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1796.

1871.

1880.

1885.

1911.

ALGUNOS ACONTECIMIENTOS RELEVANTES
PARA EL DESARROLLO DE LA BIOTECNOLOGIA

E. Jensen desarrolla la primera vacuna contra la viruela.

Se describe el dcido desoxirribonucleico (DNA) en el esperma de la
trucha.

G. Mendel descubre que existen elementos genéticos discretos
(alos que posteriormente se les denomina genes), en donde resi-
den caracteristicas especificas de los organismos vivos y que son
heredados a la progenie.

L. Pasteur desarrolla la vacuna contra la rabia.

Se elaboran por T. Morgan y colaboradores, los primeros mapas
genéticos en la mosca de la fruta.

1922. A. Flemming descubre la penicilina.

1944.

Se demuestra por O. Avery, C. McLeod y M. McCarthy, que el DNA
es la sustancia en donde reside la informacion genética.

1953. Se describe la estructura conformacional de la doble hélice del DNA

1958.

por J. Watson y F. Crick.

M. Messelson y F. Stahl, demuestran que la replicacion del DNA
ocurre a través de la separacion de las dos hélices del DNA y del
copiado de novo, de sus dos hélices para formar dos dobles hélices
idénticas a partir de la original.

1960. A. Kornberg aisla la enzima de DNA polimerasa.



1961.

1967.

1970.

1973.

1977.

1978.

1979.

1981.

S. Brenner y colaboradores descubren el RNA mensajero y demues-
tran que tiene la informacion y la capacidad para dirigir la incor-
poracion de aminodcidos en la sintesis de las proteinas.

M. Niremberger y colaboradores, establecen con base en las pro-
puestas de F. Crick el codigo genético universal.

F. Jacob y colaboradores aislan el primer elemento que regula la
expresion y de los genes.

Se aisla la enzima ligasa del DNA, que permite unir fragmentos de
DNA de diferentes origenes.

H. Smith y colaboradores aislan la primera enzima nucleasa de
restriccion que corta a los DNA en sitios especificos.

S. Cohen y H. Boyer desarrollan el primer organismo transgénico,
mediante la inserciéon de un fragmento de DNA de rana en un plas-
mido bacteriano, introducido en la bacteria Escherichia coli.

R. Maxam y W. Gilbert, y F. Sanger y colaboradores, desarrollan
simultaneamente métodos para determinar la secuencia de los

nucleotidos del DNA.

Se establece que existen los intrones y los exones en los genes de
los organismos superiores.

K. Itakura y colaboradores crean el primer organismo transgénico
que permite la sintesis de una hormona humana en bacterias.

Se reporta la secuencia genémica completa de un virus; el de
DX174.

Se crea la primera compania en ingenieria genética: Genentech,
Inc., en EUA.

Se reporta la secuencia del genoma de la mitocondria humana.



1982. P. Valenzuela y colaboradores desarrollan el primer producto recom-

1983.

binante que se utiliza como vacuna en humanos.

Se disenan y construyen las primeras plantas transgénicas, por M.
Montagu y colaboradores.

1987. K. Mullis y colaboradores desarrollan el sistema de PCR que permite

1988.

1990.

1995.

1996.

1998.

1999.

2000.

2001.

2002.

amplificar millones de veces fragmentos especificos de DNA.

Los Institutos Nacionales de Salud en EUA, a iniciativa de ]J.
Watson, establecen la Oficina para la Investigacion del Genoma
Humano.

Tres grupos desarrollan simultineamente el método de electro-
foresis capilar que permite optimizar la automatizacion de los
métodos para la secuenciacion del DNA.

Se reporta la secuencia nucleotidica del primer genoma de un
organismo vivo, el de la bacteria H. influenzae.

Se reporta la secuencia nucleotidica del primer genoma de un
eucarionte, el de la levadura S. cerevisiae.

Se reporta la secuencia del primer genoma de un animal; el de C.
elegans.

Se reporta la secuencia nucleotidica del primer cromosoma

humano (el 22).

Se reporta la secuencia nucleotidica del primer genoma de una
planta; el de A. thaliana.

Se reporta por dos grupos en forma simultanea, la secuencia
nucleotidica del genoma humano.

Se reportan las secuencias nucleotidicas de los genomas del ratén
y del arroz.



INTRODUCCION GENERAL

F. G. BOLIVAR ZAPATA

Los experimentos pioneros de Jensen en 1796 y de Pasteur en 1885, que
permitieran la produccion de las primeras vacunas contra la viruela y la
rabia respectivamente, son ejemplos contundentes de la capacidad de las
técnicas de la biotecnologia para contender con problemas relevantes
para la sociedad, en este caso con los organismos patégenos causantes de
estas enfermedades.

La biotecnologia ha estado presente desde tiempos inmemorables en
la solucion de muchos problemas importantes, no s6lo en el campo de la
salud, permitiendo la produccion de vacunas y antibioticos, sino también
en el de la produccion de alimentos a través de procesos de fermenta-
cion, tales como el pan o la cerveza.

Sin embargo, hablar hoy de biotecnologia ya no remite de manera
exclusiva a procesos ligados a la produccion de alimentos y bebidas,
como ocurria en el pasado reciente. Con la apariciéon de la biologia mo-
lecular, en los anos cincuenta, se descifra la estructura del material gené-
tico, asi como los mecanismos celulares que permiten traducir en protei-
nas la informacién genética. Por otro lado, en los anos setenta surgen las
técnicas de la ingenieria genética y con ello la posibilidad de aislar, edi-
tar y manipular el material genético, lograndose incluso el transplante de
genes entre especies, creandose asi los organismos transgénicos. Este
conjunto de conocimientos sobre el material genético y las proteinas de
la célula viva, asi como de las metodologias para manipularlos, constitu-
ye una de las plataformas de despegue de la biotecnologia moderna.

La segunda circunstancia que caracteriza la emergencia de la biotec-
nologia moderna, se ubica en la transformacion conceptual del alcance
de la ciencia. La ciencia y la tecnologia que de ella se derrama, no se con-
ciben ya como la aplicacion del conocimiento a problemas individuales
de disciplinas aisladas, a partir de un conjunto determinado de herra-
mientas y métodos particulares de la disciplina en cuestion. La ciencia se
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comprende ahora como un tipo de actividad de indole multidisciplina-
ria, en la que el éxito en la solucién de problemas cientificos y sociales
complejos solo se podra vislumbrar con el concurso y la convergencia de
multiples conocimientos, herramientas y estrategias.

La biotecnologia moderna se puede definir como una actividad mul-
tidisciplinaria, cuyo sustento es el conocimiento de frontera generado en
diversas disciplinas (entre otras, la biologia molecular, la ingenieria bio-
quimica, la microbiologia, la genémica y la inmunologia), que permite
el estudio integral y la manipulaciéon de los sistemas biol6gicos (micro-
bios, plantas y animales). A partir de dicho estudio y de la manipulacién
de los sistemas biologicos, la biotecnologia moderna busca hacer un uso
inteligente, respetuoso y sustentable de la biodiversidad, mediante el de-
sarrollo de tecnologia eficaz, limpia y competitiva, para facilitar la solu-
cion de problemas importantes en sectores tales como el de la salud, el
agropecuario, el industrial y del medio ambiente.

El papel que desempena asi la biotecnologia moderna en el mundo
actual es clave. El nuestro es un mundo contaminado y con ecosistemas
destruidos por los impactos de la industrializacién. Un mundo con una po-
blacién en demanda creciente de alimentos, de agua, de recursos ener-
géticos, de servicios de salud y vivienda, cuya satisfacciéon implicara con-
solidar, modernizar y adecuar la industria y la produccioén agropecuaria
a condiciones nacionales. Ante esta realidad, si no mantenemos una con-
ciencia critica y nos movemos hacia la busqueda de alternativas tecnolo-
gicas eficaces, limpias, y respetuosas del medio ambiente iremos irreme-
diablemente hacia escenarios de mayor contaminacion y degradacion.

La importancia de consolidar y desarrollar la biotecnologia moderna
forma parte de una estrategia sustentable e inteligente hacia la naturale-
za que propicie el uso, la preservacion y la recuperacion de la biodiver-
sidad y de los ecosistemas de nuestro planeta y que, simultaneamente,
satisfaga las necesidades de la sociedad humana.

La biotecnologia moderna surge como se ha mencionado, de la capa-
cidad de poder disenar y construir organismos genéticamente modifica-
dos, mediante el uso de las técnicas de ingenieria genética. Para poder
comprender los elementos que propician el surgimiento de estas meto-
dologias, y con ello visualizar el amplio potencial de la biotecnologia
moderna, es necesario recordar con detalle los experimentos y los con-
ceptos fundamentales en el area de la genética y de la biologia molecu-
lar, que dieron lugar al nacimiento y automatizacion de estas técnicas de
la ingenieria genética y con ello el surgimiento de la biotecnologia mo-
derna:
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La genética nace hace cerca de 150 anos, con los experimentos de
Mendel de los cuales deriva el concepto de gene, como la instancia en
donde reside la informacion responsable de caracteres hereditarios espe-
cificos. Los trabajos de Mendel son redescubiertos a principios del siglo
pasado y sustentan el esfuerzo de experimentos pioneros, particular-
mente en el caso de la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) por
Morgan y colaboradores, para el desarrollo de los primeros mapas gené-
ticos que permitieron localizar la posicion relativa de los genes en los cro-
mosomas de los seres vivos.

Durante la segunda mitad del siglo pasado fuimos testigos de la apari-
cion y evolucion de la biologia molecular, de la ingenieria genética y mas
recientemente, de la genomica. En particular en 1944, Avery, McCleod y
McCarty demuestran que la informacion genética de los seres vivos resi-
de en un tipo de macromolécula biologica llamada acido desoxirribo-
nucleico, el DNA, por sus siglas en inglés. Nueve anos mas tarde, Watson
y Crick, sustentados en el trabajo de varios fisicos y quimicos muy nota-
bles, entre ellos Franklin, descubren la estructura de la doble hélice del
DNA. Los siguientes veinte anos son testigos de los esfuerzos que permi-
tieron entender como se replica el DNA y como la informacion genética
localizada en regiones especificas del DNA, a las que hoy llamamos genes,
permite la sintesis de moléculas de acido ribonucleico (RNA) especificos
y de proteinas, que son las herramientas celulares con las que la célula
viva realiza sus funciones.

Gracias al conocimiento acumulado hasta ese momento sobre el fun-
cionamiento de la célula viva, fue posible el desarrollo, en la década de
los anos setenta en el siglo pasado, de las técnicas poderosas de la inge-
nieria genética o metodologia del DNA recombinante, mediante las cua-
les es posible aislar, modificar y clonar genes y también construir orga-
nismos transgénicos en el laboratorio, que han sido de indudable valor
para la humanidad. El impacto de esta tecnologia se hizo presente ini-
cialmente en las areas de la salud y de la medicina, cuando se disenaron
y construyeron microorganismos transgénicos productores de proteinas
humanas tales como insulina, interferones, hormonas de crecimiento,
que hoy se utilizan en el tratamiento de diferentes problematicas clini-
cas. Posteriormente, la ingenieria genética alcanzoé al sector agropecua-
rio con la presencia de microorganismos, plantas y animales transgénicos
que han permitido la produccion de mejores cultivares, alimentos y otros
satisfactores. El industrial sera el tercer sector donde la biotecnologia
moderna tendrd un impacto mayusculo, al transformar la industria qui-
mica en una industria biotecnologica respetuosa del medio ambiente,
que no contamine.
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Mas adelante, a mediados de los ochenta el desarrollo y la automati-
zacion de otras técnicas poderosas de la biologia molecular, permite
avances adicionales muy importantes sobre el conocimiento del material
genético, y su utilizacion para la solucion de problemas especificos. En
particular destaca la técnica llamada “reaccion en cadena de la polime-
rasa” (polymerase chain reaction, PCR), que permite en unas pocas horas
generar millones de copias idénticas a un fragmento original de DNA,
constituyéndose asi en una herramienta podera para el diagnostico ge-
nético. Asimismo, las técnicas de secuenciacion de DNA, permiten deter-
minar la secuencia nucleotidica de todo el material genético de un orga-
nismo, y con ello, surge la ciencia genomica. Los primeros organismos
cuyo material genético fue completamente secuenciado a fines del siglo
pasado, fueron bacterias que tienen solo entre 3000 y 4000 genes como
parte de su genoma. Esfuerzos mas recientes permitieron determinar ya
la secuencia de organismos mas complejos llamados eucariontes. El pri-
mer eucarionte secuenciado fue la levadura Saccharomyces cerevisiaey pos-
teriormente se reporta también la secuencia de los genomas del gusano
Caenorhabditis elegans, de 1a mosca Drosophila melanogaster y de la primera
planta Arabidopsis thaliana. Finalmente, a principios del ano 2001, dos
grupos, de manera simultinea e independiente, reportan la secuencia
del genoma humano, y posteriormente se reporta la secuencia nucleo-
tidica del genoma del ratén y del arroz. A la fecha hay mas de mil geno-
mas secuenciados.

Con la determinacion de la secuencia nucleotidica del genoma huma-
no y la de otros muchos organismos con los que compartimos nuestro
planeta, nos adentramos, de manera profunda y novedosa, en el conoci-
miento de la célula y del organismo vivo. Al conocer la secuencia de
todos los genes que codifican para proteinas de un organismo, es posi-
ble deducir el proteoma de ese organismo, es decir, las secuencias de
aminodcidos de todas sus proteinas. Con ello se inicia la ciencia prote6-
mica, la cual busca conocer la funcion y la interrelacion de todas las pro-
teinas de un organismo. Asimismo, con la informacion que hoy se tiene,
es posible empezar el estudio integral y global de la red metabdlica celu-
lar y conocer la manera como la célula viva regula la expresion genética
en diferentes condiciones metabolicas.

Hoy conocemos la secuencia de nuestros genes y de los productos
para las que codifican. Al compararlas con las de otros seres vivos, real-
mente nos damos cuenta, por un lado, de la gran cercania genéticay bio-
logica que existe entre los diferentes organismos vivos, con los que con-
formamos la biodiversidad, y por otro de las diferencias que se seleccio-
naron durante la evolucion entre los diversos sistemas biologicos.
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Sin embargo, este nuevo conocimiento no resulta ser mas que una
etapa—muy importante, pero finalmente una etapa—, ya que si bien pode-
mos enlistar genes, RNAs y proteinas que pueden sintetizar muchos de los
seres vivos —y cuya interaccion entre ellas hace posible los procesos de
crecimiento y multiplicacion de los organismos vivos—, esto no significa
que de forma inmediata conoceremos todos los detalles del funciona-
miento de la célula viva. Hay, pues, mucho mas que conocer para enten-
der el proceso mismo de la vida y para contender con los problemas de
las enfermedades de los seres vivos.

Por otro lado, gracias al alcance de las técnicas de DNA recombinante
y de técnicas de sintesis quimica de macromoléculas biologicas y de su
caracterizacion estructural, hemos sido testigos de un avance extraordi-
nario en el conocimiento de la estructura y funcién de un gran nimero
de genesy proteinas. Con base en este conocimiento, se desarrolla la dis-
ciplina denominada ingenieria de proteinas, que tiene como fin la modi-
ficacion dirigida de la estructura y por tanto de la funcién biologica de
estas macromoléculas informacionales, y mas recientemente, las técnicas
de evolucion dirigida que permiten el diseno y la seleccion de nuevas
propiedades enzimaticas en las proteinas. Otra via muy importante para
aumentar la disponibilidad y variabilidad de enzimas surge del avance de
las técnicas de manejo y clonacion del DNA de organismos, en particular
microorganismos provenientes de muestras y entornos diversos (como
agua, lodos y sedimentos y todo tipo de tejidos) que, aunadas a la bus-
queda automatizada de actividades enzimaticas, permiten eliminar el
paso del cultivo del microorganismo para aislar una nueva actividad. Se
ha observado que mas del 90% de los microorganismos presentes en una
muestra de agua o suelo naturales jamas han sido identificados ni culti-
vados. Las técnicas mencionadas permiten, en conclusion, tener acceso
a un vasto repertorio de biodiversidad previamente inexplotado. Por si
solo, este mayor acceso a la diversidad catalitica natural no es suficiente
para contender con las necesidades de la industria moderna. Es de espe-
rarse que, en general, para los compuestos no naturales (que son, desde
luego, la inmensa mayoria de los que se utilizan en la actualidad), no
existan actividades enzimaticas suficientemente eficaces para su sintesis
y por esta razon continuara siendo necesario realizar cambios adecuados
a los catalizadores biologicos.

Ademas, en cuanto a la produccién industrial de macromoléculas y
metabolitos biologicos ha habido avances muy importantes en el area de
la ingenieria bioquimica, orientados a optimizar los procesos de escala-
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miento “hacia arriba y hacia abajo”, y en particular en aspectos de fermen-
tacion y purificacion de metabolitos y macromoléculas, principalmente
proteinas.

En los albores del siglo XXI nos encontramos ante un escenario extra-
ordinario en cuanto a las posibilidades existentes para el diseno y desa-
rrollo de organismos modificados genéticamente (microorganismos, plan-
tas y animales), con nuevas propiedades especificas y también en cuanto
al diseno, manipulacion y orientacién de la maquinaria celular en proce-
sos especificos para la produccion de moléculas de interés social y comer-
cial y para otro tipo de funciones. Consideramos que, con ello, estamos
de facto empezando a construir una nueva area a la que podriamos defi-
nir como la ingenieria de la célula viva.

Las consideraciones anteriores explican la frecuente mencion de la
biotecnologia como la mas importante tecnologia de principios del siglo
XXI, asi como la reorientacion de grandes empresas hacia la biotecnolo-
gia como su base tecnologica fundamental.

En este libro se presenta la evidencia de como el conocimiento de las
disciplinas que sustentan la biotecnologia, tales como la genética, la inge-
nieria genética, la ciencia genémica, la ingenieria de proteinas, la micro-
biologia, la ecologia, la ingenieria bioquimica, ha contribuido a cons-
truir este nuevo paradigma del funcionamiento de la célula viva, y de
como a partir de la utilizacion de este conocimiento del funcionamien-
to de la célula y sus componentes, surge como se ha senalado la posibili-
dad de la modificacion dirigida de la célula viva, mediante las técnicas de
la ingenieria genética y celular, y con ello el nacimiento de la biotecno-
logia moderna. Para describir en detalle estos asuntos y para senalar posi-
bles horizontes futuros en perspectiva, asi como ejemplos de casos exito-
sos de la biotecnologia moderna en el mundo y en nuestro pais, resulta
pertinente presentar inicialmente, en la primera secciéon de este libro,
un analisis de los aspectos y los elementos fundamentales que han per-
mitido el avance del conocimiento en estas disciplinas que sustentan la
biotecnologia moderna. Posteriormente, en la segunda seccion del libro,
se senalan ejemplos de casos exitosos de la biotecnologia, la mayor parte
de ellos en México.

Conforme a lo anterior, en el primer capitulo de este libro se analizan
aquellos experimentos y contribuciones fundamentales, que han permi-
tido alcanzar una vision molecular del funcionamiento celular y en par-
ticular una idea bastante clara de como las moléculas de DNA, en las que
reside la informacion genética de todos los seres vivos, se organizan, se

14



replican y se transcriben para sintetizar RNAs. LLos RNAs son de varios tipos
y entre ellos, los llamados RNA mensajeros permiten la sintesis de las pro-
teinas que son simultaneamente las herramientas celulares y las molécu-
las en donde reside la informacion funcional de la célula. En el segundo
capitulo se aborda el tema de la ingenieria genética, entendida ésta
como un conjunto de metodologias y herramientas que permiten el
manejo in vitrodel material genético. En el tercer capitulo del libro se dis-
cuten los conceptos de genoma, transcriptoma y proteoma de la célula
viva y se hace énfasis en el analisis del genoma del ser humano. En el
cuarto capitulo se analiza como a partir de las técnicas de la ingenieria
genética se lleva a cabo el surgimiento de la biotecnologia modernay se
senalan los primeros ejemplos de la construccion de organismos trans-
génicos y los impactos que han tenido inicialmente en el sector de la
salud y la medicina moderna. En el siguiente capitulo, se lleva a cabo una
descripcion de la manipulacion genética de animales, haciendo énfasis
en la transgenosis y en la clonacion. En el capitulo sexto se describen las
técnicas para la construccion de plantas transgénicas y se resenan apli-
caciones y controversias surgidas por su uso. En el siguiente capitulo se
abordan los conceptos de la ingenieria y la evolucion dirigida de protei-
nas con el proposito de optimizar las funciones de este tipo de macro-
moléculas celulares. En el capitulo octavo se aborda el tema de la inge-
nieria celular y se describen las estrategias y procesos encaminados a
optimizar la maquinaria celular para incrementar la produccion de
metabolitos y macromoléculas en diferentes procesos. En el capitulo
noveno se analiza el tema de la ingenieria bioquimica como el conjunto
de conocimientos y métodos con los que se cuenta para optimizar los
procesos de fermentacion y purificacion de células y sus productos, a
nivel de las plantas piloto y a nivel industrial. En el siguiente capitulo se
aborda el tema de la relacion entre la biotecnologia y la biodiversidad,
senalando la importancia del conocimiento y del uso respetuoso y sus-
tentable de los organismos vivos que habitan el planeta, mediante la bio-
tecnologia moderna. En el dltimo capitulo de esta primera seccion se
discute el tema de la biotecnologia agroecologica, como la estrategia y el
enfoque mas adecuados para contender con muchas de las demandas y
problemas de los sistemas agropecuarios particulares de México. En
estos dos ultimos capitulos al igual que en el sexto, también se presenta
un analisis de los posibles riesgos que implica el uso de cultivares trans-
génicos en particular en México, por ser Centro de origen de muchas
especies.
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En la segunda seccion de este libro, como fuera senalado, se presen-
tan casos exitosos de la biotecnologia moderna, que han tenido impacto
en diferentes sectores. El primero de ellos, es el desarrollo de una vacu-
na contra la hepatitis B, como el ejemplo inicial del uso de las técnicas
de la ingenieria genética para contender, a este nivel, con enfermedades
humanas. El segundo caso exitoso que se presenta es el de la produccion
de hormonas de crecimiento, también a través de las técnicas del DNA
recombinante, y su impacto y utilizacion en los sectores de la salud
humana y pecuario. Posteriormente, se presenta el esfuerzo de la com-
pania Probiomed, S. A., para integrarse y transformarse en la primera
empresa mexicana productora de medicamentos recombinantes. El
cuarto ejemplo de los casos exitosos es en realidad un conjunto de logros
a nivel nacional englobados en el tema de la tecnologia enzimatica y la
biocatalisis y sus impactos en diferentes sectores industriales, en particu-
lar el alimentario y el farmacéutico. El siguiente caso senala ejemplos del
uso de la biotecnologia moderna para caracterizar y mejorar la calidad
alimentaria y nutracéutica de diferentes cultivares. En el sexto caso de
éxito se presentan esfuerzos realizados en el area de biocontrol de plagas
agricolas en México y se muestra la labor desarrollada conducente a la
creacion de una empresa nacional productora de bioinsecticidas. En el
siguiente ejemplo se analiza el uso de las herramientas biotecnoélogicas
para el diagnostico de enfermedades de plantas en nuestro pais y para su
mejoramiento genético. En el siguiente caso exitoso, se senala el esfuer-
zo y la experiencia del grupo Savia en el campo mexicano, con el pro-
posito de buscar una participacion sustentada en principios técnicos y
concertada con los diferentes actores, para lograr un mejor desarrollo de
la agricultura nacional. En el noveno caso de éxito se analiza el desarro-
llo y aplicacion del proceso “biofermel”, una fermentacion lactica orien-
tada al aprovechamiento eficiente de la melaza como alimento de gana-
do y uno de los bioprocesos mexicanos patentados mas antiguos utiliza-
dos en el campo. Los dos siguientes casos exitosos estan relacionados con
problemas de contaminacion a nivel nacional y los esfuerzos implemen-
tados para usar tecnologia biologica para biorremediarlos. En el prime-
ro se analiza la experiencia en el desarrollo de la tecnologia para el
tratamiento de aguas residuales, y en el segundo, se presenta el desarro-
llo de bioprocesos para el tratamiento de aire contaminado emitido en
fuentes fijas. Finalmente, en el altimo ejemplo de un caso exitoso se pre-
senta el impacto de la ingenieria genética en el sector acuicola, a través
del desarrollo del salmon transgénico, con el objetivo de mejorar la capa-
cidad de produccion de alimentos de origen acuicola.
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FUNDAMENTOS Y CASOS EXITOSOS
DE LA BIOTECNOLOGIA MODERNA

1* Seccion

Fundamentos de la biotecnologia moderna



Capitulo I

MOLECULAS INFORMACIONALES DE LA CELULA VIVA
ACIDOS NUCLEICOS Y PROTEINAS

F. G. BOLIVAR ZAPATA
LA CELULA VIVA; COMPONENTES Y FUNCIONES

Todos los seres vivos estamos integrados por una o mas células, que con-
forman nuestro organismo. Los seres vivos mas sencillos, los llamados
procariontes, estan constituidos por una sola célula, es decir son orga-
nismos unicelulares. Los demas, son organismos que se denominan
eucariontes. Muchos de los eucariontes, tales como el hombre y las plan-
tas, son organismos pluricelulares, aunque también hay eucariontes uni-
celulares, como la levadura (1).

Los procariontes, que incluyen a las bacterias y a las arqueas, son orga-
nismos sencillos en los cuales su material genético no se encuentra con-
tenido por una membrana nuclear, como es el caso de los eucariontes,
y por lo tanto el material genético esta en contacto directo con el cito-
plasma celular. Los cromosomas bacterianos son relativamente sencillos,
comparados con los de los ecuariontes, y para su duplicaciéon no requie-
ren de procesos de meiosis y mitosis que si requieren los cromosomas de los
organismos eucariontes (2) (figura I.1).

Las células procariontes estan incluidas y delimitadas por membranas
resistentes o semirrigidas, que les dan forma (esférica, cilindrica, elonga-
das, etc.), les protege del exterior y controla el paso de materiales del ex-
terior de la célula al citoplasma celular y viceversa. Las membranas estan
compuestas principalmente por lipidos y proteinas, y de hecho estan for-
madas por dos capas, la interna y la externa.

El citoplasma bacteriano es una solucion acuosa en el que se llevan
a cabo las reacciones bioquimicas de la célula procarionte. Contiene al ma-
terial genético, en la mayor parte de los casos un solo cromosoma —aun-
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que hay procariontes con varios cromosomas—, a los ribosomas, al con-
junto de proteinas —y entre ellas, enzimas involucradas en la sintesis del
material genético y de las mismas proteinas— a otras macromoléculas
biolégicas (lipidos y carbohidratos), y al conjunto de moléculas involu-
cradas en el metabolismo de la célula.
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FiguraI.1

ESQUEMA DE LA CELULA PROCARIONTE
La figura muestra la composicién y organizacién de los elementos que integran la célu-
la de los organismos procariontes.

Los ribosomas son estructuras esféricas compuestas de RNA y proteina,
en los cuales se lleva a cabo la sintesis de proteinas, tal y como veremos
mas adelante. Cada ribosoma esta compuesto por dos moléculas grandes
de RNA ribosomal —llamadas 70S y 50S—, y varias moléculas mas pequenas
de RNA, como el bS. Ademas, cada ribosoma tiene del orden de 50 pro-
teinas diferentes. La bacteria tiene varios cientos de ribosomas que se
localizan en la parte interna de la membrana celular, para llevar a cabo
la funcion de la sintesis de proteinas.

Las células eucariontes son células que tienen en promedio un tama-
no de varios miles de veces mayor al de las células procariontes y cuya
estructura, organizacion y complejidad es también mucho mayor que el
de las bacterias (1) (figura 1.2).

Las células de los organismos eucariontes tienen una membrana plas-
matica que las delimita pero que también permite la comunicacion con las
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otras células del organismo. Al igual que en los procariontes, la membra-
na esta compuesta por lipidos y proteinas e incluye una gran cantidad de
subestructuras y organelos celulares entre los que destacan los siguientes:

La mitocondria. Es el organelo celular responsable del proceso de la
sintesis biologica del ATP (adenosin trifosfato), que es la molécula que
provee la energia para la mayor parte de las recciones de biosintesis en
la célula. EI ATP se sintetiza enzimaticamente mediante un proceso cono-
cido con el nombre de fosforilacion oxidativa. La mitocondria posee su
propio material genético (que es un solo cromosoma), en donde reside
la informacién para sintetizar muchas de las proteinas involucradas en
este proceso. Muchos bidlogos consideran que la mitocondria tuvo su
origen en un procarionte primitivo, que se asocioé en algin momento de
la evolucion, con el precursor de la célula eucarionte que hoy existe. Una
célula eucarionte tiene del orden de 150 mitocondrias. Las células de las
plantas, ademas de las mitocondrias, contienen también los cloroplastos,
que son organelos involucrados en el proceso de la fotosintesis. Los clo-
roplastos también contienen su propio material genético y también se
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Figura .2

ESQUEMA DE CELULA EUCARIONTE
La figura muestra la composicion y la organizacion de los organelos celulares que inte-
gran las células de los eucariontes, que incluye a la especie humana.
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cree que tienen un origen procarionte. El proceso de la fotosintesis es
fundamental para la vida en la Tierra, y permite fijar la energia solar a
través de un pigmento conocido con el nombre de clorofila (que ademas
es responsable del color de las plantas) y a través de este proceso gene-
rar también ATP, como molécula de alta energia, para llevar a cabo las
funciones celulares.

El reticulo endopldasmico. Es un organelo cuya funcion primaria es la de
asociarse a los ribosomas para servir de soporte en la sintesis de las pro-
teinas. Los ribosomas de las células eucariontes son similares a aquellos
de los procariontes, aunque son de mayor tamano y estan asociados for-
mando estructuras de varios cientos de ellos, llamados polirribosomas,
donde se sintetizan las proteinas.

El aparato de Golgi. Es un organelo celular ligado al reticulo endoplas-
mico, donde muchas de las proteinas (y otras macromoléculas) sinteti-
zadas en el reticulo, son incorporadas en el aparato de Golgi, que tam-
bién es una estructura de origen membranal, y que permite exportar
y procesar las proteinas sintetizadas. Otro tipo de organelo muy impor-
tante en la célula cuya funcion esta involucrada en la degradacion de los
productos proteicos (y de otro tipo de metabolitos), son los llamados
lisosomas, que son estructuras membranales que contienen enzimas con
la capacidad de degradar macromoléculas biologicas.

El citoesqueleto celular. Es un organelo que esta formado por microtu-
bulos y microfilamentos de proteinas estructurales como la actina, la
miosina y la tubulina. Estas estructuras son las responsables de darle
forma y organizar el citoplasma de la célula, dependiendo de la funcién
de la célula y del tipo de estructuras celulares involucradas.

La diferencia mas importante entre las células de los procariontes y los
eucariontes radica en que estos ultimos tienen sus cromosomas conteni-
dos o aislados del resto de los organelos celulares, por una membrana
nuclear, conformando lo que se conoce con el nombre del nicleo de la
c€lula eucarionte. Como veremos mas adelante, los cromosomas son las
estructuras u organelos celulares en los que reside la informacién gené-
tica en las moléculas del acido desoxirribonucleico o DNA. Los cromoso-
mas son estructuras formadas por la asociaciéon de DNA con proteinas y
también con moléculas de acido ribonucleico o RNA. Las proteinas y los
RNAs asociados a los cromosomas llevan a cabo funciones reguladoras y
estructurales; entre estas proteinas se encuentran las histonas. En el
nucleo de la célula tal y como se vera en detalle, se lleva a cabo el proce-
so de transcripcion del DNA en RNA, y el fenémeno del procesamiento del
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RNA, para formar moléculas maduras de RNA mensajero, de transferencia
y ribosomal. El fenémeno de procesamiento del RNA, adquiere dia a dia
mayor importancia, y es responsable de la formaciéon en muchos casos,
de varias moléculas de RNA mensajero diferentes a partir de un solo gene,
tal y como se vera mas adelante.

METABOLISMO CELULAR

La célula viva utiliza o metaboliza diferentes compuestos o moléculas
quimicas, para llevar a cabo sus funciones. Por ejemplo, usa la glucosa
(molécula formada por seis atomos de carbono), como fuente de atomos
de carbono y de energia, para sintetizar las diferentes moléculas biologi-
cas.

Para ello requiere degradar o “catabolizar” la glucosa, rompiéndola en
diferentes componentes y generando asi energia y moléculas de carbo-
no mas pequenas; este proceso recibe el nombre de “catabolismo”. A par-
tir de estos productos y utilizando diferentes estrategias y herramientas,
la célula sintetiza nuevas moléculas biologicas, tales como aminoacidos,
nucleotidos y a partir de ellos macromoléculas biologicas, tales como
proteinas y acidos nucleicos (DNA y RNA); este tipo de proceso se conoce
como “anabolismo”.

La célula regula genética y enzimaticamente sus procesos de degrada-
cion y sintesis de moléculas biologicas. Todo este conjunto de reacciones
y procesos de degradacion/sintesis de compuestos biologicos, recibe el
nombre de metabolismo celular (1), el cual sera tratado con mayor
amplitud en el capitulo octavo de este libro.

LOS CROMOSOMAS SON LAS ESTRUCTURAS CELULARES DONDE
RESIDE EL. MATERIAL GENETICO. EI. CONCEPTO DE GENE

En las células de todo organismo vivo tenemos dos grandes tipos de
macromoléculas biologicas en las que reside la informacion genética
y funcional, mediante la cual la célula viva lleva a cabo sus funciones. El
primer tipo de macromoléculas informacionales son los acidos nuclei-
cos: el DNA y el RNA; el otro tipo de macromolécula informacional son las
proteinas.

Hoy sabemos que el dcido desoxirribonucleico (el bNA), es la molécu-
la biolégica en la que reside la informacion genética en todos los seres
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vivos y que esta molécula se encuentra formando parte de los cromoso-
mas, que a su vez son estructuras que se localizan en el nucleo de las célu-
las de animales y vegetales.

En las células del cuerpo humano hay 23 pares de cromosomas. Cada
cromosoma humano esta formado por una sola molécula de DNA que
mide aproximadamente entre dos a seis cm de largo (dependiendo del
tamano del cromosoma), la cual esta asociada a muchos miles de molé-
culas de RNA y de proteinas, principalmente las llamadas histonas, cuya
funcion principal es proporcionarle estructura al cromosoma. En todos
y cada uno de nuestros trillones de células existen 23 pares de cromoso-
mas (con excepcion de las células gametos: espermatozoides y 6vulos
donde hay s6lo 23 cromosomas); cada juego de 23 cromosomas previe-
ne originalmente de cada uno de nuestros padres (figura 1.3).
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Figura I.3

ESQUEMA DE LOS CROMOSOMAS HUMANOS
La figura muestra los 22 cromosomas somdticos o autosémicos y los dos cromoso-
mas sexuales Y y X humanos. En ellos se localizan entre veinte y veinticinco mil
genes y marcadores genéticos humanos.

Gracias a los trabajos pioneros de Mendel (3), a mediados del siglo XIxX
y de Morgan (4) a principios del siglo pasado, hoy se conoce que en
todos los seres vivos los genes son segmentos de la molécula de DNA pre-
sente en cada cromosoma y que los genes estan organizados de una
manera lineal en los cromosomas, analogamente al arreglo de los seg-
mentos de una cinta que codifica para canciones en un casete musical,
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Cromosomas

Figura 1.4
COMPOSICION Y ORGANIZACION DE LOS GENES EN LOS CROMOSOMAS

Los cromosomas son estructuras celulares que se encuentran localizados en el
nucleo de las células y estan formados por proteinas y acido desoxirribonucleico
(pNA). La informacion genética reside en el DNA y los genes son segmentos especi-
ficos de esta cinta genética llamada DNA. Es importante recalcar que cada ser vivo
tiene un numero especifico y diferente de cromosomas, con relacién a los demas
organismos vivos.

donde cada gene es un segmento de la cinta del DNA que codifica para
una molécula especifica de proteina o para una molécula especifica de
RNA que no se traduce en proteina (figura 1.4).

Los genes que codifican para proteinas son secuencias del DNA que se
transcriben en moléculas especificas de RNA llamadas RNA mensajeros
(mRNA). Posteriormente, estos RNA mensajeros, se traducen en los ribo-
somas de las células y a partir de la secuencia de los nucle6tidos del mRrRNA
se sintentiza la proteina especifica codificada por ese RNA mensajero que
es copia de un gene especifico. Los detalles de estos procesos de trans-
cripcion y de traduccion se explican un poco mas adelante.

Un gene, como se ha senalado, puede codificar para un RNA que no se
traduce en proteina sino que funciona como RNA directamente.
Ejemplos de estos RNAs son los que integran los ribosomas y los RNAs de
transferencia que juegan papeles especificos e indispensables en la sin-
tesis de proteinas en la célula. Ademas, hay un gran nimero de RNAs de
tamano pequeno (SNRNA, MICroRNA, iRNA y otros) que juegan papeles
importantes en otras funciones celulares.
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Recapitulando, hay dos tipos de genes: los que sus transcritos de RNA
se traducen en proteinas y los que sus transcritos no se traducen en
proteinas. Se ha demostrado que los genes son responsables de las carac-
teristicas fisicas de los individuos y se transmiten como parte de los cro-
mosomas de padres a hijos conforme a reglas predecibles (3, 4y5). Alo
largo de este libro en general, cuando se habla de genes se habla del tipo
de genes que codifican para proteinas, a menos que se senale que son
genes que codifican para RNAs que no se traducen.

Mas adelante, se comentan con mayor detalle las funciones de los RNAs
que no se traducen en proteinas. Sin embargo, antes es importante
hablar de la estructura y de la funcion de la molécula de bNa donde resi-
den los genes y de los mecanismos de transcripcion de DNA en RNA y de
traduccion del RNA mensajero en proteinas.

LA ESTRUCTURA DEL DNA

El trabajo de Griffith en 1928 y posteriormente el de los investigado-
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Figura .5
ESTRUCTURA DEL DNA: LLAS BASES O LETRAS GENETICAS PRESENTES
EN LOS ACIDOS NUCLEICOS

Las bases guanina (G), adenina (A) y citosina (C) existen en el DNA y el RNA. La timina
(T) sélo se encuentra en el DNA y es sustituida por el uracilo (U) en el RNA. Estas bases, o
letras genéticas, estan unidas covalentemente al azicar desoxirribosa, para formar asi los
nucleétidos o monémeros del DNA (ver figuras 1.6y 1.7).
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res ingleses Avery, McLeod y MacCarty, a mediados del siglo pasado, per-
mitieron demostrar conclusivamente, que el tipo de molécula biologica
en la cual reside la informacion genética, es el acido desoxirribonuclei-
co y no las proteinas (6, 7). Esta contribucién extraordinaria, dio lugar
a que un importante esfuerzo cientifico se enfocara en ese momento, a de-
terminar la composicion y la estructura quimica de la molécula del DNA.
Asi, en 1951, el trabajo de Chargaff permitié determinar las cantidades
relativas de adenina, timina, guanina y citosina, las cuatro letras del alfa-
beto genético de todo ser vivo (figura I.5), y demostrar que en cualquier
DNA de cualquier organismo la cantidad molar de adenina es siempre
igual a la de timina y también que la cantidad de citosina es la misma que
de guanina (8), (figura 1.6). El reporte de Avery y colaboradores indu-

Figura 1.6
ESTRUCTURA DEL DNA: APAREAMIENTO ENTRE BASES COMPLEMENTARIAS

El DNA esta formado por dos hebras o cadenas complementarias (ver figura 7). Las dos
hebras permanecen unidas entre si a través de las uniones quimicas débiles (tipo puente
de hidrégeno), que se establecen entre cada dos nucle6tidos complementarios. Lo ante-
rior significa que en una molécula de DNA, siempre habrd la misma cantidad de adenina
(A) que de timina (T) y la misma de citosina (C) que de guanina (G), tal y como fue de-
mostrado por Chargaff.

En la figura se muestran las uniones tipo puente de hidrégeno que se forman entre los
pares de bases complementarios T=A'y C=G.
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dablemente fue también el estimulo para que Franklin y Wilkins (9, 10)
iniciaran estudios sobre las propiedades fisicas del DNA, que permitieron
realizar la observacion de que el DNA purificado y cristalizado era capaz
de generar patrones de difraccion de rayos X del tipo de un cristal,
donde claramente aparecian ciertos elementos significativos que indica-
ban caracteristicas de simetria en la estructura de esta molécula.

Considerando toda esta informacion, James Watson y Francis Crick
realizaron en 1953 una de las contribuciones fundamentales a la biolo-
gia moderna: el descubrimiento o desciframiento de la estructura mole-
cular del pna (11, 12) (figura 1.7). Indudablemente, la estructura com-
plementaria de la doble hélice del DNA y el descubrimiento de Avery
y colaboradores, son los elementos que fundamentalmente demostraron
que el DNA es en si mismo el material genético de la célula viva.

Figura L.7

ESTRUCTURA DE LA MOLECULA DEL DNA

El DNA es una doble hélice donde cada una de ellas es un polimero integrado por mi-
llones de nucleétidos que son los monémeros del polimero. Cada nucleétido esta for-
mado por una molécula de aztcar llamada desoxirribosa, una base purica o pirimidica
y un grupo fosfato. Las dos cadenas de DNA son antiparalelas y se unen entre si a través
de enlaces tipo “puentes de hidrégeno” que se forman entre las bases complementarias
(A-T y G-C) entre las dos hebras del bNA. De esta manera se obtiene una estructura tipo
doble hélice, donde las bases de los nucle6tidos se encuentran orientadas hacia el inte-
rior de la doble hélice y los grupos fosfato, y las aziicares desoxirribosas, hacia su exterior,
formando los esqueletos fosfodiester de cada hélice. Los pares de nucleétidos se encuen-
tran separados entre si por 3.4 A°y cada diez pares de nucleétidos (34 A°), se alcanza una
vuelta de la hélice.
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Hoy podemos decir, por lo que conocemos sobre el DNA, que el des-
cubrimiento de su estructura quimica ha venido a ser uno de los ele-
mentos unificadores en la biologia moderna ya que no sélo la estructu-
ra del DNA es la misma en todos los seres vivos, sino que, ademas, la orga-
nizacion y regulacion de los genes, que son fragmentos o segmentos
especificos de esta hélice doble, también tienen en lo general, caracter
universal en todos los organismos vivos. Esta caracteristica es lo que pos-
teriormente, en 1973, permiti6 el nacimiento de la ingenieria genética,
metodologia mediante la cual es posible “la edicion a nivel molecular” de
este material, tal y como lo veremos en detalle mas adelante en el capi-
tulo IV. Podriamos decir, como analogia con las cintas de videocasete,
que el material genético de todos los seres vivos tiene el mismo “forma-
to”, y que por ello se pueden “editar molecularmente” en un tubo de
ensayo, DNAs de diferentes origenes. Es relevante insistir en que la estruc-
tura general del DNA es exactamente la misma en todos los seres vivos,
desde las bacterias hasta nosotros, es decir, el DNA es una doble hélice for-
mada por dos polimeros antiparalelos y complementarios. Cada una de
estas dos hélices o polimeros estd, a su vez, integrada por miles de millo-
nes de nucleétidos, que son como las cuentas (monémeros), en un collar
(polimero). Hay s6lo cuatro tipos de monomeros o letras genéticas en el
DNA de todos los seres vivos, los cuales son llamados nucleétidos y éstos
estan localizados a 3.4 A° del siguiente monoémero en el polimero que
forma cada una de las dos hélices. Ademas, en todo tipo de DNA, a un
nucleotido con la base adenina le corresponde siempre, en el nucle6ti-
do de la hebra o hélice complementaria, uno con la base timina, y a todo
nucleétido con la base guanina corresponde un nucleétido con la base
citosina en la hebra complementaria (figura 1.7). Estas son reglas uni-
versales para todos los DNAs en todos los seres vivos. La diferencia funda-
mental entre todas las moléculas de DNA que forman los diferentes cro-
mosomas de los seres vivos, es la secuencia de los millones de estos cua-
tro tipos de nucleétidos con sus bases, A, T, G, C en cada molécula de
DNA, de la misma manera en que so6lo existen 28 letras en el alfabeto para
formar todas las palabras, y es la secuencia diferente de estas letras lo que
da un significado distinto a cada una de las palabras.

FL DNA; SU REPLICACION Y LA SINTESIS DE RNA Y DE PROTEINAS

Habiéndose descifrado la estructura del DNA en 1953, los esfuerzos se
concentran entonces en determinar los mecanismos moleculares que
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tiene la célula para contender con tres aspectos biologicos fundamenta-
les: a) la replicacion de su material genético y su transferencia a las
siguientes generaciones; b) la sintesis de proteinas a partir de la infor-
macion genética que reside en el DNA y c) la expresion de los genes en
los cromosomas.

Para 1975, se tenia claro que el DNA, gracias a su estructura de doble
hélice, era capaz de dar lugar, mediante el fenémeno llamado de repli-
cacion propuesto también por Watson y Crick, a dos dobles hélices idén-
ticas a partir de la doble hélice original. En este fenomeno, cada una de
las cadenas de la hélice doble original sirve de molde para la sintesis de una
nueva cadena complementaria, tal y como fue demostrado por Meselson
y Stahl, generandose asi dos dobles hélices iguales, una de las cuales se
transfiere a la progenie y la otra permanece en el organismo original (13,
14) (figura 1.8).

Asimismo, gracias al trabajo pionero de Crick, Brenner, Niremberg
y Ochoa entre otros, fue posible describir los mecanismos generales celu-
lares involucrados en la decodificacion de la informacion genética por la
c€lula para dar lugar a la sintesis de proteinas, mediante la propuesta
y comprobacion de los mecanismos de transcripcion del DNA en RNA men-
sajero y traduccion de este RNA en proteina (15, 16, 17, 18, 19) (figura 1.9).

El primer paso en la sintesis de proteinas, a partir de la informacién
presente en los genes a nivel del DNA, es la sintesis o formacion de una
molécula de RNA mensajero, especifica para cada gene, usando para ello
como molde un segmento (un gene) de una de las dos cadenas del bNA
(figuras 1.9 y 1.10). El RNA es una molécula quimicamente muy parecida
a una de las hebras del DNA ya que también esta formado por cadenas
lineales de nucleotidos, por lo que la informacién genética contenida en
el DNA, es dectir, el orden de deoxirribonucle6tidos de una de las hélices
del DNA, de uno o varios genes, se transfiere uno a uno, a una secuencia
de ribonucleétidos complementaria en el proceso de la sintesis del RNA.
Este proceso de “transcripcion” o sintesis del RNA es un proceso enzima-
tico mediado por la enzima RNA polimerasa que siempre ocurre, al igual
que la replicacion del DNA, en la direcciéon 5' a 3', y en la mayoria de los
casos solo una de las dos cadenas del DNA es transcrita en una molécula de
RNA (figura 1.10). La iniciacion del proceso de transcripcion se lleva a
cabo en los sitios denominados promotores y este proceso esta regulado
finamente en la célula tal y como se verd mas adelante.

En el caso de los procariontes que no tienen membrana nuclear, las
moléculas de RNA mensajero que se transcriben de los genes que codifi-
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Figura 1.8
REPLICACION DEL DNA
La replicacion del DNA es el fenémeno que permite el copiado de una doble hélice de
DNA, para generar dos dobles hélices idénticas a la original.
La informacion genética contenida en las moléculas de DNA es perpetuada mediante la
replicacién. Durante este fenémeno, las dos cadenas se separan y cada una sirve de
molde para sintetizar una nueva cadena complementaria. Este proceso tiene dos carac-
teristicas intrinsecas: I) es “semiconservado”, ya que cada una de las dos cadenas de la
molécula original pasa intacta a cada una de las moléculas hijas, mientras que la otra
cadena se sintetiza de novo, y II) siempre procede en la direcciéon 5' a 3'.
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Figura 1.9

EL DOGMA CENTRAL DE LA BIOLOGIA

El dogma central de la biologia molecular indica el flujo de la informacién genética. En
el DNA se encuentran los genes, en todas las células de los organismos vivos. A partir de
la informacién localizada en esta molécula de doble hélice, una célula sintetiza todas sus
proteinas. Esto se lleva a cabo mediante dos mecanismos: la transcripcion, que es la sin-
tesis de moléculas de RNA usando regiones especificas o genes del DNA como templado o
molde, y la traduccién, que es la sintesis de proteinas a través de la “lectura” de las molé-
culas del RNA mensajero en los ribosomas. Ademas el DNA, como ya se ha mencionado,
tiene la funcién de autorreplicarse.

can para proteinas, son inmediatamente traducidas a nivel de los riboso-
mas para sintetizar las proteinas (figuras .10 y I1.12). Sin embargo, en el
caso de los eucariontes que si tienen membrana nuclear, los RNA trans-
critos a partir de los genes, deben ser transportados del nucleo al cito-
plasma, a través de esta membrana. Ademads, es importante senalar como
veremos en detalle en el capitulo III, que a diferencia de las bacterias, los
genes que codifican para proteinas de los eucariontes contienen las
estructuras llamadas “intrones”. Estas estructuras, que son también DNA,
estan interrumpiendo las regiones del gene que codifican para la prote-
inay que son llamadas “exones”. Como resultado de esta situacion al sin-
tetizarse RNA a partir de un gene durante el proceso de transcripcion, la
molécula de RNA resultante incluye tanto las regiones de los intrones
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Aminoacidos: Nucleétidos:

- Alanina Ala A - Leucina Lew L - Guanina

- Arginina Arg R - Lisina Lys K - Adenina

- Asparagina Asn N - Metionina Met M - Timina

- Ac. aspartico Asp C - Prolina Pro P - Citosina

- Cisteina Cys D - Serina Ser S

- Fenilalanina Phe F - Tirosina Tyr Y

- Glicina Gly G - Treonina Thr T

- Ac. Glutamico  Gln Q - Triptofano Trp W

- Glutamina Glu E - Valina val V

- Histidina His H - Terminacién de

- Isoleucina Ile 1 la traduccién fin

NUCLEOTIDO EN SEGUNDA POSICION
G A T C

- GGG GAG} Clu | GTG GCG G
9 G GGA Gl GAA GTA Val GCA Ala A
C GGT [ ™Y | GaT } Asp | CTT GCT T
z GGC GacJ PP | grc GCC C
p AGG} Are AAG} Lys | ATG > Met | ACG G
o A AGA AAA ATA ACA Thr A
; AGT | . | AAT } Asy | ATT e | ACT T
= AGC AAC ATC ACC C
; TGGJ Trp | TAG o TTG} Leu | TCG G
= T TGA fin | TAA TTA TCA Ser A
(@) TGT Cvs TAT Tvr TTT Phe TCT T
E t6e J ¥ | Tac [ Y7 | TTC TCC C
2 CGG CAG} cln | CTG CcCG G
3 c | CGAL | CAA CTA L, [ CCA L, | A
= cGr [ 2'®8 CAT} mis | CTT CCT T
- CGC cacJ " | crc cccC C

NUCLEOTIDO EN TERCERA POSICION
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como la de los exones. Hoy sabemos y se vera en detalle en el capitulo
III, que las moléculas de RNA mensajero, que llevan intrones y exones,
resultantes del proceso de transcripcion que se lleva a cabo en los nucle-
os de las células de los eucariontes, deben ser “procesadas” para dar lugar
a las moléculas de los RNA mensajeros maduras, mas pequenas, que son
exportadas del nucleo de la célula al citoplasma, donde son luego tra-
ducidas en proteinas (ver figuras 1.12 y III. 1)

Existen muchos genes en la célula que no codifican para proteina y
cuyos transcritos de RNA son indispensables para el proceso de la traduc-
cion de los RNA mensajeros en los ribosomas. Entre estos genes estan los
que codifican para los RNAs que integran las dos subunidades (grande y
pequena) de los ribosomas (rRNA). Los genes que codifican para estas
dos moléculas de RNA se transcriben constantemente en la célula y sus

Figura I.11
EL CODIGO GENETICO ES UNIVERSAL

El codigo genético es universal, es decir, es utilizado de la misma manera en todos los
seres vivos. Este codigo es el que permite a la célula de cualquier organismo traducir en
proteinas la informacion genética almacenada en los genes que codifican para proteinas
que se localizan en el DNA, mediante la lectura, en bloques de tres nucleétidos (tripletes
o codones) de la informacion genética presente en el RNA mensajero. Las proteinas son
polimeros o grandes collares biologicos de decenas o centenas de aminoacidos, en las
cuales cada aminodcido (o cuenta del collar) es un monémero (ver figuras 1.12 y 1.16).
Son veinte diferentes aminodacidos con los que cuenta la célula para integrar las mas de
cien mil proteinas del cuerpo humano. Se puede hacer una analogia entre letras del alfa-
beto que serian los aminodcidos, y las palabras que serian las proteinas; el orden de las
letras es responsable del significado de las palabras, de la misma manera que el orden de
los aminoacidos en la proteina es responsable de su significado o funcién biolégica.

Cada uno de los veinte diferentes aminoacidos esta codificado por un triplete o
codon, de tres nucleétidos, a nivel del RNA mensajero. El RNA mensajero es, pues, una mo-
lécula formada por una secuencia de nucleétidos. Esta informacion es traducida en pro-
teinas al ser leidos estos nucleétidos, de tres en tres, por los ribosomas tal y como se mues-
tran en la figura 1.12.

En un cédigo de cuatro letras genéticas (AGCT) organizado en tripletes, puede haber
64 diferentes tripletes y la figura muestra estas 64 posibles combinaciones. Como puede
verse, hay aminodcidos que estan codificados hasta por seis diferentes tripletes, como
leucina (leu), y hay aminodcidos como triptofano (trp), que solo estd codificado por un
solo triplete (en este caso TGG). Existe un codon ATG, que codifica para metionina y que
es el codon o triplete, con el que se inicia la sintesis de la mayor parte de las proteinas;
existen también tres codones TGA, TAA y TAG, que son tripletes que al leerse en los ribo-
somas son responsables de que finalice el proceso de traduccion; esto es, se termina en
este punto la sintesis de una molécula de proteinas y ésta se libera de los ribosomas para
ser utilizada por la célula de acuerdo con su funcion biolégica (ver figuras 1.12 y 1.13).
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productos de rRNA se asocian a proteinas para integrar los ribosomas, que
es el sitio celular, como se ha senalado, donde se sintetizan las proteinas
(figura I.12). Ademas, los varios RNAs de transferencia (tRNA) son tam-
bién codificados cada uno por un gene. Estos RNAs como los RNA riboso-
males no codifican para proteinas, sino que son usados por la célula
como RNAs, y sirven los tRNAs como adaptadores especificos para los vein-
te diferentes aminoacidos durante el ordenamiento lineal de éstos en la
sintesis de las proteinas a partir de la secuencia de nucle6tidos del RNA-
mensajero (figura 1.12).

Figura .12
SINTESIS DE PROTEINAS: EL. RNA MENSAJERO Y SU TRADUCCION
EN LOS RIBOSOMAS

EI RNA mensajero (RNAm) que se muestra en la figura (como una cinta café), es el inter-
mediario en la sintesis de proteinas (que se muestran como collares con cuentas verdes).
EI RNA mensajero al ser copia del DNA, lleva la informacion genética de los genes hacia los
ribosomas, donde ésta es traducida en proteina. Las cadenas polipeptidicas o proteinas,
son sintetizadas cuando los ribosomas (estructuras azules) se mueven leyendo, como una
cabeza de grabadora o lectora de cintas, sobre las moléculas de RNAm, donde el extremo
5' del RNAm es leido o traducido primero. Una sola molécula de RNA mensajero normal-
mente es utilizada por la célula para sintetizar varias moléculas de la misma proteina, al
leerse simultineamente por varios ribosomas, como los cuatro que se muestran en la
figura y se sintetizan simultaneamente cuatro cadenas de la misma proteina en este ejem-
plo.

Durante el proceso de lectura del RNA mensajero por los ribosomas, los codones
o tripletes del RNAm se asocian con los anticodones complementarios de los RNA de trans-
ferencia (estructuras rojas), que a su vez se encuentran “cargados” con los aminodacidos
respectivos de acuerdo con el codigo genético (figura I. 11). Inmediatamente ocurre un
proceso de transferencia del aminodcido que llega y que asi se incorpora a la cadena de
proteina naciente compuesta por varios aminodacidos previamente unidos entre si. En la
primera seccién de la figura se muestra a los cuatro ribosomas en los cuales ya se ha ini-
ciado la sintesis de las proteinas y se han formado cuatro pequenas proteinas con 5, 12,
23y 34 residuos de aminoacidos cada una, que se ven como cuentas de los collares. En
la segunda seccion de la figura se muestra como ha ocurrido el proceso de crecimiento
o elongacion de los collares de aminodcidos que integran las proteinas; en todas ellas, el
tamano del collar ha crecido en un aminoacido adicional (6, 13, 24 y 35aa). Finalmente
en la tercera seccion de la figura, el proceso de elongacién ha permitido la incorporacion
de un aminodcido adicional en cada una de las cadenas de proteinas nacientes (7, 14, 25
y 36aa).

De esta manera se lleva a cabo la elongacion de los polimeros y con ello la sintesis de
las proteinas completas (en este caso de 36 aminodcidos), la cual se libera del ribosoma
al terminarse la lectura del mensajero, tal y como se muestra en esta tltima seccion de la
figura y liberandose también el ribosoma que particip6 en este proceso particular, al lle-
gar al final de la lectura del RNAm.
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Ademas de los acidos nucléicos RNA y DNA, las proteinas son el otro tipo
de moléculas biolégicas informacionales que tenemos en nuestro orga-
nismo y en ellas se encuentra la informacion que les permite realizar la
mayor parte de las funciones y los trabajos celulares tal y como veremos
mas adelante. El DNA es una molécula, que es el resultado de polimerizar
(unir en forma de collar), varios millones de los cuatro diferentes nucleo-
tidos (A, G, Cy T); las proteinas también son polimeros biologicos que
estan constituidos por decenas o centenas de veinte tipos diferentes de
monomeros llamados aminodcidos. Por esta razéon, no puede haber
correspondencia de un aminoacido por cada uno de los nucle6tidos que
integran los genes que codifican para proteinay la consecuencia es que cada
uno de los muchos aminoacidos que integran una proteina debe estar
“codificado” por un grupo de nucleétidos. Al descifrar el codigo genéti-
co se comprobo, de facto, que cada aminoacido esta codificado por un
grupo de tres nucleétidos, al que se le denomina triplete o codén. Se
determin6 también que en varios casos, mas de un triplete codifica para
un mismo aminoacido y que algunos tripletes codifican para senales de
terminacion o iniciacion para la sintesis proteica. Este codigo genético es
universal ya que es el mismo para todos los seres vivos y se muestra en la
figura I.11.

Como se ha senalado, la informacién genética contenida en cada
molécula de RNAm, es traducida en moléculas de proteinas a través de un
proceso enzimdtico que se realiza en los organelos celulares llamados
ribosomas. En este mecanismo biosintético llamado “traducciéon” como
se ha mencionado, participan principalmente tres tipos distintos de RNA:
el RNA ribosomal (rRNA), que forma los ribosomas; el RNAm, que acarrea
la informacion genética contenida en segmentos especificos (genes) del
DNA y finalmente, los RNAs de transferencia (tRNA) (figura 1.12). La sinte-
sis de proteinas, que de facto es la traduccion de la secuencia de nucleo-
tidos presentes en el RNAm, se lleva cabo también en direccion 5' a 3',
mediante la polimerizacion de aminoacidos en proteinas, a nivel de los
ribosomas en donde la secuencia del RNAm, se lee de tres en tres nucleo-
tidos de acuerdo con el codigo genético, incorporando en cada paso de
lectura un aminoacido de la proteina, tal y como se puede ver en la figu-
ra 1.12. Este proceso es similar al que ocurre al pasar una cinta de un
casete musical en una grabadora, en donde la informacion para cada
cancion, que esta contenida en un segmento de esta cinta, es traducida
en melodia cuando esta seccion de la cinta del casete pasa a través de las
cabezas lectoras de la grabadora. En el caso de la cé€lula viva, la cinta
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corresponde al RNA mensajero que lleva la informacion y los ribosomas
corresponden a las cabezas de la grabadora que leen la cinta y transforma
(traduce) la informacion en proteinas, las cuales serian en analogia, las
“melodias o canciones biologicas”.

MUTACION

La informacion genética contenida en el DNA es susceptible de sufrir
cambios, los cuales se denominan mutaciones. LLas mutaciones son causa
de cambios que se heredan y, también, por ello, de la predisposicion a
enfermedades como veremos mas adelante. Se sabe que todos los orga-
nismos experimentan mutaciones en su DNA debido a factores ambien-
tales, tales como la radiacion solar, interacciéon con productos quimicos
o infecciones virales y también como resultado de errores cometidos al
replicar el DNA. Son varios los tipos de cambios que puede sufrir el DNA,
y éstos pueden alterar desde un solo nucleétido, hasta cromosomas com-
pletos (figural.13). Alteraciones en la secuencia de los nucle6tidos de un
gene pueden ocasionar un cambio en la fase de lectura del gene, a nivel
del RNA mensajero, y por ello generarse una proteina con su secuencia
de aminodcidos diferente, la cual ya no sea capaz de realizar su funcion
original. Sin embargo, puede haber cambios en la secuencia del bNA que
no afecten el funcionamiento de la proteina o de un RNA que no se tra-
duce codificado por el gene particular (figura 1.14). Estos cambios son
responsables de la aparicion de los llamados “polimorfismos genéticos”
en los genes de la especie humana, tal y como se vera mas adelante.

LLAS PROTEINAS; SU ESTRUCTURA Y FUNCION BIOLOGICA

Como ha sido senalado, las proteinas son moléculas biologicas infor-
macionales, pero a diferencia del DNA, que es la molécula en donde resi-
de la informacion genética para sintetizar las proteinas, éstas son las
herramientas que tienen las células para llevar a cabo la mayor parte de
sus funciones; en otras palabras, en las proteinas reside la informacion
funcional de la célula. Ejemplos de estas proteinas son los siguientes: la
insulina que es una proteina que regula el nivel de azicar en la sangre;
la hemoglobina, que transporta en los glébulos rojos el oxigeno de los
pulmones a todas las células del organismo; la tripsina, que es una pro-
teina que trabaja en nuestro aparato digestivo para digerir otras protei-
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Figura 1.13

TIPOS DE MUTACION
La figura muestra los diferentes tipos de mutaciones que pueden ocurrir para cambiar la
secuencia original de nucleétidos en cualquier molécula de DNA: a) sustitucion, b) adi-
cion y c) delecion. En la figura se muestra el efecto de la sustitucion, adicion y delecion
de un par de nucleétidos; sin embargo, las adiciones o deleciones pueden involucrar uno
o muchos pares de nucleétidos.

Al cambiar la secuencia de nucleétidos de un gene, puede tener resultados diversos
sobre el producto peptidico o proteina para la que codifica. Si el cambio es s6lo de un
par de nucleétidos, en muchos casos no hay efecto en la actividad de la proteina. Sin
embargo, en algunos casos este cambio si afecta la funcion biologica.

Los cambios en los genes, debido a las mutaciones, son elemento fundamental en el
proceso de la evolucién de los seres vivos, ya que permiten el fenémeno de la variabili-
dad genética y biologica.
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nas provenientes de otros organismos y que forman parte de nuestro ali-
mento. Como estas tres proteinas, existen al menos cien mil en nuestro
organismo, y gracias a ellas y a la informacién funcional especifica en
cada una de ellas, el organismo y sus diferentes organos, tejidos y células,
llevan a cabo sus tareas. Como se ha mencionado, las proteinas son poli-
meros biologicos que estan constituidos por decenas o centenas de vein-

Codén3 Codénd Codén5 Codén6 Codén7 Codén8 Codén9 Codén 10

R T

Ala

Proteina

Proteina activa

Figura I.14
COLINEARIDAD ENTRE EL RNA MENSAJERO
Y EL PRODUCTO PROTEICO

La secuencia de los nucleétidos en el gene es responsable de la secuencia de los nucleo-
tidos del RNA mensajero. Este orden, en particular el de cada tres nucleétidos, a su vez,
de la secuencia de los aminodcidos en la proteina codificada por el gene particular. La
estructura final de la proteina depende del orden, a nivel primario, es decir de la secuen-
cia de los aminodcidos que la integran (ver figura I.15). Si este orden se altera, la funcién
de la proteina puede también alterarse. LLas mutaciones o cambios que ocurren en un
gene pueden dar lugar a su vez a cambios en los aminodacidos en la proteina que se
obtiene a partir de dicho gene.
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te tipos de monomeros diferentes llamados aminoacidos. Cada proteina
tiene una secuencia especifica de aminoacidos dada por la secuencia de
nucleotidos del gene que la codifica y esta secuencia es la que se conoce
como la estructura primaria de la proteina (1) (figura I.15). Gracias a esta

Estructura de
lamina §-plegada

Estructura
Terciaria

v

/ Estructura de
—% 3 hélice alfa /

y Estructura de =
™ lamina B-plegada
Estructura Estructura
Primaria Secundaria \

Estructura
Cuaternaria

Figura I.15
PROTEINAS; ESTRUCTURA Y FUNCION

Las proteinas son las herramientas que tiene la célula viva para llevar a cabo la mayor
parte de sus funciones. La funcién de cada proteina es especifica y esta determinada por
la estructura tridimensional de la propia proteina. Las proteinas son polimeros o cade-
nas de varias decenas o centenas de aminoacidos que son los monémeros de este tipo de
polimero biolégico. La estructura tridimensional (terciaria y cuaternaria) de cada pro-
teina, esta determinada por la estructura primaria, que es en realidad la secuencia de
aminodcidos de la proteina.

En cada proteina existen regiones de este polimero que pueden organizarse, en lo que
se conoce como estructuras secundarias, del tipo o hélice o B plegada. A partir de este
tipo de doblamientos, la proteina adquiere su estructura terciaria. Finalmente, la estruc-
tura cuaternaria de las proteinas es el resultado de asociar varias proteinas ya estruc-
turadas a nivel terciario, lo que les permite un arreglo espacial multipolimérico para lle-
var a cabo sus funciones.
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secuencia primaria, la proteina puede adquirir una estructura secunda-
ria que puede ser fundamentalmente de dos tipos: o hélice o 3 plegada.
Las estructuras secundarias, a su vez, permiten el doblamiento de las pro-
teinas en estructuras terciarias y finalmente, las estructuras terciarias per-
miten la asociacion de varias moléculas de proteinas en lo que se cono-
ce como estructura cuaternaria, tal y como se aprecia en la figura 1.15.
La estructura o conformacion espacial de cualquier proteina, es lo que
le permite tener una funcion biolégica particular a esa proteina; todas
las proteinas tienen estructuras especificas y por ende funciones especi-
ficas en la célula viva (1).

REGULACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES

Simultaneamente a los trabajos encaminados a determinar los meca-
nismos involucrados en la traduccién del RNA mensajero en proteinas, se
inician esfuerzos dirigidos a comprender la regulacion de la expresion
de los genes, es decir, mediante qué sensores y mecanismos las células
deciden expresar o transcribir un gene particular, para que asi pueda sin-
tetizarse el producto de transcripcién codificado por ese gene (1, 2).

Los mecanismos que regulan la expresion de la informacion genética
de una bacteria permiten a ésta adaptarse con rapidez a los cambios del
medio ambiente. Al evolucionar los organismos y diferenciarse las célu-
las, aparecieron mecanismos regulatorios mas sofisticados que permiten
a los organismos multicelulares mas complejos disponer de un conjunto
mas amplio de respuestas diferentes con miras a la sobrevivencia y evo-
lucion.

En principio, los genes funcionan, se expresan o se transcriben, tni-
camente cuando el organismo lo requiere, proveyendo asi el producto
para el cual codifican y s6lo en aquellas células que lo requieren. En
general, hay dos tipos de regulacion genética: las llamadas positiva y
negativa; cuando la expresion de los genes es aumentada cuantitativa-
mente, la regulacion es positiva, en tanto que si dicha expresion es dis-
minuida, entonces la regulacion es negativa. Los elementos que partici-
pan en el control de ambos tipos de regulacion son proteinas y RNA que
reconocen secuencias especificas en el DNA, en regiones cercanas a los
genes que regulan. Ademas, en algunos casos, las secuencias de nucleo-
tidos en el DNA son capaces de modular por si mismas la expresion de
los genes. Esta etapa de la genética se inicia en 1960, gracias a los esfuer-
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zos de los investigadores franceses Jacob y Monod (20), los cuales son
complementados por Gilbert y Ptashne (21, 22), quienes fueron respon-
sables del aislamiento de los primeros represores genéticos. Estos inves-
tigadores demostraron que estos reguladores eran proteinas. El aisla-
miento y caracterizacion de estos primeros represores genéticos permi-
ti6 demostrar su modo de accion, lo cual, como se ha senalado, implica
su asociacion o union con el DNA, en regiones especificas de los genes,
llamadas regiones reguladoras, las cuales se localizan normalmente en
uno o ambos extremos de los genes (figura 1.16). Por la importancia del
fenémeno de la regulacion genética, profundizaremos en €l.

Los mecanismos particulares de regulacion de la expresion genética
varian de una especie a otra. Hasta la fecha, estos mecanismos han sido
estudiados, en forma detallada, en varios organismos, aunque es en la
bacteria Escherichia coli en la que mejor se conocen, por ser éste el micro-
organismo mejor caracterizado. El conocimiento de los mecanismos de
regulacion bacterianos ha servido como base para estudiar la compleja
regulacion de la expresion genética en organismos eucariontes, inclu-
yendo al hombre. A continuacion se explican algunos de los mecanismos
de control genético mejor conocidos.

Regulacion de la expresion genética en procariontes

La expresion o transcripcion de los genes de organismos procariontes
como las bacterias puede estar o no regulada. Los genes cuya expresion
no esta regulada se denominan genes constitutivos; los genes que respon-
den a uno o varios mecanismos de regulacion son llamados inducibles.

Los genes inducibles han sido objeto de una extensa investigacion, ya
que en ellos se encuentran presentes mecanismos de regulacion del
fenémeno de la transcripcion. Una gran parte de los genes estudiados en
bacterias forman agrupamientos, en donde cada uno de los genes codi-
fica para proteinas funcionalmente relacionadas, y en muchos casos
estos genes se transcriben en una sola molécula de RNAm. El grupo de
genes con funciones relacionadas que es regulado y transcrito como una
unidad en una sola molécula de RNAm, se denomina “operén” y nor-
malmente las proteinas codificadas por los genes de un operén son enzi-
mas que intervienen en la misma via metabolica. Los RNAm que se sinte-
tizan a partir de un operén se denominan “policistronicos” o “poligéni-
cos”; este término indica que una molécula de un RNA mensajero es por-
tadora de la informacién de varios genes que especifican varias protei-
nas, cada una de las cuales esta codificada por un solo gene (23).
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Sin embargo, no todos los genes que son controlados como una uni-
dad estan agrupados en operones. Por ejemplo, los ocho genes que codi-
fican las enzimas de la via de biosintesis del aminoacido arginina, se
encuentran dispersos en el cromosoma de Escherichia coli; no obstante, la
expresion es regulada en forma coordinada. Los genes que exhiben esta
organizacion dispersa constituyen una unidad funcional que recibe el
nombre de “regulon”.

La expresion de los genes en organismos procariontes esta regulada
basicamente a nivel de la sintesis o transcripcion del RNAm, por lo que
existen diferentes tipos de mecanismos de control a este nivel, aunque
no todos ellos estan presentes en la totalidad de los genes, operones y
regulones. Se conocen los siguientes mecanismos especificos que hacen
posible la regulacion genética a nivel transcripcional: represion, induc-
cion, activacion, represion catabdlica, terminacion, antiterminacion y
atenuacion. También se ejerce la regulacion de la expresion a nivel trans-
duccional.

i) Control transcripcional

En procariontes, el punto mas importante de regulacion de la trans-
cripcion de cualquier gene es el comienzo de este proceso. El promotor
es la secuencia de DNA donde se une la enzima RNA polimerasa, en la re-
gion que precede a los genes, para iniciar la transcripcion del bNA (figu-
ra I.16). La frecuencia con la que se inicia el proceso de la transcripcion de
un gene especifico es resultado, en buena medida, de la secuencia de las
bases nucleotidicas que forman el promotor, ya que dicha secuencia
puede variar (21, 22, 24, 25, 26).

Un promotor clasico en la bacteria Escherichia coli consiste en dos con-
juntos de nucleotidos bien conservados: el primero de éstos consta de
seis pares de nucleé6tidos y esta colocado hacia arriba del sitio de inicia-
cion de la sintesis del RNAm (alrededor de la posicion -10). El segundo
grupo tiene también seis pares de nucleétidos y se encuentran general-
mente a 17 o 18 nucleétidos del primer grupo (alrededor de la posicion
-35), tal y como se aprecia en la figura 1.16. Estas secuencias permiten el
reconocimiento y la subsecuente union de la enzima RNA polimerasa al
promotor para que, posteriormente, en la region -10, se separen las dos
hebras del DNA, y con ello se permita la iniciacion de la sintesis del RNAm.

Generalmente, mientras menos se parezca un promotor a la llamada
“secuencia consenso” (figura 1.16), menor es la afinidad de la RNA polime-
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rasa por esta secuencia y consecuentemente menos eficiente es el pro-
motor para promover la transcripcion. La secuencia “consenso” de un
promotor se determiné teniendo en cuenta el nimero de veces que apa-
rece un nucleétido particular en una posicion especifica en todos los
promotores con secuencia nucleotidica conocida. Ademas del promotor,
existen en su vecindad sitios donde otro tipo de moléculas regulatorias
pueden interaccionar con el DNA para modular el inicio de la transcrip-
cion. Asi, la frecuencia con la que un gene u operoén es transcrito depen-
de no solo de la afinidad de la RNA polimerasa por el promotor, sino tam-
bién del grado en que las regiones regulatorias y sus moléculas recepto-
ras restrinjan o favorezcan el paso de la RNA polimerasa hacia el gene
estructural.

Para modular la actividad de un promotor, la célula suele utilizar dos
estrategias generales: la represion y la activacion. En ambas, la actividad
del promotor (principalmente su union a la RNA polimerasa), es modula-
da por la unién de proteinas especificas a regiones cercanas (o traslapa-
das) al promotor. Estas proteinas moduladoras estan, a su vez, codifica-
das por genes reguladores.

En el caso de la represion, la proteina moduladora llamada “represor”
se une a la region regulatoria, llamada “operador”, que es normalmente
una region del DNA que incluye parte del promotor (figura 1.17). En el
operador se ejerce el control negativo, ya que la interacciéon de una molé-
cula del represor con el operador bloquea la transcripcion del gene al
impedir que la RNA polimerasa se una al promotor. En contraste, median-
te un gene activador y su producto, se ejerce el control positivo, ya que a
través de la interaccion de una molécula reguladora, llamada “activa-
dor”, con cierta region del DNA, se propicia que inicie el fenémeno de la
transcripcion.

El represor activo estd constituido por una proteina, codificada por un
gene regulador, a la que se le une una molécula receptora. Dicha pro-
teina, que no despliega actividad de represor por si misma, recibe el nom-
bre de “aporrepresor”, y la molécula receptora se denomina “correpre-
sor”. La funcién del correpresor consiste en incrementar la afinidad del
aporrepresor por los sitios de interaccion con el DNA (operadores), y su
concentracion refleja ademas las condiciones metabdlicas prevalentes.
Con este tipo de estrategias y elementos, un organismo puede “apagar”
o “prender” la transcripcion o expresion de un gene u operén, como res-
puesta a cambios en su medio ambiente.

47



A

Gen regulador Promotor/Operador Gen estructural 1 Gen estructural 2

0000000000 900009000000000000000000000¢
5 l 3 5 57 5 l l 3

RNAm
| &

Represor

0:3 l l o

—p Intermediario ——

Substrato Producto
(inductor) final
B
Gen regulador Promotor/Operador Gen estructural 1 Gen estructural 2

0000000000 040000000000000000080000000¢

X
(-}
! ;
5 3 5
5
RNAm
Represor
l a{"tivn o
Aporrepresor
inactivo
Substrato — Intermediario —> ¥ r?l(li':]cto
LR
&9
(correpresor)
Figura 1.17

MECANISMOS DE REGULACION GENETICA
Los mecanismos de regulacion de la transcripcion mas frecuente utilizados en las células
de microorganismos procariontes son los siguientes: A) regulacién positiva; B) regu-
lacion negativa; C) regulacion multivalente y D) regulacion autégena. Una explicacion
detallada de estos mecanismos se presenta en el texto.
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El efecto contrario a la represion de la transcripcion es la induccion.
Este proceso es mediado por otras moléculas pequenas, los inductores,
que a su vez se unen al represor disminuyendo su afinidad por el opera-
dor. De esta forma, la célula puede volver a iniciar la expresion de un sis-
tema genético.

La represion y la induccion son mecanismos mediante los cuales se
modula la expresion de los genes y las moléculas efectoras (correpreso-
res e inductores), estan cercanamente relacionadas o son productos de
las vias metabdlicas que regulan algunos operones y genes que estan
naturalmente reprimidos y s6lo son inducidos cuando las condiciones
metabolicas asi lo demandan. Estos sistemas, denominados “sistemas
inducibles”, suelen ser de caracter catabolico y confieren al organismo la
habilidad de adaptarse a cambios en la disponibilidad de nutrientes. Por
lo general, las moléculas pequenas que actian como receptores de las
proteinas regulatorias, son sustratos de las vias metabdlicas. En la figura
I.17A se esquematiza este mecanismo.

El caso inverso son los operones o genes que se encuentran natural-
mente inducidos y que sélo se reprimen en caso de que sus productos no
sean necesarios. Estos sistemas, que se denominan “sistemas represibles”
son de caracter generalmente biosintético, y capacitan al organismo para
utilizar productos presentes en el medio ambiente en vez de tener que
sintetizarlos de novo. Las moléculas receptoras en estos sistemas suelen
ser los productos finales de las vias biosintéticas. Este mecanismo se ejem-
plifica en la figura I.17B.

En algunos casos las vias biosintéticas estan ramificadas, es decir, las
enzimas codificadas por un operon catalizan la sintesis de mas de un pro-
ducto. En tales circunstancias opera un mecanismo de regulaciéon cono-
cido como “represion multivalente”. En este caso, el aporrepresor no
puede ser activado exclusivamente por ninguno de los productos finales
de las vias biosintéticas y solamente se activa cuando todos los correpre-
sores correspondientes se unen al aporrepresor. En la figura 1.17C se
esquematiza este mecanismo.

Los ejemplos presentados en la figuras I.17A, B y C, representan siste-
mas de represion-induccion mediados por moléculas que forman parte
de las vias metabdlicas. Sin embargo, en ciertos casos, el aporrepresor es
el producto directo de un gene estructural y entonces se encarga de su
propia regulacion. Este mecanismo se denomina “regulacion autégena”
y en muchos casos el gene que ejerce dicha regulacion desempena una
funcién dual, ya que ademas de ser el aporrepresor, puede actuar tam-
bién como una enzima. En la figura I.17D se ilustra este mecanismo.
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Ademas de los mecanismos en que intervienen operones o genes indi-
viduales, los sistemas procariontes tienen la capacidad de regular simul-
taneamente varios genes u operones a través de algunas moléculas comu-
nes. Los mecanismos individuales capacitan al organismo para respon-
der con un elevado grado de especificidad, a las condiciones del ambien-
te. Los mecanismos de regulacion simultanea, por su parte, permiten al
organismo coordinar grupos de respuestas.

Una vez que la enzima RNA polimerasa se une al promotor de un gene,
se inicia la transcripcion, sintetizandose RNAm, el cual es elongado con la
adicion de nucleétidos complementarios correspondientes a la secuen-
cia del DNA. Una vez sintetizado este RNAm —como fuera senalado—, es
posteriormente traducido en los ribosomas para sintetizar proteinas. Es
relevante senalar que existen mecanismos adicionales que permiten
modular la transcripcion del RNAm. Entre estos mecanismos vale la pena
senalar el llamado “efecto de atenuacion” el cual es un mecanismo que
permite, al modular la estructura del RNAm, atenuar su lectura a nivel de
los ribosomas (21, 22, 23, 24, 25).

ii) Control a nivel de la traduccién del RNA mensajero

Se ha senalado que los niveles de expresion de un gene estan deter-
minados por la transcripcion de su RNAm y por la traduccion de éste en
los ribosomas. La regulacion a nivel de la traducciéon del RNA mensajero
explica el porqué en muchos casos las enzimas codificadas por un mismo
operon son sintentizadas en concentraciones diferentes. Lo anterior se
debe a que la traduccion de ciertos RNAm poligénicos puede comenzar
no solo en el extremo b' del mismo, sino ademas en sitios internos del
mensajero. La iniciacion de la traduccion del RNAm depende de la exis-
tencia de un grupo de nucleétidos en el RNAm localizados en la region
anterior al codon de iniciacion. Esta secuencia se denomina “sitio de
unioén ribosomal” y su secuencia es complementaria al extremo 3' del
RNA que constituye la subunidad pequena del ribosoma. En este punto
las bases del RNA ribosomal y del RNAm se asocian, iniciandose asi la tra-
duccion del mensajero (25, 26, 28).

Existen proteinas que modulan la union del RNA mensajero a la sub-
unidad pequena del ribosoma y por ello puede darse el efecto de una tra-
duccion diferencial.
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Regulacion genélica en eucariontes

Indudablemente las células de organismos superiores tienen mecanis-
mos de regulacion genética que comparten elementos generales con las
bacterias. Sin embargo, entre las células de organismos unicelulares y
pluricelulares hay una diferencia importante: la diferenciacién morfolo-
gicay funcional inherente a las células de organismos pluricelulares. Ello
requiere de mecanismos de control preciso de la expresion genética en
las diferentes células del organismo, de modo que las células diferencia-
das realicen sus funciones de manera adecuada.

Contrariamente con lo que sucede a los procariontes, en el caso de los
eucariontes la regulacion de la expresion genética es bastante mds com-
plicada y se sabe menos de ella. Por ejemplo, en las células de los euca-
riontes hay varios sistemas genéticos encargados de transcribir la infor-
macion del DNA en copias del RNAm y de otros tipos de RNAs; es decir, hay
varios sistemas de RNA polimerasa. Por otro lado, el DNA se encuentra no
solo en el nucleo sino también en mitocondrias y cloroplastos y ademas,
como veremos mas adelante muchos de los genes de los eucariontes tie-
nen intrones y exones, a diferencia de los procariontes que solo tienen
exones.

Sin embargo, se han descrito varios tipos de secuencias regulatorias en
los organismos eucariontes en donde algunas de ellas guardan similitu-
des importantes con las regiones de regulacion de los procariontes, aun-
que también se han descrito otras que tienen caracteristicas diferentes.
Se ha senalado que el genoma humano y el de otros eucariontes contie-
nen muchos genes que codifican para RNAs pequenos, que no codifican
para proteinas. Se sabe que estos transcritos de RNA estan involucrados en
modular la expresion de los genes principalmente a través de modular la
traduccion de los RNAs mensajeros (27, 28).

Finalmente, es relevante senalar como veremos en capitulos posterio-
res, que la fisiologia de cualquier célula procarionte o eucarionte, esta de
facto bajo el control de redes que regulan la expresion de los genes.
La estructura y organizacion de estas redes de control genético, es decir
el conjunto de genes particulares que responden a estimulos especificos
similares y la jerarquia de estos conjuntos de genes, esta controlada a su
vez, por la combinacion de regiones regulatorias a nivel del DNA (tales
como promotores, operadores, etc.), y de proteinas que se unen a estas
regiones, para modular la expresion de la transcripcion de estos genes.
Hoy en dia, gracias a los proyectos de secuenciacion que han permitido
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determinar la secuencia de todos los genes de varios genomas de dife-
rentes organismos incluyendo el humano, como se vera en capitulos pos-
teriores, se tiene ya una gran coleccion de genes de muchos organismos,
que han permitido empezar a tener una idea mas clara de la manera en
que se regula la expresion de los genes y de la manera en que se trans-
cribe el genoma en microorganismos, plantas y animales incluyendo la
especie humana (1, 27, 28). Este conocimiento permitird avanzar en
la comprension de estas redes de control de la expresion genética en la
célula viva.

CARACTERIZACION DE LOS PROCESOS Y DE LAS HERRAMIENTAS CELULARES

Regresando a mediados de los anos setenta, a escasos veinte anos des-
pués del descubrimiento de Watson y Crick que demostré que el DNA era
la sustancia donde residia la informacion genética y del desciframiento
de su estructura, la especie humana habia descubierto los mecanismos
fundamentales de como es que la informacion genética es capaz de ser
utilizada por la célula para sintetizar las proteinas, de como los genes
estaban estructurados en el DNA, de manera andloga a los segmentos que
codifican para las canciones en una cinta musical, y de como, en térmi-
nos generales, se transcriben o se expresan y se regulan los genes en pati-
cular en microorganismos.

Un producto adicional de todo este avance y conocimiento fue que la
humanidad empezaba a entender cuales eran las proteinas, en el interior
de la célula, responsables de manejar in vivo su material genético; es
decir qué proteinas, con qué actividades enzimaticas, podian modificar
y regular, in vivo, la expresion de los genes en el DNA.

En 1970, Arber, Smith y Hamilton descubren, como parte de este es-
fuerzo encaminado a entender mas detalladamente las funciones de re-
gulacion y organizacion genética, las llamadas “enzimas de restriccion”,
que son proteinas que cortan el DNA en sitios especificos, como “tijeras
moleculares” y que reconocen secuencias especificas de nucleétidos en
el DNA. En ese tiempo también Berg y Jackson descubren el uso de la
enzima ligasa de DNA que es utilizada por la célula para formar uniones
covalentes entre diferentes moléculas de DNA.

As, todo el escenario estaba preparado para que en 1973, Cohen y Boyer
(29), realizaran su experimento histérico en donde por primera vez,
usando in vitro—es decir en un tubo de ensayo en el laboratorio— estas
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herramientas celulares, insertaron el DNA de una rana en el DNA de la bac-
teria Escherichia coli. Con este experimento se construye el primer orga-
nismo transgénico y da inicio la era del manejo i vitro de la informacion
genética, o la edicion molecular del material genético, mediante la meto-
dologia llamada ingenieria genética o de DNA recombinante. En el si-
guiente capitulo se describen estas herramientas y métodos y se detalla
su uso para aislar, caracterizar y manipular el DNA de los organismos vivos.
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Capitulo II

INGENIERIA GENETICA
LAS HERRAMIENTAS MOLECULARES Y LOS METODOS
PARA AISLAR, CARACTERIZAR Y MANIPULAR EL DNA

F. G. BOLIVAR ZAPATA
LA MANIPULACION N VITRO DEL MATERIAL GENETICO

La ingenieria genética, llamada también metodologia del DNA recombi-
nante, es un conjunto de herramientas y métodos que permiten la mani-
pulacion in vitro —la edicion molecular— del material genético de los
organismos vivos. Esta poderosa metodologia esta sustentada en dos
grandes tipos de herramientas celulares. La primera de ellas son las enzi-
mas que utiliza la propia cé€lula en sus procesos internos para el manejo
de su material genético. El otro tipo de herramientas son los vehiculos
moleculares de clonacion de DNA, que son moléculas de DNA que permi-
ten la replicacion de fragmentos de acido nucleico incapaces de hacerlo
en forma auténoma. La ingenieria genética esta también soportada por
un conjunto de métodos que permiten aislar, caracterizar y manipular el
DNA entre los que resaltan las técnicas de secuenciacion del acido deso-
xirribonucleico, mediante las cuales es posible determinar la secuencia
nucleotidica del DNA. La sofisticacion de estas técnicas de secuenciacion
han permitido, como veremos mas adelante, la determinacion de las
secuencias de varios genomas, incluyendo el humano, en tiempos muy
cortos. Existen también técnicas de sintesis quimica de oligonucle6tidos
que son fragmentos pequenos de DNA, que indudablemente son herra-
mientas fundamentales para modificar, editar y detectar de manera muy
fina y especifica el DNA y finalmente, la técnica de reaccion en cadena de
polimerasa o PCR que es una metodologia que permite la amplificacion
de cualquier fragmento de DNA, generando varios billones de copias
idénticas a este fragmento de DNA en pocas horas.
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Las herramientas y técnicas senaladas y algunas otras auxiliares que se
presentan en este capitulo, integran la metodologia que permiten el ais-
lamiento, manejo y edicion del material genético de los seres vivos, lla-
mada ingenieria genética o del DNA recombinante. Por su significado se
describen con mayor detalle las mds importantes.

LLAS HERRAMIENTAS CELULARES; ENZIMOLOGIA DE ACIDOS NUCLEICOS

A principios de 1970, habian sido ya descritos los principales mecanis-
mos en la célula involucrados en la utilizacion de la informacion genéti-
ca para sintetizar las proteinas, y asi se establecia solidamente el dogma
central de la biologia moderna (figura L.9).

Estos dos mecanismos, el de transcripcion del DNA en RNA y el de tra-
duccion de RNA en proteina, asi como el mecanismo de replicacion del
DNA, que han sido descritos con detalle en el capitulo anterior, han per-
mitido conocer como participa un gran namero de proteinas en el inte-
rior de la célula, las cuales tienen diferentes actividades enzimaticas
y funcionales, algunas de ellas involucradas en el manejo de su propio
material genético. Asi, han sido descritas enzimas, que son moléculas de
proteinas con actividades biologicas, que permiten cortar las uniones
covalentes fosfodiester en las cadenas del DNA, como verdaderas “tijeras
moleculares”. A estas enzimas se les conoce con el nombre genérico de
nucleasas y entre ellas destacan las endonucleasas de restriccion, las cua-
les reconocen secuencias especificas de nucleétidos en el DNA y luego
proceden al rompimiento de algunas de las uniones covalentes en estas
secuencias. Las enzimas que llevan a cabo la funcién contraria a las
nucleasas, o sea el formar uniones covalentes fosfodiester entre molécu-
las de DNA, reciben el nombre genérico de ligasas de DNA. Estos son dos
de los ejemplos mas importantes del tipo de enzimas que tienen como
sustrato a los acidos nucleicos. En este capitulo se presenta una descrip-
cion de las principales enzimas utilizadas por la célula para manejar sus
propios acidos nucleicos. Es relevante senalar que muchas de estas herra-
mientas celulares han sido purificadas y hoy son utilizadas para manejar
o modificar, in vitro —es decir en el tubo de ensayo en el laboratorio—
el DNA y el RNA de cualquier organismo. Las enzimas que tienen como
sustrato los acidos nucleicos son las herramientas fundamentales de la
ingenieria genética, ya que a través de su uso es posible modificar y edi-
tar a nivel molecular el DNA de cualquier organismo. Los principales
tipos de enzimas utilizadas en la ingenieria genética se describen a con-
tinuacion.
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Las nucleasas

Las enzimas llamadas nucleasas pertenecen a un grupo de proteinas
con actividades enzimadticas que permiten a la célula romper uniones
covalentes fosfodiester en las cadenas del DNA y del RNA. Las desoxirribu-
nucleasas son nucleasas que cortan uniones fosfodiester en el DNA y las
ribonucleasas son las nucleasas que cortan RNA; las hay que degradan
cadenas dobles o sencillas (figura II.1). Otra manera de nombrar las
nucleasas es tomando en cuenta la propiedad de ser exo o endonuclea-
sas. Las exonucleasas requieren que sus sustratos sean acidos nucleicos
con extremos, € inician su rompimiento en esos extremos. Las exonuclea-
sas pueden preferir uno de los dos extremos —b' 0 3'—, del acido nuclei-
co para su accion, aunque las hay que no requieren de un extremo par-
ticular (figura I.8). Las endonucleasas, por el contrario, no requieren
extremos presentes en sus sustratos y por lo tanto pueden hidrolizar o
romper moléculas circulares de DNA 0 RNA; estas enzimas siempre hidro-
lizan o cortan uniones internas fosfodiester en el acido nucleico y com-
puestos productos polinucleotidicos de tamanos variables (figura II.1).

Las endonucleasas de restriccion descubiertas por Arber, Smith y Ha-
milton son un tipo de nucleasas que se encuentran presentes en dife-
rentes especies bacterianas, y son herramientas fundamentales para la
diseccion in vitro del DNA, ya que reconocen y luego cortan, pequenas
secuencias especificas de nucleétidos en cualquier molécula de DNA. De
esta manera es posible cortar o digerir un DNA particular, siempre de la
misma manera, en forma reproducible, utilizando la misma enzima de
restriccion. Hay muchas endonucleasas de restriccion que reconocen,
cada una de ellas, una secuencia de nucleotidos especifica. En la mayo-
ria de los casos la longitud de las secuencias de reconocimiento varia
entre cuatro y seis pares de nucleétidos (1, 2, 3) (figura I1.2).

La nomeclatura de las endonucleasas de restriccion se deriva de la
abreviatura del nombre del organismo del cual se aisla dicha enzima. La
primera letra del género y las dos primeras letras de la especie forman el
nombre de la enzima. Si la endonucleasa se encuentra presente en una
cepa especifica de un microorganismo, el nombre basico de tres letras
puede ser seguido por la designacion particular de la cepa (ejemplo: la
enzima FcoRI deriva su nombre de Escherichia coli organismo de donde se
aisla y del factor de resistencia R). Finalmente, un nimero romano indi-
ca el orden de descubrimiento de las enzimas en una cepa microbiana
(figura I1.2). El corte que ocasionan las endonucleasas en la doble
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hélice de DNA puede darse en el centro del eje de simetria de la secuen-
cia, generando asi extremos rasurados, o en diferentes posiciones con
respecto al centro, produciendo de esa manera, moléculas con extremos
cohesivos o salientes en el extremo 3', o bien moléculas con extre-
mos cohesivos con residuos salientes en los extremos 5' (4) (figura I1.3).
Algunas endonucleasas que han sido aisladas de distintos organismos,
reconocen y cortan exactamente la misma secuencia de DNA. Estas enzi-
mas se denominan “isoesquizémeros”. Los isoesquizomeros imperfectos
son las endonucleasas que reconocen la misma secuencia, pero que cor-
tan en una posicion diferente (4).

Sitio de

Endonucleasa
EcoRI

R W ——
PP GIAATTC ||

M s ssssnnsanglll

Figura I1.3
DIGESTION DEL DNA POR LA ENDONUCLEASA FcoRI

La figura muestra el sitio de reconocimiento y el corte del DNA por la enzima endonu-
cleasa de restriccion EcoRI. El corte del material genético se lleva a cabo en dos pasos
donde una hebra del DNA es hidrolizada primero y luego la otra. En las condiciones
usuales de reaccion, los productos son dos fragmentos de DNA con extremos cohesivos
o complementarios de cadena sencilla. Cuando las condiciones se alteran para reestabi-
lizar las uniones, a través de los puentes de hidrégeno entre los cuatro nucleétidos de los
extremos salientes del DNA (por ejemplo bajando la temperatura), los fragmentos de DNA
pueden reasociarse. Se requiere finalmente la accion de la enzima ligasa para formar las
uniones covalentes, entre nucle6tidos adyacentes tal y como puede observarse en la figu-
ra IL9.
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Las fosfatasas, las cinasas y las ligasas de DNA

En muchos experimentos de ingenieria genética es necesario para
poder desarrollar un analisis adecuado, remover los grupos fosfato que
se encuentran en los extremos de las moléculas de DNA. Las enzimas
que pueden llevar a cabo esta funcién reciben el nombre genérico de
fosfatasas. Las fosfatasas pueden remover grupos fosfato tanto de extre-
mos 5' como de los 3' generados por la accion previa de las nucleasas
(figura I1.4).

5. P B ] 1 1 ] 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ] - OH 3‘
ATCGTCGAATTCCTGAT
1] 1 m m I e 1} n n 1] i I [11] 1 Il
s TAGCAGC ! } I\ } G G I\ C ! I\ ps
,’ OH . 1 1 1 1 | 1 1 | 1 - ‘_!
Fosfatasa alcalina
2P
A\ 4
5 OH - -OH?Y
1 1 1 ] 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ] 1
ATCGTCGAATTCCTGAI
I 1] o m I e I n ] 11} o u 1 [11] 1} 1l
TAGCAGCTTAAGGACTA
39 OH _ [ 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 . OH 59
Figura I1.4

MECANISMO DE ACCION DE LA ENZIMA FOSFATASA DE DNA
La figura muestra la hidrolisis o ruptura de los grupos fosfatos terminales de un DNA, por
medio de la enzima fosfatasa. Esta enzima genera moléculas de DNA sin grupos fosfato (P)
en los extremos de las moléculas de los acidos nucleicos.

Las cinasas de DNA son enzimas que catalizan la funcién contraria a las
fosfatasas, es decir la fosforilacion o adiciéon de un grupo fosfato, en un
extremo del DNA. Un uso importante de este tipo de enzimas es para
“marcar” el extremo 5' de una molécula de DNA, mediante la incorpora-
cién del is6topo radioactivo de fosforo 32 en este extremo, como parte
del grupo fosfato que se incorpora (figura IL.5).
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MECANISMO DE ACCION DE LA ENZIMA CINASA DE DNA

En la figura se muestra el proceso de adicion de grupos fosfato en los extremos 5'
de una molécula de DNA, por la accion de la enzima llamada polinucleétido cinasa.
El grupo gamma fosfato de la molécula de ATP puede ser marcado con 32P (indi-
cado en rojo), para poder producir asi una molécula de DNA marcada radioactiva-
mente en sus extremos. Este tipo de herramienta y de marcaje con radioisotopos
ha sido utilizado para obtener la secuencia nucleotidica del bDNA o para procesos de

hibridacion utilizados en el diagnéstico a nivel molecular.

Las enzimas que son capaces de unir covalentemente dos moléculas
de DNA a través de sus extremos, se denominan ligasas de DNA. Estas enzi-
mas descritas por Berg y Jackson realizan la funcién opuesta a las nuclea-
sas, es decir, catalizan la formacion de enlaces covalentes fosfodiester
entre el extremo 5' fosfato de un DNA y el grupo 3'0H de otro (5). Para
lograr una reaccion exitosa, las cadenas del DNA que van a ser ligadas
deben ser orientadas apropiadamente. En este caso, los extremos cohe-
sivos que generan algunas nucleasas de restriccion son adecuados para
este fin ya que, a través de ellos, es posible alinear dos moléculas de DNA
(figura I1.6). Sin embargo algunas enzimas, como la ligasa proveniente
del bacteriofago T4, no requiere de este tipo de alineamiento ya que es

capaz de ligar entre si dos fragmentos “rasurados” de DNA.
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Figura I1.6

MECANISMO DE ACCION DE LA ENZIMA LIGASA DE DNA
La figura muestra la propiedad de la enzima ligasa para enlazar fragmentos de DNA. La
enzima ligasa une covalentemente dos cadenas de DNA, previamente unidas entre si a
través de los puentes de hidrégeno. La ligasa proveniente del bateriéfago T4, tiene tam-
bién la capacidad de unir dos fragmentos de DNA, con extremos rasurados.

Las polimerasas del DNA

Otro tipo de enzima que es utilizada de una manera muy importante
en la ingenieria genética, es la DNA polimerasa o polimerasa del DNA.
Estas enzimas, como su nombre lo indica, catalizan la sintesis de las nue-
vas cadenas del DNA, usando como molde o templado una de las cadenas
originales, siendo por tanto una de las enzimas clave para la replicaciéon
del DNA (6) (figuras 1.8 y I1.7). In vitro, las cadenas nacientes del DNA son
elongadas por la adicion secuencial de nucleétidos a partir de un “pri-
mero” de DNA, que normalmente es un oligonucleétido sintetizado qui-
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micamente y que tiene un extremo 3'0H libre. En cada paso de elonga-
cion, el nucleétido que se incorpora en la hélice nueva es definido por
el nucle6tido complementario correspondiente presente en el templado
del DNA. Existe una variedad muy importante de diferentes DNA polime-
rasas que se utilizan como herramientas en las metodologias del DNA
recombinante y en particular en el método de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), utilizado como veremos mas adelante, para “ampli-
ficar” el DNA, es decir, generar varias copias de una molécula de DNA a par-
tir de una sola copia original.

3

Figura IL.7
REPLICACION DEL DNA. EL PAPEL DE LA DNA POLIMERASA

Varias enzimas son necesarias para lograr la replicaciéon del DNA, aunque la DNA
polimerasa es indudablemente la enzima principal. La DNA polimerasa requiere de
un “primero” sintetizado por la RNA polimerasa, como parte de una regiéon de
doble hélice, para iniciar la sintesis de DNA. En este proceso participa también una
proteina llamada helicasa, la cual desenrolla las dos hélices de DNA para que pro-
ceda la replicacion. Finalmente, es importante sefialar que como la DNA polimerasa
puede sintetizar DNA solamente en la direccion 5' a 3', una de las dos cadenas del
DNA debe ser sintetizada de manera discontinua. Lo anterior genera una serie de
cadenas cortas de DNA, llamados fragmentos de Okasaki, en la otra hélice, que son
unidos covalentemente por la enzima ligasa de DNA.
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TECNICAS PARA LA GENERACION Y SEPARACION DE FRAGMENTOS DE DNA

Como hemos visto, el tratamiento de un DNA con enzimas de restric-
cion permite generar fragmentos especificos a partir del DNA original. Es
importante recalcar que esta técnica hace posible que este tipo de expe-
rimento se repita siempre con los mismos resultados (para el mismo
DNA), ya que los sitios de reconocimiento de las endonucleasas son
secuencias especificas en el DNA. Hay, sin embargo, métodos alternativos
para generar fragmentos de DNA.

Uno de estos métodos alternativos al uso de las nucleasas de restric-
cion para generar fragmentos de DNA, ha sido la ruptura mecanica. La
ruptura mecanica del DNA, en condiciones controladas, ha sido especial-
mente util para generar, al azar, fragmentos de DNA no homélogos. Por
ejemplo, pueden obtenerse fragmentos de gran tamano (>10000 pares
de nucleotidos) imposibles de obtener con endonucleasas de restriccion,
ya que segun un calculo de probabilidad, éstas cortan una vez en cada
4000 nucleotidos si su secuencia de reconocimiento es de seis nucleoti-
dos, o bien una vez cada 400 si reconocen secuencias de cuatro nucleo-
tidos. Este método de ruptura mecanica ha sido utilizado para construir
los llamados “bancos”, “librerias” o “genotecas” de genes, que son colec-
ciones de moléculas recombinantes que contienen el DNA gendémico de
un organismo.

Otra alternativa para obtener fragmentos especificos de DNA ha sido el
uso del copiado enzimatico de moléculas de RNAm para producir una
copia de DNA complementario (DNAc), al RNAm. Lo anterior es posible
gracias a un tipo de enzima de origen viral conocida con el nombre de
transcriptasa reversa (figura I1.8). Un elemento indispensable para obte-
ner una copia de DNA a partir de un RNA es el llamado “primero o inicia-
dor”; éste es un fragmento pequeno de DNA de hélice sencilla (un oligo-
nucleétido), de 10-30 nucleétidos que debe hibridizar o aparearse con el
extremo 3' del RNA que se desea copiar. Hoy en dia la mayor parte de los
iniciadores son sintetizados quimicamente en el laboratorio. A partir del
extremo 3' del iniciador, la transcriptasa reversa sintetiza un DNA com-
plementario, de cadena sencilla, de forma analoga como la enzima DNA-
polimerasa sintetiza DNA a partir de DNA. Una vez que se obtiene la cade-
na de DNA, el RNA es removido y la misma enzima es capaz de sintetizar la
segunda cadena complementaria de DNA. Después de obtenido el DNA de
doble cadena, las regiones de DNA de cadena sencilla son digeridas con
una nucleasa que degrada especificamente este tipo de cadena sencilla.
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La molécula de DNA resultante, con extremos rasurados, puede clonarse
directamente en un vehiculo molecular (la descripciéon de esta técnica
de clonacion se describe mas adelante). Alternativamente, pueden utili-
zarse oligonucleotidos sintéticos de DNA para adaptar los extremos de las
moléculas de DNA; por ejemplo, incorporando la secuencia correspon-
diente a un sitio de reconocimiento de una nucleasa de restriccion.
Debido a que muchos de los genes de eucariontes —como veremos mas
adelante— contienen intrones, los DNA copiados a partir de los RNAm tie-
nen la ventaja de ser portadores exclusivamente de las secuencias exoni-
cas presentes en el RNA maduro. Estos DNAc pueden utilizarse posterior-
mente para aislar los genes completos a partir de bancos de genes y para
producir proteinas recombinantes en bacterias, tal y como se vera en el
proéximo capitulo (7, 8,9, 10, 11).

Una vez que se ha digerido y cortado un DNA con una endonucleasa
de restriccion (o con cualquier otro método), los segmentos obtenidos
pueden ser separados gracias a su tamano, utilizando el método de la
electroforesis en soportes solidos constituidos por polimeros sintéticos.

La electroforesis se basa en el principio de que una molécula coloca-
da en un campo eléctrico migra al electrodo apropiado a una velocidad
(movilidad electroforética), proporcional al campo de fuerza y a su pro-
pia carga neta. Por esta razoén, una mezcla de moléculas de bNA (o de
proteinas), puede separarse electroforéticamente en funcién de: a) el
tamano, b) la forma o conformacion molecular y ¢) la magnitud de las
cargas netas. Cuando se coloca una mezcla de moléculas en la misma
posicion en un campo eléctrico, los componentes individuales se resuel-
ven en bandas discretas que migran en distintas posiciones (figura IL.9).
En soluciones acuosas en condiciones fisiologicas, los grupos fosfato de
los acidos nucleicos se encuentran ionizados con una carga negativa
(aniones) por lo que migraran al electrodo positivo (anodo), cuando
son sometidos a un campo eléctrico. Asimismo, al aumentar la viscosidad
del medio o soporte en el que migran las moléculas, las de menor peso
molecular se moveran con mayor facilidad que las de tamanos mayores,
y asi las moléculas son separadas exclusivamente en funcién de su tamano.

Los soportes mas utilizados en los métodos de separacion por electro-
foresis son la agarosa y la poliacrilamida. La agarosa forma geles o gela-
tinas al establecer puentes de hidrégeno cuando se encuentra en solu-
ciones acuosas frias; el tamano del poro, a través del cual deben migrar
las moléculas de dcidos nucleicos, depende directamente de la concen-
tracion de la agarosa. Los geles de poliacrilamida se generan por el entre-
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Figura I1.9
SEPARACION DE FRAGMENTOS DE DNA POR ELECTROFORESIS

La figura muestra una fotografia de un gel de acrilamida en la que aparecen como
pequenas bandas, los fragmentos de DNA que se generan con diferentes enzimas de
restriccion. Al digerir una molécula de DNA con una o varias enzimas de restricciéon de
DNA, se le puede cortar en uno o varios sitios. En la figura se observa que al digerir la
molécula de DNA del plasmido pBR322 con la enzima EcoRI, s6lo se forma una banda ya
que esta molécula solamente tiene un sitio de reconocimiento para esta enzima (carril
F). Si se digiere con la enzima Hindll, aparecen dos bandas (carril E), ya que hay dos
sitios de reconocimiento para esta enzima. Al digerir el DNA del pldsmido con la enzima
Alul se forman muchos fragmentos (carril A), ya que hay varios sitios de reconocimien-
to para esta enzima en el DNA del plasmido (figura I1.14). En el extremo izquierdo del gel
aparecen numeros que indican el tamano, en nimero de nucleétidos, de los fragmentos
de DNA que se generan.

cruzamiento covalente de los polimeros de acrilamida y su monémero
bisacrilamida. Con estos polimeros puede obtenerse una amplia gama
de tamanos de poro variando las proporciones de acrilamida-bisacrila-
mida y el grado de polimerizacion y de esta manera se controla el tama-
no del fragmento de DNA que se mueve por el gel. Por regla general, los
geles de agarosa al 1% pueden resolver y separar fragmentos lineales de
DNA en el rango de 30 a 0.2 kilonucleo6tidos (30 000 a 200 nucleoétidos),
mientras que los geles al 7.5% de poliacrilamida resuelven fragmentos de
2 a 0.05 kilonucleotidos (2000 a 50 nucleotidos).

Los fragmentos de DNA sometidos a electroforesis se pueden visualizar
si se les tine, por ejemplo, con sustancias que fluorecen al ser irradiadas
con luz ultravioleta, como es el caso del bromuro de etidio. Para ello, los

70



geles de agarosa o acrilamida se sumergen directamente en una soluciéon
de este compuesto, el cual se intercala entre las dos hélices del DNA, y asi
las bandas de DNA se observan de color blanco-naranja al irradiar el gel
con luz ultravioleta. Importa destacar que la intensidad de la tincion es
directamente proporcional al tamano de los segmentos de DNA; en con-
secuencia, las bandas de mayor peso molecular tendran fluorescencia
mas intensa que las bandas de menor peso molecular (figura I1.9).
Cada fragmento de DNA observado en el gel representa una poblacion
homogénea en tamano de moléculas de DNA, de modo que el analisis de
patrones de restriccion de genomas pequenos o segmentos de DNA clo-
nados constituye un poderoso método para el estudio de estos DNAs.

SINTESIS QUIMICA DE DNA

La sintesis por métodos quimicos de oligonucleotidos ofrece la posi-
bilidad de generar secuencias de DNA que no existen en la naturaleza. Se
han desarrollado métodos manuales y automaticos de gran eficiencia
para sintetizar cadenas sencillas de DNA (de longitud hasta de 150 nucleo-
tidos), mediante la adicion progresiva de nucleétidos en direccion 3'a 5.
Se ha demostrado que los fragmentos de DNA y los genes sintéticos son
totalmente funcionales in vivo. Generalmente se utilizan fragmentos
pequenos de DNA de secuencias especificas para adaptar y conectar molé-
culas de DNA durante los procesos de clonacion y de expresion. Asi, es
posible “editar” las moléculas de modo analogo como se editan las peli-
culas cinematograficas. Recientemente, el uso de oligonucleo6tidos sinté-
ticos de DNA se ha incrementado notablemente por la demanda y reque-
rimiento de este tipo de reactivo en la reacciéon en cadena de polimera-
sa 0 PCR, técnica que se describe mas adelante, asi como para determinar
la secuencia de fragmentos de DNA utilizando el método descrito por
Sanger, como se muestra en la siguiente seccion (12, 13, 14).

METODOS PARA DETERMINAR LA SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DEL DNA
Una vez que se ha aislado un gene deseado, este DNA puede ser anali-

zado tanto en su estructura como en su funciéon. Los mapas de restric-
cion y la determinacion de la secuencia nucleotidica permiten conocer
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Figura I1.10

METODO ORIGINAL DESCRITO POR SANGER PARA DETERMINAR

En este método se utilizan nucleétidos normales marcados radioactivamente para poder
observar las cadenas sintetizadas de novo. Ademas, esta técnica utiliza también derivados
de nucleétidos normales, que se denominan 2'-3-dideoxirribonucleétidos, de cada uno
de los cuatro nucleétidos, en cuatro reacciones separadas. Estas moléculas de dideoxis
pueden también ser incorporadas al DNA por la enzima DNA polimerasa, generando asi
una coleccion de fragmentos que, sin embargo, ya no pueden ser elongados adicional-
mente cuando se ha incorporado uno de estos dideoxinucle6tidos. Los fragmentos de
DNA asi generados, se separan en un gel de poliacrilamida y se obtiene una autorradio-
grafia del gel. De esta forma, se observan las bandas radioactivas donde las de menor

Desnaturalizacion y separacién
por electroforesis en gel de
poliacrilamida

Autorradiografia
—_ del gel de secuencia

PO=SAAASre00=-S00- >

Lectura de Nucledtidosy,

LA SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DEL DNA

tamano corresponden al extremo 5' de la molécula original.
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la estructura del gene, en tanto que para caracterizar funcionalmente el
fragmento de DNA, es necesario utilizar estrategias mas complejas. La
determinacion de la secuencia de nucleétidos del DNA ha representado
un paso importante en la caracterizacion estructural inicial de los genes.
Si ésta se conoce, es posible analizar cualquier fragmento de DNA para
detectar regiones regulatorias, genes estructurales, intrones, etc., asi
como la secuencia de aminoacidos para la que codifica. A este respecto,
procede senalar que el desarrollo de programas de computaciéon que
permiten comparar secuencias de DNA de diferentes origenes de manera
eficiente, es una herramienta poderosa para realizar este tipo de analisis.
Actualmente se dispone de bancos de informacion, donde pueden con-
sultarse y compararse todas las secuencias de los genes y de los genomas
y proteomas que han sido publicadas tal y como se describe en detalle en
el capitulo IIL

Son dos los procedimientos desarrollados originalmente para deter-
minar la secuencia del DNA: la técnica enzimatica ideada en 1975 por
Sanger, Nicklen y Coulson (15, 16), y la técnica quimica elaborada por
Maxam y Gilbert en 1977 (17). Ambos métodos descansan en el princi-
pio teérico de la generacion de fragmentos de DNA de diferente tamano
segun la posicion de cada nucleétido en la cadena de DNA. Con el méto-
do quimico, los fragmentos se obtienen por ruptura quimica de las
bases, mientras que con la técnica enzimatica los fragmentos se generan
por sintesis de DNA utilizando una DNA polimerasa.

El método enzimatico es el que ha sido mas usado debido a su gran
eficiencia, ya que se pueden leer varios miles de nucle6tidos en poco
tiempo (figura I1.10). Ademas, se ha desarrollado una amplia gama de
vectores especificos que permiten obtener grandes cantidades de DNA
de cadena sencilla, facilmente purificables. Por otro lado, mas reciente-
mente se han desarrollado métodos automatizados de secuenciacion que
permiten una lectura mucho mas rapida de la secuencia del DNA, y de facto,
han permitido secuenciar los genomas de muchos organismos, inclu-
yendo el humano, en tiempos muy cortos, tal y como veremos en el préo-
ximo capitulo.

REACCION EN CADENA DE POLIMERASA O PCR

La enzima DNA polimerasa que se utiliza por las células para la sintesis
del DNA, es el elemento fundamental que sustenta la metodologia de la
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“reaccion en cadena de polimerasa” o PCR (por sus siglas en inglés).
Mediante esta técnica poderosisima desarrollada por Mullis (18, 19), es
posible sintetizar, en pocas horas, millones de copias de un gene o de
una region especifica de DNA, a partir de cualquier genoma. Para lograr
este proposito, el DNA que se desea amplificar o copiar extensivamente,
es desnaturalizado —separar a sus dos hélices— utilizando calor como
primer paso (figura I.11). Posteriormente, a cada una de las dos hebras
del DNA desnaturalizado, se les asocia por hibridacion, un fragmento de
DNA sintético de hélice sencilla. Esta region de doble hélice que se forma
en ambas hélices sirve ahora como sustrato o “primero” para que la DNA
polimerasa sintetice, de manera analoga a como lo hace in vivo, copias
nuevas de las dos hebras de DNA, teniendo como molde las hebras origi-
nales. De esta forma, y como resultado de un primer ciclo de amplifica-
cion, se obtienen dos dobles hélices idénticas a partir de una doble héli-
ce (figura IL.11).

Para lograr una verdadera amplificacion, la reaccion se somete a va-
rios ciclos alternos de calentamiento y enfriamiento para permitir el fun-
cionamiento de la enzima de manera que el iniciador o primero sea uti-
lizado para sintetizar cadenas nuevas de DNA de manera exponencial
(figura II1.12). La enzima DNA polimerasa obtenida de un microorganis-
mo termorresistente, Thermos aquaticus, es una enzima que no se desna-
turaliza por calor y que trabaja a altas temperaturas (72 °C). Esta pro-
piedad permite desnaturalizar el DNA de interés para ser polimerizado
sin destruir la enzima, y asi se puede multiplicar rapidamente el nimero
de copias de un fragmento especifico de DNA. Es posible aislar y amplifi-
car genes especificos, si se tiene la secuencia de un fragmento de DNA del
propio gene o de una seccion del DNA cercana al gene de interés —sin
tener que clonar el gene— utilizando esta técnica de PCR (19, 20).

FL VEHICULO MOLECULAR; HERRAMIENTA FUNDAMENTAL PARA LA CLONACION
MOLECULAR Y EXPRESION DE DNA

Otro tipo de herramienta fundamental para la ingenieria genética,
ademas de las enzimas que manejan acidos nucleicos, son los llamados
vehiculos moleculares para la clonacion, manipulacion y expresion de
DNA. Estos vehiculos o vectores de clonacion molecular son en esencia
moléculas pequenas de DNA que tienen la capacidad de replicarse en
forma autonoma a la de los cromosomas celulares, por tener un origen
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Figura II1.12
CICLO DE LA REACCION EN CADENA DE LA DNA POLIMERASA

La figura muestra el ciclo descrito en la figura anterior donde la muestra de DNA
que se desea amplificar se calienta con el objetivo de separar sus cadenas (desna-
turalizacion inicial). Posteriormente, la mezcla de reaccion se somete a repeti-
ciones de ciclos de hibridacion de primeros, sintesis de DNA y desnaturalizacion. La
secuencia original de DNA se duplica en concentracion cada ciclo que se lleva a
cabo.

propio para el inicio de la replicacion del DNA. Entre este tipo de molé-
culas se encuentran los DNA de los virus y los elementos extracromoso-
males llamados plasmidos. Es importante recordar que existe un name-
ro pequeno de origenes del inicio de la replicacion del DNA en los cro-
mosomas de los organismos vivos y que por ende la mayor parte de los
fragmentos de DNA que se generan utilizando nucleasas o cualquiera de
los otros métodos descritos, a partir de los cromosomas celulares, no son
capaces de replicarse en forma auténoma. Los vehiculos o vectores para
la clonacion molecular de DNA se han construido a partir de entidades
extracromosomales con capacidad de replicacién autbnoma, conocidos
con el nombre de “replicones”.
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Entre estos elementos se encuentran los plasmidos, los cuales estan
constituidos por una doble cadena de DNA circular y se les encuentra en
forma natural en una gran variedad de microorganismos. Estas unidades
autorreplicativas y extracromosomales intervienen y codifican para fun-
ciones importantes tales como la resistencia a antibioticos, a metales
pesados y a radiaciones; codifican también para enzimas de restriccion
y determinantes de virulencia bacteriana y, finalmente, participan en el
fenomeno de la fijacion biologica de nitrégeno. Los plasmidos naturales
varian considerablemente en tamano, algunos pueden movilizarse de
una c€lula a otra y pueden llegar a coexistir varios de ellos dentro de la
misma célula (figura II1.13).

El DNA de los bacteriéfagos y el de los virus también puede ser utiliza-
do como vector, para bacterias el primero y para células vegetales o ani-
males el segundo. Estas entidades normalmente alteran las células que
infectan induciéndoles, en algunos casos, un estado patologico. El bNA
de bacteriofagos, virus y plasmidos naturales, se utilizé6 en un principio
como vector de clonacién. Sin embargo, el diseno y la construccion de
derivados y recombinantes de diversos origenes, han permitido estruc-
turar vehiculos moleculares no virulentos, sofisticados y especializados
(21, 22). Para que el vector de clonacién y expresion sea facil de mane-
jar debe poseer las caracteristicas siguientes:

a) Caracterizacion funcional, especialmente en lo que se refiere al
proceso de la replicacion.

b) Total caracterizacion estructural, incluyendo la localizaciéon de
genes y el conocimiento de la secuencia nucleotidica.

¢) Tamano pequeno, ya que la eficiencia de entrada a la célula hués-
ped (transformacion) disminuye al aumentar el tamano del DNA.
Ademas, la capacidad de los vectores para recibir DNA pasajero tiene
un limite y la caracterizacion del DNA es mas sencilla en vehiculos
pequenos.

d) Estabilidad dentro del huésped, ya que en algunos casos los vecto-
res son degradados o se pierden durante la division celular (feno-
meno denominado “segregacion”).

e) La presencia de genes, llamados marcadores de seleccion, que per-
mitan diferenciar las células que llevan el vector de aquellas que no
lo contengan.

f) La presencia de varios sitios iinicos de reconocimiento de enzimas
de restriccion dentro de los genes que se utilizan como marcadores.
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g) La capacidad de “amplificar” su nimero de copias, lo cual facilita
la obtencion de grandes cantidades del vehiculo por célula.

h) La posibilidad de insertarse en sitios especificos del cromosoma del
huésped.

Figura I1.13

PLASMIDOS

La figura muestra una fotografia tomada con microscopio electrénico de molécu-
las de DNA circular del plasmido pBR322.

Cualquier vector de uso general debe poseer estas propiedades. Sin
embargo, los vectores para usos especificos, como la produccién de pro-
teinas o la secuenciaciéon de DNA, poseen caracteristicas especiales adi-
cionales. En particular el vehiculo para expresiéon de DNA debe tener uno
o varios promotores localizados en posiciones adecuadas y que puedan
ser regulados en la célula huésped, para poder controlar asi la expresion
de genes heterdlogos, en el sistema de expresion seleccionado. Los plas-
midos son hoy dia los vehiculos moleculares mas utilizados, motivo por
el cual las explicaciones siguientes se basaran en el empleo de estas enti-
dades biologicas como vectores de clonacion y expresion.
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Para la clonacion y caracterizaciéon de DNAs de diferentes origenes, se
ha disenado y construido un gran numero de vehiculos moleculares
sofisticados. Un ejemplo de estos vehiculos es el plasmido pBR322 el cual
fue construido para contender con muchos de los problemas que pre-
sentaban los primeros vehiculos moleculares. Este plasmido permitio la
clonacion de cerca de los 2000 primeros genes aislados de diferentes
organismos, y gracias a sus multiples derivados ha sido posible clonar,
caracterizar y expresar DNA de distintos origenes en diferentes organis-
mos (21, 22) (figuras I1.14 y I1.15).

Como ya se ha mencionado, Cohen y Boyer realizaron en 1973 el pri-
mer experimento de clonacién molecular de DNA de una rana, en la bac-
teria Escherichia coli. Este experimento fue posible gracias al uso de enzi-
mas como las endonucleasas de restriccion que cortan moléculas gran-
des de DNA en sitios especificos, generando fragmentos mas pequenos de
DNA con extremos “cohesivos” o rasurados y a la enzima ligasa que gene-
ra las uniones covalentes entre fragmentos de DNA. Asi, el experimento
utiliz6 la endonucleasa de restriccion EcoRI con la cual se dirigié por un
lado DNA de rana y por otro bNA de un plasmido proveniente de E. coli.
Posteriormente, estas moléculas DNAs de diferentes origenes, fueron
mezcladas y puestas en contacto con la enzima ligasa de DNA, la cual
genero las uniones covalentes entre el DNA de la rana y el del plasmido
proveniente de la bacteria. De esta manera se uni6 el material genético
de estos dos organismos, formandose moléculas “hibridas o recombi-
nantes” que contenian tanto el bNA de la rana como el del plasmido bac-
teriano.

Estas moléculas hibridas fueron luego introducidas en la bacteria
Escherichia coli (mediante el fenémeno de transformaciéon), en donde
gracias al origen de replicacion del plasmido bacteriano, se pudo repli-
car todo el DNA de la molécula recombinante, incluyendo el de la rana.
De esta manera se generaron colonias de bacterias en donde todas las
c€lulas de estas colonias llevaban DNA de rana insertado en el DNA del
plasmido bacteriano y asi fue “clonado molecularmente” el DNA de la
rana en FEscherichia coli (23) (figura I1.15).

EL DISENO Y CONSTRUCCION DE SISTEMAS DE EXPRESION
DE MATERIAL GENETICO PARA LA PRODUCCION DE PROTEINAS

La capacidad técnica para realizar experimentos de clonacién mole-
cular de DNA de cualquier origen en bacterias, abri6 la posibilidad de uti-
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CLONACION MOLECULAR DE DNA EN EL PLASMIDO pBR322

El plasmido pBR322, al tener dos genes de resistencia a antibiéticos, permite una
seleccion indirecta de las células que portan plasmidos recombinantes. La figura
muestra como se inserta DNA de cualquier origen, en el sitio BamHI localizado en
el plasmido en el gene que confiere resistencia a tetraciclina. La mezcla resultante
de moléculas de DNA recombinadas se usa para transformar a una poblacion bac-
teriana. Mediante el fenémeno de la transformacién, es posible introducir en la
mayor parte de una poblacién de células bacterianas, las moléculas de DNA recom-
binantes, las cuales una vez dentro de cada célula, se replican y dan lugar a células
transformadas estables. Esta poblacion de células se coloca a su vez en un medio de
cultivo que contiene el antibiético ampicilina, para seleccionar asi aquellas que
fueron transformadas por plasmidos. En la figura, se muestra un circulo con pun-
tos amarillos. El circulo representa una caja de Petri, donde estan creciendo las
colonias bacterianas que estan representadas por los puntos amarillos. Cada colo-
nia proviene de una célula transformada. Posteriormente, se replican las colonias
en cajas independientes con un medio de cultivo que lleva ampicilina y tetracicli-
na. Aquellas colonias que llevan plasmidos que les confieren resistencia a ampicili-
nay que simultineamente son tetraciclina sensibles, muy probablemente llevan un
fragmento de DNA clonado, que ha interrumpido el gene de tetraciclina.

El primer experimento para la clonacién molecular de DNA utiliz6 al plasmido
pSC101, precursor del pBR322, como vehiculo. EI DNA que se insert6 en este plas-
mido fue un DNA proveniente de la rana.
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lizar esta metodologia para la producciéon de proteinas humanas y de
otros seres vivos en microorganismos. Sin embargo, para alcanzar real-
mente este objetivo fue necesario desarrollar inicialmente sistemas bac-
terianos de expresion de material genético que permitieran la produc-
cion controlada de los genes de interés en el microorganismo productor.
Lo anterior se logr6 incorporando en los vehiculos moleculares de clo-
nacion de DNA, como pBR322, aquellos elementos de regulacion de la
expresion genética adecuados para cada experimento. En lo general, los
sistemas de expresion genética implican incorporar un promotor regu-
lable, asi como elementos de terminacion de la transcripcion, antes y
después del gene, respectivamente, que se desea expresar. De esta mane-
ra es posible controlar la expresion de genes especificos para lograr la
produccion de proteinas heterélogas en bacterias.

La expresion de genes heter6logos en otros organismos se ha ido
desarrollando de manera paralela al trabajo en bacterias. Asi, hoy se tie-
nen sistemas de expresion donde los huéspedes pueden ser otros micro-
organismos y células de animales o vegetales, asi como los propios orga-
nismos superiores (dando lugar a los organismos transgénicos, tal y como
se vera en el cuarto capitulo). Cada sistema de expresion tiene ventajas 'y
desventajas propias y por ello, en la seleccion del sistema de expresion y
del huésped, se debera contemplar una serie de consideraciones con
relacion al producto proteico esperado, entre las que resaltan: el tamano
de la proteina a expresar, las modificaciones postransduccionales desea-
das, la toxicidad de ciertas proteinas para algunas células, la estructura
que se obtiene de la proteina al expresarla en cierto huésped, que en
algunos casos tiene como resultado la precipitacion y la formacion de
cuerpos de inclusion.

Indudablemente ésta es un area metodologica y de ingenieria muy
relevante para poder desarrollar sistemas rentables que permitan la pro-
duccion de proteinas recombinantes por la industria y por ello se traba-
ja en el diseno y la optimizacion permanente de muchos de estos siste-
mas y en el desarrollo de nuevos. En el capitulo cuarto se senala como
este conjunto de técnicas de expresion genética y fermentacion, ha per-
mitido la produccion de muchas proteinas recombinantes que hoy se uti-
lizan para el tratamiento de diferentes problematicas.

Ademas, en la segunda seccion de este libro se presentan ejemplos
especificos del uso de la ingenieria genética para el desarrollo de orga-
nismos transgénicos responsables de varios ejemplos exitosos del uso de
esta metodologia.
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Capitulo III
CIENCIA GENOMICA, PROTEOMICA Y BIOINFORMATICA
EL GENOMA, EL TRANSCRIPTOMA Y EL PROTEOMA HUMANO

F. G. BOLIVAR ZAPATA
GENES INTERRUMPIDOS EN EUCARIONTES; SINTESIS Y PROCESAMIENTO DE RNA

El avance de las metodologias de la ingenieria genética, a principios
de la década de los annos ochenta en el siglo pasado, cataliza un esfuerzo
muy importante encaminado al aislamiento y la caracterizacion de genes
de organismos superiores incluyendo el humano, con el objetivo general
de entender en detalle la organizacion y la expresion de los genes. Asi,
utilizando diferentes estrategias y metodologias, se aisla un primer con-
junto de DNA complementarios a partir de copiar moléculas de RNA men-
sajeros especificos (figura I1.8), los cuales fueron, a su vez, utilizados para
aislar los genes correspondientes a partir directamente del DNA cromo-
somal. Sorpresivamente, muchos de los genes cromosomales de organis-
mos superiores resultaron tener un mayor namero de nucleétidos, es
decir un mayor tamano, que los DNA complementarios correspondientes
utilizados para aislarlos. Tras un andlisis cuidadoso de estos resultados,
que incluy6 la determinacion de la secuencia del material genético, fue
posible concluir que a diferencia de las bacterias, la mayor parte de los
genes que codifican para proteinas en los organismos superiores estan
constituidos por dos tipos de regiones de DNA. El primer tipo son regio-
nes que codifican para una proteina, llamadas “exones”, y el segundo
tipo son regiones de DNA que no codifican para esa proteina, a las cuales
se les denominé “intrones”. E] DNA complementario, obtenido a partir de
RNA mensajeros (figura I1.8), solo lleva o esta constituido por las regiones
de DNA que son los exones, y por eso siempre es de menor tamano que
el gene a nivel del DNA cromosomal, el cual lleva también los intrones.
Hoy sabemos que las células de organismos superiores, han desarro-
llado mecanismos muy sofisticados para procesar el RNA que se produce
durante la transcripcion de un gene en el nacleo de la célula. La trans-
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cripcion del DNA en RNA, tal y como fuera explicada en el primer capitu-
lo, genera una molécula de RNA que es copia fiel del DNA transcrito (figu-
ra I.10). En el caso de las bacterias, las moléculas de RNA mensajero son
directamente traducida en proteinas. Sin embargo, en el caso de los
organismos eucariontes, la mayor parte de los transcritos de RNA mensa-
jero son procesados, para ser transformados en los RNA mensajeros
maduros que se traducen en proteina a nivel de los ribosomas.

En la figura III.1, se muestra la estructura del gene, a nivel del geno-
ma, que codifica para la proteina B-globina, que es parte de la hemoglo-
bina de la sangre en los seres humanos. Como puede verse en esta figu-
ra, este gene a nivel del cromosoma, esta constituido por alrededor de
1600 pares de nucleotidos, de los cuales s6lo 600 corresponden a tres
secuencias de exones y los otros 1 000 pares de nucleétidos integran dos
secuencias de intrones. Al sintetizarse RNA a partir de este gene, se gene-
ra una primera molécula de “RNA premensajero” de aproximadamente
1600 pares de nucleétidos. Este RNA es posteriormente “procesado” en el
interior del nucleo de la célula. Este procesamiento consiste en remover
fragmentos especificos de RNA, que en este caso del gene que codifica
para la B-globina, corresponden a dos intrones, para generar asi un RNA
mensajero que so6lo lleva la secuencia correspondiente a los tres exones.
Al final de esta secuencia que codifica para los tres exones se localiza
otra, a la que se le denomina “cola de poli A”, que esta presente en casi
todos los RNA mensajeros de los organismos eucariontes. Este RNA men-
sajero de aproximadamente 600 pares de nucleétidos, es traducido a
nivel de los ribosomas en la proteina $-globina humana que es una cade-
na polipeptidica de aproximadamente 150 residuos de aminoacidos (1)
(figura I.15).

Es importante senalar que en términos generales, el procesamiento
del RNA premensajero, puede ser realizado de manera alternativa para el
caso de varios genes, en cuanto a los fragmentos del RNA premensajero
que son removidos. De hecho, se ha reportado que al menos 38% de los
genes humanos que codifican para proteinas pudieran tener un proce-
samiento diferente y alternativo de su RNA premensajero, lo que implica
que a partir de un RNA de este tipo se pudieran generar al menos dos RNA
mensajeros diferentes (del mismo RNA premensajero) y de esta manera
generar, a su vez, al menos dos proteinas diferentes a partir de un gene,
tal y como se vera mas adelante (2, 3, 4, 5).
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EL GENOMA, EL. TRANSCRIPTOMA Y EL. PROTEOMA DEL. ORGANISMO VIVO

Con toda esta informacion y gracias al mejoramiento y sofisticacion
continuos de las técnicas del DNA recombinante, en particular la apari-
cion de técnicas poderosas de amplificacion de DNA (PCR) y de secuen-
clacion automatica de DNA, hoy es posible analizar, inclusive sin clonar,
genes de cualquier organismo, incluyendo los del hombre. A través de
ello, inici6 la etapa o la era del genoma, en la cual el esfuerzo ya no se
concentra solamente en genes aislados, sino en el analisis del conjunto
de todos los genes presentes en un organismo. En el caso de las bacte-
rias, organismos unicelulares, su genoma lo conforman los 3 000 a 5 000
genes que se localizan en sus cromosomas, dependiendo de la especie
(figura II1.2). En el caso de los humanos, tenemos entre 20 000 y 25 000
genes que codifican para proteinas localizados en las 46 cintas de DNA, los
46 cromosomas que conforman nuestro genoma, que por cierto es
diploide (23 pares de cromosomas), lo cual quiere decir que tenemos la
informacion genética por duplicado, una parte proveniente de nuestro
padre y la otra de nuestra madre (6, 7) (figura 1.3).
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Al inicio de la era del genoma, el objetivo fue conocer primeramente
cual era la secuencia de nucleétidos de todos los genes de un organismo
y con ello iniciar el analisis de como estan organizados y localizados
todos los genes en los cromosomas; es decir, el objetivo global era con-
tribuir a determinar los “mapas genéticos” de los seres vivos. Asimismo,
se busca también conocer como se regulan y en qué tipo de procesos
celulares participan los genes y sus productos. En geografia, un mapa es
la posicion que guarda un pais con respecto a los otros paises en el pla-
neta. En genética, un mapa es la posicion que guarda un gene con res-
pecto a los otros genes en las cintas de DNA que forman los cromosomas
de un determinado organismo (figuras 1.3, 1.4 y III.3). El genoma es,
pues, el conjunto de todos los pares de nucleétidos, que incluyen el total
de los genes y otras secuencias de DNA que se encuentran en nuestros cro-
mosomas.

El transcriptoma es el conjunto de todos los transcriptos de RNA que se
pueden generar a partir del genoma. Los transcriptos de RNA estan invo-
lucrados en muchas funciones celulares ya sea directamente como molé-
culas biologicas activas de RNA, o indirectamente a través de las proteinas
que codifican los RNA mensajeros. El conocimiento del genoma y de su
transcripcion han avanzado y hoy sabemos que existen ademas de los RNA
ribosomales (rRNA) y de transferencia (tRNA), muchisimos transcritos de
RNA pequenos tales como microRNA, iRNA, snRNA, codificados por genes
que frecuentemente estan entre genes que codifican para proteinas.
Muchos de estos RNAs pequenos juegan papeles importantes en la regu-
lacion de la traduccion de los RNA mensajeros de genes que codifican
para proteinas. Ademas, algunos de estos RNAs pequenos aparentemente
se asocian a la eucromatina inhibiendo la transcripcion y se han asigna-
do también posibles papeles en la diferenciacion celular a estos RNA
pequenos. Asi, aparentemente el nimero de transcritos de RNA peque-
nos pudiera superar al de los transcritos de RNA mensajero en los geno-
mas de los eucariontes (8, 9, 10).

El proteoma de un organismo es el conjunto de todas las proteinas
que puede sintetizar ese organismo a partir de la informacion localizada
en sus genes, que codifican proteinas. Los humanos tenemos poco mas
de veinte mil genes que codifican para proteinas en cada célula de nues-
tro organismo, lo cual implica que podemos fabricar en nuestro orga-
nismo al menos veinte mil proteinas (ya que el procesamiento diferen-
cial de ciertos transcritos de RNA premensajeros de algunos genes huma-
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Figura II1.3
MAPA GENETICO DEL CROMOSOMA HUMANO 21

Esquema del cromosoma humano 21, cuya secuencia nucleotidica fue determinada en
el ano 2000. En la figura se muestra la posicién de algunos de los 225 genes que codifi-
can para proteinas localizados en este cromosoma y entre ellos se senialan algunos de los
involucrados en la enfermedad conocida con el nombre de sindrome de Down, que
ocurre cuando este cromosoma se encuentra presente en las células en tres copias, en vez
de dos, que es lo normal.

nos permitira sintetizar mas proteinas; ver mas adelante). En cambio, las
bacterias que tienen entre tres y cinco mil genes que codifican para pro-
teinas en su genoma (dependiendo de la especie), no tienen intrones (por
lo que no tienen procesamiento diferencial de sus transcritos de RNA), y
por ello son capaces de sintetizar un proteoma de s6lo 3000 a 5000 pro-
teinas (11, 12) (figura II1.4).

Se ha logrado ya determinar la secuencia nucleotidica de todo el
genoma de cientos de virus, y bacterias y también de varios organismos
eucariontes y con esto se consolida la ciencia genomica, que permite el
analisis de las secuencias nucleotidicas de todos los genomas y de sus pro-
ductos de RNA y proteina. El genoma de la bacteria Escherichia coli es uno
de estos casos. Hoy se conoce la posicion relativa en la cinta genética de
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su anico cromosoma, de los 4 464 genes que codifican para proteinas
que constituyen el genoma de este microorganismo (11) (figura II11.2).
Gracias a esto, somos capaces de listar todas las 4 464 proteinas que
puede sintetizar a través de la transcripcion de estos genes en esta célula
y que constituye su proteoma, cuya interaccion hace posible los procesos
de crecimiento y division de este organismo unicelular.

En el caso de los organismos eucariontes, que son aquellos que, a dife-
rencia de los procariontes (bacterias), tienen todos sus cromosomas inte-
grando el nucleo de la célula y rodeados por la membrana del nucleo, se
han ya determinado las secuencias nucleotidicas completas de los geno-
mas de varios de ellos, entre los que destacan el de la levadura, cuyo nom-
bre cientifico es Saccharomyces cerevisiae, que es un microorganismo uni-
celular que se utiliza en la producciéon de alcohol; el de un gusano lla-
mado Caenorhabditis elegans; el de la mosca de la fruta llamada Drosophila
melanogaster; los de las plantas Arabidopsis thaliana'y arroz; del raton y del
chimpancé y el genoma de la especie humana.

———— | PROTEINAS

Transcriptoma Proteoma

Figura III.4

EL GENOMA, EL TRANSCRIPTOMA'Y EL. PROTEOMA
El genoma es el conjunto de todo el material genético de un organismo y en €l estan
incluidos todos los genes. El transcriptoma es el conjunto de transcritos de RNA que se
producen a partir del genoma y el proteoma es el conjunto de todas las proteinas con las
que cuenta un organismo.

La levadura es un organismo que tiene 16 pares de cromosomas los
cuales contienen entre todos ellos 6 241 genes que codifican para pro-
teinas (13). En el caso del gusano, este organismo tiene seis pares de cro-
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mosomasy 19 099 genes (14), mientras que la mosca Drosophila tiene s6lo
cuatro pares de cromosomas y en ellos se localizan 13 601 genes que
codifican para proteinas (15). La planta Arabidopsis tiene 25 mil 498
genes (16), en sus cinco pares de cromosomas y el arroz tiene entre 40
mil y 50 000 genes que codifican para proteinas en sus doce cromosomas
(17, 18). Para el caso de la especie humana se report6 inicialmente que
teniamos alrededor de 35 000 genes que codifican para proteinas aun-
que este namero se ha actualizado y probablemente tenemos entre
20 000 y 25 000 genes, los seres humanos (5, 19, 20). Estudios compara-
tivos entre los genomas, los transcriptomas y los proteomas de estos
organismos demuestran que hay un gran conjunto de genes y de sus pro-
ductos muy parecidos que se encuentran presentes en todos los organis-
mos, incluyendo al hombre y que son responsables de sus funciones bio-
l6gicas primarias. De hecho, compartimos la secuencia de alrededor de
98.5% de nuestro DNA con el chimpancé, 90% con el raton y 30% con la
mosca (figura IIL5).

LLAS BASES DE DATOS DE INFORMACION GENOMICA
Y PROTEOMICA. LA BIOINFORMATICA

Como se ha senalado, la ciencia genémica tiene como objetivo inicial
el obtener la secuencia de nucleé6tidos de los genomas de los organismos
vivos y de los virus. Existen ya miles de secuencias de genomas comple-
tos (la mayor parte virales) las cuales han sido depositadas en bancos de
informacion en el Internet. A principios de los anos ochenta, se tenia no
mas de 10 pares de nucleétidos en estos bancos de datos; en la actuali-
dad este numero es de 5 x 10" pares de nucleé6tidos y la tendencia es de
un incremento logaritmico. Uno de estos bancos, el Genbank que es
publico (21), tiene registrado un nimero muy importante de las secuen-
cias generadas. Existen otros bancos publicos y privados en donde el
acceso esta limitado o tiene un costo economico. Ademas, también se
han generado bases de datos especializadas, por ejemplo para el analisis
de secuencias provenientes de virus (22, 23, 24).

Como se ha senalado, las secuencias de los nucleétidos de los geno-
mas, permiten el analisis y la busqueda de secuencias relacionadas entre
dos o mas organismos, con funciones especificas. De esta forma es posi-
ble, a través de la comparacion de las secuencias, determinar o inferir
funciones de una proteina que no ha sido previamente descrita en un
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Tamano

ORGANISMO (Mn*) No. Genes No. Cromosomas  Densidad**
Escherichia coli

(bacteria) 4.6 4406 1 949
Saccharomyces cerevisiae 13.5 6241 16 462
(levadura)

Caenorhabditis elegans 97 19099 6 196
(gusano)

Avrabidopsis thaliana 119 25498 5 214
(planta)

Drosophila melanogaster 180 13061 4 72
(mosca)

Homo sapiens 3200 20000-25 000 24 12.5
(humano)

*Mn: millones de nucleétidos.
**¥: Genes por millén de nucleétidos.

Figura IIL.5

COMPARACION DE LOS GENOMAS ENTRE DIFERENTES ORGANISMOS
Se muestra la comparacion, a nivel del genoma, en cuanto al nimero total de nucleoti-
dos, genes que codifican para proteinas, cromosomas y densidad de los genes en el geno-
ma que se aprecian en diferentes organismos cuyos genomas han sido secuenciados.

organismo, por su semejanza con otra cuya funcion se conoce en otro ser
vivo. Asimismo, la comparacion de secuencias permite comparar genes
cuya funcion es desconocida, con genes parecidos, llamados homologos,
con funciones conocidas en otros organismos y a partir de esto, no solo
establecer relaciones filogenéticas entre los organismos, sino avanzar
también en el entendimiento de las funciones de ciertos genes no bien
conocidos.

El andlisis comparativo de secuencias homologas de organismos dife-
rentes es la base de la filogenia molecular. Recientemente, con la obten-
cion de secuencias nucleotidicas de genomas completos, se ha encon-
trado que las filogenias basadas en la comparacion de genes tinicos son,
con frecuencia, inadecuadas e incompletas. La comparacion de secuen-
cias nucleotidicas de los genomas completos, analizando cuantos genes
de un genoma dado estan presentes en el otro, da lugar a arboles filoge-
néticos mas precisos, que estan basados no so6lo en la evolucion de un
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gene, sino en la definicion del contenido génico funcional de todo el
genoma de un organismo.

Desafortunadamente, el analisis aislado de la secuencias genémicas no
permite entender como funcionan los genes, como trabajan las células,
como las células forman organismos, o qué es lo que pasa cuando una
célula se enferma. Es por esto que como respuesta a la gran avalancha de
informacion que se esta obteniendo a través de los proyectos genémicos
de los ultimos anos, ha habido un gran interés en el desarrollo de meto-
dologias que permitan el analisis sistematico y la explotacion de la infor-
macion generada. Estas metodologias, que sustentan la investigacion lla-
mada post-genoémica, o genomica funcional, permiten por e¢jemplo, ana-
lizar la expresion de los genes (transcriptoma) en un organismo, tejido
o célula dada, bajo diferentes condiciones, o caracterizar la presencia de
proteinas, sus asociaciones y/o las modificaciones postraduccionales
(proteoma) en células normales o enfermas o sujetas a diversos estimu-
los. La investigacion post-genomica involucra, también de manera im-
portante, a la bioinformatica, area que se ha desarrollado notoriamente
en estos ultimos anos, y la cual se puede prever continuara desarrollan-
dose de manera acelerada, ya que la extraordinaria gran cantidad de
informacion que se obtiene de los proyectos genoémicos y post-genomi-
cos, solo se puede integrar y manipular a través de las herramientas que
se generen en esta disciplina de la bioinformatica.

Conocer las secuencias nucleotidicas de todos los genes de los orga-
nismos y a partir de ellas las secuencias de RNAs y de aminoacidos de
todos sus productos proteicos, no significa, sin embargo, que de forma
automatica conoceremos todos los detalles del funcionamiento de estos
seres vivos. De facto, estamos solamente al principio del entendimiento de
como la regulacion fina y sincronizada del genoma permite el desarrollo
y funcionamiento del organismo vivo. Sin embargo, es indudable que
nuestra capacidad para entender el funcionamiento y desarrollo de cual-
quier organismo, sera potenciada a través del conocimiento de las
secuencias nucleotidicas de su genoma, de sus instrucciones genéticas,
de su transcriptoma, de su proteoma y de la comparacion de éstos con
las presentes en otros organismos.

Por ejemplo, estudios recientes de comparacion de genes entre los
genomas secuenciados de los diferentes organismos eucariontes anima-
les demuestran que, en el caso de la mosca, existen en este organismo
mas del 65% de los genes que codifican para proteinas que en los huma-
nos son responsables de enfermedades congénitas hasta ahora identifi-
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cadas en la especie humana. En otras palabras, en la mosca inicialmente
se han encontrado al menos 177 genes que tienen equivalencia con
genes humanos involucrados en enfermedades genéticas (25). Ejemplo
de estos casos es el de una mutante de la mosca que presenta una pato-
logia similar a la que se observa en pacientes con la enfermedad de
Parkinson (26). Indudablemente, el analisis del funcionamiento de estos
genes y de sus productos proteicos y de otros genes que no codifican
para proteinas sino para RNAs pequenos que pudieran jugar papeles
importantes en la diferenciacion celular en este insecto, permitira en
tiempos mucho mas cortos, conocer con gran detalle los elementos mo-
leculares involucrados en muchas enfermedades genéticas humanas,
conociendo lo que ocurre en otros organismos modelo como la mosca,
y abriendo asi posibilidades extraordinarias y novedosas para el trata-
miento de este tipo de enfermedades en el ser humano.

ESTUDIO DE 1A EXPRESION GENICA Y LOS MICROARREGLOS

Este tipo de estudios permite caracterizar el patron de expresion glo-
bal de todos los genes de una célula especifica, en una cierta condicién
fisiologica. Estos estudios se basan en la idea de que el estado funcional
de un organismo esta principalmente determinado por los genes que
expresa (27). Si bien esta idea no es estrictamente cierta, ya que la can-
tidad absoluta de las proteinas de una célula con respecto a los RNA men-
sajeros transcritos no mantiene una relacion lineal y ademas existen
modificaciones postraduccionales que alteran o modifican la actividad
de una proteina dada, lo que redunda en el estado funcional de una
célula, el estudio del transcriptoma de una célula da una idea mas cer-
cana del estado general de la misma. Los estudios de expresion génica se
realizan en general, de modo comparativo, ya que se compara la induc-
cion y represion de la sintesis de los RNA mensajeros y de otros RNAs que
no se traducen de una célula en una cierta condiciéon (por ejemplo en
una célula en una condicién metabodlica o una célula enferma), vs una
condicion control (esto es una célula sana), por lo que los estudios del
transcriptoma celular permiten determinar los patrones de expresion
global de los genes relativa en diferentes condiciones fisiologicas.

Entre los métodos para medir la expresion génica, el mas utilizado
actualmente es el de microarreglos de DNA, el cual se ha empleado para
diversos estudios, tales como la caracterizacion de la expresion de los
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genes en la célula en diferentes condiciones metabolicas; la expresion
global de los genes celulares en respuesta a infeccién viral o bacteriana;
la comparacion de la expresion en células sanas contra la expresion de
genes en c€lulas enfermas o cancerosas. En la figura I11.6 se muestran los
resultados de comparar los transcriptomas de la bacteria de E. coli que
tiene mas de 4 400 genes en dos diferentes condiciones metabdlicas. Los
puntos amarillos son genes que en ambas condiciones metabdlicas se
expresan de manera similar. Los puntos rojos senalan genes que se ex-
presan en una condicion metabolica y los verdes en otra.

EL GENOMA, EL TRANSCRIPTOMA Y EL PROTEOMA HUMANO

Se tenian secuenciados y mapeados en nuestros cromosomas (figura
I.3) poco mas de veinte mil genes, que codifican para proteinas utilizan-
do para ello los DNA complementarios correspondientes (28). En los pri-
meros meses del ano 2000, se publicé la noticia de que se habia ya deter-
minado la secuencia de todos los fragmentos de DNA que conforman al
genoma humano y que en un lapso de no mas de dos anos se tendria una
secuencia del genoma humano con mas de 95% de certeza. También en
el ano 2000 se reportaron las secuencias nucleotidicas de los cromoso-
mas humanos niamero 22, en el cual se localizaron 545 genes que codi-
fican para proteinas y del cromosoma nimero 21 el mas pequeno de los
23 cromosomas de nuestra especie, que tiene 33.5 millones de pares de
nucleétidos y en el cual se localizan 225 genes que codifican para protei-
nas (29) (figura II1.3). Estos nimeros de genes, relativamente reducidos
conforme a lo esperado por el tamano de los cromosomas 21 y 22, hizo
pensar que el nimero final de genes humanos no llegaria a los 80 o 100
mil originalmente estimados, sino tal vez serian entre 35 y 40 mil los
genes de nuestra especie (29).

En febrero de 2001, dos grupos reportaron simultianea pero indepen-
dientemente, en las revistas Nature y Science, la secuencia del genoma
humano (5, 19). Este resultado, alcanzado por cierto antes de lo previs-
to, es uno de los logros mas importantes de la biologia, comparable con
el desciframiento de la estructura del DNA'y con la teoria de la evolucion,
y va a permitir un avance extraordinario en el conocimiento del orga-
nismo humano. Entre los datos mas relevantes del resultado de estos tra-
bajos estarian los siguientes:
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Figura II1.6

MICROARREGLO MOSTRANDO EL TRANSCRIPTOMA
DE LA BACTERIA ESCHERICHIA COLI

En la figura se muestra el microarreglo de la bacteria Escherichia coli que tiene mas de
4 400 genes en dos diferentes condiciones metabdlicas. Los puntos amarillos son genes
que en ambas condiciones metabolicas se expresan de manera similar. Los puntos rojos
sefalan genes que se expresan en una condicién metabolica y los verdes en otra.
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La secuencia que se report6 es un consenso de la porcion de la lla-
mada “eucromatina” (region particularmente rica en genes), que corres-
ponde aproximadamente a 97% del genoma haploide, es decir, 22 cro-
mosomas somaticos y los dos cromosomas sexuales (figura 1.3). Se repor-
t6 inicialmente la secuencia de cerca de 3 000 millones (3 x 109), de pares
de nucleotidos de los cromosomas humanos. Lo anterior significa que
las 24 moléculas de DNA de los 24 cromosomas que conforman el geno-
ma humano haploide, miden un poco mas de un metro, ya que cada par
de nucleétidos esti separado por 3.4 A(un angstrom es 108 cm), asi que
al multiplicar 3 x 109 x 3.4 x 108 cm, el resultado es 102 cm.

Dos seres humanos somos genéticamente 99.9% idénticos. Lo ante-
rior implica que, si bien entre dos individuos compartimos la mayor
parte de nuestro material genético hay, sin embargo, en promedio, tres
millones (3 x 106) de nucle6tidos diferentes entre dos miembros de la
raza humana; encontrandose entonces en promedio entre dos indivi-
duos, un nucleoétido diferente cada 1200. Estas diferencias son, en lo
general, el producto de mutaciones acumuladas en el genoma de la raza
humana, a través de los anos. Aquellas que en particular son el resultado
de una mutacion de un solo par de nucleé6tidos en un gene (figuraI1.13),
reciben el nombre de “polimorfismos genéticos de un solo nucleétido”
(SNp, por sus siglas en inglés).

En la poblacién humana, un gene en particular ha sufrido, a lo largo
del tiempo desde la aparicion de la especie humana, diferentes muta-
ciones en distintos individuos, dando lugar asi a estos polimorfismos
genéticos (SNP). Al conjunto de todas las diferentes mutaciones en ese
gene (presentes en toda la poblacion humana), se les conoce con el
nombre de los “alelos” de ese gene en particular. Muchas de estas muta-
ciones no tienen efecto en la proteina para la cual codifica el gene; sin
embargo, algunas otras mutaciones si pueden cambiar ligera o profun-
damente la estructura del producto (figuras .13y I.15). En el caso de un
cambio menor, el individuo que porta esta o estas mutaciones muy pro-
bablemente podra vivir con este alelo sin problemas. Sin embargo, en el
caso de mutaciones que cambian la estructura y por ende la funcion de
la proteina o de un RNA que no se traduce de manera importante, los por-
tadores pueden desarrollar enfermedades complejas e inclusive morir
por estos cambios mads severos. Inicialmente se reportaron mas de dos
millones diferentes de estos polimorfismos genéticos del tipo sNp (5, 19).

Los polimorfismos genéticos son, en buena medida, la razon respon-
sable de las diferencias fisicas entre los seres humanos. Desde el punto
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de vista de la medicina, los SNP son marcadores genéticos importantes
para entender no solo las enfermedades sino también las diferentes pre-
disposiciones a las enfermedades que existen entre las razas y los indivi-
duos. Los polimorfismos genéticos son, en suma, los responsables de la
identidad genética individual de cada ser humano. La presencia e iden-
tificacion de los SNP en cada individuo, esta dando lugar al desarrollo de
una medicina molecular individualizada orientada al diagnostico pre-
ventivo y al diseno de drogas especificas (farmacogenomica) a nivel del
individuo. Ejemplos de lo anterior, se senalan en secciones posteriores
de este capitulo.

Los dos articulos que reportan la secuencia del genoma humano,
senalan que no es posible fijar aun el nimero preciso de genes que codi-
fican para proteinas que conforman nuestro genoma ya que hay secuen-
cias que pudieran ser realmente genes, pero hay todavia indefiniciones
que tienen que precisarse, sobre todo por el problema de la presencia en
el genoma humano de “pseudogenes”, material genético repetido que
no funciona como un gene verdadero (ver mas adelante). Sin embargo,
ambos grupos reportaron que el genoma humano tenia alrededor de 35
mil genes que codifican para proteinas. Finalmente, el nimero de genes
humanos se ha actualizado con la terminacién de la secuencia de la
eucromatina humana y resulta que tenemos entre 20 000 y 25 000 genes
que codifican proteinas (20). Este nimero que es importante por varias
razones, es un numero similar al de los genes presentes en la planta
Arabidopsis thaliana (alrededor de 26 000 genes) y no mucho mayor al de
los genes de la mosca Drosophila melanogaster (alrededor de 13 600).

El material genético de los exones de estos 20 000 o 25 000 genes, que
codifica para proteinas, solo representa entre 1y 2% de todo nuestro
genoma mientras que los intrones reportados en los genes de nues-
tro genoma representan alrededor de 30% del total del genoma y el resto
es material genético denominado repetido, como se vera mas adelante.
Una diferencia importante con los otros organismos eucariontes secuen-
ciados, a nivel de los exones y los intrones de los genes que codifican
para proteinas, es que en el caso del humano los intrones son, en pro-
medio, mayores en tamano. Esta diferencia pudiera ser significativa ya
que podria ser parte de la razon por la cual es posible obtener un mayor
numero de sitios de procesamiento alternativo de los RNA premensajeros
que tienen mayores tamanos y mayor niamero de intrones, para generar
asi mas de una proteina a partir de cada transcrito de RNA premensajero.
De hecho, se ha reportado recientemente por varios grupos, que existe
una alta probabilidad de que ocurra este tipo de proceso y que mas de
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38% de los RNA premensajeros humanos, contiene sitios alternos de pro-
cesamiento (2, 3, 4, b).

Esta situacion pudiera ser la responsable de explicar la aparente para-
doja de por qué el genoma humano, con sé6lo 20 000 o 25 000 genes, de
hecho codifica para un proteoma con mas de 25 mil proteinas, resultan-
tes de este tipo de procesamiento diferencial de los transcritos de RNA
premensajero, y también de los procesos de modificacion postraduccio-
nal de las proteinas. De acuerdo con lo anterior, no seria extraordinario
que finalmente el proteoma humano estuviera constituido por un con-
junto muy superior a 25 000 proteinas diferentes, y que algunos consi-
deran que por la complejidad del organismo humano, pudiera ser inclu-
so, mayor a 80 000 proteinas (5, 19).

Ya se ha senalado que estudios recientes relacionados con la identifi-
cacion y analisis funcional del material genético del genoma humano,
indica que existe un proceso de transcripcion muy intenso en el geno-
ma, superior al que originalmente se habia determinado, que indica que
la mayor parte del genoma es transcrito. Esto dio como resultado la iden-
tificacion y caracterizacion inicial de muchos pequenos transcriptos de
RNA que no codifican para proteinas, no previamente identificados. De
aqui se concluye que el namero de genes que codifican para los RNAs
pequenos (microRNA, iRNA, SNRNA, etc.), pudiera ser tan alto como el de
los genes que codifican para proteinas. Ademads, como ya se ha senalado,
las funciones que juegan estos RNA pequenos, van desde la inhibicion de
la traduccion de mensajeros especificos (iRNA), de varios mensajeros
(microRNA), hasta la aparente asociacion con regiones de eucromatina
que pudiera modular la expresion de genes. Se ha senalado que algunos
de estos microrRNAs pudieran también estar involucrados en la diferen-
ciacion celular (8,9, 10, 20).

En cuanto al analisis del proteoma humano que se reporta en los arti-
culos originales donde se publica la secuencia del genoma humano, se
senalan algunas caracteristicas relevantes. La primera es que una pro-
porciéon mas importante de lo que antes se pensaba de las proteinas
humanas hasta ahora reconocidas, estd involucrada en procesos del
metabolismo celular y en procesos de transcripcion-traduccion; lo ante-
rior tiene sentido en el marco de una actividad celular de transcripcion
y traduccion muy intensa, consistente con la especulaciéon de tener un
proteoma funcional de mayor tamano al del genoma. Otras funciones en
las que se encuentra también involucrado un nimero elevado de prote-
inas, se relacionan con los procesos de comunicacion intray extracelular,
de transporte, de defensa e inmunidad.
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Por otro lado, un resultado importante que se reporta es que cerca del
1% de nuestras proteinas tiene probablemente un origen bacteriano vy,
por ende los genes que las codifican, debieron haberse adquirido me-
diante procesos de transferencia (infeccion) horizontal, ocurridos en
diferentes etapas de la evolucion de los vertebrados. Entre estos genes
estan los de las mitocondrias

Es relevante mencionar también que se han identificado ya mas de mil
genes involucrados con enfermedades humanas (30) y también se han
determinado genes que codifican para proteinas que pudieran ser blan-
co del desarrollo de nuevas drogas para el tratamiento de problemas de
salud; ejemplos del uso de estos genes y sus proteinas, se mencionan en
la siguiente seccion de este capitulo.

Otra caracteristica muy importante de nuestro genoma, es la presen-
cia de lo que se conoce con el nombre de “material genético repetido”.
Al menos 60% del total del material genético del genoma humano y pro-
bablemente mas, son secuencias de nucleotidos que se repiten numerosas
veces y de maneras diferentes. Este tipo de DNA en términos generales, se
puede clasificar en cinco categorias, mencionadas por el Consorcio
Internacional para la Secuencia del Genoma Humano: a) material repe-
tido derivado de transposones (que son segmentos discretos de material
genético capaces de translocarse o moverse de su lugar original a uno
nuevo); b) copias inactivas de genes, llamadas “pseudogenes”; c) secuen-
cias de tamano corto, repetidas varias veces; d) duplicaciones de regio-
nes del genoma de 10-300 kb, que han sido copiadas e incorporadas en
otra region del genoma; y e) bloques de secuencias repetidas en tandem,
como los centrémeros (estructuras involucradas en la duplicacién de los
cromosomas) y los telomeros (estructuras localizadas en los extremos de
los cromosomas) de los cromosomas (5).

En estos articulos se senala que cerca de 90% de este material genéti-
co repetido en nuestro genoma (que equivale al menos a 45% del total
del DNA en el genoma), es del tipo del material repetido derivado de
transposones. Los transposones son secuencias de DNA que se localizan
en el genoma de todos los seres vivos y que tienen la propiedad de poder
reubicar o translocar su posicion en el genoma. Al llevar a cabo esta fun-
cion de relocalizacion pueden hacerlo, dependiendo del tipo de trans-
poson que se trate, dejando copias perfectas o imperfectas del transpo-
son en la posicion original y ademas, multiplicando el nimero de copias
del transposon en el sitio o sitios nuevos de integracion o relocalizacion
(6, 9). En humanos hay cuatro clases de este tipo de DNA proveniente de
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transposones: a) los elementos tipo retrovirus; b) las secuencias LINE; c)
las secuencias SINE; y d) los transposones de DNA.

Las secuencias repetidas del tipo de los retrovirus, de las cuales exis-
ten en nuestro genoma del orden de 450 mil copias, provienen de infec-
ciones de virus que tienen RNA como material genético, que insertaron
copias de su genoma como DNA, en diferentes sitios del genoma huma-
no, a lo largo del tiempo. Muchas de estas secuencias contienen todavia
un gene activo que codifica para la transcriptasa reversa. La transcripta-
sa reversa es una proteina con actividad de enzima que sintetiza DNA a
partir de RNA, y es la enzima que usan el virus del SIDA y otros retrovirus
para incorporar (integrar) copias de su genoma en los cromosomas
humanos. Varios miles de estos genomas virales estan casi completos en
su secuencia, integrados en nuestro genoma; por suerte, la mayor parte
de ellos son inertes por haber perdido alguna parte de un gene impor-
tante. Estos “retrovirus endogenos de humanos” también conocidos con
el nombre de “Hervs” (human endogenous retrovirus, por sus siglas en in-
glés), representan cerca de 8% de nuestro genoma (31).

Las secuencias LINE, son segmentos de DNA entre 6 000 y 8 000 pares de
nucleotidos que se encuentran repetidas cerca de 850 000 veces y que
por ende representan 21% del genoma humano. Son secuencias de DNA
que contienen dos genes estructurales que codifican para dos proteinas.
Al transcribirse el DNA de la secuencia LINE en RNA, estas dos proteinas se
asocian al RNA transcrito y participan en su proceso de retrotranscrip-
cion, por la transcriptasa reversa, para copiar y luego integrar el material
copiado de RNA en DNA, en otra region del cromosoma. Las secuencias
LINE son auténomas para realizar este proceso y son también secuencias
gregarias, ya que se presentan varias copias juntas en diferentes regiones
de los cromosomas.

Las secuencias SINE son secuencias de DNA de 100 a 300 pares de nu-
cledtidos que estan repetidas cerca de 1.5 millones de veces en el genoma
humano, lo cual representa cerca del 13% de nuestro material genético.
Las secuencias SINE, en particular las llamadas Alu, tienen semejanza con
el gene que codifica para uno de los RNA que forman los ribosomas. Este
gene que codifica para RNA ribosomal tiene un promotor interno que
probablemente sea responsable de una transcripcion especial que posi-
bilita la formacion de RNA pequenos que pueden, a su vez, transcribirse
en DNA por la transcriptasa reversa y convertirse en estas secuencias Alu
que solo llevan una parte del gene que codifica para el RNA ribosomal.
Las secuencias Alu solo se encuentran en primates.
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Finalmente, las secuencias tipo transposones de DNA, son del orden de
300 mil copias de secuencias parecidas a los transposones bacterianos,
y representan 3% de nuestro genoma. Varias decenas de nuestros genes se
orginaron muy probablemente a partir de este tipo de transposones de
origen bacteriano.

Mucho se ha especulado con relacion al posible origen y papel del
material repetido en nuestro genoma. Ciertamente, parte importante de
este material es el resultado de la llamada “transferencia horizontal” de DNA
a través de infecciones virales y bacterianas a lo largo de la evolucion en
los antecesores de nuestra especie. El material genético repetido ha sido
denominado por algunos como “DNA basura o genes egoistas” por no
tener una funcion biologica aparente (32). Sin embargo, también hay
otras opiniones y evidencias que consideran que los elementos de DNA
repetidos derivados de transposones, pudieran participar en el rearreglo
de regiones especificas del genoma, lo que a su vez, pudiera contribuir
en ciertos procesos de adaptabilidad evolutiva del organismo (33). De lo
anterior es importante resaltar que el genoma indudablemente no es un
ente estatico, invariable, sino todo lo contrario. El genoma es un sistema
dinamico, interactivo, que se rearregla en cierta medida, lo que proba-
blemente permite la adaptacion, la evolucion y la sobrevivencia del orga-
nismo ante cambios en los factores del medio ambiente (figura II1.7).

El avance de la genética y de la ciencia genomica es vertiginoso. Lo
anterior esta contribuyendo al entendimiento profundo de los procesos
finos involucrados en la organizacion, expresion y modificacion de los
genes, y a través de sus productos tanto proteinas como RNas, del fun-
cionamiento de la célula viva. Por otro lado, el comparar los procesos
normales con procesos patologicos, ha facilitado sustancialmente el
entendimiento de enfermedades y problematicas clinicas. Seguramente,
la determinacion de la secuencia del genoma humano permitird abordar
problematicas clinicas mas complejas y enfermedades multifactoriales,
en las que participan varios genes, de manera mucho mas certera e indi-
vidualizada, tal y como se menciona en la siguiente seccion de este capi-
tulo.

Finalmente, es fundamental senalar aqui que los factores ambientales
juegan también un papel muy importante, e incluso pueden ser indis-
pensables, para desencadenar procesos normales y patologicos causados
por uno o por la concurrencia de varios genes y sus productos proteicos.
y de RNAs que no se traducen. Asi pues, nuestra vida y nuestras respues-
tas biologicas, no son so6lo cuestion de genes, sino de genes y de la inte-
raccion de sus productos con factores ambientales.
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FL USO E IMPACTO DE LA INFORMACION GENOMICA EN LA SALUD;
EL INICIO DE LA MEDICINA MOLECULAR

Las técnicas de ingenieria genética han permitido desde 1973, el ais-
lamiento de muchos genes humanos que codifican para proteinas y su
utilizacion para la construccion de organismos transgénicos para la pro-
duccion de proteinas humanas recombinantes, que hoy en dia se utilizan
en diferentes problematicas clinicas y para el tratamiento y la prevencion
de enfermedades tal y como veremos en el siguiente capitulo. Asimismo,
con el avance de la ciencia genémica —y particularmente con el desci-
framiento de la secuencia del genoma humano— tenemos una vision
mas avanzada de la forma en que estan organizados los genes humanos,
y también de las diferencias, los polimorfismos genéticos, que existen en
todos y cada uno de los genes humanos y que son responsables de nues-
tra individualidad genética y por ello también de nuestra predisposicion
genética a enfermedades.

Esta nueva informacion genémica, aunada a las técnicas de ingenieria
genética, permiten hacer un uso mas sofisticado de los genes humanos,
no solo para producir proteinas especificas en organismos transgénicos,
sino también para contender de manera mas individualizada con aspec-
tos fundamentales de la salud humana, entre los que senalariamos el
diagnostico genético, la farmacogenémica y la terapia génica, tres areas
de gran importancia que se describen a continuacion.

El diagnostico genélico

Las enfermedades genéticas humanas son el resultado de la presencia
de mutaciones en uno o mas genes humanos. Como resultado de lo ante-
rior, en el individuo que porta estos genes mutantes se producen proce-
sos fisiologicos anormales que dan lugar a enfermedades genéticas, algu-
nas de las cuales estan listadas en la figura III.8. Uno de los propoésitos
del diagnéstico genético es conocer la presencia de los genes mutantes
en los individuos que los llevan, haciendo uso para ello de segmentos de
estos genes (figura II1.9); el otro proposito del diagnoéstico genético es
detectar enfermedades infecciosas, usando genes de organismos patoge-
nos o de virus.

El desciframiento del genoma humano, como hemos senalado, ha
permitido identificar muchos polimorfismos genéticos, que son respon-
sables de la individualidad genética de cada ser humano y también de su
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ENFERMEDADES GENETICAS

Anemia falciforme
b-talasemias

Corea de Huntington
Diabetes

Distrofia de Duchenne
Enfermedad de Alzheimer
Fenilcetonuria

Fibrosis quistica

Hemofilia
Hipoparatiroidismo
Neoplasia endécrina
Neurofibromatosis de von Recklinghausen
Renitis pigmentosa
Retinoblastoma

Sindrome de Lesch-Nyhan
Desordenes inmunologicos

Figura II1.8

ENFERMEDADES GENETICAS
Listado que muestra algunas de las enfermedades genéticas mas importantes. El ele-
mento comun en todas estas enfermedades es que en ellas ha habido mutaciones en uno
o varios genes. Como resultado de este cambio, en algunos casos la proteina codificada
yano es capaz de llevar a cabo sus funciones adecuadamente y se presenta la enfermedad
en el individuo portador.

particular predisposiciéon genética a contraer enfermedades. La detec-
cion y el diagnéstico temprano de estas diferencias representa un cam-
bio cualitativo paradigmatico en la practica médica, ya que permitira a
cada individuo disenar una estrategia de vida, incluyendo el posible tra-
tamiento médico, mas adecuada y mas individual para contender con sus
enfermedades genéticas presentes y futuras. Lo anterior es particular-
mente importante para aquellos individuos cuyas familias hayan mostra-
do una mayor susceptibilidad a contraer una cierta enfermedad, debido
a la presencia de uno o varios polimorfismos genéticos especificos.

El extraordinario caudal de informacion que dia a dia emana del estu-
dio del genoma humano, nos ha incorporado cada vez mds intimamen-
te, a esta nueva etapa de la genética y la medicina molecular moderna:
la del diagnostico genético preventivo e individualizado. Sin embargo,
hoy por hoy, aun cuando hemos avanzado en forma increible y extraor-
dinaria en esta area de la genética humana —se conocen mas de 1 000
genes humanos involucrados en enfermedades genéticas (30)— el diag-

106



‘UOISUNUNE] 9P PEPIULISJUD B[ BISUIS ‘UOL3AI LLIDID 9P (UOEdLJ

-iidwe) uonenw 9p odn 011910 Uod duas un Jenrod [0 ‘BUNSUNUNY B[ 9P OSED [9 U "OPLINW OUN O [eULIOU 9Ud3 un eyrod 9s 1s reurua
~19)9P O[[ 9P $ALT € £ ‘SOUIS SONO N 1S9 OP SO[I[E AIIUD SLIOUIIIP Se[ JEUIINP 9[qIsod $9 ‘VNA 9P UOIRIDUINIIS 9P SLIIud) £ U0
-JLNSOI 9P SEWIZUD 9P OSN [2 AUBIPIW ‘SEUWIPY "OURWINY /] BUIOSOWOI) [2 U2 UNSUNUNY 9P U8 [9p enuasaid e[ 1e1d010p apond os
‘UORPLIQIY 9P $0s9001d Op $9ARI) Y "SOURWNY SEWOSOWOID SO IP [JAIU © ‘SO[o[e SNS 9P OUNS[e 9P O U3 OWISIW [OP OPLAINSET OWOD
ceungununy eurajoad e[ ered eoypod onb ourwny susad [op osn [2 ereuss 9s “aemonaed uj ‘souBWNY SLWIOSOWOID SO[ 9P VNA SO[ U
ope)nu o [RULIOU 2U23 un ap eoy1dadsd enuasad e reururiaiop ered souewiny sauad op osn [op vwanbss un ensonw as vandy e[ uy

L1 ewmosouroan je
operdose eunSununy
€] IP oUEWINY U

e

X

ODLLANAD ODLLSONOVIA
6'T11 emSig

X X SO[ENXIS SEMOSOUI0Td
£ SOOTILNIOS SEWIOSOUIOID
Ip saaed TI U0 BUERLINTY EINIP)

eunSupuny e} eaed esigipod
anb suasd 12 ezi[es0] 3 2pUCP
LT "ON eII0os0iuodd [ Uod
J030213P 3UF [aP UCEPLIqIY -

xod ugroer aPp id PL. mll/
< o A&wﬁ

eangipos anb owernyy
auUJS [P OJUINUBISIY

eunsununy e -

02139Ud5 021ISQUSEL( {LUISIPIJ UD SOULIUNE SIU3S IP 0SN)

107



nostico genético todavia no representa una herramienta de uso cotidia-
no, en particular en paises en vias de desarrollo como el nuestro. Es
indudable que, conforme se vayan conociendo y aislando, cada dia mas
rapidamente, genes y polimorfismos genéticos asociados a enfermeda-
des genéticas —particularmente aquellos que provean informacion acer-
ca de las enfermedades humanas mds comunes y de la predisposicion
a contraerlas— el diagnoéstico genético individualizado sera componente
de toda estrategia médica en todos los sistemas de salud (34).

Reconociendo la inminencia del uso de esta poderosa tecnologia de
manera masiva, y sin dejar de resaltar el potencial de todo este nuevo
paradigma médico, es necesario, sin embargo, destacar algunos aspectos
éticos relevantes del uso de estas capacidades y de la informacion gené-
tica. Debemos distinguir muy claramente entre el diagnostico orientado
a los adultos, los ninos, personas discapacitadas mentalmente e indivi-
duos no natos. Surge aqui el concepto y el aspecto fundamental de la
“privacidad genética y biol6gica”, donde el concepto de “autorizaciéon de
la obtencion y uso de la informacion genética”, debe aplicarse de mane-
ra distinta en estos grupos. Es obvio que se debe legislar para que el diag-
nostico genético sélo se practique cuando exista una autorizacion por
parte del individuo o su responsable legal en el caso de infantes, cuyo
DNA pretende examinarse. Sin embargo, es indudable también que aun
cuando existan las leyes adecuadas, entraremos en problematicas éticas,
morales, filosoficas y juridicas complejas cuando se otorguen autoriza-
ciones por individuos ignorantes del tipo de consecuencias de los resul-
tados que puedan obtenerse de este tipo de permiso. Realistamente, es
posible prever —como lo han hecho notar muchosy en particular James
Watson, descubridor de la estructura del DNA— que habra muchos indivi-
duos que autoricen la realizaciéon de pruebas de diagnéstico, sin com-
prender todos los escenarios que los resultados pudieran tener en su vida
futura. Asi pues, resulta imperativo desarrollar programas de divulgacion
y también de educacion sobre el DNA y la genoémica que no sélo expli-
quen los aspectos fundamentales de esta disciplina, sino que también
dejen claro el significado en particular de resultados positivos en prue-
bas de diagnéstico para enfermedades incurables al menos por ahora.
Hoy en dia, existen muchos individuos que conociendo tener 50% de
probabilidades de portar un gene mortal, como el asociado a la enfer-
medad de Hungtinton, prefieren no conocer su destino final, eligiendo
vivir en la incertidumbre que tener que cargar con la idea de que a cier-
ta edad desarrollaran un problema médico terrible (9, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43).
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La farmacogenomica

La industria quimico-farmacéutica ha generado a lo largo de los anos,
un conjunto muy importante de productos farmacéuticos que se utilizan
en el tratamiento de diferentes problemas clinicos. Muchos de estos pro-
ductos estan dirigidos o tienen como blanco una proteina especifica, en
algun tejido de nuestro organismo. Estas proteinas tienen funciones par-
ticulares, dependiendo de su estructura (figura 1.15), tales como recep-
tores de moléculas pequenas o transductores de senales, y permiten el
funcionamiento de la célulay del organismo. Ciertamente, el conocimien-
to del genoma y del proteoma humano, facilitara disenar nuevas drogas
mas potentes y especificas contra aquellos blancos proteicos ya conoci-
dos. Sin embargo, este conocimiento también permitira seleccionar un
conjunto mas amplio de genes y sus proteinas y RNAs que no se taducen,
que pudieran ser blancos especificos de los actuales y de nuevos produc-
tos farmacéuticos para el tratamiento mas efectivo de muchas enferme-
dades (8,9, 10, 43, 44) (figura II1.10).

Resulta importante resaltar que el grupo del Consorcio Internacional
para la Secuencia del Genoma Humano, reporta ya en su articulo de
Nature (5), un primer conjunto de 18 nuevas proteinas con dominios
receptores aparentes para diferentes moléculas, tales como la dopamina,
y factores de crecimiento tipo insulina, entre otros, que pudieran ser
blanco de éstos y otros productos. Indudablemente, el desarrollo de nue-
vas drogas, a través del enfoque y del apoyo de la ciencia genomica, y en
particular de la farmacogenémica, abrird una rica avenida para el desa-
rrollo de nuevos medicamentos.

Por otro lado, como ya hemos senalado, el uso de la informacién de
los polimorfismos genéticos, a nivel de cada individuo, permitira tam-
bién conocer las diferencias entre las variedades funcionales de cada uno
de los genes humanos, que se conocen como los alelos de ese gene. Estas
diferencias son las responsables, en muchas ocasiones, a través de la pre-
sencia en las cé€lulas de proteinas ligeramente modificadas, de las
diferentes susceptibilidades a las enfermedades y también a las diferen-
cias en cuanto a la accion de los medicamentos.

A través de la identificacion de estas diferencias presentes en cada
individuo en las proteinas que funcionan como receptores de drogas, o
transductores de senales, podremos modular la concentracion y/o afini-
dad de los medicamentos, inclusive al grado de disenar drogas especifi-
cas para cada individuo, dependiendo del alelo particular que se tenga
(42, 44, 46).
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La terapia génica

Independientemente del buen uso de los sistemas de diagnostico que
permitan orientar el estilo de vida —conforme al conocimiento de nues-
tros polimorfismos genéticos y por ello de nuestra predisposicion a
enfermedades—, habra siempre individuos que nazcan con enfermeda-
des genéticas complicadas y terribles. De esta realidad surge la posibili-
dad de la terapia génica, como una estrategia orientada a curar las defi-
ciencias genéticas. Esta metodologia implica el introducir una o varias
copias de genes normales para sustituir la funcién de genes ausentes o
mutantes en los cromosomas de las células de enfermos, para asi curar la
enfermedad (figura III.11).

En el momento actual, los esfuerzos correctivos de terapia génica
estan orientados a introducir genes normales o mensajeros antisentido
en las células somaticas del organismo que presentan alguna deficiencia
genética. Hace tan s6lo unos anos, fue realizado un primer experimento
en células de la médula espinal de un nino con una enfermedad de
inmunodeficiencia; estas células aisladas y cultivadas in vitro, fueron
transformadas con genes normales para el defecto de la inmunodefi-
ciencia y algunas de ellas incorporaron y expresaron el gene. Estas células
modificadas genéticamente fueron posteriormente retransplantadas a la
médula del propio nino enfermo que después de este tratamiento se ha
recuperado (47, 48).

Este es el primer experimento de terapia génica en humanos que abre
una nueva area y una nueva era en la medicina y la biologia modernas.
Al dia de hoy ya son varios los experimentos de terapia génica realizados
en humanos, algunos inicialmente exitosos, lo cual es extraordinario
y alentador (34, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53).

Por otro lado, no existen a la fecha —en principio y al menos por
ahora— y no deben permitirse, intentos para modificar genéticamente
las células germinales de nuestros organismos, células que son transferi-
das a las generaciones humanas que nos sucederan. La decision de no
permitir efectuar experimentos en cé€lulas germinales, se sustenta pri-
mariamente en la conviccion de que es inaceptable experimentar con la
vida humana cuando no podemos conocer ni predecir, por ahora, el im-
pacto global que pudiera tener este tipo de intervencion genética en un
nuevo ser humano.

Si tratamos de juzgar la manera en que debemos proceder desde el
punto de vista ético y moral con los procedimientos de la terapia génica
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y el diagnéstico genético, o con cualquier otro aspecto de la genética que
pudieran tener consecuencias para la vida humana, dirfamos, como ha
senalado James Watson, que debemos orientar nuestros esfuerzos a pro-
piciar el desarrollo de marcos juridicos y de acciones sociales, que impli-
quen o permitan los potenciales mads altos para mejorar la calidad de la
vida humana. Actuando de esta manera, sin embargo, se debe esperar
controversia, ya que el nuevo conocimiento genémico modificard la per-
cepcion sobre nosotros mismos y nuestro lugar en el planeta, e induda-
blemente entrara en conflicto con valores tradicionales. Ademas, no
debe olvidarse que, de cualquier manera, las herramientas del DNA
recombinante y el conocimiento sobre los genomas, los transcriptomas 'y
los proteomas estan ya con nosotros, y que tenemos la obligacion de usar-
los no solo para beneficio de la raza humana sino de la vida misma (8,
11, 34, 53, 54, 55, 56). Finalmente, senalariamos que la declaracion de la
Conferencia General de la UNESco en 1997, sobre “El Genoma Humano”
(57), resulta ser un avance fundamental en este sentido, ya que genera
un marco moral y ético sobre los derechos y responsabilidades para el
manejo de la informaciéon genética presente en el genoma de la raza
humana, y permite simultineamente abrir un espacio relevante para el
analisis y el debate sobre el manejo de los genomas de otros organismos,
con los que conformamos la biodiversidad de nuestro planeta.
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Capitulo IV
SURGIMIENTO DE LA BIOTECNOLOGIA MODERNA
MICROORGANISMOS TRANSGENICOS Y PRODUCCION
DE PROTEINAS HETEROLOGAS

F. G. BOLIVAR ZAPATA
EL NACIMIENTO DE LA BIOTECNOLOGIA MODERNA

A partir de mediados de los anos setenta, el desarrollo y sofisticacion de
las técnicas de DNA recombinante, fueron profundamente estimulados
por dos razones intimamente relacionadas pero diferentes. La primera,
como se ha resenado en el capitulo anterior, indudablemente fue la con-
viccion de poder avanzar en el conocimiento sobre la forma en que estan
organizados y se regulan los genes en el genoma del organismo vivo. La
otra razon, fue la conviccion de poder aislar, modificar y transplantar
genes de un organismo a otro, transmitiendo con ello nuevas caracteris-
ticas genéticas al organismo receptor. El organismo que recibe material
genético de otro organismo se denomina transgénico, y gracias a este
nuevo DNA es capaz, en muchos casos, de producir proteinas novedosas
llamadas heterdlogas (ya que provienen de otra especie). Indudable-
mente, esta alternativa abre la oportunidad al diseno y desarrollo de
organismos transgénicos para que produzcan proteinas de valor social
y comercial y también al desarrollo de nueva tecnologia biologica para la
produccién de proteinas recombinantes. En este sentido, James Watson
comenta en su libro Recombinant DNAy se cita: “En 1976, nace la biotec-
nologia moderna cuando las metodologias para clonacion de DN, sinte-
sis quimica de oligonucleotidos y expresion genética, convergieron en
un unico experimento, en el cual una proteina humana fue expresada a
partir de DNA sintético usando técnicas de DNA recombinante”. La prote-
ina fue somatostatina, un péptido neurotransmisor de 14 aminoacidos
(figuras IV.1 y IV.2).

El gene que codifica para la somatostatina no era el gene natural, sino
uno que fue sintetizado quimicamente y clonado en un derivado del
plasmido pBR322 utilizado ademas como vector de expresion en Esche-

117



‘sopoeourue
ap sonpisax T 1od eisondwoo so onb euewny eurajoxd eyso ered eoypod anb vNa op sojuswSery op anued € OPMISUOd 0ONIIUILS
oua8 rowid [9 ong 9387 “euRWNY BUOULIOY IS 9p uononpoud e[ onturad anb of ‘uorsaxdxo fenyuaas ns ered ggeygd omoryaa op op
“PALIDP UN U9 91UAULIOLIS0d SOPLUO UOIAN SOIUDWSEI) SOIST *SOININUIS VNA 9P SOTUIWSEL] 01O OPUSIUN OPIMOSUOD JNJ U NS
VNVINNH VNILLVLSOLVINOS
YNOWIOH V1 VIVd VOIAIAOD N0 ODLLAINIS AN TA
['AT w3ty

eUBWNY BUNSO)EWOS

ESEIINUOPUT] esgapPnuopuyy

118



Gene de f-Galactosidasa

pBR322
pGal-somatostatina

\ gene sintético de

Te* somatostatina humana

Transcripcién en RNA mensajero
¥ traducciton en proteina hibrida

NI, ““E@W@Eamsm
Proteina Hibrida 10 é@ e @5 e PE)

Tratamiento con
Bromuro de Cianigeno

SV =
dﬁtzb?b + wo Wi @i

Fr tos de p-galactosid Somatostatina Humana

14

-

Figura IV.2
PRODUCCION DE SOMATOSTATINA HUMANA EN BACTERIAS

Esquema en el que se muestran los procedimientos para sintetizar y clonar un gene hibri-
do que permiti6 la producciéon de la hormona humana somatostatina en la bacteria
Escherichia coli. Este fue el primer experimento en que se demostré que es posible pro-
ducir proteinas humanas en bacterias. En este caso, el gene sintético que codifica para la
hormona, el cual estuvo construido a partir de ocho fragmentos de DNA sintéticos, fue
unido al extremo del gene que codifica para la enzima B-galactosidasa de la bacteria
E. coliy ambos fueron clonados en el plasmido pBR322. Después de transformar a la bac-
teria con el DNA recombinante, el plasmido hibrido permitio6 la sintesis de una proteina
hibrida p-galactosidasa-somatostatina (con el segmento de somatostatina en el extremo
carboxilo de la proteina), que al ser purificada y tratada con bromuro de cianégeno, per-
miti6 liberar a la hormona somatostatina, a la cual se le comprobé su actividad biologica.
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richia coli. Inmediatamente a este experimento siguio, por el mismo gru-
po, la produccion en bacterias de insulina humana, hormona que se uti-
liza para el tratamiento de la diabetes, y que por cierto es el primer pro-
ducto comercial de la industria biotecnologica moderna. Hoy en dia, en
lugar de insulina obtenida de pancreas de cerdo y bovino, los diabéticos
utilizan insulina recombinante idéntica a la humana” (1, 2, 3).

Estos experimentos, que fueron realizados en el lapso de dos anos, de
una manera y en un entorno ciertamente apasionantes, fueron real-
mente orientadores por muchas razones, ademas de las ya citadas en el
libro de James Watson. Por un lado, se habian disenado y construido
genes sintéticos, a partir del conocimiento de la secuencia de los amino-
acidos de estas hormonas humanas. Estos genes no existian en la natu-
raleza y sin embargo, funcionaron en la célula como verdaderos genes,
codificando y permitiendo la produccion de hormonas humanas en bac-
terias; esto, todavia hoy resulta increible de asimilar. Otro aspecto real-
mente interesante, fue el de la organizacion misma del esfuerzo, en
donde la coincidencia de experiencias, metodologias y conocimiento, dan
lugar de facto como lo senala J. Watson, al nacimiento mismo de la bio-
tecnologia moderna.

La biotecnologia moderna es una actividad multidisciplinaria que
tiene como mision la utilizacion del conocimiento derivado de diferen-
tes disciplinas y métodos, entre ellos los descritos en el capitulo anterior,
para poder resolver problemas relevantes en diferentes dreas y sectores,
como el de la salud, el industrial y el agricola-pecuario, mediante el uso
de los sistemas vivos, sus productos y sus partes. Las técnicas del DNA
recombinante han permitido el desarrollo de una biotecnologia moder-
na donde es posible disenar organismos con nuevas propiedades, a tra-
vés de incorporarles genes de diversas fuentes; y por ello lograr la pro-
duccién de nuevas proteinas y metabolitos de interés comercial. Toda
esta capacidad ha permitido el desarrollo de una nueva industria biotec-
nologica orientada a la produccion masiva de una gran cantidad de mo-
léculas y en particular proteinas recombinantes, muchas de ellas huma-
nas, que antes no se podian obtener en cantidades importantes y que
han tenido ya un impacto extraordinario principalmente en el sector de
la salud, pero también en el agricola-pecuario y en el industrial. Algunas
de estas proteinas producidas por estas metodologias se muestran en la
figura IV.3. Es importante senalar que el impacto de las técnicas de la
ingenieria genética, a través del diseno y construccion de organismos
genéticamente modificados, tendran cada dia un mayor impacto en la
solucion de problemas en todos los sectores mencionados. Finalmente,
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para aquellos interesados en profundizar en el impacto de las técnicas
del DNA recombinante en la biotecnologia moderna y en la importancia
de estas técnicas para la soluciéon de problemas nacionales relevantes en
diferentes sectores, se recomienda la lectura de dos libros escritos por
este mismo grupo de autores (4, 5).

PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES HETEROLOGAS DE USO MEDICO
POR METODOS DE DNA RECOMBINANTE; LOS PRIMEROS EJEMPLOS

Si bien la produccion de somatostatina humana en bacterias reporta-
da por Itakura y colaboradores en 1977 (2), fue de facto el primer ejem-
plo de sintesis de una hormona humana en microorganismos a partir de
un gene sintético, esta proteina no se produce a nivel industrial. Como
fuera mencionado, el primer producto recombinante que se produjo
industrialmente y que fue autorizado por la Food and Drug Adminis-
tration de los EUA, para su uso clinico en seres humanos, fue la insulina
humana. Esta hormona es un compuesto formado por dos cadenas pep-
tidicas Ay B, unidas entre si por puentes disulfuros (figura IV.4). El orga-
nismo humano la utiliza para regular el metabolismo del azicar, y la inca-
pacidad para producir la insulina, genera la enfermedad conocida como
diabetes. Normalmente es producida en el pancreas y los diabéticos que
no producen esta proteina, pueden contender con la enfermedad
mediante la inyeccion de la hormona. Antes de que la insulina se pro-
dujera por métodos de DNA recombinante, se obtenia del pancreas de
animales; sin embargo, la insulina de origen animal no es idéntica a la
humana y en algunos individuos genera reacciones alérgicas.

Goeddel y colaboradores, en Genentech en 1977 (3), logramos por
primera vez la produccion de esta hormona humana en la bacteria
E. coli. Para ello disenamos y sintetizamos genes que codificaban para
cada una de las dos cadenas (A y B) de aminodcidos que constituyen la
insulina. Los dos genes sintéticos fueron insertados, de manera inde-
pendiente e individualmente, en el extremo del gene que codifica para
la proteina B-galactosidasa (proteina que hidroliza los galactésidos entre
ellos la lactosa), de la bacteria Escherichia coli, de tal manera que las bac-
terias produjeran proteinas de fusiéon que tuvieran las secuencias de las
cadenas de insulina unidas al final de la proteina B-galactosidasa (figura
IV.5). Estas proteinas “hibridas” forman cuerpos de inclusion que se pre-
cipitan en el interior de las células bacterianas y por ello, se pueden puri-
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Figura IV.5
PRODUCCION DE INSULINA HUMANA EN LA BACTERIA ESCHERICHIA COLI

La insulina humana recombinante fue la primera proteina recombinante producida
comercialmente por estos métodos. Fue elaborada originalmente mediante la expresion,
por separado, de los dos genes sintéticos que codifican para las cadenas A y B que for-
man esta hormona. Una vez sintetizadas cada una de estas cadenas por separado en cul-
tivos diferentes de E. coli, fueron purificadas y unidas por métodos quimicos para gene-
rar la insulina. Cada uno de los genes codificantes para cada cadena fueron sintetizados
y ligados a un vector de expresion para que pudieran ser correctamente transcritos y tra-
ducidos en forma de una proteina de fusién con la enzima B-galactosidasa. El vector de
expresion fue introducido en E. coli, y la proteina hibrida -gal-cadena A o B de insulina
se sintetiz6 y se acumulé en el citoplasma de las bacterias productoras. Las células se
cosecharon y cada una de las proteinas de fusion se purificé por separado. Entre la
region codificadora de las cadenas y el precursor de B-galactosidasa se agregé un triplete
con el codon ATG el cual codifica para el aminoacido metionina, por lo que el tratamien-
to con bromuro de cianégeno que produce rompimiento de los residuos de metionina,
libera intactas las cadenas de insulina. Las cadenas A y B se unen quimicamente para pro-
ducir insulina activa.
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ficar facilmente. Las cadenas de insulina fueron separadas del resto del
péptido acarreador con tratamiento con bromuro de cianégeno, y pos-
teriormente fueron purificadas y asociadas en condiciones adecuadas de
oxidacion para obtener insulina activa (figura IV.6). En el capitulo IX, se
resenan en detalle bioprocesos desarrollados desde punto de vista de la
bioingenieria para la producciéon comercial de esta hormona.

Figura IV.6

INSULINA HUMANA

Cristales de insulina humana producida en bacterias disenadas y construidas en el
Instituto de Biotecnologia de la UNAM, mediante el uso de técnicas de la ingenieria
genética.

La insulina humana recombinante, se produjo comercialmente en
una primera etapa, a partir de extractos bacterianos. Sin embargo, ac-
tualmente existe tecnologia que también permite su produccion en
otros organismos. La siguiente proteina recombinante de origen huma-
no que se sintetizé en microorganismos fue la hormona de crecimiento
(6). Esta es una proteina que se utiliza para el tratamiento de problemas
de crecimiento y enanismo en ninos.
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Si bien los ejemplos de la insulina y de la hormona de crecimiento
demostraron el uso de los microorganismos como sistemas sencillos para
la produccién de proteinas humanas recombinantes, ha sido necesario
desarrollar, como se ha mencionado, otros sistemas para producir pro-
teinas humanas mas complejas, que en muchos casos requieren de cier-
to tipo de modificacion a nivel postransduccional para ser funcionales en
el cuerpo humano como por ejemplo, acetilacion, glicosilacion, metila-
cion, proteolisis, etc. El primer ejemplo de una proteina recombinante
producida en células de mamifero, fue el activador de plasminégeno de
la sangre, llamado también tPA, que es una molécula que participa en el
proceso de degradacion de los coagulos de la sangre. Al ser administra-
do el tPA en cantidades y tiempos adecuados a pacientes con infartos del
miocardio, ayuda a contender con la disolucién de los coagulos, evitan-
dose asi muchos de los problemas de necrosis del corazén (7, 8).

Son muchos los ejemplos de sistema de células de mamiferos o de
otros organismos como insectos o plantas que han permitido la produc-
cion de otras proteinas humanas de interés médico. Varios de estos ejem-
plos se muestran en la figura IV.3; sin embargo, es relevante senalar que
son solamente un primer subconjunto muy pequeno aun, del numeroso
grupo de proteinas humanas que actualmente estan en proceso de dise-
no, produccion y pruebas clinicas que incrementaran de una manera
extraordinaria el arsenal de proteinas humanas con el que contaremos
para contender con nuestras enfermedades (9, 10).

VACUNAS Y ANTICUERPOS RECOMBINANTES

Uno de los avances mas importantes de la biotecnologia médica, ha
sido, sin duda, la produccion de vacunas para contender con muchas de
las grandes plagas que ha sufrido la humanidad. Pasteur y Jenner son los
padres de la inmunologia moderna y a ellos se debe el desarrollo de las
primeras vacunas utilizadas masivamente (11). Sin embargo, muchas de
las vacunas usadas, inclusive hasta en fechas actuales, generan reacciones
alérgicas importantes en muchos individuos, ya que para su fabricacion
se utilizan los propios agentes infecciosos o alguno de sus componentes,
a los que previamente se les ha modificado para destruir su capacidad
infecciosa, a través de tratamientos con productos quimicos y condicio-
nes fisicoquimicas adecuadas. Estos tratamientos, sin embargo, como se
mencionara para cierto tipo de vacunas, siguen generando problemas
inmunolégicos en una pequena fraccion de la poblacion vacunada.
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Las técnicas de ingenieria genética y la biotecnologia moderna han
permitido contender con esta problemadtica, produciendo proteinas
recombinantes puras, derivadas de organismos infecciosos, que puedan
ser utilizadas como inmunoégenos o antigenos para proteger el organis-
mo vacunado. La primera de estas proteinas recombinantes utilizada con
este proposito fue una de las proteinas que normalmente tiene el virus
que provoca hepatitis B en su superficie o coraza externa. El grupo de
Valenzuela y colaboradores clonaron el gene que codifica para esta pro-
teina en la levadura y, a través de un sistema de expresion adecuado,
lograron la produccion a gran escala de esta proteina (12). Al inyectar
en animales la proteina como inmunégeno, se determiné que permite
producir anticuerpos especificos contra el virus de la hepatitis B. Esta
proteina se utiliza actualmente como la primera vacuna de origen re-
combinante en humanos y permite la protecciéon contra el virus que pro-
voca la hepatitis B. En la actualidad se trabaja en el desarrollo de otras
muchas vacunas recombinantes (9, 13, 14) (figura IV.3).

Otra drea de gran interés para la medicina, en donde los métodos de
la ingenieria genética han tenido y estan teniendo un gran impacto, es
el area de la produccion de anticuerpos especificos dirigidos no sélo con-
tra agentes infecciosos, como los virus y muchos microorganismos pato-
genos, sino también contra cierto tipo de tumores carcinégenos y tam-
bién como sistemas de diagnéstico (15 16, 17, 18). Los anticuerpos son
proteinas que se producen en el sistema inmunolégico y que tienen la
capacidad de asociarse, cada tipo de anticuerpo, con el antigeno especi-
fico que se utiliz6 para provocar su sintesis. En el ejemplo anterior de la
vacuna contra el virus de la hepatitis B, la proteina recombinante de
la coraza del virus funciona como antigeno y el cuerpo humano produ-
ce anticuerpos especificos contra esta proteina, generandose asi la inmu-
nidad o la proteccion contra este virus especificamente.

Las técnicas de ingenieria genética han permitido clonar los genes
que producen los anticuerpos especificos, tanto de humanos como de
otros animales como el ratén. A través de la recombinacion in vitro del
material genético de regiones especificas de estos genes, es posible fabri-
car anticuerpos de conejo o de ratéon “humanizados”, los cuales empie-
zan a utilizarse en el tratamiento de cierto tipo de canceres, orientados a
la destruccion de tumores (9, 16) (figura IV.3).
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ANIMALES Y PLANTAS TRANSGENICOS PARA LA PRODUCCION
DE PROTEINAS HUMANAS

Los ejemplos de proteinas de interés médico que han sido menciona-
dos, son el resultado del desarrollo de sistemas biologicos en los cuales
se generan de manera permanente o transitoria, cultivos de células (de
microorganimos o de organismos superiores) transgénicas (1, 19). Una
bacteria transgénica, por ejemplo, es aquella que tiene el gene que codi-
fica para insulina humana y mediante el cual esta bacteria y toda la pobla-
cion de células hijas que se generan de ella, es decir todas sus clonas, son
capaces de producir insulina humana (2).

Las células de levadura que producen el antigeno del virus de la hepa-
titis son también levaduras transgénicas para este gene. La posibilidad de
incorporar y en su caso expresar genes humanos (y de otro origen) en
otros organismos, no solo en microorganismos, es una alternativa para la
produccion de proteinas de interés. A la fecha, son muchos los ejemplos
mediante los cuales ha sido posible producir proteinas humanas o de
otros organismos en plantas y animales transgénicos. Los dos primeros
ejemplos en el area de la salud que se tienen, son la generacion de una
vaca transgénica que produce hormona del crecimiento humano, y la
construccion de un cerdo transgénico que produce hemoglobina huma-
na. Para construir estos animales transgénicos, y en general para el dise-
no de todo organismo transgénico, es necesario definir cudl es el gene o
conjunto de genes, que se desean expresar en el organismo receptor.
Existen diferentes estrategias para disenar y eventualmente obtener este
tipo de organismos, aunque las dos mas comunmente utilizadas son:
a) la de incorporar, mediante algin vector apropiado en alguno de los
gametos (el esperma o el 6vulo), el gene que se desea integrar y even-
tualmente expresar; y b) alternativamente, se puede intentar expresar
genes especificos en animales u organismos adultos, integrando el gene
en cuestion en el nucleo de células de algin 6rgano especifico (pancreas,
higado, etc.) del organismo bajo estudio. Para ello es necesario desarro-
llar estrategias y herramientas, en particular vehiculos moleculares ade-
cuados, que aseguren la llegada del gene en cuestion al tejido u 6rgano
que se desea modificar.

En otras areas como la agricola o la industrial, existen numerosos
ejemplos que han permitido la creaciéon de organismos transgénicos con
propiedades novedosas y optimizadas para contender con diferentes pro-
blemas. Entre estos ejemplos, claramente resalta el caso de los cultivares
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transgénicos para contender con problemas de resistencia a plagas y a
condiciones ambientales extremas. Asimismo, existen varios ejemplos en
el sector industrial en donde el uso de organismos transgénicos ha per-
mitido desarrollar procesos optimizados y mads atractivos, no solo desde
el punto de vista econémico, sino también ambiental. Algunos de los
ejemplos mas significativos seran mencionados en los siguientes capitu-
los de este libro.

Es indudable que este tipo de estrategia para transformar y generar
plantas y animales transgénicos, también puede ser aplicado al ser huma-
no. La posibilidad de transformar tejidos en seres humanos que son inca-
paces de llevar a cabo alguna de sus funciones originales de una manera
normal, por existir una deficiencia en uno o varios genes de este tejido,
representa una alternativa importante para el tratamiento de cierto tipo
de enfermedades genéticas. De hecho esta estrategia ya ha sido utilizada
para este fin y en el caso de curacion de enfermedades genéticas recibe
el nombre de “terapia génica”, tal y como ha sido senalado en el capitu-
lo anterior.

La industria biotecnologica moderna esta en su inicio y somos testigos
también de la aparicion de nuevos productos para uso no sé6lo médico
sino industrial, agricola y para el tratamiento de la contaminacion
ambiental, que so6lo representan la punta del iceberg.

Los nuevos productos son el resultado de lo que hoy ya es una tecno-
logia relativamente rutinaria de aislamiento, clonacion y expresion de
genes para adecuar y mejorar las capacidades de las células, de sus genes
y de sus proteinas. Sin embargo, ésta es s6lo la primera etapa de la bio-
tecnologia moderna, ya que la humanidad seguird desarrollando técni-
cas poderosas que permitan cambiar y optimizar procesos industriales
y de recuperacion de ecosistemas contaminados (4, 5).
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Capitulo V
MANIPULACION GENETICA DE ANIMALES
TRANSGENESIS Y CLONACION

H. BARRERA SALDANA
DISENO Y CONSTRUCCION DE LOS PRIMEROS ANIMALES TRANSGENICOS

El funcionamiento de los organismos vivos esta gobernado por conjun-
tos de genes. Diferencias en su contenido, variaciones e incluso la mane-
ra en que se organizan éstos a lo largo de los cromosomas, determinan
las caracteristicas de cada una de las especies. Alterando esta disposicion,
se puede modificar el desempeno original de los organismos. La posibi-
lidad de alterar este proceso puede darse al transferir un gene responsa-
ble de determinada caracteristica en un organismo hacia otro, al cual se
le pretende incorporar la nueva caracteristica. De alli el nombre de orga-
nismo transgénico o genéticamente modificado (oGMm) (1).

Este tipo de tecnologia permite transferir informaciéon genética de
plantas, bacterias o virus hacia otros organismos, combinar genes de ve-
getales con otros vegetales, de animales entre si o de vegetales con ani-
males, superando las llamadas “barreras naturales” que diferencian a
unas especies de otras. Las técnicas para construir microorganismos
transgénicos han sido descritas en capitulos anteriores y en €ste nos con-
centraremos inicialmente en describir las técnicas involucradas en la
construccion de animales transgénicos, y continuaremos con la descrip-
cion del uso de estos organismos.

Los animales transgénicos son aquellos en los que al inicio de su desa-
rrollo embrionario sus genomas fueron modificados por la insercion de
fragmentos de DNA para introducir, eliminar, cambiar o combinar carac-
teristicas genéticas deseables de la misma u otra especie (2). Los anima-
les transgénicos se han empleado por anos para estudiar la funcion de
los genes o para generar modelos de estudio de enfermedades humanas.
También han llegado a convertirse en biorreactores industriales produc-
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tores de biologicos para uso humano, como son las hormonas y otras
proteinas de importancia médica (3, 4); e inclusive se estan empleando
en la produccion de 6rganos, disenados especialmente para transplantes
y que no presentan los problemas del rechazo inmune (5). También han
sido empleados en investigaciones sobre el desarrollo, las patologias y el
diseno de tratamientos, entre otros. Uno mas de los campos donde se
esta investigando intensamente es en el area pecuaria, generando trans-
génicos para el mejoramiento de la calidad y cantidad de los alimentos
de origen animal

En la actualidad, los animales transgénicos atin no han sido tan estu-
diados como sus equivalentes en plantas, que incluso ya estan en el mer-
cado. Sin embargo, resultan muy relevantes por las contribuciones que
aportan al avance del conocimiento de la fisiologia y genética de los ani-
males y sus extrapolaciones a la raza humana.

En ciertos casos, los resultados que arrojan algunos modelos animales
tradicionales empleados para investigar las causas y desarrollo de las
enfermedades del hombre, no han sido favorables (6, 7), y por ello se
tiene que recurrir a realizar la investigacion en otra especie o modelo
con alguna caracteristica especifica; es aqui donde el estudio de los ani-
males transgénicos se diversifica y se profundiza (8).

Los primeros adelantos que hicieron posible la transgénesis animal se
remontan al desarrollo de las técnicas de ingenieria genética para la
construccion de plasmidos recombinantes y de manipulacion y cultivo
de embriones (9). Los primeros ensayos para generar ratones transgéni-
cos tuvieron su inicio en 1980 (10), y consistieron en la inyecciéon de DNA
de raton en uno de los pronucleos (generalmente el masculino por ser
el de mayor tamano) de un cigoto de la misma especie. Con esto se ini-
ci6 una nueva era en la manipulacion genética de embriones de mami-
feros (tabla V.1).

En 1981 se demostro la integracion y transmision estable a través de la
linea germinal de genes inyectados en pronucleos de cigotos de ratén
obtenidos por fertilizacion in vitro (11). El paso siguiente consistio en
demostrar que también se podian obtener ratones transgénicos que
incorporaran en su genoma un gene de otra especie (12). Pero tal vez el
experimento mas dramatico consisti6 en demostrar que el producto de
un transgene, el correspondiente a la hormona del crecimiento (GH),
inducia un cambio fenotipico dramatico en el raton transgénico (13)
(figura V.1).
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TABLA V.1 CRONOLOGIA DE LAS MANIPULACIONES GENETICAS DE MAMIFEROS

Afio Autores Aportacion
1938 Spemann y colaboradores ~ Plantean experimento de transferencia nuclear
1949 Hammond Mantienen embriones de ratén en cultivo
y colaboradores in vitro
1961 Tarkowski Logran ratones quiméricos combinando
y colaboradores embriones
1966 Lin y colaboradores Describen la técnica de microinyeccion en
embriones de raton
1980 Gordon y Ruddle Obtienen los primeros ratones transgénicos por
microinyeccion de ADN en el pronticleo de
cigotos de raton
1981 Evans y Kaufman Obtienen células embrionarias totipotenciales
de ratén
1982 Palmiter y colaboradores Obtienen ratones transgénicos gigantes con el
gene de la hormona del crecimiento de la rata
1983 Palmiter y colaboradores Obtienen ratones transgénicos gigantes con el
gene de la hormona del crecimiento humano
1983 McGrath y Solter Desarrollan una nueva técnica para experimen-
tos de transferencia nuclear en ratén
1985 Hammer Obtienen animales de granja transgénicos
y colaboradores (conejos, ovejas, cerdos) para el gene de la
hormona del crecimiento humano
1987 Thomas y colaboradores Obtienen los primeros ratones “Knock-out”
por recombinaciéon homoéloga
1989 Clark y colaboradores Obtienen ovejas transgénicas con el gene huma-
no del factor IX de la coagulacion de la sangre
1991 Wright Obtienen ovejas transgénicas con el gene huma
y colaboradores no de la l-antitripsina
1991 Eberty colaboradores Obtienen cabras transgénicas con el gene
humano del activador tisular de plasmin6geno
1991 Krimpenfort Obtienen vacas transgénicas con el gene huma-
y colaboradores no de la lactoferrina
1993 Nagy y Rossant Obtienen ratones quiméricos por co-cultivo de
embriones
1993 Sched] Obtienen ratones transgénicos con cromosomas
y colaboradores artificiales de levaduras
1994 Brinster Obtienen ratones transgénicos por transplante
y colaboradores de espermatogonias
1996 Campbell Obtienen clones de ovejas por transferencia
y colaboradores nuclear de células embrionarias en cultivo
1997 Wilmut y colaboradores Clonan ovejas mediante técnicas de transferencias
nuclear de células fetales adultas en cultivo
1997 Schnieke y colaboradores ~ Obtienen clones de ovejas transgénicas por transfe-
rencia nuclear a partir de células fetales diferenciadas
1998 Cibelli y colaboradores Llevan acabo clonacién de vacas transgénicas por
transferencia nuclear a partir de células fetales
1999 Baguisi y colaboradores Reportan la obtencion de cabras transgénicas
1999 Yanagimachi Obtienen ratones transgénicos mediante la co-inyec-

y colaboradores

ci6én de cabezas de espermatozoides y ADN exogeno

Fuente: http://www.prodiversitas.bioetica.org/des18.htm
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Figura V.1

RATONES TRANSGENICOS PARA LA HORMONA DEL CRECIMIENTO
El raton de la izquierda es transgénico al portar el gene de la hormona del crecimiento
de la rata, mientras que el de la derecha no lo es y pertenece a la misma camada.

AUGE DE LA TRANSGENESIS EXPERIMENTAL

Algunos reportes indican que entre 1990y 1999, el nimero de anima-
les transgénicos utilizados experimentalmente se increment6 en mas de
1000%. En contraste, el numero total de los animales utilizados en todos
los campos de investigacion disminuy6 en 17%, durante el mismo perio-
do. Los procedimientos que implican animales transgénicos ahora signi-
fican el 19% de todos los experimentos conducidos en animales (14).

Las estadisticas indican que el método de transgénesis mas utilizado
ha sido la microinyeccion de DNA en el prontcleo de cigotos. Sin embar-
go, la eficiencia es baja, pues una proporcion variable de animales trans-
génicos normalmente no presentan el patron de expresion génica espe-
rado. En algunos casos se detecta expresion ectopica del transgén vy, lo
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que es mas frecuente, su silenciamiento o inactivacion. Asi pues, el inten-
tar comprender como se puede mejorar y optimizar la expresion de un
transgén, no es solo importante desde el punto de vista de la biologia
basica, sino que es de gran relevancia para las aplicaciones en biotecno-
logia y terapia génica, a tal punto de poder decir que solamente de 1 a
3% de los animales tienen las caracteristicas buscadas. La razén de lo
anterior es que la integracion del transgén ocurre al azar en cualquier
lugar del genoma y su expresion es dependiente del nimero de copias e
influenciada por el sitio cromosémico del lugar de insercion (15).

A pesar de que las tecnologias de transgénesis han podido ser extra-
poladas a otras especies, hoy en dia 95% de todos los animales transgé-
nicos son ratones. Sin lugar a dudas los modelos murinos siguen siendo
excelentes alternativas para la investigacion, por contener la mayoria de las
caracteristicas que se requieren en investigacion y por su facilidad de
manipulacion (16).

Por otro lado, hay que tomar en cuenta que, mucha de la controver-
sia que rodea a los animales transgénicos se ha centrado en su explotacion
comercial. El primer animal transgénico que se patent6 fue un onco-ra-
tén generado por la Universidad de Harvard en el ano de 1988 (17).

El onco-raton fue creado insertando el transgen humano de un tumor
de cancer en embriones de raton. Actualmente dicho modelo se utiliza
entre otros para protocolos preclinicos, pero es de resaltar que la patente
esta siendo revocada o al menos cuestionada en varios paises (18).

METODOLOGIA PARA LA CONSTRUCCION DE ANIMALES TRANSGENICOS

La transgénesis es una herramienta muy util para el estudio de la ex-
presion tejido-especifico de genes (19), el desarrollo de modelos de
enfermedades del humano y para fabricar proteinas terapéuticas. Actual-
mente se puede llevar acabo por varias técnicas que presentan ventajas
y desventajas. Dependiendo de lo que se quiera lograr, son los procedi-
mientos a utilizar, que en general se dividen en tres grupos: fisicos, qui-
micos y biolégicos; pero en la mayoria de las ocasiones es comun la utili-
zacion de dos y hasta de tres de estos procedimientos a la vez.

a) Métodos fisicos

Los métodos fisicos de transgénesis se caracterizan por la utilizacion
de adyuvantes como la corriente eléctrica directa (en el caso de la elec-
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troporacion) y ondas sonoras de baja frecuencia (como en el caso de la
sonicacion), por mencionar algunas de las técnicas integrantes de este
apartado. Sin embargo, la técnica mas utilizada tanto para transgénesis
como para clonacion es la microinyeccion directa (20).

Microinyeccion

La técnica de transferencia de genes mas utilizada en mamiferos y que
ha sido mas exitosa es la microinyeccion directa de “DNA desnudo” en los
prontcleos del 6vulo recién fecundado, o en el citoplasma en el caso de
vertebrados inferiores e invertebrados (21) (figura V.2). Una vez realiza-
da la microinyeccion, los 6vulos se introducen en los oviductos de hem-
bras receptoras en las que se han sincronizado las condiciones del ovi-
ducto mediante el apareamiento previo con un macho vasectomizado.
Los ovocitos pueden tolerar la microinyeccion de genes y ser cultivados
in vitro hasta un estado de desarrollo mas avanzado (blastocisto) (22, 23).
La principal ventaja de este método es la facilidad con que se aplica en
una amplia variedad de especies, siendo los ratones los primeros orga-
nismos transgénicos obtenidos mediante este método.

Como se mencion6 anteriormente, el caso que mas atencion llamo a
nivel mundial fue el de los ratones transgénicos gigantes generados al
inyectar en el pronucleo de un cigoto de raton el gene de la rata que co-

Figura V.2
MICROINYECCION DE OOCITOS DE RATON PARA INSERTAR
UN GENE FORANEO
Mientras un capilar succiona para fijar al oocito, otro en forma de aguja penetra hasta el
prontcleo masculino (el mas grande) para depositar la solucion con el gene de interés.
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difica para la hormona del crecimiento. Incluso en otro experimento se
observaron resultados similares cuando al modelo murino se le introdu-
jo por esta técnica el gene humano que codifica para esta hormona (24).

La eficiencia inicial obtenida fue del 2% de integracion génica en el
total de embriones tratados, la que posteriormente ha aumentado a nive-
les del 30%. La obtencién de embriones transgénicos mediante esta téc-
nica también se ha logrado implementar en animales superiores como
vacas (25), ovejas (26), cabras (27) y cerdos (28), pero con eficiencias
bastante menores a las cifras senaladas en ratones.

Sonicacion

La sonicacién es un método relativamente nuevo de transferencia de
genes en protoplastos y en células intactas de vegetales. EI mecanismo
de accion de la sonicacion se cree esta sustentado en las caracteristicas
acusticas de las ondas sonoras, particularmente a bajas energias (29).

Mediante sonicacion se ha introducido de manera eficiente DNA plas-
midico en protoplastos, lograndose una expresion transitoria de un
gene. Aunque no se conoce el mecanismo preciso de permeabilizacion
de la membrana inducido por la sonicacién, el hecho de que pueda ser
utilizada en ovocitos, c€lulas en suspension y fragmentos de tejido, auna-
do a la sencillez del equipo requerido, hacen que esta técnica pueda
tener potencial en el futuro en el area pecuaria. Sin embargo, los efectos
de este proceso involucran la formacion de radicales libres, danos en la
pared celular, alteraciones en la permeabilidad de la membrana, y cam-
bios de tipo fisiologico; por lo que atin esta por verse si esta técnica llego
para quedarse (30, 31).

Electroporacion

El uso de la electroporacion llegé6 a ser muy popular en los anos de la
década de 1980, porque result6 ser una manera excepcionalmente prac-
tica de introducir medicamentos, DNA u otras moléculas en las células. Al
final de esa década, los cientificos comenzaron a utilizar la electropora-
cion para los usos en tejido fino multicelular (32) (figura V.3).

Los blastocistos incorporan eficientemente el DNA del medio si se les
somete a electroporacion. El propio proceso de aislamiento de blastocis-
tos probablemente induce la formacion de células competentes en el
estado adecuado. Si se dispone de poblaciones de blastocistos que con-
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tengan células competentes, el DNA exogeno es integrado facilmente via
recombinacion no-homoéloga (33).

La investigacion ha demostrado que la induccion de electroporos es
afectada por factores importantes, tales como la variabilidad biologica
que pudiera existir entre c€lula y célula, aunque los cambios tanto feno-
tipicos como genotipicos resultaran minimos. Finalmente, tanto el volta-
je, como el tiempo y el didmetro del poro, son también parametros que
se deben considerar al utilizar esta técnica para manipular cada uno de
los diferentes tipos celulares, no s6lo cuando se busca su aplicacion con
fines de transgénesis, sino en todas sus modalidades, pues a pesar de la
poca explotacion que tiene esta técnica, es una de las mas socorridas en
materia de aplicacion (34).

Figura V.3

DIAGRAMA DE FLUJO EN LA ELECTROPORACION
La membrana celular es permeabilizada al DNA y a proteinas por el pulso eléctrico al que
se someten por instantes.
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b) Métodos quimicos

Actualmente se esta disenando una serie de productos, tanto mono-
méricos como poliméricos, utiles en el acarreo del material genético al
interior de la célula, para procesos de transformacion genética.

Fibras

Recientemente se ha descrito un método de transferencia de DNA
mediante fibras que actiian como micro agujas. Este consiste en un bom-
bardeo hacia los tejidos, células y 6rganos con particulas ya sean de oro
o tungsteno cargadas o recubiertas con el DNA, mediante disparos de
helio como si fuera una pistola dirigido hacia el blanco. El bombardeo
del DNA se realiza y se obtiene la expresion transitoria del gene (35, 36).
Este proceso es mas o comunmente conocido por su principio y del cual
se deriva su nombre “gen-gun” o biobalistica.

Aun falta elucidar los mecanismos moleculares que actian en estas
transformaciones, asi como ensayar nuevos materiales fibrosos que incre-
menten la eficiencia del proceso.

Liposomas

Los métodos de transferencia mediados por liposomas ofrecen como
ventaja con respecto a la transferencia directa de DNA, la proteccion con-
tra las nucleasas que proporciona la membrana. Sin embargo, la baja
eficacia de transfeccion, y un cierto grado de toxicidad celular pueden
fungir como desventajas (37).

¢) Métodos biologicos

La generacion de animales transgénicos actualmente es menos com-
plicada gracias a las técnicas de transfeccion celular y a la tecnologia de
transferencia nuclear (38).
Virus

Utilizando la eficiente capacidad de infecciéon de algunos virus (por

ejemplo los adenovirus), se les pueden emplear como vectores para
introducir genes dentro de embriones (39). Esta estrategia ha sido pro-
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bada con resultados interesantes principalmente en experimentos in
vitro con embriones humanos, aunque se tienen también algunas expe-
riencias con embriones de ratones y de aves (40, 41). En el futuro podria
ser una alternativa para el desarrollo de animales transgénicos. Los retro-
virus son capaces de transportar la secuencia génica que se quiera inser-
tar hasta el nicleo de las células receptoras. Sin embargo, como con la
microinyeccion, también aqui el gene se inserta al azar en el genoma
(42). Puesto que el DNA se localiza en distintos lugares en células dife-
rentes, los animales que nacen de esta forma suelen denominarse qui-
meras, pues no siempre expresan completamente la caracteristica que
aporta el nuevo gene insertado, porque no todas sus células lo portan
(43). Por ello, es necesario realizar cruzas y selecciones hasta conseguir
el animal completamente transgénico. La transmision hereditaria del
transgén so6lo es posible si el retrovirus se integra en algunas de las célu-
las germinales.

Vectores espermaticos

La utilizacion de espermatozoides como vehiculo de genes hacia el
interior de los 6vulos, ha permitido obtener animales transgénicos. Se
han realizado varias construcciones en aves (44), peces (45), bovinos
(46) y porcinos (47), con resultados todavia pobres y donde los transge-
nes han sufrido modificaciones severas en su estructura. No obstante,
esta técnica ha dado buenos resultados en ovinos, con mayores rendi-
mientos en la cantidad obtenida de embriones transgénicos y sin modi-
ficaciones aparentes en el genoma (48).

Celulas estaminales

Las células madre, estaminales (CE) o troncales son células indiferen-
ciadas que tienen el potencial de convertirse en cualquier tipo de célula
del organismo. Cultivadas en el laboratorio, las CE se pueden someter a
modificaciones genéticas en forma predeterminada, para conseguir la
eliminacion o sustitucion de un gene completo o de solo un par de
nucleotidos. Esto se logra con la seleccion en los cultivos de aquellas célu-
las en cuyos genomas se efectuaron los procesos de recombinacion dise-
nados por los investigadores para conseguir al objetivo deseado (49).
Las CcE modificadas se inyectan en embriones, en etapa de blastocisto,
y el animal resultante (quimera) se somete a cruzas, buscando que final-
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mente alguno de los espermatozoides positivos para la modificacion
genética fertilice un 6vulo igualmente modificado, con lo que se obten-
dra el transgénico con las caracteristicas deseadas (50).

Este método se ha llevado acabo con éxito en ratones, sobre todo para
generar individuos que carecen de un gene determinado (llamados
“knock out”) y que son muy utiles en investigacion, auque todavia no se
ha extendido a otro tipo de animales superiores (51).

ANIMALES TRANSGENICOS CON FINES DE INVESTIGACION BASICA Y APLICADA

Los genes se pueden alterar artificialmente para cambiar algunos ras-
gos hereditarios de los animales. La modificacion del genoma, ya sea por
la introduccion, inactivacion, retiro o reemplazo de genes en un animal,
brinda posibilidades sin precedente tanto a nivel de investigacion, como
de produccion. Asi, las universidades e institutos de investigacion estan
siendo requeridos por la industria farmacéutica para proporcionarles
animales destinados a realizar estudios clinicos, fabricar proteinas re-
combinantes e intentar modificar 6rganos de animales (principalmente
cerdos), destinados para transplantes o injertos en humanos; aunque
hoy en dia ya existen equipos de investigacion dentro de las propias com-
panias para desarrollar por su cuenta animales transgénicos.

Dentro de los animales transgénicos que se han generado con el pro-
posito de una aplicaciéon destacan las vacas (mejores productoras de
leche), las ovejas (mejores productoras de lana) y los peces (crecen mas
grandes o puedan sobrevivir en temperaturas mas frias de lo normal). En
la actualidad, la investigacion en transgénesis aplicada a la produccion
animal esta siendo abordada en tres temas principales:

a) Modificacion de la utilidad de la leche mediante de la incorporacion
de proteinas foraneas

La produccion de proteinas de interés farmacéutico a partir de indi-
viduos transgénicos, es una alternativa tremendamente interesante para
esta industria, ya que se requieren s6lo unos pocos animales para tales
efectos y el costo de produccion se estima en alrededor de cincuenta
veces menor que los métodos clasicos de produccion de tales compues-
tos (52). Cerca de 50 proteinas heter6logas para uso humano, tales como
caseina, lactoalbimina y proteinas que participan en la coagulacion san-
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guinea, entre otras, se han producido a partir de la leche de conejas
(53), cerdas (54) y cabras transgénicas (55). Sin embargo, ain no han
sido comercializadas porque no son completamente funcionales y se
espera que el perfeccionamiento de las técnicas de transgénesis aplica-
das a distintas especies, permitan que esta estrategia de produccion sea
pronto una realidad en la industria farmacéutica (56) (tabla V.2).

TABLA V.2 PROQUCCION DE PRQTEiNAS RECOMBINANTES EN LA
LECHE DE MAMIFEROS TRANSGENICOS EN DIFERENTES ESPECIES

Animales transgénicos

producidos
Costo en Proteina
dolares producida
Meses estimado en la
% embriones para de cada leche
% inyectados y obtener animal (por
Especie descendencia transferidos la F2 lransgénico lactacion)
Raton 17.3 2.6 7.5 $121 lg
Conejo 12.8 15 17 1Kg
Porcino 9.2 0.9 38 $25000 200Kg
Ovino 8.3 0.9 52 $60 000 100Kg
Bovino 3.6 0.7 100 $546 000 1000Kg

Fuente:http://www.prodiversitas.bioetica.org/des 1.8 htm

b) Mejoramiento de respuesta inmunitaria a ciertas enfermedades

El control de enfermedades en produccion animal se ha realizado tra-
dicionalmente mediante erradicacion, vacunacion y seleccion genética.
El uso de algunas técnicas de ingenieria genética aplicada, tales como la
vacunacion directa con DNA desnudo, parecen ser alternativas interesan-
tes para este proposito (57).

Mejoramiento de ciertas funciones biologicas importantes,
como la reproduccion y el desarrollo

El conocimiento de la ubicacion precisa de un gene y de sus efectos
fisiol6gicos, permitiria aislarlo y transferirlo a otros animales de la misma
u otra especie para mejorar su respuesta productiva. Casos en esta situa-
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cion se encuentran en salmones, donde por ejemplo se aisl6 y transfirié
a huevos fertilizados el gene responsable de la sintesis de la hormona del
crecimiento, lograndose individuos transgénicos que en promedio cre-
cieron de 20 a 30 % mas que los individuos normales (58).

Los modelos en raton son los mds abundantes debido a su facil mane-
jo y sus bajos costos. Un buen ejemplo de su utilidad se refiere al logro
de un equipo de especialistas de la Universidad de Rochester quienes
han creado un tipo de animal manipulado genéticamente que muestra
sintomas similares a los de los pacientes humanos con distrofia muscular
miotonica, que es la forma mas comun de distrofia muscular en las per-
sonas adultas. La distrofia miotonica se caracteriza por una debilidad
muscular progresiva. A menudo, los pacientes la notan cuando los mus-
culos de sus manos se entumecen o cuando les cuesta trabajo soltar la
mano después de un simple apretéon de manos. Gradualmente, los
musculos se debilitan y se desgastan y muchos pacientes llegan a tener
dificultades para caminar, para tragar alimentos y hasta para respirar.
La enfermedad afecta también a los ojos, el corazon y el cerebro. En la
actualidad no hay tratamiento alguno para la distrofia mioténica y los
médicos aun no entienden los mecanismos de como se produce (59).

El raton es el primer modelo animal de esta enfermedad y ha permi-
tido estudiar un mensajero molecular (RNAm), del que hasta ahora no se
sospechaba que pudiera intervenir en la enfermedad, al considerarse un
simple portador de informacion. Los autores de los experimentos infor-
man que sin un modelo animal apropiado, la busqueda del tratamiento
adecuado para esta enfermedad podria llevar anos. La generacion de los
nuevos ratones transgénicos acelerara el proceso del desarrollo para el
tratamiento (60, 61).

Figura V.4

NACIMIENTO DE RATONES GENETICAMENTE MODIFICADOS
A pesar de los avances en multiples especies, los mejores resultados obtenidos se han
logrado con animales de laboratorio (ratones principalmente). Aqui se muestra unos
ejemplares transgénicos para el gene de la proteina verde fluorescente.
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Otra drea en desarrollo de la transgénesis murina que interesa a la
industria farmacéutica, es la relacionada con la evaluacion de los pro-
ductos quimicos que se encuentran en nuestro medio ambiente y de
aquellos que se utilizan como farmacos para tratar enfermedades.
Actualmente estos productos se prueban en animales para saber si oca-
sionan efectos secundarios daninos, lo que se conoce como prueba de
toxicidad o de seguridad. Incluso se estan generando animales transgé-
nicos que llevan genes que los hacen mas sensibles a dichas sustancias.
Esto permitira que los resultados se obtengan de manera mds precisa,
rapida y utilizando pocos animales (62).

E]EMPLOS DE TRANSGENESIS CON FINES COMERCIALES
Porcinos

Ya se han producido cerdos transgénicos para genes humanos rela-
cionados en el sistema de histocompatibilidad, con la finalidad de pro-
porcionar 6rganos para los pacientes que requieren un transplante (63).

Bajo circunstancias normales, un trasplante del 6rgano de un animal
seria rechazado por el sistema inmune de un paciente, pues las células
del 6rgano animal se detectan como extranas y son destruidas. Sin
embargo, insertando genes que sinteticen glicoproteinas idénticas a las
humanas y que sean dirigidas hacia la superficie de las células animales,
se espera que el 6rgano en cuestion sea reconocido como propio por el
sistema inmune del paciente y que no sea atacado por las células que pro-
tegen al cuerpo. Estos cerdos pudieran ser la respuesta a la escasez actual
de 6rganos disponibles para transplantes (figura V.5).

Aunque se han hecho multiples intentos de transplantar 6rganos de
monos (64), la diferencia de tamanos de los 6rganos entre las especies
resulté un serio inconveniente (tabla V.3). Por eso se penso6 en el cerdo
como posible donante.

Hay que ser todavia muy cautos en relacion con las expectativas crea-
das en torno a la utilizacién de cerdos transgénicos como reservorio de
organos para posibles trasplantes (xenotrasplantes) de corazon, rinén o
higado a pacientes humanos. El primer paso que se ha dado ha consisti-
do en la obtencién de cerdos transgénicos capaces de expresar el com-
plejo principal de histocompatibilidad (MHC) humano, eludiendo asi el
rechazo hiperagudo. No obstante, quedan por resolverse ain numerosas
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Figura V.5 i )
CERDO TRANSGENICO CON ORGANOS TRANSPLANTABLES

La creacion y el diseno de modelos transgénicos porcinos alterados en los genes
involucrados en la histocompatibilidad, estd demostrando ser una alternativa via-
ble para la generacién de 6rganos “humanizados” para transplantes.

interrogantes, destacando la posibilidad de que se transmitan al hombre
infecciones virales de origen animal, no descritas previamente (65, 66).

Ovinos

Los pacientes con enfisema pulmonar hereditario necesitan de gran-
des dosis de la enzima o-l-antitripsina para suplir su deficiencia en el
plasma. Por esta necesidad, se han obtenido, por diversos procedimien-
tos, ovejas transgénicas portadoras del gene humano que codifica para
esta enzima, unida al promotor del gene de la B-lactoglobulina, a fin de
que el transgene se exprese exclusivamente en las células de la glandula
mamaria (67, 68).
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~ TABLAV.3
TRANSPLANTE DE ORGANOS DE ANIMALES A HUMANOS

Niimero
) de
Donante Organo Sobrevivencia  transplantes Autor Afo
Chimpancé Rinon Un paciente 12 Reemtsma 1964
nueve meses
Mono mico  Rinén 10 dias 1 Reemtsma 1964
Mandril Rinon 4 dias y medio 1 Hitchcok 1964
Mandril Rinon Un paciente 6 Starzl 1964
dos meses
Chimpancé  Corazén Extirpado 1 Ardi 1964
Chimpancé Higado Un paciente 3 Starzl 1969-74
14 dias
Mono Corazon fracasé (sin 1 Yacoub 1975
datos)
Mandril Corazoén Rechazo 1 BaARNrd 1977
agudo
Chimpancé  Corazén 4 dias 1 BaARNrd 1977
Mandril Corazoén 3 semanas 1 Bailey 1985
Mandril Higado 70 dias 1 Starzl 1992
Cerdo Higado 34 horas 1 Nakowka 1992
Mandril Higado 26 dias 1 Starzl 1993
Mandril Médula El paciente 1 Deeks e 1995
Osea vive, pero el Ildstat 1995
transplante
fracasé

Asi, el grupo escocés que dirige Ian Wilmut microinyect6 mas de 500
cigotos con el DNA de dicho gene hibrido obteniendo un centenar de
crias, de las que cinco (un macho y cuatro hembras) fueron transgéni-
cas. Las ovejas en al lactancia produjeron cantidades reducidas
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(1 mg/ml) de la enzima humana en la leche. Sin embargo, una de ellas
que presentaba un mayor numero de copias del transgén integrados en
su genoma, lleg6 a producir cantidades elevadas (63 mg/ml) durante la
primera semana, para posteriormente estabilizarse en 35 mg/ml.

También se han obtenido ovejas transgénicas portadoras del gene
humano que codifica para el factor IX de coagulacion de la sangre
(antihemofilico), primero mediante la técnica de microinyeccion en el
prontcleo del cigoto del correspondiente gene humano (DNAc), unido
también a un promotor génico de origen ovino, y mas tarde mediante el
uso de la técnica de clonacion por transferencia de nucleos de fibroblas-
tos fetales genéticamente modificados para portar y expresar el citado
transgene (69).

Caprinos

Las cabras también pueden constituirse en buenos biorreactores de
proteinas humanas, puesto que producen cuatro litros de leche por dia
y sus periodos de gestacion y de desarrollo son cortos (cinco y ocho me-
ses, respectivamente).

Se han generado cabras transgénicas portadoras del gene humano
que codifica para el activador tisular del plasminégeno (AtPH), el cual
se le reemplazé su promotor génico por el del gene de la B-caseina de la
cabra. Transgenes de este animal produjeron esta proteina (3 mg/ml)
en la leche. La proteina pudo ser aislada con una gran pureza y una alta
actividad especifica (70).

Bovinos

En 1991, tres grupos de investigacion de Holanda obtuvieron vacas
transgénicas portadoras del gene humano de la lactoferrina, que es sin-
tetizada en la leche del animal. En este caso el promotor génico emplea-
do para dirigir la expresion del transgene en la glandula mamaria, fue el
del gene que codifica para la o-S1-caseina bovina.

Para lograrlo, inyectaron cerca de 1200 prontcleos de otros tantos
cigotos obtenidos por fecundacion in vitro, de los cuales sobrevivieron
cerca de 1 000. A la semana, transfirieron mas de un centenar de embrio-
nes a vacas estimuladas hormonalmente (sincronizadas), quedando 21
de ellas prenadas y s6lo 16 llevaron a término la gestaciéon. Se obtuvo un
macho y una hembra transgénicos. El macho dio positivo para la pre-
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sencia del gene humano en todos los tejidos analizados (placenta, oreja
y sangre), estimandose que era portador de varias copias (5 a 10) del
gene humano (71).

La gran produccion lechera de las vacas (10000 litros/ano, 35 g pro-
teina/litro de leche) las convierte en poderosos biorreactores para la
produccién de proteinas humanas (72). De igual manera la cantidad de
queso que se obtiene de la leche es proporcional al contenido de casei-
na. Se podria sobre-expresar el gene de la caseina para aumentar la can-
tidad de queso por animal modificado genéticamente (73).

También actualmente se puede lograr la expresion del gene que codi-
fica para la lactasa, para tener leche libre de lactosa para las personas que
tiene intolerancia a ésta. La lactasa descompone a la lactosa de tal modo
que es posible que ésta pueda ser absorbida (74).

Aves transgénicas

Los pollos transgénicos pueden usarse para mejorar las lineas existen-
tes frente a resistencia a virus, bacterias, mayor eficiencia de la nutricion,
bajo contenido graso y en colesterol en los huevos, asi como mejor cali-
dad de la carne (75). También podria usarse el huevo como un biorreac-
tor. Por ejemplo se ha propuesto usar la region de control del gene de la
ovalbimina para sobreexpresar la lisozima que es un antibiotico natural
presente en la clara de huevo. La funcion de ésta es evitar la contamina-
cion con microorganismos microbianos en los huevos en procesos de
incubacion y también como un preservativo de comestibles en las indus-
trias alimentarias (76).

Una empresa biotecnologica estadounidense ha conseguido gallinas
transgénicas capaces de poner huevos que sintetizan anticuerpos huma-
nos, constituyéndose en un importante logro cientifico que permitira
producir de manera mucho mads barata farmacos hasta ahora caros y de
dificil produccion (77).

Alafecha, son dos las companias que se han dedicado a la produccion
y explotacion de proteinas humanas en aves: Gene Works, y AviGenics.
Ambas empresas tratan de convertir los oviductos de las aves en bio-
rreactores y afirman que ya han logrado producir proteinas humanas de
interés biomédico en los huevos de gallinas manipuladas genéticamente,
por lo que también hacen mencion de varios centenares de gallinas ge-
néticamente modificadas y un nimero indeterminado de estas aves de
corral especiales ponen huevos con concentraciones variables de un fac-
tor de crecimiento humano.
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Para lograr estas gallinas transgénicas, los investigadores microinyec-
tan genes humanos en el blastodermo de embriones con sélo un dia de
desarrollo, utilizando como vehiculo de transferencia un virus desactiva-
do (78). El objetivo es lograr que los genes humanos insertados alcancen
las células primordiales del blastodermo, que posteriormente se conver-
tiran en células espermaticas y ovocitos. De esta forma se garantizaria
que la manipulaciéon de las gallinas sea heredada a su descendencia.
También aseguran que han producido en gallinas transgénicas el inter-
feron humano, utilizado en el tratamiento del cancer. Sus aves de corral
manipuladas ofrecen una media de 200 huevos al ano, cada uno con una
alta concentracién (100 miligramos) de este farmaco.

La inoculacion con vectores retrovirales deficientes en replicacion dio
origen a pollos (79). Aunque algunas de estas aves transgénicas no pro-
dujeron virus, el uso de retrovirus para incorporar genes en un produc-
to de consumo como alimento humano genera preguntas acerca de ries-
go de contaminacion, reales o imaginarios. Ademas, el tamano del trans-
gene esta limitado a no mas de 8000 pares de nucleé6tidos y la integracion
puede no ser permanente. Se deben buscar métodos alternativos (80).

No hay aiun descritas CE en aves. Sin embargo, las células del blasto-
dermo se pueden remover y luego transfectar con DNA con la ayuda de
lipidos cationicos, para luego ser reintroducidas en el espacio subgermi-
nal del embrién de huevos recién puestos. En este caso, algunas proge-
nies seran mezclas de células (quimeras). Algunas de las células trans-
fectadas pueden llegar a ser parte de las células germinales. Luego se
pueden obtener lineas transgénicas estables a partir de estas quimeras
por ciclos de apareamientos. La proporcion de células donantes se pue-
de aumentar si las células receptoras se irradian previo a la transfeccion.
Al destruirse las células del blastodermo es mayor el aporte celular de las
c€lulas transfectadas para formar la masa del embrion (81).

Peces

Durante los altimos anos un buen namero de estudios han conduci-
do a la generacion de lineas de peces transgénicos (82). En éstas, la
expresion de un gene reportero fue conducida por una variedad de pro-
motores génicos (83). Estas lineas abrieron las verdaderas posibilidades
de que el transgénico se pudiera utilizar para complementar el analisis
genético del desarrollo del modelo a estudiar (84).
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Tres lineas transgénicas de tilapia (Oreochromis niloticus) fueron gene-
radas con una construcciéon que contenia como reportero el gene que
codifica para la B-galactosidasa (lacZ), empalmado con una regién pro-
motora del gene B-actina de la carpa. Estas tres lineas contienen distin-
tos nimeros de genes incorporados, donde los niveles de expresion del
gene lacZ se relacionan con el namero de copias del transgene.

En estas tres lineas fueron observados patrones diferentes de expre-
sion somatica de lacZ. También se observo que la expresion del gene
reportero en peces transgénicos homocigotos era mayor que la de los
transgénicos heterocigotos (aproximadamente del doble). El analisis de
la expresion del gene reportero lacZ demostré que ésta ocurre con inten-
sidad variable en diversos organos (85).

La tecnologia desarrollada para usar peces transgénicos como mode-
los del laboratorio para investigar la biologia del desarrollo, se esta apli-
cando actualmente para acelerar el crecimiento de los animales en gran-
jas acuicolas y mejorar su resistencia a las enfermedades. Gran variedad
de modelos transgénicos de peces se pueden encontrar en laboratorios
alrededor del mundo. La tecnologia actual tiene limitaciones que afec-
tan qué tipos de transgénicos pueden ser desarrollados. Esta se ha limi-
tado a construcciones cortas de genes que se insertan aleatoriamente en
numeros variables de copias en los cromosomas de los especimenes. Esto
genera una dificultad adicional para estabilizar las modificaciones gené-
ticas en una poblacion determinada. Sin embargo, la microinyeccién
sigue siendo la alternativa mas socorrida hasta para estas especies con
pocas expectativas de manipulaciéon. La sobrevivencia después de la
microinyeccién es alta (35-80%) y la produccion de peces transgénicos
va de 10 a 70% (86). El transgene se puede detectar utilizando la técni-
ca de la reaccion en cadena de la polimerasa PCR (87).

Muchos de los estudios iniciales de transgénesis en peces han sido
para ver el impacto de la hormona del crecimiento sobre la velocidad de
crecimiento del pez. En un estudio se introdujo el DNAc de esta hormo-
na bajo el control del promotor del gene de la proteina “anti-freeze” del
pez llamado “ocean pont” y también su senal de poliadenilacion. Esta
construccion se inyecto en salmon atlantico y se comprob6 que efectiva-
mente los salmones crecieron mas rapido. El sistema de expresion en
este caso fue escogido para aumentar la transcripcion de dicha hormo-
na en aguas frias, siendo una construccion apta para todo pez, evitando
incompatibilidades biologicas por el uso de un gene de la hormona deri-
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vado de una especie “no-piscicola”. El comportamiento fisiolégico de
estos salmones transgénicos sera de gran interés en el futuro (88, 89)

(figura V.6).

" F1 transgenij

Figura V.6.
PECES TRANSGENICOS
Se ilustran bagres y carpas transgénicas por el gene de la hormona del crecimiento.

INDUSTRIA BIOTECNOLOGICA DE ANIMALES TRANSGENICOS

La tecnologia para crear animales transgénicos esta mejorando cons-
tantemente y pronto comenzara la reducciéon de sus actuales limitacio-
nes. A su vez, la potencialidad de los animales transgénicos para su uso
biotecnologico estriba en producir grandes cantidades de sustancias de
las que nunca se habia dispuesto con anterioridad, productos que se
obtenian en diminutas cantidades, abaratamiento de los costos de pro-
duccién, mayor seguridad en los productos obtenidos, y mejora de carac-
teres de resistencia a enfermedades.

La biotecnologia ha aplicado estas técnicas experimentales de trans-
génesis y ya se estan estableciendo las primeras granjas farmacéuticas en
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las que se crian ovejas, cabras, vacas o cerdas transgénicas que producen
en su leche proteinas terapéuticas humanas (90).

Las cifras econémicas demuestran la importancia futura de las granjas
farmacéuticas: el mercado de proteinas terapéuticas, que actualmente se
obtienen principalmente mediante fermentaciéon o cultivo de microor-
ganismos o de células de mamiferos, sometidas a modificaciones genéti-
cas, se estima en unos 7600 millones de ddlares anuales y se calcula que
podra llegar a ser de 18 500 millones de doélares al ano (91).

CLONACION ANIMAL

Klon es una palabra de origen griego que significa retono, rama
o brote. En el lenguaje cientifico, es el conjunto de individuos que des-
ciende de otro por via vegetativa o asexual. El clon no es algo nuevo ya
que el fenémeno de la clonacion existe en la naturaleza, paralelamente
ala reproduccion por la via sexual. En el origen de la evolucion, la repro-
duccion de los seres vivos se llevaba a cabo asexualmente, de modo que
los descendientes de los seres microscopicos con los que se inicia la vida,
eran idénticos a sus padres. Biologicamente, pues, nuestros origenes fue-
ron clones.

La clonaciéon de seres vivos ha sido responsable de un avance del
conocimiento cientifico extraordinario que permitird conocer con ma-
yor precision los mecanismos que determinan el desarrollo y la diferen-
ciacion de los seres vivos, en particular de los animales superiores.
Asimismo, sustentara un avance en otras ramas de la ciencia, como la far-
macologia, genética y oncologia, entre otras.

El principio de la clonacién esta fundamentado en la obtencion de
organismos idénticos genéticamente y por lo tanto morfologica y fisiolo-
gicamente muy similares, como en el caso de dos gemelos univitelinos.
Esto ha sido el sueno de muchos ganaderos, que han deseado que todo
su ganado las cualidades de algin ejemplar especial.

METODOS DE CLONACION

En la actualidad los métodos de clonacion son menos problematicos
gracias a la evolucion que han tenido las técnicas de biologia molecular
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y celular. Los métodos de clonacién han sido cuestionados por numero-
sas organizaciones utilizando un sinfin de argumentos, enarbolando
consideraciones bioéticas. Lo cierto es que estos métodos como cual-
quier otro, facilitan y limpian el camino para el entendimiento de la dife-
renciacion celular y para mejoramiento de las especies, a través de la
explotacion de las caracteristicas de cada especie y a la rediferenciacion
del genoma. A continuacion se mencionan los principales enfoques me-
todologicos de la clonacion animal (92).

Disgregacion celular

Se basa en el mismo principio por el que nacen gemelos de forma
natural. Se pueden separar las células de un embrion en las primeras eta-
pas del desarrollo, desde cuando lo integran tnicamente dos células
hasta el estado de moérula. Cada célula separada por ser una célula total-
mente indiferenciada, puede trabajar como un cigoto, lo que le permite
desarrollarse para dar lugar a un individuo completo (93).

Transferencia nuclear

En esta metodologia se toman células embrionarias en fase de moru-
la o blastula obtenidas por disgregacion, se cultivan in vitroy después se
trasladan a ovocitos a los que se les ha quitado el ntcleo. Se provoca la
disolucion de las dos células animales de modo que el nucleo de la célu-
la embrionaria quede en el interior del ovocito, pudiendo éste funcionar
como un cigoto (94).

PRIMEROS EJEMPLOS DE CLONACION DE ANIMALES

Los primeros informes de clonacion fueron en anfibios, siendo una
rana el primer animal clonado en el mundo, experimento realizado en
1952 por investigadores de la Universidad de Pennsylvania, y que por
cierto al avanzar el clon sélo hasta la etapa de renacuajo, se establecio
como dogma la imposibilidad de clonar animales adultos. Luego se
lograron clonar mamiferos superiores como ratones, conejos, ovejas,
vacas y otras especies domésticas. Sin embargo, en todos estos ultimos
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casos no se partié de células provenientes de organismos adultos, sino de
c€lulas embrionarias. Megan y Morag fueron las primeras ovejas clona-
das por medio de esta técnica en 1995 (95) y tiempo después se logro clo-
nar el primer bufalo por el mismo método (96, 97).

‘*ﬁ‘(_...

Oveja que se

desea clonar Implantacion del
y donadora del CCl.‘ﬂ"i embrion en el ttero
nicleo fusionada de la oveja hospedera

del embrién
Fusion de las

células con el
— ’ nicleo
Oveja que doné el mediante

ovulo al que se le descargas
extirpé el nicleo eléctricas

/’ Formacion \
S

Clon de la oveja’
donadora del
nucleo

Figura V.7

TECNICA DE CLONACION DE ANIMALES
Para generar a Dolly, participaron tres ovejas, una doné el material genético (ntcleo
celular), otra el entorno celular (célula sin su propio nucleo) y la iltima gesté al embrion
clonado.

El dogma arriba citado fue superado en el ano de 1997, cuando inves-
tigadores del Instituto Roslin de Escocia anunciaron la clonacion de una
oveja adulta a partir de una de sus células de la glandula mamaria (98,
99). Al producto de este exitoso experimento se le bautizé con el nom-
bre de Dolly. Cuatro meses después estos mismos investigadores origina-
ron a Polly (100) (figuras V.7 y V.8). De cualquier manera, es relevante
senalar que las eficiencias de clonacion de mamiferos a partir de ntcle-
os de células diferenciadas, son extremadamente bajas y que hay mucho
que avanzar para comprender las razones por las cuales se da este caso.
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Figura V.8

LA PRIMERA GENERACION DE MAMIFEROS CLONADOS
La oveja Dolly (a la izquierda del panel izquierdo) fue el primer animal clonado y Polly
(a la izquierda del panel de la derecha) el primer trangénico en serlo.

A estos resultados del Instituto Roslin le siguieron una cascada de
reportes de animales clonados por la técnica utilizada con Dolly. Por
ejemplo, investigadores en EUA anunciaron la clonacién de ratones uti-
lizando células somaticas de roedores adultos y un mes mas tarde, cien-
tificos japoneses de la Universidad de Kinki reportaron la clonaciéon de
cerdos (101).

Asi fue también el caso de la primera ternera llamada Pampa obteni-
da por clonacién que logré sobrevivir al parto con aparente buena salud.
De igual manera nacieron las primeras vacas clonadas transgénicas, que
son copia de Pampa pero poseen el gene de la hormona de crecimiento
humano, con el proposito de que las vacas produzcan durante la lacta-
cion entre 15y 16 litros de leche diarios, conteniendo esta proteina en
el fluido mencionado. Después de un proceso de purificacion, este nue-
vo componente de la leche podria ser destinado a la elaboracion de
medicamentos para el tratamiento del enanismo hipofisario y otras pato-
logias relacionadas (102).

Los resultados sobre los experimentos de clonacion de mamiferos tie-
nen un enorme interés biologico, por lo que respecta al conocimiento
de los mecanismos celulares y moleculares que intervienen en la forma-
ciony en la diferenciacion de estos organismos. Cada vez son mas los ani-
males que han sido clonados para diferentes intereses y con distintas téc-
nicas; sin embargo, no en todas las dreas se avanza con la misma rapidez,
pues en el Centro de Primates de Oregon (EUA) se hizo publico recien-
temente, que un alto porcentaje de embriones de macacos habian sido
sometidos a clonacion sin resultados satisfactorios e incluso nacieron
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varios con malformaciones. No cabe duda de que los monos se resisten
a ser clonados porque al cabo de 135 intentos infructuosos, los cientifi-
cos de este Centro para la Investigacion con Primates comienzan a pen-
sar que clonar simios sera mucho mas dificil que clonar ovejas, ratones u
otras especies menos evolucionadas, y ni qué decir de la clonacion de hu-
manos, a pesar de los anuncios sensacionalistas de finales del ano 2002.

Dichos resultados llevan a la conclusion inicial de que las técnicas
hasta hoy utilizadas en la clonacion no han funcionado en animales mas
evolucionados, como los monos. El Centro antes mencionado publica
estadisticas con respecto a la suerte de los embriones sometidos a los pro-
cesos de clonacion, destacando que el porcentaje de fusion entre la célu-
la y el nucleo donante es de un 75%, pero que al pasar al proceso de
implantacién en las madres sustitutas termina el éxito del experimento,
siendo los embriones clonados abortados al poco tiempo de la implan-
tacion.

De poderse llevar a cabo la clonaciéon de monos, éstos serian candida-
tos idoneos para poder experimentar por ejemplo con la ansiada vacuna
contra el sida, entre otras. Los monos también se resisten a la transgéne-
sis. Tal es el caso de ANDi que ahora es el unico fruto de 224 intentos
para lograr el primer primate modificado genéticamente, lo que da una
idea de lo dificil que ha sido crearlo (103). El gene extra que tiene ANDi
se utiliza como marcador (el gene que codifica para la proteina verde
fluorescente); sin embargo result6 que en este caso no genera la fluo-
rescencia esperada aunque se ha demostrado que efectivamente es trans-
génico para este gene (figura V.9).

No se sabe por qué ANDi no expresa el gene de forma observable, y se
piensa que quizas lo haga cuando crezca, aunque también es posible que
esté ya produciendo la proteina correspondiente pero en muy poca can-
tidad.

Los monos son mucho mas parecidos a los humanos que cualquier
otro animal de laboratorio y tienen ciclos hormonales mensuales pu-
diendo sufrir de cancer de mama como las mujeres. Es por eso que un
numero limitado de monos modificados podrian ayudar a avanzar en la
lucha contra el cancer. Sin embargo, la introduccion de genes humanos
en especies tan proximas genéticamente como son los monos, puede
también plantear reparos éticos. En teoria, las modificaciones genéticas
se transmitiran a los descendientes, es decir, se actiia sobre la linea ger-
minal, algo que ha estado siempre vedado en los experimentos de tera-
pia genética en humanos.
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Figura V.9

“ANDi”

El primer mono transgénico creado en el mundo, a cuya linea germinal se le introdujo el
gene de la proteina verde fluorescente.

APLICACIONES DE LA CLONACION

Amplias son las aplicaciones en que se vislumbra la utilizacion de la
clonacion, y a continuacion se senalan algunas de las areas de impacto.

- Produccion pecuaria. La clonacion permitird obtener copias de ani-
males de alto valor productivo y con mejores condiciones zootécni-
cas, tales como mayor produccion de leche, mejor calidad de carne,
mayor velocidad de crecimiento, etcétera.

- Sanidad animal. Se podran copiar aquellos especimenes que demues-
tren mayor resistencia a ciertas enfermedades del ganado.

« Resguardo y salvaguarda de especies animales en peligro de extincion. Por
ejemplo, el Instituto de Investigaciéon de Ganado de Taiwan clon6 en
1991 cinco cerdos de una especie en extincion. A partir de esta expe-
riencia se espera que la preservacion de variedades unicas por
medio de la clonaciéon permitira hacer frente a problemas de la
extincion de especies por diferentes motivos, como el calentamien-
to global, la contaminacion y las nuevas enfermedades.
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- Biofarmacologia. Combinando la clonacién con la modificacion gené-
tica de animales se puede evitar el arduo trabajo que representa vol-
ver a generar un organismo genéticamente modificado o transgéni-
co. Hay que tener en cuenta que, por ejemplo, una sola vaca leche-
ra clonada y transgénica puede producir cada ano unos 80 kilogra-
mos de albimina humana, una proteina muy importante de la san-
gre cuya demanda anual es de mds de 600 toneladas destinadas al
tratamiento de quemados y diversos traumatismos.

- Nutricion. La leche de la vaca es excelente para el ternero pero no
necesariamente para los bebés humanos. En este sentido, podrian
reemplazarse ciertas proteinas de la leche vacuna por otras propias
de los humanos para aumentar su valor nutritivo o evitar reacciones
alérgicas. La clonacion de estas vacas transgénicas potenciaria sus
ventajas.

- Xenotransplantes. La clonacion de animales transgénicos permitira
obtener de ellos 6rganos como corazon, rinones e higado que pue-
dan transplantarse a los humanos. En la actualidad se esta trabajan-
do con cerdos a los cuales se les adiciona en su informacion genéti-
ca proteinas humanas para enganar al sistema inmune de las perso-
nas y que no reconozca Como cuerpos extranos a los 6rganos trans-
plantados de los porcinos. Se estima que el mercado de este tipo de
transplantes moverd alrededor de seis mil millones de dolares.
Ademas de la obtencién de 6rganos, podran usarse animales clona-
dos y transgénicos como fuente de células que seran de utilidad en
el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas humanas,
como el mal de Parkinson o Alzheimer y otras patologias como la
artritis o la diabetes.

De todas formas, la idea de usar animales transgénicos clonados para
cualquiera de sus aplicaciones ligadas a seres humanos, esta en el centro
de una gran polémica debido a riesgos potenciales. Por el momento no
existen evidencias cientificas de esto, pero tampoco nadie se anima a ase-
gurar qué pueda suceder en el futuro con estos organos de animales
“humanizados”, aunque las ventajas virtuales son obvias. Ciertamente, el
mayor riesgo se encuentra en el drea de xenotransplantes, pues el riesgo
de contagio y aparicion de enfermedades hasta ahora desconocidas es
alto.
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REESCRIBIENDO LA HISTORIA NATURAL

El desarrollo de las técnicas de clonacion aparentemente ha arrojado
por la borda uno de los principales dogmas de la biologia reproductiva
por el cual se afirmaba que el crecimiento celular s6lo podia darse en
sentido unidireccional en la naturaleza. Luego que se fusionan el 6vulo
y el espermatozoide para dar lugar al cigoto, las células de éste comien-
zan a dividirse en dos, cuatro, ocho, y asi sucesivamente hasta formar una
esfera similar a una pelota de futbol con muchos gajos, llamada mérula.
Cada una de esas c€lulas embrionarias posee la capacidad de transfor-
marse, o diferenciarse, en cualquiera de los tipos celulares que integran
los tejidos del futuro ser vivo. O sea que a partir de esas células se forman
las células musculares, nerviosas, epiteliales y el resto de las que integran
el organismo.

La capacidad que tiene una célula embrionaria para diferenciarse en
otras mas especializadas se conoce como totipotencialidad. Esto quiere
decir que s6lo unas cuantas de estas células almacenan toda la informa-
cion suficiente para crear un nuevo ser. Durante muchos anos se penso
que una vez que las células totipotenciales se diferenciaban en una linea
celular con una funcion mas especifica, por ejemplo una célula muscu-
lar, ya no podian dar marcha atras o frenar la diferenciacion.

La clonacion de seres vivos lograda en el laboratorio a partir de célu-
las de animales diferenciados, aparentemente cambi6 esta considera-
cion. Ahora es posible lograr que una célula adulta se reprograme, es
decir se desdiferencie, y vuelva a comenzar con el proceso de division
celular que conducira a un nuevo individuo con caracteristicas genéticas
idénticas a su madre, es decir un clon.

Sin embargo y para concluir senalando que atn falta mucho que
conocer, vale la pena insistir en lo siguiente. Ciertamente, de la expe-
riencia acumulada durante el desarrollo de las técnicas de clonacion y de
los productos de estas tecnologias, es posible senalar que estos métodos
siguen siendo poco eficientes para generar animales clonados, sobre
todo si los nucleos que se utilizan para producir los nuevos animales pro-
vienen de células diferenciadas, como el caso de Dolly. Ademas, el hecho
de que no se hayan podido obtener primates clonados, después de
muchisimos intentos, también indica que la posibilidad de clonar ani-
males con sistemas nerviosos mas diferenciados como los primates,
hacen menos factible este proposito. Asimismo es importante senalar la
necesidad de llevar a cabo un conjunto de analisis mas detallados y cui-
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dadosos a nivel celular y nuclear, para conocer qué tan normales son los
animales producidos por las técnicas de clonacion.

Finalmente, la baja eficiencia en la produccion de animales clonados,
debida a la muerte prematura de muchos de los productos, senala que
puede haber anormalidades durante los procesos de diferenciacion, en
diferentes etapas del desarrollo del animal, resultado de estas tecnolo-
gias. Estas anormalidades pueden ser, a su vez, el resultado de problemas
técnicos relacionados con la manipulacién (y posible dano) de los nu-
cleos, pero también con problemas existentes a nivel biologico, en el sen-
tido de que una célula diferenciada tiene que reprogramarse genéticay
epigénitamente para poder dar lugar a un proceso de diferenciacion que
permita la formacion de un animal normal. Hay, pues, todavia mucho
que investigar.
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CAPITULO VI
PLANTAS TRANSGENICAS

L. HERRERA-ESTRELLA
M. MARTINEZ TRUJILLO

LA IMPORTANCIA DE LAS TECNICAS DE FITOMEJORAMIENTO
PARA INCREMENTAR LA PRODUCCION AGRICOLA

La permanente necesidad de disponer de satisfactores que atiendan las
demandas humanas de alimento, vestido y obtencion de materias primas
para la elaboracion de diversos productos, ha sido la causa de que, desde
el surgimiento de la agricultura, las plantas de interés para el hombre
hayan sido cultivadas, seleccionadas y consecuentemente mejoradas en
caracteristicas tales como mayor rendimiento, calidad nutricional, facili-
dad de cultivo y resistencia a los agentes bioticos o abioticos que las afectan.

El fitomejoramiento tiene sus bases en los experimentos realizados
hace mas de un siglo por Gregor Mendel, en los que concluy6 que las
caracteristicas de los organismos estan dadas por factores discretos here-
dables (genes), y no son resultado, como se creia anteriormente, de la
mezcla azarosa de las cualidades de los progenitores. Con este conoci-
miento comenzo, entre los cultivos de mayor importancia, el método tra-
dicional de produccion de cultivares mejorados mediante cruzas dirigi-
das entre individuos, de la misma especie o de especies estrechamente
relacionadas. Los individuos sobresalientes son seleccionados en ciclos
subsecuentes de cultivo, hasta que después de numerosos eventos de cru-
zasy retrocruzas, aunadas a laboriosas pruebas de campo, se obtiene una
generacion portadora de la caracteristica deseada que es reconocida
como una nueva variedad. Todo el proceso de seleccion va acompanado
de colectas, tanto de semillas como de plantas completas, que son alma-
cenadas en bancos de germoplasma quedando a disposicion para poste-
riores usos. Cabe destacar que una importante limitante de todo proyec-
to de produccion de nuevas variedades vegetales es la incompatibilidad
sexual entre las especies de plantas seleccionadas como progenitores y
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que si la divergencia genética entre las especies involucradas es muy
grande, la probabilidad de obtener semillas viables de tal cruza es dema-
siado baja y mayor sera el numero de generaciones requerido para incor-
porar en la progenie el caracter elegido.

La técnica descrita, también conocida como fitomejoramiento tradi-
cional, se ha empleado ancestralmente y sus logros resultan innegables.
Sin embargo, dichos métodos, ademas de resultar ya insuficientes para
incrementar la produccion agricola a un ritmo que permita satisfacer la
creciente demanda de alimentos impuestas por el permanente creci-
miento demografico, tienen el inconveniente de haber producido varie-
dades vegetales extremadamente dependientes de agroquimicos, cuyo
uso desmedido impacta negativamente al ambiente.

Los objetivos principales de los programas de fitomejoramiento actua-
les siguen siendo aumentar el rendimiento, disminuir las pérdidas oca-
sionadas por plagas y enfermedades y reducir los costos de produccion.
Sin embargo, ahora también se tiene interés de emplear los cultivos agri-
colas para generar productos de alto valor agregado para usos en la in-
dustria quimica, alimenticia y farmacéutica. Asi, hoy en dia la ingenieria
genética, definida como la manipulacion en el laboratorio de la infor-
macion genética de un organismo utilizando las técnicas de la biologia
molecular, se presenta como una poderosa alternativa para obtener cul-
tivares transgénicos que superen en su productividad y calidad a sus con-
trapartes obtenidas por métodos tradicionales.

La ingenieria genética permite el acceso y la manipulacion directa de
la informacion genética de cualquier ser vivo, e incluso posibilita la cre-
acion de genes sintéticos. Por ello, esta tecnologia, rompe con las barre-
ras impuestas por la incompatibilidad sexual y hace posible introducir en
plantas, genes provenientes no solo de otras especies vegetales evolutiva-
mente distantes, sino incluso de hongos, virus, bacterias y animales; esta
modificacion se lleva a cabo en un ciclo. Lo anterior se basa en el prin-
cipio de que el codigo genético de los organismos vivos es universal. Es
por ello que la obtencion de plantas transgénicas (portadoras de un
gene ajeno o heterologo) empleando alguna de las técnicas disponibles
para tal efecto, representa hoy en dia uno de los medios mas versatil y
preciso para producir variedades vegetales mejoradas.
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METODOS DE TRANSFORMACION GENETICA DE PLANTAS

Con las metodologias del DNA recombinante ahora es posible la pro-
duccion de organismos modificados genéticamente o transgénicos, en
los que se han insertado genes heterologos mediante su manipulacion
en el laboratorio. Particularmente en plantas, el poder introducir nueva
informacion genética requiere que se cumpla con los siguientes dos
requisitos: a) disponer de un método para la regeneracion in vitro de la
especie de interés, y b) contar con un método de transformacion efi-
ciente para la misma.

Puesto que las técnicas de cultivo de tejidos hacen posible que a par-
tir de cualquier célula o tejido se puedan regenerar plantas completas,
su uso resulta indispensable para la regeneracion de individuos transgé-
nicos que contengan la nueva informacion genética. En lo que a trans-
formacion se refiere, es necesario contar con un método que permita
tanto la introduccion del material genético que se pretende incorporar,
como su integracion estable, funcional y heredable en el genoma vegetal.

Las plantas transgénicas que se han logrado obtener a la fecha, pro-
vienen del uso de diversos métodos de transformacion genética. Entre
ellos se tiene un método biologico y por lo tanto natural, basado en el
empleo de una bacteria que vive en todos los suelos del mundo llamada
Agrobacterium tumefaciens. Debido a que inicialmente se penso que el sis-
tema basado en Agrobacterium solo se podia aplicar a un nimero limita-
do de especies vegetales (ahora se sabe que puede no sé6lo transformar
todas las especies vegetales sino también otros organismos como hon-
gos), surgio la necesidad de desarrollar métodos de transformacion ge-
nética alternativos. Entre estos métodos alternativos se pueden mencio-
nar protocolos fisicoquimicos de transformacion directa, como la elec-
troporacion de protoplastos y los tratamientos con polietilenglicol y clo-
ruro de calcio, y métodos fisicos, como el bombardeo con microparticu-
las recubiertas de DNA.

El primer método disenado para la transformacion de células vegeta-
les, que ha resultado el mads exitoso y por consecuencia el mas usado, sur-
gi6 del estudio detallado del mecanismo de infeccion de la bacteria fito-
patogena Agrobacterium tumefaciens. Desde entonces, los esfuerzos fueron
enfocados a conocer los mecanismos de transferencia de este DNA, con la
idea de adecuar este sistema para transferir genes a plantas.

Estudios orientados a establecer la funcionalidad de genes provenien-
tes de otros organismos en sistemas vegetales, mostraron que los genes
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procariénticos o eucarionticos heter6logos intactos no son reconocidos
por la maquinaria de la planta, y por consiguiente, no son expresados.
Esto llevo a la conclusion de que la expresion de genes heterdlogos en
sistemas vegetales, s6lo seria posible si las secuencias codificantes de los
genes foraneos se colocaban bajo el control de senales transcripcionales
funcionales en plantas.

El primer ejemplo exitoso de la expresion de un transgén en células
vegetales fue reportado en 1983 (1) y al ano siguiente se obtuvo la pri-
mera planta de tabaco transgénica disenada por ingenieria genética,
tomandose estos avances como el nacimiento de la época del fitomejo-
ramiento agricola por ingenieria genética.

La supuesta incapacidad de Agrobacterium para infectar plantas mono-
cotiledéneas, limité por mucho tiempo la transformacién de cultivos tan
importantes como arroz, trigo y maiz. Este hecho impuls6 la busqueda
de técnicas alternativas y asi surgieron la introduccion de DNA a cé€lulas
desprovistas de pared celular (protoplastos), utilizando sustancias per-
meabilizantes de la membrana plasmatica, como el polietilenglicol, la
aplicacion de pulsos eléctricos de alto voltaje que abren poros en la mem-
brana (electroporacién) y la microinyeccion, que no es otra cosa que la
introduccion directa de DNA en el nucleo de las células vegetales. La apli-
cacion de estos métodos ha sido muy limitada, ya sea por las inconve-
niencias que representan el poder regenerar plantas completas a partir
de protoplastos o por lo dificil e impractico que resulta utilizar la mi-
croinyeccion con fines masivos y comerciales.

Las dificultades para la transformacion de cereales fueron vencidas
cuando, en 1987, se disené un acelerador de particulas con el cual es
posible bombardear células o segmentos de tejido vegetal con micropar-
ticulas recubiertas de DNA. Este método, también conocido como bioba-
listica, que permiti6 la transformacion de maiz y arroz, también se ha
empleado exitosamente para transformar diferentes especies vegetales
de gran importancia alimenticia a escala mundial.

EL SISTEMA DE AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

A. tumefaciens 'y A. rhizogenes, son bacterias que viven en la mayoria de
los suelos y que infectan a un gran namero de especies vegetales. Tales
bacterias son los agentes causales de las enfermedades denominadas
“agalla de la corona” (A. tumefaciens) y “raiz pilosa” (A. rhizogenes), que se
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caracterizan por la formacion de un tumor (“agalla de la corona”) o por el
crecimiento anormal de raices (“raiz pilosa”), alrededor de zonas heridas.
El estudio detallado de estas enfermedades puso de manifiesto que
Agrobacterium representa al ingeniero genético de la naturaleza, ya que su
mecanismo de infeccién, que inicia con la penetracion de las bacterias a
las plantas a través de heridas, se caracteriza porque el microorganismo
inserta un segmento de su DNA, denominado T-DNA (DNA transferido), en
el genoma de las células infectadas. Dicho T-DNA, contenido en plasmidos
llamados Ti (inductor de tumores) en A. tumefaciens, y Ri (inductor de
raices) en A. rhizogenes, contiene tanto genes responsables de la sintesis
de reguladores del crecimiento vegetal, causantes del crecimiento anor-
mal tipico de las enfermedades causadas por estas bacterias, como genes
para la sintesis de productos inusuales nitrocarbonados denominados
opinas, que el microorganismo utiliza como alimento para su desarrollo
y reproduccion. En el mecanismo infectivo descrito, sobresale que los
genes de origen bacteriano contenidos en el T-DNA, no s6lo son capaces
de integrarse en el genoma vegetal, sino que una vez integrados, son pro-
cesados eficientemente por la planta para producir proteinas funcionales.
Varios grupos de investigacion sacaron ventaja de este conocimiento
y en el laboratorio se dedicaron a modificar los plasmidos Ti/Ri, conser-
vando en ellos las secuencias necesarias para la transmision e integracion
del DNA en el genoma vegetal, pero removiendo los genes bacterianos
responsables de la formacion de tumores o raices (cepas no oncogénicas
o desarmadas). Es posible entonces integrar genes heterélogos entre las
secuencias de integraciéon del TDNA, para que sean transferidos a los ge-
nomas de las plantas tratadas con Agrobacterium. Los bordes del T-DNA han
sido transferidos a plasmidos relativamente pequenos (8-10 Kb) para
poder insertar mas facilmente los genes heter6logos; éstos han sido
denominados vectores binarios. De tal modo, la produccion de plantas
transgénicas se logra “infectando” con cepas de Agrobacterium desarma-
das y vectores binarios, segmentos de una planta, que pueden ser de
hoja, tallo o cotiledén, a partir de los cuales, mediante un proceso de re-
generacion por cultivo de tejidos, se recuperan plantas completas.
Durante el proceso de transformacion frecuentemente se presentan
eventos, como los efectos de la region genomica donde ocurre la inser-
cion y el nimero de genes integrados, que alteran la expresion de los
genes transferidos. Por tal razén, para garantizar que se recuperen plan-
tas que expresen el transgén en un nivel adecuado al fin especifico que
se persigue, por ejemplo, la cantidad suficiente de bioinsecticida para
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matar un insecto, y evitar usar plantas que hayan sufrido alteraciones
debidas a la insercion del T-DNA, usualmente se obtienen entre 50 y 100
eventos independientes de transformacion. Las diferentes plantas obte-
nidas a partir de estos eventos independientes de transformacion son
extensivamente probadas, primero a nivel de laboratorio e invernadero
y después a nivel de campo, para poder identificar una o pocas plantas
que expresan de la manera deseada la nueva caracteristica genéticay que
se comporten de manera indistinguible de la planta original a nivel de
campo en todas sus propiedades agronomicas y alimentarias.

El sistema de transformacion de plantas basado en Agrobacterium, sigue
siendo la primera opcion cuando se piensa en recuperar plantas trans-
génicas de una especie sobre la que no existen antecedentes al respecto.
La técnica ha sido aplicada con éxito para obtener plantas transgénicas
de un gran nimero de especies vegetales dicotiledoneas y, recientemen-
te, se ha logrado con €l la transformacion de maiz y arroz, por lo que se
sugiere que el sistema es susceptible de emplearse para transformar cual-
quier especie vegetal (figura VL.1).

A. tumefaciens

DNA HETEROLOGO (cepa desarmadi