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La replicacion del DNA es semiconservativa




Para la sintesis de DNA hacen falta iniciadores de RNA (primers). Una de las hebras se sintetiza
de forma continua y la otra de forma discontinua (fragmentos de Okazaki)

replication
origin

f—J—



Problema con los cromosomas lineales:




Los cromosomas bacterianos tienen un solo punto de iniciacion de la sintesis de DNA
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4/4- La fotografia de la izquierda muestra el resultado obtenido por autorradiografia a partir de
un cultivo de E. coli en crecimiento que fue mantenido en presencia de timidina marcada
radioactivamente durante las dos horas previas a la extraccidén de ADN. La timidina se incorpora al
ADN de nueva sintesis si esta disponible en el medio de cultivo. La fotografia de la derecha
muestra el resultado obtenido por autorradiografia inmediatamente después de la incubacidn durante
10 minutos con timidina de baja radiocactividad y, a
I ¥ continuacién, una incubacidén durante 2.5 minutos con
timidina de alta radiocactividad. Esta Ultima deja sefiales
” mas intensas que la primera. La extraccidén de ADN se
.  realizdé en los dos casos de forma cuidadosa directamente
sobre los portaobjetos en los que se realiza la
- observacidén, para evitar la rotura de los cromosomas
. ) | ' . bacterianos. El1 tiempo medio de replicacidén del cromosoma
\\ . ' es de unos 40 minutos en las condiciones de este
h : & experimento. Interprete las dos autorradiografias y saque
! b conclusiones razonadas sobre el modo de replicacidén del
B LS _ < cromosoma de E. coli. (2 puntos)
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Replicating units




Replicacion del cromosoma.

N\
” .\’/Q’/\\ P NN NN NSNS NN NSNSNSNSNI WANS NS NSNS NSNSDN ]
T4

Chromosomal
DNA




G S phase

Interphase

G2

— Mitosis

Nondividing
cells
G Prophase
Telophase Prometaphase
Anaphase Metaphase

© 2012 Pearson Education, Inc.

Interphase Mitosis

G1 S G2 M
5 7 3 1
Hours e oo
Pro Met Ana Tel
36 3 3 18

Minutes







Mitosis

Profase Metafase Anafase Telofase

12



4.- Una poblacion celular meristematica de una especie vegetal con 2n = 2 cromosomas se
mantiene en un medio que contiene timidina tritiada durante un periodo de sintesis. A
continuacion, se analizaron células en metafase mediante autorradiografia a distintos tiempos,
correspondientes a tres generaciones celulares, considerando como primera generacion la
metafase siguiente al periodo de sintesis en que se incorporo el isétopo.

- a) ¢Qué tipo de células metafasicas y en qué proporcion apareceran en esas tres
generaciones?

- b) Si la especie tiene 2n cromosomas, ¢ qué probabilidad de aparicion tendran las células con k
cromosomas marcados y 2n-k sin marcar en la tercera metafase después de la incorporacion del
isotopo?

Nota: La autorradiografia revela la situacion del tritio en los cromosomas. Se considera
cromosoma marcado aquél que tiene tritio (marcaje) en al menos una de las cromatidas. La
posibilidad de intercambios entre cromatidas hermanas no se debe tener en cuenta.



El 5-Bromo-Uracilo es un analogo de base de la Timina

Timina . Adenina
. N H.C I
Si hay 5-Bromo-desoxiuridina 3 T o O
(5BrdU) en el medio en el que //O i N Nﬁ
crecen ceélulas, puede incorporarse / &_\g/
en el DNA en lugar de Timina N—H o N N\
N— \==N dR
/0
dR
5-Bromo-Uracilo Adenina
H
Br !
/ N—'H (N / \ N\
N— \=N dR






3.- Wolf y Perry hicieron crecer células de Hamster en un medio que contenia 5-Bromo-
desoxiuridina (5BrdU) tritiada durante un solo periodo de sintesis. En el siguiente periodo de
sintesis las celulas crecieron en un medio que contenia 5BrdU no radiactivo. Posteriormente, las
células en metafase que habian pasado por estos dos periodos de sintesis fueron tefnidas con
Giemsa. Asimismo, se hicieron autorradiografias de estas células que revelaron la situacion del
tritio en los cromosomas. Los resultados fueron los siguientes: las cromatidas mas intensamente
tenidas de los cromosomas no aparecian marcadas radiactivamente, mientras que si aparecian
marcadas las zonas menos intensamente tefidas.

- ¢Qué indican estos resultados sobre la relacion entre la intensidad de tincion y la cantidad
relativa de 5BrdU en las cromatidas?






Algunas sustancias mutagéenicas producen un aumento del numero de intercambios entre
cromatidas hermanas
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E158rd (4-bromo uraciia) @s un analogo de base o la Tmina, En prasencia de 5B8rdl) (L-Droma desoxiunding)
se ncorpara H8rl an el DNA de nuava sinsesis en lugar de Tmina, Usando una tacnica de Lincitn a base de
fluareceromo y Glemrsa, s puede demrastrar gue @ infensidad de nckin en 10s Cromosomas 85 Nversaments
proporcional a b cantkdad de H8qdl prasente an el ONA =l arden en @l que se aintes@a ol DNA a lo lama oal
parnce de sintesls an eucanosas [prncpalmante on animales) puede analzarse mediante un axpenmento en al
que 56 cultivan callas en prasencia de 5SndU, se toman alicuotas cada cena bemrpo y 56 fifen las cromasomas
da las células an mesafase con B 16cnca NOIcada. =n 6333 pAgina 58 Muesiran esquematicamente las
resultacdas ablenxdos en este tipe de expenmantas, usancga coma ajemplo un mamifers hipatético con Z2n= 8
CroMoEamas, cuyo caratipe con bandas G se muestra a la geracha,
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~ Expenmento =

Cusvo de leucociios de
una hembra de mamifera
con 2n= § cromasomas (3
pares de awlosomas + XX)

~ Resultados -

cultivo y se tfien |

~ Interpretacion

practicamente el
"negatva® de las
bandas G: las
bandas G+ {oscuras)
se corresponden con
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(reverse) son B

En o tiempo t., los
cromasomas de las
céldas en metafase
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Canotipo con bandas R

bandas R- (claras) y las bandas G- (daras) se
corresponden con bandas R+ (oscuras). Las
plantas no muesiran bandas R definidas.

En o tiempo %, los
~ gromosomas de las
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Mitosis
| Perngo G2, metafase

1 3 1]
| L4

Perodo G1 | Panodo S
i

0000000000000

En un culiiva asincrénico hay aproximadamente ¢l mismo ndmera de célulaz en cada
momento del ciclo de division colular. Todas las células van avarzande o welacidad
uniforme a lo larga del cicle. En el esguema se representan can distinies colores ks células
que se encuentran en distintos tiempes del cich en el momento de la adicidn de S8rdU (ty):
la= céldas con color verde na han iniciado adn |a sinesis (o kan realizado mencs de /3 de
su sintezis); las de caler azul han pasado el primer fercia de la sinteris; las de color rosa ya
han realizade los 22 de la sintesis y las de color amarilo han finalizada la sincesis.

Pericdo G1 | Periodo § | Periada G2, metatase
L | | ! 4 U
1

: =
0.0.0.00000000000S

] _Tranzcurrida un tiempo corto (t,) fras la adicién de 58rdU al
‘| cuvo, las céldas que se encuentran en metafase han

realizado toda su sintesis de DNA en ausencia de 58rdU: El
DNA de sus cromosomas no ha incorporado 58U y su
coloracidn es uniforme (oscura).

Pericdo G1 |, Periodo S Periada G2, metafase
) | b 4

: | "

0000000000000

Transcurndo mas tempo tras la adiidn de 58rdU al cultvo
(Hempa t;), las céllas que se encuentran en metafase han
“realzado 2/3 de b sintesis de DNA en ausencia de 5Brdl, y
el final de la simesls en presencia de 53rdU. Solo las
regiones cromosdémicas que se sintetizan al final del perindo
S apameceran iefidas de forma mas clara. Los resultados
Indican que la heterccromating y %0dos las cromosomas X
mencs una 38 simetizan al final del periode S, La sintesis
tardia de todos los cromosomas X menos unc esta
relaconada con 3 nacivacin del cromasoma X en
hembras de mamifercs. En organismos no mamiferos los
cromosomas X aparecen con & mismo tipo de tincion que
los autosomas

| Pernoo G2, metafase
i 3 1
1 ¥

Perodo G1 | Panodo S
i

—
0.0.0.000000000000

En ol iempo ty, las céluas que se encuentran en metafase
han realizado el principio de su sintesis de DNA en ausencia

.~"de 5BrdU, y los 23 finakes de la sintesis on presencia de

5BrdU. Las regiones cromosdmicas que se sintetizan al
prncpic dol perode S no contienen 5BrU y aparecen
tefiidas de forma mdas oscura. Los resultados obtenidos
indican que las bandas G negativas se sintetizan antes que
las bandas G positvas.

Perdodo G1 | Penodo 5| Peroco G2, metafase
i 1 1)

i
l 1 L]

-—
0.0.0 00000000000

L-]_En el iempo t,. las células que se encuentran en metafase

“han realizado toda su sintesis de DNA en presencia de
E8rdU, por ko que odo el DNA conticne 53rJ y sus
cromosomas presenian tincién uniforme {clara).

Condusidn: En el perioda S se sincetiza en primer lugar of DNA contenido an las bandas G negativas, a continuacion el JNA contenido en las
bandas G positivas, y por Gkimo la heterocramatina constitutiva y, en los mamifercs, todes los cramesomas X menos una.
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1 1

Cariotipo con bandas G Cariotipo con bandas R
(tripsina + Giemsa)

Las bandas que se obtienen de esta forma se denominan bandas R (reverse) y son
practicamente opuestas a las bandas G que se obtienen con tripsina (las bandas G oscuras
son bandas R claras y viceversa).



Los cuerpos de Barr son cromosomas X en forma heterocromatica. El numero de cuerpos de
Barr es igual al numero de cromosomas X menos 1

Cuerpo de Barr

Hombre




DESNATURALIZACION-RENATURALIZACION DEL ADN:

As the temperature is
increased, the bases unstack,

Once nucleation has and hydrogen bonds break.

occurred, renaturation is
rapid due to zippering.

Partially
unwound

DNA
Area of nucleation
4 Area rich
— A
: / - T in A/T  —
= ‘é‘ base pairs
Totally denatured DNA e
(separate strands)
At higher

temperatures, even
G/C-rich regions

When the solution is returned are disrupted.

to lower temperatures,
complementary regions on
separate strands form base
pairs.



Fluorescent In-Situ Hybridization (FISH)
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En las células somaticas de mamiferos, se inactivan todos los cromosomas X menos 1.

Zygote

Blastocyst

Early embryonic
X chromosome
inactivation

Inactivation,
random and
irreversible

"P"-active-"P*  "M"-active-"M’

Adult
X chromosomal
Mmosaic




En las células somaticas de mamiferos, se inactivan todos los cromosomas X menos 1.




