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Acidos nucleicos: composicion y estructura
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Dogma central de Ia biologia molecular
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Prokaryotic vs Eukaryotic Cells

AN ANIMAL CELL

Nucleus Nucleolus

: Mitochondrion
Prokaryotic Cell Structure /

Cytoplasm

Nucleoid 4 ——Golgi
y apparatus
Capsulé '
Cell Wall
Cytoplasmic ' z
Membrane
Ribosomes = Smooth i
- endoplasmic B ot
' reticulum &
ome Plasm: endoplasmic
~ membrane reticulum

Flagella
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Difference #1

of
~— replication X

Prokaryotic Eukaryotic
DNA DNA

DNA replication initiates at a
single site in prokaryotes, and
at multiple sites in eukaryotes.




DNAg

1 cromosoma circular
4,3-5,5 X109 pb
4000-5500 genes

DNA bacteriano

cromosoma

plasmido (ADN principal)
\

(ADN auxilian) 1 origen de replicacion

DNA plasmidico

DNA extracromosoOmico circular
Varian en tamano

)
memhrana

Se replican de manera autonoma

i\

\

y

ribnsomas 1 origen de replicacion que
puede ser unico o multiple

Varios plasmidos iguales o distintos

Confieren resistencia, patogenicidad
y/O prototrotia



Descripcion

Inmovil
No capsulado

Colonia rugosa

Resistencia a
VIrus

Auxotrofo

Fermentacion de
azucares

Resistencia a
antibioticos

Mutantes

Naturaleza del cambio

Pérdida de flagelos, flagelos no funcionales
Pérdida o modificacion de la capsula

Pérdida o cambio lipopolisacarido de la capa
externa

Pérdida de receptor de virus
Pérdida de una enzima en una via biosintética

Pérdida de una enzima en una via degradativa

Alteracion de la permeabilidad al compuesto,
modificacion de su diana, bombas de exporte.

Genetica bacteriana

Deteccion del mutante

Colonias compactas en lugar de
planas y extendidas

Colonias pequefas y rugosas en
lugar de lisas y brillantes

Colonias granulosas e
irregulares en lugar de lisas y
brillantes

Crecimiento en presencia de
grandes cantidades de virus

Incapacidad de crecer en medio
carente del nutriente

Pérdida de cambio de color en
medio conteniendo el azucary
un indicador de pH

Crecimiento en medio que
contiene una concentracion
inhibitoria del antibiodtico

Prototrofo

Bacterias silvestres capaces de
crecer en medios minimos (iones,

Auxotrofo

Bacterias generalmente mutantes
incapaces de fabricar alguna

molécula esencial y, por tanto,
incapaces de crecer en medio
minimo.

fuente de carbono y agua)
sintetizando autéonomamente
todas las macromoléculas
esenciales.

Table 5-1 Some Genotypic Symbols Used
in Bacterial Genetics

Character or phenotype associated

Symbol with symbol

bio™ Requires biotin added as a supplement to
minimal medium

arg” Requires arginine added as a supplement to
minimal medium

met Requires methionine added as a supplement
to minimal medium

lac™ Cannot utilize lactose as a carbon source

gal™ Cannot utilize galactose as a carbon source

str’ Resistant to the antibiotic streptomycin

strs Sensitive to the antibiotic streptomycin

Note: Minimal medium is the basic synthetic medium for bacterial
growth without nutrient supplements.



Variabilidad genética

Partial genome
transfer by
— DNA uptake

Transformation

Conjungation Conjugation

S \_/;:égg s))J e—
= 87 —
.

-_—

Transfer as part of viral genome

Plasmid transfer during
conjungation

Partial genome transfer
during conjugation

Transduction

Recombinancion genetica

Transterencia de
informacion genética de
un cromosoma a otro.



La transferencia de ADN no es reciproca

La bacteria donadora es la que contribuye con un fraccion de
material genético a la bacteria receptora

El fragmento de DNA donado es llamado exogenotay el
genoma receptor el endogenota

Una bacteria que contiene el exogenota y el endogenota
S€ conoce como merocigoto O diploide parcial

a* b*
| 1 Exogenota

Endogenota



E. coli

F* (Factor de fertilidad)

Conjugacion
bacteriana

*Plasmido F codifica alrededor de 100 genes



Descubrimiento del fenomeno de conjugacion

A B
met—bio~ thr+ leu+ thi+ Mixure met+ bio+ thr— leu~ thi-
Joshua Lederberg y Edward Tatum, 1946, E. coli
2 ® > - '
A\ met- bio- thr+ leu+ thi+ a )+ M) . - B
Y - . . .
. . Mi Wash celis Wash cdls Wash calis
5 | ‘met+ bio+* thr- leu- thi- : I f !
Somea Plate ~ 10® cells Plate - 10®% calls Plate ~ 10®% cells
WT ' brogeny v v v
- @ -
< - @9
MM MM MM
No met+ bio+ thr+ leu+ hi+ No
colonies Prototrophic colonies
colonies
(b)

Crecimiento con una frecuencia de 1/107



Bernard Davis

Porous ) «+— Prassure
cotton plug or suction
Las ceélulas tienen que estar en
contacto para modificarse
Donor
- Bactenal
Strain A Strain B e, 0 chromosome ‘
';""ﬂ'. -~ Conjugation —
f — bridge ’x\__'
Plasmid «
Pilus
\ ..‘,.‘ Recipient
'Fine filter William Hayes, 1953

No hubo modificacion genética



(a) (b) 2P
| D F+ , X attP Attachment site for
onor Bacteriad | L 4 the ssDNA polymerase
/ ,,,,, . Ori F Pol showing polarity
o GRED chromosome T :
DOY o ‘ O ; Pol Structural gene goveming
8 S Pil Misc ? the synthesis of the ssDNA
/ | US ‘\\\.,..\\ po'meme
Pil
Plasmid
Pil Genes goveming the X Cross-over area and its
synthesis of the pili and other recombinase gene(s)
F + surface stru_ctures that prevent
Recipient F- F+ x F+ mating. |
MiSC Genes allowing host replication Ori F The beginning point of ssSDNA
of the plasmid and goveming synthesis showing the direction
copy number, and other functions. travelled by the polymerase.

Unidad genética autonoma y movil, gue codifica a los genes de contacto y transterencia.



Uninserted
F plasmid

X
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Células con alta frecuencia de recombinacion (Hfr)

Luca Cavalli

Las células Hfr
producen hasta

1000 veces mas ¥
recombinantes

El plasmido F tiene
secuencias de insercion

Al conjugarse
con una célula F~
no producian
células F*




Conjugacion Hfr x F

Transfer of single-stranded
DNA copy

Exogenote

................. Transferred fragment

Endogenote converted to double helix

Dos eventos de recombinacion

Lost

Double crossover inserts
donor DNA



Mapeo de recombinacion interrumpida
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Factor F’°

Edward Adelberg, 1959

F’ es un elemento citoplasmatico
que contiene parte del
cromosoma bacteriano

El pedazo de cromosoma que
arrastra contiene al gen Jlac

M(O}

the host chromosome and

1 An integrated F can leave

carry host genes with it

Oo)—
.

m@)o}:—»o

-é()o oO

The F can transfer these host
genes to a recipient cell

merocigoto
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Bacterias F-: carecen de factor F (receptoras)

Bacterias F*: el factor F esta libre en el citoplasma

Bacterias Hfr: el factor F esta integrado al cromosoma y no se
transmite

Bacterias F : el factor F regreso al citoplasma con parte del
cromosoma hospedero



Jueves Martes

8-Octubre

Viernes

6-Octubre

9-Octubre

E. coli JM1452StrR (Receptora) + E. coli W3110/F KmTn3 en LB (Donadora)

1- Tubo con 1 mL LB, 300 uL de JM y 120 uL de W3

2- Incubacion a 37°C por 1,5 horas sin agitacion.

3- Sembrar por estria las bacterias transconjugantes en Caja petri LB con 2%
estreptomicina

4- Incubacion por 24 horas a 37 °C, refrigerara 4 °C

5- Parchar 50 colonias aisladas en LB con 1) Estreptomicina y 2) Kanamicina
6- Incubar 24 ha 37 °C

/- Observar y analizar resultados
8- Reportar % de colonias transconjugantes



Sembrado por estria

{4) 4] (C)

inoculo
inicial segundo prupo

de estrias
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