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Introduccién

Este es un curso formativo obligatorio para los alumnos de Maestria del PMDCBQ

Métodos de ensefianza: es requisito indispensable que el alumno revise los capitulos sugeridos en cada tema, previamente a la clase. La informacion en la sesion de
clase sera presentada analizando los conceptos generales y revisando con detalle los mecanismos involucrados en los procesos estudiados. Los temas seran expuestos
y discutidos basandose en los libros de texto recomendados en la bibliografia y se revisaran aquellos articulos cuyos contenidos sean relevantes para enfatizar los
avances mas importantes en el campo. En lo posible, los profesores asignaran ejercicios a los temas correspondientes, con el objeto de fomentar la participacion activa
de los estudiantes en el proceso ensefianza-aprendizaje. Es muy importante que cada alumno participe activamente en clase.

Objetivos

Objetivo General: que el alumno adquiera la informacion necesaria para conocer, discutir y analizar la manera en que la informacién genética esta estructurada en los
organismos procariotes y eucariotes, como se expresa y cuales son los mecanismos involucrados en su control.

Temario
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TEMA .
GENES Y GENOMAS
(3 sesiones)

1. Estructura y diversidad de las ce?lulas. Clasificacio?n de los seres vivos.
a. Ce?lulas procariontes, eucariontes y virus

2. Introduccio?n. Historia de la Biologi?a Molecular, conceptos, paradigmas y paradojas. Singularidades y generalidades.
a. La escuela estructural y la escuela informacional (Mendel, Avery, Hershey/Chase, Chargaff, Watson y Crick, Jacob y Monod).

3.Estructuray funcio?n de a?cidos nucleicos y protei?nas

a. Dogma central

b. Estructura del DNA

c. Tipos de RNAs (transferencia, ribosomal, mensajero y otros)
d. Protei?nas (estructurales, enzimas y regulatorias).

4. Organizacio?n del co?digo gene?tico

a. Universalidad del co?digo gene?tico y sus excepciones

b. Co?digo gene?tico degenerado y conservativo

5. Estructura de los genomas

a. Genomas procarionte, eucarionte, organelar y viral
b. Cromosomas y su estructura, centro?meros, telo?meros, transposones, retrotransposones, secuencias altamente repetitivas, moderadamente repetitivas y no
repetitivas.

c. Topologi?a de genomas en procariontes y eucariontes (cromatina vs. nucleoide)

o

. Conceptos de gen, alelo, genotipo y fenotipo.
a. Gen como unidad funcional y gen como unidad transcripcional. Concepto mendeliano y molecular del gen

b. Regiones codificantes, no codificantes y regiones regulatorias
c. Organizacio?n transcripcional, operones, exones e intrones

=28

. Origen, duplicacio?n, generacio?n de nuevas funciones y pseudogenizacio?n

e. Transferencia horizontal de genes

—

Introduccio?n a las modificaciones qui?micas en los genomas
7. Evolucio?n molecular
a. Introduccio?n a la evolucio?n molecular

b. Darwinismo y la nueva si?ntesis
. Homologi?a
. Filogenias y genealogi?as

o 0

e. Fuerzas evolutivas

—h

Teori?a neutralista

g. Reloj molecular

TEMA 1.

GENETICA MICROBIANA

(3 sesiones)

1. Mutaciones en bacterias

a. Definicion de términos genéticos comunes (mutante, fenotipo, genotipo, etc.)

b. Andlisis y significado de los experimentos de Luria-Delbruck, Newcombe, Lederberg
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o

. Tipos de mutaciones

=28

e. Nomenclatura en genética bacteriana
f. Mutantes auxotréficas, condicionales, sin sentido

Obtencion de la frecuencia de mutacion

No@

Transformacion
3. Conjugacion

a. Conjugacion en bacterias Gram-negativas

o

. Transferencia de marcadores cromosomales por plasmidos

(2]

. Conjugacion en bacterias Gram-positivas

ey

. Genética de la transmision de plasmidos
4. Bacteriofagos
a. Fagos M13

b. Fagos lambda

(2]

. Fagos transductantes

TEMA 11

REPLICACION, REPARACION Y RECOMBINACION DE DNA
(4 sesiones)

A. REPLICACION DEL DNA

1. Caracteristicas generales de la replicacion del DNA.
a. Mecanismo semiconservativo de la replicacion.

b. La replicacion del DNA es semidiscontinua.

c. La replicacion del DNA es bidireccional.

d. La replicacion del DNA requiere de la sintesis de RNA

e. Topologia del DNA durante la replicacion

Replicacion en Procariontes

1. Iniciacién de la Replicacion en Procariontes

a. Origen de replicacion en procariontes (OriC)

b. Reconocimiento del origen de replicacién y proteinas involucradas
e. Regulacion de la fase de iniciacion

2. Las DNA polimerasas y enzimas auxiliares

a. Actividades de DNA polimerasa en E. coli.

b. Fidelidad y procesividad de las DNA polimerasas.

c. Funcion de la DNA polimerasa Il en la replicaciéon

d. Funcién de la DNA polimerasa | y ligasa en la replicacion.
3. Terminacién de la Replicacion en Procariontes.

a. Sitios Ter y proteina TBP (Tus)

. Reversion versus supresion: supresores intra e intergénicos; supresores sin sentido
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b.

C.

Desenrrollamiento y sintesis reparativa.

Papel de las Topoisomerasas en la replicacion

Replicacién del DNA en Eucariontes

1.

a.

1.

2.

Iniciacion de la Replicacién en Eucariontes

Origen de replicacion. Virus SV40 y Ag-T

. Formacion del complejo de replicacion

. Iniciacién y proteinas involucradas

. Elongacion de la Replicacion en Eucariontes

. Las DNA polimerasas en eucariontes y enzimas auxiliares

. Reguladores del ciclo celular en la replicacion del DNA

. Terminacion de la Replicacién en Eucariontes

. Terminacion de la replicacién en cromosomas lineales. Telémeros.
. Telomerasa. Mecanismo.

. Dinamica de la cromatina durante la replicacion del DNA

. Chaperonas de histonas

. Replicacion de la informacion epigenética

. REPARACION DEL DNA

. Dafio al DNA y mutacion

. Reparacion del DNA

. Reparacion directa

. Reparacion por escicion de bases (BER)

. Reparacion por escicion de nucleétidos (NER)

. Reparacion de DNA desapareado (“Mismatch”)

. Sistema SOS de Escherichia coli

. Reparacion sujeta a errores

. Sistemas de reparacién del DNA en eucariontes

. NER y funcién de proteinas XP

. Reparacion de ruptura de doble cadena; recombinacion homéloga y unién de extremos no homélogos (NHEJ).
. Funcién de la cromatina en la reparacion del DNA.
. p53y la via de respuesta de dafio al DNA.

. RECOMBINACION DEL DNA

Tipos de recombinacion y funcion de la recombinacion

Recombinacién homéloga

en procariontes.

&

4.

Via de RecBCD

Recombinacién homéloga

en eucariontes.

B

Recombinacién sitio especifica: fago lambda
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Transposones

1. Retrovirus.

a. Tipos de elementos mdviles y mecanismos generales de transposicion

b. Transposones de DNA simples y compuestos. Transposicion replicativa y no replicativa.
c. Transposones bacterianos TnA 'y Tn10 y de plantas Ac-Ds.

d. Transposicion en genomas eucariontes (disgénesis hibrida). Retrovirus y ciclo de vida.
2. Rearreglos genémicos.

a. Semejanzas y diferencias entre retrovirus y retrotransposones.

b. Tipos y familias de retroelementos.

c. Replicacion e insercion de retroelementos tipo LTR y LINE.

TEMA V.
TRANSCRIPCION Y PROCESAMIENTO POSTRANSCRIPCIONAL
(4 sesiones)
1. RNA Polimerasa procarionte, estructuray funcion.
a. Reconocimiento de promotores.
i) Estructura de promotores

b. Unién, inicio, elongacion y terminacion de la transcripcion.
i) Factor sigma.
i) Transcripcién abortiva.
iii) Factor Rho (terminacion intrinseca y extrinseca).
2. RNA Polimerasas eucariontes (estructuray funciones).
a. Poll, Polll y Pollll.
b. CTD.
c. Promotores, TATA box, enhancers y silencers.
d. Factores transcripcionales.
3. RNA mensajero (estructuray procesamiento).
a. RNAm procarionte vs. RNAm eucarionte.
b. Procesamiento en eucariontes:
i) Capping.
i) Poliadenilacion.
iii) Splicing.

Splicesosoma (RNAs pequefios

nucleares).

Procesamiento intrones tipo I.

Procesamiento intrones tipo Il.
iv) Procesamiento alternativo

V) Procesamiento atipico (independiente
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7.

8.

de spliceosoma)

vi) Trans-splicing.

. RNA ribosomal (estructura y procesamiento).

Cistrones ribosomales.

. Via de procesamiento.

. Modificaciones postranscripcionales

(RNAs pequerios nucleolares).

. RNA de transcripcion (estructuray procesamiento).

. Precursores de RNA de transcripcion

(RNasa P).

. Modificaciones postranscripcionales.

. Splicing (madurasas de tRNA, ligasas de

tRNA).

. Edicion de RNA

Metilacién.

. Uridinacion.

. Cambio de nucleétidos

(postranscripcional).
Decaimiento y degradacion de RNA.

RNAs regulatorios no codificantes.

i) Los microRNAs.

i) SIRNAs.

iii) RNAs pequefios en el control de

la cromatina.

iv) Otros RNAs pequefios en

eucariontes.

V) RNAs largos no codificantes.

TEMA V.

TRADUCCION

(4 sesiones)

1.
a.
b.
®
d.

E5

La maquinaria de sintesis de proteinas en procariontes y eucariontes

El RNA de transferencia.

El cédigo genético. Complementariedad codén-anticodén. Hipétesis del bamboleo.
Aminoacil RNAt sintetasas. Fidelidad de la traduccion.

ElI RNA mensajero en procariontes. Secuencia Shine-Dalgarno.

El RNA mensajero en eucariontes. Estructura 5'Cap y cola de poliA. Regiones no traducibles. Secuencia Kozac.

f. EI RNA ribosomal. Estructura y dominios.
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g. Proteinas ribosomales.

=

. Subunidades ribosomales. Ribosomas. Poliribosomas.
2. El mecanismo de sintesis de proteinas.

a. Factores de traduccién en procariontes

b. Factores de traduccién en eucariontes

c. Pasos en el inicio de la traduccion.

d. El modelo de escrutinio del AUG en eucariontes.

e. Traduccién cap-dependiente vs. Traduccion cap independiente. Sitios de entrada interna del ribosoma (IRES).

—

Relevancia del modelo de circulo cerrado para la traduccién del RNAm eucarionte.

g. Elongacion de la traduccion

=5

. Terminacién de la traduccién

. Gasto energético de la traduccién

. Eficiencia de la traduccion

k. Traduccioén en organelo.

3. Modificaciones co- y post-traduccionales de proteinas
a. Papel del ribosoma en el plegamiento de proteinas
b. Relacién traduccién-proteasoma

c. Modificaciones de aminoacidos

d. Direccionamiento de proteinas

4. Regulacion de la traduccién

a. Regulacion en procariontes

b. Regulacién en eucariontes

c. Regulacién por RNAs no codificantes

d. Estabilidad y localizacion del RNA mensajero

e. Antibiéticos que afectan la traduccion

TEMA VI.

REGULACION DE LA EXPRESION GENETICA EN PROCARIOTES
(4 sesiones)

1. Modelo clasico de regulacién transcripcional.

a. El operén lac de E. coli como paradigma de regulacién en bacterias

b. El concepto de operén

o

. Regulacion negativa

d. Estructura del operén lac. Catabolismo
e. El represor Lacl y el operador

d. Modelo del operén de Jacob y Monod

e. Actualizacion de la regulacién del operén lac

—

Regulacion positiva sobre el operén lac: represion catabdlica.
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g. La proteina CAP (CRP) y el AMP ciclico.

2. Otros sistemas de regulacién en E. coli:
variantes del modelo del operén.

a. El operdn gal con dos represores

b. Regulacion positiva

c. El oper6n ara y su regulador dual

d. Familias de reguladores transcripcionales

e. Sistemas de dos componentes

3. Atenuacion

a. El operdn trp: represor y correpresor

b. Estructura del operén trp. Anabolismo

c. Regulacion por terminacion de la transcripcion: atenuacion en E. coli y B. subtilis
d. Riboswitches

4. Sistemas de regulacién global

a. Represion Catabodlica. Sistema PTS.

b. Exclusién del inductor. Promotores clase | y clase .
c. Factores sigma (Asimilacion de nitrégeno, sigma 54; Regulacién por choque térmico, sigma H)
d. Regulacién por segundos mensajeros

e. Regulacion por proteinas asociadas al nucleoide

f. Regulacion por RNAs pequefios

g. Regulacién por modificaciones en el DNA

h. Regulacién por “Quorum sensing”

TEMA VII.

REGULACION DE LA EXPRESION GENETICA EN EUCARIOTES
(4 Sesiones)

1. Compartimentos nucleares

a. Caracteri?sticas generales del genoma eucarionte

b. Territorios cromosomales
c. Disposicio?n radial de los cromosomas
d. Heterocromatina y Eucromatina

e. Centro?meros y telo?meros

—

Periferia y la?mina nuclear

g. DamID y LADs
h. Nucleolo

i. Fa?bricas transcripcionales
ii) Translocaciones
j. Polycomb bodies
2. Polimerasas e Iniciacio?n de la transcripcio?n.

a. Las RNA polimerasas de eucariontes.
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b. Los promotores de las diferentes RNA polimerasas.
c. La maquinaria basal para la RNA polimerasa II.

d. Transcripcio?n y reparacio?n.

3. Epigene?ticay epigeno?mica

a. Definicio?n de epigene?tica
b. El genoma en cromatina
c. Procesos de regulacio?n epigene?tica

d. Metilacio?n de DNA

e. Modificaciones postraduccionales de histonas (Acetilacio?n-desacetilacio?n, Metilacio?n, fosforilacio?n y ubiquitinacio?n)
f. Variantes de histonas

g. Complejos Polycomb y Thritorax

h. RNAs no codificantes

4. Estrategias experimentales para estudiar el epigenoma

a. Secuenciacio?n por bisulfito de sodio
MeDIP y MeDIPseq
. ChIP y ChiIPseq

oo

=y

. ENCODE y secuenciacio?n masiva de nueva generacio?n
5. Elementos de regulacio?n a distancia

a. Relacio?n entre el aumento en el taman?o0 geno?mico y la aparicio?n evolutiva de elementos de regulacio?n
Promotores
. Enhancers-Silencers

o

d.LCR
Insulators

(]

6. Organizacio?n tridimensional del genoma eucarionte

a. Introduccio?n a herramientas de estudio de conformacio?n cromosomal (del 3C al HiC)

=3

HiC
c. Compartimentos Ay B
. Dominios topolo?gicamente asociados (TADs)

o

e. Asas de cromatina

TEMA VIII.

TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR
(4 sesiones)

A. Generacién de DNA recombinante
1. Clonacién molecular.

1. Enzimas de restriccion y otras enzimas involucradas en la clonacién tradicional de DNA.

2. Vectores de clonacion (derivados de plasmidos, derivados de fagos Lambda, vectores lanzadera).
3. PCRy RT-PCR como alternativas a la clonacion.

4. Clonacion empleando recombinasas.

2. Construccion y analisis de genotecas

a. Estrategias generales en la construccion de bibliotecas genémicas y de cDNA

b. Vectores para la construccion de genotecas: fagos, bacterias, BACs, YACs, Lentivirus.
c. Escrutinio de bibliotecas empleando sondas de &cidos nucléicos o anticuerpos

d. Identificacion, andlisis y secuenciacion del DNA clonado

3. Transgénesis: Introducciéon de material genético en otro organismo.
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a. Transformacion en bacterias (electroporacion, quimica)

b. Transduccién

c. Transfeccion de células eucariontes (lipofeccion, electroporacién en anmales; bombardeo, Agrobacterium tumefasciens en plantas).
d. Vectores de expresion: diferentes tipos de promotores (constitutivos, tejido especificos, inducibles)

B. Aplicacion de la tecnologia de DNA recombinante

1. Produccién de proteinas recombinantes

a. Sistemas de expresion: bacterias, hongos (Picchia pastoris), células de insecto (bacuolovirus), de mamifero (HEK293)
b. Promotores/sistemas empleados para controlar la induccién de proteinas recombinantes

c. Etiquetas para purificacion por afinidad (His, GST, epitopes) y etiquetas de solubilidad (MBP, Trx, Nus)

2. Estudio de la expresion genética

a. Deteccion especifica de mMRNA: Northern blot y gqRT-PCR (transcripcion reversa acoplada a PCR cuantitativo)
b. Andlisis de transcriptoma: Microarrays, RNA seq

c. Deteccion e identificacion de proteinas: Western blot, proteémica

d. Regulacioén de la expresion genética: genes reporteros para medir actividad de promotores

e. Interacciones proteina-acidos nucléicos

f. Proteinas fluorescentes: herramientas para la localizaciéon subcelular y otros usos

3. Estudio de la funcién de productos génicos

a. Mutagénesis dirigida y mutagénesis al azar (PCR, transposones)

b. Inhibicién de la expresion especifica por interferencia de RNA

c. Mutaciones nulas por recombinacion homéloga (Gene targeting knockout)

d. Edicién de genes (CRISPR-Cas9)

4. Aplicaciones de la secuenciacion de siguiente generacion

a. Técnicas de secuenciacion masiva

b. Genémica.

c. Metagendmica.
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