particulas (; Fig.
15) (http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.ph

gals bio+ gal+ bior
Formacién del liségeno

Escision narmal

lambda gal+
dgal

2

3 -

bioé
Escisidn anormal

Fig. 15. Esquema que muestra la formacion del liségeno en forma normal y
alterada durante la transduccion especializada.
(tomada de:http//www.biologia.edu.ar/microgeneral/microianez/27 micro)

Una vez que el fago inyecta el ADN transductante pueden ocurrir diferentes
eventos, en todos los casos después de la inyeccidon, se produce la
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circularizacion y superenrrollamiento del ADN transductor, luego el ADN viral
puede producir la replicacion de la progenie viral mediante un ciclo litico,
puede mantenerse inactivo y eliminarse por segregaciéon, o puede
recombinarse con el material genético bacteriano ( Fig. 16;).

La transduccion es un mecanismo de transferencia de genes bacterianos en

donde participan virus bacterianos o fagos, existen dos tipos de transduccion.

gals bio+ gal+ bio+
Formacién del lisdgeno

gal+ gal+ bio+
| lambda dgal | lambda |

Fig. 16. Esquemas de la formacion del liségeno
(tomada de:http//www.biologia.edu.ar/microgeneral/microian 7 _micr:
Una vez que el fago inyecta el ADN transductante pueden ocurrir diferentes
eventos en todos los casos, después de la inyeccion, se produce el
enrollamiento y el superenrollamiento del ADN transductor, luego el ADN
viral puede producir la replicacion de la progenie viral mediante un ciclo litico,
puede mantenerse inactivo y eliminarse por segregacion, o puede
recombinarse con el material genetico bacteriano, recombinacion del ADN en

la transduccion especializada la recombinacién del ADN transductor puede
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ocurrir por tres vias diferentes: recombinaciéon doble-sitio-especifica: es un
caso particular de la recombinacion sitio especifica, el ADN del fago
transductor que contiene el sitio para la integracion y en presencia de los
adecuados productos genéticos, que generalmente son provistos por el fago
"cooperador”, puede sufrir una recombinacién doble-sitio-especifica con el
sitio de fijacion del fago en el cromosoma, generalmente, esto produce un
merodiploide (parcialmente diploide) en el ADN bacteriano debido a que éste
posee dos copias del mismo gen, una propia y otra insertada con el ADN del

fago transductor.

Recombinacién por adiciéon: La recombinacion entre las dos copias del
ADN bacteriano lleva a la incorporacién de toda la molécula de ADN del fago
transductor y se forma un merodiploide, los transductantes de adicién pueden
ser generados sencillamente por la formaciéon de ciertos empalmes entre una
cadena del ADN transductante y bacteriano (holliday junction-uniones de
carga) que llevan a la integracion del ADN del fago transductor de manera
analoga a la integracion del transductor por recombinacion sitio-especifico

(Fig. 17).

Fig. 17. Esquema de las uniones de carga en la recombinacién por adicién
(tomada de:http//www.biologia.edu.ar/microgeneral/microianez/27 micro

Recombinacién por sustitucién: La secuencia de informaciéon del ADN del
fago transductor es transferida al ADN bacteriano sin la incorporacién de todo
el ADN transductor, este tipo de transductante es estable y se mantiene
haploide ( Fig. 18).
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gal+

—i—i—a —8i—8

gal- bio+ gal+ bio+

Fig. 18. Esquema de la recombinacion por sustitucion
(tomada de:http//www biologia.edu.ar/microgeneral/microianez/27 _micro)

4.3.- Transposicional.

El proceso por el que los genes se mueven de un lugar a otro en el genoma,
ocurre en las frecuencias de 10-5-10-7 por generacién, por lo tanto los genes
en los organismos vivos son relativamente estables, no todos los genes son
capaces de transposicion, ya que esta ligada a la presencia de elementos
genéticos especiales llamados elementos transponibles, a través de analisis
genético se utiliza el método de hibridacion del ADN y técnicas de
secuencias se localizaron estos y son: los transposénes y secuencia de
insercion.

4.3.1. Transposones (Tn)

Los transposones son fragmentos de ADN incorporados en el ADN
cromosoémico, a diferencia de los Episomas y pro-fagos, los transposénes
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contienen un gen que produce una enzima que cataliza la insercién del
Transpos6n a un nuevo sitio, también tienen secuencias repetidas de cerca
de 20-40 nucleétidos de largo pegadas a cada extremo, las secuencias de
insercion son cortas (60 a 1500 pares de bases de longitud), los
transposones sencillas no tienen mas genes que los necesarios para la
transposicion, los transposénes complejos son muchos mas largos y pueden
llevar genes adicionales, los genes incorporados en los transposones
complejos se conocen como “genes saltarines” dado que pueden moverse a

lo largo del cromosoma y también de cromosoma en cromosoma (;Fig. 19)

Gen inactivado por

| lainsercién de un Q
: transposon |

Fig. 19. Esquema del transposén en un sitio de la cadena

(tomada de:(http//www biologia.edu.ar/microgeneral/microianez/27 micro)

Estos llevan genes que codifican una fransposasa, la enzima requerida para
la transposicién y se tienen pequefias repeticiones terminales invertidas en
los extremos de su ADN, la longitud de estas varian desde 40 kpb en los
elementos es mas sencillas a mas de 1.000 kpb en algunos transposénes,
cada uno tiene un numero especifico de pares de bases en sus repeticiones
terminales’.
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5. CONJUGACION.

Es un proceso de transferencia de genes entre dos células en contacto, este
proceso se inicia cuando el pelo sexual de la célula donante alcanza la
envoltura de una célula receptora, el contacto célula-célula se alcanza
presumiblemente o por la contraccion o por el desensamblaje del pelo
sexual, el apareamiento entre las células es inestable en un principio pero

luego es especificamente estabilizado mediante ciertas proteinas ( Fig.20)

La transferencia de genes mediante conjugacion esta codificada en ciertos
tipos de Plasmidos, los Plasmidos son moléculas circulares (covalentemente
cerradas) de ADN extracromosomal que se duplica en forma auténoma, sin
embargo, ciertos tipos de éstos pueden integrarse al cromosoma bacteriano
y duplicarse como cualquier caracter cromosomal, estos Plasmidos que
pueden integrarse se denominan Episomas. Algunos Plasmidos permiten
realizar el contacto entre células pero no pueden transferir su ADN, estos
Plasmidos son conjugativos pero no movilizables Tra+ mob-

(http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)

Otros plasmidos, contrariamente, pueden ser no conjugativos pero
movilizables (Tra- mob+), los plasmidos que tienen ambas caracteristicas,
conjugativos y movilizables (Tra+ mob-), se denominan auto-transferibles, los
plasmidos no conjugativos pero movilizables pueden ser eficientemente
transferidos a células receptoras cuando en la célula donante existen otros
plasmidos conjugativos que permiten el contacto célula-célula

(http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)

La conjugacion se ha estudiado ampliamente en Escherichia coli por medio
del Factor F que es un Plasmido conjugativo y movilizable de 94.5 kb capaz

de integrarse al cromosoma bacteriano, este factor codifica la sintesis y
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ensamblaje del pelo sexual, y las funciones que median la transferencia de
una copia del Factor F a una célula receptora.

Célula conjugativa (F+), con
su pelo sexual, y otra no
conjugativa (F-)

Contacto entre las dos
células por medio del pelo
sexual

Contraccion del pelo sexual y
contacto célula-célula. Se
forma un poro por donde
pasa el ADN de cadena
sencilla desde la célula
dadora a la receptora

Sintesis de las cadenas de
ADN conjugativo: continua
en la célula donadora y

discontinua en la receptora

Sellado de los poros y
separacion de las células.
Cada una de ellas contiene
una copia del Factor F

Fig. 20. Pasos de la transferencia de la informaciéon genética de una célula
F*aunaF"
(tomada de:http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.ph
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Tn1000
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F4F 4

ori7T

oriVv

Fig. 21. Esquema de ubicaciénde Ori T
(tomada de:http//www.biologia.edu.ar/microgeneral/microianez/27 _micro)

El Factor F contiene una region de 35 kb que estan involucradas en la
conjugacion y transferencia, esta region contiene al Ori T ( Fig. 21) que es el
sitio en donde se inicia la transferencia de ADN y al menos 28 genes que son
designados Tra y Trb esta regién de 35 kb se denomina regulén Tra, debido
a que los genes Tram y Traj forman transcriptos separados mientras que los
restantes genes forman un unico operén, el locus (sitio en el genoma) que
contiene al Ori T se denomina mob (Basis of Mobility-bases de movilidad), la
presencia del locus mob en un Plasmido indica que el Plasmido puede ser
transferido a otras células por medio de los productos de los genes Tra de
otros Plasmidos conjugativos, las células con el locus mob son denominadas
mob+, pero se debe destacar que no todas las células mob+ pueden ser
movilizadas por cualquier Plasmido conjugativo, el pelo sexual f es un cilindro
hueco de aproximadamente 20 um de largo, 8 nm de diametro externo y 2
nm de diametro interno, que es lo suficientemente grande para el pasaje de
una molécula de ADN de cadena sencilla, este pelo esta formado por un
unica subunidad proteica denominada pilina que se encuentra codificada por
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el gen Tra, la pilina es sintetizada originalmente como un polipéptido de 121
aminoacidos pero aparentemente es convertido, por el producto del gen
Traq, en un polipéptido funcional de 70 aminoacidos para el ensamblaje de
este pelo se requieren al menos 11 genes mas el arreglo de las subunidades
de pilina en el pelo es similar a la que se halla en la cola de los fagos
filamentosos (http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)

El apareamiento efectivo entre dos células donantes es impedido por la
exclusidon de las superficies, la que requiere de los productos de los genes
Tras y Trat localizados en la membrana citoplasmatica y en la membrana
externa, respectivamente, aunque el contacto pelo-envoltura puede ocurrir
entre dos células donantes, la exclusibn de las superficies impide el
apareamiento entre dos células donantes, ademas si bien se puede transferir
ADN cuando el pelo f se encuentra extendido, generalmente la transferencia
de ADN ocurre después del apareamiento célula-célula que es estabilizado
por los productos de los genes Trag y Tran, en cambio, aun se desconoce

como se desestabiliza el apareamiento y cdmo se separan las células

Apareamiento célula-célula que es estabilizado por los productos de los
genes Trag y Tran, en cambio aun se desconoce como se desestabiliza el

apareamiento y cOmo se separan las células.

El Factor F es transferido desde la célula donante hacia la célula receptora
en forma de de cadena sencilla lineal con el extremo 5' en primer lugar,
cuatro o cinco productos de los genes Tra estan involucrados en la sintesis
del ADN donante conjugativo y algunos eventos deben ocurrir antes que
comience la sintesis de este ADN, entre éstos se halla el nickeado (rotura) de
una de las cadenas del factor f este factor es fracturado en el Ori T por el
producto del gen Trai, y que se mantiene unido al extremo 5' de la cadena

cortada. la proteina Trai, que junto al producto del gen Tray tiene actividad de
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Endonucleasa, posee actividad de Helicasa y ATPasa, y separa la cadena de
ADN conjugante durante la Translocacion utilizando ATP, aunque se conoce
el sentido en el que es transferido el ADN durante la conjugacion, todavia es
incierto el rol de ciertas proteinas en el anclaje y proteccion del ADN, y en la
formacion de poros en las membranas, se ha propuesto que el ADN de
cadena sencilla es protegido durante la transferencia por las Proteinas SSB
(single strand-binding proteins) tanto en la célula donante como en la célula
receptora, la transferencia del extremo 5' es acompanada por la sintesis
continua de la cadena de ADN complementaria en la célula donante,
mientras que en la célula receptora, el ADN de cadena sencilla transferido

sirve como base para la sintesis discontinia de la cadena complementaria

Las células pueden denominarse de diversas maneras en relacion al estado

en que se encuentra el Factor F dentro de ellas:

Se basa en el intercambio unidireccional de informacion genética desde una
bacteria donante a otra receptora mediante un contacto real, la conjugacion
se produce en la mayoria de las eucariotas, entre miembros de la misma
especie, pero se ha demostrado también entre Procariotas y células

vegetales, animales y hongos.

Los plasmidos son los elementos genéticos que con mayor frecuencia se
transmiten de esta forma, la capacidad de conjugacién depende de la
presencia en la bacteria de plasmidos conjugativos que contienen los genes

necesarios para tal proceso.
Un ejemplo muy conocido de Plasmido conjugativo lo constituye el Plasmido

F de E. coli que codifica diversas proteinas necesarias para la conjugacion,

incluyendo el pili sexual.
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Esta es una estructura especializada esencial para el contacto entre la
bacteria donadora y la receptora, en general, los Plasmidos conjugadores
solamente causan la transferencia de su propio material genético pero en
ocasiones el Plasmido puede integrarse al cromosoma bacteriano y por tanto
al momento de conjugar, se transferira no solo a si mismo sino también a los
genes cromosOmicos que se encuentran tras él, tedricamente todo el
cromosoma podria ser transferido, lo que requeriria mas de 2 horas, pero la

union entre las bacterias por medio del pili persiste menos tiempo.

Las cepas bacterianas con el Plasmido F tienen una gran capacidad de
recombinacién por lo que se denominan cepas HFR (High Frecuency of
Recombination), debemos recordar que este es un mecanismo muy efectivo

para la transferencia de genes de resistencia a antibioticos.

5.1. Tipos celulares.

Dentro del intercambio genético a pesar de su naturaleza haploide y de su
reproduccion asexual, existe en primer lugar un proceso fragmentario que
casi nunca implica a los cromosomas completos, en segundo lugar la
transferencia del ADN es solamente en una direccion, del donante al receptor
y en tercer lugar el mecanismo de transferencia del ADN es especializado,
describiéndose de tres tipos:

1.- Conjugacién, cuando es resultado del contacto de célula a célula.

2.- Transduccién, mediado por virus.

3.- Transformacion, en el que participa un ADN libre, aqui la célula donante
generalmente se lisa liberando ADN al medio y algunos de estos ADN libres

(desnudos) son captados por células receptoras.
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5.1.1. Célula F*

Estas células contienen al factor f en el citoplasma, este puede ser
transferido eficientemente a una célula mediante la conjugacion, la
transferencia de genes cromosomales ocurre con una muy baja frecuencia

cuando el factor f se encuentra en este estado ( Fig.22).

5.1.2. Célula F

Estas células no contienen al Factor F y no transfieren ni genes F ni genes
bacterianos, son eficientes células receptoras durante la conjugacion
( Fig. 22).

5.1.3. Célula HFR

Son células que contienen al Factor F integrado al cromosoma, pueden
transferir marcadores cromosomales con alta eficiencia desde un punto fijo
del cromosoma, generando un gradiente de transferencia de marcadores

( Fig. 22)

5.1.4. CélulaF

Son células que tienen en el citoplasma al Factor F asociado con ciertos
segmentos del cromosoma bacteriano, pueden transferir al Factor F y a los
segmentos asociados del cromosoma con alta eficiencia y puede mediar la
transferencia de genes cromosomales por su integracion en regiones
homologas del cromosoma ( Fig. 22)

(http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)

49



Célula F- Célula F+
Célula Hfr Célula F*

Fig. 22. Esquema de los tipos celulares
(tomada de:http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)

5.2. Plasmido F

Un ejemplo muy conocido de Plasmido conjugativo lo constituye el Plasmido
F de E. coli que codifica diversas proteinas necesarias para la conjugacion,
incluyendo el pili sexual, esta es una estructura especializada esencial para
el contacto entra la bacteria donadora y la receptora, en general los
Plasmidos conjugadores solamente causan la transferencia de su propio
material genético pero en ocasiones el Plasmido puede integrarse al
cromosoma bacteriano y por tanto al momento de conjugar, se transferira no
solo a si mismo sino también a los genes cromosémicos que se encuentran
tras él, teéricamente todo el cromosoma podria ser transferido, lo que
requeriria mas de 2 horas, pero la unién entre las bacterias por medio del pili
persiste menos tiempo, las cepas bacterianas con el Plasmido F tienen una
gran capacidad de recombinacion por lo que se denominan cepas HFR (High
Frecuency of Recombination), debemos recordar que este es un mecanismo
muy efectivo para la transferencia de genes de resistencia antibiéticos.

5.2.1. Composicion.

Plasmido conjugativo 6 pelo sexual f es un cilindro hueco de

aproximadamente 20 ym de largo, 8 nm de diametro externo y 2 nm de
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diametro interno, que es lo suficientemente grande para el pasaje de una
molécula de ADN de cadena sencilla, este pelo esta formado por un Unica
subunidad proteica denominada pilina que se encuentra codificada por el gen
Tra, la pilina es sintetizada originalmente como un polipéptido de 121
aminoacidos pero aparentemente es convertido, por el producto del gen
Traq, en un polipéptido funcional de 70 aminoacidos para el ensamblaje de
este pelo se requieren al menos 11 genes mas el arreglo de las subunidades
de pilina en el pelo es similar a la que se halla en la cola de los fagos

filamentosos

5.2.2. Funcion.

El Plasmido puede integrarse al cromosoma bacteriano y por tanto al
momento de conjugar, se transferira no solo a si mismo sino también a los
genes cromosoOmicos que se encuentran tras él, tedricamente todo el
cromosoma podria ser transferido, lo que requeriria mas de 2 horas, pero la
unién entre las bacterias por medio del pili persiste menos tiempo, las cepas
bacterianas con el Plasmido F tienen una gran capacidad de recombinacién
por lo que se denominan cepas HFR (High Frecuency of Recombination),
debemos recordar que este es un mecanismo muy efectivo para la

transferencia de genes de resistencia antibiéticos.

5.2.3.Tipos de Plasmidos.

= Episomas. Plasmidos que pueden integrarse.

= Conjugativos no movilizables (Tra+ mob-) permiten realizar el
contacto entre células pero no pueden transferir su ADN,

= No conjugativos movilizables (Tra- mob+), en los plasmidos no
conjugativos pero movilizables pueden ser eficientemente transferidos
a células receptoras cuando en la célula donante existen otros

plasmidos conjugativos que permiten el contacto célula-célula
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= Conjugativos y movilizables (Tra+ mob+) son plasmidos que tienen

ambas caracteristicas y se denominan auto-transferibles.

La conjugacion se ha estudiado ampliamente en Escherichia coli por medio
del factor f que es un Plasmido conjugativo y movilizable de 94.5 kb capaz de
integrarse al cromosoma bacteriano, este factor codifica la sintesis y

ensamblaje del pelo sexual, y las funciones.

5.2.4.Proteina SSB

El ADN de doble cadena requiere desenrollarse para que se pueda llevar a
cabo la copia de cada una de sus cadenas. la separacién de la doble hélice
no ocurre de una manera espontanea, ésta es llevada a cabo por dos
familias de proteinas: las ADN helicasa y las proteinas de union a ADN de
cadena sencilla (Proteinas SSB). las ADN helicasas usan la energia liberada
de la hidrdlisis del ATP a ADP para promover la separacion de las dos
cadenas de ADN, las Proteinas SSB se unen a las cadenas de ADN ya
separadas por la helicasa, evitando que se vuelvan a unir antes de que se
adicionen los nucledtidos correspondientes

(http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)

ADN Topoisomerasas estas enzimas cambian la extension y forma de la
superhélice del ADN, y proporcionan el giro que permite la propagacion

continua de la horquilla de replicacion.

Las Topoisomerasas promueven la separacién o la concatenacion de los
ADN circulares, deshacen los nudos o enredos en el ADN y también
participan de una manera esencial en ciertos tipos de recombinacién, han
sido identificadas dos clases generales de Topoisomerasas en una amplia

variedad de organismos, las Topoisomerasas de tipo | (enzimas de corte-
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cierre) que remueven por cada ciclo de reaccion un giro del ADN, esta
enzima corta una de las dos cadenas de ADN facilitando su rotacién hasta
que se emparejan ambas cadenas, luego se unen los extremos cortados y
con esto queda eliminando un giro de la doble cadena de ADN, en los
Procariotes solo deshacen giros negativos mientras que en los Eucariotes la
ADN Topoisomerasas de tipo | elimina tanto giros negativos como positivos,
las ADN Topoisomerasas de tipo Il remueven giros positivos y negativos en
el ADN, pero a diferencia de las de tipo |, catalizan la ruptura transitoria de
las dos cadenas de ADN, uniendo posteriormente los segmentos de ADN
que han sido cortados, con la ADN Topoisomerasa de tipo |l en cada ciclo se
remueven dos giros negativos o positivos, un tipo especial de ADN
Topoisomerasas de tipo Il que se encuentra en bacterias es la girasa, esta
enzima remueve un giro positivo de la superhélice de ADN e introduce un
giro negativo al ADN de cadena sencilla captado, el cual es protegido de la
accion de Endonucleasas por su asociacion a Proteinas SSB especificas de
la competencia, y forma un complejo de eclipse

(www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php).

5.2.5.Sistema del Operon.

Se denomina operon y le permite a la célula administrar en forma 6ptima sus
reservas energéticas, un operdn consiste en: un promotor que es el blanco
de la regulacion; genes adyacentes que codifican cada una de las enzimas
de una via metabdlica y una secuencia de terminacion de la Transcripcion,
de esta manera, todos los genes constituyentes de un operén, son transcritos
de manera coordinada, como ARNm policistronico, es decir multigénico, que
es traducido secuencialmente en proteinas por los ribosomas, la iniciacion
de la Transcripcion puede regularse de forma positiva o negativa, los genes
bajo control negativo se expresan constantemente a menos que sean

"desconectados” por una proteina represora que evitara la expresion del gen
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mediante su uniébn a una secuencia especifica del ADN denominada
operador, impidiendo que la ARN Polimerasa inicie la Transcripcién en el
promotor, aquellos genes cuya expresion se encuentra bajo control positivo,
no seran transcriptos a menos que esté presente una proteina activadora la
cual se une a una secuencia especifica del ADN y ayuda a la ARN
Polimerasa en los pasos iniciales de la Transcripcion

(http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)

Los operones pueden ser inducibles o reprimibles, se considera que los
operones son inducibles cuando la introduccién de un sustrato en el medio
aumenta la expresion de las enzimas necesarias para su metabolismo, esos
operones inducibles sélo funcionan en presencia de una pequena molécula

llamada inductor.

Por otro lado, un mecanismo regulatorio por represion, es el caso de algunas
enzimas cuya sintesis disminuye cuando se encuentran cantidades
suficientes de los productos terminales de la via metabdlica correspondiente,
esto se denomina "represion por producto final" y en este caso los
metabolitos terminales son moléculas conocidas como co-represores

(http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)

Por otra parte, también existen operones que son regulados a nivel de la
terminacion de la Transcripcion, por un mecanismo especial llamado
atenuacién, que es caracteristico de las vias biosintéticas de aminoacidos y
esta basada en la caracteristica de acoplamiento entre Transcripcion y
traduccion, este es el caso del operon triptofano (frp), en el que el promotor
codifica para un pequefio péptido que contiene 2 frp en una posicion critica,
cuando hay suficiente cantidad del aminoacido en el medio, el péptido se
sintetiza rapidamente a partir del promotor que es transcripto y luego

traducido, esto conduce a un cambio conformacional en el ADN
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correspondiente al operén, que permite que se reconozca una senal de
terminacién de la Transcripcion, entre el promotor y los genes estructurales,
en donde la ARN polimerasa se separa del ADN y termina la Transcripcion.
Por el contrario, cuando no se encuentra suficiente frp, el péptido no podra
sintetizarse y la ARN polimerasa continuara transcribiendo el conjunto de los
genes del operdn, de esta manera, la célula solo sintetizara el aminoacido,
cuando no haya suficiente cantidad en el medio como para utilizarlo para sus
necesidades biosintéticas

(http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)

No solo a nivel de la Transcripcion existe regulacion, sino que también
existen mecanismos reguladores que actuan a nivel de la traducciéon y aun
luego de la misma, la velocidad de la traduccién de las diferentes secuencias
de ARN transcriptos, puede variar mas de 1000 veces, segun el sitio de
unién del ribosoma con el mensajero, en general, el control de la traduccion,
se basa en la obstruccion del sitio de unidén del ribosoma, ya sea por la uniéon
de una proteina al ARN ribosémico en ese sitio, o por el apareamiento de
bases del mismo con otro fragmento de ARN, este es el mecanismo utilizado
para la regulacion de la sintesis de las proteinas ribosomales, cuyos genes
también se encuentran organizados en operones, por ultimo existe también
una regulacién postraduccional, que le es util a la célula bacteriana para
inactivar enzimas innecesarias, ya que hay que considerar que si bien tienen
mecanismos para dejar de producir enzimas cuando no las requieren, éstas
tienen una vida media relativamente larga, y en ciertas ocasiones le es mas
redituable desde el punto de vista energético inactivar las enzimas de una
ruta biosintética, que asumir el gasto de ATP correspondiente al
funcionamiento de la ruta, cuando el producto se encuentra disponible en el

medio (http//www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/genética.php)
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6.- MUTACION.

Como se sabe, las bacterias tienen mecanismos que les permiten variar su
expresion génica favoreciendo la sintesis de los productos de ciertos genes y
reprimiendo las de otros. Estos mecanismos pueden llamarse de variacion
fenotipica, ya que implican una serie de cambios en el fenotipo celular o de la
poblacion bacteriana. a su vez, también tienen mecanismos de variacion
genotipica, que seran igualmente traducidos en cambios fenotipicos, pero
que se basan en una modificacidén de la informacion genética contenida en la
célula. Basicamente existen 2 formas de variacion genotipica en bacterias:

1. El genoma esta sujeto a sufrir cambios debidos a mutaciones.

2. Las células bacterianas pueden intercambiar material genético y de

esa forma sufrir recombinacion.

Una mutacién es un cambio heredable en la secuencia de bases de los
acidos nucleicos que constituyen el genoma de un organismo, que ocurren
en condiciones naturales con una muy baja frecuencia y se deben
fundamentalmente a errores en los procesos de replicacion del ADN, ademas
de las mutaciones espontaneas, pueden ocurrir también mutaciones
inducidas, provocadas por agentes mutagénicos que pueden ser quimicos,
fisicos o biologicos los cuales proporcionan una herramienta para introducir
cambios en el genoma bacteriano en el laboratorio, la mayoria de estos
errores o alteraciones introducidos en el genoma, son corregidos por los
mecanismos de reparacion del ADN, pero algunos escapan a la correccion y
pueden dar lugar a cambios heredables que proporcionan una diversidad
genética, dada la baja frecuencia de mutaciones, solo los microorganismos,
con su alta tasa de crecimiento, pueden alcanzar las cifras suficientemente
altas como para que sean detectables, las mutaciones en bacterias,
frecuentemente afectan propiedades facilmente reconocibles como

requerimientos nutricionales, morfologia o resistencia a antibi6ticos
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6.1. Variaciones de la mutacion

= Selectivas

= No selectivas

= Puntuales

= Por cambio de sentido

= Silenciosa

= Sin sentido

=  Supresoras
Algunas mutaciones, pueden conferir al mutante una ventaja frente a la cepa
que le dio origen, bajo ciertas condiciones ambientales, de manera que la
progenie de dicha célula mutante es capaz de superar el crecimiento de la
cepa natural y sustituirla, este es el caso de las mutaciones que confieren
resistencia a los antibiéticos, en las que el mutante resistente se seleccionara
en un ambiente en el que las bacterias estén expuestas al antibacteriano en
cuestion, este tipo de mutaciones se denominan selectivas, en cambio
frente a una mutacién no selectiva la bacteria no adquiere beneficios en
relacion a su progenitor, como por ejemplo: la pérdida de pigmento de las
colonias de Serratia marcescens que se observa al ser cultivadas en agar,
las mutaciones puntuales, son aquellas que implican un cambio en una
unica base, y pueden provocar que se cambie un aminoacido por otro en el
producto proteico (mutacién por cambio de sentido), otras veces no se
traducen en ningun cambio (mutacion silenciosa), ya que como sabemos
existe mas de un coddén para cada aminoacido, también puede suceder que
el coddn se convierta en una sefal de terminacion (mutacion sin sentido) y
en ese caso se traducira una proteina incompleta no funcional

(http://www.hsa.es/org/dmedical/centrales/ap/docs/biomol)

Las Deleciones y las inserciones dan lugar a cambios mas notorios en el
ADN, provocando la pérdida o la incorporacién de cualquier nimero de pares
de bases, por lo que siempre que este no sea un multiplo de 3 se produciran

mutaciones por desplazamiento del marco de lectura que suelen provocar la
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pérdida total del fenotipo, muchas mutaciones que originan un producto
proteico defectuoso, pueden ser suprimidas por un segundo evento de
mutacion en otro sitio del genoma (mutaciones supresoras) restaurandose el

fenotipo original.

6.2. Delecion.

Son mutaciones en las que se ha eliminado una region de ADN, presentan
pérdida de una o mas bases, tienen desfases y pueden inactivar un gen, sin
embargo las Delecciones pueden implicar la pérdida de centenares o miles
de pares de bases, algunas Delecciones son tan grandes que afectan a
varios genes, si alguno de los genes es esencial la mutacion sera letal, tales
Delecciones no se pueden restaurar por otras mutaciones sino sélo a través
de recombinacion genética, de hecho una manera de distinguir las grandes
Delecciones de las mutaciones puntuales se basa en distinguir que las
ultimas son reversibles por otras mutaciones mientras que las primeras no
(Fig. 23y 24 ).

6.3. Insercion.
Ocurren cuando se anaden nuevas bases al ADN, como las Delecciones, las

inserciones pueden deberse a una sola base o a muchas, las
microinserciones derivan de errores replicativos, como las Delecciones, pero
las inserciones grandes son resultado de errores que ocurren durante la
recombinacién genética, las inserciones inactivan el gen, muchas de estas
mutaciones se deben a la insercidon de secuencias especificas de ADN, de

700-1,400 kpb de longitud llamadas secuencias de insercion (Fig. 23 y 24)

6.4. Inversion.

Es una mutacion a gran escala que también parece implicar reordenamiento
llevados a cabo por errores en la recombinacién, los segmentos particulares
de ADN resulta invertida respecto al resto del ADN (Fig. 23 y 24)

58



TIPOS DE MUTACION

Inversion

i N

Insertion

.

Chromosoma 20

Chiraomosorne 20
Cnromosomas 4

Chromosome 4

Translocation

Darivatve
CThromocaecsme 20

Fig. 23. Tipos de mutaciones

(Tomado de:http//www.garlandscience.com/ecb/about.html)
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Delecion
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Duplicacion
2 3
1 2 3 4 1 L] 1 8 2 4
Inversion
1 2 x 3 4 1 2 ;’ & 8
.T
5 6 7 8 5 & 8 £l

Translocacidn reciproca

Fig. 24. Mutaciones por delecién, insercion e inversion
(tomado de:(http//www.biologia.edu.ar/microgeneral/microianez/27 micro)

6.5. Corrida de lectura (“Frameshift”)

Como el cédigo genético se lee desde un extremo en bloques consecutivos
de tres bases, cualquier delecion o insercion de una base origina un desfase
en el marco de lectura y la traduccion del gen resulta completamente

alterada,
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6.6. Traslocacion o Transversion.

En esta, largos trozos de ADN se llevan a una nueva localizacidon que
también parecen implicar reordenamientos llevados a cabo por errores en la

recombinacion (http//www.hsa.es/org/dmedica/centrales/ap/docs/biomol)
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7. RESISTENCIA A LOS ANTIBACTERIANOS.

El problema mas grave al cual se enfrentan los profesionales de la salud, es
a las cepas multiresistentes a la actual antibioticoterapia, este hecho que hoy
en dia se presenta un gran reto que se tiene no solo para los médicos y otros
profesionistas del area, sino también para la industria farmacéutica. Por ello
es importante conocer cuales son los mecanismos por los que se va creando

la resistencia y/o multiresistencia a los farmacos®.

7.1. Plasmido R

Como ya se mencioné anteriormente, la transferencia de genes mediante
conjugacion esta codificada en ciertos tipos de Plasmidos, los Plasmidos son
moléculas circulares (covalentemente cerradas) de ADN extracromosomal
que se duplica en forma auténoma, sin embargo ciertos tipos de éstos
pueden integrarse al cromosoma bacteriano y duplicarse como cualquier

caracter cromosomal

El plasmido R constituye uno de los grupos de plasmidos mas extendidos y
mejor estudiados, confiere resistencia a los antibidticos y a otros inhibidores
del crecimiento, los plasmidos R se descubrieron inicialmente en Japén en
cepas de bacterias entéricas que habian adquirido resistencia a varios
antibacterianos (resistencia multiple) y desde entonces se han encontrado en

otras partes del mundo, la aparicion de bacterias resistentes®.

7.2. GengyrA

En las cepas Hfr el resultado de la integracion del plasmido f en el
cromosoma, da como resultado la aparicion de varios sitios distintos de

insercion, es posible el surgimiento de varias cepas Hfr diferentes, una cepa
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Hfr donadora siempre cedera los genes en el mismo orden comenzando en

la misma posicion®.

7.3 GengyrB
En cepas Hfr de origen independiente transfieren los genes en secuencias

diferentes®.
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8. INGENIERIA GENETICA

Ingenieria genética,’conjunto de técnicas” que permiten modificar las
caracteristicas de un organismo en un sentido predeterminado mediante la
alteracion de su material genético, es un término muy amplio que abarca
desde la mutagénesis hasta la seleccion artificial para la mejora de animales
o plantas, la ingenieria genética suele utilizarse para conseguir que
determinados microorganismos, como bacterias o virus aumenten la sintesis
de compuestos, formen compuestos nuevos o se adapten a medios
diferentes, asi como para la obtencion de animales y plantas transgénicos,
animales knockout (también llamados KO) que tienen determinados genes
inactivados, lo que permite comprobar el efecto que dicha inactivacion ejerce
sobre el metabolismo, otra aplicacion de esta técnica, también denominada
técnica de ADN recombinante, incluye la terapia génica, la aportacion de un

gen funcional a una persona que sufre una anomalia genética®.

La “ingenieria” genética consiste en la manipulacion del ADN, en este
proceso son muy importantes las llamadas enzimas de restriccion producidas
por varias especies bacterianas. Las enzimas de restriccion son capaces de
reconocer una secuencia determinada de la cadena de unidades quimicas
(bases de nucledtidos) que forman la molécula de ADN y romperla en dicha
localizacion. Los fragmentos de ADN asi obtenidos se pueden unir utilizando
otras enzimas llamadas Ligasas, Por lo tanto las enzimas de restriccion y las
Ligasas permiten romper y reunir de nuevo los fragmentos de ADN, también
son importantes en la manipulacion del ADN los llamados vectores, partes de
ADN que se pueden autorreplicar (generar copias de ellos mismos) con
independencia del ADN de la célula huésped donde crecen, estos vectores
generalmente Plasmidos o virus, permiten obtener multiples copias de un
fragmento especifico de ADN, lo que hace de ellos un recurso util para

producir cantidades suficientes de material con el que trabajar, el proceso de
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introduccién de un fragmento de ADN en un vector se denomina clonacién,
ya que se producen copias multiples de un fragmento especifico de ADN.
Otra forma de obtener muchas copias idénticas de una parte determinada de
ADN es la reaccion en cadena de la polimerasa, este método es rapido y
evita la preparacién de genotecas de ADN (clones de ADN) (; Fig. 25) “.

4 Enzima de restriccion
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Fig. 25. (Tomado de Enciclopedia Encarta 2005)

La “terapia génica” consiste en la aportacién de un gen funcional a las células
que carecen de esta funcion, con el fin de corregir una alteracién genética o
enfermedad adquirida, la terapia génica se divide en dos categorias, la
primera es la alteracion de las células germinales, es decir espermatozoides
u ovulos, lo que origina un cambio permanente de todo el organismo y
generaciones posteriores, esta terapia génica de la linea germinal no se
considera en los seres humanos por razones éticas, el segundo tipo de
terapia génica, terapia somatica celular es similar a un trasplante de 6rganos.
En este caso uno o mas tejidos especificos son objeto, mediante tratamiento
directo o extirpacion del tejido, de la adicion de un gen o genes terapéuticos

en el laboratorio junto a la reposicion de las células tratadas en el paciente.
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Se han iniciado diversos ensayos clinicos de terapia genética somatica

celular destinados al tratamiento de canceres o enfermedades sanguineas,

hepaticas, o pulmonares®.

8.1. Usos y aplicaciones

La “ingenieria” genética tiene numerosas aplicaciones en campos muy

diversos, que van desde la medicina hasta la industria, por ejemplo:

El gen para la insulina, que por lo general sélo se encuentra en los
animales superiores, se puede ahora introducir en células bacterianas
mediante ingenieria genética, después la bacteria puede reproducirse
en grandes cantidades constituyendo una fuente abundante de la
llamada insulina recombinante, a un precio relativamente bajo, de esta
forma, la produccion de insulina no depende del variable suministro de
tejido pancreatico animal.

Otra aplicacion importante de la ingenieria genética es la fabricacion
de factor VIII recombinante, el factor de la coagulacién ausente en
pacientes con hemofilia, casi todos los hemofilicos que recibieron
factor VIIl antes de la mitad de la década de 1980 han contraido el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) o hepatitis por la
contaminacién viral de la sangre utilizada para fabricar el producto,
desde entonces se realiza la deteccidon selectiva de la presencia de
VIH (virus de la inmunodeficiencia humana) y virus de la hepatitis C en
los donantes de sangre, y el proceso de fabricacion incluye pasos que
inactivan estos virus si estuviesen presentes. La posibilidad de la
contaminacion viral se elimina por completo con el uso de factor VIl
recombinante* (Fig. 26).

Aumento de la resistencia de los cultivos a enfermedades, la

produccion de compuestos farmacéuticos en la leche de los animales,
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la elaboracién de vacunas, y la alteracién de las caracteristicas del
ganado®.

Obtencion de organismos transgénicos, en los que se han introducido
determinados genes de interés.

La clonacién, que supone la extraccion del nucleo de un 6vulo para
sustituirlo por el nucleo de otro animal de la misma especie, después,
ese ovulo se implanta en el utero de otro animal y, de esta manera, se
obtiene un animal genéticamente idéntico al organismo del que se
habia obtenido el nicleo original, en febrero de 1997, se hizo publica
la noticia de que habia sido clonado el primer mamifero adulto: una
oveja, a la que bautizaron con el nombre de Dolly, este
descubrimiento, que supuso una auténtica revolucién biotecnolégica,
planteé una gran controversia mundial por sus implicaciones legales,

morales y éticas.

1. Se extraen células 2. En el laboratorio
del paciente. se modifica un

virus de forma que

no pueda reproducirse.
7. Las células modificadas & x 3. Se inserta

genéticamente producen un gen en
1a proteina o 1a hormona el virus.
deseada.

6. Las células modificadas
se inyectan al paciente.

4. El virus modificado
se mezcla con células
del paciente.

5. Las células del paciente
se modifican genéticamente.

Fig. 26 (Tomado de Enciclopedia Encarta 2005)
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Mientras que “los beneficios potenciales de la ingenieria genética” son
considerables, también lo son sus riesgos, ya que muchas veces se emplean
como vectores microorganismos infecciosos como los virus, por ejemplo, la
introduccion de genes que producen cancer en un microorganismo infeccioso
comun, como el virus influenza, causante de la gripe, podria ser muy
peligrosa, por consiguiente, en la mayoria de las naciones, los experimentos
con ADN recombinante estan bajo control estricto, y los que implican el uso
de agentes infecciosos sblo se permiten en condiciones muy restringidas.
Otro problema es que, a pesar de los rigurosos controles, es posible que se
produzca algun efecto imprevisto como resultado de la manipulacion
genética, de hecho, algunos grupos ecologistas han manifestado su
desconfianza sobre los cultivos de plantas transgénicas ante el temor de que
estos nuevos genes pudieran resultar perjudiciales para la salud humana,
indujeran respuestas alérgicas o incluso pudieran llegar a introducirse en

especies vegetales relacionadas®.
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Ill. CONCLUSIONES.

El conocimiento de los mecanismos moleculares existentes en las diversas
especies Utiles y patdgenas para el hombre, ha redituado en logros en todos
los campos de la biologia;
= En la produccion y mejoramiento de elementos necesarios para la
supervivencia de la raza humana.
= En el control y erradicacién de muchas enfermedades.
= Entendimiento de varios de los procesos vitales para las células, la
interaccion de dos de las biomoléculas mas importantes para su
supervivencia: las proteinas y el ADN.
= Es necesario ahondar todavia mas en el entendimiento y descripcion
de la interaccién de las proteinas y el ADN, sobre todo dentro de
organismos que sean de interés para el desarrollo econémico del

hombre, o que presenten una amenaza para sus planes de salud.
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IV GLOSARIO:

ADN.- Acido desoxirribonucleico, el material hereditario de las células y

algunos virus.

ADN POLIMERASA.- Una enzima que sintetiza una nueva cadena de ADN
en la direccion 5°a 3utilizando una antiparalela como molde.

ANTICODON.- Una secuencia de tres bases en el ARNt que se empareja
con un cododn durante la sintesis de proteinas.

ANTIPARALELO.- En relacion con el ADN bicatenario o de doble cadena,
una que va en direcciéon 5" a 3’y la otra que va en la direccibn 3" a 5.

ARN.- Acido ribonucleico, implicado en la sintesis de proteinas como ARN
mensajero, ARN de transferencia y ARN ribosomico.

ARN POLIMERASA.- Una enzima que cataliza la sintesis ARN en direccion
5" a 3’ utilizando una cadena antiparalela de ADN como molde.

BACTERIA.- Un grupo de procariotas filogenéticamente relacionados y
distinto del grupo Archaea.

CELULA.- La unidad fundamental de la materia viva.

CODON.- Una secuencia de tres bases en el ARNm que codifica un
aminoacido.

CONJUGACION.- Transferencia de genes de una célula procariética a otra
por un mecanismo que incluye contacto célula a célula y un plasmido.

CROMOSOMA.- Una molécula de ADN que en procariotas es circular en

generalmente pero lineal en eucariotas, que porta los genes esenciales para
las funciones celulares.

ENLACE COVALENTE.- Union quimica en la que los electrones se
comparten entre dos atomos.

ENLACE FOSFODIESTER.- Tipo de unién covalente entre nucled6tidos de
un polinucledétido.
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ENZIMAS.- Una proteina que tiene la capacidad de acelerar catalizar una
reaccion quimica especifica.

FENOTIPO.- Las caracteristicas observables de un organismo

GEN.- Un segmento de ADN que codifica una proteina via ARNm, un ARNt
o un ARNr.

GENOMA.- Todos los genes contenidos en una célula o virus.

GENOTIPO.- La constitucion genética precisa de un organismo.

INICIADOR.- Una molécula normalmente un polinucleétido al que se le une

el ADN polimerasa para unir el primer desoxirribonucleétido durante el
proceso de replicacion del ADN.

LISOGENICA.- Bacteria que contiene un profago.

MUTACION.- Cambio heredable en la secuencia de nucleétidos (bases) del
ADN (genoma) de un organismo.

NUCLEOTIDO.- Mondmero de un acido nucleico conteniendo una base
nitrogenada adenina, guanina, citosina, timina o uracilo, una molécula de
fosfato y un azucar, ribosa en el ARN o deoxirribosa en el ADN.

OPERON.- Un grupo de genes cuya expresion esta controlada por un tnico
operador.

PLASMIDO.- Elemento genético extracromosomal que no tiene forma
extracelular.

PROMOTOR. Una region del ADN a la que puede unirse el ARN polimerasa
para comenzar la transcripcion.

PROTEINA ACTIVADORA.- Es una proteina reguladora que se une
especificamente a sitios del ADN y estimula la Transcripcion.

PROTEINA REPRESORA.- Es una proteina reguladora que se une a sitios
especificos y que bloquean la Transcripcion.

REPLICACION. Sintesis de ADN utilizando otro ADN como molde.
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REPLICACION SEMICONSERVATIVA. Sintesis de ADN que da lugar a dos
nuevas hélices bicatenarias, cada una de ellas tiene una vieja cadena
llamada parental y otra nueva llamada progenie.

TRADUCCION.- Sintesis de proteinas usando la informaciéon genética del
ARN como molde.

TRANSCRIPCION.- Sintesis de ARN usando ADN como molde.

TRADUCCION.- Sintesis de proteinas usando la informacién genética del
ARN como molde.

TRANSDUCCION.- Transferencia de genes del hospedador de una célula a

otra por un virus.

TRANSPOSON.- Tipo de elemento transponible que lleva genes adicionales

a los implicados en la transposicion.
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