TEMA 2. GENETICA (Cap 2 y 3: Introduccion a la biotecnologia- Thiemann 'y Palladino)

Parte de la biologia que estudia los genes y los mecanismos que regulan la

transmision de los caracteres hereditarios.

Un gen es una unidad de informacion en una hélice de acido
desoxirribonucleico (ADN) que codifica un producto funcional, por ejemplo
proteinas. Es la unidad molecular de la herencia genética pues almacena la
informacion genética y permite transmitirla a su descendencia. Los genes se
encuentran en los cromosomas, y cada uno ocupa en ellos una posicion
determinada llamada locus. El conjunto de genes de una especie se
denomina genoma.

El ADN no trabaja solo, también existe el ARN que ayuda al primero a realizar
las operaciones de decodificacion de la informacion genética y de llevar
informacion entre los distintos componentes de la célula ya sea para €l

funcionamiento o durante el proceso de reproduccion.
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A-U, T-A,
G-C, C-G,

Cada palabra del
codigo esta formado
por tripletes, el
orden de los tripletes
indica la formacion
de un aminoacido.
Existen 64
combinaciones

Transcripcion

U C A G
UUU Phe UCU Ser UAU Tyr UGU Cys
UUC Phe UCC Ser UAC Tyr UGC Cys
UUA Leu UCA Ser UAA -—--- UGA -—-
UUG Leu UCG Ser UAG ---- UGG Trp
CUU Leu CCU Pro CAU His CGU Arg
CUC Leu CCC Pro CAC His CGC Arg
CUA Leu CCA Pro CAA GiIn CGA Arg
CUG Leu CCG Pro CAG GIn CGG Arg
AUU lle ACU Thr AAU Asn AGU Ser
AUC lle ACC Thr AAC Asn AGC Ser
AUA lle ACA Thr AAA Lys AGA Arg
AUG Met ACG Thr AAG Lys AGG Arg
GUU Val GCU Ala GAU Asp GGU Gly
GUC Val GCC Ala GAC Asp GGC Gly
GUA Val GCA Ala GAA Asp GGA Gly
GUG Met GCG Ala GAG Glu GGG Gly

Phe: fenilalanina; Leu: leucina; lle: isoleucina; Met: metionina; Val: valina;
Ser: serina; Pro: prolina; Thr: treonina; Ala: alanina; Tyr: tirosina; His:
histidina; GIn: glutamina; Asn: asparagina; Lys: lisina; Asp: ac. aspartico;

Traduccion
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Mejoramiento de microorganismos industriales

1. Seleccion natural

2. Mutacion inducida.
1) Fisicos, como la luz ultravioleta
2) Quimicos

a) Acido nitroso

b) N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG). Es uno de los mutagenos

c) Analogos de base. Producen transiciones, como el 5-bromuracilo y
d) Mutéagenos estructurales, como la proflavina o naranja acridina

3) Mutantes con niveles mejorados de metabolitos primarios



Regulacion del metabolismo

En la inhibicion, el producto final de una via metabdlica inhibe la actividad de una enzima
(normalmente la primera) de su via de formacion, cuando se ha sobrepasado un valor maximo
de concentracion intracelular de dicho producto

La represion es aquella donde el producto final de una via metabolica previene la sintesis de
una enzima o de todas las que catalizan la via mencionada. Esto ocurre a nivel de acido
desoxirribonucleico (ADN), impidiendo la transcripcion del gen a acido ribonucleico
mensajero (ARNmM). Este mecanismo es de accion mas lenta que el anterior, ya que permite
actuar a las enzimas preformadas.

Los mecanismos de regulacion son mas complejos en caso de vias biosintéticas ramificadas donde |
productos de cada brazo son raramente requeridos por el organismo en igual proporcion. Los proceso

de control de estos son los siguientes:
a) por isoenzimas; b) concertado o multivalente; ¢) cooperativo; d) acumulativo; €) secuencial.



Como se ve, la concentracion de un metabolito microbiano es controlada por una variedad de mecanismos. El
conocimiento de la via metabolica y su control facilita la construccion del mutante deseado. Estos pueden tener
distintas modificaciones:

a) el mutante no reconoce la presencia del inhibidor o represor;
b) No se produce producto final, que es el que controla la enzima clave de la via metabolica;
c) el producto final es eliminado de la célula debido a una modificacién en la permeabilidad de la membrana celular.

Los mutantes que no producen inhibidores o represores por producto final pueden ser empleados para la produccion
de intermediarios en caminos no ramificados, o de intermediarios y productos finales en caminos ramificados.

Mutantes resistentes a analogos de aminoacidos han sido empleados en procesos de mejoramiento de cepa
la obtencion de antibidticos.



Mutantes productores de enzimas de interés industrial

Las técnicas de mutacion en este caso pretenden alterar los mecanismos de control para obtener mutantes que
puedan producir enzimas en ausencia de inductor y adn en presencia de represores. Las mutaciones pueden tener
lugar en un gen regulador, eliminando la produccidn de un represor activo, o si se producen en el operador, se
podria evitar la union del represor.

Mutantes con mejores rendimientos de metabolitos secundarios : Metabolitos secundarios son sustancias no
imprescindibles para las funciones vitales como por ejemplo alcaloides, toxinas, antibidticos, giberelinas, etc.

3. Recombinacion genética

El mejoramiento de una cepa industrial empleando técnicas de mutagénesis seleccion conduce a la creacion
de lineas divergentes.

Virus

Fusion celular.
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4) Obtencion de nuevas cepas por ingenieria genética

Enzimas de restriccion y plasmidos o vectores de DNA

EcoRI
| secuencias
de reconocimiento @u!j
1) La enzima de restriccion corta DNA ,
de doble hélice en su secuencia de Corte Corte
reconocimiento particular.

DNA
humano
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Extremo
|_ cohesivo —|

2) Estos cortes producen fragmentos
de DNA con extremos cohesivos.

-

DNA de otra fuente, w E
tal vez un plasmido o
bacteriano Enlace de hidrogeno

de los extremos cohesivos

I— Extremo _
cohesivo

3) Cuando dos fragmentos de DNA
cortados por la misma enzima
de restriccién vienen juntos, pueden
unirse por emparejamiento de bases.




4) Los fragmentos unidos normalmente formaran
una molécula lineal o bien una circular, como
se muestra aqui en el caso de un plasmido.
Sin embargo, también se pueden dar otras
combinaciones de fragmentos.

Enlace
covalente

de esqueletos
de DNA

por la DNA

ligasa

5) La enzima DNA ligasa se utiliza para unir
los ejes de los dos fragmentos de DNA,
produciendo una molécula de DNA recombinante
que contiene DNA humano y del plasmido.

DNA DNA
plasmidico humano
bacteriano

DNA recombinante
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Bibliotecas de
microorganismos modificados
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El mRNA se digiere con NaOH o RNasa
(ribonucleasa), una enzima que

y degrada el RNA. IIIII

La DNA polimerasa sintetiza una segunda cadena
utilizando secuencias cortas aleatoriamente como
oligonucledtidos (o primers).
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Primers: aE
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