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¢, Cual es la diversidad de materia
viva que habita el planeta?
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La minima unidad de la vida: la célula
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TableI-2 Comparisons of Prokaryotes and Eukaryotes

Prokaryotes

Eukaryotes

DA fthe genophore’) seen in electron micrographs
as nuckeoid (not membrane bounded). Genophores,
plasmids, not chromosomes. DMA not coated with
protein,

Evolved by dupscation and mutation of DNA.

Cell division direct, by binary or muitiple fission or budding.
Centriole-kinetosomes, mitotic spindie, microtubules
|acking.

In sexual recombination, genstic material {as plasmid, virus,
genophore, or other replicon) is transferrad from donor to
reciplent. Reversible transfer of genes [DNA) without any
cytoplasmic fusion.

Al lack tissue development.

Strict anasrobes (which are killed by oxypgen), facultative
anasrobes, microasrophies, asrofolerant, and aerobic
arganisms,

Highly diverse modes of metabolism: vary in sources of
energy (Bght, organic or inorganic molecules), sources of
elactrons (organic or iInorganic molecudes), and sources of
carbon (organic or CO, CO5, CH,).

B:::ﬂﬂugdia.mmmdnfhgeﬂ]npmtdum
&,

Mitochondria absent; cofactors and enzymes for oxidation
of organic molecules, if present, are bound to ced
membranes [not packaged ssparately).

In photosynthetic species, enzymes for photosynthesis
are bound as chromatophores to cell membranes, not
packaged separately. Various patterns of anasrobic and
aerobic photosynthesis, including the formation of end
products such as sulfur, sulfate, and oxygen.

Membrane-bounded nucleus containing chromosomes
made of DMA and proteins.

Evolved by duplication and mutation of DINA and by
symbiogenesis: permanent associations between at least
two difierent kinds of prokanyotes.

Ced division by various forms of mitosis; formation of mitotic
spindies (or at iBast some amangemeant of microtubules).

Sexual systems in which two pariners (often male
and female) participate in ferilization. Alternation of
diploid and haplaoid forms by fertilization and melosis.
Reversible formation of hybnd fused) nuclsl (karyogamy)
at fertilization by mating. Gamontogamy, T syngamy,
conjugation, etc. usually including cytoplasmic fusion,
cafied cytogammy.

Some have extensive development of tissues and organs.

Almost all are asrobes, needing oxygen to ive; exceptions
are aither archaeprofists (Phylum Pr-1) or organisms
evolved from aerobes.

Same metabolic patterns of oxidation within the group
(Embden-Meyerhof glucose metabodism, Krebs-cycle
oxidations, cytochrome-glectron transport chains).
They are either organcheterochemotrophs? {most) or
photolithoautotrophs® fmost plants and algae).

Complex [9(2)+2] undulpodia composed of tubulin and
hundreds of other profeins [Figure |-3),

AL S VD L L L

Emymasfurmddﬂﬂmufﬂm—mfbu‘tmgﬂ'kmﬁ:hﬂ'ﬂ

In photosynthstic species, enzymes for photosynthesis
are packaged in membrane-bounded plastids. Al
photosynihesizers produce oxygen.

““Bacteral chromosome.” a tem used by malscular bickogists 1o refar to the genophors, is confusing and its uss should be avoided.
TGamontogamy: in protoctists. such as foraminiferans, fusion of two or more gamonts {reproducing cells or organismas) followsd by gametogamy

{fusion of gametes). Examples: Copulation, conjugation.

*Syngamy: process by which two haploid cebs fuss to form a diploid zygots; fartilizaton.
§Organchetarochemotroph; refers to metabolic mode in which organism uses organic compounds {from other organisms, Ing or dead) as

souwrces of enargy, carbon, and electrons (for sxemple, Eschenchia cofj,

WWEMMhMWHMHamdwNMMMMMHm

and H:5) a3 sources of carbon and electrons (for example, Chicrobium],
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Table I-3 Taxonomic Summary*®

Nonsymbiogenstic ongn BupsTkingdom PRCHARYA [FROBAFYOTAE]

Monnuclesied ipokaryoticl cein Chromonemal gerstic orgorizmtion uirsinc iy vebie an rocesds. Cel-lo-oel bante
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dernmitvel or esher-insed mambmne s, wilhout sieroacs, cyiopiasmic LUson absent. Aagesiiar eolany motor molility. Concept
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e perplEsmiD Speoe,

Nudenied Eukaryobici cefie, 5 evolved Fom inlsgreisd bacleral symbioses. Memibrare- bounded herecfiery omonses
Ciromcsomal pEnetc crganieation. nirsceluinr, mcroismert- Bro micrmiubuks-besec motity (aotin, myosin, Lisan—dyrsn-—
Einesing. AMicmrubuie organing osnters. Whoke-cel and nuclasr fusion Bargogarmy. Flesdbls stermic-comanmg for sesmpss.
oholesiernl, cycioarenol, ond ergosisnd membmnes. Meoss and fetilrolion cycies uncere henosiion pgeneiic oysiems.
Lewein ol picidy wary.

Kingdom PROTOCTISTA (Hogg, 18004
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Py irvhineyils Rirery o mafirda eicee Bsiceeis aerl Fertiles@itsn ceriee nhesnt o cisdnd e orsirpss i pigboem
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Kingdom ANIBMALLA

Ermbryn calad & tiestuis ipiaid] kemed after Sertitzabon of sgg by soer fLsion of fmmod Snissmmetes — KEry cgame
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Kingom FLMG!

Hyphal or cell fusion. Iygoio meosts 1o form esisiant oropopuies ([spones. Lack unoulipodia ol o stagss. Hamiokos.,
Ahsorpine heleroironte.

Kingdom FLANTAE

Bpfsmaly etansd diplolid smiryn formsd o lusion of mioicaly procduced gamsie ucks. Spomgersc meioss
piocices make antheidum sperm-procucng feodoidl plerd ogam or Emake Erchegoriuen epg-procducing haping
plant ongan). Gameies rmed I antheridiom and anchegoniom and fertiized in erchegonium. Altsrreiing gensralions of
hapicid and dpicid crgenEems. Moot e onygenic photoauiotmphs.

"For the masor higher Tame Pricrye Semiasnncimen . Eurncisrai ELlerys (Proiocieis. Fungl, Anamuls, sno Planines:, brisl ischscsl desonnions
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Eucariotas: Plantas
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¢, Qué oportunidades derivan de la
biodiversidad?



Biotechologia

#
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PARAME|OFAR i 1 = B REDARATE & WELAINDUATISA
FL AR TE K i R ik LA GALLE ¥ MANCITED RO G e D LG ALIRET T 0%

BLANCA  GRIS  VERDE  MARRON  AZUL ~ VIOLETA  ROJA AMARILLA
Mejora de progesos Soluciones para el Mejorade losouli- Farmacos Haievos prodicis op URA  Genimica, terapia  Mamorobots, pane- 9 DEALIMENTOS
industriales, biain- amhiente, limpie- v, cloracidn vege- veterinarios, de Ls Biadiversi- Blosepuridad, pro- genica, huellas de capsulas, bicien- Nuewvas y mejores
dustrias, bloproce: ra de camtaminan tal, biofemilizantes vacunas, pruehbas dad marina como piedad intel=ctual, ADN, kits de diag- SOTRS, metagund alimanibas, técni
50, Blopldstioos, tes, bhofilras, blo-  Bhopesticldas, plan- 8 diagrostion, COSMALICOS, T&- patontos NEST G, valunas, e bases de Cas ard aSegura
bioenergia, cultivos rremediacian, bio- tas que producen clamnacian, macas, slimertos. datos de SDH. celidad e inacui-
celulares lisiviacidn. NS COMPILIELCS biofactorias dad, alimentos

[ races, varunas), funclonasles

Adaptado de DaSilva EJ.The colours of biotechnology: Science, Development and Humankind. Electron. J. Biotechnology. V7 N°3.



Biotechologia

® Cualquiera de los organismos (enteros o sus partes) puede ser aplicado para la
produccidon de bienes y servicios.

@ Cualquiera de los organismos puede ser manipulado genéticamente para su
mejor utilidad.

Dado que el conocimiento sobre todo lo relacionado a la materia viva requiere
del estudio sobre la misma, han surgido los organismos modelo como nucleos
de investigacion.

° A su vez, de los organismos multicelulares se han logrado numerosas lineas
celulares con capacidad de crecimiento in vitro para su estudio, manipulacion y
aplicacion..



Biotecnologia: Organismos modelo

http://www.nih.gov/science/models

National Institutes of Health
Model Organisms for Biomedical Research

Mammalian Models:
‘. i » Mouse
@ » Rat
Non-Mammalian Models:
» . cerevisiae (budding yeast)
a » S. pombe (fission yeast)
@ > Neurospora (filamentous fungus)
£ M » D. discoideum (social amoebae)
e » C. elegans (round worm)
'G » Daphnia (water flea)
ae > D. melanogaster (fruit fly)
*&= » D. rerio (zebrafish)
&, » Xenopus (frog)
»d > Gallus (chicken)
Other Model Organisms:
‘1\@ » Arabidopsis
Other:
» Reports
» Funding Opportunities
» Process for Considering Support

> NIH Policy on Sharing of Model
Organisms for Biomedical Research

» A User’s Guide to the Human Genome

> Opportunity to Propose New
Organisms for Sequencing

» Bacterial Artificial Chromosome
(BAC) Resource Network

» Rate Setting Manual for Animal Research Facilities

» Final NIH Statement on Sharing
Research Data

» Resource Sharing Guidelines
» What’s New

We hope this web site provides you with information about national and international activities and major resources that are being developed to
facilitate biomedical research using the animal models listed here. For organisms not listed. web pages may be developed in the future.

If you have suggestions as to how we can enhance the information provided, please send a message to Bettie Graham at bettie graham/@nih gov.
Thank vou for visiting our web site.

Francis S. Collins, MD, Ph.D.
Director, National Institutes of Health

»

m




Biotecnologia: cultivos celulares

oA partir de tejidos es posible obtener células libres que pueden ser
cultivadas en condiciones de laboratorio.

Estas células, a las que debe suministrarsele medios complejos con
@ aminoacidos, antibidticos, vitaminas, fuentes de carbono, sales y

factores de crecimiento, entre otros componentes, pueden ser

sostenidas (repiques o pasajes) entre 50 y 100 generaciones.

En tanto, algunos cultivos de células logran inmortalizarse debido
® 2 cambios genéticos, constituyendo asi lineas celulares
establecidas.

Las células derivadas de tumores, llamadas “transformadas”,
suelen constituir lineas inmortales.



Biotecnologia: cultivos celulares

ANIMAL

.

Muestra de tejido 1 (=
Tratamiento _
con proteasas Estufa de cultivo celular

Cultivo in vitro
Campana de flujo laminar i

células en cultivo




Biotecnologia: cultivos celulares

Linea celular

Procedencia

Tipo celular de origen

MDCK
VERO
CHO
CV-1
NIH-3T3
Rat-1
Hela
HEK-293
LNCaP
MCF7
Sf21
Hi-5

S2

Perro

Mono
Hamster
Mono

Raton

Rata
Humana
Humana
Humana
Humana
Lepidoptero
Lepidoptero
Drosophila
melanogster

Rifdn

Rifdn

Epitelio del ovario

Rifdn

Fibroblastos de embrion
Fibroblastos de embrion
Carcinoma cervical
Rifdn de embridn
Tumor de préstata
Tumor de mama

Ovario

Ovario

Embriones




Biotecnologia: cultivos celulares

A las células en cultivos se les puede introducir DNA exogeno.

El procedimiento se denomina Transfeccion, a diferencia del término
Transformacion que se utiliza en bacterias, hongos y plantas para procesos
similares.

En general, el DNA que se transfecta es una construccion genética
derivada de un clonado molecular, y su permanencia como episoma sera
transitoria.

Existen diferentes metodologias para introducir DNA en células
eucariotas



Biotecnologia: cultivos celulares

PROCEDIMIENTOS DE TRANSFECCION

——

Con fosfato de Calcio| Con lipidos Con polimeros | Por electroporacion
cationicos
° El DNA disuelto en un buffer o LOS lipidos cationicos .EI DEAE-Dextrano .EI DNA ingresa por los
fosfato genera un precipitado forman complejos es un policatiéon que microporos de las
en contacto con iones de estables con el DNA.  se asocia al DNA. células al someterlas
calcio. con un pulso eléctrico.
e Estos complejosse  @El complejo se
La célula incorpora el asocian a las asocia a las
® precipitado mediante membranas membranas
endocitocis. celulares e ingresan celulares e ingresa

por endocitocis. por endocitocis.



¢, Como se organiza la informacion
contenida en la materia viva?



Organizacion de los genomas en los organismos

® La unidad minima de la materia viva es la célula.
® Lainformacion transmisible contenida en la célula tiene su base en el DNA.

@ Todas las formas de vida conocidas poseen almacenada la informacion en al
menos una molécula de dsDNA.

® Muchas formas de vida poseen varios segmentos de dsDNA informativos.
Todos ellos se denominan genoma (término propuesto por H. Winkler en 1920).

@ Los eucariotas, a su vez, poseen moléculas genomicas en los plastidos, los
cuales derivan de organismos ancestrales de vida libre. Estas moléculas tambien
forman parte del genoma de la especie en cuestion.



Organizacion de los genomas en los organismos
Contenido del genoma humano

classic satellites; 2.1% _
a-satallites; 2.1%

simple saquence repeats; 3%
DNA transposons; 3.6%

othar sequences,; 1 E.E':}-E

CpGislands; D.EB;‘!’.:.

exons of genes; 2.0% % LTR retrotransposons,

9.3%

Human

introns; 25.9% ganoms

LINEs; 22.3%

-

other repeats; 0. 15@% SINEs; 16.1%

L. I. Patrushev and I. G. Minkevich. The Problem of the Eukaryotic Genome Size. ISSN 0006-2979, Biochemistry (Moscow), 2008, Vol. 73, No. 13, pp.
1519-1552. © Pleiades Publishing, Ltd., 2008.



Organizacion de los genomas en los organismos
Contenido de diversos genomas

Transposon and gene content depending on genome size (after [24, 369])

Species Common name Genome size, pg % TEs Gene number

Fritillaria assyriaca lily 127.4 95-99

Rana esculenta frog 5.6-8.0 77

Homo sapiens human 3.5 45 23,000
Xenopus laevis frog 3.5 37

Mus musculus Mouse 34 40 35,000
Lea mays maize 2.5 60

Gallus domesticus hen 1.25 27 20,000
Tetraodon nigroviridis fish 0.51 0.14 22,000
Takifugu rubripes fish 0.4 2 31,000
Anopheles gambiae malaria mosquito 0.28 16 14,000
Drosophila melanogaster fruit fly 0.18 15-22 14,039
Ciona intestinalis ascidian 0.16 10 15,500
Arabidopsis thaliana arabidopsis 0.16 14 26,000
Caenorhabditis elegans worm 0.1 12 20,060
Saccharomyces cerevisiae yeasts 0.012 3-5 6,680
Escherichia coli bacterium 0.0046 0.3 4500

L. I. Patrushev and I. G. Minkevich. The Problem of the Eukaryotic Genome Size. ISSN 0006-2979, Biochemistry (Moscow), 2008, Vol. 73, No. 13, pp.
1519-1552. © Pleiades Publishing, Ltd., 2008.



Organizacion de los genomas en los

Dimension de los genomas

Man =
) F—=— Mammalz
Birds =

—=— Reptiles
Frogs b—s—ro
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Organizacion de los genomas en los organismos
Epigendmica

Si bien la informacion contenida en la secuencia primaria de los
@ Jenomas es una de las fuentes informativas mas

trascendentes, también existen otras dimensiones
informacionales de impacto fenotipico y con capacidad de
transmision.

La epigenética es la ciencia que estudia la influencia del

® empaquetamiento del DNA, la modificacion de los nucleotidos
mediante el agregado de metilaciones, y de las histonas
mediante su acetilacion.



¢, Como pueden visualizarse los
genomas?



Capacidad de visualizacion del ser humano

Los genomas son macromoléculas de pequefias dimensiones
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Microscopias para visualizar genomas

La primera fotografia de un dsDNA mediante microscopia electronica de
transmision aparecio en el afio 2012.

Gentile et al. Direct Imaging of DNA Fibers: The Visage of Double Helix. Nano Letters. 2012. 12 (12), pp 6453-6458



Estudios citogenéticos

Debido a que los genomas son muy pequenos y que las microscopias
no son demasiado informativas y complejas de realizar, existen una
serie de tecnologias relativamente sencillas capaces de analizar el
contenido genomico de una ceélula. La disciplina que los engloba se
denomina citogenética.

Las principales aproximaciones citogenéticas son el cariotipo y el
FISH (fluorescense in situ hybridization), ambas aplicables a los
organismos eucariotas dado que los procariotas tienen genomas mas
pequenos y con menor grado de empaquetamiento.



Estudios citogenéticos
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Estudios citogenéticos
El cariotipo

El cariotipo es el patron cromosomico de una especie.
Deben analizarse mas de 20 nucleos celulares.

De acuerdo a como se tila, pueden revelarse los perfiles de
eucromatinay heterocromatina.

Los cromosomas suelen estudiarse en la metafase de un ciclo
mitoético.

El cariotipo revela el nUmero de cromosomas distintos que posee
una especie.



Estudios citogenéticos
El cariotipo

teloase anafase metafase profase

Detalle del ciclo celular eucariota. Fase G;: puede comenzar a partir de una célula “hija” o de una célula que
sale de un estadio de quiescencia (Fase G,),; durante esta fase la célula aumenta de tamafio y se sintetiza
fundamentalmente nuevo material citoplasmico. Fase S: periodo en que tiene lugar la duplicacion del ADN.
Fase G,: segunda fase de crecimiento, donde se producen cambios visibles en la estructura celular que indican
el principio de la mitosis o division celular. Mitosis: engloba la cariocinesis y la citocinesis. *Fotografias
obtenidas de la web: https://sites.google.com/site/nathanlents/
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Courtesy of Dr. K. Phelan, Greenwood Genetic Center.
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Estudios citogenéticos
FISH

La hibridacion in situ fluorescente es un método que permite
detectar regiones cromosomicas especificas.

La deteccion esta basada en el acoplamiento del DNA
desnaturalizado con sondas particulares marcadas con
fluoroforos.

El FISH es una tecnologia ampliamente explotada en estudios
basicos y aplicados. Puede brindar informacion citogenética
relevante.

Chromasome prepared using FISH technigue

Chromesomal
DNA




Estudios citogenéticos
FISH

5. Reactivos

Hibridacion
Mezcla de hibridacidn
-50%Formamida
2X55C
-Sulfato de Dextrano
‘DNA de esperma de salmdn

Deteccion
Enjuagues
-Formamida 50% en 2X55C (2 baches)
+2X55C (2 baches)
+2X55C+0,1% TWEEN20 (2 baches)

Anticuerpos para deteccion
*Anticuerpos adecuados a la marca de la sonda

-De ser necesario, 2° anticuerpo marcado
(amplificacion de la sefial)

DAPI (Diaminofenilindol)
IP (Toduro de Propidio)
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FISH

6. Metodologia

‘Desnaturalizacion del DNA target
‘Desnaturalizacion de la sonda 1. Solucion de Formamida 70% 72°C
Deshidratar en alcoholes 70 - 90 - 100%
2. Desnaturalizar en placa térmica
(Formamida de la Solucién de hibridacion)

Mezclar con Solucion de Hibridacion
Calentar 85°C 10 min.

+:

- .

*Hibridacion
I
,_.:-:"".

! ]

Y

Ty

Sellar el cubreobjetos con cemento de contacto
Cdmara himeda 37°C ON




Estudios citogenéticos
FISH

‘Deteccion

*Enjuague del exceso de sonda
Formamida 50%
2xSSC } 42°C
Detergente (NP, Tween)

. *Sonda directa Irl-.l

Agregar contracolorante (DAPT, PI, Br Et.)

—_—

*Sonda indirecta ? 9 @
1° Anticuerpo

2° Anticuerpo

Agregar contracolorante (DAPI, PI, Br Et.)
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FISH
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FISH

Nombre Absorcion Emision

FITC

Spectrum Green Algunos

Cy2 .
Fluoroforos

TRITC disponibles

Spectrum Orange

Cy3.5

Cromomicina A3
DAPI
Bromuro de Etidio
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FISH
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FISH

Segun la extension de la regién a detectar se dividen en :

Sondas gen-especificas:

Sondas region especificas:

Regidn terminal (telomérica)
Cromosoma 9

Sondas de pintado cromosémico total:

o WCP (Whole chromosome pinting)




Estudios citogenéticos
FISH: Diseno de sondas

Cuando no se conocen secuencias especificas es posible realizar sondas
a partir de la microdiseccion de cromosomas.

Los pasos para su elaboracion son:

1- Microdiseccion.

2- Amplificacion inespecifica.
3- Amplificacion especifica.
4- Marcado

5- FISH




Estudios citogenéticos
FISH: Diseno de sondas

1- Microdiseccidn
Fijaciones citogenéticas

*Frescas
*Minimo tiempo posible en contacto con Acido acético
*Mantenidas en metanol preferentemente a -85°C -l
Chromosome Microdissection. Mihlmann Diaz M,
Christian A and Bedford J5. Tenth international Congress of
Radiation Research. 1995

Cubreobjetos

*Recién goteados
*Correctamente identificados
*Bien teridos

*Bien centrados
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FISH: Diseno de sondas

(Equipos necesarios)
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FISH: Diseno de sondas
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FISH: Diseno de sondas

*Microscopio y microdisector
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FISH: Diseno de sondas

(Equipos necesarios)
*Microscopio y microdisector
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FISH: Diseno de sondas
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FISH: Diseno de sondas

2- Amplificacion inespecifica

DOP PCR
(Volumen final 25pl)

Buffer PCR 2.5

*Mg,ClI amM
*Primers DOP 2uM
«dNTP's 200uM
*H,0 Hasta 25ul

DOP-PCR: Degenerated Oligonucleotide-Primed PCR
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FISH: Diseno de sondas

Degenerate oligonucleotid primed-PCR
— (DOP-PCR)
Telenius (1982)

¥ CCGACTCGAG ATGTGG ¥

30 ciclos
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FISH: Diseno de sondas

3- Amplificacion especifica
4- Marcado

—_—* Electroforesis —s 2PCR
v

PCR Mix

200-600 pb

3° PCR (Marcado)
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FISH: Diseno de sondas

5- FISH




¢, Cual es la diversidad de virus?



Diversidad de Virus

\mosphere 2005

Bacteria Algae, Fungl

International Committee on Taxonomy of Viruses




Diversidad de Virus

@ LOs virus son entidades parasitas de los organismos, ya que los
utilizan para poder multiplicar.

® Los genomas virales son muy diversos en naturaleza y longitud.

o El analisis de la naturaleza de los genomas virales involucra una
primera instancia de estudio de susceptibilidad a enzimas diferentes.



