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Resumen

Recientemente se publicé la teoria de disipacién termodindmica para el
origen de la vida [1, 2] en la que se propone que la vida surgié como un
proceso irreversible cuya funcion termodinamica era la de disipar el poten-
cial foténico generado por el Sol y el espacio exterior, misma funcién que la
vida lleva a cabo en nuestros dias. Particularmente la teoria propone que en
el origen de la vida, hace 3.85 mil millones de anos aproximadamente, las
moléculas de DNA y RNA jugaron un papel muy importante como estruc-
turas disipativas convirtiendo en calor la energia de los fotones UV-C que
incidian en la superficie de la Tierra provenientes del Sol, es decir los fotones
con longitud de onda entre 230 y 290 nm. Dicha propuesta esta basada, por
un lado, en el hecho de que las moléculas de DNA y RNA convierten en calor,
mediante un mecanismo llamado conversion interna, casi toda la energia de
los fotones UV-C que absorben; la conversion interna consiste en la trans-
formacion de la energia de excitacion electrénica en vibraciones y rotaciones
moleculares. Por otro lado estd basada en la estimacion de Carl Sagan [3] de
que la atmosfera primitiva permitia el paso directo a la superficie de la Tierra
de los rayos UV con longitudes de onda entre 240 y 290 nm, justo en el rango
de absorcion del DNA y el RNA. Ademas, segin esta teoria, la reproduccion
de las cadenas de DNA y RNA en la sopa primitiva, uno de los problemas
centrales en el estudio del origen de la vida, pudo haberse llevado a cabo
mediante un mecanismo asistido por luz UV y temperatura, llamado meca-
nismo UVTAR, en el que la capacidad disipativa de estas moléculas jugé un
papel fundamental porque el calor que ellas mismas producian al disipar los
fotones UV-C pudo ser absorbido por el agua y asi aumentar localmente la
temperatura alrededor de las moléculas de DNA y RNA lo cual, a su vez,
produciria su desnaturalizacién abriendo asi la posibilidad a su replicacion.
Dado que la disipacion de fotones UV-C en calor es un proceso irreversible y
que por tanto produce entropia, esta teoria le da a la vida una razén termo-
dindmica para su aparicion y proliferacién segtin el principio de Onsager, el
cual establece que el surgimiento de un nuevo proceso irreversible (la vida)
en un sistema que estd fuera del equilibrio y en contacto con sus alrededores



Resumen 3

(la Tierra primitiva en interaccién con su ambiente solar) ocurre siempre y
cuando tal proceso incremente la produccion de entropia global de dicho sis-
tema.

Con el propésito de comenzar a investigar la veracidad de esta nueva
teoria se ha disenado un experimento para poner a prueba el primer paso del
mecanismo UVTAR, i.e. para comprobar la hipdtesis de que gracias a la ca-
pacidad disipativa del DNA, este puede ser desnaturalizado irradiandolo con
la luz UV manteniendo constante la temperatura de la solucién que lo con-
tiene, y que la suspensién de la irradiacion UV permite su renaturalizacion
a esa misma temperatura. En el experimento fueron sometidas a radiacién
UV-C soluciones de DNA de origen biolégico y sintético. Registrando la ex-
tincién de la luz incidente (absorcién + dispersién) entre 200 y 800 nm se
ha logrado obtener evidencia de que la luz UV-C puede desnaturalizar, al
menos parcialmente, una muestra de DNA genémico de esperma de salmoén
y de levadura (S. cerevisiae) mantenidas a 40 y 55°C, y se observa que este
efecto es reversible y reproducible bloqueando y desbloquenado el paso de
la luz UV-C sobre la solucion. El mismo experimento se llevé a cabo con
cadenas sintéticas de 25 y 48 pares de bases a temperaturas mas altas (70 y
75°C) obteniendo los mismos resultados.

La primera parte de este escrito da una idea general sobre el estudio del
origen de la vida y del aspecto innovador que la teoria de disipacion termo-
dinamica para el origen de la vida aporta a tal estudio. Después se exponen
conceptos bésicos sobre el DNA y su importancia en el comienzo de la vida,
asi como las propiedades fisicas que pudieron favorecer su proliferacién en las
condiciones de la Tierra primitiva. Luego se resume el mecanismo mediante
el cual la teorfa de disipacion termodindmica pretende explicar la replicacién
del DNA y RNA bajo las supuestas condiciones de la Tierra primitiva; y
finalmente se exponen los detalles del experimento con el que se comprueba
el primer paso de dicho mecanismo, es decir del efecto de desnaturalizacion
y renaturalizacién bajo ciclos de irradiacion UV a temperatura constante.
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Capitulo 1

Preambulo

El analisis de las rocas més antiguas, incluidos meteoritos, sugiere que el
planeta Tierra se formé hace 4.54 mil millones de anos aproximadamente, y
la evidencia indiscutible méas antigua de vida en la Tierra, interpretada como
una bacteria fosilizada, data de hace 3 mil millones de anos, aunque hay cierta
evidencia biolégica que parece mostrar la presencia de vida desde hace 3.85
mil millones de anos. Esto sugiere que la vida aparecié relativamente poco
después de haberse formado nuestro planeta. Pero cémo es que aparecié y
porqué o para qué, si es que acaso hay una razon.

La primera parte de este capitulo explica, de manera general, qué se
sobreentiende cuando se habla de origen de la vida y como se estudia dicho
origen, y la segunda parte expone por qué surgio la vida segtin la teoria de
disipacion termodinamica para el origen de la vida.

1.1. El estudio del origen de la vida

Actualmente cuando un cientifico habla del origen de la vida hace re-
ferencia a un proceso largo que pudo haber tomado millones de anos en
completarse, que tuvo lugar en la Tierra primitiva hace 3.85 mil millones
de anos aproximadamente y en el que, gracias a diferentes fenémenos fisicos
v a diversas reacciones quimicas, se formaron las moléculas fundamentales
(aminodcidos, carbohidratos, dcidos nuleicos y lipidos) que constituyen a to-
dos los seres vivos, las cuales eventualmente desarrollaron complejas rela-
ciones entre si que permitieron la creacion de los primeros organismos y su
evolucién.

Aunque el estudio del origen de la vida es multidisciplinario, existen dos
lineas de investigacion que abordan este estudio de manera directa; la quimi-
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ca prebidtica y la filogenia molecular. La primera es un intento de crear vida
en el laboratorio porque se enfoca en investigar qué tipo de reacciones quimi-
cas dieron origen a las moléculas de la vida; bajo qué condiciones fisicas se
desarrollaron tales reacciones; como las moléculas se asociaron para formar
seres vivos y ¢émo los seres vivos adquirimos esas caracteristicas que parecen
ser exclusivas de nosotros, la de adaptarnos al medio en el que vivimos, de
autopreservarnos y autoperpetuarnos. La segunda pretende hacer un viaje
hacia atras en el tiempo a través de organismos de diferentes especies ha-
ciendo una comparacién de su informacién genética que permita saber, entre
otras cosas, qué tipo de moléculas y reacciones quimicias son comunes a to-
do ser vivo y a partir de ello inferir como estaban formados y cémo era el
metabolismo de los organismos que dieron origen a toda la biodiversidad que
conocemos hoy: arqueas, bacterias y eucariontes. En esta visiéon va implicita
la suposicién de que todo tipo de vida terrestre desciende de un ancestro
comun.

Desde la perspectiva de la quimica prebidtica, a la cual es mas afin el expe-
rimento que se reporta en este escrito, el primer problema al que se enfrenta
el estudio del origen de la vida es saber cudles eran las condiciones fisicas de
la Tierra primitiva.

De entre las primeras condiciones fisicas estudiadas se encuentra la com-
posicién de la atmésfera primitiva. En 1924 Oparin sugirié que la atmosfera
de la Tierra primitiva era quimicamente reductora, compuesta por vapor de
agua (Hy0O), amoniaco (NHj3), hidrégeno (Hs) y metano (CHy). Pero los es-
tudios de Tian et al.[4] sugieren que la atmdsfera primitiva no fue reductora
sino neutra, formada por HyO, Hy y di6éxido de carbono (CO,). Més tarde,
debido a la suposicion de que la actividad volcanica de la Tierra primitiva era
mucho mayor que en la actualidad, se propuso que la atmésfera pudo haber
contenido CO., didxido de sulfuro (SO2) y HyO, principales gases expulsados
en una erupciéon volcénica.

En cuanto a la temperatura superficial de la Tierra, segin estudios de Knauth
y Lowe[5] basados en is6topos 160 y 180, se cree que era cercana a los 80°C
hace 3.8 mil millones de anos, y que descendié a 70 + 15°C hace 3.5 mil
millones de anos aproximadamente [6].

Respecto a la incidencia de radiaciéon a la atmosfera y superficie terrestre
se sabe que el Sol joven era mas activo debido a una mayor tasa de rotacién
y su espectro era probablemente mas intenso en el rango ultravioleta de lo
que es en la actualidad, y entre 25 y 30 % menos intenso en el rango del vi-
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sible [7]. Cnossen et al. [8] han hecho simulaciones de absorcién y dispersién
de fotones para distintos modelos hipotéticos de la atmodsfera primitiva en
los que se consideran diferentes concentraciones de CO4 a diversas presiones;
sus conclusiones fueron que durante el periodo del Arqueano (entre 4 y 3.5
mil millones de anos atras) la superficie de la Tierra estaba sujeta a una ra-
diacién ultravioleta con longitudes de onda entre 200 y 300 nm en un factor
hasta de 10%! veces mayor que el actual (a 255 nm).

La salinidad inicial de los océanos fue entre 1.5 y 2 veces mayor que el valor
actual y permaneci6 en un nivel alto a lo largo del Arqueano en ausencia de
cratones continentales requeridos para aislar grandes depdsitos de halita y
salmuera producto de la evaporacién del agua de mar [9].

Debido a una alta concentracién de CO5 en la atmosfera primitiva los ocednos
pudieron haber sido acidos. Segin Morse y Mackenzie [10], en los comien-
zos del Hadeano, hace 4.3 mil millones de anos aproximadamente, el pH del
agua de mar fue probablemente de 5.840.2, y para el final del Hadeano, hace
3.8 mil millones de anos, cambié probablemente a un valor mas neutro, ~6.8.

En segundo lugar, el estudio del origen de la vida tiene el reto de averiguar
como, bajo las supuestas condiciones de la Tierra primitiva, se sintetizaron
los compuestos que eventualmente formaron a los primeros organismos con
vida. Esto significa descubrir las reacciones quimicas mediante las cuales se
sintetizaron las moléculas de la vida.

En 1953 fue Stanley Miller quien abrié el camino de esta linea de inves-
tigacion al sintetizar algunos aminodcidos a partir de una mezcla de gases
reductores (NHg, CHy, HoO y Hy) sometidos a descargas eléctricas durante
una semana. Cuando se propuso que la atmésfera primitiva pudo haber sido
més neutra, dominada por nitrégeno (Ny) y COs, se demostré que sometien-
do dichos gases a descargas eléctricas, al igual que en el experimento clasico
de Miller, la sintesis de aminoacidos es menos eficiente, pero agregando in-
hibidores de oxidacién como el hierro ferroso (Fe**) y tampdnes de pH para
que la solucién, producto de la condensacion de los gases, no se hiciera acida,
la sintesis de aminodcidos aumenta entre 10 y 100 veces [11].

En 1959, Joan Or¢ sintetizé adenina a partir de acido cianhidrico [12]. El
acido cianhidrico resulta de la irradiacion con luz UV de las moléculas que
componen una atmésfera no-reductora. La adenina es una de las cuatro bases
nitrogenadas tanto del DNA como del RNA y es también parte esencial de la
molécula que hoy en dia sirve como almacen y fuente de la energia que todo
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ser vivo necesita para llevar a cabo sus funciones vitales, el adenosin trifosfa-
to o ATP. A partir del trabajo de Oré se han reportado sintesis abiotica de
las otras bases nitrogenadas del DNA y RNA bajo las posibles condiciones
en la que se encontraba la Tierra primitiva (ver seccién 2.2).

Si bien hay muchas evidencias de que bajo las condiciones que probable-
mente do minaban a nuestro planeta en el Arqueano pudo haberse llevado a
cabo la sintesis de las moléculas que conforman hoy en dia a los seres vivos
(algunas de esas pruebas se citaran a lo largo de este escrito), aun no se tiene
una vision completa del proceso del origen de la vida y probablemente nun-
ca se tenga. Sin embargo se puede intentar hallar una légica que haya dado
lugar a la aparicién de la vida, como lo intenta hacer la teoria de disipacién
termodindmica para el origen de la vida.

1.2. La teoria de disipacién termodinamica
para el origen de la vida

Fundamentos

A la Tierra incide la radiacién solar compuesta aproximadamente en un
50 % por luz UV y visible mientras que el otro 50 % es infrarrojo. Particu-
larmente la radiacion de longitud de onda corta, i.e. el UV y el visible, se
absorben en la atmosfera y en la superficie terrestre para luego convertirse
en otras formas de energia. A su vez nuestro planeta emite hacia el espacio
radiacién de longitud de onda larga del rango infrarrojo.

Con la radiacion no soélo llega energia sino también entropia. Para siste-
mas conformados por atomos y moléculas la entropia suele ser interpetada
como una medida de qué tan distribuidas estan las cantidades conservadas,
como la energia interna, el momento y el momento angular, en los grados
de libertad del sistema. A mayor distribucién sobre los grados de libertad
mayor entropia. En los sistemas que constan puramente de radiacién, como
un haz de luz, la entropia adquiere un significado semejante. Considérese por
ejemplo el caso de dos haces de luz que transportan la misma cantidad de
energia pero uno de ellos consta sélo de fotones ultravioleta (UV) y el otro de
fotones infrarrojo (IR). Dado que cada fotén UV transporta mayor energia
que un fotén IR (E = hv, vyy > vyg) el haz de luz UV tiene menos fotones
que el de luz infrarroja y por tanto la energia del primero estd mas compacta
(o bien menos distribuida) que la del segundo. Por ello la entropia asociada
al haz de luz UV es menor que la asociada a la de luz infrarroja.
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La teoria de radiacién de Planck de cuerpo negro muestra que tanto la energia
como la entropia asociadas a la radiacién dependen tnicamente de la tem-
peratura del cuerpo que la emite. Para un haz cualquiera de fotones, no
necesariamente de cuerpo negro, la entropia como funcién de la longitud de
onda A estd dado por L(\) [J/m?*Ks| [13]:

nokc NT(N) NT(N) AT(N) NT(N)
L = 1+ —— |In(1 — 1 1.1
() M {( + nohc? G nohc? nohc? . nohc? (1.1)
donde ngy denota el estado de polarizacion del haz, ng = 1 o 2 para un haz
polarizado y no polarizado, respectivamente; k es la constante de Boltzmann,
ces la velocidad de la luz, h la constante de Planck e I(\) es el flujo de energia
alalongitud de onda \. El flujo de energfa I(\) [J/m?s] emitido por un cuerpo

negro por unidad de angulo sélido subtendido y por longitud de onda A es
dada por [13]:

nohc? 1
I(A) = N5 phe/NT _ 1 (1.2)

Evaluado en periodos largos de tiempo (e.g. un ano) la cantidad de energia
emitida por la Tierra en forma de radiacién de onda larga es casi igual a la
absorbida en forma de onda corta. En promedio, el flujo anual de energia
absorbida en forma de onda corta es de ~ 238 W/m? [14, 15]. La diferencia
entre la radiacién absorbida y la emitida en forma de onda larga por la Tie-
rra es de 0.5-1 W/m? [16]. Sin embargo, la entropia asociada a la radiacién
emitida rebasa por mucho la asociada a la radiacién absorbida debido a que
la temperatura del Sol es mucho mayor que la de la Tierra (ver figura 1). Con
base en la ecuacién (1.1) y haciendo una aproximacién de cuerpo gris, Mi-
chaelian [13] ha estimado que el flujo de entropia que sale de la Tierra hacia
el espacio en forma de onda larga es aproximadamente 12 veces mas grande
que el que entra con la radiacion solar. Por tanto la Tierra produce entropia
al intercambiar radiacion con el Sol y el espacio exterior (figura 1). Tanto
las nubes como la superficie terrestre reflejan directamente al espacio parte
de la radiacién solar incidente sin causar cambios en la longitud de onda,
efecto conocido como albedo. Esto provoca una distribucién maés isotrépica
de los fotones en el espacio que la distribucion de esos mismos fotones en la
haz de luz solar incidente (haz paralelo) y por tanto dicha reflexién también
produce entropia [13, 17].

Los procesos que producen entropia son conocidos como procesos disipativos
o irreversibles y le permiten a la naturaleza explorar una mayor cantidad de
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Figura 1.1: La Tierra mantiene un equilibrio radiativo al emitir de regreso al espa-
cio la misma cantidad de energia que recibe del Sol, pero debido a que la radiacion
emitida estd corrida hacia el rojo respecto a la incidente hay entonces un flujo
neto de entropia negativo, i.e. sale mds entropia de la que llega a nuestro planeta
y por tanto la Tierra produce entropia al intercambiar radiacion con el espacio
exterior. Las temperaturas mostradas corresponden a la temperatura promedio de
la superficie del Sol y a la de la atmdsfera de la Tierra. Imagen construida a partir
de la figura 1 de la referencia [18] y de la primer figura que aparece en el sitio
http://earthobservatory.nasa.gov/Features/EnergyBalance /page2.php
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microestados disponibles. Un microestado, o estado microscépico, represen-
ta una configuracién permitida para los componentes microscépicos de un
sistema. Por ejemplo, las posiciones y velocidades a un tiempo dado de las
moléculas de un gas contenido en la atmdsfera representan una configuracion;
de todas las configuraciones posibles cierto numero de ellas son adoptadas
con mayor frecuencia por los componentes del sistema y es ello lo que de-
termina las variables (temperatura y presién, por ejemplo) con las que se
caracteriza el estado macroscépico del sistema (la atmoésfera). Los estados
macroscopicos que percibimos en la naturaleza tienen asociados un mayor
nimero de microestados que otros y por eso suele decirse que la naturaleza
se dirige hacia macroestados con mayor cantidad de microestados; el estado
macroscopico que finalmente adopte el sistema dependerd de las condiciones
a la frontera iniciales, la cinética permitida y las restricciones y perturbacio-
nes externas.

El flujo de entropia debido al intercambio de radiacion con el espacio ex-
terior es lo que dirige y mantiene casi todos los procesos irreversibles que se
llevan a cabo en la superficie y en la atmosfera terrestre. Segin las estima-
ciones de Peixoto et al. [14] el 63 % de la produccién de entropia debido al
intercambio de radiacién (sin tomar en cuenta la generada por la reflexién de
la radiacién solar) se debe a la absorcién y disipacién de los fotones solares
del UV y el visible en la superficie terrestre mientras que este mismo proceso
llevado a cabo en la atmosfera contribuye con el 29 %. El flujo de calor latente
desde la superficie a la atmdsfera asociado al ciclo del agua, la absorciéon de la
radiacion terrestre (de onda larga) en la atmdsfera y el transporte de calor de
regiones calidas a frias por corrientes ocednicas y atmosféricas, incluyendo la
pérdida en calor por la friccion entre las corrientes de aire y la superficie te-
rrestre, son procesos irreversibles que también contribuyen, aunque en menor
grado, a la produccién de entropia de la Tierra en interaccién con su ambien-
te solar [14, 15, 13]. La actividad biolégica en la superficie de la Tierra es,
sin duda, un factor muy importante en dicha produccién de entropia.

La funcion termodindmica de la vida: disipacion de fotones sola-
res.

Los organismos fotosintéticos se encuentran dispersos casi en cualquier
parte de la Tierra en la que haya agua y luz solar y conforman, por mucho,
la mayor parte de la biomasa sobre la superficie terrestre. La fotosintesis
sustenta toda la vida en nuestro planeta y es el proceso a través del cual
un fotén solar de alta energia del espectro visible es convertido, por medio
de diferentes pigmentos organicos como la clorofila, carotenoides, ficolibinas,
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etc., en 30 o més fotones infrarrojo (calor). Una pequena parte de la energia
de los fotones solares absorbidos es utilizada para extraer y fijar el carbono
organico a partir del diéxido de carbono atmosférico. De esta manera los
organismos fotosintéticos se mantienen y se propagan mediante la conversion
de luz solar (de baja entropia) en calor (de mayor entropia) y por tanto con-
tribuyen a la produccién de entropia global de la Tierra [13].

La actividad de los organismos fotosintéticos influye de manera muy impor-
tante en el ciclo del agua. Grandes cantidades de agua son absorbidas por las
raices de las plantas y llevadas hasta las hojas para después ser transpirada
hacia la atmésfera. En los oceanos, el fitoplancton que se encuentra dentro de
la zona eufdtica (los primero 50 m de los mares contados desde la superficie
del agua) absorben la luz solar y la disipan en calor que es eficientemente
absorbido por el agua aumentando asi la temperatura de la superficie de
los mares e incrementando la evaporacién promoviendo huracanes, corrientes
ocednicas, atmosféricas y, principalmente, el ciclo del agua [13]. Debido a
que el ciclo del agua implica flujos de calor latente y difusién de moléculas
de vapor de agua en la atmosfera, contribuye también a la produccién de
entropia global terrestre.

Basado en un resultado de Onsager (1931), el cual muestra que varios proce-
sos irreversibles se pueden acoplar para aumentar la produccion de entropia
globla de un sistema, Michaelian (2012) ha propuesto la hipétesis de que la
vida esta acoplada a algunos procesos irreversibles, principalmente al ciclo
del agua, y que una de las funciones termodindmicas de la vida es ser un ca-
talizador para la ocurrencia de dichos procesos ayudando asi a aumentar la
produccién de entropia global de nuetro planeta. Diversa evidencia empirica
apoya y encaja con esta hipdtesis [13]. Por ejemplo, se sabe que el 90 % de
la energia libre de Gibbs disponible en la luz solar capturada por las hojas
de las plantas es usada en la transpiracion [19]. Kleidon (2008), ha estima-
do que sin las plantas las tasas promedio de evaporacion sobre tierra firme
disminuirian su valor de 2.4 mm/d a 1.4 mm/d, sugiriendo que las plantas
pueden ser responsables de hasta el 42 % de la evaporacion actual [20].

Desde la perspéctiva de esta hipotesis, los animales desempenan la importan-
te funcion de permitir que los organismos fotosintéticos puedan dispersarse
sobre la superficie terrestre distribuyendo sus semillas, fertilizando y propor-
cionando nutrientes con sus excrementos y con su propio cuerpo (al morir)
aumentando asi el potencial para disipar fotones y acoplarse al ciclo del agua
[13]. Entender la funcién termodindmica de la vida podria arrojar pistas sobre
su propio origen.
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El origen disipativo de la vida.

De acuerdo a la seccion anterior la principal funcién termodindmica que
hoy en dia lleva a cabo la vida es la de disipar en calor la energia de los
fotones solares mediante la accién directa de los organismos fotosintéticos
[1]. La disipacién de energia, a menudo llamada degradacién de la energia,
hace referencia a la reduccion, mediante algin proceso irreversible, de la ca-
pacidad de la energia para hacer trabajo 1til. Los organismos fotosintéticos
disipan energia al convertir los fotones del visible en calor. El calor no tiene la
misma capacidad de realizar trabajo que la luz visible porque no puede, por
ejemplo, desplazar los electrones de la clorofila de un orbital molecular con
cierta energia de enlace a otro con menor energia de enlace para asi iniciar
el proceso de fotosintesis.

La teorfa de disipacién termodindmica para el origen de la vida [2] considera
que la capacidad que tiene la vida para producir entropia disipando energia
no es incidental sino la verdadera razon de su existencia. Supone que la vida
comenzd como un proceso irreversible que absorbia y disipaba la luz solar
que incidia sobre la superficie de los mares en el Arqueano y que no existia
como proceso independiente sino que desde sus inicios estuvo intimamente
ligada al ciclo hidrolégico. Segun esta teoria, las moléculas de DNA, RNA y
sus componentes, en particular las bases nitrogenadas, desempenaban en el
origen de la vida, hace 3.85 mil millones de anos aproximadamente, la misma
funcion termodinamica que los organismos fotosintéticos hoy en dia a través
de sus pigmentos organicos. El DNA, el RNA y sus componentes, poseen una
eficiente capacidad de disipar en calor los fotones UV-C, principal fuente de
energia libre en la superfice terrestre en el Arqueano.

En el estudio del origen de la vida, la replicacion de los dcidos nucléicos (DNA
y RNA) mediante un mecanismo primitivo en el que no intervengan enzimas
persiste como uno de los principales problemas a resolver. Desde la perspec-
tiva de la teoria disipativa del origen de la vida, la capacidad disipativa de
dichas moléculas pudo haber facilitado y promovido su replicacién mediante
un mecanismo no-enzimético, llamado mecanismo UVTAR (ver capitulo 3),
gracias a la intensa incidencia de fotones UV-C y a las altas temperaturas de
los mares en el Arqueno. Comprobar si tal mecanismo es factible daria bases
firmes a esta nueva teoria.

El objetivo de este escrito es describir el trabajo con el que se ha comen-
zado a estudiar experimentalmente el mecanismo UVTAR.
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Capitulo 2

El DNA

El acido desoxirribonucleico, mejor conocido como DNA por sus siglas en
inglés, es una de las moléculas fundamentales para la vida. Todo organismo
conocido tiene contenida su informacion genética en el DNA, informacion
necesaria para su sobrevivencia, por ello dilucidar su origen es de gran im-
portancia para el estudio de la vida y su evolucién en la Tierra.

En este capitulo se da una revision general sobre la estructura del DNA,
se hace una breve mencion acerca de su posible origen y se explica la eficiente
capacidad disipativa que ayudard a comprender el mecanismo de replicacién
no enzimatica que pudo haber ayudado a la proliferacion de esta molécula
en el origen de la vida.

2.1. Composicién y Estrucutra

Las moléculas béasicas que conforman al DNA son tres: fosfato, desoxirri-
bosa y bases nitrogenadas (hay 4 tipos de estas bases en el DNA: guanina
(G), adenina (A), citosina (C) y timina (T)). Una molécula de desoxirribosa
estd unida, por un lado, a un grupo fosfato, y por otro lado a una base ni-
trogenada, conformando asi un desoxirribonucledtido, comtinmente llamado
dNMP por sus siglas en inglés: deozy-Nucleoside-5-MonoPhosphate (ver fi-
gura 2.1). Es la unién de varios desoxirribonucledtidos lo que conforma una
cadena simple de DNA.

La forma nativa del DNA, es decir la forma en la que se encuentra dentro
de todo ser vivo, es la de una doble hélice (figura 2.2). Esta se compone de
dos cadenas simples de DNA unidas entre si, una frente a la otra, gracias a
enlaces de hidrégeno que se forman entre las bases de ambas cadenas.

La doble hélice goza de gran estabilidad en solucién acuosa gracias, prin-
cipalmente, a dos fuerzas no-covalentes: los enlaces de hidrégeno y el api-
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Figura 2.1: Los cuatro mondmeros del DNA. A walores fisioldgicos de pH,

el grupo fosfato existe en forma desprotonada, lo cual confiere el carac-

ter dcido al DNA. Imagen construida a partir de figuras de la fuente
http://es.wikipedia.org/wiki/Desozirribonucledtido

Figura 2.2: A la izquierda se ilustra la forma tipica y las dimensiones de una doble

hélice de DNA; a la derecha se muestran los pares de bases tipo Watson-Crick que

se forman entre las bases nitrogenadas y que mantienen unidas a las cadenas de
DNA.
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lamiento de las bases. Por un lado los enlaces de hidrégeno se forman de
manera natural entre los dtomos electronegativos de las bases de una de las
cadenas, como el nitrégeno y el oxigeno, con los atomos de hidrégeno de las
bases de la otra cadena. Segun el modelo de la doble hélice de Watson y
Crick, se forman 3 enlaces de hidrégeno entre la guanina de una cadena con
la citosina de la otra, mientras que sélo dos entre timina y adenina, y en esto
se basa la complementariedad de las cadenas de DNA en la doble hélice. Por
otro lado el apilamiento ocurre entre las bases de una misma cadena gracias
a la interaccion entre los electrones deslocalizados de sus orbitales molecu-
lares 7. Las interacciones con las bases vecinas por medio de fluctuaciones
electrénicas, llamadas interacciones m — 7, obliga a las bases a apilarse pero
con un angulo de desfase de 36° respecto a la base de abajo, de manera que
diez bases apiladas forman una hélice completa en el DNA. Algunos estudios
han revelado que el apilamiento de bases es por mucho la fuerza que mas
contribuye a la estabilidad de la doble hélice, y dicho apilamiento es también
favorecido por la exclusion de moléculas de agua entre las bases debido al
intrinseco caracter hidrofébico de estas [21].

La estructura nativa de las cadenas sencillas de DNA es mas compleja que
la de cadenas dobles; puede estar formada por muchas regiones de bases api-
ladas, horquillas y segmentos de conformacién méas dindamica. Las cadenas
simples adquieren estas estructuras locales de acuerdo a la secuencia. Un
apilamiento completo de las bases de una cadena sencilla de DNA no ocurre
sino por debajo de la temperatura ambiente [22]. Los polinucle6tidos simples
de adenina, poli(A), son los tnicos de los que se sabe adquieren una estruc-
tura de hélice (ver figura 2.3). Los de timina, poli(T), son descritos como
no-estructurados refiriéndose a que no adoptan una conformacién regular o
estable. En cuanto a los polinucleétidos de citosina y guanina, poli(C) y po-
li(G) respectivamente, sus estructuras tridimensionales han sido dificles de
interpretar [23].
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Cadena simple  Doble hélice

Figura 2.3: Hay regiones en las cadenas sencillas donde también se apilan las

bases adquiriendo una conformacion similar a la que adoptan cuando estdn en

doble hélice, particularmente si tienen regiones abundantes de adenina. Imagen
extraida de la referencia [24)].

Aunque no es tan comun, es posible hallar al DNA formando otro tipo
de estructuras como triplex (hélices formadas por tres hebras) o cuadruplex
(hélices con cuatro hebras). Las hélices de tres hebras se forman cuando una
tercera cadena se une a una doble hélice en aquellas regiones abundantes en
purinas o pirimidinas. La tercera cadena se une por medio de enlaces tipo
Hoogsteen, de los cuales se ilustran dos ejemplos importantes en la figura
2.4.

Figura 2.4: Los pares de bases tipo Hoogsteen se ilustran en rojo. Generalmente

los triplex, originados por este tipo de enlaces, son mds estables a valores de pH

dcidos ya que el triplete CG-CT necesita de un residuo de citocina protonado.
Imagen: Lehninger

Por otro lado, en cadenas con altas proporciones de residuos de guani-
na se llegan a formar cuadruplex, y aunque aun no esta bien definido bajo
qué condiciones especificas se forman tales estructuras, los recientes estudios
sugieren que su formacién es dependiente tanto de una secuencia especifica
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Figura 2.5: Patrén de apareamiento de guaninas en un cuadruplex. Imagen: Leh-
ninger

de las bases (como la secuencia TTAGGG que estabiliza estructuras cuadru-
plex en los telémeros de los cromosomas en las células eucariotas) como de
la concentraciéon de sales en la solucion.

2.2. Posible origen y presencia en la sopa pri-
mitiva

Es casi un consenso que el DNA aparecié como resultado de un proceso
evolutivo llevado a cabo dentro de los sistemas celulares que basaban su exis-
tencia en moléculas de RNA en etapas tempranas de la vida, es decir que se
cree que el DNA surgié después que el RNA en el curso de la evolucién y que
incluso surgié después de que el RNA tenia ya una relacion con las proteinas
tal que algunas de estas estaban codificadas en el RNA y ayudaban a su
metabolismo.

Sin embargo se ha demostrado que no sélo los componentes del RNA sino
también los de DNA, incluidos oligos de DNA, pueden sintetizarse bajo po-
sibles condiciones prebidticas y por tanto es muy probable que RNA y DNA
hayan coexistido en la sopa primitiva desde antes de la aparicién de los pri-
meros sistemas celulares conformados por genomas de RNA, i.e. antes del
llamado mundo del RNA. Buena parte de los estudios que demuestran la
sintesis prebidtica de DNA apoya también a la teoria de disipacién termo-
dindmica para el origen de la vida porque revelan el importante papel que
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la luz UV, altas temperaturas y variaciones de temperatura, factores esen-
ciales para el mecanismo UVTAR, desempenan en esa sintesis. Por ejemplo,
se ha reportado que se puede sintetizar adenina y guanina irradiando con
luz UV una solucién de cido cianhidrico [25]. La accién de la luz UV sobre
soluciones evaporadas de S-alanina y urea en presencia de minerales de mont-
morilonita produce timina y uracilo [26]. Desoxirribosa y uracilo, junto con
algunos aminodcidos, pueden sintetizarse de manera andxica a partir de una
mezcla de agua, carbonato de calcio, formaldehido e hidracina, utilizando
como fuente de energia libre luz UV-C de 254 nm [27].

Una mezcla de bases nitrogenadas y desoxirribosas, bajo la accion de
luz UV y de calor, resulta en la formacion de nucledsidos, particularmente
desoxiadenosina [28]. Se reporté la sintesis de nucleétidos en la superficie
del satélite BION-11 a partir de una mezcla de adenosina, desoxiadenosina,
citidina o timidina y bifosfato de sodio expuesta a rayos UV y rayos gama
[29]. La rotacion del satélite produjo variaciones de temperatura, un efecto
al cual le atribuyen una mayor produccion de nucleétidos comparada con la
que obtuvieron en el laboratorio donde sélo emplearon luz UV.

Oligonucledtidos de desoxitimidina se sintetizaron a partir de una mez-
cla deshidratada de desoxitimidina 5’-trifosfato, desoxitimidina 5’-fosfato, 4-
amido-5-imidazol carboxiamida, cianamida y cloruro de amonio, calentada a
60°C durante 18 horas [30]. También se report6 policondensacién abiogéni-
ca de nucledtidos de adenina adsorbidos en particulas minerales de kaolinita
bajo accion de radiacién ultravioleta [31].

El papel de la luz UV pudo ir mas alla de la sintetsis de los componen-
tes fundamentales de los dcidos nucleicos y de su polimerizacién. Powner et
al. [32] encontraron que la radiacién prolongada con luz UV, seguida de un
periodo de calentamiento sobre una mezcla de ribonucledtidos de pirimidina
activados (producidos con una novedosa sintesis en la que se evita el proble-
ma de producir ribosas y pirimidinas libres para esta sintesis) convierte el
ribonucleétido de citosina en el del uracilo'. Extraordinariamente, las con-
diciones de irradiacién destruyen isémeros del nucledtido de citosina, por lo
que la luz UV también puede cumplir una funcién “sanitizante” para que el
nucleétido de citosina, elemento natural de los acidos nucleicos de los seres
vivos, se produzca en ausencia de estereoisdémeros concomitantes.

ISe sabe que el uracilo decae a su estado base mas rapido que la citosina después de
haber sido excitados con luz UV de 267 nm [33]. Esto deja ver que la luz UV-C puede
dirigir la transformacién (evolucién) de algunas moléculas hacia cierto destino, en este
caso hacia un estado més estable y més disipativo porque al permanecer menos tiempo
en el estado excitado el uracilo es menos propenso a sufrir reacciones fotoquimicas que lo
degraden y al mismo tiempo puede disipar mas fotones que la citosina en un mismo lapso
de tiempo (ver seccién 2.3).
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En resumen, es muy probable que el DNA haya estado presente en la so-
pa primitiva como producto de una sintesis prebidtica, pero la visién actual
es que su aparicién en los seres vivos se debié no a una incorporacién de esta
molécula desde los ambientes prebidticos a los sistemas celulares sino a un
proceso de evolucion dentro de esos sistemas que llevd a cambiar su genoma
de RNA a uno de DNA confiriendo asi mayor estabilidad a la informacion
genética [34].

2.3. Disipador de fotones UV-C en calor

El DNA interacciona fuertemente con la luz UV-C absorbiendo princi-
palmente los fotones de 260 nm. Es bien sabido que esta interaccion se debe
a la seccién de absorcién de area de las bases nitrogenadas que lo forman:
adenina, guanina, citosina y timina.

La gran mayoria de los fotones absorbidos por el DNA se disipan de manera
no radiativa al convertir la energia de excitacién en movimiento vibracional
molecular, o sea en calor. La formacién de dimeros de timina, y en general la
de fotoproductos, tiene un rendimiento cuantico del orden de 10~ [35] lo que
quiere decir que de 1000 fotones absorbidos uno provoca una modificacion
en la molécula de DNA por formacién de algtun fotoproducto. Hay multiples
estudios enfocados a la dindmica de deexcitacién de las moléculas de DNA
y de sus monoémeros. Todos ellos apuntan al hecho de que estas moléculas,
tanto cadenas de DNA como nucledtidos y bases libres, decaen al estado base
en un tiempo del orden de cientos de femtosegundos (1 fs=107's) gracias
a un mecanismo llamado conversion interna, mediado por una interseccién
coHnica entre las superficies de energia potencial del estado base y del exci-
tado. Ademas, algunos otros estudios sugieren que la formacién de dobles
hélices reduce el tiempo que permanecen las moléculas en el estado excitado,
confiriendo mayor estabilidad respecto a las cadenas simples ante posibles
fotoreacciones que danen la estructura del DNA. A continuacién una serie de
resultados que respaldan lo anterior.

En solucién acuosa las bases libres llegan al estado excitado m7* después
de absorber un fotén de 267 nm. La mayoria de las bases excitadas regresan
directamente al estado base en tiempos del orden de femtosegundos mediante
conversion interna. Del 100 % de las pirimidinas que llegan a dicho estado
excitado, el 60 % regresa directamente al estado base por conversion interna,
mientras que el 40 % restante pasa por un estado excitado intermedio (*n7*)
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tardando entre 10 y 150 picosegundos (107'%s) méas en regresar al estado base
[36] 2. Pero el estado base al que llegan después del proceso de conversién
interna es uno con exceso de energia vibracional, es decir que llegan a un
estado base que no esta en equilibrio térmico con las moléculas del solvente
que lo rodean. La conversion interna deposita mas de 4 eV de energia a los
modos vibracionales de una base dada [24]. El equilibrio térmico se alcanza
de manera natural mientras las moléculas del solvente van “absorbiendo” el
exceso de energia de las bases mediante interacciones a través de enlaces de
hidrégeno, proceso conocido como enfriamiento vibracional. El agua ha sido
el solvente en el que se ha detectado el enfriamiento vibracional més rapido,
cuya duracion caracteristica para cualquiera de las bases es aproximadamen-
te de 2 ps.

Los nucleésidos y nucledtidos de pirimidina principalmente, también re-
gresan al estado base mediante conversion interna, y aquellos que pasan por
el estado intermedio 'n7* tardan entre 3 y 6 veces mds en decaer al estado
base que las bases libres [36]. Por ejemplo, los respectivos tiempos de vida de
los estados excitados para la adenosina, guanosina, citidina y timidina son
290, 460, 720 y 540 fs (+40 fs) segtin los estudios de Pecourt et al. [37], ver
figura 2.7. Los nucleétidos de adenina (AMP) y de timina (TMP) decaen en
0.33£0.03 ps y 0.7440.12 ps, respectivamente [38]. Una solucién acuosa de
nucleétidos de citosina (CMP) y de guanina (GMP) decaen en 2.0+0.3 ps
[39].

2Después de llegar al estado 'nm*, una pequefia fraccién de las bases pasa a otro estado
excitado intermedio, 377*, tardando microsegundos (107%s) para llegar al estado base [24].
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Figura 2.6: Decaimiento de los 4 nucledsidos del DNA. La senal representa la

poblacion de moléculas en estado excitado; en los primeros 2 ps después de la

excitacion, la senal cae aprozimadamente al 50 % o menos de su valor mds alto.
Pecourt et al. [37]

La configuracién espacial de las bases en el DNA crea nuevas rutas de
decaimiento que no se observan en las bases libres o en los nucledtidos. Se
han hecho estudios en oligonucleétidos (cadenas sencillas de longitud corta)
que muestran dos componentes de decaimiento: uno ultrarrapido que dura
menos de 1 ps y otro mucho més lento con duracion de hasta cientos de pico-
segundos. El decaimiento més rapido se atribuye a conversion interna, como
sucede en las bases libres y los nucleétidos, y el més lento a formacién de
excimeros®. Los oligos de adenina (dA)g y (dA);g revelan una primer compo-
nente de decaimiento aproximada a 200 fs, y una segunda componente mayor
a 100 ps [40]. Segun los resultados de Crespo-Herndndez et al. [38] la sefial
de mayor duracién en los oligos (dA).s es de 126 + 8 ps, siendo responsable
de esta senal entre 37 y 65% de la poblacién de moléculas excitadas con
luz de 266 nm. Ellos mismos reportan que el decaimiento de oligos (d7')1s
es casi idéntico al de sus nucledtidos (TMP), es decir con una componente
de decaimiento de 0.7240.12 ps, y que sélo el 10-15% de la senal original
muestra un decaimiento mas lento de 103 4+ 18 ps atribuido a la formacién
de dimeros de timina.

3Excimero es el término utilizado para designar a un estado electrénico excitado con
sustancial caracter de transferencia de carga que involucra dos moléculas iguales. Se le de-
nomina exciplex al mismo fenémeno pero cuando las moléculas involucradas son distintas.
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Bucher et al. [41] han hecho estudios con 14 diferentes oligonucleétidos de
cadena sencilla de entre dos y cinco bases de longitud, para los cuales utili-
zaron 2’-desoxiuridina (U), 2’-desoxiadenosina (A), 5-metil 2’-desoxicitidina
(mC)* y desoxiguanosina (G), y encontraron también dos componentes de
decaimiento: el primero ocurria durante los primeros 10 ps posteriores a la
estimulaciéon con un pulso de luz de 295 nm, el cual sélo era absorbido por
G y ™C'; la segunda componente se extendia desde 20 hasta 300 ps, siendo
el primer valor el correspondiente al dimero ™CG y el utlimo, de 300 ps, al
dimero GA. Supusieron que la primera componente correspondia a una con-
version interna con duracion de 1-2 ps, seguida de enfriamiento vibracional
que, en promedio, duraba 6 ps, y que la segunda senal se debia a estados exci-
tados de larga duracién en los que el apilamiento de bases permite separacién
y deslocalizacion de cargas generando asi estados i6nicos en algunas de las
bases vecinas, las cuales decaen al estado base neutro por recombinacion de
cargas. También estimaron la fraccién de moléculas que eran responsables de
la segunda senal y encontraron valores de entre 0.23 y 0.45 para los diferentes
oligos®.

Por otro lado el apareamiento de bases permite que el decaimiento al
estado base sea de menor duracién en las doble hélices que en las cadenas
sencillas. Jinquen Chen et al. [43] mostraron que el 60 % de las doble héli-
ces (dA)1p-(dT)1o excitadas con un pulso de luz de 295 nm, decaen con una
constante de tiempo de 4.740.5 ps, y el 40 % restante con una constante de
62 £+ 17 ps (figura 2.8). Ellos creen que la senal que decae con la constante
de tiempo mas corta se debe al enfriamiento vibracional de las doble héli-
ces que sigue a la conversién interna ultrarrapida que lleva a las moléculas
directamente del primer estado excitado al estado base “hot” (estado base
con exceso de energia vibracional). Este enfriamiento resulta ser més lento
comparado con el de 2.7 ps que reportan Su et al. [44] para diferentes oligos
de adenina (dA),, de cadena sencilla, o con el de 2.3840.12 ps reportado por
Crespo-Hernandez et al. [38] para los oligos (dT");s. En cambio, la compo-
nente de 62 ps es mas rapida comparada con la de los mismos oligos. Por
ejemplo Bucharov et al. [40] reportan decaimientos con constantes mayores a
100 ps para los oligos (dA)g y (dA)1s, y Crespo-Herndndez y su grupo [38] de-

4La metil-citosina es una base nitrogenada que se encuentra con una frecuencia de 4-5 %
en el DNA de los mamiferos y juega un papel importante como marcador epigenético.

SEstos resultados corresponden a experimentos hechos con agua pesada (D20) por lo
que las constantes de decaimiento y la fraccién de la poblaciéon de moléculas responsables
de la senial m4s lenta deberfan ser menores en presencia de agua (H>0O) segtn lo sugieren
los resultados de De la Harpe et al. [42] en su estudio sobre el efecto del deuterio en los
estados excitados de oligonucledtidos.
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terminaron constantes de 126+8 ps para (dA);s y de 103+ 18 ps para (dT');s.

Dual Deca

70 ps <1 ps

5ps

Figura 2.7: FEsquema del doble decaimiento de wuna muestra del duplex
(dA)10-(dT )10 estabilizados por moléculas de hezxaetilenglicol en ambos extremos
de las cadenas. El 60% de las moléculas excitadas pasa directamente al esta-
do base “hot” en menos de un picosegundo por conversion interna, y llegan al
equilibrio térmico con el solvente en los prozimos & ps por enfriamiento vibra-
cional. El resto de las moléculas pasan por estados excitados intermedios deca-
yendo al estado base con una constante de tiempo aproximada a 70 ps. Imagen:
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021 /a4 049459

Uno de los estudios de Bucher y su grupo sobre la deexitacién de cadenas
de DNA reporta que los oligos complementarios d(A¢GA) y d(U™CUg) de-
caen con una constante lenta de 490 ps y 65 ps, respectivamente, mientras que
la doble hélice formada por ambos decae en 42 ps. El enfriamiento vibracional
correspondiente a las doble hélices resulté de 6 ps [45]. Dado que los oligos es-
taban disueltos en agua pesada se podria esperar que las constantes sean mas
pequenas en el caso en que estuvieran disueltas en agua ya que se sabe que
existe un efecto isotépico del solvente en el enfrimiento vibracional de dobles
hélices de DNA [38, 42]. Los estudios de De la Harpe et al. [42] con cadenas
dobles d(GC)g-d(CG)y muestran que tanto la forma de las doble hélices, sea
del tipo B-DNA o Z-DNA, como el tipo de enlaces en los pares de bases,
tipo Watson-Crick o Hoogsteen, practicamente no influyen en la dindmica de
decaimiento. Encontraron que la constante de decaimiento para la estructura
tipo Z es ~ 20 % mas lenta que la del tipo B, y ~ 15% maés rédpida para la
de enlaces tipo Hoogsteen respecto a los de Watson-Crick. Sorpresivamente
sus estudios revelan sélo una constante de decaimiento, comparada con las
dos constantes reportadas en los estudios antes citados. Ademas son las cons-
tantes mas cortas reportadas para cualquier doble hélice: 6.3+0.6 ps para la
forma B-DNA; 7.64+0.8 ps para Z-DNA; y 5.34+0.6 ps para las estructuras
con enlaces tipo Hoogsteen. Otro estudio de los mismos autores demuestra
que el 61 % de los duplex d(CyG4)-d(CyGy) recupera su estado base con una
constante de 3.14+0.7 ps y el resto con una constante mas lenta de 22 + 5 ps.
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En conclusién, la formacién de dobles hélices no sélo confiere la ventaja de
decaer al estado base mas rapido que las cadenas sencillas complementarias
sino que al mismo tiempo reduce la posibilidad de que las moléculas sufran
algin dano debido a la formacion de estados reactivos de transferencia de
carga [45]. La eficiente capacidad disipativa de estas moléculas, junto con su
estabilidad ante posibles fotorreacciones bajo radiacion UV, pudo ser esencial
para su replicacion en tiempos del origen de la vida, como se explica en el
siguiente capitulo.



Capitulo 3

UVTAR. Mecanismo propuesto

para la replicacién no
enzimatica de DNA y RNA en
el origen de la vida.

La continuidad de la vida se basa en la herencia del material genético.
Los seres vivos contamos con un complejo mecanismo que replica el ma-
terial genético para poder heredarlo; en el proceso intervienen enzimas es-
pecializadas e indispensables para esta tarea, como las DNA-polimerasas,
RNA-polimerasas, helicasas, topoisomerasas, etc. Actualmente la informa-
cién genética de todo ser vivo estd almacenada en moléculas de DNA, pero
esto pudo no haber sido siempre asi. De hecho la hipotesis del mundo del
RNA [46] propone que el material genético de las primeras formas de vida en
la Tierra era el dcido ribonucleico (RNA). Esta hipdtesis enfrenta dos pro-
blemas; el primero es el como se originaron de manera abidtica las primeras
moléculas de RNA y el segundo es cémo se replicaban. Si bien ain no hay
una solucién completa al problema del origen de las moléculas de RNA, re-
cientemente se han hecho grandes avances, como los del grupo de Suhterland
[32], que hacen adoptar cierto optimismo de que pronto se encontrarda una
ruta de ensamblaje de ribonucleétidos y de oligos de RNA [47]. Por otra
parte, es practicamente imposible que enzimas tan especializadas como las
RNA-polimerasas existieran en tiempos del origen de la vida, por lo que es
necesario hallar un mecanismo de replicacion no-enzimatica factible bajo las
condiciones del Arqueano que explique cémo después de la aparicion de las
primeras moléculas de RNA podian estas replicarse y asi entender como pro-
liferaban las moléculas que eventualmente serian esenciales para la vida.

28
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Cualquier mecanismo propuesto para la replicacién del DNA o RNA en los
comienzos de la vida deberfa cumplir al menos con dos requisitos: 1) un pro-
ceso de desnaturalizacién que haya permitido a las moléculas de DNA o RNA
adoptar la forma lineal para poder servir como moldes para su replicacién y
2) uno o varios catalizadores que pudieran haber estado presentes en la Tierra
primitiva gracias a los cuales se sintetizaran las nuevas moléculas de DNA o
RNA. A diferencia del DNA que de manera nativa se halla formando dobles
hélices compuestas por cadenas simples complementarias, el RNA general-
mente se encuentra en cadenas sencillas conformando estructuras secundarias
complejas plegandose sobre si mismas gracias al apareamiento de bases en-
tre regiones complementarias de las propias cadenas. La replicacion requiere
que ese tipo de estructuras secundarias se desnaturalicen (i.e. se rompan los
puentes de hidrégeno que las mantienen estables) para que el RNA pueda
adquirir la forma de una cadena lineal y asi poder ser replicada. La presen-
cia de catalizadores (e.g. iones metélicos y superficies minerales) parece ser
indispensable para la replicacién porque las reacciones de condensaciéon de
ribonucledtidos que llevan a la formacion de polimeros de RNA ocurren a
tasas comparables con las tasas de hidrdlisis de esos mismos polimeros.

La razén para la proliferacién en la Tierra primitiva de nucleétidos y otros
pigmentos organicos capaces de absorber fotones del rango UV-C puede ha-
llarse en un resultado de Prigogine (1967) sobre las reacciones autocataliticas
derivado dentro del marco de la termodindmica de procesos irreversibles. Una
reaccién autocatalitica es aquella en la que al menos uno de sus productos
actia como catalizador para la reaccion, y tales reacciones, como cualquier
otro tipo de reaccién quimica, surgen para disipar un potencial quimico.
Segun Prigogine, cuando una reaccién autocatalitica se lleva a cabo dentro
de un sistema que se mantiene fuera del equilibrio, la concentracion del com-
ponente que sirve como catalizador para la reaccién aumenta por encima de
la concentracion que tendria si la misma reaccion se llevara a cabo con el
sistema cerca del equilibrio. Siguiendo a Prigogine y considerando la produc-
cién de pigmentos organicos como una reaccién fotoquimica autocatalitica
que promueve la disipacién del flujo incidente de fotones solares, Michaelian
(2013) [48] ha mostrado que la concentracién de los componentes del DNA y
RNA, y en general la concentracion de moléculas capaces de disipar el flujo
de fotones solares (aminodcidos arométicos, porfirinas, aminoécidos tipo mi-
cosporinas, etc.) aumentaria sobre la superficie de la Tierra por encima de la
concentracion esperada bajo condiciones de equilibrio. El flujo de energia del
espectro foténico procedente de la superficie del Sol Ig(A), el cual, con fines
ilustrativos, puede asumirse como el correspondiente a un cuerpo negro, i.e.
I(Ts) con Ts = 5760 K, es convertido, mediante la absorcién y disipacién por
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los pigmentos en el agua, en el espectro emitido por la superficie de la Tierra
(también asumida como un cuerpo negro) I(7x) con T = 287 K. La reac-
cién fotoquimica ocurre cuando los fotones procedentes del Sol forman los
pigmentos organicos, cuya concentracién es C, que a su tiempo actuan como
disipadores de esos mismos fotones, por tanto la reaccién es autocatalitica en
el primer proceso de disipacién I(Ts) — I(Tg). A su vez, la radiacién emitida
por la superficie de la Tierra es absorbida en la atmédsfera por las nubes y
reemitida hacia el espacio pero a una temperatura mas baja, conformando
asi el segundo proceso de disipacién I(Tg) — I(T¢) con T = 259 K. Un
esquema de esta reaccion se ilustra abajo.

I(Ts) = I(Tw) = I(Ty)

37
C

Cuando el sistema se encuentra lejos del equilibrio, las tasas de los regre-
sos de las reacciones 1 y 2 pueden considerarse esencialmente iguales a cero.
Con el mismo razonamiento que Prigogine usé para las reacciones puramen-
te quimicas, Michaelian demuestra que la concentracion de los pigmentos
organicos incrementa debido a su capacidad catalitica de disipar el espectro
foténico solar en el de emision de la Tierra.

En 1973, Carl Sagan hizo notar que la rdpida disipacién de los fotones UV por
parte de los acidos nucleicos pudo proveer una importante ventaja selectiva
al RNA y al DNA sobre otras moléculas orgdnicas facilmente sintetizables
bajo la condicién de radiacién UV de la Tierra primitiva [3]. La teorfa de disi-
pacién termodindmica para el origen de la vida [1, 2] propone un mecanismo
explicito mediante el cual no sélo las cadenas de RNA sino también las de
DNA pudieron replicarse en la sopa primitiva, sin ayuda de enzimas, gracias
a su capacidad disipativa. El mecanismo ha sido llamado Reproduccion de
DNA/RNA Asistida por luz UV y T emperatura, o UVTAR por sus siglas
en inglés, porque estd basado en dos de las condiciones ambientales imperan-
tes en la Tierra primitiva: 1) la intensa radiacién UV de entre 240 y 290 nm
que llegaba directamente a la superficie de la Tierra debido tanto a la falta
de ozono en la atmésfera primitiva como a la fuerte emisién de este tipo de
radiacion por parte del Sol, y 2) a las altas temperaturas en la superficie de
los mares, cercanas a ~ 80°C, que facilitaban la desnaturalizacién de algunas
cadenas de acidos nucleicos.
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El mecanismo UVTAR tomé lugar una vez que la temperatura de la su-
perficie de los mares primitivos descendié lo suficiente como para permitir
que el apareamiento de bases entre las cadenas molde y los nucleétidos libres
complementarios pudiera llevarse a cabo y con ello la replicacién. Se ha esti-
mado que la temperatura superficial de los mares descendié por debajo de los
100°C hace 4.4 mil millones de anos [49]. La evidencia geoquimica en forma
de cocientes de isétopos de oxigeno (*¥0/*0) hallada en el sur de Africa
indica que la superficie de la Tierra era cercana a 80°C hace 3.8 mil millones
de anos [5] y que descendi6 a 70+15°C durante el periodo comprendido entre
3.5-3.2 mil millones de anos atras [6]. Estas temperaturas que predominaban
en el tiempo que se creé surgi6 la vida (hace 3.8 mil millones de anos) pu-
dieron haber permitido la replicaciéon del RNA y DNA segtin el mecanismo
UVTAR. El mecanismo, ilustrado en la figura 3.1, se puede resumir en dos
pasos:

I. Durante el transcurso de los dias arqueanos las cadenas dobles u otras
estructuras secundarias de DNA y RNA se desnaturalizaban gracias al
calor que ellas mismas generaban al disipar los fotones UV-C. Ademés
se podian formar nuevos nucledtidos y oligos ya que la luz UV provee la
energia libre necesaria para llevar a cabo la sintesis de estos compuestos,
como lo muestran algunos estudios, e.g. [29, 31].

1. En las noches, cuando bajaba la temperatura de los mares por eva-
poracion, radiacién y conduccién de calor hacia la atmésfera, las ca-
denas desnaturalizadas y los nuevos oligos formados por la accién de
la luz UV servian como moldes para su propia replicacién, la cual era
probablemente promovida por algunos iones divalentes como Mgt y
Zn?", siendo ambos iones cofactores de las RNA-polimerasas y DNA-
polimerasas, actuales enzimas que se encargan de replicar el RNA y el
DNA, respectivamente '. La polimerizacion, y en especial la formacion
de dobles hélices o estructuras con apareamiento de bases por puen-
tes de hidrégeno tipo Watson-Crick o Hoogsteen, conferia estabilidad a
las mismas bases nitrogenadas, y en particular a las pirimidinas, ante
reacciones fotoquimicas. Ademads se sabe que los acidos nucleicos tie-
nen cierta afinidad quimica con algunos aminodcidos aromaticos [51]
los cuales también absorben en el rango UV-C y por tanto la formacién
de complejos dcidos nucleicos-aminodcidos aromdticos que captaran

!Bridson y Orgel [50] han encontrado que el Zn** puede catalizar la polimerizacion de
ribonucledtidos activados de guanina (ImpG) sobre oligos molde de citosina (oligoC); sin
embargo no cataliza la polimerizacién de ribonucleétidos de adenina (ImpA) sobre moldes
de uracilo (oligoU).
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mas fotones UV-C podria haber aumentado el proceso de disipacién
foténica y ser asi termodinamicamente seleccionada.

Asi, al final de cada jornada arqueana, la concentracion de DNA y RNA
en la sopa primitiva pudo haber aumentado y con ello el potencial para disi-
par los fotones solares incidentes.

El mecanismo propuesto es selectivo por dos razones: 1) sélo aquellas ca-
denas dobles de DNA o estructuras secundarias de RNA cuya temperatura
de desnaturalizaciéon y renaturalizacion quedara dentro del rango de tem-
peraturas de la sopa primitiva podian desnaturalizarse durante los dias y
replicarse durante las noches; aquellas con temperatura de desnaturalizacion
més alta que la temperatura de los mares (e.g. con alto porcentaje de pares
de bases GC) no podian desnaturalizarse por completo y por tanto no tenian
la oportunidad de replicarse por completo; 2) las cadenas de DNA o RNA con
quiralidad D tenfan més probabilidad de desnaturalizarse que aquellas con
quiralidad L debido a que en la tarde la temperatura de la superficie de los
mares era mas alta y la luz en la superficie se hallaba ligeramente polarizada
hacia la derecha [53].

Es importante hacer notar que el mecanismo UVTAR ha sido propuesto
para explicar la replicacion de los acidos nucleicos para etapas previas a la
formacion de los primeros sistemas celulares, es decir cuando el RNA y DNA
existian libres flotando en la superficie de los mares primitivos. Sin embargo
este mecanismo también puede explicar la replicacion para cuando empeza-
ban a formarse las células primitivas cuyas membranas fueran transparentes
a la radiacién UV-C y permeables a nucleétidos y oligos pequenios de DNA y
RNA necesarios para la replicacién, pero no permeables a las cadenas largas
que se replicaban.

La teorfa de disipacién termodindmica para el origen de la vida reconoce
el comienzo de la vida como un proceso irreversible ligado directamente a
la disipacién de la fuente de energia libre mas intensa y disponible en la
superficie de la Tierra, el potencial fotonico. El mecanismo de replicacion
propuesto no requiere, en principio, de una reproduccién fiel de la informa-
cién contenida en el RNA o DNA, de hecho no requiere que en sus origenes
esas moléculas hayan tenido que guardar alguna informacién especifica [48].
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Reproduccion de DNA/RNA Asistida por
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(UVTAR)
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Figura 3.1: Esquema del mecanismo UVTAR. (a) Cadenas dobles u otras estruc-
turas secundarias de DNA/RNA suspendidas en la superficie de la sopa primitiva
durante las primeras horas del dia. (b) Por las tardes, la temperatura de la super-
ficie de la sopa primitiva se elevaba (en parte por la absorcidn de fotones UV por
la cadenas de dcidos nucleicos) por encima de la temperatura de desnaturalizacion
de algunas de las cadenas de DNA/RNA provocando que estas se separaran. (c)
Durante la noche la sopa primitiva se enfriaba por debajo de la temperatura de
desnaturalizacion y las cadenas simples de DNA/RNA funcionaban como moldes
para la elaboracion de cadenas complementarias. El proceso entero de replicacion
estaba dirigido por la produccion de entropia resultado de la absorcion y disipacion
de fotones UV. Imagen adaptada de la referencia [52].
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Probando experimentalmente

el primer paso del mecanismo
UVTAR. Desnaturalizacion de
DNA por luz UV

En el capitulo anterior se explicé que el mecanismo UVTAR pretende
brindar una explicaciéon a la replicacién temprana del DNA y RNA en la
sopa primitiva. En este capitulo se reportan los resultados del experimento
que pone a prueba el primer paso de dicho mecanismo. Especificamente el
experimento consistié en someter a radiacién UV-C diferentes muestras de
DNA en solucién acuosa y a temperatura constante comprobando que pue-
de ser desnaturalizado bajo la accién de dicha radiacion y renaturalizarse
al suspenderla. Debido a su facil manejo y cuidado en el laboratorio sélo
se ha utilizado DNA en este experimento, sin embargo es plausible esperar
los mismos resultados con RNA ya que su proceso de desnaturalizacién y
renaturalizacién es esencialmente igual al del DNA.

4.1. La desnaturalizacion en el DNA

Se dice que una muestra de DNA se ha desnaturalizado cuando las dos
cadenas que forman a cada doble hélice se han separado por completo una
de la otra (ver fig 4.1). La desnaturalizacién se logra gracias al rompimiento
de los puentes de hidrégeno formados entre las bases, por lo que en realidad
este proceso no sélo se lleva a cabo en las dobles hélices sino en cualquier otra
estructura secundaria de DNA o RNA como hairpins (horquillas), self-dimers
(cadenas dobles formadas por oligos idénticos), triplex, cuadruplex, etc.

34
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Figura 4.1: Representacion de la desnaturalizacion y renaturalizacion de una do-
ble hélice de DNA por aumento de temperatura. Imagen adaptada a partir de:
sandwalk.blogspot.mx/2007/12/dna-denaturation-and-renaturation-and.html

Desde un punto de vista bioldgico la desnaturalizacién del DNA es el pre-
ludio de dos procesos celulares centrales para el mantenimiento de los seres
vivos: la replicacion y la transcripcion del DNA. Por un lado la replicacion
consiste en hacer copias de la informacién genética de los organismos para
que cada célula nueva contenga dicha informacién y también para poder he-
redar parte de esa informacién a la progenie; y por otro lado la transcripcion
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del DNA es el proceso mediante el cual se genera una molécula de RNA,
tomando como molde una de las cadenas del DNA, para luego ser utilizada
en la elaboracién de las enzimas necesarias para el funcionamiento del meta-
bolismo celular.

Dentro de las celulas de cada organismo el DNA es desnaturalizado por
un grupo de enzimas denominadas helicasas. Estas se unen a la doble hélice
en sitios especificos y comienzan a romper los puentes de hidrégeno entre
las bases gracias al aporte de energia de moléculas de ATP. Sin embargo,
la desnaturalizaciéon del DNA en el laboratorio se puede lograr de diversas
maneras y se ha vuelto un paso esencial en todos los procesos de ingenieria
genética. Es sabido que a bajos niveles de pH (p.e. 3.1) o a concentraciones
suficientemente bajas de cationes (entre 1072 y 10~* M para Na't, y entre
107° y 1078 M para Mg®") se puede provocar la separacién de las cadenas
de la doble hélice a temperatura ambiente [54], pero uno de los métodos que
induce una desnaturalizacion reversible y que es usado en la técnica por ex-
celencia para amplificar una muestra de acidos nucleicos, la técnica PCR, es
el aumento de la temperatura de la solucién que contiene al DNA.

Generalmente a temperaturas mayores a 90°C el DNA de cualquier or-
ganismo queda desnaturalizado por completo y aunque la desnaturalizacion
depende del pH y de la cantidad de cationes presentes en la solucion, también
depende del apilamiento de los pares de bases en las cadenas. La fuerza de las
interacciones entre las bases apiladas depende de las mismas bases: es mas
fuerte cuando los pares de bases apilados son de G/C y més débil cuando son
de A/T '. Mientras aumenta la temperatura, las dobles hélices comienzan a
desenrollarse en aquellas regiones en donde estan unidas mas debilmente. En
esas regiones se forman “burbujas” de cadenas sencillas y generalmente sus
secuencias son abundantes en apilamientos A/T. Las regiones ricas en apila-
mientos G/C son mds estables y se desnaturalizan a temperaturas més altas
(figura 4.1).

Se puede registrar el grado de desnaturalizacién de una muestra de DNA
monitoreando la evolucion de la absorcion a, o alrededor de, 260 nm respecto
al aumento de temperatura: conforme la temperatura aumenta la absorcién
a 260 nm también, es decir que las cadenas de DNA muestran un efecto
hipercrdmico respecto a la desnaturalizacion (ver figura 4.2).

Vekshin [55] ha desarrollado un modelo para explicar el efecto hipercrémi-

! Algunos detalles de este argumento se discuten en http://sandwalk.blogspot.mx /2007 /
12/dna-denaturation-and-renaturation-and.html
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Figura 4.2: a) Efecto hipercrdmico: La absorcion en el rango del UV-C' es menor

en las cadenas dobles respecto a las cadenas simples complementarias que las con-

forman; b)Esquema de una curva de desnaturalizacion: el aumento de temperatura

en una solucion de DNA nativo es acompanado de un aumento en la absorcion a
260 nm.

co en polimeros bioldgicos basado en la suposicién de que en un apilamiento
molecular los croméforos se ”escudan” entre si de la luz. El escudamiento
o efecto de apantallamiento, como se le identificard en adelante, lleva a una
reduccién en el coeficiente promedio de extincién de los croméforos y a un
ensanchamiento del espectro. En una macromolécula en la que el apilameinto
de los croméforos es tal que la distancia entre ellos es mas pequena que la
longitud de onda de la luz con la que son irradiados, la probabilidad de que
cada croméforo absorba un fotén es menor a, y depende de, la probabilidad
de absorcién del cromoéforo que le antecede respecto a la direccién en la que
viaja la luz; por ello el efecto de apantallamiento es un fenémeno de ab-
sorcién estadistico y no estd relacionado a las interacciones moleculares. La
aplicabilidad del modelo de apantallamiento ha sido demostrado para acidos
nucléicos.

Al ser irradiadas con luz UV-C, las bases nitrogenadas del DNA y RNA
experimentan transiciones electronicas entre sus orbitales m—7*. Tales transi-
ciones ocurren paralelamente al plano de las bases, y dependen de la longitud
de onda incidente (ver figura 4.3). Una absorcién efectiva de la luz ocurre
cuando esta incide perpendicular al plano de las bases; cuando el haz de luz
se dirige a lo largo de dicho plano la absorcion es pequenia o no ocurre. En
las dobles hélices de DNA el apilamiento de las bases reduce la probabilidad
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de que cada una de ellas absorba un fotén debido a la presencia de las que le
anteceden respecto a la direccion de propagacién del haz. Cuando las dobles
hélices se desnaturalizan ocurre un desfase en el apilamiento, como se mues-
tra en la figura 4.3, y con ello crecen las probabilidades de la absorcién de
fotones para las bases. Este es el origen del efecto hipercrémico en el DNA.
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Figura 4.3: Variantes de la organizacidn de los dipolos en un arreglo molecular:

a)apilamiento (como en el caso del DNA en cadena doble), b) apilamiento desfa-

sado (como en las cadenas sencillas una vez que el DNA se ha desnaturalizado).
Imagen basada en la figura 3.1 de la referencia [506].

La longitud de persistencia es un pardamentro que representa la dimen-
sién para la cual un polimero se comporta como una barra o columna rigida.
Para el caso del DNA en cadena doble a temperatura ambiente y disuelto en
solucién i6nica, la longitud de persistencia es de 50 nm [57]. La longitud de
cada espiral en una doble hélice es de 3.4 nm, aproximadamente (figura 2.2,
capitulo 2). Esto significa que dentro del rango de la longitud de persisten-
cia del DNA hay, por mucho, 14 nucledtidos con orientaciones estrictamente
paralelas entre si y al vector eléctrico de la luz. Los demés nucledtidos que
conforman la espiral estan rotados a angulos miltiplos de 36° y no partici-
pan en el efecto de apantallamiento (para una longitud de onda dada hay
una direccion del momento de transicion responsable de la absorciéon, otras
direcciones no contribuyen a la absorcion de tal longitud de onda; ver figura
4.4). Sabiendo entonces cudntas bases por vuelta de hélice pueden participar
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en el apantallamiento, Vekshin calculé los coeficientes de extincion promedio
de las bases en el apilamiento y con ello estimé que para el DNA el hipercro-
mismo resultante es aproximadamente de 45 % [55, 56], lo cual coincide con
los resultados experimentales.

256 nm 135 nm

Adenina

265 nm 268 nm
177 nm

Thymine

Figura 4.4: Representacion de los momentos dipolares para las diferentes bases
nitrogenadas del DNA. Cada vector representa la transicion electrénica entre los
orbitales m — ©* correspondiente a las longitudes de onda que producen dichas

transiciones. Imagen: Biopolymers 61(3), 2001/2002.

4.2. Experimento: Propésito y Antecedentes

El experimento que se describird a continucacién se realizé con el obje-
tivo de desnaturalizar una muestra de DNA en solucién acuosa irradiandola
con luz UV y renaturalizarla suspendiendo la irradiaciéon por cierto intervalo
de tiempo, llevando a cabo todo este proceso a una temperatura constante
adecuada.

Que el DNA pueda ser desnaturalizado por la luz UV no es una propuesta
nueva. De hecho es bien sabido que el cancer de piel generado por prolon-
gadas exposiciones a los rayos UV-A y UV-B involucra precisamente una
desnaturalizaciéon de nuestro DNA al formarse dimeros de timina: los puen-
tes de hidrégeno que las timinas forman con sus bases complementarias de la
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otra cadena se rompen al absorber fotones UV y de este modo se produce la
desnaturalizacion en un par de bases. Sin embargo, el objetivo de este expe-
rimento ha sido desnaturalizar el DNA sin causar cambios en las bases de las
cadenas, es decir sin la formacién de fotoproductos como dimeros de timina,
para permitir la renaturalizacion durante periodos de obscuridad, y al mis-
mo tiempo conseguir un nimero mucho mayor de bases desnaturalizadas que
permita una posterior replicaciéon, aunque sea parcial, de las cadenas de DNA.

Por un lado, en 1965 Hagen et al. [58] reportaron que la radiacién UV
puede desnaturalizar el DNA. Sometieron dos muestras de DNA nativo, es
decir de DNA en doble hélice, a irradiaciones sucesivas de luz UV de 253.7
nm, mientras las muestras se mantenian a temperatura ambiente. Después
de cada irradiacion se aumentaba la temperatura a 90°C sélo a una de las
muestras, con el objetivo de desnaturalizar el DNA con calor. Registraron los
valores de absorcion de cada muestra y las compararon; después de 2 horas
de irradiacién no se detectd diferencia entre los espectros de absorcion del
DNA nativo y del desnaturalizado por calor, por lo que concluyeron que la
luz UV habia desnaturalizado la muestra de DNA nativo.

Por otro lado, Marmur y Doty publicaron en 1961 [59] que una muestra
de DNA nativo desnaturalizado por calor, y luego enfriado rapidamente a
temperatura ambiente (lo cual provoca formacién de estructuras distintas a
la del DNA nativo por formacion de pares de bases no especificos o entre
cadenas que no son enteramente complementarias), puede renaturalizarse tal
que recupera sus caracteristicas fisicas y quimicas de la muestra nativa si su
temperatura es de nuevo elevada a aquella que quede aproximadamente 25°C
por debajo de la temperatura de desnaturalizaciéon. Ademés mostraron que
la tasa de renaturalizacién aumenta si la concentracion idnica es mayor a 0.4
M de Na™, y que el porcentaje total del DNA renaturalizado aumenta entre
mas cortas y homogéneas son las secuencias del DNA. Por ejemplo, el DNA
de mamiferos proveniente de células con alto contenido de esta molécula se
renaturalizan poco; el DNA bacteriano con un reducido contenido de DNA
por célula experimenta una renaturalizacion extensiva; y las bacterias mas
pequenas, junto con los bacteriéfagos, los cuales tienen el contenido més bajo
de DNA, muestran una renaturalizacién casi completa.

Por tanto existe evidencia de los dos fenémenos importantes del objetivo
de este experimento: la desnaturalizacion por luz UV y la renaturalizacion a
temperatura constante. Sin embargo el aspecto innovador de esta propuesta
es conseguir que ambos fendémenos ocurran a la misma temperatura y a valo-
res altos de esta para ser consistentes con las posibles condiciones de la Tierra
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primitiva. Se busca que el proceso de desnaturalizacién/renaturalizacién sea
reproducible para dar sustento a la sospecha de que este proceso ocurria du-
rante cada ciclo dia/noche en el Arqueano dando posibilidades a una replica-
cién no-enzimatica. Finalmente, se busca obtener una medida cuantitativa de
la desnaturalizacion por luz UV-C para estimar la viabilidad de este proceso
en la sopa primitiva.

4.3. Material

Mientras la solucion de DNA se irradiaba con luz UV a temperatura
constante, se media la extincién (absorcién + dispersién) de ciertas longitudes
de onda, especialmente alrededor de 260 nm, al pasar a través de la solucion.
El equipo y material utilizado se enlistan a continuacion.

4.3.1. Equipo y montaje experimental

1. Ldmpara de deuterio-halogeno tungsteno.

DT-MINI-2GS; UV-VIS-NIR Light Source; Ocean Optics.

La lampara de deuterio emite un espectro continuo entre 210 y 400 nm,
abarcando casi por entero el espectro ultravioleta, y también emite en
el visible, con un pico caracteristico a ~656 nm, y parte del infrarrojo
cercano. La lampara de halégeno tungsteno emite también de modo
continuo desde 450 nm, i.e. entre el azul y violeta, hasta aproximada-
mente 1100 nm, en el rango del infrarrojo. En la figura 4.5 se muestran
los espectros de emisién de ambas lamparas. La potencia de la lampara
de deuterio es de 3.8 W mientras que la de halégeno es de 1.2 W. El
didmetro de la apertura de salida de luz es de 0.5 mm.

1. Compartimento de muestras controlable por temperatura para espectros-
copia de fibra optica.
Qpod; Quantum Northwest.
Este compartimento puede mantener, aumentar o disminuir de mane-
ra rapida y precisa la temperatura de la muestra bajo estudio usando
el efecto Peltier e incluye un pequeno agitador magnético para homo-
geniezar la muestra. El controlador de temperatura (TC 125, Ocean
Optics) opera desde —30° hasta 105°C, con un error de + 0.05°C.

1. Espectrometro.
HR4000CG-UV-NIR; Ocean Optics.
Es capaz de detectar longitudes de onda entre 195 y 1120 nm, con una
resolucion de 0.25 nm. Las lecturas hechas por el espectrémetro son
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Figura 4.5: Espectro de emision de las ldmparas de deuterio y tungsteno-haldgeno
DT-MINI-2GS (Ocean Optics) a temperatura ambiente.

enviadas, via USB, a un ordenador para visualizarlas en el programa
de andlisis Spectra Suite.

1v. Celdas de cuarzo.
Contenedor de muestras de seccién cuadrada de 1 x 1lem. El cuarzo es
transparente a la luz UV por lo que las celdas de este tipo son ideales
para este experimento.

V. Agitador magnético.
Permite homogeneizar la temperatura de la solucién dentro de las celdas

de cuarzo y mantiene relativamente constante el flujo de DNA a través
del haz de luz.
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Fuente de Luz de

Deuterio-Haldgeno
Computadora

Espectrometro
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Figura 4.6: Representacion del montaje usado para verificar el efecto de desnatu-
ralizacion de la luz UV sobre el DNA. La celda de cuarzo que contiene la muestra
de DNA se coloca dentro del controlador de temperatura (centro, abajo). Por un
lado del controlador se conecta la lampara de deutrio y por el lado opuesto el
espectrometro, el cual manda los datos a la computadora. Imagen modificada de
http://www.azom.com/article.aspr?ArticleID=10118.

4.3.2. Reactivos

I. Muestras de DNA.

DNA gendmico de levadura de cervesa (S. cerevisiae);

DNA genémico de esperma de salmon;

DNA sintético de 25 pb (pares de bases):
5’-CTATGGAGCGGATATACCATGGACG-3’
3’-GATACCTCGCCTATATGGTACCTGC-5;

DNA sintético de 48 pb:

5’-GGTCGCAGAGGCACATGGGTATATATATACGTATGCGGCGTGGCATCC-3’

3’-CCAGCGTCTCCGTGTACCCATATATATATGCATACGCCGCACCGTAGG-5".

1. Agua mili-q.
Algunas pruebas fueron realizadas con DNA disuelto sélo en agua. El
agua mili-q se utiliza generalmente para cultivo celular y se caracteriza
por estar libre de nucleasas, enzimas que degradan los dcidos nucleicos
y que afectarian los resultados del experimento. El pH de este tipo de
agua es de 7.0 a temperatura ambiente.
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1. Tampon PBS.

La mayor parte de las pruebas se realizaron con DNA disuelto en so-
lucién PBS o tampdn fosfato salino el cual es usado para mantener el
pH constante durante las pruebas. Su pH a temperatura ambiente es
de 7.3 y estd compuesto por cloruro de potasio (KC1) 2.7 mM, cloruro
de sodio (NaCl) 136.9 mM, fosfato de potasio monobdsico (KHaPOy)
1.5 mM y fosfato de sodio dibdsico (NagHPOy) 8.9 mM. Los iones KT y
Na't que contiene permiten formar y estabilizar las estructuras en doble
hélice al contrarrestar las cargas negativas del esqueleto del DNA.

4.4. Método

4.4.1. Preparacion de la soluciéon de DNA

Las muestras de DNA sintético en cadena doble (de 25 y 48 pb) se pre-
pararon a partir de oligos complemetarios. Dentro de una celda de cuarzo se
disolvieron cantidades equimolares de cada oligo en tampén PBS, luego se
calentd la mezcla a 85°C durante 10 minutos y finalmente se bajé la tempe-
ratura a una tasa de 1°C/min para permitir una 6ptima formacién de dobles
hélices. Cada oligo fue disenado para evitar la formaracion de dimeros de
timina al irradiarlos con luz UV y para que su temperatura de desnaturali-
zacidn no estuviera proxima a la temperatura de ebullicién del agua.

De la muestra de DNA bioldgico de esperma de salmén, con concentracion
stock de 10 mg/ml, se disolvieron 3 pul en 2 ml de agua purificada; y del DNA
de levadura de cerveza (S. cerevisiae), con la misma concentracién stock, se
disolvieron 10 ul en 1 ml de solucién tampén PBS?.

4.4.2. Irradiacion de la solucion

Antes de cada corrida se obtuvo una curva de desnaturalizacion del DNA
utilizado para determinar su temperatura de desnaturalizacién y a partir de
ella elegir las diferentes temperaturas a las que se realizarian las pruebas.

Después de fijar la temperatura de la solucién se esperaba a que alcanza-
ra el equilibrio térmico, el cual quedaba determinado a partir del momento
en que la extinciéon a 260 nm alcanzaba un valor précticamente constante.

2 Agradecemos el obsequio de ambas muestras biolégicas a la Dra. Laura Ongay y a
Yolanda Camacho del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.
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Luego se procedia a realizar lo que en adelante llamaremos pruebas de luz:

1. Periodo de luz: se dejaba incidir la radiacién de la lampara por un
tiempo determinado mientras se registraba la evolucién de la extincion
de luz a 260 nm.

1. Periodo de obscuridad: se suspendia la entrada de radiacién sobre la
solucién y se dejaba reposar asi por cierto periodo de tiempo (gene-
ralmente de la misma duracién al periodo de luz) para permitir que el
efecto causado por la luz se revirtiera.

Esta simple prueba de luz se repetia para saber si el efecto cuasado por la
luz y la obsuridad eran reproducibles. La importancia de las pruebas de luz
radica en que simularian el comportamiento de las cadenas de DNA durante
el dia y la noche en la sopa primitiva en los dias del Arqueano.

4.4.3. Recoleccion de datos: extincion de luz.

La extincion de luz se calcula como:

(4.1)

Sy—D
Eaxty = —logyg ( A ’\>

Ry — D,

donde Sy es la intensidad de la longitud de onda A a través de la muestra;
D, la intesidad de A cuando no hay luz pasando a través de la muestra (i.e.
el “ruido” correspondiente a \); y R, la intensidad de A a través del solvente
(espectro de referencia). De acuerdo a su definicion la extincion es adimen-
sional. Cuando la extincién de cierta longitud de onda toma el valor igual a
1 quiere decir que la muestra sélo ha dejado pasar el 10 % de la luz de esa
longitud de onda, cuando es igual a 2 es porque sélo ha dejado pasar el 1%,
cuando es igual a 3 es que se ha dejado pasar el 0.1 %, y asi sucesivamente.

Las mediciones consistieron en obtener espectros de extincién de las solu-
ciones de DNA a determinados intervalos de tiempo, generalmente cada 14
segundos, mientras cada muestra era irradiada con la luz de lampara de deu-
terio y su temperatura se mantenia constante. Al principio de cada corrida se
obtenfa un espectro de extincién del solvente (espectro de referencia) y este
se restaba de manera automatica en el programa a cada espectro de extincion
de solvente + DNA, de acuerdo a la ecuacion 4.1. Los datos fueron obteni-
dos mediante el programa Spectra Suite de Ocean Optics, el cual recibia los
datos directamente del espectrémetro y fueron guardados en un archivo para
su posterior analisis.
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Los espectros de extincién son resultado de dos fendémenos a nivel mole-
cular: el primiero es la absorcion de luz entendida como la atenuacion de
cualquier onda electromagnética que interaccione con determinado material.
Los atomos o moléculas de cada material absorben los fotones de sélo ciertas
longitudes de ondas electromagnéticas, llevando a sus electrones a estados
excitados para luego regresar a su estado base por distintos mecanismos (fos-
foresencia, fluoresencia, conversion interna o formacién de fotoproductos) por
lo que cada material tiene asociado un espectro de absorcién (ver figura 4.7).
Para el caso del DNA, nos enfocamos a la absorcién que ocurre a longitudes
de onda de entre 200-300 nm, la cual se da gracias a la conocida interaccion
entre este tipo de luz y las bases nitrogenadas del DNA [60, 61]. El segundo
componente de la extincion es la dispersion, entendida como el cambio de
direccion de propagacion de un haz incidente sobre una muestra. La disper-
sion ocurre porque el campo eléctrico de la onda de luz incidente obliga a los
electrones de las moléculas dispersoras a oscilar con la frecuencia de la onda
de luz, y tal oscilacién, que da origen a un momento dipolar inducido, es
fuente a su vez de una onda con idénticas caracteristicas a la onda incidente
pero propagandose en diferente direccién. En nuestro caso la dispersién es
originada por las moléculas de DNA3, ya sea en cadena doble o en cadena
sencilla, y afecta a todas las longitudes de onda incidentes pero de distinta
manera, segin se trate de dispersiéon tipo Rayleigh o Mie.

La teoria de dispersién, tanto la de Rayleigh como la de Mie, aborda
en primera aproximacion la dispersion causada por particulas esféricas, por
lo que la dimension que se suele usar para caracterizar a dichas particulas
es su didmetro (d). La dispersién de Rayleigh ocurre cuando el tamano de
las particulas dispersoras es muy pequena comparada con la longitud de la
onda incidente (A\) y predomina cuando d < A/20. La longitud de onda y
el didmetro de la particula determinan la dispersion (Sg) segin la relacién:
Sk ~ d®/\*. Por otro lado la dispersién de Mie la origina cualquier tamartio
de particula pero predomina cuando d > A\/20. Al contrario que la dispersién
de Rayleigh, la de Mie (Sy) no depende de la longitud de onda, sélo del
didmetro de la particula tal que Sy ~ d.

3Las moléculas de agua y los iones del tampén utilizado también dispersan la luz. Sin
embargo, al restar la extincién del espectro de referencia a cada uno de los espectros de
las soluciones de DNA, sélo la dispersién debido al DNA es la que prevalece.
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Figura 4.7: Origen de los espectros de absorcion. Las transiciones electrénicas
entre los niveles de energia de un (a) dtomo (los nimeros corresponden al dto-
mo de hidrdgeno) o (b) de una molécula, determinan los espectros de emision y
absorcion. Un datomo revela niveles discretos, excepto a altas energias donde los
niveles estdn muy proximos entre si, y por ello los espectros constan de lineas de
emisidn o absorcion, como en el panel (c). En cambio en una molécula se revelan
niveles adicionales debido a bandas vibracionales y/o rotacionales de las mismas
moléculas, por lo que sus espectros se conforman de curvas continuas, panel (d).
Imagen adaptada de la figura 9.11 (p.234) de la referencia [62].
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4.5. Resultados y su analisis

4.5.1. Espectros de extincion.

Espectros tipicos de extincién de los tipos de DNA estudiados se muestran
en la figura 4.8.

Espectros de extincion de las 4 muestras
a temperatura ambiente
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Figura 4.8: Espectros de extincion de luz correspondientes a 4 muestras de DNA:
de levadura, de esperma de salmon, sintético de 25pb y sintético de 48pb. Los
espectros abarcan el rango comprendido entre 210 y 1100 nm.

Como se muestra en las graficas de la figura 4.8, una de las caracteristicas
de la extincion del DNA es una curva parecida a una campana en el ultravio-
leta medio, entre 200 y 300 nm, la cual toma un valor maximo cerca de 260
nm; otra caracteristica es el valor minimo de absorcién que se presenta alre-
dedor de 225 nm. La lampara de deuterio emite debilmente en las regiones
comprendidas entre 200-220 nm y 900-1120 nm (ver figura 4.5) lo cual causa
muchas variaciones en los espectros de extincién a lo largo de esas regiones,
por ello nuestros analisis se ha enfocado a la regién comprendida entre 220
y 800 nm.

La figura 4.9 muestra que en la region 300-800 nm los espectros de las
muestras sintéticas de DNA se superponen entre si, y lo mismo sucede con los
espectros de las muestras biolégicas. Este hecho es notable porque los DNA
sintéticos son cadenas cortas y los bioldgicos cadenas mucho mas largas, por
lo que de estos resultados se puede inferir que la extincién en esa region
del espectro depende del tamano de las cadenas presentes en la solucién y
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Figura 4.9: Todos los picos de este tipo de muestras estdn alrededor de 260 nm

Yy unos son mds altos que otros debido a que las concentraciones de cada tipo de

DNA son distintas: a mayor concentracion mayor valor de extincion alrededor de
260 nm.

también de las concentraciones de pares de bases, produciendo una mayor
extincion las moléculas de cadenas cortas respecto a las mas largas. La figura
4.10 muestra un acercamiento que hace mas evidente esta superposicién entre
los espectros.

La senal entre 300-800 nm es producto de la dispersiéon de las moléculas
de DNA. La teoria de dispersién considera sélo particulas esféricas (la ca-
racterizacién de la dispersién debido a particulas no-esféricas se vuelve muy
complicada) y las cadenas de DNA no tienen tal forma, pero a manera de
ejercicio podemos considerarlas como tales sélo para dar una idea de qué lon-
gitudes de onda podrian experimentar dispersion de Rayleigh o Mie. Para la
solucién de DNA de 25pb las longitudes de onda mayores a 170 nm, es de-
cir todo el rango de deteccion del espectrometro usado, sufriran dispersion
tipo Rayleigh. Para las moléculas de 48pb la dispersién de Rayleigh predo-
minard entre 200 y 326 nm, mientras que la de Mie en el resto del espectro,
es decir entre 326 y 1120 nm. Para las muestras de DNA de origen biologi-
co es mas dificil determinar qué tipo de dispersion predominara debido a
que desconocemos el tamano promedio de las moléculas de DNA pero como
minimo su longitud debe ser del orden de miles de pares de bases. Dado que
en solucién acuosa las cadenas dobles no permanecen como columnas rigidas
sino que se doblan en distintas partes adoptando formas mas relajadas, la
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Figura 4.10: Aunque hay diferencias evidentes en la region 300-800 nm, los espec-
tros de los DNA sintéticos coinciden entre si; lo mismo para el caso de las muestras
de DNA de origen bioldgico.

longitud determinada por los miles de pares de bases que las conforman no
serd la dimensién caracteristica sino una menor, por ejemplo la equivalente a
cientos de pares de bases. Tomando como dimensién caracteristica la longitud
de persistencia de una doble hélice, i.e. 50 nm correspondiente a 150pb, las
longitudes de onda menores a 1000 nm experimentaran dispersién de Mie. O
sea que todas las longitudes de onda detectadas por el espectrémetro usado
sufriran dispersion de Mie debido a las muestras de DNA bioldgico. Lo an-
terior podria ser la causa de la diferencia en la region 300-800 nm entre las
muestras sintéticas y las biolégicas (figura 4.10).

En resumen, la parte de los espectros que interesa a nuestro analisis se
limita a las longitudes de onda de entre 200 y 800 nm. En la regién del UV
medio, entre 200 y 300 nm, no sélo se revela la fuerte absorcién por parte de
las bases del DNA sino que también estd presente, aunque en menor medida,
una parte de luz dispersada que depende de la dimensién caracteristica de
las cadenas; y a partir de 300 nm la dispersién es la total responsable de la
senal.
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EXPTO5-06-14
DNA 48 pb disuelto en PBS
Espectros de extincion a diferentes temperaturas (25, 55y 85 C)
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Figura 4.11: Efecto del aumento de temperatura en los espectros de la solucion de
DNA de 48pb. Cada espectro corresponde a la temperatura indicada a un lado del
espectro.

4.5.2. Efecto de la temperatura en los espectros de ex-
tincioén.

Dado que la hipotesis del experimento consiste en que el calor produci-
do por las moléculas de DNA al disipar la energia de los fotones del UV-C
propicia la desnaturalizaciéon del mismo DNA por un aumento local de la
temperatura, se presenta ahora el efecto del aumento de la temperatura en

los espectros de extincién para luego tratar de identificar este mismo efecto
pero en las pruebas a temperatura fija bajo irradiacién con luz UV-C.

Como se mencioné al principio del capitulo, el aumento de temperatura
a una solucién de DNA produce la desnaturalizacién de las moléculas y tal
fenémeno se manifiesta como un aumento en el pico de absorcion alrededor
de 260 nm. Dicho aumento es conocido como efecto hipercrémico y es am-
pliamente usado para registrar en tiempo real la desnaturalizaciéon del DNA.
Las graficas siguientes muestran no solo el efecto de la temperatura en la ex-
tincion de las longitudes cercanas a 260 nm, sino también para las del visible
y del infrarrojo cercano, las cuales corresponden a luz dispersada.

En la figura 4.11 se puede observar que el aumento en la temperatura
claramente produce un aumento en la extincion en casi todas las longitudes
de onda que inciden sobre la solucién de DNA de 48pb, sin embargo no es un
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Espectros de extincion a diferentes temperaturas
DNA de 25 pb
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Figura 4.12: Efecto de la temperatura en la muestra de DNA de 25pb. En este caso

el aumento en la extincion en la region del visible es un poco distinta respecto al

efecto visto en la muestra de 48pb porque para longitudes de onda largas, sobretodo
las cercanas a 800 nm, la extincion decrece.

aumento uniforme a lo largo del espectro. Por ejemplo, el maximo crecimiento
se da alrededor del pico de 260 nm, el menor aumento ocurre cerca de 300
nm, y a partir de 400 nm, conforme la longitud de onda crece, la extincién
crece lenta y gradualmente.

La figura 4.12 muestra el mismo efecto en el DNA de 25pb. El espectro
aumenta notablemente en toda la regién 220-300 nm, registrando el maximo
crecimiento en el pico de absorcion, ~260 nm. La dispersén de luz aumenta
a partir de 400 nm y empieza a descender cerca de 800 nm.

Respecto al DNA de esperma de salmén (figura 4.13) el efecto es bésica-
mente el mismo, sélo que en este caso el aumento en la extincion parece ser
constante a lo largo de todo el rango del visible.

La figura 4.14 corresponde al DNA de levadura. El efecto para las longi-
tudes de onda mayores a 300 nm es menos notable probablemente porque la
diferencia de temperaturas entre ambos espectros es de sélo 30°C.

Como se explicé en el capitulo anterior, al desnaturalizarse las cadenas
de DNA las bases nitrogenadas pueden absorber méas fotones UV-C, lo que
explica el aumento en la extincién alrededor de 260 nm. Pero el aumento en
la region 300-800 nm es mas bien resultado de cambios en la estructura de las
moléculas dispersoras y del aumento del nimero de ellas; durante la desna-
turalizacién aumenta el niimero de centros de dispersion al doble y también
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EXPT06-03-14
DNA esperma de salmon disuelto en PBS
Espectros de extincion a distintas temperaturas (40, 60 y 85 C)
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Figura 4.13: Efecto del aumento de temperatura sobre la solucion de DNA de

esperma de salmon.

Espectros de extincion a diferentes temperaturas
DNA de S. cerevisiae
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Figura 4.14: En el caso del DNA de levadura de cerveza, aunque el aumento de
temperatura sélo fue de 30°C' se puede notar también un efecto en la extincion en
la region del visible.
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van cambiando de forma porque las cadenas sencillas son mas flexibles que
las dobles * (para una visualizacién de este proceso ver la figura 4.16 en la si-
guiente seccién). Por tanto la desnaturalizacién, en este experimento, no sélo
podra ser registrada por un aumento en la extincién a 260 nm sino también
por el aumento, aunque en menor grado, en la regién del visible.

4.5.3. Curvas de desnaturalizaciéon por aumento de tem-
peratura.

Las curvas de desnaturalizacion brindan informacién importante sobre el
desenrollamiento del DNA y a partir de ellas se puede calcular la temperatura
de desnaturalizacion, temperatura para la cual el conjunto de las cadenas de
DNA de la muestra estan desenrolladas sélo en la mitad de su longitud, y
tal temperatura normalmente corresponde al punto medio de la “S” tipica
de una curva de desnaturalizacion.

En esta seccidn se presentan las curvas de desnaturalizacién correspon-
dientes a los diferentes tipos de DNA utilizados en el experimento, las cuales
sirvieron para inferir una temperatura adecuada a la cual llevar acabo las
pruebas de desnaturalizacion con luz UV a temperatura constante. Ademas
se presentan curvas que registran el cambio de la extincién de luz para lon-
gitudes de onda mayores a 300 nm, donde se supone no hay influencia de la
absorcién de las moléculas de DNA sino sélo de la dispersién de luz que ellas
mismas provocan.

4La longitud de persistencia para las cadenas sencillas de DNA est4 entre 6 y 10 nm,
i.e 20-30 bases [62] por lo que son més flexibles que las dobles hélices. La longitud de
persitencia dis minuye cuando la temperatura aumenta.
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Curva de desnaturalizacion
DNA 25pb disuelto en PBS
Tasa:0.5°C/min (EXPT03-12-13)
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Figura 4.15: DNA 25pb. El cambio de la extincion a 258 nm respecto al aumento

de temperatura muestra el proceso de desnaturalizacion de las cadenas. Este mismo

proceso también se puede registrar siguiendo el cambio de la extincion a longitudes

de onda mayores a 300 nm. En este caso la grdfica incrustada arriba a la izquierda

muestra el cambio de extincion a 320 nm (inferior) y a 500 nm (superior) respecto
al aumento de temperatura.

Con la muestra de DNA de 25pb se obtuvieron graficas interesantes que
reflejan cémo ocurre el proceso de desnaturalizacién a nivel molecular. En
la figura 4.15 la curva de desnaturalizacién (la grafica mas grande) muestra
que después de 72°C la extincion a 258 nm (i.e. la absorcién) se mantiene
constante, pero la extincién a 500 nm (i.e. la dispersién) comienza a bajar a
partir de 68°C, aproximadamente. Esto se puede explicar, por un lado, por-
que se sabe que conforme la temperatura aumenta la absorcion crece debido
al efecto hipercrémico, y llega a un valor constante cuando las cadenas se
han desnaturalizado por completo; por otro lado la dispersion también cre-
ce cuando la temperatura aumenta porque durante la desnaturalizacion las
cadenas cambian su forma de tal manera que crecen algunas de sus dimen-
siones, provocando mayor dispersion. Cuando se ha completado el proceso
de desnaturalizacién, las cadenas sencillas, que son mucho més flexibles que
las cadenas dobles, van adoptando estructuras mas compactas y por tan-
to con dimensiones caracteristicas mas pequenas, dando lugar a una menor
dispersion. La figura 4.16 ofrece una manera de visualizar este proceso.
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Figura 4.16: Representacion de la desnaturalizacion del DNA por efecto de tem-
peratura. (a) Estructura nativa del DNA previo a la desnaturalizacion; di y da
son las principales dimensiones responsables de la dispersion de la luz (extincion
de longitudes de onda mayores a 300 nm). (b) Al aumentar la temperatura, la
absorcion (extincion alrededor de 260 nm) crece debido al efecto hipercrémico; la
dispersion también crece porque aparecen nuevas dimensiones asociadas a las ca-
denas parcialmente desnaturalizadas, como ds, mientras que otras cambian, como
dy a dj. Algo no mostrado en esta figura es la formacion de “burbujas” en aquellas
regiones ricas en pares de bases AT, lo cual da origen a mds dimensiones responsa-
bles de dispersion. (c) Al completarse la desnaturalizacion la absorcion llega a su
mdximo valor. Las cadenas simples adoptan estructuras mas compactas por lo que
las dimensiones responsables de la dispersion son mds pequenas (como dy y di).
Notese que en esta ultima etapa el nimero de centros de dispersion es el doble de
los que habia en (a). Imagen adapatada de biochem.arizona.edu/classes/biocf62/
462a/NOTES/Nucleic_Acids/nucacid_structure. html

El hecho de que la dispersién a 500 nm disminuya a partir de 68°C mien-
tras que la correspondiente a 320 nm se mantenga mds constante (ver grafica
incrustada en la figura 4.15) se debe a la dependencia de la dispersién de
ciertas longitudes de onda respecto a las dimensiones caracteristicas de las
particulas dispersoras, es decir que, aunque las cadenas simples adopten for-
mas mas compactas, las dimensiones asociadas a ellas no afectan la dispersion
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a 320 nm pero si la de 500 nm y de longitudes mayores (datos no mostrados).

El comportamiento del DNA de 48pb (figura 4.17) es muy similar al de
25pb, sélo que cuando la absorcién ha llegado a su valor méximo la disper-
sién no decrece sino que permanece constante. Este comportamiento tiene
la misma explicacion que la correspondiente a la dispersion de 320 nm del
DNA de 25pb, es decir que por compactas que puedan ser las estructuras que
adopten las cadenas simples una vez que ha terminado la desnaturalizacién,
la dispersién de esas longitudes de onda no se ve modificada y asi exhibe un
valor constante.

Curva de desnaturalizacion
DNA 48pb disuelto en PBS
Tasa:0.4°C/min (EXPT05-06-14)
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Figura 4.17: DNA de 48 pb: curva de desnaturalizacion (extincion a 258 nm vs.
temperatura) y evolucidn de la extincion de luz de 400 y 600 nm (arriba o la
izquierda,).

Cuando se utilizan tasas rapidas de aumento o disminucién de tempera-
tura (> 1°C/min) la extincién a longitudes de onda > 300 nm crece muy
lentamente, o se mantiene constante, mientras que la extinciéon a 260 nm
cambia notablemente; este efecto se ilustra en la figura 4.18. En ella se grafi-
ca el comportamiento de la extincién a 260 nm respecto al correspondiente a
550 nm al subir rapidamente (5.0° C/min) la temperatura de la solucién de
DNA de 48pb desde 24 hasta 85°C (curva roja, a la izquierda). Mientras la
temperatura de la soluciéon aumentaba la extinciéon a 260 nm crecié y la de
550 nm se mantuvo practicamente constante. A partir del momento en que
la solucion llegd a 85°C la extincién a 550 nm comenzé a crecer gradualmen-
te. Esto es una posible indicacion de que cuando se aumenta rapidamente
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la temperatura de la solucion las bases de las doble hélices se desaparean
pero no se separan fisicamente, por lo que siguen dispersando la luz como un
solo centro de dispersion; solo dejando reposar la solucion se permite que las
cadenas complementarias desnaturalizadas por el calor logren alejarse una
de la otra y asi comienzan a dispersar la luz como centros diferentes, como lo
sugiere la parte superior de la grafica roja (figura 4.18). En cambio, al bajar
la temperatura desde 85 a 28°C a una tasa mucho mas lenta (0.4° C/min) el
cambio en la extincién a 550 nm es mas significativo (figura 4.18, curva azul,
a la derecha). Esto hace sospechar que es necesario dejar reposar la solucion
cierto tiempo para que las cadenas lleguen a adquirir estructuras estables que
las haga estar en equilibrio con las moléculas del solvente.

DNA 48pb, EXPT05-06-14
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Figura 4.18: DNA 48pb. Efecto de la rapidez con que se aumenta o disminuye la
temperatura de la solucion de DNA en la evolucion de la extincion a 260 nm y a
550 nm. La curva roja corresponde a un aumento a 5°C/min desde 2/ hasta 85°C.
Se indica el momento en que la solucion llego a 85°C' y apartir de ese momento
se mantuvo la temperatura constante. El ascenso de temperatura sigue el sentido
de la flecha roja. La curva azul corresponde al descenso de la temperatura desde
85 hasta 28°C a una tasa de 0,4°C/min. El descenso se da en el sentido indicado
por la flecha azul.
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En conclusién, se puede obtener una visién a nivel molecular mas comple-
ta del proceso de desnaturalizacién estudiando no sélo la extincion alrededor
de 260 nm sino también la extincion a longitudes de onda mayores a 300 nm.

4.5.4. Desnaturalizacion de DNA por irradiacién con
luz UV-C a temperatura constante.

En esta seccidén se muestran graficas que registran en tiempo real el efecto
de desnaturalizacién que causa la luz UV-C cuando es absorbida por una
muestra de DNA en solucién; de algunas de esas gréaficas se puede inferir que
al suspender la irradiacién el DNA se renaturaliza.

DNA de esperma de salmon.

En la figura 4.19 se muestran las graficas de las pruebas de luz hechas
con una soluciéon de DNA de esperma de salmén mantenida a 40°C. En ellas
se observa la evolucién en el tiempo de la extincién a 260 nm y a 500 nm.
Después de llegar al equilibrio térmico, determinado por el momento a partir
del cual la extincién a 260 nm se mantenia constante, la soluciéon fue sometida
a tres periodos de luz de 30 min con periodos de obscuridad intermedios de
igual duracion. Durante cada irradiacién las extinciones de ambas longitudes
de onda crecen gradualmente y cada vez que se restablece la irradiacion
comienzan en un nivel mas bajo que el que tenfan antes de suspenderla. De
acuerdo a los resultados de la seccién anterior, lo observado en la grafica (a)
de la figura 4.19 es resultado de la desnaturalizacién (durante los periodos
de luz) y de la renaturalizacién (en los periodos de obscuridad) del DNA.
Mientras el DNA se desnaturaliza, las bases que se han desapareado tienen
mas probabilidades de absorber maés fotones porque disminuye el efecto de
apantallamiento descrito por Vekshin [55], y por tanto aumenta la extincién
a 260 nm. Como se explica en la figura 4.16, la misma desnaturalizacién
provoca cambios en las dimensiones caracteristicas de las cadenas de DNA
permitiendo que adopten estructuras transitorias que dispersen mas luz, ello
explica el aumento de la extincién a 500 nm (figura 4.19(b)) y en general la
de longitudes de onda >300 nm (datos no mostrados).
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DNA de esperma de salmén disuelto en agua.
Pruebas de luz a 40°C; EXPT08-04-13
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Figura 4.19: DNA de esperma de salmdn: (a) evolucion de la extincion a 260
nm, y (b) a 500 nm, durante las pruebas de luz a 40°C. En estas grdficas y en las
subsecuentes, las lineas rectas, de pendiente negativa generalmente, corresponden a
los periodos de obscuridad (i.e. suspension de la irradiacion) y por tanto no repre-
sentan datos medidos. o (Extgo)=0.2 %, o (Extso0)=0.4 % . o: Desviacion estandar
relativa. Agitador magnético encendido. [DNAJ< 0,023uM en cadena doble.

Cada vez que se restablece la irradiacién, la extincién a 500 nm comienza
en un nivel incluso mas bajo del que tenia al principio del periodo de luz
anterior, sugiriendo que las cadenas no sélo se renaturalizan sino que también
van adoptando formas cada vez mas compactas conforme transcurre el tiempo
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en cada periodo de obscuridad. Se vera que este comportamiento se presenta
en todas las muestras de DNA utilizadas en este experimento.

Las graficas en la figura 4.19 muestran claramente que el efecto de la luz
UV-C es reversible.

DNA de levadura (S. cerevisiae)

Este DNA fue disuelto en solucién PBS (ver seccién 4.3.2) y con €l se rea-
lizaron pruebas de luz a 40° y a 55°C. Las graficas de la figura 4.20 muestran
los resultados de dos pruebas hechas a 40°C, una con el agitador magnéti-
co encendido y en su méximo nivel, y la otra con el agitador apagado (ver
seccién 4.3.1). La importancia de estas graficas es que revelan la influencia
de la agitacion de la solucion en los procesos de la desnaturalizaciéon y re-
naturalizacién. Por un lado la actividad del agitador magnético facilita la
desnaturalizacion durante los periodos de luz porque el movimiento del flui-
do promueve la separacion de las bases apareadas y ese mismo movimiento
es el que dificulta la renaturalizacién durante los periodos de obscuridad ya
que reduce las posibilidades de que las regiones desnaturalizadas por la luz
encuentren de nuevo a su complementario (ver las curvas superiores azules
en las figuras 4.20(a) y 4.21(a)). Cuando el agitador esta apagado, la renatu-
ralizacién es favorecida. Dicho efecto es particularmente notable en la ltima
prueba de luz hecha con el agitador magnético apagado (figura 4.20(a), cur-
va superior roja, alrededor del minuto 1200). Al contrario de los primeros
periodos de luz, los cuales fueron precedidos por periodos de obscuridad de
30 min aproximadamente, el ultimo periodo de luz siguié a un periodo de
obscuridad de 50 min, lo cual permitié una mayor renaturalizacion y confir-
ma la relevancia que tiene el tiempo en este proceso [59]. Por otro lado, el
agitador magnético también permite un flujo constante de moléculas de DNA
a través del haz proveniente de la lampara. Cuando el agitador esta apagado
y conforme pasa el tiempo, cada vez mas moléculas de DNA salen de la zona
iluminada por el haz porque tienden a precipitarse debido a la ausencia de
movimiento en la solucién, esto explica la tendencia decreciente de la extin-
cién a 500 nm en las curvas inferiores grises de las figuras 4.20(b) y 4.21(b).
En cambio, con el agitador prendido la dispersiéon permanece mas constante
a lo largo de toda la prueba (curvas superiores verdes en las figuras 4.20(b)
y 4.21(b)).

En las pruebas de luz a 55°C, figura 4.21, la renaturalizaciéon parece no
llevarse a cabo debido a dos factores: los periodos de obscuridad no fueron lo
suficientemente prolongados (su duracién fue menor a 30 min) y la tempe-
ratura es més alta, en consecuencia la tasa de renaturalizacién es mas lenta
[59]. Estas gréficas también muestran el efecto del agitador magnético. Al
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DNA de levadura disuelto en PBS
Pruebas de luz a 40°C
con agitador prendide (EXPT12-03-14) y apagado (EXPT20-03-14).
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Figura 4.20: DNA de levadura: (a) evolucion de la extincion a 260 nm, y (b) a
500 nm, durante las pruebas de luz a 40°C. Tanto en estas grdficas como en las
de la figura 4.19 (curvas azul y verde) correspondientes a las pruebas con agitador
prendido, han sido desplazadas tanto en tiempo como en extincion con el objetivo
de presentarlas en un mismo grdfico junto con las curvas de agitador apagado para
facilitar su comparacion; lo importante para este experimento no son los valores
reales de la extincion sino sus cambios. En (b) la extincidn toma valores negati-
vos porque la solucion de referencia tenia menos concentracion de iones que las
soluciones con DNA; esto tampoco influye en las conclusiones que se derivan del
andlisis de estas grdficas. El error asignado a las lecturas de extincion negativa
es el correspondiente a su valor absoluto. o (Extyso)= 0.24 % , o (Extse0)=5.4 %
curva verde, ~3.2 % curva gris. [DNAJ< 0,015uM en cadena doble.
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final de cada prueba se cambié la condicién del agitador; cuando el agitador
se apaga y se deja reposar a la solucién sin irradiacion la extincion a 260 y
a 500 nm disminuyen (figura 4.21, parte final de las curvas superiores azul
y verde en (a) y (b)). Con el agitador apagado se facilita la renaturalizacién
y ademas se disminuye el nimero de moléculas que fluyen a través del haz.
El efecto contrario se observa cuando de un momento a otro se enciende el
agitador (figura 4.21, parte final de las curvas inferiores roja y gris en (a) y
(b)) el cual favorece la desnaturalizacién y provoca una aumento en el flujo
de moléculas de DNA a través del haz.
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DNAde levadura disuelto en PBS
Pruebas de luz a 55°C
con agitador prendido (EXPT12-03-14) y apagado (EXPT20-03-14).
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Figura 4.21: DNA de levadura: (a) evolucion de la extincion a 260 nm, y (b) a 500
nm, a lo largo de las pruebas de luz a 55° C. La parte final de cada curva se grafica
con color distinto para indicar que la condicion del agitador magnético fue cambia-
da intencionalmente para investigar su efecto. o (Extesy)=0.22 % , o (Extso0)=5.4 %
curva superior, ~3.4 % curva inferior. [DNAJ< 0,015uM en cadena doble.

DNA sintético de 48 pb.

Con este tipo de DNA, también disuelto en solucion PBS, se realizaron
pruebas a 65°C y a 85°C. Ambas pruebas dan indicio de desnaturalizacion
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pero no de renaturalizacion debido a que también en este caso las tempera-
turas de la pruebas fueron altas y por tanto la tasa de renaturalizacion lenta,
ademds de que los periodos de obscuridad fueron cortos (30 min).

En la figura 4.22 se muestran las pruebas a 65°C. Los primeros tres
periodos de luz duraron sélo 1 min y entre ellos hubo periodos de obscu-
ridad de 15 min. Estas primeras pruebas se hicieron con el fin de comprobar
que la extincién a 260 nm no cambiara para asi asegurar que cualquier varia-
cion en la lectura de la extincion durante los periodos de luz siguientes fuera
causada solamente por la luz incidente. Los siguientes dos periodos de luz
duraron 30 min con periodos de obscuridad intermedios de igual duracion.
Por un lado, la figura 4.22(a) muestra que durante estas pruebas la extincion
a 260 nm aumenta, es decir que el DNA se desnaturaliza, y aparentemente
no hay renaturalizacién. Por otro lado, en los andlisis anteriores se habia
observado que la tendencia de la extincién a 500 nm durante los periodos
de obscuridad es decreciente. De acuerdo a la figura 4.22(b) esa tendencia es
interrumpida durante los periodos de luz, donde la extinciéon a 550 nm crece
ligeramente o permanece constante. Este comportamiento puede entenderse
tomando en cuenta que los multiples choques entre las moléculas de agua con
las de DNA provocan que estas ultimas vayan adoptando formas cada vez
mas compactas y durante los periodos de luz ese proceso se ve interrumpido
por la desnaturalizacién del DNA y por ello en estos periodos la extinciéon a
550 nm crece, como se puede apreciar en las dos pruebas realizadas entre los
minutos 950-1050, o se mantiene constante, como en la tiltima prueba.

Aunque la curva de desnaturalizacién del DNA de 48pb (figura 4.17) in-
dica que a 80°C la desnaturalizacion se ha completado, las pruebas de luz
a 85°C (figura 4.23) muestran que la extincién a 260 nm crece durante los
periodos de luz. En este caso ese crecimiento puede deberse a un hipercromis-
mo residual. Algunos estudios han mostrado que los enlaces de hidrégeno, e
incluso la estructura en hélice, no son necesarios para observar el efecto hi-
percréomico ya que dicho efecto puede ser detectado en RNA y en cadenas
sencillas de DNA [63]. Se puede entender este fenémeno tomando en cuenta
que aun cuando el DNA ya estd desnaturalizado sigue habiendo un efecto de
apantallamiento entre las bases nitrogenadas de las cadenas sencillas por que
en ciertas regiones persiste un apilamiento de bases por la interaccion en-
tre sus orbitales moleculares. Sin embargo, en las cadenas sencillas las bases
tienen mas libertad de rotar respecto al esqueleto de la cadena conformado
por los grupos fosfato y las desoxirribosas; al rotar se deshace el apilamiento
y aumenta entonces la probabilidad de que cada base nitrogenada absorba
un fotén. Por tanto, conforme pasa el tiempo y la temperatura local aumen-
ta debido al calor producido por la actividad disipativa del DNA, el efecto
de apantallamiento disminuye dando lugar a una mayor absorcién de luz,
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DNAde 48pb disuelto en PBS.
Pruebas de luz a 65°C.

EXPT05-06-14.

T
schart255-265.dat

900 950 1000 1050
Tiempo [min]

(a)

1100 1150 1200

/ o L WW*\.\WM‘\

\»M.WMMMWW%W

T
"schart555-565.dat"

900 950 1000 1050
Tiempo [min]

(b)

1100 1150 1200

Figura 4.22: DNA de 48pb: (a) evolucién de la extincion a 260 nm, y (b) a
550 nm, durante las pruebas de luz a 65°C. o (FExtae)=0.19% , o (Fxts00)=3.5%.
[DNA]=0.7uM en cadena doble.
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lo cual se ve reflejado en el crecimiento de la extinciéon a 260 nm. Como en
este caso las cadenas no sufren cambios en las dimensiones responsables de la
dispersion, esta no se ve afectada y por ello la extincién a 550 nm permanece
constante a lo largo de las pruebas (figura 4.23(b)).

DNAde 48pb disuelto en PBS.
Pruebas de luz a 85°C.
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Figura 4.23: DNA de 48pb: evolucion de la extincion a 260 nm (a), y a 550
nm (b), durante las pruebas de luz a 85°C. o (Extys)=0.19% , o(Extso0)=2.7%.
[DNA]=0.7uM en cadena doble.

La desnaturalizacion y renaturalizacién debido a la luz UV también se
observaron con el DNA de 25pb. Los resultados se muestran en la siguiente
seccion.
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4.5.5. Descensos repentinos en la extincion.

Aqui se describen los resultados de un fenémeno que produjo descensos
o caidas stbitas en la extincién a 260 nm, principalmente. Este efecto que
parece ser reproducible y reversible sélo se detecté durante las pruebas de
luz con las muestras de DNA sintético de 25 y 48 pb.

DNA sintético de 25 pb.

Con este tipo de DNA, disuelto también en solucién PBS, se hicieron
pruebas de luz a 70°C; los resultados se muestran en las graficas de la fi-
gura 4.24. El andlisis de esas graficas se ha divido en dos partes. Por un
lado, en la regiéon que queda a la izquierda de la linea punteada (grafica
(a)) se puede observar el efecto de desnaturalizacién de la luz UV y tam-
bién de renaturalizaciéon durante los periodos de obscuridad. Es sobresaliente
el efecto del tiempo en la renaturalizacion: mientras el primer periodo de
luz apagada con duracién de 20 min (realizado alrededor del minuto 1050)
llevé a una disminucién de la exticién a 260 nm de 0.005+0.005, en el se-
gundo periodo de obscuridad cuya duracién fue de lhr 40 min (realizado
desde poco antes del minuto 1100 hasta casi el minuto 1200) la extincién
perdié 0.0274+0.005 unidades. La disminucion de 0.005 unidades durante los
20 min del primer periodo de obscuridad dan una tasa de disminucién en
la extincién de 2.5x10~* unidades/min. Multiplicando esta tasa por los 100
min que duro el segundo periodo de obscuridad, resulta una disminucion de
0.025 unidades, valor préximo al medido de 0.02740.005 unidades y que de
hecho queda dentro del rango de su incertidumbre. Esto sugiere entonces que
durante los dos primeros periodos de obscuridad las cadenas se renaturaliza-
ban a la misma tasa. Tanto en la grafica (a) como en la (b) de la figura 4.24
se observa que en la segunda prueba de luz (entre los minutos 1050-1100)
las extinciones a 260 y 550 nm crecen luego de restablecerse la irradiacién, y
minutos después empiezan a decrecer. Sin embargo durante la prueba hubo
un aumento neto en esas extinciones, lo cual es indicio de desnaturalizacion.
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DNA 25 pb disuelto en PBS
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Figura 4.24: Las primeras dos pruebas de luz (entre los minutos 1000-1200) re-
velan el efecto de desnaturalizacion/renaturalizacion. El pico que sobresale en el
seqgundo periodo de luz (entre los minutos 1050-1100) se registra a todas las lon-
gitudes de onda y con la misma magnitud, lo que hace sospechar que fue producto
de una wvariacion electronica. Justo antes del minuto 1200 y después del 1400
ocurren dos descensos bruscos en la extincion a 260 nm, senalados con flechas.
Sdlo la dltima caida se manifiesta en la extincion a 550 nm. o(Extyg)=0.26 % ,
o (Extss50)=3.02%. [DNA]=2.2uM en cadena doble.

Por otro lado, en la regién que queda a la derecha de la linea punteada
se observa un efecto que no aparecié en las soluciones de levadura ni de
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esperma de salmén. En la grifica (a) se indica con una flecha una stibita
disminucién (o caida) en la extincion a 260 nm ocurrida 4 min después de
haber restablecido la irradiacion luego del segundo periodo de obscuridad, y
a partir de ese momento la extincion crece, aparentemente, con una unica
pendiente. Noétese que los periodos de obscuridad parecen no tener ningun
efecto sobre este comportamiento. En la ultima prueba de luz se observa
otra repentina caida en la extinciéon y de mayor magnitud que la primera.
La segunda caida ocurrié aproximadamente 7 min después de restablecer la
irradiacion y durd 34 segundos, a comparacion de los 18 segundos que duré la
primera caida. A 550 nm, gréfica (b), la primera caida no aparece pero la
segunda si. El valor de la segunda caida en la gréfica (b) representa ~ 20 %
del de la gréfica (a).

DNA sintético de 48 pb.

Los descensos en la extincion se observaron también con el DNA sintético
de 48pb, disuelto en solucién PBS, al realizar pruebas de luz a 75°C (figura
4.25). Luego de que la solucién llegé a 75°C (minuto 1100), la extincién a
260 nm comenzo a crecer gradualmente; media hora después ocurrié la primer
caida. Esta caida durd 32 segundos aproximadamente. Después la extincion
crecio siguiendo una sola pendiente y, aunque hubo dos periodos de obscuri-
dad intermedios, toma los valores que aparentemente hubiese tomado si no
se hubiera suspendido la irradiacién; esta segunda caida duré 14 segundos.
Una diferencia notable entre este par de caidas y aquellas observadas con el
DNA de 25pb es que las del DNA de 48pb s6lo se observan en la extincion a
260 nm, grafica (a) de la figura 4.25, y no a 550 nm, grafica (b), ni a ningtina
otra longitud de onda mayor a 300 nm (datos no mostrados).

Los descensos bruscos en la extincién ocurren después de horas de irra-
diacién y la causa aun no es completamente entendida. En un principio se
supuso que podian ser consecuencia de una transicién de la forma B del DNA
a la forma Z (transicién B-Z). La forma Z es también una doble hélice pero
se enrolla hacia la izquierda, a diferencia de la forma B que lo hace hacia la
derecha. En conjunto la forma 7 es una doble hélice més estrecha y alargada
que la forma B. El Z-DNA es una forma transitoria in vivo producida por la
RNA polimerasa durante la transcripcién de genes, en los puntos de inicio
de la transcripcion.

Se sabe que aquellas regiones del DNA en cuya secuencia se alternan
purina-pirimidina (p.e. dG-dC o dA-dT) son susceptibles de experimentar
una transiciéon B-Z. Se ha demostrado que esta transicion se lleva a cabo en
oligos poli(dG — dC')-poli(dG — dC') en solucién acuosa cuando la concentra-
cién de sal a 25°C y a pH neutro aumenta a 2.5M NaCl, 1.8M NaClOy4 o
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DNA 48 pb disuelto en PBS
Pruebas de luz a 75°C (EXPT02-07-14)
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Figura 4.25: DNA 48pb: (a) descensos bruscos en la extincion a 260 nm durante
pruebas de luz hechas a 75°C. (b) Tales descensos no fueron detectados a 550 nm.
o (Extasn)=0.19% , o (Extss0)=5.41 %.[DNA]=0.7uM en cadena doble.
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0.7M MgCl, [64]. Esta transicién es reversible y acompanada por cambios en
la absorcién ultravioleta [64, 65].

Kuhnlein et al. [66] mostraron que el DNA del bacteriéfago PM2, un
DNA circular, superenrollado y de cadena doble, experimenta una transicién
B-Z cuando la concentracion de sal aumenta a 2.5-3.5M NaCl. Pero cuando
lo irradiaron con luz UV la transicién ocurrié a concentraciones de sal mas
bajas. Por ejemplo, al exponer al DNA de PM2 a 120 J/m? de irradiacién
UV, la transicién ocurrié6 a una concentracion entre 2 y 3.1M NaCl, y al
exponerlo a 600 J/m? ocurrié a una concentracién de entre 1 y 2.3M NaCl.
Los mismos autores también encontraron que un aumento en la temperatura
lleva a una transicién B-Z a concentraciones de sal menores. Aparentemente
el estudio de Kuhnlein et al. es el inico en el que se ha reportado la transicion
B-Z bajo radiacion UV y en él no se da a conocer ningin aspecto referente
a la cinética de la transicién.

Las muestras de DNA sintéticas de 25 y 48pb contienen regiones en las que
se alternan purinas y pirimidinas (ver seccién 4.3.2) y por tanto es posible que
experimenten una transicién B-Z. Una transicion de este tipo podria explicar
las caidas en la extincién a 260 nm ya que la forma 7 absorbe menos que la
forma B [64, 65, 39]. Sin embargo no es claro porqué esta transicién causaria
cambios en la extincién a longitudes mayores a 300 nm sélo en el DNA de
25pb y no en el de 48pb, ni porqué este fendémeno siibito ocurriria de manera
colectiva afectando no sélo a las cadenas que estan siendo irradiadas sino
también a las que quedan fuera del haz de luz, como aparentemente pasa.

4.6. Conclusiones

Aqui se ha reportado un método de desnaturalizacion y renaturalizacién
de DNA basado en periodos de irradiacion con luz UV interrumpidos por
periodos de obscuridad mientras la temperatura de la solucién de DNA per-
manece constante. Los resultados presentados corresponden a pruebas rea-
lizadas con muestras tanto de origen biolégico de longitudes del orden de
kilo-pb (miles de pares de bases) como de origen sintético de longitudes mu-
cho més pequenias (25 y 48 pb) y confirman que después de que el DNA es
desnaturalizado, al menos parcialmente, por efecto de la radiaciéon UV el pro-
ceso de renaturalizacién ocurre de manera eficiente a temperaturas entre 40°
y 55°C (como en el caso del DNA de levadura y de esperma de salmén) per-
mitiendo que las moléculas recuperen la estuctura nativa que poseian antes
de someterlas a la radiacién. Pero también muestran que atin a temperaturas
mayores a la de desnaturalizacién, el DNA puede renaturalizarse si se deja
reposar sin radiacién el tiempo suficiente para que las cadenas complementa-
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rias se rencuentran (como en el caso del DNA sintético de 25 pb a 70°, figura
4.24).

Para comprobar que los aumentos en la extincién fueron cuasados verdadera-
mente por el efecto la luz UV-C sobre el DNA y no por un efecto electrénico,
se prepararon dos soluciones idénticas con DNA de 48 pb y se sometieron a
las mismas pruebas pero irradiando sélo una de ellas con la luz de la lampara
de deuterio, la cual emite un continuo en el rango UV-C, e irradiando la
otra con luz de tungsteno-halégeno, que sélo emite en el visible (ver figura
4.5). Estas pruebas se presentan en el apéndice A y muestran que con la luz
de tungsteno no hay cambios atribuibles a los periodos de irradiacién o de
obscuridad, por lo que se concluye que los aumentos en la extincién cuando

se irradia con luz UV-C son producto de la accién de ésta sobre las cadenas
de DNA.

Sin duda, los resultados que se han mostrado dan esperanzas al mecanismo
UVTAR [2] que pretende dar una explicacién de la replicacién de los acidos
nucleicos en el Arqueano. Tal mecanismo aborda la replicacién de DNA y
RNA sin la intervencién de enzimas y estd basado solamente en ciclos de
irradiacion UV y en variaciones de temperatura. La radiaciéon UV, con lon-
gitudes de onda entre 240 y 270 nm, y las altas temperaturas (de hasta 80°C
en la superficie de los mares, segin los estudios de Knauth y Lowe del 2003
[5]) fueron dos condiciones fisicas dominantes en nuestro planeta en el tiempo
que se cree surgié la vida, hace 3.8 mil millones de anos aproximadamente
(3, 5.

Finalmente, los descensos repentinos en la extincién a 260 nm registrados
durante las pruebas de luz con las muestras sintéticas de DNA de corta
longitud, pueden ser resultado de una transicién B-Z viable bajo la accion
conjunta de la luz UV y altas temperaturas.

Tasas de desnaturalizacion

Se puede tener una estimacién cuantitativa del grado de desnaturalizacién
provocada por la luz UV considerando el incremento en la extincion debido
a la desnaturalizacion completa de las cadenas por al aumento en la tempe-
ratura (obtenido de las curvas de desnaturalizacién). Por ejemplo, la curva
de desnaturalizacién del DNA de esperma de salmén (no mostrada) sugiere
una relacion lineal entre la desnaturalizacion y el incremento de temperatu-
ra, aunque con constantes de proporcién distintas para las temperaturas que
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quedan por encima y por debajo de 65°C. Las pruebas de luz a 40°C registran
un aumento de 0.002 unidades en la extincién a 260 nm (figura 4.19) que,
asumiendo la relacién lineal, corresponden a una desnaturalizacion de 1.25 %.
Dado que los periodos de irradiaciéon de estas pruebas duraron 30 minutos,
se puede decir entonces que la tasa de desnaturalizacién a esta temperatura
fue de 2.5 % /hr. Para el DNA de levadura se ha estimado una tasa similar.

El mismo célculo para el DNA de 48 pb (figura 4.22) muestra que a 65°C
la tasa de desnaturalizacién fue de aproximadamente 4.6 %/hr. Para el DNA
de 25 pb a 70°C, figura 4.24, la desnaturalizacién inducida por la luz UV-C
fue de 20.1 %/hr, aproximadamente.

Ya que, como se discutird en la siguiente seccion, el flujo de luz UV-C en
el Arqueano era mucho mayor al usado en este experimento, las tasas de
desnaturalizacién estimadas aqui pueden ser consideradas como un limite
inferior de las tasas de desnaturalizacién en la sopa primitiva.

4.7. Discusion

De entre los problemas que faltan por resolver para construir una na-
rrativa cientifica que explique el surgimiento de la vida en la Tierra es la
replicacion de los acidos nucleicos en ausencia de enzimas en las etapas mas
tempranas de la vida.

Los mecanismos de replicacion considerados hasta ahora involucran, por un
lado, la presencia de moléculas de RNA con capacidad autocatalitica (ribozi-
mas) y por otro lado la de ciclos repetitivos dirigidos solamente por procesos
fisicos y quimicos. A pesar de los esfuerzos y de los buenos avances hasta
ahora logrados, no ha habido sélida evidencia que haga pensar que uno de
ellos haya sido el mecanismo de replicacién dominante en el origen de la vida.
Recientemente se han revisado los problemas que en particular enfrenta la
posible replicacién dirigida por procesos quimicos y fisicos, y se ha concluido
que esta puedo ser muy viable en las protocélulas que constituian a los pri-
meros organismos [47].

Si bien se cree que el DNA aparecié después que el RNA en el curso de
la evolucién bioldgica, la evidencia experimental hace sospechar que ambas
moléculas coexistieron en la sopa primitiva antes de la formacion de los prime-
ros sistemas celulares; y la teoria de disipacion termodindamica para el origen
de la vida reconoce que la capacidad disipativa que tienen estas moléculas de
convertir los fotones solares UV en fotones infrarrojo pudo haber sido esen-
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cial para su replicaciéon mediante el mecanismo UVTAR. Segtn esta teoria, el
DNA y RNA pudieron eventualmente formar una simbiosis abriendo nuevas
posibilidades a la reporduccién, a la evolucién y, por tanto, al proceso de
disipacién foténica [2].

Aunque los resultados presentados aqui han sido obtenidos con soluciones
de DNA, el mecanismo UVTAR, del cual deriva directamente esta investiga-
cion, ha sido originalmente formulado para explicar la proliferacién tanto de
DNA como de RNA en la sopa primitiva [2]. Dadas las similitudes quimicas,
Opticas y disipativas entre estas dos moléculas, es plausible esperar resultados
parecidos para el RNA.

s Qué tan viable es que el mecanismo de desnaturalizacion y re-
naturalizacion activado por la luz UV y sostenido por altas tem-
peraturas haya podido llevarse a cabo en la Tierra primitiva?

Podemos comparar algunas de las posibles condiciones fisicas de la Tierra
primitiva hace 3.8 mil millones de anos aproximadamente con aquellas con
las que se obtuvieron los resultados de este experimento.

Para comenzar, Sagan [3] calcul6 para el Arqueano un flujo de luz UV-
C, integrado sobre el rango 240-270 nm, de 3.3 W/m?, aunque se sospecha
que este flujo haya sido més préximo a 4.3 W/m? [67]. La ldmpara utilizada
para las pruebas de luz de este experimento emitia un flujo de luz UV-C de
2.9 W/m? en el mismo rango de longitudes de onda. Sin embargo, como el
volumen que el haz de luz barre al incidir sobre la solucién es de 0.107 cm?
mientras que el volumen total de la solucién de 1.0 cm?, el flujo promedio
de luz UV-C a través de la solucién era de sélo 0.31 W/m?, menos de una
décima parte de lo que posiblemente llegaba a la superficie de la tierra. Por
tanto, el flujo de luz UV-C en el Arqueano pudo haber favorecido ain mas
la desnaturalizacion del DNA y el RNA.

La temperatura superficial en la Tierra, y por ende la de la superficie de los
mares, pudo ser cercana a 80°C hace 3.8 mil millones de afos [5] y descender
hasta 70°C cerca de 3.2 mil millones de anos atrds [6]. Por supuesto, las
regiones polares pudieron estar mas frias y las ecuatoriales mas calientes. Los
resultados muestran que la desnaturalizacién y renaturalizacion son factibles
a temperaturas entre 70 y 80°C, y también a temperaturas mas bajas, como
a 40 y 55°C, tanto para cadenas largas como para cadenas cortas de DNA.

Respecto a la concentracién de dcidos nucleicos, Miller [68] calculé una
concentracion de adeninas de 15uM para la sopa prebidtica a partir de las
tasas de produccién de moléculas orgdnicas calculadas por él mismo y Stri-



76 Capitulo 4: Desnaturalizacion de DNA por Iuz UV

bling [69]. Sin embargo, se pueden esperar concentraciones mas altas ahora
que se conocen nuevas rutas de sintesis de nucledtidos que se llevan a cabo
bajo condiciones de no equilibrio termodindmico y en las que la disipacion
de fotones UV-C juega un papel importante, como la reportada por Powner
y su grupo [32]. Las concentraciones (expresadas en contenido de adeninas)
de las muestras usadas para las pruebas de luz estan en el rango 15-100uM.

Se cree que para el final del Hadeano, hace 3.8 mil millones de afios, el pH
de los oceanos era de ~6.8 [10] y que la salinidad era entre 1.5 y 2 veces ma-
yor al valor actual [9]. Las soluciones de DNA utilizadas para el experimento
tenian un pH de 7.3 y salinidad de 0.3 veces la de los mares actuales. Si
bien una salinidad mayor hace que se requieran temperaturas més altas para
desnaturalizar el DNA, el intenso flujo de luz UV-C en el Arqueano pudo
haber provisto la energia suficiente para la desnaturalizacion de las cadenas
de DNA en la sopa primitiva.

En conclusion, las condiciones bajo las cuales se llevaron a cabo las prue-
bas de luz sugieren que el primer paso del mecanismo UVTAR pudo haber
sido factible en la Tierra primitiva.

Para finalizar, es importante hacer énfasis en que el motor del proceso de
desnaturalizacién /renaturalizacién bajo ciclos de irradiacion UV-C es la con-
version de los fotones UV-C de alta energia en fotones infrarrojo de menor
energia. Esto da esperanzas a que la disipacion del potencial foténico solar
sea considerado como un elemento fundamental para entender el origen y la
evolucion de la vida.



Apéndice A

Corrida control con DNA de 48
pb.

Una manera de comprobar que el aumento en la extincion a 260 nm se
debe a la accion de la luz UV-C sobre las cadenas de DNA es llevar a cabo
una corrida en la que se someta una soluciéon de DNA a la radiacién de
una ldmpara de deuterio, que emite en el UV-C y en el visible, y luego otra
corrida idéntica sometiendo esa misma solucién a radiacién de una lampara
de tungsteno-halégeno, la cual emite predominantemente en el visible. En
la seccion 4.5.3 se mostré que cuando la extincion a 260 nm aumenta, la
extincién a longitudes de onda mayores a 300 nm también aumenta. Si el
efecto en la extincién a 260 nm se debe en realidad a la luz UV-C entonces
deberia detectarse alguna diferencia, para longitudes de onda del visible, entre
las pruebas de luz hechas con la lampara de deuterio y aquellas realizadas con
la de tungsteno. Bajo esta logica se llevaron a cabo dos corridas iguales con
DNA de 48 pb disuelto en agua sometiéndolo a la radiacién de cada lampara.
Los espectros de emisién de ambas lamparas se muestran en la figura A.1.
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Figura A.1: Espectro de emision de las ldmparas de deuterio y tungsteno-halégeno
DT-MINI-2GS (Ocean Optics) a temperatura ambiente.

En ambas corridas la solucion fue sometida a periodos de luz y obscuridad
de 30 minutos cada uno, manteniendo su temperatura a 40°C. Los resultados
se muestran en las graficas A.2 y A.3. Segin dichas graficas, con la lampara
de deuterio la extincién a 260 nm aumenta durante los periodos de luz (al
menos durante los tres ultimos, ver figura A.2) y comienza en un nivel mds
bajo cada que se reestablece la irradiciéon luego de cada periodo de obscuri-
dad, lo cual sugiere, como ya se ha mencionado, que el DNA se desnaturaliza
con la luz UV-C y se renaturaliza al suspender la irradiacién. A lo largo de las
pruebas de luz la extincién a 600 nm registréo un cambio neto notablemente
mayor con la luz de deuterio que el cambio registrado con luz de tungsteno

(figura A.3).

Las graficas en la figura A.3 son prueba de que es la luz UV-C lo que causa
el aumento en la extincion a 260 nm cuando se usa la lampra de deuterio
como fuente de luz, y por tanto apoyan la idea de que dicho tipo de radiacion
provoca la desnaturalizacién del DNA en solucién acuosa.
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DNA 48 pb disuelto en agua.
Pruebas de luz a 40°C; EXPT03-07-14
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Figura A.2: Evolucién de la extincién a 260 nm de la muestra de DNA de 48 pb
irradiada con luz de ldmpara de deuterio.
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Figura A.3: Evolucién de la extincién a 600 nm de la muestra de DNA de 48 pb
irradiada con luz de deutrio (grdfica inferior) y de tungsteno-haldgeno (superior).



Apéndice B

Incertidumbres al medir la
extincion de luz.

El espectrometro usado para medir la extincién de la radiacién incidente
sobre las soluciones de DNA cuenta con un dispositivo de carga acoplada
(charge-coupled device o CCD por sus siglas en inglés) de 3648 pixeles en
arreglo lineal. Cada pixel esta destinado a recibir los fotones de determinada
longitud de onda y convertir la senal éptica en una electrénica que luego es
enviada al software de operacion del espectrémetro.

Las fuentes de error o incertidumbre asociadas a los detectores CCD pue-
den deberse a efectos tanto dependientes como independientes de la senal
foténica incidente [70]. Por un lado, el error que depende de esta senal es
consecuencia de la variacién del numero de fotones que arriban al detector
por unidad de tiempo, y por supuesto no depende de la temperatura del
detector. En cambio, el error que no depende de la senal es causado por el
modo intrinseco de operacién de los pixeles y generalmente si depende de la
temperatura del detector.

Para determinar las incertidumbres asociadas a las lecturas de extincién de
luz se debe tomar en cuenta que para una longitud de onda dada, la extincion
(Eat) de dicha onda se define como:

Ext = —logoT (B.1)

donde T representa la transimicién de la onda a través de la solucion y es
definida segtn el cociente de la ecuacién 4.1, capitulo 4.

Segun la teoria de propagacion de errores, la incertidumbre asociada a la
extincién (sgy) es dada por:

0,434

d
Spat = (==Ext(T))sy = T

ar

ST (BQ)
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que de acuerdo a la ecuacién B.1 se puede reescribir como:

0,434
107Ezt

Expresando la incertidumbre como error relativo y reacomodando términos,
la ecuacién B.3 queda como:

SEuxt N 0,434
Ext  FExt

por tanto, conociendo la incertidumbre asociada a la transmisién (sr) se
puede determinar $g,;. Segin los estudios de Rothmand et al. [71] y de
Galbén et al. [70], cuando no hay dependencia de la sefial foténica incidente
la incertidumbre en la transmision es dada por:

ST (B.3)

SExt =

1057 g (B.4)

(ST)independiente - kl (B5)

donde k; es una constante. Asi, para el caso independiente de la senal foténi-
ca, la ecuacién B.4 queda como:

(SExt)independiente 07434 Ext
= k- 1077, B.6
Eaxt Ext (B-6)

Cuando si hay dependencia de la senal fotonica incidente, la incertidumbre
en la transmision es dada por:

(ST)dependiente = k2 vT + T2 (B?)

donde k5 también es una constante. De acuerdo a la definicién de extincion,
ecuacion B.1, la ecuacién B.7 puede reescribirse como:

(ST)dependiente - k2 . \/107E$t + 1072'}5”- (BS)

v asi, para el caso dependiente de la senal foténica, el error asociado a la
extincion quedard determinado por:

(SEwt)dependiente 0,434 E
= 2 - ky - /10~ Bet - 10-2Eat . 1P B.9
Eaxt Ext 7 \/ * (B9)

o bien por:
SExt)dependiente 07434
() aependiente _ cky - /1 + 10P2, (B.10)
Eat Eat
Las constantes ky y ko pueden ser usadas como indicadores de la precision
de un detector y sus valores pueden ser obtenidos tomando medidas consecu-

tivas (> 20) de una solucién absorbente adecuada a una o varias longitudes
de onda [72].
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Utilizando dicromato de potasio diluido como absorbente, registrando la
absorciéon de la longitud de onda 350 nm, principalmente, y utilizando como
fuente de luz una lampara DT-MINI-2GS de Ocean Optics, Galban y su
grupo [70] han obtenido valores para las constantes k; y ko que determinan
la incertidumbre del espectrometro USB 4000 de Ocean Optics a temperatura
ambiente y dentro del rango lineal de la extincién (0—1.8). USB 4000 tiene
integrado un detector CCD idéntico al del espectrometro utilizado en nuestro
experimento (HR4000CG-UV-Vis, Ocean Optics) por lo que esas constantes
(ky = 5x107* y ky = 8x107%) son adecuadas para estimar las incertidumbres
asociadas a nuestras mediciones. De acuerdo a la teoria de propagacién de
errores, dichas incertidumbres serdn completamente determinadas por:

SEaxt (SExt)independiente 2 (SEzt)dependiente 2
= —_— B.11
Eaxt \/( Eaxt P+ Ext ) ( )

que al sustituir B.6 y B.10 queda explicitamente como:

0,434 -8 x 10~* - V1 4 105
Euxt )
(B.12)
En la figura B.1 se muestra la relacion entre el error relativo porcen-
tual (0 = (sgu/Fxt) - 100%) y la extincién en el rango lineal de nuestro
espectrometro.

Ext

SEx 0,434 -5 x 10~4 - 10Eat
! \/ ( ot )%+ (

3 T

25 H i

Desviacion estandar (%)
-
n
T
1

N

Extincion

Figura B.1: Desviacidn estandar porcentual vs. Extincion.



Apéndice C
Cdédigo para analisis de datos.

Los archivos de los espectros de extincion se ven como sigue:

SpectraSuite Data File
B R

Date: Thu Mar 20 16:23:48 CST 2014

User: karo

Dark Spectrum Present: Yes

Reference Spectrum Present: Yes

Number of Sampled Component Spectra: 1
Spectrometers: HR4C5695

Integration Time (usec): 1775000 (HR4C5695)
Spectra Averaged: 3 (HR4C5695)

Boxcar Smoothing: 10 (HR4C5695)

Correct for Electrical Dark: No (HR4C5695)
Strobe/Lamp Enabled: No (HR4C5695)

Correct for Detector Non-linearity: No (HR4C5695)
Correct for Stray Light: No (HR4C5695)
Number of Pixels in Processed Spectrum: 3648
>>>>>Begin Processed Spectral Data<<<<<
194.79 -0.623

195.05 -0.623

195.32 -0.623

195.59 -0.000

254.87

0.284
255.14 0.285
255.40 0.285
255.67 0.286
255.94 0.286

1119.61 -1.898
1119.85 -0.000
1120.09 -0.000
1120.32 -0.000
1120.56 -0.000
1120.80 -0.000
1121.04 -0.908
>>>>>End Processed Spectral Data<<<<<
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En el encabezado de los archivos se especifican los valores de las funciones
disponibles para la obtencién de datos. Las dos columnas comprendidas entre
Begin Processed Spectral Data y End Processed Spectral Data corresponden a
la longitud de onda registrada (i.e. al canal del espectrémetro) y su respectiva
lectura de extincion.

Las graficas que se presentan en la seccion 4.5.4 y 4.5.5 se obtuvieron
graficando los archivos de Extincion vs. tiempo generados con el siguiente
codigo, escrito en lenguaje Fortran, que calcula la extincion promedio entre
determinado rango de longitudes de onda y el tiempo al que fue registrada
dicha extincion.

program Extincién vs. tiempo
implicit none

f— Declaracion de variables

real*8 WL, Ext /para leer la longitud de onda (WL) y la extincion (Ext) de cada archivo,
real*8 Sext, Pext /para calcular el promedio de la extincion (Pext),

real*8 tiempo

integer*4 hr, min, sec /para leer el tiempo de cada archivo y calcularlo en minutos,
integerx4 i, k, n /contadores de los tres procesos de cdlculo.

character*1l h

character*1l numbil
character*2 numb2
character*3 numb3
character*4 numb4

)/ —— Algoritmo
do k = 0, 1038 leste contador corre sobre el nimero de archivos a analizar.

! —— Las sigueintes lineas ordenan la correcta lectura de los archivos

if(k .1t. 10) then
write(numbl,’(il)’) k
open(unit=5, file="Levadura0000"//numbl//".txt")
else if(k .1t. 100) then
write(numb?2,’(i2)’) k
open(unit=5, file="Levadura000"//numb2//".txt")
else if(k .1t. 1000) then
write(numb3,’(i3)’) k
open(unit=5, file="Levadura00"//numb3//".txt")
else if(k .ge. 1000) then
write(numb4,’(id)’) k
open(unit=5, file="LevaduraO"//numb4//".txt")
endif

! —— Se abre un nuevo archivo donde se guardardn los datos de Extincion vs. tiempo.
open(unit=13, file="schart.dat")
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! —— Esta sentecia omite la lectura de los primeros dos renglones del encabezado de cada
achivo
do i= 1, 2
read(5,1001)h
enddo
! —— Se lee el tiempo (en el tercer renglon del encabezado) y se convierte a minutos

read(5,1012)hr, min, sec
tiempo = (60.%*60.*float (hr)+60.*float( min)+float(sec))/60.
if(hr .1t. 12)tiempo = tiempo + 60.%24.

1012 format (17x,i2,1x,i2,1x,12)

! —— Se omite la lectura de los renglones restantes del encabezado

do i= 4, 17
read(5,1001)h
enddo
1001 format(al)

n = 0 leste contador corre sobre el nimero de canales (longitudes de onda) a promediar;
Sext = 0.0 /esta variable guarda la suma de las extinciones para luego ser dividida por n.

! —— La siguiente iteracion calcula el promedio de extincion para el rango de longs. de
onda 255-265 nm. El contador ”i” corre sobre el nimero de canales del espectrometro.

do i =1, 3648
read(5,*)WL, Ext
if (WL .ge. 255.0 .and. WL .1lt. 265.0) then
n=n+1
Sext = Sext + Ext
endif
enddo

Pext = Sext/float(n)
! —— Output; en el archivo creado se gquardan, en dos columnas, los datos calculados

close(5)

write(13,1002)tiempo, Pext
1002 format (3£f12.5)

enddo

end
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