UNIDADE 3: XENETICA
MOLECULAR

AS MUTACIONS
ENXENERIA XENETICA

AS MUTACIONS

« DEFINICION: alteraciéns do
material xenético que poden ten
consecuencias negativas,
positivas ou inocuas.

* CAUSAS: débense a erros na
replicacion do ADN e a
reparticions anémalas nas
divisions celulares.

AS MUTACIONS

MECANISMOS DE REPARACION

* REVISION.

A ADN polimerase, cada vez que
engade un novo nucledétido,
comproba se o anterior estd
correctamente posto ou non.
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MECANISMOS DE REPARACION CLASIFICACION DAS MUTACIONS

ADW nevo . Segundo a Sua orixe- RADIACION ULTRAVIOLETA (UVB)
. 2 5 2 ¥ .. , Os raios UVB absorbidos polo ADN fan que se
w Wm0 W E 0 m om o n * MUt_aC|°ns es_pontangas: aparecen forme un enlace entre duas bases pirimidinicas
Varias encimas capaces de cortar a 3 » L ! : 5 sen intervencidn de ningun factor sucesivas da mesma cadea, dando lugar a dimeros
’ moide ’ . .
cadea de ADN internamente, leen a 5 l : extern?l. ‘ . de T e dimeros de citosina.
cadea de ADN molde e a cadea BTET LT * Mutaci6ns inducidas: provocadas Before
sintetizada a partir dela ’ i ) por algun factor externo, como os
) i axente mutdxenos.

Se detectan algun erro producen e MUTAXENOS FiSICOS | MUTAXENOS QUIMICOS
dous_ ,cortes a cada. Ia_do do mesmo. A R . ; _— . —— .
porcion de ADN eliminase e a ADN T T T T T TR TR ?adlaaon ultravioleta  Radicais libres Ll‘ir\\fc;:.;m?g

. . . 2 : 5 uvB Fien
polimerase Il sintetiza o segmento i ) 4 —_—

t teriormente sera L brecha seflada Raios X Benzopireno, acido nitroso,
f:orrec O que pos . I. . ) N . -
insertado no ADN inicial. bR Radiacién nuclear Axentes alquilantes (gas
¥ ! 5 mostaza)

CLASIFICACION DAS MUTACIONS CLASIFICACION DAS MUTACIONS

. ’ i RAIOS X E RADIACION NUCLEAR. . ' H RADICAIS LIBRES
Segu ndo a sua orixe. As radiaciéns electromagnéticas de onda moi Segu ndo a sua orixe. Moléculas cun electrén desapareado, polo que son moi reactivas e poden
* Mutacidns espontédneas: aparecen curta son altamente enerxéticas. * Mutacidns espontaneas: aparecen ’c’;fja“f;'sfm'e“;;‘:2";‘5@?‘“°"q“'m'cae"3 estrutura dos elementos
sen intervencion de ningun factor Poden romper as cadeas de ADN ou modificar sen intervencion de ningun factor Orie:
externo. quimicamente alguns dos seus compofientes. externo. . FMetabgllim; aerobio do organismo.
. ume ao tabaco.

.z . . CHERNOBYL .. . . inacio i
. . * NOx procedentes da contaminacion atmosférica.
‘ MUtaa?ns inducidas: provocadas * 46 mutacions nun mesmo xene en 9 ratos de * MUtaCI9ns inducidas: provocadas +  Combustién de hidrocarburos.
por algun factor externo, como os campo. por algun factor externo, como os Poden producir:
axente mutaxenos. + A probabilidade de padecer cancro de tiroides axente mutaxenos. : ﬁ:t:i:ssieﬂsei&de

.
multiplicouse por 30 entre os nenos que vivian +  Enfisema.
.

MUTAXENOS FiSICOS | MUTAXENOS QUIMICOS preto. MUTAXENOS FiSICOS | MUTAXENOS QUIMICOS Céncer
. i Envell t turo.
Radiacion ultravioleta  Radicais libres 400 malformaciéns no gando en 1990. Radiacién ultravioleta  Radicais libres rvellecemento :rem: Iuro .
(UVB) ’-‘ | . ~ (UVB) Tee radical ntioxidant
Raios X Benzopireno, acido nitroso, p v Raios X Benzopireno, acido nitroso, i g'? :‘Q‘
etc. b etc. j ') °
3 [ €T !
Radiacién nuclear Axentes alquilantes (gas Radiacién nuclear Axentes alquilantes (gas 3 ((9 7 9 ° &Q L)
mostaza) mostaza) e e o\ s
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CLASIFICACION DAS MUTACIONS CLASIFICACION DAS MUTACIONS

* Segundo a sua orixe. BENZOPIRENO * Segundo a sua orixe. GASMOSTAZA .
.. , Composto quimico que se xera pola combustién .. , Arma quimica utilizada la | Guerra Mundial por
* Mutacions espontaneas: aparecen incompleta da materia organica (petréleo, * Mutacidns espontaneas: aparecen ambos bandos e durante a guerra de Iran-Iraq na
sen intervencién de ningun factor madeira, tabaco, certos alimentos, etc.). sen intervencidn de ningun factor década dos 80.
externo. Empeza a formarse a partir dos 300-400°C externo. Inhibe a replicacién do ADN e bloquea ao

.. . . lutation, unha molécula antioxidante que loita
* Mutaciéns inducidas: provocadas fomra os radicais libres. a

por algln factor externo, como os Son carcinéxenos a medio-longo prazo e
axente mutaxenos. terat6xenos.

MUTAXENOS FiSICOS | MUTAXENOS QUIMICOS

Radiacién ultravioleta Radicais libres

.. . . Pode provocar carcinoxénese.
* Mutaciéns inducidas: provocadas P

por algun factor externo, como os
axente mutdxenos.

MUTAXENOS FiSICOS | MUTAXENOS QUIMICOS

Radiacién ultravioleta Radicais libres

(UVB) (UvB)

Raios X Benzopireno, acido nitroso, Raios X Benzopireno, 4cido nitroso,
etc. etc.

Radiacién nuclear Axentes alquilantes (gas Radiacién nuclear Gas mostaza
mostaza)

CLASIFICACION DAS MUTACIONS CLASIFICACION DAS MUTACIONS

° Segundo a natureza da * XENICAS. ° Segundo a natureza da * ESTRUTURAIS OU CROMOSOMICAS.
alteracidon gue provocan. Alteracions pequenas e puntuais dos alteracidon que provocan. Alteracions que afectan a fragmentos cromosdémicos ou a
L. nucledtidos do ADN dun xene, normalmente L. cromosomas enteiros. Débense a aparicién de duas roturas
* Xénicas. por substitucién dunhas bases por outras. * Xénicas. cromosdmicas, podendo dar lugar a:
* Estruturais ou cromosomicas. Poden provocar cambios no ARNm e na * Estruturais ou cromosémicas. . Delecion: perda dun fragmento cromosdmico.
* Numéricas. proteina para a que codifica. * Numéricas.

* Inversion: cambio de sentido de fragmentos cromosdmicos.

Ex. Anemia falciforme. L. .
* Translocacidn: escision dun segmento dun cromosoma, que

DNA hemoglobina normal _ DNA hemoglobina mutante | se intercambia co fragmento dun cromosoma non
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CLASIFICACION DAS MUTACIONS CLASIFICACION DAS MUTACIONS

* Segundo a natureza da alteracién * NUMERICAS.

ue provocan. Afectan ao numero normal de cromosomas dunha especie, sen influir na . ope
au xznicas stia estrutura. * Segundo a viabilidade do mutante.
* Estruturais ou cromosémicas. Poden ser: * Neutras: non afectan ao organismo.
* Numéricas. * Haploidia: o nimero de cromosomas dun organismo coincide co . . . . e e .
numero de gametos da sda especie. * Beneficiosas: proporcionan unha vantaxe ao individuo.
« Machos de formigas e abellas. s . .
A & - - * Patoldxicas: causan enfermidades.
\ : H ) u * Poliploidia: yn organismo presenta mais de dous xogos cromosémicos
- 3 fer completos. E moi comun en plantas. * Teratoloxicas: causan malformacions.
¢ ! , ‘ « Tres xogos > triploide.
ow L ‘ ¢ < + Catro xogos > tetraploide. * Letais: producen a morte do portador.
.\ s * Monosomia: falta dun cromosoma nunha parella de cromosomas

’ . ; ty *fo homélogos.
! * L ] ) * Monosomia X (Sindrome de Turner): estériles, xenitalia infantil, baixa estatura e

certo aspecto masculino.

! ‘ 1 * Trisomia: existencia dun cromosoma adicional nunha parella de
p I . ‘ ¥ ] cromosomas homélogos.
. . | « Trisomia 13 (sindrome de Patau): lesi6ns cardiacas, labio leporino, retraso
it It 'L : mental...

ENFERMIDADES XENETICAS

* Existen mutacions que poden dar lugar a distintas enfermidades.
* Mutacidns nun Unico xene = Anemia falciforme.
» Combinacion de modificacions en varios xenes = Cancro.
* Desequilibrios a nivel cromosémico = Sindrome de Down.

* Dependendo de en que tipos de células tefia lugar a mutacions, as ~ s z
enfermidades xenéticas poden ser: E N X E N E R IA X E N ETI CA
* HEREDITARIAS: as mutaciéns ocorren nas células reprodutoras (gametos), polo
que afectan a descendencia.

* NON HEREDITARIAS: as mutaciéns ocorren nas células somaticas provocadas
por axentes mutaxenos.



ENXENERIA XENETICA

Ampliar os cofiecementos sobre a estrutura
e as funcions do material xenético.

* DEFINICION: Conxunto de
técnicas que permiten a
manipulacion dos xenes, asi
como a sua transferencia duns
organismos a outros.

Mellorar as caracteristicas bioldxicas
dalgunhas especies.
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Previr, diagnosticar e tratar algunhas
enfermidades.

FERRAMENTAS DA ENXENERIA XENETICA

Principal utensilio na enxefieria xenética = ENCIMAS.

POLIMERASES TRANSFERASES LIGASES
’ EQ ZS,‘*” nuclegtidos a unha * Engaden nucleétidos a un . l,Jr]en duas _cadeas de
* Precisan unha cadea molde. extremo do acido nucleico. acido nucleico.
+ Poden ser de ADN ou ARN. * Non precisan dunha cadea
molde.
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FERRAMENTAS DA ENXENERIA XENETICA

Principal utensilio na enxefieria xenética = ENCIMAS.

EXONUCLEASES ENDONUCLEASES NUCLEASES DE RESTRICION
* Cortan os nucledtidos * Cortan o acido nucleico  * ggrrf?)ﬁr?tgcciﬂg#augleeciﬁgncia
dos extremos dos acidos por puntos intermedios. de bases concreta (dianas).
nucleicos. ,
* Producense fragmentos
* Obtéfiense nucledtidos de acido nucleico.
illados.

TECNICAS DE ENXENERIA XENETICA

HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

Proceso polo que duas cadeas
complementarias de acidos nucleicos se
unen: ADN-ADN ou ADN-ARN.

FUNCION: permite detectar secuencias de
nucledtidos concretas.

* COMO FUNCIONA?: utilizase un fragmento de
ARNmM ou ADN de cadea sinxela (sonda) para
localizar unha secuencia en concreto. Esta
sonda estaria marcada con fluorescentes,
polo que ao hibridar ca secuencia que
queremos atopar, seria observable.

APLICACIONS:
* Detectar anomalias xenéticas.
* Presencia de trisomias ou monosomias.
* Presenza de mutaciéns cromosdmicas.
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TECNICAS DE ENXENERIA XENETICA

ORGANISMOS TRANSXENICOS.

ORGANISMO TRANSXENICO: aquel no que se introduce un xene
foraneo ou modificado, e que ten capacidade para transmitilo a sua
descendencia.

COMO FUNCIONA?:

Gene
donor

1. Recofiezo a secuencia de interese.
2. Cértoa con encimas de restricion. o
3. Engadoa a un vector = transporte. )

Plasmid
donor

Isolation of
bacterial plasmid

Plasmid opened
Isolated with restriction
enzyme

* Plasmido: Usase con bacterias. & 5
« Virus = INA ligase binds
Virus = ADN con cuberta. ) ) _ ends together
4. Intrg_tfi_uzo o vector en células embrionarias do organismo que queremos
modificar.

APLICACIONS:

Fresas con xenes de peixes do drtico.

Plantas de millo resistentes as pragas de insectos.
Bacterias que son fabricas de insulina humana.
Plantas que producen farmacos.

CONTROVERSIA OMG:
https://youtu.be/7TmcXYp8xu4
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Donor gene

TECNICAS DE ENXENERIA XENETICA

1 Lévase a cabo a clonacion /Q 2 Mestiranse os fragmentos de ADN cos
utilizando como vector un ADN e 36 quese cloner v Insercidn plasmidos abertos en presenza dunha
plasmido, tratando por ligase, para conseguir que se intercalen
separado, C0a mesma neles. Este ADN hibrido denominase ADN
restritase, 0 ADN que se Pissmido — recombinante.
desexa clonar e o pldsmido,
para que orixinen extremos Xene de resistencid a0 antibidtico

complementarios.

0 plasmido debe ter s6
unha diana para a
restritase e un xene que lle
proporcione resistencia a

ADN recombinante - 3 Ao mesturar os plésmidos con bacterias,
0 ADN recombinante penetra nalgunhas
delas; deste modo quedan transformadas
Introducién na célula en bacterias resistentes ao antibiotico.

CLONACION DE ADN USANDO PLASMIDOS.

4 Se se cultivan as bacterias en presenza do antibiético, eliminaranse as que non incorporaran o plasmido e quedaran as
que si o tefien, xa que son resistentes. Desta maneira, mediante sucesivos cultivos bacterianos, é posible obter moitas
copias dun xene determinado para usalo noutras ténicas, como a producion dalgunha proteina de interese

—=\ANAN —
Transcription
mRNA

Recombinant
DNA molecule

Chromosome

S

Translation Protein product

CLONACION DE ADN USANDO BACTERIOFAGOS.

TECNICAS DE ENXENERIA XENETICA

< - Gen
* CLONACION DE ADN.

* Introducion dun fragmento de ADN de —
\P/drmido

calquera especie, para lograr moitas
copias del ou para expresalo nunha célula ,
mediante un vector de clonacion. e

4 un antibistico
* Vector de clonacion: molécula de ADN con
capacidade de replicacion e expresion dos
seus xenes dentro dunha célula.

* Plasmidos: pequenas moléculas de ADN
circular de orixe bacteriana.

* Bacteridfagos: virus que infectan a bacterias
de forma natural.

* Como funciona?:

TECNICAS DE ENXENERIA XENETICA

DNA det
bacteriofago

DNA bacteriano

* A clonacion mediante bacteriéfagos utiliza
o propio ciclo de vida destes virus.

* Durante o ciclo lisoxénico o bacteriéfago
introduce o seu ADN na bacteria, pasando
a forman parte do ADN desta.

* Cando os xenes do virus se repliquen,
transcriban e traduzan, daran lugar as
diferentes partes do bacteriéfago.

* Aproveitase este ciclo lisoxénico para
introducir o ADN que queremos clonar na
célula, mediante o propio bacteriéfago.

* A bacteria reproducirase, replicando en
cada division o seu ADN.



TECNICAS DE ENXENERIA XENETICA

* PCR (Reaccién en Cadea da

Polimerase): permite fabricar in

vitro moitas copias de moléculas de
ADN de dobre cadea sen
necesidade de clonala nunha
bacteria.

Son necesarios os seguintes
elementos: o ADN que queremos
copiar, cebadores, nucleétidos
libres e ADN polimerase.

Funcién: utilizase para diagnosticar
rapidamente enfermidades
xenéticas e para detectar baixos
niveis de infeccién virica.

Como funciona?:

@ Denaturation

DNA template
with sequence

of interest r s
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1. Os extremos do ADN tefien que ter unha secuencia cofiecida, polo que se lle pegan fragmentos cofiecidos.
2. Quéntase o ADN para que se desnaturalice (separacién das duas cadeas).

3. Engadense os cebadores (primers), pequenos fragmentos de ADN de secuencia complementaria @ dos extremos
do ADN. Ao arrefriar a mostra, producirase un emparellamento.

4. A polimerase unirase aos cebadores e ird engadindo nucleétidos a medida que le a cadea complementaria.
5. Este ciclo repitese unha e outra vez ata conseguir a cantidade necesaria de ADN.

TECNICAS DE ENXENERIA XENETICA

» CLONACION REPRODUTIVA.

* Obtencidn dun individuo
xeneticamente idéntico a outro

Xa existente.

* COMO FUNCIONA?: o nucleo
dun évulo substituese polo
nucleo dunha célula somatica
doutro organismo da mesma
especie. O 6vulo modificado
implantase nunha femia da

especie.

Ovocito

somatica

Se genera el
blastocisto

P (embrién precoz)

Se extraen ambos

nicleas v s inyecta ° L]
el dela célula
somatica en el L
ovocito
®
~
o~
Desarrollo del

individuo

PCR product

VPP
i

LU bbb ~2" copies

:COMO FUNCIONAN LOS TEST DEL CORONAVIRUS?

- e - ESCASEZ DE REACTIVOS

LOS TEST SON LENTOS

o

También se estan desarroll
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TECNICAS DE ENXENERIA XENETICA

’ v

+ CLONACION TERAPEUTICA.

* Uso de células nai embrionarias o s
iguais as do receptor para frecte Wl
rexenerar tecidos. 4 R ..

z el dela célula L

* FUNCION: serve como tratamento - e C
de enfermidades provocadas polo sl
mal funcionamento de certas
células &

* COMO FUNCIONA?: para evitar o A Dfesictn &
rexeitamento inmunoldxico, o o T

nucleo da célula nai embrionaria
substitlese por un nucleo celular
da persoa enferma.
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