Genes,
genoma
y cromatina
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Siglo XIX

Las tres leyes de Mendel

Primera ley: cuando se cruzan dos variedades de individuos de raza pura para un determinado
caracter, todos los hibridos de |a primera generacion son iguales.

Segunda ley: cuando se cruzan variedades de la primera generacion entre si, s obtienen
semillas amarillas y verdes en la proporcion 3:1 (75% amarillas y 25% verdes).

Tercera ley: cuando se cruzan plantas que
difieren en dos caracteres (dihibridos), @ Padres
cuyo genotipo, por ejemplo, es AaAa, se

originan cualro tipos distintos, que se

combinaron de todas las formas \ Y Hibridos- Primera
posib!e. En totgl se obtienen 16 generacion
genotipos posibles.

Segunda generacidn 'b ‘
_./,-:'/ : / \; \’-'3.-.
Tercera‘.

generacion

ool Jod- X 1



ADN: acido desoxirribonucleico

* Es un polimero no ramificado compuesto
por cuatro tipos de subunidades, los
desoxirribonucleoétidos.

» Almacena la informacion requerida para el
desarrollo y funcionamiento de un
organismo.

« Su exacta duplicacién, de generacion en
generacién, asegura la continuidad genética
de cualquier especie.




Estructura de un Nucleotido

Base (N)
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Nucleotido




Bases Nitrogenadas
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- Secuencia nucleotidica:
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1953 — Descubrimiento de la estructura de dobre hélica

El modelo de Watson — Crick
de la estructura del ADN

1. Los polimeros de ADN estan constituidos por nucledétidos
unidos por enlaces fosfodiester.

. La composicion de bases de ADN sigue las reglas

de Chargaff.

. El calentamiento del ADN produce cambios en
propiedades fisicas (viscosidad).

4. Analisis de difraccion de rayos X de fibras de ADN
indica que la molécula tiene una estructura helicoidal.




Fra_l‘:g&is Crick

James Wagson p
R rand, - ‘
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Rosalind Franklin
1920-1958



template strand

3l

aowly synthesized

Orientacion 5-3’

et

JI_eese_] B8

aseJ[[[___ease




o

wt

R K

r




Apareamiento de bases

R |
T Y ﬁr@
R N/’@ NP w—o@ Reglas de Chargaff

/" Molecula de Fosfato

/  Desoxirribosa
]

|
J
|II
[ Bases nitrogenadas
! {

Complementariedad de bases

A-T G-C

Puentes Hidrdgeno




phosphodiester

i b Pt g Pt LAY Y
5' chain end

) bond
hydrogenbond g chiainy 3' ond 3 end
- end up down
(A) (8)
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Desnaturalizacion

B S

? Hear Ol 20 'S fggfa'fé?ﬁs ac-off

o s W . .

k\«‘A—T—J_};} f—n-Tf

\;' 5' 3 ' 3 5
Desnaturalizacién Renaturalizacion

Tm: Temperatura de desnaturalizacion (Temperatura de melting)

Depende: contenido GC, concentracion idnica de la solucion, presencia
de formamida y urea



DNA is denatured ~ GACT ‘ﬁ

by hesting Renaturation

on cooling « DNA/RNA
) — RNA transcript
« DNA/DNA

J

(b)

(c) RNS

) I;QUU.'—"U 8 v 8w = LT T v Aq) -
= GC AU =
Hybridization
(a)

RMNA strand DNA strand
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Dogma Centrg

DNA replication
DNA repair
genetic recombination

DNA transcription

Retrotranscripcion (RNA synthesis)

4

RNA
5... . . 3'
e e
N/
codons

protein synthesis

PROTEIN

amino acids



EUCARYOTES PROCARYOTES

nucleus

/' DNA int{on exon’

Y
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Codigo genético:

5' 3
) |CUCHAGC HGUUHACC ”AU

—Leu Ser Val Thr —

5 a|UCAHGCGHUUA”CCA lh‘-’

— Ser Ala Leu

Pro—

" CUHCAG”CGUHUAC”CAUI

-Degenerado
1st position 2nd position 3rd position
/U c A G|
Phe Ser Tyr Cys U
Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser STOP STOP A
Leu Ser STOP Trp G
Leu Pro His Arg U
Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gin Arg A
Leu Pro Gin Arg G
lle Thr Asn Ser U
lle Thr Asn Ser C
lle Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

- GIn Arg Tyr His—
amino acid attachment
nucleotide 76
ARNt
nucleotide 1+

(5' end)

unusual
- base
[ — interactions

anticodon L

(A) .







Codigo genético:

5' 3
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Leu Pro Gin Arg G
lle Thr Asn Ser U
lle Thr Asn Ser C
lle Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

- GIn Arg Tyr His—
amino acid attachment
nucleotide 76
ARNt
nucleotide 1+

(5' end)

unusual
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[ — interactions
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Transcripcion

DNA
tomplate strond 3




Splicing

intron

exon

nucleotide
N/
S'ZZZMUCUQ:G\: GUAAEEEm - 3
__~ intron
sequence
- STEP 1 ;
3!
5" I Z T UCU GUAA EEEm - - - 3
G A
5 A
A
STEP 2.
5 I UCUUAA EEmmmsmm™—~ 3
+
GA G .
5 A 3
A

precursor
RNA molecule

transient
intermediate

spliced
RNA molecule

excised
intron
sequence



Traduccion

ribosome subunits
released

L W

ribosome mRNA )

3'end
5!

end stop

growing polypeptide

complete polypeptide

released



Replicacion: Sintesis de ADN

- Semiconservativa

DONR REPLICATING Y
ITSELF
i

parental DNA double helix

&
S
/()*}(REPLICATION
SIS
/(/&( {()\;PLICATION
§ § §‘ § REPLICATION
Z/é(/ ’(’é\’( ?’(
SESTSESISISESES

daughter DNA helices



Complementary °<™ .. 3ed Template
strand &\ T strand
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3' end
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Synthesis of leading strand

5l
3l

Synthesis of lagging strand

Replication fork

5I

grows . . .

3 s

Sl

3 -

5eLLLL

U W

3l

Most recently
synthesized DNA

Synthesis of leading strand

M

Synthesis of lagging strand




New strand

7~ Single-stranded DNA
= binding proteins

Parental DNA
DNA primase

DMNA polymerase g;;fnackjm

helicase enzyme

\ "\Jl Hay toda una maquinaria enzimatica
\ trabajando en la replicacion del AD

replication fork



\\5“5“’ leading-strand template

DNA polymerase &

newly synthesized (on leading-strand template)

o '\\s\,\%

NN\

DNA helicase
(T-antigen, or cellular

RNA primer
homologue)

Okazaki fragment

single-strand DNA-binding
protein

DNA polymerase «
(on lagging-strand template)




¢ Qué pasa cuando la ADN Polimerasa falla?

 Mutaciones Puntuales: Las mutaciones puntuales son cambios en
una base

¢ Qué efecto causan sobre la proteina codificada?

* Mutacidn nonsense: crea un codon de stop donde no existia. Esto
resulta en una proteina trunca. Pueden removerse regiones esenciales.

» Mutacién missense: cambia el mensaje codificado en el ARNm. Si
AGU es cambiado a AGA, la proteina tendra una arginina en lugar de
una serina. Esto puede modificar la forma o las propieddes de la
proteina dependiendo la funcidén que este cumpliendo este aminoacido.

» Mutacion silenciosa: no tiene efecto sobre la secuencia de la
proteina. Si AGU cambia a AGC, la protein tendra el mismo aminoacido
en la misma posicion.

« Cambio de fase



Cambio de fase
Dentro de un gen, deleciones o inserciones de bases en un numero no
divisible por 3, causara cambio de fase. Por ejemplo:
AGA UCG ACG UUA AGC
arginine - serine - threonine - leucine — serine

La insercion de C o G en la posicion 6 o 7 resultara en un nuevo mensaje,
que puede dar lugar a una proteina no funcional.

AGA UCG CAC GUU AAG C
arginine - serine - histidine - valine — lysine

Un cambio de fase también puede generar un codén de stop.



El problema de los telomeros

parental strand -
I T TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG

|_AACCC%_\ incomplete, newly synthesized lagging strand
TELOMERASE
BINDS

| I TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
i —AACCCg,

TELOMERASE
EXTENDS 3' END
(RNA-templated
DNA synthesis)

3l
| B TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
1 EEEEaaceeg,

COMPLETION OF
LAGGING STRAND

BY DNA POLYMERASE
(DNA-templated

DNA synthesis) i

telomerase
g synthesis

telomerase with bound RNA template

3'
1T TGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
I EEIAACCCC -CCCCAACCCCAACCCCI

5
DNA

polymerase



Secuencia completa de ADN que codifica para una
proteina.

Un gen = una proteina

-ARNmM



Secuencia completa de ADN que codifica para una
molécula de ARN.

-ARNm: polipéptido funcional

-ARNt
-ARNTr
-Otros ARNs



Un gen es una unidad de informacion en un locus de
acido desoxirribonucleico (ADN) que codifica un
producto funcional.

Es la unidad molecular de la herencia genética, pues
almacena la informacion genética y permite
transmitirla a la descendencia.



Particula de material genético que, junto con otras, se
halla dispuesta en un orden fijo a lo largo de un
cromosoma, y que determina la aparicion de los
caracteres hereditarios en los seres vivos.



., Cuantos genes tenemos?

« Seres humanos: aproximadamente 26.000
genes codificantes para proteinas

LET'S PLAY GENOME LOTTO

— Mosca: 13.600 T - v
— Lombriz: 19.000 I
— Tabaco: 25,500 ”8'2620 r -473\1
— Trychomonas vaginalis: 30.000 gﬂe"’ -
,6(“3 5,000
§ -

103,090

S



Genes codificantes para proteinas - Eucariotas

chromosome of 1.5 x 10° nucleotide pairs, containing about 3000 genes

L

{’/-"— 0.5% of chromosome, containing 15 genes 1

B BN DN NN NN N BN BN BN N D | B . 1 I

r one gene of 10° nucleotide pairs 1
oo oo e " I i i | I i
oo o) N N S T, | i | i

| J _I
regulatory DNA sequences intron exon
DNA TRANSCRIPTION
5' 3
i RNA t cript
primary ranscrip ' RNA SPLICING intron
sequence
5 Wl 3' exon
mRNA sequence
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Clasificacion del ADN aucariotico

Genes codificantes para proteinas
» Genes unicos o solitarios
» Genes duplicados conservados y divergentes: familias de genes
funcionales o pseudogenes no funcionales

Genes repetidos en tandems
* ARNs funcionales: rRNA, 5SrRNA, tRNAs, etc

* Histonas

Genes codificantes para ARNs funcionales no en tandem
* ARNs pequenos, microARNs

ADN repetitivo
» ADN de secuencia simple, microsatelites
« ADN moderadamente repetitivo
» Transposones
» Retrotransposones virales
* Long Interspersed Elements, LINES (retrotransposones no virales)
» Short Interspresed Elements, SINES (retrotransposones no virales)

ADN espaciador no clasificado



;GENOMA?

* El genoma se encuentra en las celulas

« La informacion contenida en el genoma
afecta aspectos de nuestra fisiologia y
nuestro comportamiento




;GENOMA?

* Conjunto de instrucciones hereditarias

— Para construir y mantener un organismo

— Para preservar la vida y perpetuarla
« Cada especie posee un genoma propio

« Cada individuo posee un genoma propio



GENOMA

* Dotacion de informacion genética propia
de cada especie.

« Tamano expresado en funcion de:

— Numero de Cromosomas
— Cantidad de DNA

* Numero de pares de bases (pb)
* Peso molecular (daltons)




10° 10" 10"
number of nucleotide pairs per haploid genome
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Tamanos de genomas representativos

Grupo

Nematodos
Moluscos
Crustaceos
Insectos
Equinodermos
Peces
Anfibios
Reptiles

Aves
Mamiferos

Gimnospermas
Angiospermas

Organismo
Bacteri6fago A
Escherichia coli

Saccharomices cerevisae

Caenorhabditis elegans

Aplysia californica
Limulus polyphemus

Strongylocentrus
purpuratus

Gallus domesticus
Homo sapiens

Tamano (kb/1C)
48.5
4,000
16,500
37,500-190,000,000
37,500-333,000,000

75000-620,000
375,000-5,100,00
660,000-21,250,000
47,000-12,000,000
845,000
2,650,000-6,950,000
950,000-78,500,000
1,600,000-5,100,000
1,125,000
2,800,000-5,200,000

4,900,000-47,000,000

95,000-120,000.000

% copia unica

100
90

90




Organizacion celular del ADN

microtubules chromatin

nuclear envelope
nuclear pore

nucleolus

mitochondrion nucleus

centriole .
Golgi complex

' lysosome
vesicle

cytosol |+
i) flagellum

-~ .' ) ) ,
: ::I %;;&?ﬁ ~l '~'."\
\
plasma membrane

-
»

rough v7 | smooth

endoplasmic endoplasmic
reticulum ribosomes reticulum




Una célula animal tipica mide entre
10-30 pm (10-° m)

Una molécula de ADN humano
desplegada mide:

Alrededor de 2 metros !!!!

Cada par de base ocupa un espacio de 0,34 nanémetros (3,4 x 1019 m)
El genoma humano tiene 3.200 millones (3,2 x 10°) pares de bases

34x10"°m X 3,2x109X2=217m



Donde cabe tanta informacion?

Como se encuentra el ADN en el nucleo celular?

Como puede tanta informacion

genetica estar contenida en un
espacio del orden de los
micrometros?




CROMOSOMAS

* Funcion de empaguetamineto

» Constituidos de ADN y
proteinas

« Son mantenidos en el nucleo




El niUmero de cromosomas

. Number of
Organism

* Depende de la especie chromosonas
pea plant 14
sun flower 34
cat 38
puffer fish 42
human 46

dog 78




El nuUmero de cromosomas

Cariotipo: Conjunto de los cromosomas de una célula, de un individuo
o de una especie, despues del proceso en que se unen por pares de
cromosomas idénticos y se clasifican segun determinados criterios.
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Cromatina

s AN AN NN

T
“beads-on-a-siring” 11 nm
form of chromatin j.

20-nm chromatin
fiber of
packed nucleosomes

—

gection of
chromosome in an
extended form 300 nm

condensed section
of metaphase
chromosome

aentire
metaphase
chromosome




Cromatina metafasica
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Cromatina intefasica

Eucromatina: forma mas expandida
Heterocromatina: forma mas condensada

nuclear
envelope

peripheral
heterochromatin

silver
grains
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linker DNA corg histones of
nucloosome

I ~beads-on-a-string”

| form of chromatin
y NUCLEASE DIGESTS
' LINKER DNA
) : ..
| S—
repeat unit of 200

l nucleotide pairs

released ¥
nucleosome 11 nm
bead 1
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WITH A HIGH
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Linker DNA

} Core of eight

i W
histone molecules A :

DNA maolecule



globular core

,3/ o
HsN

histone H1

-+
T DNA H1 histone
1 ‘ln m

nucleosome

H1BINDS TO
SPECIFIC REGION
OF NUCLEOSOME

\ v J
Core of 8 Histone Molecules
Nucleosome

NUCLEOSOME
PACKING IS
MEDIATED BY
HISTONE H1

@il

»Nucleosome




“Histone Fold” motif

1A

Hen N I G
HzB N i — e G

Ha N L — N —
Ha N

8

dTAF:

dTAF62 g

N
N

(a)



Estructura del octamero de histonas

H2A-H2B:HA-113: H13-H4: H2B-H2A



La histona “linker” H1 es muy variable

Homo sapieas (11)

Gollus galius (§)
Mo musculus (11)

Xenopws loews [S)

Dania renio (4)

Drasaphila wirivs (3)

Drosophilp

Coenoviabdilis mefanogaster (1)

elegans (8)

Soccharompres
cevevisar (1)

Tetrobymeng

thermophde (1) Nicotiang tobacurm (6)



sequence-specific
DNA-binding
proteins

|

30-nm fiber
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Modificacion de Histonas

(a) Acetylation Deacetylation
-p20VCBP -HDAC1
-PCAF -SIRT1
-GCNS5S

-TIPGO

Methylation
-SUV29H1
-SET7/9

-MLL

Demesthylation
-LSD1

Phosphorylation
-Auroma kinass
-MSK1

Ubiquitination
-RING2 (hPRC1L)

(b}
?GRG(%QGG%RA?S?S RSSRAGLQF PVGRIHRLLRKGNY
P i .

PDPAKSAPAPKKGSKKAVTKAQKKDGKKRKRSRKESYS I

oo £ 2 20

ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPATGGVKKPH —®

?9®

SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRDNIQGITKPATIRRLAR

Orug Discovery Today



H3

CENPA

H2A

H2AX

H2AZ

macroH2A

H2ABBD

H4

H2B

Histonas variantes

4 910 2728 36 79
| |4 E E
L
4 9 31 79
[ 92
r i
7
?

Canonical core histone

Transcriptional activation

Kinetochore assembly

Canonical core histone

DNA repair and recombination,
major core histone in yeast

Gene expression,
chromosome segregation

X chromosome inactivation,
transcriptional repression

Transcriptional activation?

Canonical core histone

Canonical core histone

Nature Reviews | Molecular Cell Biology



Histonas variantes

Telomere

Euchromatin _‘.I':‘_ @ — p400.com

H2A.Z

Centromere

HJURP SRCAP.com

Pericentric

heterochromatin DAXX/ATRX

Euchromatin
HIRA/UBN1/CABIN1/ASF1a

-— 7
macroH2A

Hetero-
chromatin

OF DAXX/ATRX
Telomere

Current Opinion in Genetics & Development




;. Como se encuentra organizada la cromatina interfasica?
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;. Como se encuentra organizada la cromatina interfasica?

Hetérochromatin lies against the nuclear B
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;. Como se encuentra organizada la cromatina interfasica?

Identificacidon de cromosomas con sondas

¥
o
=
X
T
|
o
<

Corte confocal



;. Como se encuentra organizada la cromatina interfasica?

ldentificaciod de cromosomas con sondas
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Corte confocal



;. Como se encuentra organizada la cromatina interfasica?

La cromatina descondensada en el nucleo interfasico ocupa espacios definidos
sin solapamiento, separados por dominios intercromosomicos

(B Nuclear
envelope

N

\B |
Interchromosomal Chromosome
domain territornies

TERRITORIOS CROMOSOMALES



;. Como se encuentra organizada la cromatina interfasica?

La cromatina descondensada en el nucleo interfasico ocupa espacios definidos
sin solapamiento, separados por dominios intercromosomicos
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N /
N /
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Interchromosomal Chromosome

domain territories

/

TERRITORIOS CROMOSOMALES

Modelo propuesto por Cramer et al. (1982):

La organizacion de los cromosomas individuales en territorios compactos
claramente delineada permite la exposicion de secuencias expresables en la

superficie terrestre.

Estas areas no se superponen, serian separados por cargas negativas de la
cromatina a pH fisiologico.



Territorio cromosoma de pollo:

9 Pares de macrocromosomes (pobres genes, replicacion tardia):
preferentemente situados en la periferia del nucleo.

30 pares de microcromosomas (ricos en genes de replicacion temprana):
nucleo interior.

Cromosomas homologos en ubicaciones no adyacentes.



a-c) Cromosomas humanos: cr. grandes, rojo-periferia; cr. pequefos, verde-dentro.

d-h) Cromosomas de pollo:
Microcromosomas: la replicaciéon temprana (dentro del nucleo) u
Macrocromosomas: replicacion tardia (la periferia del nucleo)
Macrocromosomas homoélogos no contiguos (periferia)



Territorios cromosomicos ricos y pobres en genes

Cromosomas con contenido de ADN similar pero con diferente densidad de genes
ocupan la posicidon nuclear distinta fuera o dentro del nucleo.

Ejemplo: 18:19 cromosomas humanos (contenido de ADN similar: 85 a 67 Mb)
-hCR 18 (rojo) pobre en los genes, replicion tardia: en la periferia
-hCR 19 (verde) rico en genes, replicacion temprana: en el interior



Teldmeros cromosomales

Euchromatin lHelcrocl‘_rcmmm zDNA strand Telomere | ) Nucleolus

Se encuentran en pequenos territorios dinamicamente asociados, situados
preferiblemente en la interfase de los dominios de la cromatina.

Movimiento restringido dentro del TC.
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Resumen

El posicionamiento radial de los cromosomas depende de:

 El tamano del cromosoma: contenido de ADN (pb)
 La densidad de genes / actividad transcripcional
 El tiempo de replicacion

* Las fases del ciclo celular

* El tipo celular

El Centro Nuclear seria la zona mas propicia para la transcripcion



Modelos de Arquitectura Nuclear

ICD (InterChomosomic Domains)

» Genes activos se situan en la superficie de TC accesibles a los
factores de transcripcion y splicing. Los transcrpitos son
facilmente transportados al poro nuclear.

» Genes inactivos, o loci intergénicas, se encuentran dentro del
TC inaccesible a los factores de transcripcion y splicing.

IC (Interchromatin Compartments)

* Genes activos: se situan en el interior de los territorios o0 en la
superficie de la cromatina condensada.

» Genes inactivos: en la cromatina condensada.



Modelos de Arquitectura Nuclear
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