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Genética Molecular- Comision B (turno maiiana)

Guia de Problemas 2: Reparacion y Recombinacion del DNA

1. Indicar la o las respuestas correctas.
1.1. Ladesaminacién de bases puede causar mutaciones porque
a) G desaminada se parece estructuralmente a U
b) G desaminada se aparea con U
¢) C desaminada se parece estructuralmente a A
d) C desaminada se aparea con A

1.2. Elmecanismo de escision de bases (BER)
a) se usa sdlo para bases que se han desaminado
b) usa las DNA glicosilasas para generar un sitio apurinico o apirimidinico
¢) extrae de 10-15 nucleétidos
d) necesita de la accién de la DNA Pol Il de E.coli
e) tiene lugar en procariotes y no en eucariotes.

1.3. Una cepa bacteriana conteniendo una proteina mutante MutH que se une igualmente al DNA metilado y al no
metilado.
a) repara una base mal apareada predominantemente en el nucleétido tipo salvaje
b) repara una base mal apareada predominantemente en el nucleétido mutante
¢) repara una base mal apareada la mitad del tiempo en el nuclettido tipo salvaje y la otra mitad del tiempo
en el nucledtido mutante
d) no puede reparar un apareamiento erroneo.

1.4. ,;Cual de las siguientes actividades enzimaticas no participa en la reparacion del apareamiento erréneo
(mismatch repair)?
a) Helicasa
b) Exonucleasa de cadena simple
¢) DNAligasa
d) Primasa

2. Compare los mecanismos de reparacion por escision y la fotorreactivacion para corregir los dimeros de timina in-
ducidos por UV. Explique como podria diferenciar ambos mecanismos empleando °H timidina

3. Un cultivo de fibroblastos normales se expone a radiacién UV; se toman alicuotas a distintos tiempos, se exirae el
DNA y se lo centrifuga en un gradiente de sacarosa alcalino. Luego de la ultracentrifugacion se fraccionan los gra-
dientes y se determina la Azonm de cada una de las fracciones en funcién de la distancia desde el fondo del tubo.

a. Dibuije elllos grafico/s que se obtendria/n en las muestras sacadas a los 5 minutos y a las 12 hs.

b. Los pacientes que padecen Xeroderma pigmentosum poseen mutaciones en alguno de los genes que inter-
vienen en la reparacién por escision de nucledtido (NER). Se obtuvieron cultivos primarios de fibroblastos de es-
tos pacientes y trataron como en el inciso a). ¢ A cual de las curvas que Ud. mostré en el inciso a) se pareceria el
gréfico obtenido en este caso?

4. Se esta estudiando la actividad de dos DNA polimerasas (r - eta- y & —xi-) identificadas en células humanas, y de
las que se sabe que tienen cierto papel en la replicacién de DNAs dafiados por UV. Se compara su actividad con la
de la DNA pol a.. Se disefio el siguiente experimento:

Primer (marcado en 5° con **P) 5 CACTGACTGTATG
Templado A (no dafiado) 3" GTGACTGACATACTATTCTAGCACTGCTCT 5°
Templado B (dafiado) 3" GTGACTGACATACTATTCTAGCACTGCTCT &'

dimerode T
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El primer marcado con 32P fue incubado con los templados A o B, en ausencia (-) o presencia de DNA pol o, n 0 &,
y en presencia de todos los nucleétidos trifosfato. El resultado se muestra en la Fig. 1.
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Luego de la reaccion se aislaron los productos de 30 nucledtidos de las calles 2, 7 y 8 y se los secuencié por el
método de Maxam y Gilbert. El resultado se muestra en la Fig. 2.

2 7 8

6>A A>§ C4T C §2A M€ T cC 6A A>g T C

at
- = — - -_— -

9 — - _— - —_— -
18 - - - -
13 —_ - — - -— -
i6 — - —— - -
19 - — e
M — - — - — -
13 — o —- -—
|)_ e S —

a. Describa la actividad de las tres polimerasas, tanto sobre el templado normal como sobre el templado que con-
tenia un dimero de T (interprete para su respuesta los resultados de ambas figuras)

b. Cultivos de células wild type, mutantes en pol n (mutante 1), mutantes en pol & (mutante I1) o mutantes en pol
ny & (mutante Ill) fueron irradiadas con UV y se cuantificd el % de supervivencia:

células %

wild type 60
mutante | (mut. n) 35
mutantell (mut. &) 35
mutante Il (mut. ny &) S

¢ Puede sugerir una explicacion para el hecho de que la mutante Il presente mayor resistencia a la UV que la mutan-
te 1? 4 Cdmo explica el resultado con la mutante I11?

5. Indicar la o las respuestas correctas.

Los cortes en los sitios 1y 3 de la siguiente figura 1 2
resultaran en un fragmento de DNA conteniendo .—»L \L

. . Ly o === - -]
la siguiente combinacién de alelos ———— -

o oDE e DNt

b. c-d-e. fo------- '

c o] E
c. c-D-e. T T
d. c-d-E.

¢, Daran como resultado una molécula recombinante?
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6. Esquemas de moléculas de DNA doble cadena. Las flechas blancas y ne-
gras corresponden a la misma secuencia nucleotidica repetida en dos K M
moléculas o en la misma molécula de DNA (las puntas de las flechas
indican la orientacion de dicha secuencia en cada caso). Las letras so- A
bre los esquemas deben servir para ubicar los diferentes tramos en los pro-
ductos de RH (recombinacién homologa)

l X : Y I
Mantenga los colores en los esquemas de los productos para poder diferenciar
el origen de las secuencias. K M
I X Y

a.  Dibuje los productos de recombinacién entre las regiones homélogas de
las moléculas representadas en la figura A

b. idemenlafigura B
c. idemenlafigura €
d. idemenlafigura D

e. Escriba las secuencias de 5 pares de bases correspondientes al es-
quema D (solo un ejemplo que se adecue al criterio de secuencia repe- ST
tida)

7. Un grupo de investigadores ha caracterizado una pro- Fiqura 1 .
teina humana asociada a la resolucion del intermediario g denaturing get -
de Holliday. Luego de purificar dicha proteina, la usaron - +  —  Protein X
en un ensayo con el sustrato que se muestra en la figura 5
1a. Cada una de las 4 hebras del ADN (A, B, C, D) tiene
60 nucledtidos de longitud y sélo la hebra A esta marcada
con 5'-32P, Los investigadores realizaron 3 reacciones con
el sustrato de ADN, incubado sin proteinas (1), con la pro- 5
teina purificada (2) y con RecA como control. Los produc- D c

tos de cada reaccién fueron luego corridos en distintas
calles en un gel desnaturalizante de poliacrilamida. La Fi- 5
gura 1b muestra una autorradiografia del gel (1, 2 y 3 indi- *
can los tratamientos antes mencionados)

a) Analice los datos experimentales y proponga una funcién para la proteina purificada.

b) La figura 2 representa las etapas de la recombinacién homéloga por rotura de doble hebra, aunque este esque-
ma contiene errores. Enumere el/los error/es y diga cdmo afecta/n este/os error/es en el proceso de recombinacion y
como seria el esquema correcto.
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c) ¢ Cudles son las diferencias entre la recombinacion homéloga y la recombinacion sitio especifica?
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8. Escriba el resultado de la recombinacion sitio especifica entre las secuencias sombreadas pertenecientes a la
misma molécula de DNA. Escriba solamente la secuencia de la hebra superior (5’-3") resultante:

a 5" ..., AGTTGGAAGCTATCTCTAGCTAGTT....... 37
37 .. TCAACCTTCGATAGAGATCGATCAA....... 57

b 57 .. ... AGTTGGAAGCTATCTCTAGCTAACT....... 37
37 .. TCAACCTTCGGATAGAGATCGTTGA. ...... 5

¢. Si entre secuencias normalmente reconocidas por una recombinasa sitio especifica se produjera una recombina-
cion homologa, ¢ existe alguna diferencia en el producto final de la recombinacién? ;Por qué?



