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Prologo

Este libro se basa en otro anterior de titulo
Ingenieria genética y transferencia génica. Tanto
aquél como éste abordan los principios de mani-
pulacion genética, clonaje y transferencia de ge-
nes en distintos sistemas: bacteriano, de levadu-
ras, animal y vegetal. Describen asimismo las
técnicas de produccion de animales transgénicos
y clonicos, analizando las aplicaciones y proble-
mas que de todo ello se pueden derivar. También
analizan la posibilidad de utilizar plantas transgé-
nicas como fuente de antibidticos, vacunas o plas-
ticos biodegradables. En este Curso de Genética
Molecular e Ingenieria Genética se revisan y ac-
tualizan los conceptos, técnicas y aplicaciones de
la manipulacion genética y la transferencia de este
material entre organismos dispares. Las noveda-
des son numerosas de principio a fin. Asimismo,
la posibilidad de obtener el texto con las ilustra-
ciones a todo color en la version digital permite
clarificar y amenizar las ilustraciones, complejas
en algunos casos. El conocimiento de que aproxi-
madamente el 80% del genoma esta implicado de
modo directo o indirecto en la regulacion de un
3% que representan los genes que se traducen a
proteinas es novedad; como el 17% restante se
puede asignar a restos de retrovirus, transposones
o secuencias cuya funcion se esta investigando
(Piwi, por ejemplo), no queda mucho sitio para el
ADN «basura» que, hasta no hace mucho, repre-
sentaba la mayor parte de los genomas de mami-
feros. Un capitulo dedicado a la recombinacion es
también novedad; este tema tan basico e intere-
sante no siempre esta presente como tal en libros
generales de biologia molecular e ingenieria gené-

© Ediciones Piramide

tica y, sin embargo, toda la manipulacién genéti-
ca, transposicion o la integracion de virus es pura
recombinacion. La mutagénesis controlada a ni-
vel de genomas completos con la produccién de
bacterias totalmente sintéticas nos ha llegado sin
previo aviso. La terapia génica esta recogiendo sus
primeros €xitos como opcién terapéutica en algu-
nas enfermedades monogénicas y la cirugia geno-
mica nos llama a la puerta, muy decidida a entrar.
Los animales transgénicos, clonicos y clonico-
transgénicos avanzan a buen ritmo hacia las gran-
jas especializadas para la produccién de carne,
leche modificada u érganos para trasplantes. La
terapia celular y la clonacién terapéutica son la
gran promesa de la medicina regenerativa, aun-
que aun quedan algunos problemas por resolver.
La transferencia génica en plantas es responsable
de los cultivos transgénicos que tanto debate ha
generado y aun genera, pero las plantas transgé-
nicas con maduracion controlada de flores y fru-
tos, semillas hibridas a gran escala o resistentes a
herbicidas estan entre nosotros para quedarse
porque, aunque no resuelvan todos los problemas
de la alimentacion humana, pueden paliar alguno
de ellos.

Es mi deseo que este libro represente una ayu-
da y un estimulo para el estudiante, el estudioso y
el curioso.

Quisiera expresar mi mas profunda gratitud a
José Antonio Pérez por muchas de las ilustracio-
nes de este libro. Siempre es un placer dar las gra-
cias a los colegas que han revisado generosamente
algunos de los capitulos de esta obra aportando
numerosas y acertadas sugerencias. Estoy espe-
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cialmente agradecida a Fernando Carrasco por
todo lo referente a secuenciacién y a Antonio Ji-
ménez por la exhaustiva y magnifica revision del
capitulo de levaduras. Finalmente estoy en deuda
permanente con Juan Antonio Garcia Alvarez que
no solo contribuye desinteresadamente en la do-
cencia de la UAM todos los afos, sino que ha
revisado y aportado mejoras sustanciales en el ca-
pitulo de transferencia génica a plantas. Mi agra-

decimiento a la Universidad Auténoma de Ma-
drid, donde ejerzo la docencia desde hace muchos
afios, a mis colegas del Departamento de Biologia
Molecular y a los alumnos, a quienes dedico este
libro.

Madrid, febrero de 2014.

MARTA IzQUIERDO RoOJO
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ADA
ADN
ADNasa
ADNpol
AMP
Amp
ARN
ARNasa
ARNIi
ARNm
ARNnc
ARN-pi
miARN
ARNr
ARNt
BrdU
CAB
CAL
CAM
CaMV
cat

cis

CEN
CRISPR

Csc
DHF
dhfr
DIG
EDTA
El
EPO
FACS

gfp

GGTAI
GMP

Abreviaturas

Enzima deaminasa de adenosinas.

Acido desoxirribonucleico.

Desoxirribonucleasa.

Polimerasas de ADN.

Adenina monofosfato.

Ampicilina.

Acido ribonucleico.

Ribonucleasa.

Acido ribonucleico de interferencia.

Acido ribonucleico mensajero.

Acido ribonucleico no codificante.

ARN de interferencia asociado a la proteina nuclear Piwi.
Micro-ARN.

Acido ribonucleico ribosomal.

Acido ribonucleico de transferencia.

Bromodesoxiuridina.

Cromosoma artificial de bacteria.

Cromosoma artificial de levadura.

Cromosoma artificial de mamifero.

Version anglosajona del virus del mosaico de la coliflor, Cauliflower mosaic virus.
Gen correspondiente a la enzima cloranfenicol acetiltransferasa.
Actuacion sobre la misma unidad fisica de ADN o cromosoma.
Centromero.

Del inglés: clustered regularly interspaced short palindromic repeat. Region cromo-
somica rica en elementos repetidos.

Células troncales tumorales, del inglés cancer stem cells.

Dihidrofolato.

Gen que codifica la enzima dehidrofolato reductasa.

Digoxigenina; hapteno esteroideo.

Etilen-di-amin-tetra-acido-acético, agente quelante de iones divalentes.
Elemento de iniciacion del ARN (levaduras).

Eritropoyetina.

Del inglés: fluorescence-activated cell sorting.

Gen que codifica la proteina verde fluorescente; del inglés, green fluorescente
protein.

Gen que codifica la enzima o1, 3-galactosil-transferasa (al,3GT).
Guanina monofosfato.
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gus
HAT
he

Hfr F*

higro
HUVEC
IRES

iPS
i-tetrVPI16
tkHs
HXGPRT
Ig

IMP
IRES

kb

kD
KO
lac
LDM
leu

LHh
luc
mgb
MLV
MSC
MTX
ng
neo

ORF

paf
PAM

pBR
pCL
PCR
PEG
pg
PIT
PM
pRL
PTF
puro

pVV
RCP

Gen correspondiente a la enzima S-glucuronidasa.

Hipoxantina, aminopterina y timina.

Gen correspondiente a la hormona de crecimiento.

Alta frecuencia de recombinacion, del inglés, high frequency of recombination, por-
tador del factor F de fertilidad.

Gen que codifica la quinasa de higromicina.

Células endoteliales de cordon umbilical humanas.

Del inglés, internal ribosome entry site, lugar de entrada de los ribosomas.

Células troncales pluripotentes inducidas, del inglés: induced pluripotent stems.
Gen fusion del represor de la tetraciclina con el activador VPI6.

Gen correspondiente a la enzima quinasa de timidinas del virus Herpes simplex.
Hipoxantina-guanina-fosforribosil transferasa.

Inmunoglobulina.

Inosina monofosfato.

Secuencia de iniciacion interna para ribosomas.

1.000 bases para sistemas monocatenarios (ARN) y 1.000 pares de bases para sis-
temas bicatenarios (ADN).

Kilodaltons, unidad de tamafio de proteinas equivalente a 1.000 Daltons.

Del inglés: knock out, dejar fuera de combate, eliminar.

Gen correspondiente a la enzima B-galactosidasa.

Leucodistrofia metacromatica.

Gen que codifica por la enzima B-isopriomalato dehidrogenasa, indispensable en la
biosintesis de leucina.

Lactoferrina humana.

Gen que codifica por la luciferasa.

Megabase (1.000 kb).

y-retrovirus, del ingles: morine leukaemia virus.

Células troncales mesenquimales humanas.

Metotrexato.

Nanogramo, 10~ gramos.

Gen que codifica la enzima neomicina-acetiltransferasa. Confiere resistencia a los
antibioticos: neomicina, kanamicina y G418.

Del inglés: Open Reading Frame, pauta de lectura abierta sin codones de terminacion.
Gen correspondiente a la proteina anticongelante de la faneca.

Plasmido artificial de mamiferos.

Pares de bases.

Plasmido de Bolivar y Rodriguez.

Plasmido centromérico de levaduras.

Reaccion en cadena de la polimerasa (version anglosajona).

Polietilen-glicol.

Picogramo, 10 '? gramos.

Regidn posterior a la iniciacion de la transcripcion.

Proteina de movimiento.

Plasmido de replicacion en levaduras.

Polimorfismo en el tamafio de fragmentos de restriccion.

Gen que codifica la enzima puromicin-acetiltransferasa, confiere resistencia al an-
tibidtico puromicina.

Promotor del virus de la vacuna.

Reaccion en cadena de la polimerasa (version en castellano).

Unidad Svedberg para medir el coeficiente de sedimentacion de una particula so-
metida a centrifugacion. Las unidades S no son aditivas.
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SA
SCID
SD

St
SIDA
SIE

SIT
SRA
ssb

STE
SUR
SV40
TALEN
tat

TEL
THF

tk
TMN, TMF
™V
Tn
trans
TRI
TRL
TRP
UAS
URA
VAA
VHS
VMP
VP16
VPNACc
VTMR
WAS
XMP
XGPRT
YAC
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Secuencia activadora en levaduras.

Sindrome de la inmunodeficiencia combinada severa.

Secuencia Shine y Dalgarno de iniciacion de la transcripcion en bacterias.
Spodoptera frugiperda.

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

Secuencia de iniciacion de empalme.

Secuencia de iniciacion de la transcripeion.

Secuencia de replicacion auténoma.

Proteinas de unién a ADN de hebra sencilla, del inglés: single stranded binding.
Secuencia de terminacion de empalme.

Secuencia de union al ribosoma en bacterias.

Virus de los simios 40.

Del inglés: transcription activator-like effector nucleases.

Gen tetraciclina-acetiltransferasa.

Telomero.

Tetrahidrofolato.

Gen correspondiente a la enzima quinasa de timidinas.

Timidina monofosfato.

Virus del mosaico del tabaco, version anglosajona.

Transposon.

Actuacion sobre una unidad fisica distinta de ADN o cromosoma.
Terminal repetido invertido.

Terminal repetido largo.

Triptéfano.

Del inglés: upstream activating secuences (secuencias de activacion corriente arriba).
Orotidin 5 difosfato decarboxilasa, precursor de uridin monofosfato.
Vector adenoasociado.

Virus Herpes simplex.

Virus del mosaico del pepino.

Proteina activadora del virus Herpes simplex.

Virus de la poliedrosis nuclear de Autographa californica.

Virus del tumor de mama de ratén.

Sindrome de Wiskott-Aldrich.

Xantina monofosfato.

Xantina-guanina-fosforribosil transferasa.

Del ingles: yeast artificial cromosome (cromosoma artificial de levadura).






Conceptos basicos sobre el gen,
el genoma y su expresion

1.1. LA INFORMACION GENETICA

El soporte fisico de la informacién genética es
la molécula de acido desoxirribonucleico (ADN).
Asi, el ADN almacena y transmite a sus descen-
dientes las instrucciones precisas para producir
nuevos seres a su imagen y semejanza. Toda célu-
la recibe una dotacion génica (de material heredi-
tario) de su progenitora (o progenitores), y con
ella debe ser capaz de producir un gran nimero de
proteinas y realizar numerosas funciones. El geno-
ma es el conjunto de todo el material genético de un
individuo o de una especie. Debe permitir que un
ser humano se desarrolle, crezca y se maneje, fisi-
ca e intelectualmente, durante las distintas etapas
de una vida. El genoma de una especie es como el
producto final de un texto que generaciones de
individuos han contribuido a corregir, modificar
y optimizar para transmitir todos y cada uno de
los procesos en ¢l descritos. Durante mucho tiem-
po se penso, erroneamente, que la naturaleza del
material genético era tan compleja como la de sus
productos, y hasta 1944 se acepto la naturale-
za proteica del material genético. Solo las protei-
nas parecian tener la suficiente versatilidad para
dar origen al abanico de distintas funciones y mo-
léculas observables en la célula. Hasta los experi-
mentos pioneros de Frederick Griffith en 1928,
los espectaculares de Oswald Avery, Colin
McLeod y Madyn McCarty y su sustancia trans-
formante en 1944 y, finalmente, los de Alfred Her-
shey y Martha Chase en 1952 no queda totalmen-
te demostrado que el ADN es realmente el
material genético. Pronto se puso de manifiesto
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que la versatilidad no radicaba en la naturaleza de
la molécula (que es monodtona y sélo tiene cuatro
bases), sino en la informacién que de ella emana-
ba al tratar como una unidad cada conjunto de
tres pares de bases.

Considerando que la esencia de la vida es real-
mente la experiencia acumulada a través de gene-
raciones, la biologia trata fundamentalmente de
descubrir como los seres vivos son capaces de
transmitir ese saber adquirido de una forma per-
durable, estable y a la vez flexible. Mirando una
simple bacteria en un medio de crecimiento ade-
cuado, se puede ver como asimila los nutrientes
del entorno, se alarga y se divide en dos. Las dos
bacterias hijas hacen exactamente lo mismo. Oca-
sionalmente, la réplica sale un poco distinta y
transmite la diferencia a sus descendientes. La
perpetuacion viene definida por el proceso de la
replicacion. En la replicaciéon, el ADN paterno se
copia de modo semiconservativo, originando dos
moléculas hijas, cada una constituida por una he-
bra paterna y la otra recién sintetizada. Tanto si
la célula tiene un cromosoma como si tiene mu-
chos, todo el ADN se replicara antes de la divi-
sion celular. Si el genoma es pequefio y circular,
como el de procariotes, tendra inicamente un ori-
gen de replicacion, y si, por el contrario, el geno-
ma es muy grande y hay varios cromosomas, ten-
dra muchos origenes de replicacion simultaneos
(figura 1.1).

El mecanismo de la replicacion es enorme-
mente complejo y en €l participan numerosas en-
zimas. De entre ellas, la ADN polimerasa es capaz
de sintetizar directamente una nueva banda de
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a) b) o] € 0 0 ¢
Figura1.1. Replicacién del ADN. @) Replicacion del ADN de modo semiconservativo. Cada molécula hija llevara una

hebra parental y la otra de nueva sintesis. b) Replicacion de un plasmido con un unico origen de replicacion. ¢) Replica-
cion de un ADN eucariotico con muchos origenes de replicacion.

ADN a partir de un molde o patrén, pero hay
muchas otras enzimas que, a su vez, son esenciales
para una correcta replicacion. Tanto procariotas
como eucariotas poseen varias ADN polimerasas,
pero s6lo una de ellas realiza la funcion de copia;
las demas estan implicadas en funciones de repa-
racion o reemplazamiento de fragmentos cortos
en el ADN.

Las modificaciones de la informacién que se
escapan a los mecanismos de reparacion constitu-
yen las mutaciones. Una mutacion puede represen-
tar, por ejemplo, el cambio de una base (mutacio-
nes puntuales) o la eliminaciéon de un fragmento
mas o menos grande de ADN (deleciones). En
todos los casos se producira una alteracion estable
y hereditaria en los lugares afectados. Todos los
organismos sufren un cierto nimero de mutacio-
nes espontaneas como resultado de sucesos incon-
trolables e inevitables. Las mutaciones pueden, no
obstante, inducirse con agentes que modifican de-
terminadas bases en el ADN o producen rupturas
multiples en la cadena doble.

La definicion de gen ha variado a lo largo de
los afios; actualmente el gen se considera una
unidad de informacidn estable y hereditaria sufi-
ciente y necesaria para realizar al menos una
funcion. Una definicién moderna seria la de un
fragmento de ADN portador de la unidad minima
de significacion genética, que se transcribe a ARN.

La mayoria de los genes eucariéticos que llegan
a traducirse poseen dos tipos de secuencias: los
intrones, que se transcriben pero son eliminados
antes de llegar al citoplasma, y los exones, que
formaran parte de las proteinas. Los genes de
bacterias carecen de intrones mientras que los
genes de organismos mas evolucionados poseen
un numero variable de intrones, y la definicién de
gen abarcaria tanto a exones como a intrones de
la misma unidad de significacion genética. Una
definicién mas amplia que la de gen es la de ele-
mento funcional, que engloba también el ADN
implicado en regulacion y en adquisicion de es-
tructuras relajadas o compactas. El elemento fun-
cional define un fragmento discreto de ADN que
codifica por un producto concreto (como una pro-
teina o un ARN no codificante) o muestra una
configuracion estructural reproducible y caracte-
ristica (como la distendida, que permite la unién
a proteinas, o la muy plegada y condensada de
heterocromatina).

La transcripcion es el proceso por el cual se
obtiene una molécula de ARN a partir de un frag-
mento de ADN y la genémica estudia todos los
genes que se transcriben en una célula, tejido u or-
ganismo. De manera analoga, la proteémica estu-
dia las proteinas totales de una célula, tejido u
organismo. El exoma se refiere al conjunto de exo-
nes de un genoma.
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1.2. ESTRUCTURA DE LOS ACIDOS
NUCLEICOS

La informacién genética esta contenida en la
propia molécula de ADN. El cédigo o la clave
radica en el orden en el que se presentan las cua-
tro bases: adenina, citosina, guanina y timina.
La célula interpreta el codigo y elabora los pro-
ductos necesarios para su ciclo vital. La informa-
cion se transcribe en la célula a acido ribonuclei-
co mensajero de una sola hebra (ARNm), cuya
lectura se va a traducir en proteinas concretas,
que seran los peones encargados de ejecutar las
ordenes. Las proteinas, a su vez, pueden regular
la expresion del ADN, con lo que se completa el
ciclo. Asi pues, la informacion genética pasa ma-

yoritariamente de una célula a otra a través del
ADN (acido desoxirribonucleico, de hebra do-
ble) y del nucleo al citoplasma a través de los
ARNmM (acidos ribonucleicos mensajeros, de una
sola hebra).

Los acidos nucleicos son polinucledtidos cu-
yas unidades, los nucleotidos, constan de una base
nitrogenada, una pentosa y un grupo fosfato. El
tipo de pentosa determina que el acido nucleico
sea ADN o ARN. En el ADN, la pentosa es la
2-desoxirribosa, mientras que en el ARN es la ri-
bosa (figura 1.2). La ausencia de un grupo hi-
droxilo en el carbono 2' de la pentosa da al ADN
una gran resistencia a la hidrolisis por alcali, con-
trariamente al ARN, que a pH alcalino y 37 °C se
rompe en nucledtidos en pocos minutos.

9

N
3

Purina Adenina (A)

Pirimidina Citosina (C)

, NH, 0 0
CH.
NN N HN HN ; o
| | | | . '
2 6 o) o) o) H
N N N N ;
| H H H

Uracilo (U)

(0] 5'CH,0H
N OH
HN 27 \

| ., .

NN N H .

2 N -
H OH OH
Guanina (G) Ribosa

5'CH,0H

2-Desoxirribosa

Timina (T)

Figura 1.2. Componentes de los 4acidos nucleicos, composicion quimica y numeracion.

Las bases nitrogenadas corresponden a dos
categorias: purinas y pirimidinas. Las dos purinas
adenina (A) y guanina (G) estan presentes tanto
en el ADN como en el ARN. En cuanto a las pi-
rimidinas, el ADN posee citosina (C) y timina (T),
mientras que en el ARN la timina esta sustituida
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por uracilo (U). El uracilo difiere de la timina en
un grupo metilo en el carbono 5 (figura 1.2). Ca-
bria preguntarse por qué el ADN tiene una base
distinta al ARN; la respuesta puede tener mucho
que ver con la funcion que presta el ADN como
molécula depositaria de la informacion genética.
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La citosina se desamina espontaneamente a ura-
cilo con cierta frecuencia, y si en el ADN hubiera
uracilo, seria practicamente imposible discernir
entre los originados por desaminacion de la cito-
sina y los propios de la molécula del ADN. Esto
conllevaria una gran tasa de error dificilmente
compatible con la funcion primordial del ADN de
transmitir fielmente la informacion genética
de generacion en generacion. Si el ADN no posee
normalmente uracilo, todos los uracilos que se en-
cuentran en el ADN deben provenir de la desami-
nacién de la citosina y deben ser eliminados. De
ello se encarga la enzima uracil N-glicosilasa que
se pasea por el ADN y se para en cada timina y
en cada uracilo; si reconoce el grupo —CH, de la
timina pasa de largo; pero en su ausencia corta la
base y los sistemas de reparacion celulares colo-
can la complementaria a la de la cadena opuesta.

Sin embargo, muchas citosinas en el ADN se en-
cuentran metiladas y la desaminacion oxidativa
de esta base asi modificada origina timina. Timi-
nas apareadas con guaninas también son recono-
cidas y eliminadas por un sistema mucho mas len-
to e ineficiente que el anteriormente descrito.

Las bases son estructuras planas que, cuando
se unen a la posicién 1' de las pentosas por un
enlace N-glicosilico, constituyen los nucleosidos.
Cuando un grupo fosfato se une a un nucleosido
se forma el nucledtido correspondiente. El lugar
mas comun para la esterificacion es el grupo hi-
droxilo del carbono 5' de la ribosa o la desoxirri-
bosa. En esta posicion se pueden anadir de uno a
tres grupos fosfato creando los mono, di o trinu-
cledticos; por ejemplo: adenina monofosfato
(AMP), adenina difosfato (ADP) o adenina trifos-
fato (ATP) (figura 1.3).

O NH
</N | NH, \N
3 N/ NH, o
(0) O (0]
I I I
O— P —O—P—O—P_O_CH: CHZOH
I I I
oy N o ©
Y B o
- OH OH T OH
O—P—0
CMP

Figura1.3. A laizquierda, un trifosfato 5' de guanosina donde se muestran los fosfatos o (alfa), 8 (beta) y ¥ (gamma);

a la derecha, un monofosfato 3' de citosina.
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El primer grupo fosfato () situado en la posi-
cion 5' esta unido por un enlace de tipo éster, pero
los otros dos grupos fosfato (8 'y y) lo estan por
enlaces fosfo-anhidrido altamente energéticos que
liberan una gran cantidad de energia al hidrolizar-
se. El grupo fosfato puede estar unido también a
la posicion 3' de la pentosa, como muestra la figu-
ra 1.3.

1.21. Estructura del ADN

El ADN es una doble hélice en la que las bases
se encuentran en el interior de la molécula (figura

1.4) y los grupos fosfato en el exterior. La adenina
siempre se aparea con la timina, y la guanina con la
citosina. La unién entre las bases complementarias
se realiza a través de puentes de hidrogeno: dos entre
timinas y adeninas, y tres entre guaninas y citosinas.

La sintesis del ADN se produce siempre en la
direccion 5' fosfato — 3' OH, ya que solo existen
ADN polimerasas capaces de anadir nucledtidos
a extremos 3'OH libres. Las dos hebras que for-
man la hélice se definen por sus extremos: 5' fos-
fato y 3'OH. Estas hebras tienen orientaciones
opuestas: una va en direccion 5' — 3'y su comple-
mentaria en la 3' — 5' (figura 1.5). La ruptura de
los puentes de hidrégeno por calor, alcali o com-

Hendidura

5

Hendidura

Figura 1.4. La molécula de ADN mostrando la hebra doble, el apareamiento de las bases y los extremos 5' fosfato
y 3'OH.

puestos quimicos produce la separacion fisica de
las dos hebras del ADN y se denomina desnatu-
ralizacion. La desnaturalizacion por calor es total
a los 90 °C, y por alcali, a pH superiores a 11,3.
En ambos casos el proceso es reversible, y al des-
aparecer el agente desnaturalizante la molécula
renaturaliza, esto es, vuelve a adquirir la estructu-
ra doble helicoidal original.

1.2.2. Estructura y funcion de los ARN

Las diferencias estructurales entre ARN y
ADN radican fundamentalmente en: 1) el azucar
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de los ARN es ribosa; 2) la base uracilo sustituye
a la timina en todos los ARN (figura 1.2), y 3) los
ARN son en su mayoria de hebra sencilla, aunque
pueden adquirir estructuras secundarias con di-
versos grados de plegamientos y complementarie-
dad. Esta generalmente aceptado que el ARN
precedio evolutivamente al ADN.

En la célula hay muchos tipos de ARN, y el
tamafio de los mismos es una caracteristica que
suele emplearse para diferenciarlos. Asi hablamos
de los ARN largos nucleares precursores de los
ARN mensajeros (ARNm), que son los verdade-
ros transportadores de la informacién contenida
en muchos genes del ntcleo al citoplasma, donde
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5'fosfato 3' hidroxilo

3’hidroxilo O 5' fosfato

Figura1.5. Caracter antiparalelo de la doble hélice y apareamiento de bases. Las dos hebras irfan en la direccion 5' fos-

fato — 3'OH (direccion de la sintesis), pero los extremos superior e inferior de cada hebra seran opuestos: la hebra iz-

quierda comenzara con un fosfato en la posicion 5'y terminara con un grupo 3'OH en la desoxirribosa, mientras que la
hebra derecha comenzara con un 3'OH en el azucar y terminara con un fosfato en la posicion 5'.

se traduciran a proteinas. La maduracién de los ~ mensajeros implica una serie de cortes y empal-
ARN largos nucleares y la transformacion en mes (que denominaremos ayuste) y una reduccion
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considerable del tamafo de los mismos. La mayor
parte de los ARNm poseen una region de poli-
adenina en el extremo 3' que se considera la cola
de poliA. Esta cola se afiade después de la trans-
cripcion, pero antes de su andadura del nucleo al
citoplasma. Los ARNm eucarioticos poseen ade-
mas una modificacion en el extremo 5' consistente
en una guanina conectada al primer nucleétido
del mensajero por una unién 5'-5' fosfato y meti-
lada (caperuza). Esta modificacion se realiza al
inicio de la transcripcion. Dentro de los ARN de
pequefio tamano encontramos 4 clases: 1) los
ARN pequeiios nucleares; 2) los ARN pequenos
nucleolares que se encuentran en el nucleolo;
3) los micro-ARN, y 4) los ARN de transferen-
cia (ARNt). Sus funciones se describen seguida-
mente.

El ARN participa activamente en la transmi-
sion de la informacion, la regulacion y el control
de los procesos bioldgicos. De entre sus numero-
sas y variadas funciones celulares podemos des-
tacar:

a) Trasladar la informacion a distintas regio-
nes celulares (ARNm, ARNt).

b) Servir de soporte estructural de organulos
subcelulares, como los ribosomas. Los ri-
bosomas de mamiferos contienen 4 molé-
culas de ARN ribosomal (ARNr) y 82
proteinas. La subunidad pequefia (40S,
siendo S una unidad de sedimentacién
Svedberg) alberga un ARNr de 18S (1.874
bases), mientras que la subunidad grande
(60S) alberga 3 ARNr: uno de 28S (4.718
bases), otro de 7,8S (160 bases) y un terce-
ro de 5S (120 bases). En los ribosomas, los
ARN constituyen la mayor parte de su
masa y su columna vertebral. La mayoria
de las distintas proteinas se asientan y tie-
nen algun tipo de contacto con un ARNT.

¢) En ocasiones, la molécula de ARN pue-
de tener actividad enzimatica, como es el
caso de las ribozimas, moléculas de ARN
capaces de producir un corte enzimatico
entre distintas regiones de su propia mo-
lécula 0 a un ARN complementario par-
cialmente.
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d) Control a nivel de transcripcion o traduc-
cién, como los ARN no codificantes
(ARNnc). Algunos de éstos constituyen
un nuevo tipo de ARN pequenos nuclea-
res que se asocian con promotores (PASR
del inglés: promotor associated short RNA)
y con terminadores de la transcripcion
(TASR del inglés: termini-associated short
RNA). Su funcién concreta sin embargo
no esta aun esclarecida.

Ademas tenemos los ARN de interferencia
(ARNi) y los micro-ARN (miARN). Estos peque-
fios ARN de hebra doble pueden tener procedencia
exogena o endogena (ARNI) o ser parte del pro-
pio genoma (miARN). Su modo de accion es se-
mejante: se asocian al complejo enzimatico RISC
(del inglés: RNAi silencing complex) que desnatu-
raliza y se queda con una de las dos hebras del
ARN, la de menor estabilidad termodinamica en
el extremo 5' (rica en A/T, frente a G/C). A conti-
nuacion, busca ARNm complementarios y produ-
ce un corte en mitad de la region de homologia
(figura 1.6). Otras AR Nasas celulares se encargan
de romper totalmente la molécula diana. Como el
complejo RISC-ARNI es reutilizable, en poco
tiempo se puede eliminar muy eficientemente
cualquier mensajero (silenciamiento). Cuando la
homologia entre el miIARN y el ARNm no es to-
tal y reside en un extremo no traducible de la mo-
lécula (figura 1.6), puede producirse un bloqueo
inicial en la traduccién que puede ser seguido,
bien por una rapida deadenilacion del mensajero,
o por la eliminacién de la cola de poli-A, lo que
en ambos casos desencadena su eliminacion. El
ARNI también puede ejercer su accion silenciado-
ra a nivel de ADN; en este caso hibridara con el
ARN naciente de forma analoga al citoplasmati-
co, eliminandolo a la vez que induce metilaciones
de genes diana a través de las enzimas metil-trans-
ferasas de algunas histonas (figura 1.6). En todos
los casos la accion es de caracter negativo, es decir,
eliminando un mensajero concreto o silenciando
un gen por metilacion. Los efectos positivos que
pudieran derivarse de su accion serian indirectos,
como al eliminar un represor aumentaria la expre-
sion de sus genes diana.
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Figura1.6. ARNiy miARN. Mecanismos de accion de los ARNi y miARN cuando: a) se actia a nivel de mensajero
y la homologia es total; b) se actua en las regiones no traducibles del ARNm y la homologia es parcial, y ¢) actuacion a
nivel de represion gendmica.

1.3. CURVAS DE REASOCIACION: GRADOS
DE REPETICION EN LAS SECUENCIAS

La estabilidad de la estructura de hebra doble
y helicoidal de los 4cidos nucleicos se debe al apila-
miento de las bases en el centro de la molécula y los
puentes de hidrogeno que las mantienen apareadas
y en proximidad fisica. Al elevarse la temperatura,
los puentes de hidrégeno se rompen y la molécula
pasa de su estado ordenado (nativo) a otro de en-
rollamiento desordenado y hebra simple (desnatu-
ralizado). La desnaturalizacion del ADN puede
detectarse por el aumento de absorcion de luz ul-
travioleta, a una longitud de onda de 260 nm. Los
anillos heterociclicos de las bases del ADN absor-
ben mas cantidad de Iuz cuando no estan apilados
ni forman puentes de hidrégeno en el interior de la
doble hélice. Este fenomeno se denomina hipercro-
micidad y se manifiesta de forma que el ADN des-
naturalizado absorbe un 37% mas de luz, a 260 nm,
que en su forma helicoidal o apareada.

Si una solucion de ADN de doble hebra tiene
una absorbancia de A, = 1, la misma solucion
desnaturalizada tendra A, = 1,37. Esta relacion
define al ADN de hebra doble como hipocrémico,
mientras que el de hebra sencilla se considera hi-
percromico (la absorbancia de las bases libres
equivaldria a A, = 1,6).

La temperatura a la cual la mitad de las molé-
culas han pasado al estado desnaturalizado se de-
nomina temperatura de fusion (7m) (figura 1.7)
por analogia con el proceso fisico de fusion que
representa el cambio del estado solido a liquido
de la materia por accion del calor. La temperatura
de fusion (Tm, del inglés melting temperature) va-
ria de unos organismos a otros, de acuerdo con su
porcentaje de G + C. Cuanto mayor es éste, ma-
yor sera la temperatura de fusion. Apareamien-
tos erréneos ocasionales entre bases no comple-
mentarias también originaran un descenso de la
Tm con respecto a una hélice perfectamente apa-
reada.
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Figura 1.7. Desnaturalizacién del ADN y curva de fu-

sion. A medida que se aumenta la temperatura (T), au-

menta la absorbancia a 260 nm (A,,) y el ADN adquiere

las distintas configuraciones moleculares que se represen-

tan. Tm es la temperatura de fusion, a la cual la mitad de
las moléculas estan ya desapareadas.

La desnaturalizacion por calor puede ademas
romper los enlaces fosfodiéster, por lo que en mu-
chas ocasiones se utilizan agentes desnaturalizan-
tes alternativos, entre otros, pH elevado y agua
destilada. Un pH superior a 11 elimina los puen-
tes de hidrogeno entre las bases al cambiar la car-
ga de muchos de los grupos que intervienen en
estas uniones no covalentes. El agua destilada im-
pide la neutralizacion de los grupos fosfato de la
molécula por sales de sodio y magnesio; al ser los
grupos fosfato de marcado caracter negativo, su
repulsidon causa la separacion fisica de las hebras
y, por tanto, su desnaturalizacion.

La molécula de ADN, aun en estado nativo,
mantiene un equilibrio dindmico en el que peque-
nas regiones, particularmente si son ricas en A/T,
se desnaturalizan y renaturalizan espontaneamen-
te, constituyendo las denominadas palpitaciones
o respiracion del ADN.

Compuestos quimicos como la urea o la for-
mamida son agentes desnaturalizantes porque in-
terfieren reaccionando directamente con las bases
e impidiendo un apareamiento correcto entre ellas
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a temperaturas a las que normalmente estarian
apareadas. La Tm se reduce proporcionalmente a
la concentracion del agente desnaturalizante
afiadido. El formaldehido es otro agente desna-
turalizante cuya accion, a diferencia de los casos
anteriores, es irreversible porque establece unio-
nes covalentes con los grupos NH, de las bases e
impide el apareamiento de éstas. Este compuesto
es capaz de reaccionar con el ADN a temperatu-
ra ambiente. El hecho de que las moléculas de
formaldehido puedan reaccionar con estos gru-
pos a temperatura ambiente implica que las ba-
ses estan continuamente apareandose y desapa-
reandose en un equilibrio dindmico de formacion
y ruptura de puentes de hidrégeno. Este fendme-
no, anteriormente descrito como palpitaciones
del ADN, se cree que puede facilitar el acceso de
numerosas proteinas reguladoras al interior de la
molécula.

El proceso de recuperacion de la estructura
nativa, una vez que el agente desnaturalizante ha
desaparecido, se denomina renaturalizacion o
reasociacion, proceso muy valioso para evaluar la
relacion genética entre diversos organismos, mos-
trandonos las similitudes, identidades o divergen-
cias entre ADN de distintas procedencias.

Se trata de un proceso al azar en el que las
moléculas desnaturalizadas no renaturalizan con
sus complementarias originales, sino con cual-
quier molécula presente con la que formen un hi-
brido estable.

La renaturalizacion del ADN tiene lugar en
dos pasos:

1. Dos secuencias complementarias colisio-
nan al azar y se aparean formando una
hélice corta.

2. El apareamiento se extiende a todo lo lar-
go de las hebras a modo de cremallera.

El ADN renaturalizado recupera todas las
propiedades fisicas y quimicas del ADN original.
En ocasiones, el proceso de renaturalizacion se de-
nomina hibridacién, debido a que las moléculas
desnaturalizadas no renaturalizan con su hebra
original, sino con cualquier otra con la que ten-
gan complementariedad.
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Hibridacion de acidos nucleicos en liquido:
curvas de reasociacion y grados de repeticion
de las secuencias

Cuando el ADN de una especie se purifica, se
corta en pequefios fragmentos, se desnaturaliza
(100 °C) y se pone en condiciones de sal y tempe-
ratura que le permiten renaturalizar (72 °C, PBS:
tampoén fosfato pH 7), el proceso nos proporciona
informacion valiosa sobre el tamafio y niveles de
repetitividad de sus secuencias. La representacion
grafica en coordenadas cartesianas suele conside-
rar: en ordenadas, el porcentaje de ADN que ya
ha encontrado su pareja y, por tanto, esta en for-
ma de doble hebra; en abscisas se representa el
valor Cot, que es el producto de la concentracion
inicial de ADN (en moles) por el tiempo de incu-
bacion. Los distintos puntos en la grafica son el
resultado de determinar el porcentaje de ADN en
forma de doble hebra a distintos tiempos (en se-
gundos). El porcentaje de ADN de doble hebra
cada tiempo se estima por la propiedad de ser re-
tenido en una columna de fosfato de calcio crista-
lino (HAP = hidroxiapatita). La cinética de la
curva resultante es de pseudoprimer orden y cons-
tituye la curva de reasociacion caracteristica de la
especie. El valor Cot,,, representa el tiempo que
tardan la mitad de las moléculas de un organismo
en encontrar su pareja y nos indica el tamafio del
genoma de la especie, siempre que no haya se-
cuencias repetidas (figura 1.8, a).

La complejidad del genoma de una especie
viene definida por su tamano y sus niveles de re-
petitividad. Los genomas mas sencillos son aque-
llos con un tamafio pequefo y carentes de secuen-
cias repetidas, como los virus o las bacterias. En
ellos, la comparacion de sus curvas de reasocia-
ciéon (Cot,j,) es una medicion de sus tamafios rela-
tivos. Sin embargo, a medida que subimos en la
escala evolutiva, las curvas de reasociacion se
complican conteniendo varios puntos de in-
flexién. Cada punto de inflexion de la curva nos
indica un cambio en el nivel de repetitividad; asi
la curva de reasociacion de un mamifero poseera
tipicamente tres curvas superpuestas (figura 1.8 b,
¢, d) y tres niveles de repetitividad. La curva mas
rapida en reasociar estara formada por secuencias

muy repetidas que representan aproximadamente
el 20% del genoma, el 30 % del genoma estara for-
mado por secuencias de repetitividad intermedia
y el 40% restante representa la reasociacion de se-
cuencias unicas con una repetitividad media infe-
rior a 10 copias por genoma haploide. En estos
experimentos no se suele alcanzar un 100% de re-
naturalizacién y los resultados son aproximados.
Las secuencias muy repetidas pueden estar pre-
sentes varios millones de veces por genoma ha-
ploide, mientras que las de repetitividad interme-
dia lo haran alrededor de unas 500 veces.

Si bien, como hemos mencionado, el valor
Cot,,, en especies sin ADN repetido es proporcio-
nal al tamafio de su genoma, en especies con varios
niveles de repetitividad es el componente unico el
que mas se aproxima al tamafo real del genoma.

80—

60—

40

Proporcion ADN doble hebra

Log Cot

Figura 1.8. Curvas de reasociacion de dos organismos

con distinta complejidad gendémica. El valor Cot,,, de un

organismo sin ADN repetido representa su tamafo (fle-

cha a). En organismos mas evolucionados y tipicamente

mamiferos observamos curvas complejas con tres niveles

de repetitividad y nuevos Cot,, (flechas b, ¢, d) dentro de
cada curva.

En curvas de reasociacion con varios compo-
nentes, el componente de reasociacion mas rapido
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representa secuencias muy repetidas (figura 1.8, b).
Estas secuencias se llaman también ADN satélite
por formar una pequefia banda diferenciada de la
principal en gradientes de cloruro de cesio. Esto
implica que su porcentaje de G/C es ligeramente
diferente al de la mayoria del ADN gendémico.
Una parte de este ADN parece tener funciones
estructurales como el mantenimiento de la estruc-
tura muy condensada del ADN de centromeros y
teldmeros en las células de mamiferos (heterocro-
matina). El origen de estas secuencias se relaciona
bien con fendmenos de replicacion a saltos, es de-
cir, salto de la ADN polimerasa durante el proce-
so de replicacidn, bien con amplificaciones latera-
les repentinas que originan un gran numero de
copias en tandem o bien con recombinaciones des-
iguales. Asimismo, pueden representar restos de
retrovirus o transposones que no han podido ser
eliminados eficazmente por la célula. El tamafio
de la unidad repetida y el grado de repetitividad
son muy variables en los distintos genomas. Un
ejemplo de secuencias altamente repetidas son las
denominadas «Aluy, llamadas asi por poseer una
diana para esta enzima de restriccion. Las secuen-
cias Alu estan emparentadas con elementos movi-
les o transposones, son especificas de primates y
se encuentran unas 750.000 veces por genoma ha-
ploide en chimpancés y en el hombre. La unidad
repetida tiene 280 pares de bases (pb), que a su
vez contiene un dimero de 120 pb y esta flanquea-
da por repeticiones cortas directas de 6-18 pb.
Uno de los dimeros tiene una secuencia interna de
32 nucleodtidos no presente en la otra. Ademas en
el genoma humano encontramos secuencias lar-
gas muy repetidas que se transcriben, como son
las LINE (del inglés: long interspersed elements),
las SINE (del inglés: short interspersed elements)
que pueden tener solo 10 pb y estar presentes mi-
llones de veces por genoma haploide, asi como
terminales repetidos de transposones o elementos
retrovirales no funcionales.

Las secuencias de repetitividad intermedia pue-
den representar genes idénticos presentes unos
cientos de veces por genoma, como los genes que
codifican por las histonas o el ARN ribosomal.
También pueden representar familias de genes, es
decir, genes parecidos pero no idénticos con fun-
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ciones similares, como la familia de las globinas,
las actinas, las inmunoglobulinas, kinasas, etc. (fi-
gura 1.8, ¢). Probablemente las familias de genes
procedan de genes unicos que se han duplicado
varias veces y han evolucionado separadamente
durante miles o millones de afios. Los miembros
pueden estar juntos o dispersos y los intrones di-
vergen mucho mas que los exones. La separacion
de las copias suele ocurrir por translocacion a
otro cromosoma o por transposicion. En el caso
de las globinas se ha calculado una divergencia
del 0,12% por milléon de afios transcurridos. Du-
plicaciones y divergencia son también la base de
los pseudogenes. Estos tltimos son genes inacti-
vos o degenerados que mantienen una cierta se-
mejanza con el gen original. Por ejemplo, el gen
de la B-globina se duplica hace 55 millones de
afios, su segundo gen permanece funcional 22 mi-
llones de anos mas y se convierte en pseudogén
desde hace 33 millones de afios. Los pseudogenes
acumulan mutaciones en lugares importantes
frente a lugares silenciosos (como la tercera base
del codén). Los pseudogenes también pueden te-
ner su origen en una retrotransposicién de un
ARNm funcional que se ha insertado al azar en el
genoma (capitulo 2). En este caso, el pseudogén es
muy parecido al ARNm, pero carece de promotor
e intrones, en los flancos lleva dos terminales re-
petidos directos y a veces incluye en el extremo 3'
una cola de poliA. Al carecer de promotor, en
principio no se puede transcribir a no ser que se
integre cerca de una regidén promotora. En el ge-
noma humano se han encontrado 11.224 pseudo-
genes de los cuales 863 se transcriben.

A su vez, las familias de genes crecen o se con-
traen en numero de miembros por sobrecruza-
mientos desiguales durante la recombinacion ho-
mologa. Estas recombinaciones desacopladas
entre dos familias de genes provocan una gran
variabilidad en el tamafio final y nimero de miem-
bros a lo largo de la escala evolutiva.

Las secuencias unicas son genes o regiones
presentes entre 1 y 10 veces por genoma haploide
(figura 1.8, d). En el genoma humano incluye
20.687 genes que codifican proteinas y cuyos exo-
nes representan el 3% del genoma (realmente, se-
gun las ultimas estimaciones, el 2,94 %). Cada uno
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de estos genes tiene un numero variable de exones
e intrones y una media de 6 posibilidades de cor-
tes y empalmes (ayustes) alternativos que en la
mayoria de los casos dan lugar aproximadamente
a 4 proteinas ligeramente distintas. En total, estos
genes, con sus promotores, exones, intrones y re-
giones no traducibles, arrastran al 40% del geno-
ma en las hibridaciones.

En general, los virus, bacterias y levaduras ca-
recen de ADN repetido y, por tanto, dan curvas de
reasociacion sin puntos de inflexion. El cangrejo,
por otra parte, carece de ADN moderadamente re-
petido, por lo que sus curvas de reasociacion solo
tendran dos componentes. Las plantas en general
duplican su ADN con mucha facilidad, por lo que
muchas especies carecen de ADN tnico o represen-
ta una proporcion muy baja del total, sus curvas de
reasociacion tendran valores de Cot,,, mas peque-
flos que los del componente mas lento de mamiferos.

De modo similar a las curvas de reasociacion
Cot, existen las Rot, en las que se pueden determi-
nar los niveles de repetitividad de los mensajeros
de una linea celular o tejido, asi como una estima-
cion del nimero de mensajeros distintos que po-
see la linea celular o tejido. Los experimentos son
similares, pero la hibridacion se realiza entre una
pequeiia parte de un ADN copia del ARNm mar-
cado radiactivamente, con una gran cantidad de
ARNm sin marcar que constituye el valor Ro. El
valor Rot,,, de un solo mensajero servira de pa-
trén para comparar con el valor obtenido en mez-
clas complejas de mensajeros.

1.4. NIVELES DE EMPAQUETAMIENTO
DEL ADN

El ADN nunca esta totalmente desnudo. En
procariotas el ADN esta asociado a proteinas es-
tructurales (HU, IHF, H1 y P) y reguladoras for-
mando el nucleoide. En eucariotas el ADN inter-
acciona con una gran variedad de proteinas, se
espiraliza y condensa para formar la cromatina y
los cromosomas.

Los cromosomas constituyen el orden superior
de empaquetamiento del ADN (figura 1.9) y se pue-
den ver al microscopio 6ptico. La unidad estructural

inmediatamente por debajo del cromosoma es la fi-
bra de cromatina de 30 nm, visible al microscopio
electronico. Se compone de una superhélice de
6-7 nucleosomas por vuelta. E1l ADN esta enrollado
alrededor de un octamero de proteinas denominadas
histonas formando una unidad denominada nucleo-
soma. Cada nucleosoma es como un disco formado
por 8 proteinas basicas (ricas en lisina y arginina)
muy conservadas a lo largo de la escala evolutiva y
que constituyen el corazon del nucleosoma; ademas,
hay una histona distinta en la parte exterior del nu-
cleosoma. Hay cinco tipos de histonas: H1, H2A,
H2B, H3 y H4 (con variaciones, por ejemplo, en es-
perma y en cromatina activa). La histona H1 es esen-
cial en el empaquetamiento de estructuras de orden
superior, ya que forma parte tanto del nucleosoma
(localizada externamente) como del espacio entre nu-
cleosomas que constituye la region de enlace. Es la
histona de mayor tamafio. El corazén del nucleoso-
ma estaria formado por: 2 H2A, 2 H2B, 2 H3y 2 H4.
La doble hélice de ADN se enrolla a la parte exterior
del octamero, ocupando 145 pares de bases (pb) por
nucleosoma; la region de enlace comprende unos 60
pb, pero puede variar. El conjunto de un nucleosoma
y su region de enlace constituye el mononucleosoma.
Cada uno de éstos abarca aproximadamente 200 pb.
Las histonas y el ADN contactan cada 10 pares
de bases a través de la hendidura menor del ADN.
Estudios de cristalografia de alta resolucion con ra-
yos X han revelado que, dentro del corazon del nu-
cleosoma, cada histona esta compuesta por tres
modulos helicoidales y dos protuberancias o colas
amino-terminales. Las colas de cada histona son
largas y no muestran ninguna estructura secunda-
ria, pero contienen los residuos que sufren las ace-
tilaciones, fosforilaciones y metilaciones asociadas
a la decondensacion y, por tanto, a la actividad
transcripcional de la cromatina. Las colas de las
histonas H3 y H2B pasan a través de las hendiduras
menores del ADN extendiéndose hacia el exterior
del nucleosoma, y una de las colas protuberantes de
la histona H4 llega a hacer numerosos contactos
con el dimero H2A-H2B del nucleosoma vecino.
Durante la recombinacion, la replicacion y la
transcripcion, la estructura de la cromatina cambia
y las histonas colaboran temporalmente con protei-
nas heterogéneas de diversa indole que facilitan su
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Doble hélice
de ADN 2nm
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Nucleosomas 11 nm
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Cromosoma 1.400 nm
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Figura 1.9. Esquema de los distintos niveles de empaquetamiento del ADN hasta formar el cromosoma. La fibra de

2 nm (nanometros) de ADN envuelve un octamero de histonas para constituir el nucleosoma. Los nucleosomas forman

filamentos de 11 nm que se empaquetan para formar la fibra de cromatina de 30 nm. El siguiente nivel de empaqueta-
miento es ya la fibra condensada de cromosoma (700 nm) y el propio cromosoma (1.400 nm).

propia modificacion estructural. Los factores de
transcripcion facilitan cambios estructurales en las
histonas que permiten la activaciéon génica. Un au-
mento en la acetilacion de las colas de las histonas
se asocia con transcripcion activa, mientras que una
hipoacetilacion implica represion. Se han encontra-
do acetiltransferasas y deacetilasas que forman
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complejos con ciertos factores de transcripcion con
el fin de remodelar la region apropiada en la croma-
tina. Asi, hay factores de transcripcioén que inducen
la metilacion de la lisina que ocupa la posicion 4 a
partir del terminal amino de la cadena polipeptidi-
ca de la histona H3 (Lys4-H3me) y la acetilacion de
la lisina que ocupa la 9. posicién (Lys9-H3ac,
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H3K09ac) formandose una cromatina activa y abier-
ta que suele estar asociada con islas CpG no meti-
ladas. Por el contrario, una metilacion de la misma
lisina en la posicion 9 de la histona H3 suele impli-
car condensacion e inactividad (H3k9me3).

Se pueden distinguir hasta siete configuracio-
nes de la cromatina con distintos niveles de empa-
quetamiento. Las formas menos condensadas
constituyen la eucromatina y funcionalmente se co-
rresponden con cromatina activa, que es la forma
asociada a la accesibilidad de factores de transcrip-

cioén al ADN y expresion de genes concretos; por el
contrario, las formas mas condensadas y empaque-
tadas se asocian con la cromatina inactiva. El paso
de una configuracion a otra es un proceso dinami-
co y puede ser frecuente. Las regiones de cromatina
que no se transcriben nunca en ningun tejido estan
aun mas condensadas, constituyendo la heterocro-
matina. El ejemplo de configuracion heterocroma-
tica mas espectacular es el que acompaia la inacti-
vacion por metilacion (impronta) de uno de los
cromosomas X en las hembras de mamiferos.

ADN

4

\

Factores de transcripcion ——u

\Q

Grupos metilo

Histonas

ADN

b)

ADNasa I

ADN

Chaperonas

Figura 1.10. Representacion esquematica de la cromatina inactiva (arriba) y activa (abajo). Enzimas que modifican la cro-
matina, como Setl, anaden grupos metilo en lugares especificos de la histona. Otras proteinas pueden eliminar las modificacio-
nes quimicas afiadidas con antelacion @). Hay proteinas que se unen a las modificaciones quimicas afiadidas »). La cromatina
activa esta menos condensada que la inactiva, es accesible a factores de transcripcion y es hipersensible a la accion de la enzima
ADNasa I que rompe el ADN en estas regiones. Ademas, las chaperonas de las histonas pueden desplazar y reemplazar las
histonas en el ADN. Todo este escenario controla la accesibilidad de los factores de transcripcion a la cromatina activa y el ADN.
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La cromatina activa se caracteriza y diferencia
de la inactiva en su estructura y en su hipersensi-
bilidad a la ADNasa 1. Respecto a la estructura,
en levaduras, la mosca Drosophila y humanos se
ha encontrado que la coromatina activa posee nu-
cleosomas de union inestable que permiten facil
acceso a la maquinaria reguladora. Estos nucleo-
somas inestables poseen dos variantes de las his-
tonas: al variante H3.3 en vez de la H3 y la H2A.Z
en vez de la H2A.

1.5. EXPRESION DE LA INFORMACION
GENETICA Y SU REGULACION

En organismos complejos, s6lo un nimero li-
mitado de genes se expresa en un momento dado
en un tipo celular concreto, definiendo asi su fun-
cion. La regulacion de la expresion génica es, pues,
fundamental para establecer y mantener la fun-
cion de una célula. La activacion de la transcrip-
cion en eucariotas esta mediada por una estructu-
ra abierta de la cromatina que permite la union al
ADN de factores de transcripcion y ARN-polime-
rasas. Se estima que aproximadamente un 15% del
genoma humano esta en forma de cromatina acti-
va en un momento dado. Existe un pequefio na-
mero de factores de transcripcion de alta afinidad
que, desplazando los nucleosomas, se unen al
ADN creando una region de cromatina activa sen-
sible a la ADNasa I. Esta configuracion facilita la
union de otros factores de menor afinidad que es-
tabilizan la estructura adquirida y permiten la ini-
ciacion de la transcripcion por el complejo de ini-
ciacion, pero en ningun caso la union de diferentes
factores de transcripcion entre si es al azar.

Los promotores son, por definicion, los lugares
precisos donde se une la ARN polimerasa y sus
co-factores, para formar el complejo de pre-inicia-
cidén y comenzar la transcripcion. Los aledaios de
este lugar, unos 50 pb alrededor del lugar preciso
del inicio de la transcripcion, también se incluyen
en la region promotora. El proceso de iniciacion
de la transcripcion se estabiliza o se reprime por
la unién de numerosos y variados factores de
transcripcion a lugares concretos en el ADN. Los
factores son proteinas que contribuyen a que se
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inicie la transcripcion y pueden actuar por union
directa al ADN o por unién a otros factores de
transcripcién. Las histonas, por otra parte, tam-
bién sufren modificaciones quimicas que contri-
buyen a las asociaciones-disociaciones con el
ADN y con otras proteinas (figura 1.11).

A nivel de ADN, podemos encontrar alguna o
varias de las siguientes secuencias cercanas al lu-
gar donde se inicia la sintesis del ARN y que son
regiones cortas (tipicamente de 5-15 nucleotidos)
a las que se unen factores de transcripcion en un
momento dado:

a) La secuencia de iniciacion de la transcrip-
cion (SIT) ha sido consensuada en: Pi-
PiANWPIPi, donde Pi = pirimidina, A =
= adenina, N = cualquier nucleotido y
W = adenina o timina. La A también re-
presenta la posicion del primer nucledtido
que se transcribe a ARN (+1).

b) Una region rica en AT situada a unos 30
nucleotidos antes del lugar de inicio de la
transcripcion. A esta region, cuya secuen-
cia consenso es TATAAA, se le ha deno-
minado la caja TATA.

¢) Una region posterior a la iniciacion de la
transcripcion (PIT) de secuencia consenso
PuGWPI1V, donde Pu = purina, G = gua-
ninayV=AoC

d) Dos elementos que se sitian uno anterior
(ATA) y otro posterior (PTA) a la caja
TATA y que se suelen unir al factor de
transcripcion 1B (TFIIB).

e) Elemento MTE (del inglés, motif ten ele-
ment), que puede sustituir a PIT y a la
caja TATA o actuar en sinergia con ellos
y con SIT.

1) Islas CpG, siendo éstas, regiones con un
contenido en G+C superior al 55% y un
tamafno minimo de 500 pb (en mamiferos
suele tener entre 1y 2 kilobases).

El tratamiento con la enzima ADNasa I impe-
dird la degradacion del ADN en toda aquella re-
gidén promotora que esté fisicamente cubierta por
los numerosos factores de transcripcion presentes
en un momento dado. Asi pues, las regiones sen-
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sibles a la ADNasa I suelen ser mas amplias que
las regiones promotoras; éstas suelen estar prote-
gidas tanto por factores que activan la transcrip-
cion como por los que la reprimen.

En organismos superiores la region promoto-
ra puede ser de dos tipos:

1. Estrecha, que en al menos el 10-25% de
los casos posee una clara caja TATA y es
muy comun en el control de genes especi-
ficos de tejidos concretos. A la caja TATA
se une especificamente una proteina que
forma parte del complejo de preiniciacion
y ayuda en la eleccion del lugar exacto de
iniciacion. Este tipo de promotores cortos
o estrechos suelen estar inactivos por de-
fecto, la activacion la desencadenan facto-
res de transcripcidén especificos que, en
una primera fase, facilitan la remodela-
cion de la cromatina, lo que a su vez fa-
cilita el acceso de nuevo factores de trans-
cripcion a mas lugares en el ADN.

2. Ancha, con presencia de islas CpG en mu-
chos casos y sin cajas TATA, mas abun-
dante en organismos a partir de vertebra-
dos y ubicuas en muchos tipos de células.
Son caracteristicas de genes que corres-
ponden a proteinas de mantenimiento ce-
lular de expresion continuada y estable.
Tipicamente los promotores largos o an-
chos poseen varios lugares de iniciacion
(SIT) y el alto contenido en CG de estas
regiones contribuye a la emision de sefia-
les cromatinicas que ayudan a mantener
la forma abierta y facilitan la iniciacion.

Cada tipo de promotor se asocia con modi-
ficaciones concretas en la cromatina y factores
de transcripcion favoritos (figura 1.11), pero no se
descarta la existencia de una gran variedad de
modalidades intermedias.

Muchos promotores anchos solapan parcial-
mente con islas CpG que pueden o no contener
citosinas metiladas dependiendo o no de la activi-
dad del promotor. Islas con citosinas metiladas se
asocian a silencio transcripcional, pero el grado
de metilacidn/acetilacion de algunas histonas y la

estructura de la cromatina constituye un nivel de
control de la transcripcidn superior a la metila-
cion de islas CpG. Asi, algunas veces podemos
encontrar transcripcion activa en islas CpG con
citosinas metiladas cuando las histonas mantie-
nen su metilacidon y acetilacidon caracteristicas de
la cromatina activa, por ejemplo, metilacion en la
Lys4-H3 y acetilacion en las Lys9-H3. En otros
casos, como en las larvas de Drosophila, se ha es-
tablecido una correlacion entre la presencia de la
hormona ecdisona y la acetilacidon de la lisina en
la posicion 23 de la H3 que provoca la expresion
de los genes localizados en las regiones 74EF y
75B de los cromosomas politénicos (gigantes) de
las glandulas salivares de las larvas. La respuesta
se puede visualizar al microscopio, ya que estas
regiones se abultan y forman las llamadas «linter-
nas chinas». En este caso concreto, la activacion
del gen no implica acetilacion de la lisina 9 de la
H3. Uno de los productos de estos genes es un
nuevo factor de transcripcidén que activara mu-
chos otros loci responsables del paso de larva a
pupa en el desarrollo de la mosca. En general, la
metilacion de la lisina 9 o la 27 de la H3 se asocia
con represion de la transcripcion, mientras que la
metilacion en la lisina 4, la 36 o 1la 79 de la H3 se
asocia con activacion de la transcripcion.

Los factores de transcripcion son muy numero-
sos y variados, en humanos, por ejemplo, hay mas
de 1.400 factores de transcripcion con la capaci-
dad de reconocer y unirse a una secuencia especi-
fica del ADN. Se pueden dividir en «generales» y
«especificos». Los generales se asocian al comple-
jo de pre-iniciacién en los lugares cercanos al lu-
gar de iniciacion de la transcripcion y se encuen-
tran en la mayoria de los genes que se expresan,
mientras que los especificos suelen actiar mas
alejados de la SIT y su presencia varia en los dis-
tintos tipos celulares o tejidos. Sin embargo, pue-
de haber sustituciones de unos factores de trans-
cripcion generales por otros del mismo tipo, cuyo
cambio conlleva especificidad. Asi en el cerebro
muchos genes especificos de tejido se controlan
con promotores anchos sin cajas TATA.

Otra caracteristica de los factores de trans-
cripcion es que son multifuncionales y se pueden
unir a distintos locus gendémicos con patrones y
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combinaciones diversas para especificar la acti-
vacion o represion de genes. La mayoria de los
complejos de factores de transcripcion actian po-
sitivamente facilitando la iniciacion de la trans-
cripcidn, pero algunos actiian negativamente a
modo de represores de la iniciacion. Hay factores
que estimulan la transcripcion de un gen e inhiben
la de otro, dependiendo de con quien se asocien;
los hay especificos de la célula, del tejido o del
estadio de desarrollo. En humanos se ha encon-
trado que la combinacion de distintos factores es
determinante y depende del contexto y de la situa-
cién celular. Diferentes combinaciones se unen a
dianas distintas, asi el patron de asociacion de fac-
tores de transcripcion no es igual en las regiones
proximales al gen (promotores) y distales (lejanas
al gen); pero muchos factores de transcripcion
pueden unirse simultaneamente a promotores y a
potenciadores distantes. Hay ademas combinacio-
nes de factores de transcripcion que distinguen
especificamente entre el alelo paterno y el mater-
no. Se confirma en humanos que muchos represo-
res se autorregulan manteniendo niveles de pro-
duccion estables.

Cuando los factores de transcripcion abando-
nan una region promotora, en muchos casos, al
menos en humanos, se produce una metilacion
pasiva del ADN libre.

En el genoma humano se han observado 3
tipos de interacciones entre los factores de trans-
cripcion y el ADN: 1) factores que se unen con
fuerza en regiones reguladoras dentro de la re-
gidén promotora; 2) factores que se unen fuer-
temente s6lo en regiones alejadas de los pro-
motores, y 3) factores que se unen con fuerza en
cualquier region proximal o distal a los promoto-
res. En la region de control de la -hemoglobina,
por ejemplo, encontramos una regiéon de hiper-
sensibilidad a la ADNasa I de unos 110 pb, ocu-
pada por docenas de factores de transcripcion.
Dependiendo del tipo celular, podemos encontrar
entre 5y 8 lugares de unién a factores de trans-
cripcidén en estas regiones hipersensibles a la
ADNasa 1. Dentro de estas regiones encontrare-
mos otras que son resistentes por estar protegidas
por los propios factores de transcripcion. Tam-
bién existen factores que predominantemente se
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encuentran asociados a la cromatina en su forma
compacta. En un momento dado, aproximada-
mente el 8% del genoma humano esta interaccio-
nando con factores de transcripcion de diversa
indole. Por otro lado, grupos de genes pueden
transcribirse bajo una sefial de regulacion comun
compartiendo elementos especificos de regula-
cion. Ejemplos de ello son los elementos de res-
puesta al choque térmico o a las hormonas este-
roideas, que son reconocidos por factores
especificos que modulan la expresion de grupos
de genes. De entre los factores de transcripcion
que se unen fisicamente al ADN, son particular-
mente conocidos los denominados dedos. Las
proteinas dedo poseen varias moléculas de zinc,
por lo que se denominan dedos de zinc. Deben su
nombre a la forma tridimensional que tienen las
protuberancias de aminoacidos que salen de las
regiones de unién a zinc, muy semejantes a dedos.

Las ARN polimerasas son realmente las ma-
quinas ejecutoras, pero la regulacion propiamente
dicha esta en manos de los factores de transcrip-
cion y las proteinas reguladoras. En eucariotas
hay 3 ARN polimerasas (ARNpol): la ARNpol I,
que transcribe el ARN ribosomal; la ARNpol III,
que transcribe algunos ARN de pequefio tamafio
como el ARNt, y la ARNpolimerasa II, que es la
enzima que en humanos sintetiza la mayor parte
del ARNmensajero, ARN no codificante y mi-
cro-ARN, a partir de un molde de ADN. El co-
razdn de la enzima posee 12 subunidades, pero es
incapaz de reconocer especificamente un promo-
tor; para ello, requiere una serie de factores de
transcripcion y un conjunto de proteinas regula-
doras. El complejo de iniciacion esta constituido
por la ARN polimerasa y los factores que se unen
a ella en el momento de la iniciacion. El sentido
de la transcripciéon no parece que esté predeter-
minado y en principio la ARN polimerasa podria
tirar para cualquiera de los dos lados; sin embar-
go, parece cada vez mas probable que bucles que
unen el final de un gen con el principio del mismo
son los que determinan la direccion de la sintesis.
La finalizacion de la transcripcion viene determi-
nada en la mayoria de los mensajeros por varias
sefnales: una region rica en GC, la formacion de
hibridos ADN-ARN y la presencia de la sefial de
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adenilacion. Una region rica en GC provoca la
relentizacion de la ARN polimerasa, la formacion
de hibridos entre el ARNm recién sintetizado y el
ADN puede inducir a la ARNpol a proseguir en
sentido contrario al canonico, creandose un
ARN de doble banda que facilitara la termina-
cion.

Cada célula de un tejido concreto posee del

bles a la ADNasa I, nimero muy superior al de
promotores. En el genoma humano también se
han encontrado unos 2 millones de potenciadores
sin diana adscrita por el momento y se estima que
cada gen puede tener una media de 10 elementos
reguladores. Cada tipo celular es, pues, el resulta-
do de una serie de combinaciones y permutacio-
nes de los elementos reguladores de sus genes, que

orden de 200.000 regiones especificas hipersensi-  le confieren caracteristicas inicas.
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DNA
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Figura 1.11. Vision esquematica de los elementos funcionales que intervienen en la expresion de un gen humano. En
la parte superior el desenrollamiento de la cromatina muestra las regiones hipersensibles a la ADNasa I. Un aumento de
esta region nos muestra en el flanco 5', y a una distancia variable del lugar de inicio de la transcripcion, los elementos
potenciadores de la transcripcion; mas cerca del inicio de la transcripcion estan los promotores, lugares de entrada de la
ARN polimerasa. A continuacion, los factores de transcripcion que se unen a las regiones reguladoras cercanas a los
promotores formando el complejo de iniciacion que transcribe los intrones y exones que posteriormente han de ser proce-
sados. Se muestran: la region que corresponde con una isla CpG en el ADN, la secuencia de iniciacion de la transcripcion
(SIT), las regiones con secuencias potenciadoras de la transcripcion posteriores a la iniciacion de la transcripcion (PIT,
MTE), factores de transcripcion (FT) proximos y lejanos, nucleosomas, varias regiones anteriores a la iniciacion de la
transcripcion que son potenciadores (ATA, TATA, PTA).
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La regulacion de cada gen concreto en el espa-
cio y en el tiempo parece ser de tipo espacial, es
decir, formada por una red de lazos cromosomales
en la que potenciadores y promotores, distantes fi-
sicamente entre si, interaccionan y comunican su
informacién reguladora. En el genoma humano se
han identificado cientos de interacciones de largo
alcance que siempre incluyen alguna region de ini-
ciacion de la transcripcion. Mas aun, se ha estima-
do que cada region de iniciacidén de la transcrip-
cion interacciona con una media de 4 elementos
cromosomales distantes, lo que indica la existencia
de una red compleja de conexiones cromatinicas
reguladoras. Ademas, la regulacion que se ejerce es
de tipo dinamico cambiando en el espacio y en el
tiempo y con cada tipo celular. La regulacion com-
binada proximal (regiones promotoras) y distal
(lazos) parece ser la caracteristica que mas nos di-
ferencia a los humanos del resto de los organismos.
La estructura conectiva reticular y la actuacion de
factores de transcripcion a distancia es mucho ma-
yor en humanos que en otros organismos.

1.5.1. Procesamiento de los mensajeros

La region en el ADN correspondiente al men-
sajero propiamente dicho se denomina region co-
dificante y determina el orden lineal de los ami-
noacidos en la proteina a la que dara lugar. Esta
region puede estar interrumpida varias veces por
secuencias ajenas a la proteina codificada. Las
partes que se expresan se denominan exones, y las
que interrumpen la continuidad del gen, intrones.
El flanco 3' del mensajero contiene las sefiales
para la terminacion de la transcripcion y los pro-
cesos de maduracién. En la mayoria de los genes
eucarioticos, al terminar la transcripcion, hay en
el ARN una secuencia de poliadenilacion (AAUA-
AA) que determina la ruptura y adicion de la cola
de poli-adenina a unos 10-30 nucleotidos de dis-
tancia hacia el extremo 3' desde la secuencia sefial.
Ademas, puede haber en esta region numerosos
sitios de unién a proteinas reguladoras como las
secuencias de union a los miARN.

Los intrones se eliminan por un proceso com-
plejo de corte y empalme (ayuste) que tiene lugar
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en el nucleo, inmediatamente después de la trans-
cripcion cuando aun el ARN naciente esta asocia-
do a la cromatina. Hay la sospecha de que la cro-
matina puede estar involucrada en la regulacién
del complejo sistema de ayuste que sufre el ARN-
pre-mensajero, antes de su transporte al citoplasma.
Las secuencias consenso que en humanos determi-
nan la eliminacion de un intrén son: AGLGU(A o
G)AGU en el flanco 5'y NCAGTG en el 3. El
numero de intrones es variable, pudiendo ser de 0 a
50. El tamano del intron también es variable, en-
contrandose en su mayoria entre 75 y 2.000 nu-
cleétidos. Hay mensajeros que utilizan distintos
exones en distintos tejidos, los hay que utilizan dis-
tintos lugares de iniciacion o distintos lugares de
terminacion. En el gen de la miosina humana, por
ejemplo, tenemos dos lugares de iniciacion de la
transcripcion que son del tipo estrecho con presen-
cia de cajas TATA y una region no traducible (fi-
gura 1.12). La miosina embrionaria se transcribe a
partir de la segunda caja TATA empezando en la
region no traducible 2 (NT2) seguida por los exo-
nes: 2, 3,5, 6,7, 8 y9. La miosina adulta, por el
contrario, utiliza la caja TATAL, la region no tra-
ducible 1 y el ex6n El, el primer intrén resulta ser
la caja TATA2 y NT2, pero en este caso, del exon
1 pasamos directamente al 4, ausente en la miosina
embrionaria, para seguir por los exones 5, 6, 7, 8 y
9. Bastante mas complejo es el caso del gen Dscam
(del inglés: Down syndrome cell adhesion molecule)
de Drosophila, cuyo producto es homologo a la
molécula de adhesion celular descrita originalmente
en pacientes con sindrome de Down en humanos.
Dscam codifica por un receptor de membrana con
3 regiones bien diferenciadas: extracelular, trans-
membrana e intracelular, que facilita conexiones
precisas entre distintos tipos de neuronas. Las par-
tes variables son extracelulares, cada receptor reci-
be una senal del exterior que se traduce en un mo-
vimiento del axon para formar una determinada
conexidn nerviosa; todo esto en los conos oculares
de la mosca. Hay una gran diversidad de recepto-
res y se requiere que cada uno de ellos responda a
un nivel distinto de una misma sefal. El gen Dscam
posee 115 exones: 20 fijos y 95 variables, que dan
lugar a 38.016 receptores distintos de guia de axo-
nes (figura 1.12, b). En humanos el gen Dscam no
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tiene la misma funcién ni ayuste que en Drosophi-
la, pero los genes de las inmunoglobulinas operan
con mecanismos semejantes.

Cada gen humano se estima que tiene 6 posi-
bilidades de ayustes alternativos y suele generar

una media de 4 proteinas distintas. Esta versatili-
dad ofrece posibilidades de que un mismo gen
pueda realizar funciones ligeramente distintas se-
gun las necesidades de la célula o segun el tipo de
células. El orden de los exones no se altera.

a) Gen de la miosina
Inl n2
In3
TATA-1 El TATA-2 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9
NT1 NT2 ,
Miosina 6 In8
embrionbaria In4 .
Miosina
adulta
E2 E3 ES E6 E7 E8 E9
ARNm I I | | s | s | ARNm E|  E4 ES E6 E7 E§ E9
NT2 o | — 1L | — | 10 1
¢ NTI
2 3 5 6 7 8 9 ¢
Proteina I I I I —I I ] 1 4 5 6 7 8 9
 I—— I 1 I 1
b) Gen Dscam de Drosophila
1 2 3 grupo 4 5 grupo 6 7 grupo 17
T
Los exones: 1, 2, 3, 5, 7, etc., son fijos.
Los exones de los grupos 4 y 6 son variables y excluyentes.
Los exones del grupo 17 son alternativos.

Figura1.12. Unidades de transcripcion complejas: a) Utilizacion de distintos exones en la miosina embrionaria y mio-

sina adulta. La miosina embrionaria utiliza la TATA2 para iniciar la transcripcion en la region no traducible 2 (NT2) y

consta de los exones 2, 3, 5, 6, 7, 8 y 9; la miosina adulta utiliza la TATAL1 y la transcripcion se inicia en la region no

traducible 1 (NT1), posee los exones 1, 4, 5, 6, 7, 8 y 9. b) El gen Dscam de Drosophila que tiene 115 exones: los exones

1,2, 3,5, 7, etc., son fijos; los exones del grupo 4 y del grupo 6 (48 exones) son variables y excluyentes; el grupo 17 tiene
2 exones alternativos.
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1.5.2. Traduccion

La traduccion de los mensajeros se realiza en
los polirribosomas. Los sistemas de traduccion de
procariotas y eucariotas son, hasta cierto punto,
intercambiables, en el sentido de que mensajeros
eucarioticos, aunque con dificultades, se pueden
traducir en procariotas, y viceversa. Las diferen-
cias mayores estan en la formacién de los comple-
jos de iniciacidn y reconocimiento, asi como en la
frecuencia de uso de los distintos codones del co-
digo genético.

En el proceso de iniciacién intervienen la
subunidad pequena del ribosoma, el ARNm y los
factores de iniciacion. En bacterias hay tres posi-
bles codones de iniciacion: AUG, GUG y UUG.
En eucariotas siempre se utiliza el codéon AUG
para iniciar la sintesis, y, aunque el ARNTt inicia-
dor (ARNY,) es distinto al de elongacion, la metio-
nina inicial no esta formilada (ARNt) como en
procariotas. En organismos superiores hay al me-
nos nueve factores de iniciacion en comparacion
con los tres de procariotas.

El codigo genético esta degenerado en el sen-
tido de que distintos tripletes (especialmente en la
tercera base) codifican el mismo aminoacido (ta-
bla 1.1), pero distintos organismos usan preferen-
temente siempre los mismos tripletes de entre to-
dos los comunes para un aminoacido. Esto se
traduce en una abundancia o escasez de los ARNt
mas usados frente a los poco frecuentes. Un ARN
que posea varios tripletes de poco uso para un
sistema determinado se traducira con dificultad.

Hay tres codones que no corresponden a nin-
guin aminoacido y que carecen del ARNt corres-
pondiente: son los codones de terminacion de la
traduccion. Estos codones tienen nombres dados
en su descubrimiento: UAG = ambar, UAA = ocre
y UGA = ¢palo.

Durante el proceso de traduccion también hay
regulacion de la expresion génica. Por ejemplo, la
iniciacidon puede ser obstruida por proteinas que se
unen a los lugares de reconocimiento del ribosoma
por el mensajero, impidiendo asi la formacion del
complejo de iniciacion. El caso de la tubulina es de
este tipo. La tubulina es la proteina fundamental
de los microttibulos y su produccion esta controla-

© Ediciones Piramide

TABLA 1.1

Degeneracion del codigo genético donde se pone
de manifiesto como varios codones diferentes
corresponden a un mismo aminodcido

Aminoacido Tripletes del codigo

Alanina GCU, GCC, GCA y GCG

Arginina CGU, CGC, CGA, CGG, AGA y AGG
Asparragina | GAU y GAC

Glicina GGU, GGC, GGA y GGG

Leucina CUU, CUC, CUA, CUG, UUA y UUG
Prolina CCU, CCC, CCA y CCG

da por las existencias celulares de la proteina.
Cuando los niveles celulares son elevados, la tubu-
lina libre interfiere con uno de los primeros esta-
dios de la traduccidn, uniéndose directamente a la
cadena naciente. El resultado es la degradacion del
mensajero evitando asi la produccion de mas tubu-
lina. Mas aun, la tubulina recién sintetizada puede
sufrir una serie de modificaciones reversibles y di-
namicas que pueden condicionar la funciéon de los
microtibulos. Los microtubulos son polimeros de
a-y B-tubulina dinamicamente ensamblados y pre-
sentes en todas las células eucarioticas. Participan
en numerosos procesos celulares incluyendo: mito-
sis, movilidad celular, transporte intracelular, se-
crecion, forma celular y polarizacion. Asi, aunque
la estructura de los microtiibulos se conserva en
distintos tipos celulares y organismos, su funcion
es variada y las modificaciones posteriores a la tra-
duccién son selectivas e importantes para su
funcion posterior. Tomaremos como ejemplo los
microtiibulos de las neuronas. Las neuronas son
células polarizables y excitables con multiples ex-
tensiones, una de las cuales se especializa en axon
y las otras en dendritas (figura 1.13). En los micro-
tubulos de las neuronas encontramos diversas mo-
dificaciones posteriores a la traduccion de sus
componentes: 1) La eliminacién de la tirosina del
extremo carboxi-terminal de la a-tubulina (deti-
rosinacién) y la subsiguiente eliminacion adicio-
nal del penultimo glutamato generando la forma
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A2-tubulina. En las neuronas, por ejemplo, esta
modificacidon tiene una funcion estabilizadora, es
irreversible y no ocurre en las S-tubulinas. 2) La
adicién de varios residuos de glutamato (glutami-
lacién) o de glicina (glicilacion) en las colas de los
extremos carboxi-terminal de ambas tubulinas o'y
B. La modificacion es reversible, pero no se cono-
cen las enzimas que llevan a cabo la retirada de los
residuos. En el caso de las neuronas encontramos
muchas tubulinas glutamiladas y ninguna glicila-
da. 3) La acetilacion en la lisina 40 localizada en
muchos casos en el espacio interno del microtubu-
lo y cuya funcion en neuronas se relaciona con la

memoria a corto y largo plazo. Se tiene la idea de
que, particularmente en neuronas, las modificacio-
nes selectivas de los microtubulos son las que pro-
ducen la sintonia fina de la regulacion de los pro-
cesos que controlan la diferenciacion neuronal, la
guia del axdn, el transporte neuronal, la sinapsis y
la memoria a corto y largo plazo. No seran iguales
las modificaciones observadas en los microtibulos
de las dendritas a las del axén de una misma neu-
rona; ni las de la parte media del axon coincidiran
totalmente con las de la parte apical de crecimien-
to, generando patrones microtubulares especificos
asociados a funciones concretas (figura 1.13).

Neurona

Microtubulos

Cono de
crecimiento
del axén

Microtubulo

Dendritas

Microtubulos

B Acetilacion (lisina40)
M  Tubulina a-tirosimilada
®  Tubulina a-A2

—=  Glutaminacion

Figura 1.13. Representacion esquematica de los tipos de modificaciones posteriores a la traduccion que podemos en-

contrar en los microtibulos de un axén de una neurona. Estas modificaciones seran ligeramente distintas a las que

encontrariamos, por ejemplo, en las dendritas de la misma neurona, o en el cono terminal de crecimiento del axén, crean-
do asi un patron subcelular especifico.

Como ya se ha comentado con anterioridad
(1.2.2 y 1.5), los ARN no codificantes (ARNnc),
fundamentalmente el ARN de interferencia y los
micro-ARN, regulan de manera muy eficiente la

expresion de un gen a nivel de traduccidn y ellos
a su vez estan regulados a nivel de ADN por fac-
tores de transcripcion. EI ARNi degradara de
modo rapido y eficaz cualquier mensajero com-
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plementario a su secuencia y el micro-ARN impe-
dira la traduccion cuando la complementariedad
con su diana no sea perfecta y ésta se encuentre en
la region 3' no traducible del mensajero (figura
1.6). Las ventajas de una regulacion por ARNi o
miARN en vez de factores de transcripcion es su
rapidez de produccidn, ya que al no ser proteinas
no necesitan traducirse para actuar, ademas su
destruccion cuando ya no se necesiten es barata,
ya que son pequefios. Por la misma razén estos
ARN pueden evolucionar rapidamente. Las inter-
acciones de los pequenos ARNnc con sus dianas
por hibridacion de sus acidos nucleicos son mas
sencillas que las de los ADN vy los factores de
transcripcion que son ADN/proteina. Factores de
transcripcion y miARN pueden cooperar en sus
genes diana, ya que éstos pueden poseer en el
ADN varios elementos en cis de union a factores
de transcripcion y mas de una region de reconoci-
miento para miRNA que disminuira drasticamen-
te los niveles de la proteina. Unos y otros soélo
requieren entre 6-8 nucleo6tidos especificos, como
region de reconocimiento.

1.6. VARIACIONES EN LA CANTIDAD DE ADN
Y NUMERO DE GENES A LO LARGO
DE LA ESCALA EVOLUTIVA

Para contestar a la pregunta de si representa
la cantidad de ADN de los organismos (genotipo)
su complejidad morfolédgica (fenotipo), podemos
analizar la cantidad de ADN de algunas especies
que han servido como modelo a lo largo de la es-
cala evolutiva. Hoy dia estan secuenciados los ge-
nomas de muchas especies y conocemos sus tama-
fos con gran precision. A través de la base de
datos norteamericana NCBI (National Center for
Biotechnology Information) podemos acceder a
los valores sobre tamafios de genoma, numero de
genes estimado y numero de proteinas de una
gran variedad de organismos. Los datos segin
esta fuente de informacion son bastante mas ele-
vados que los de otras fuentes (ENCODE por
ejemplo), pero internamente coherentes. La bacte-
ria Escherichia coli tiene un tamafio de genoma de
5 x 10° pares de bases (pb); la levadura Saccha-
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romyces cerevisiae tiene 12 x 10° pb, la mosca del
vinagre Drosophila melanogaster 1,5 x 10% pb, el
gallo Gallus gallus 1 < 10° pb, la vaca Bos taurus
2,6 x 10’ pb y el hombre Homo sapiens 3 x 10° pb.
Hasta aqui podriamos admitir que una mayor
complejidad morfoldgica va asociada a un mayor
tamano de genoma, aunque la diferencia entre es-
tas 3 ultimas especies parece demasiado pequena
para los enormes cambios fenotipicos que se ob-
servan. Efectivamente, un analisis algo mas ex-
haustivo nos muestra algunas desviaciones (ta-
bla 1.2). Dentro del reino vegetal, la pequena
planta con flores, crucifera, de la familia de las
mostazas y modelo por excelencia Arabidopsis
thaliana tiene un tamafo de genoma de 1 X 10° pb,
ligeramente inferior al de Drosophila y la planta
del arroz Oryza sativa ligeramente superior, con
3,8 x 10* pb. El maiz, con 2 X 10° pb, supera en
tamano al gallo y se acerca mucho al de la vaca y
al del hombre. El hombre se ve ligeramente supe-
rado en tamafio de genoma por su pariente vecino
el chimpancé Pan troglodytes con 3,1 x 10°pb. Asi
pues, la cantidad de ADN de un organismo no
necesariamente correlaciona con su nivel de com-
plejidad dentro de la escala evolutiva (figura 1.14).

Otro parametro interesante de comparar es la
cantidad de genes y proteinas de los organismos
con el grado de complejidad morfologica y funcio-
nal de los mismos. Volviendo a los datos del NCBI,
el nimero estimado de genes, asi como el de pro-
teinas, de algunos organismos a lo largo de la es-
cala animal nos indica que tampoco este parame-
tro es un fiel reflejo del grado de complejidad que
observamos en los distintos organismos (tabla
1.1). La bacteria E. coli posee 5.000 genes estima-
dos a partir del ADN secuenciado teniendo en
cuenta principalmente las pautas abiertas de lectu-
ra y ausencia de codones de terminacién; el nume-
ro de proteinas estimado para este organismo es de
4.800. El porcentaje del genoma implicado en la
codificacion de estos genes es del 100%. En la le-
vadura S. cerevisiae aproximadamente el 70% de
su genoma codifica por 5.500 genes y 4.300 protei-
nas. En la rama vegetal el nimero de genes de las
dos especies estudiadas es similar al numero de ge-
nes estimado para el hombre; sin embargo, el por-
centaje del genoma implicado en su codificacion es
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Figura 1.14. Tamafos de los genomas de diversas especies (en pares de bases: pb).
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bastante superior (50 y 13% frente a un 2,9%). En
la rama animal el nimero estimado de genes se
mantiene entre 15.000 de la mosca del vinagre y
36.300 del raton. El hombre, con 35.000 genes',
esta cercano al ratén y al chimpancé (30.200 ge-
nes) pero los errores de calculo so6lo nos permiten
asegurar que todos ellos tienen un numero de ge-
nes muy similar y un porcentaje del genoma impli-
cado muy parecido. El chimpancé (Pan troglo-

dytes) tiene muchas mas regiones duplicadas en su
genoma que el hombre, lo que, con el tiempo, pro-
bablemente ha originado nuevos genes.

En cuanto al porcentaje gendmico implicado
en la codificacion a proteinas, la tendencia es que
a mayor complejidad morfoldgico-funcional me-
nor porcentaje del genoma implicado en la expre-
sion de genes traducibles a proteinas, aunque hay
algunas excepciones (tabla 1.2).

TABLA 1.2

Cantidad de ADN en algunos organismos modelo y numero estimado de genes y proteinas, porcentaje
aproximado del genoma que representan los genes

Organismo Cantidad de ADN pb Genes/ Proteinas % del genoma*

Escherichia coli (bacteria) 5% 10° 5.000/4.800 100%
Saccharomyces cerevisiae (levadura) 11,8 x 10° 5.500/4.300 70%
Arabidopsis thaliana (planta con flor) 1 x 10 33.600/35.400 50%
Oriza sativa (arroz) 3,8 x10° 34.500/28.500 13%
Zea mays (maiz) 2 % 10° — —

Caenorhabditis elegans (gusano) 1 x 108 21.200/23.900 32%
Strongylocentrotus purpuratus (erizo de mar) 9 x 10° 23.200/22.700 4%
Drosophila melanogaster (mosca del vinagre) 1,5 x 10° 15.500/24.100 16%
Danio rerio (pez cebra) 1,4 x 10° 28.700/27.400 3%
Gallus gallus (gallo) 1 x10° 17.500/16.800 2,6%
Mus musculus (raton) 2,7 x 10° 36.300/29.000 2%
Bos Taurus (vaca) 2,6 x 10° 27.100/22.000 1,5%
Pan troglodytes (chimpancé) 3,1 x 10° 30.200/32.500 1,4%
Homo sapiens (hombre) 3% 10° 35.000/32.000 2,9%

* El porcentaje del genoma que codifica por genes es aproximado y se ha calculado considerando un tamano medio de un gen de
1.500 nucleotidos, excepto en humanos donde se han utilizado los datos reales segin ENCODE.

' El ntimero de genes asignados a la especie humana va-
ria segin la fuente elegida. Asi, de 35.000 segun la base de
datos norteamericana NCBI (National Center for Biotechno-
logy Information) a 20.687 segun ENCODE (Encyclopedia
of DNA elements).
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En conclusién: ni la cantidad de ADN, ni el
nimero de genes, ni el nimero de proteinas celu-
lares correlacionan con la complejidad morfolo-
gico-funcional que observamos en los distintos
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organismos. La adquisicién progresiva de fun-
ciones mas evolucionadas y complejas esta rela-
cionada con las variaciones en la regulacion de
la expresion génica. Hoy sabemos que el 80%
del genoma humano, por ejemplo, esta implica-
do en la estricta regulacion del 2,9 % que consti-
tuyen los exones de los genes que codifican por
proteinas.

1.7. GENETICA Y EPIGENETICA EN RELACION
CON LA VARIABILIDAD ENTRE CELULAS,
INDIVIDUOS Y ESPECIES

Se podria decir que la genética propone y la
epigenética dispone. En sentido muy amplio, la
epigenética estudia las modificaciones internas
que diferencian dos células con idéntica dotacion
génica. El término «epigenética» lo acuno Con-
rad Waddington en 1942 para describir las mani-
festaciones externas de la actividad genética du-
rante el desarrollo. Aunque el término precede a
la moderna biologia molecular, hoy sigue tenien-
do mucha actualidad para describir las modifica-
ciones que, sin cambiar la secuencia del ADN,
afectan a la metilacion del ADN o a la metila-
cion, acetilacion, fosforilacion y ubiquitinacion
de las histonas. Otro factor imprescindible de
evaluar en la creacion de variabilidad es la trans-
cripcion y procesamiento de los ARN, incluyen-
do la funcién reguladora de los micro-ARN, asi
como los cortes y empalmes (ayuste) diferenciales
que crean distintas proteinas a partir de un mis-
mo ARN.

Todas las células de un organismo reciben
una dotacion génica idéntica y, sin embargo, la
morfologia y funcién de los distintos érganos es
muy dispar. La identidad y funcion de una célula
esta gobernada por su patron de expresion génica
durante el desarrollo y en su destino final. No
sabemos como se establecen y mantienen con pre-
cision los distintos patrones de expresidon/repre-
sion caracteristicos de cada tejido, pero ellos son
la base fundamental de las diferencias entre los
distintos 6rganos de un ser humano. Como ya he-
mos indicado con anterioridad, la secuenciacion
de las regiones susceptibles al tratamiento con la

enzima ADNasa I (que degrada las zonas con
cromatina activa y accesible a los factores de
transcripcion, figura 1.10), de 120 tipos de células
humanas ha revelado la existencia de 2,9 millones
de lugares en el genoma donde factores de trans-
cripcion se unen al ADN. De ellos, 3.700 son co-
munes para todos los tipos de células y aproxima-
damente un tercio se encontraron s6lo en un tipo
celular. Asi pues, cada tipo celular usa una com-
binatoria de factores reguladores especial y espe-
cifica. Esta riqueza de posibilidades ayuda a ex-
plicar como es posible que un punado de genes
que no llega al 3% del genoma pueda crear, man-
tener y dirigir todas las acciones de un ser hu-
mano.

Los mismos fenomenos que acttian a nivel de
individuo para crear los distintos tejidos pueden
crear diferencias a nivel de individuos de la misma
especie.

Cada vez es mas evidente que el genoma es
extremadamente conservador y que las diferen-
cias, a nivel de ADN, entre dos individuos de la
misma especie son minimas. Las mayores diferen-
cias genéticas en las especies con dos sexos estan
entre ellos. En la especie humana las mujeres tie-
nen dos cromosomas X, que tienen un tamafio
considerable (150 x 10° pb), mientras que los va-
rones poseen un cromosoma Y en vez del segundo
cromosoma X, de tamano mucho mas pequefio
(50 x 10° pb).

Si bien las diferencias entre distintas especies
tienen un fuerte componente genético basado en
duplicaciones, delecciones, reordenamientos y
mutaciones que se han ido sucediendo en el tiem-
po durante millones de anos, las diferencias entre
individuos de la misma especie dependen ademas
de otros factores como el de la reproduccion se-
xual, que baraja, reordena e intercambia genes de
individuos distintos, asi como de la regulacion
de la transcripcion durante el desarrollo, que in-
cluye metilacion del ADN y procesamiento de los
ARN.

El erizo de mar comparte unos 7.000 genes
con el ser humano y un gran niamero de factores
de transcripcion son intercambiables entre orga-
nismos separados hace millones de afios. Un
ejemplo de conservacion de factores de transcrip-
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cion es el caso de los genes Pax que controlan el
desarrollo del ojo en vertebrados y mamiferos. El
equivalente del gen Pax6 de raton en Drosophila
es el gen eyeless que desencadena la formacion
del ojo. La forzada expresidon de eyeless en luga-
res ectopicos del animal, como el ala, la pata o la
antena, origina la formacion de un ojo de manera
ectopica en el ala, pata o antena. De forma simi-
lar, la expresion del gen Pax6 de raton en los hal-
terios (alas rudimentarias truncadas) y ala de la
mosca origina una mosca con 6 ojos: los 2 nor-
males en su posicion correspondiente por la ex-
presion de eyeless, 2 en la base de los halterios y
2 en la base de las alas (figura 1.15.a). Tanto
Pax6 como eyeless son genes «maestros» que co-
difican por sendos factores de transcripciéon que
desencadenan una cascada de activaciones y re-
presiones génicas encadenadas que terminan con
la produccion del ojo. Si bien Pax6, como hemos
visto, produce ojos (no funcionales) en la mosca,
la inversa no se cumple; tampoco Pax6 es capaz
de rescatar mutantes eyeless, que en homozigosis
es letal.

La diferencia genética entre el chimpancé y el
hombre es del 1,4%. Dos individuos de la misma
especie comparten el 99,8% de sus genes y dos
hermanas el 99,98 %. Todo ello nos confirma que
es la regulacidon de la expresion génica, y no los
genes, lo que en ultimo término crea la variabili-
dad entre individuos. El caso mas claro lo presen-
tan los gemelos univitelinos que reciben la misma
dotacién genética y, por tanto, las diferencias fe-
notipicas que se observan entre ellos han de atri-
buirse a la diferente expresion del genoma y a fac-
tores ambientales.

Si tomamos como ejemplo dos individuos de
la especie humana, podremos asignar una parte
no despreciable de la variabilidad al componente
genético. La reproduccion sexual y la recombina-
cion homologa durante la formacién de los game-
tos aseguran intercambio forzoso de genomas dis-
tintos.

Existen dos circunstancias especialmente pre-
dispuestas a crear variabilidad en los organismos:
1) cambios genéticos o epigenéticos durante el de-
sarrollo y 2) variaciones epigenéticas durante la
transcripcion y procesamiento de los ARN.
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Cambios genéticos durante el desarrollo. El
paso de una célula huevo a un organismo adulto
se realiza a través de un conjunto de interacciones
moleculares y celulares que desencadenan un pro-
grama coordinado de activacidon y represion de
genes especificamente regulado en el espacio y en
el tiempo. Pequefias variaciones en el desarrollo
de este programa provocara variantes fenotipicas
estables. Estas pequefias variaciones pueden tener
un origen genético, como las mutaciones y reorde-
naciones, o epigenético, como las metilaciones de
genes o histonas.

Las mutaciones son alteraciones de diversa
indole en el ADN. Estas alteraciones pueden ser
tan pequefnas como el cambio de una base por
otra durante la replicacion del ADN. El efecto de
las mutaciones puede variar de nulo a letal, pa-
sando por una variedad de estados intermedios
que pueden afectar a un producto o desencade-
nar una serie de eventos que amplifiquen el efecto
final. Asi pequefas mutaciones o translocaciones
no tendran impacto en el porcentaje de variabili-
dad de un genoma, pero pueden desencadenar un
cambio fenotipico reconocible. La segmentacion
en Drosophila se produce por una expresion en
cascada de los genes homeoticos (implicados en
formar diversas partes del cuerpo) seguida de una
serie de interacciones entre proteinas reguladoras
que van activando sucesivamente los genes es-
tructurales responsables de las distintas partes del
cuerpo. Por ejemplo, el locus homeotico bithorax
dirige la formacién del térax del animal. Una
mutacién en la unidad transcripcional ultrabito-
rax (Ubx) puede tener efectos espectaculares
como provocar una mosca con dos pares extra de
alas (figura 1.15.h) o antennapedia (Ant) que
desencadena el desarrollo de una pata en el lugar
de la antena (figura 1.15.¢). En el primer caso se
trata de la falta de expresion del gen Ubx, lo que
provoca la transformacion homeoética de la re-
gidn tordcica 3 de la mosca en la regidon inmedia-
tamente anterior, es decir, la toracica 2, donde se
encuentran las alas. La mutacion de antennapedia
que presentamos va asociada a una translocacion
provocada por rayos X, por lo que no hay pérdida
o ganancia de ADN, simplemente una relocaliza-
cion de secuencias reguladoras y estructurales.
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Figura 1.15. Efecto del intercambio de genes y mutaciones homedticas en Drosophila melanogaster. a) La expresion del
gen maestro Pax6 de raton, en la base de los halterios y alas, origina una mosca con 6 ojos. b)) Una mutacién en el com-
plejo transcripcional ultrabitorax (Ubx) puede provocar una mosca con 4 alas. ¢) Una translocacion que implique el
locus antennapedia ( Ant) puede dar lugar a una mosca con una pata en vez de antena. Fotos cortesia de Ginés Morata.

Cambios epigenéticos durante el desarrollo.
Durante las primeras fases del desarrollo em-
brionario de mamiferos, el genoma de las distintas
células sufrira una serie de desmetilaciones y me-
tilaciones de novo sucesivas que durante la dife-
renciacion a los tejidos adquirira un perfil especi-
fico estable. Perfil re-programable durante la
gametogénesis. En mamiferos, la metilacion de
citosinas en las regiones ricas en el dinucledtido
CpG que preceden a muchos genes causan su si-
lenciamiento. Estas regiones se llaman islas CpG
y se encuentran dentro de la region promotora de
una gran variedad de genes. Cuando una isla CpG
no esta metilada, la cromatina adquiere una for-

ma abierta que facilita la uniéon del ADN a la
ARN polimerasa o factores de transcripcion. La
metilacion desencadena un cambio en la estructu-
ra de la cromatina que impide el acceso de molé-
culas reguladoras o iniciadoras de la transcrip-
cion, por lo que el gen no se expresara. Pequefios
cambios en los patrones de metilacion de genes
concretos provocaran el mismo efecto que una
mutacion, pero sin alteracion del ADN.
Transcripcion y procesamiento de los ARN.
Hoy sabemos que en las células de los organismos
se transcribe un porcentaje sorprendentemente
alto del genoma a ARN. En algunas de ellas, el
75% del genoma se transcribe en un momento
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dado. En el hombre se transcribe el 62% del geno-
ma y solo el 5,5% representa exones. Se han iden-
tificado 62.403 lugares donde se inicia la trans-
cripcion en el genoma humano y muchos de los
transcritos no funcionan ni como ARN mensaje-
ro (ARNm), ni ARN de transferencia (ARNt), ni
ARN ribosomal (ARNr), son elementos regula-
dores de la expresion génica y son los ARN no
codificantes (ARNnc). Estos ARNnc controlan
muchos procesos bioldgicos, como proliferacion,
diferenciacion y desarrollo, donde regulan la ex-
presion génica a varios niveles incluyendo la mo-
dificacion de la cromatina, transcripcion, modifi-
caciones en el ARN, cortes y empalmes en el
ARN (ayuste), estabilidad del ARN y traduccion.
Los miARNs cooperan con factores de transcrip-
cion y se cree que en organismos superiores con-
trolan la expresidén génica de aproximadamente el
30% de los genes que codifican proteinas y el 1%
de genes de todo tipo. En el raton muchos trans-
critos se originan a partir de promotores alterna-
tivos, pueden sufrir ayustes variables o usar regio-
nes de poliadenilacion distintas. No sélo un gran
porcentaje del genoma de mamiferos se transcri-
be, sino que ademas es frecuente que se realice de
las dos hebras del ADN; en el raton el 62% del
genoma transcribe las dos hebras. Esto genera
ARN de doble banda que es el sustrato para que
se desencadene la respuesta mediada por ARNiy
miARN. Los miARN desarrollan un papel espe-
cialmente relevante durante el desarrollo. En ra-
ton y Drosophila los niveles de expresion de los
genes de las dianas de los miARNs son mucho
mas bajos en los tejidos diferenciados que en el
embrion, sugiriendo su implicacion en los proce-
sos de especializacion tisular. Ademas, cada
miARN puede regular un gran nimero de ARNm,
y un solo ARNm puede ser diana de varios
miARN. Pequefias variaciones en la funcién de
algun ARNi o miARN contribuira en la variabi-
lidad del organismo sin practicamente contribuir
a la divergencia gendémica.

El mecanismo de ayuste extiende considera-
blemente la capacidad codificadora del ADN. El
40% de los genes de Drosophila y el 74% de los
genes humanos se procesan por ayustes alternati-
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vos dando lugar a productos ligeramente distin-
tos en la mayoria de los casos, pero muy distintos
ocasionalmente. Ya hemos descrito el caso de la
miosina embrionaria y adulta o el caso extremo
del gen Dscam (figura 1.12, a), donde el gen es el
mismo en todas las células (conos del 0jo), pero
la combinatoria de los transcritos crea una enor-
me variabilidad que da lugar a 38.016 receptores
de membrana ligeramente distintos. También en
Drosophila, el sexo macho o hembra del animal,
va asociado a distintos cortes y empalmes alter-
nativos secuenciales. El gen sx/ (del inglés, sex
lethal) de la mosca posee 4 exones y 3 intrones,
pero el exon 3 lleva un codon de terminacion de
cadena (figura 1.16). El gen se expresa siempre
que la razon entre cromosomas X y juegos autoso-
micos sea 0,5 0 1 (en machos XY +2A —1/2=0.,5
y en hembras XX + 2A — 2/2 = 1); la no expresion
del gen es letal. El ayuste alternativo es el siguiente:
en machos se ayusta el exon 1 con el 3, con lo que
da un producto truncado de sx/; en hembras se
ayusta el exon 1 con el 2 y con el 4 dando como
producto la proteina Tra (del inglés, transformer)
que es un regulador del ayuste de una cascada de
proteinas que ejecutaran que ese organismo sea
hembra.

1.8. DISTRIBUCION DE TAREAS
Y PORCENTAJES EN EL GENOMA
HUMANO: METODOLOGIA EMPLEADA
EN SU DETERMINACION

Si con los conocimientos actuales tratamos de
asignar tareas concretas a porcentajes del genoma
humano, nos encontramos con que el 3% son ge-
nes que se traducen a proteinas de todo tipo: es-
tructurales, reguladoras, enzimas, y un 80% lo
constituyen regiones implicadas directa o indirec-
tamente en la regulacion del 3% anterior, esto es:
promotores (70.300), potenciadores (400.000),
ARNsnc, dedos de zinc, terminadores, islas CpG
etcétera. Del 17% restante, se podria atn asignar
una parte a la adquisicion y mantenimiento de es-
tructuras y formas: centromeros, telobmeros, hete-
rocromatina, etc., y el resto serian pseudogenes,
restos de retrovirus, transposones inactivos, se-
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Figura 1.16. Ayuste alternativo en el gen sx/ de Drosophila. Los machos ayustan el exdn 1 con el 3 y las hembras el 1,
2 y 4. Solo las hembras producen Tra que es un regulador del corte y empalme de muchos otros ARN.

cuencias altamente repetidas sin funcién conoci-
da, o simplemente secuencias de funcién aun des-
conocida. Asi, la mayor parte del ADN de cada
célula esta implicada, en funciones de control
génico. La regulacion de cada gen se vislumbra
como un proceso altamente sofisticado que impli-
ca regiones proximas y lejanas al gen regulado, en
una combinatoria unica y dinamica que varia en
el espacio y en el tiempo. No parece que el geno-
ma tenga mucho ADN «basura», como se creia
hasta hace no mucho tiempo.

Todos estos datos relativos a los porcentajes
del genoma implicados en la sintesis de ARN, la
sintesis de proteinas, la regulacion de la expresion
génica en los distintos tipos celulares o la adquisi-
cion de estructuras se han conseguido utilizando
las siguientes técnicas:

El porcentaje de ADN que se transcribe a
ARN se ha determinado por varios méto-
dos: 1) el aislamiento y la secuenciacion
del ARN nuclear recién sintetizado; 2) la
captura del extremo 5' metilado (con ca-
peruza) y secuenciacion de una pequeiia
parte de este extremo para confirmar los
lugares de la iniciacion de la transcripcion
(método CAGE); 3) la captura simultanea
de ARN con caperuza y extremos 3' de
poliA, lo que implica un ARN maduro y
listo para viajar al citoplasma. Una vez
aislados, se secuencia una parte de los dos
extremos para confirmar la identidad del
ARN (método ARN-PET).

Los lugares de control de la expresion gé-
nica en el ADN por unién de proteinas re-
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guladoras, principalmente factores de
transcripcion, se han podido identificar
utilizando también 3 métodos: 1) Inmuno-
precipitacion de la cromatina seguido de
secuenciacion (método ChIP-seq). Este
método consiste en provocar una union
covalente entre la cromatina, el ADN y las
proteinas que en un momento dado estan
unidas al ADN; a continuacion se afiade
un anticuerpo especifico contra un factor
de transcripcion concreto o una proteina
de union a la cromatina provocando su in-
munoprecipitacion. Seguidamente se se-
cuencia el ADN arrastrado en la inmuno-
precipitacion. 2) Tratamiento con ADNasa I
(figura 1.17), que produce cortes en regio-
nes de cromatina activa, es decir, regiones
en las que factores de transcripcion susti-
tuyen a la cromatina; este tratamiento se
contintia con una secuenciacion de las re-

giones hipersensibles a la ADNasa I (mé-
todo ADNasa-sec). 3) Tratamiento con
formaldehido y secuenciacién (método
FAIRE-sec). El tratamiento con formalde-
hido provoca uniones covalentes entre el
ADN y las proteinas unidas a él. Ademas,
en las regiones con nucleosomas y croma-
tina la proporcion de ADN es pequefia en
comparacion con la de proteinas, mientras
que en las regiones donde la cromatina esta
sustituida por factores de transcripcion, la
proporcion de ADN es superior a la de
proteinas. Una extraccion fenolica subse-
cuente al tratamiento con formaldehido
arrastrard las proteinas libres y las uniones
fuertes ADN-cromatina a la fase fendlica,
mientras que el ADN desnudo o con pocas
proteinas unidas se quedara en la fase
acuosa, de donde el ADN es rescatado y
secuenciado.

Nucleosomas

Cromosoma

A

250 pp ——m———

Figura 1.17. Tratamiento con ADNasa I. Con un primer tratamiento a nicleos intactos obtendriamos fragmentos de

unos 250 pb en regiones de cromatina abierta (flechas anchas). Estos fragmentos pueden ser secuenciados o vueltos a

tratar con mayores concentraciones de ADNasa I (flechas estrechas) para delimitar los espacios protegidos y resistentes

al ataque, debido a la presencia de factores de transcripcion. En la parte inferior, el analisis generalizado y la huella pro-
tectora (barras) debida a la presencia de los distintos factores de transcripcion y ARN polimerasas.
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3. Las regiones con dinucle6tidos CpG no
metilados se asocian con ADN activo,
mientras que si éstos estan metilados im-
plica silenciamiento génico. Para determi-
nadar el grado de metilacion de regiones
del ADN se emplea el método RRBS (del
inglés: reduced representation bisulfite se-
quencing) que consiste en un primer trata-
miento del ADN total y genéomico con
una enzima de restriccion que tenga CpG
en la diana de reconocimiento (Bgl II, por
ejemplo) y seleccion de una fraccidén de
fragmentos relativamente pequeios (500-
600 pb) que estaran, de manera natural,
enriquecidos en islas CpG. El tratamiento
con bisulfito de una parte de esta fraccion
de ADN desnaturalizada convertira las

citosinas no metiladas en uracilo, que
ahora ya no apareara con la guanina, sino
con adenina; la amplificacion por la PCR
(del inglés: polymerase chain reaction), la
secuenciacion posterior y comparaciéon
con la secuencia no tratada con bisulfito,
nos dira el estatus de metilacion que tenia
el ADN secuenciado porque el par C/G
no metilado se convertira en A/T, mien-
tras que el metilado permanece como tal.

4. Regiones que se traducen a proteinas. La
presencia de islas CpG y regiones con
pautas de lectura abiertas sin codones de
terminacion anuncian durante la secuen-
ciacion la presencia de una region que co-
difica una proteina.
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La recombinacion es el intercambio de mate-
rial genético entre dos moléculas de ADN de pro-
cedencia dispar. El proceso de recombinacion y
separacion de los cromosomas homologos de for-
ma independiente esta intimamente ligado a la
evolucion hasta el punto de que es dificil concebir
ésta sin intercambio de material genético. Dentro
de un mismo cromosoma, en ausencia de recom-
binacion podria ser complicada la separacion de
alteraciones favorables de las deletéreas y asi pro-
bar el posible efecto beneficioso de las primeras.
La recombinacion, en suma, esta lanzando conti-
nuamente nuevas proposiciones de dentro a fuera,
después, por seleccion natural, se quedaran las be-
neficiosas y se eliminaran las desfavorables.

Podemos distinguir tres tipos de recombinacion:

— Recombinacion homéloga. En organismos
superiores coincide con la primera profase
meiotica que tiene lugar durante la forma-
cion de los gametos masculinos (esperma-
togénesis) y femeninos (oogénesis). La ho-
mologia entre las secuencias que participan
es imprescindible. La meiosis reduce la do-
tacion cromosdmica de las células diploi-
des a la mitad (haploides) en preparacion
para la fecundacion. Esta reducciéon ocu-
rre cuando los cromosomas homologos se
dirigen a polos opuestos de la célula du-
rante la primera division meiotica después
de haber intercambiado material genético
en la recombinaciéon. Cada cromosoma
homologo, recombinado o no, ira a un ga-
meto diferente.
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La probabilidad de que dos regiones
cromosomicas (loci) recombinen depen-
dera de la distancia entre ellas, siendo di-
rectamente proporcional. Si dos loci estan
muy proximos en el cromosoma, es dificil
que se produzca un sobrecruzamiento en-
tre ambos y se considera que estan ligados.
Si, por el contrario, los loci estan fisica-
mente muy separados dentro del mismo
cromosoma, la probabilidad de que ocurra
una recombinacion en posiciones interme-
dias es muy alta y, por tanto, de que se he-
reden juntos muy baja.

— La recombinacion especifica de sitio tiene
lugar entre secuencias especificas; la homo-
logia, de existir, es secundaria. Tiene lugar,
por ejemplo, entre un lugar concreto en el
genoma del fago A y un lugar especifico de
la bacteria o un sitio concreto de un virus
adenoasociado y el cromosoma 19 huma-
no, es un mecanismo de integracion del ge-
noma viral en el de la célula infectada.

— Recombinacion al azar. Unioén de dos mo-
léculas de ADN distintas. El ejemplo mas
caracteristico es la transposicion: movi-
miento de unas secuencias de un lugar a
otro dentro del mismo genoma.

21. RECO'MBINACION ENTRE CROMOSOMAS
HOMOLOGOS

Es el intercambio de ADN realizado por enzi-
mas que utilizan como sustrato dos moléculas de
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ADN de doble hebra, homologas. En mamiferos,
aunque la frecuencia de recombinacioén deberia
ser constante a lo largo de toda la regiéon de homo-
logia, hay desviaciones dependiendo de diversos
efectos locales y globales. Por ejemplo, la recom-
binacién esta ausente de las regiones de hereto-
cromatina muy condensada, y en el ser humano,
la frecuencia global de recombinacion es el doble
en la oogénesis que en la espermatogénesis; en
Drosophila, la frecuencia de recombinacion en
machos es practicamente nula. Una frecuencia de
recombinaciéon normal seria de 1 o 2 entrecruza-
mientos por cada par de cromosomas homologos;
parece existir una cierta interferencia que impide
la presencia de un entrecruzamiento en las proxi-
midades de otro. Se denomina guiasma al lugar en
el que las hebras de ADN se entrecruzan y se ini-
cia el intercambio. En mamiferos la recombina-
cion implica ruptura y union de dos cadenas de
ADN de banda doble, pertenecientes a dos cro-
matidas no hermanas de dos cromosomas homo-
logos.

21.1. Larecombinacion homologa

€en procariotas

El intercambio de secuencias entre moléculas
de ADN homoélogas se describe por primera vez
en bacterias ( Escherichia coli), pero la recombi-
nacion en este organismo no es enteramente equi-
valente a la que tiene lugar entre cromosomas de
organismos superiores durante la meiosis. Las
bacterias son organismos haploides y para que
tenga lugar una recombinaciéon homoéloga es im-
prescindible la presencia de dos moléculas de
ADN de doble hebra cada una; asi, en estos or-
ganismos, el intercambio de material genético se
realiza fundamentalmente en dos circunstancias:
1) después de la conjugacion, es decir, de la trans-
ferencia de ADN de una bacteria a otra, 2) inme-
diatamente después de la replicacion y durante la
reparacion de huecos en el ADN creados por fa-
llos en la replicacion. La recombinacion también
puede tener lugar entre genomas de bacteriofagos
(el fago A por ejemplo) después de su replicacion
en el seno de la bacteria infectada. En todos los

casos han de generarse extremos 3' libres y regio-
nes de hebra sencilla.

La conjugacion es un proceso bacteriano de
transferencia de material genético mediado por
los factores de fertilidad F. Estos factores son real-
mente episomas, es decir, replicones autonomos
que pueden, bien mantenerse en el citoplasma, o
integrarse en el cromosoma de la bacteria (figura
2.1). La cepa de E. coli que posee el factor se de-
nomina Hfr F* (alta frecuencia de recombinacion,
del inglés, high frequency of recombination), y la
cepa receptora que carece del factor, F~. Cuando
el factor F esta integrado en el cromosoma, puede
producirse una ruptura en una de las dos hebras
del factor en una region especifica denominada:
ori T (origen de la transferencia) situada cerca de
un extremo del episoma. La ruptura origina un
extremo 5' fosfato que va a liderar la transferencia
llevandose enganchado el cromosoma bacteriano.
El ADN que se traslada de una célula a otra es de
hebra sencilla, durante la transferencia se produce
la duplicacién de la hebra de ADN vy, ya en la cé-
lula receptora, el ADN transferido crea un diploi-
de parcial (merozigoto) que sera un magnifico
sustrato para la recombinaciéon homologa. El
ADN que permanece en la célula donante tam-
bién pasa a hebra doble. Los genes necesarios
para la movilizacion estan en el plasmido (¢ra, de
transferencia). La transmision se realiza a través
de los denominados pelos sexuales o pili produci-
dos por las cepas Hfr F'. Los canales de conjuga-
cion son observables al microscopio electronico.
Las cepas receptoras F~ se convierten en F* si re-
ciben una copia completa del episoma, lo cual no
ocurre con una frecuencia muy elevada, ya que
una parte importante de F va a la cola de la trans-
ferencia y los pili no son muy resistentes, con lo
que la interrupcion del proceso ocurre a menudo.
Los episomas incapaces de integrarse en el cromo-
soma bacteriano son, por definicion, los plasmi-
dos propiamente dichos. La regién de ADN de la
c¢lula bacteriana receptora, que es sustituida por
la homologa donante durante la recombinacion,
no sobrevivira y sera eliminada por la célula.

Inmediatamente después de la replicacion del
ADN en bacterias y antes de que se divida la cé-
lula bacteriana, tenemos también dos moléculas
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Figura 2.1. Conjugacion mediada por los factores de
fertilidad F. En la parte superior: formas libre e integrada
de un episoma que en este caso es el factor de fertilidad F.
Mas abajo, ruptura de una de las dos hebras del factor (en
color) y transferencia del episoma movilizando el cromo-
soma de la bacteria en forma de hebra sencilla, al llegar a
la bacteria receptora se convertirda en ADN de doble ban-
da y tendra lugar la recombinacion homéloga con el cro-
mosoma de la bacteria.

de ADN de dos hebras cada una, sustrato de la
recombinacion.

Existen dos modelos para explicar la recombi-
nacion homologa en bacterias: el modelo de Ho-
lliday y el de Meselson-Rading. En ambos casos
participan dos moléculas de ADN de distinta pro-
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cedencia, pero homologas (que pueden aparear).
El modelo de Holliday (Robin Holliday, 1964)
postula que la recombinacion se inicia con la rup-
tura de dos de las cuatro hebras de ADN de hebra
sencilla que participan. El corte ocurre aproxima-
damente a la misma altura y las hebras implicadas
poseen la misma polaridad (figura 2.2). Segui-
damente cada hebra rota deja a su otra mitad,
cruza y se aparea con su complementaria del
ADN homologo, desplazando a su equivalente. El
intercambio de hebras es reciproco y se van gene-
rando moléculas hibridas (heteroduplices) a medi-
da que el quiasma avanza en una direccidon. El
desplazamiento puede ocurrir en cualquiera de las
dos direcciones posibles durante una distancia
muy variable. El paso siguiente es una segunda
ruptura doble con dos opciones: 1) que participen
las mismas hebras que han sufrido el primer corte
0 2) que participen las dos hebras que atin perma-
necen intactas. En el primer caso volvemos al es-
tado inicial devolviendo a su sitio las hebras que
habian intercambiado pareja y como resultado
tendremos dos heteroduplices, que no recombi-
nantes, ya que solo una de las dos hebras ha par-
ticipado en el intercambio. Por el contrario, si las
rupturas afectan a las hebras atin intactas, se re-
petiran los eventos ya explicados para las dos he-
bras intercambiadas y tendremos un segundo
quiasma que, de ir en la misma direccion que el
primero, ird generando un intercambio reciproco
de las dos hebras de ADN de un cromosoma con
las de su homologo, hasta el final del cromosoma.
El resultado es una recombinacion propiamente
dicha.

En algunos plasmidos y adenovirus, fotogra-
fiados al microscopio electronico en el momento
de la recombinacion homologa, se aprecia una es-
tructura de forma cruciforme denominada la en-
crucijada de Holliday. La estructura representa el
resultado de una apertura en las hebras que estan
intercambiando material genético, seguido de una
rotacion. La representacion de esta estructura en
el plano, y dependiendo de que las segundas rup-
turas ocurran en horizontal o en vertical, nos per-
mite visualizar el resultado previsto cuando se im-
plican las mismas hebras de la ruptura inicial o las
que permanecian intactas (figura 2.3). En el pri-
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Figura 2.2. Modelo de Holliday de recombinacion en procariotas. Proceso de iniciacion mediado por rupturas en dos
hebras procedentes de cromosomas distintos manteniendo la misma polaridad (3' — 5'). La segunda ruptura puede dar
lugar a heteroduplices (lado izquierdo, abajo) o recombinantes (lado derecho, abajo), segiin que tenga lugar en las mismas
hebras o no que la primera ruptura, respectivamente. Se muestra en el lado derecho la migracion, hasta el final del cro-

mosoma, de los dos quiasmas generados con las rupturas en las cuatro hebras.
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Y

Parcheado Recombinacion

Figura 2.3. Esquema en el plano de la encrucijada de Holliday. La ruptura en horizontal generaria heteroduplices
(parcheado), mientras que los cortes en vertical darian lugar a recombinantes.
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mer caso se liberarian heteroduplices, y en el se-
gundo, recombinantes.

El modelo de Meselson-Radding supera uno
de los puntos mas débiles del modelo de Holliday
que es el doble corte inicial a la misma altura en
hebras de ADN homologas. Este modelo postula
una sola mella inicial en el ADN: el extremo 3'OH
generado es enganchado por la ADNpol que rea-
liza sintesis de ADN, mientras que el extremo 5'P
libre invade y ataca la cadena contraria no corta-
da (figura 2.4a). Se forma un bucle al desplazar la
cadena autdctona que se elimina seguidamente al
formarse el quiasma y ligarse la hebra invasora.
En este punto el modelo prosigue, en coincidencia
con la propuesta de Holliday, con la formacion de
la encrucijada y resolucion con un segundo doble
corte en horizontal (parcheado) o vertical (recom-
binacion). Ademas, las bacterias utilizan la re-
combinacion como mecanismo de reparacioén en
caso de huecos en una de las hebras, rescatando el
material genético de la hebra complementaria in-
tacta (figura 2.4b). Este mecanismo de recombina-
cion/reparacion se acerca al modelo de Meselson-
Rading mas que al de Holliday, ya que requiere
sintesis de ADN. Una vez que se ha formado el
quiasma y avanza, ya no hay distincion entre los
distintos modelos. Las dos opciones de resolucion
son comunes, segun que la segunda ruptura afecte
a las mismas hebras que la primera o no.

En el proceso de recombinacion de proca-
riotas intervienen una serie de enzimas sin cuya
colaboracién no seria posible llevar a cabo esta
compleja maquinaria de intercambio de mate-
rial genético. En bacterias se han descrito entre 10
y 20 loci cuyas mutaciones generan individuos
deficientes en recombinacion (rec”). Participan
enzimas generales como polimerasas de ADN
(ADNpol), ligasas de ADN, topoisomerasas y
proteinas de unién a ADN de hebra simple (ssb,
del inglés single stranded binding), asi como otras
mas especificas de la recombinacion como las Rec
A, Rec BCD o Rec G, cuyas letras implican el or-
den en el que se descubrieron, no siempre coinci-
dente con el orden de actuacion en el proceso de
recombinacion. También intervienen enzimas que
se descubrieron en estudios de reparacion del
ADN como las Ruv AB y Ruv C.

Las ADNpol son enzimas que sintetizan una
hebra de ADN nueva complementaria a otra que
funciona de molde. Necesitan un extremo 3'OH
libre donde agarrarse y extienden este extremo
afiadiendo nucledtidos uno a uno y complemen-
tarios a la hebra que funciona como molde. En
E. coli se han descrito 5 ADNpol de las cuales la
pol I es la que mayoritariamente participa en los
procesos de recombinacion y reparacion de hue-
cos en el ADN. Las ligasas unen extremos 3'OH
con 5'P (fosfato). Las topoisomerasas catalizan
cambios en la topologia del ADN provocando
rupturas transitorias en una o las dos hebras del
ADN, pasando la hebra/s por el hueco y re-ligan-
do las hebras. Las topoisomerasas de tipo I reali-
zan una ruptura transitoria en una de las dos he-
bras del ADN, mientras que las topoisomerasas
de tipo II acttian introduciendo dos mellas transi-
torias en las dos hebras del ADN. Las ssbs tienen
gran afinidad por ADN de hebra sencilla impi-
diendo que éste aparee con su complementario
para formar una doble hélice. Actuan de forma
cooperativa de modo que la unién de nuevos mo-
némeros se favorece.

En la recombinacion, la primera que actua es
Rec BCD y su misién parece ser la de crear regio-
nes de ADN de hebra sencilla con extremos li-
bres 3'. Este complejo enzimatico de varias subu-
nidades (B, C y D) se introduce en el ADN alli
donde haya una doble ruptura y se desplaza a una
velocidad de unas 1.000 pb/segundo en la direc-
cion 5' — 3" hasta encontrar una secuencia chi (del
inglés cross-over hot spot instigador: SGCTGGT-
GG3'), donde se detiene unos 10 segundos. Las
secuencias chi favorecen la recombinacion, por lo
que se consideran puntos calientes recombinacio-
nales, se encuentran por puro azar cada 5a 10 kb
pero no son imprescindibles. Rec BCD tiene va-
rias actividades: ATPasa que le permite des-
plazarse, helicasa con la que desenrolla el ADN,
exonucleasa V con la que puede ir eliminando nu-
cleétidos a partir de un extremo 3' libre del ADN
y endonucleasa con la que puede cortar una hebra
del ADN en cualquier punto interno. Asi Rec
BCD se engancha a una doble mella en el ADN y
se desplaza desenrollando y desapareando el
ADN con su actividad helicasa; con su actividad
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Figura2.4. Modelo de Meselson-Radding de recombinacion en procariotas. a) Proceso de iniciacion mediante una sola

mella en una de las hebras del ADN. Sintesis y desplazamiento de la hebra cortada, invasioén y primera ruptura de la

segunda hebra, rotacion y encrucijada de Holliday con las segundas rupturas que puede dar lugar a heteroduplices o

recombinantes (abajo), segiin que tenga lugar en las mismas hebras o no que la primera ruptura, respectivamente. b) Re-

paracion/recombinacion de un hueco generado durante la replicacion del ADN, a partir de la formacion del primer
quiasma el proceso es como a).
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exonucleasa degrada parcialmente el ADN de he-
bra sencilla con el extremo 3'. Al llegar a una se-
cuencia chi, se detiene y rompe la hebra superior
del ADN a una distancia entre 4 y 6 bases de c/i.
Rec BCD reconoce la hebra superior de la secuen-
cia chi desapareada y libera la subunidad D (nu-

cleasa), Rec BC sigue avanzando mas despacio
como helicasa (figura 2.5).

La presencia del extremo 3' libre permite ¢ in-
centiva la llegada de Rec A que se une al extremo.
Rec A facilita la invasién de una molécula de hebra
simple a otra de doble hebra con desplazamiento

D

Rec BC c\"

S — )

chi Rec BCD
5' BvaD- 3'
—
3
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S B1C D
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Y BlC/D
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Figura 2.5. Reacciones coordinadas de las diversas actividades de Rec BCD en un sustrato de ADN cercano a una
secuencia chi. Rec BCD se acerca a una secuencia chi degradando parcialmente el extremo 3'. Al llegar, realiza un corte
endonucleolitico, pierde Rec D y contintia sélo con la actividad helicasa.
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de su idéntica. Seguidamente interviene el sistema
Ruv (enzimas de reparacién de los danos provoca-
dos por luz ultravioleta) que actia y resuelve la
encrucijada de Holliday. Ruv A, parte del comple-
jo Ruv AB, reconoce los quiasmas y cada una de
sus 4 subunidades se une a una hebra del ADN.
Ruv B es un examero que forma una especie de
anillo alrededor de la molécula de ADN, es en rea-
lidad una helicasa con actividad ATPasa que faci-
lita el desplazamiento del punto de interseccion de
los cromosomas (figura 2.6). La presencia del com-
plejo Ruv AB permite al quiasma viajar a una ve-
locidad de 10-20 pb por segundo y desplazar a las
moléculas de Rec A que pudieran quedar en el
ADN. Otra helicasa, Rec G, puede suplir las acti-
vidades de Ruv AB como se observa en mutantes
de este ultimo complejo, pero mutantes en ambos
Ruv AB y Rec G son incapaces de recombinar.

Ruv B

—

Ruv A

z
<
o]

Figura 2.6. Actuacion de Ruv A y Ruv B durante la
movilidad del quiasma en la recombinacion.

La endonucleasa Ruv C reconoce especifica-
mente encrucijadas de tipo Holliday y produce los
cortes que resuelven el proceso, pero no es la tni-
ca enzima que lo puede hacer. La enzima UvrD de
E. coli es una helicasa implicada en la reparacion
de apareamientos incorrectos, que también puede
resolver encrucijadas de Holliday; asimismo, la
endonucleasa I de T7 o la resolvasa del bacterio-
fago SPP1 que infecta Bacillus subtilis, son eficien-
tes resolviendo este tipo de encrucijadas.

2.1.2. La recombinacion homologa

€n eucariotas

La recombinacion homologa en eucariotas es
muy importante durante la meiosis y gametogéne-
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sis, pero también ocurre en células somaticas du-
rante la mitosis como mecanismo de reparacion
cuando uno de los cromosomas homologos esta
danado; en estas circunstancias el ADN repara-
dor procedera de la cromatida hermana.

Durante la meiosis, la recombinacién homolo-
ga es responsable del intercambio de material ge-
nético entre los cromosomas paternos y maternos
promoviendo la diversidad genética de la progenie
y facilitando que en un mismo cromosoma pueda
haber genes paternos y maternos que se transmi-
tiran ligados a la descendencia. También facilita
una correcta segregacion de los cromosomas que
han recombinado.

En eucariotas la iniciacién del proceso de re-
paracion/recombinacion ocurre cuando existe
una ruptura en cada una las dos hebras de una
misma cromatida. Esta doble mella es imprescin-
dible para la relajacion y desenrollamiento de las
hebras que participaran en el intercambio. A la
ruptura le sigue una digestion de los extremos 5'
que genera extremos 3' protuberantes. Uno de es-
tos extremos invadird y desplazara su idéntica en
la cromatida hermana permitiendo sintesis de
ADN utilizando la complementaria a la hebra in-
vasora como molde. Se forma un lazo en forma
de una D y se pueden seguir dos rutas: una de
estabilizacién del lazo D con la formacion de
quiasmas, y otra de desplazamiento con repara-
cion pero no intercambio (figura 2.7). En el pri-
mer caso, el segundo extremo 3'OH creado inicia
la sintesis de ADN utilizando como molde la he-
bra desplazada por la invasora, a la vez que la
prolongacién de la invasora se engancha al extre-
mo 5' resultado de la digestion original. Se for-
man dos quiasmas que viajaran en la misma o
diferente direccion y que se resolveran como en-
crucijadas de Holliday. Asi, en cada caso, puede
haber dos nuevas posibilidades: que el segundo
corte ocurra en las mismas hebras donde ocurrid
el primer corte generando heteroduplices o que el
segundo corte ocurra en hebras distintas ge-
nerando recombinantes por el corte y union de
estas hebras con desplazamiento hasta el final
de los cromosomas. Siempre que al menos uno de
los dos quiasmas genere corte y union de las dos
hebras no implicadas en el primer corte, se gene-
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Figura 2.7. Posibles rutas en la recombinacién homologa de eucariotas. Ruptura en las dos hebras del ADN y digestion
de los extremos 5' agrandando el hueco. Invasion de uno de los extremos 3'OH y formacion del lazo D. Por el ramal iz-
quierdo formacion de dos quiasmas, desplazamiento y resolucion con cortes en las mismas hebras en las que ocurrieron
los primeros cortes (1) o en las otras hebras (2) (las flechas indican posibilidades de corte). En el caso (1) se generan he-
teroduplices, en el (2) se asume que en el quiasma de la izquierda el segundo corte mediado por la encrucijada de Holliday
ocurre en las mismas hebras en las que ocurrio el primero, pero en el quiasma de la derecha el corte y union tiene lugar
en las hebras que no habian participado en las primeras mellas (las flechas indican los lugares de corte), produciéndose
una verdadera recombinacion. Por el ramal derecho, sintesis y unidén con ligasa que genera reparacion y un parcheado.
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rara un recombinante. Alternativamente, la hebra
invasora se puede desplazar y acabar enganchan-
dose al extremo 5' resultado de la digestion origi-
nal, al tiempo que sintesis de ADN termina de
rellenar el hueco creado en la hebra superior. Asi
tendremos reparacion y parcheado, pero no
quiasmas ni recombinacion.

El parcheado son regiones de heteroduplices
que, al no aparear correctamente, pueden requerir
la accion de las enzimas de reparacion que a su
vez pueden elegir como molde cualquiera de las
dos hebras, por lo que pueden producir recombi-
naciones en pequefias regiones del heteroduplice
o incluso conversion génica, es decir, regiones en
las que uno de los alelos se ha convertido en el
homologo (figura 2.8).

Recombinacion|

Heteroduplices

Heteroduplices Recombinacion

Reparacion

Conversion génica

Recombinacion

Figura 2.8. Posibles maneras de reparar un parcheado.
Como resultado de la reparacion se ha producido una nue-
va recombinacion y una conversion génica.
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Proteinas implicadas en el proceso
de recombinacion en eucariotas

El factor inicial y desencadenante de la recom-
binacion es una doble ruptura, una en cada hebra
de una de las dos cromatidas del ADN. Si bien
estas rupturas pueden aparecer esporadicamente
al azar durante la replicacion en la mitosis, duran-
te la meiosis son imprescindibles para iniciar una
recombinacion que es obligatoria en el proceso de
gametogénesis y que no se puede confiar al azar,
ya que la meiosis no proseguiria en ausencia de
recombinacion. Asi pues, en meiosis la proteina
Spo 11 autolesiona su propio ADN con rupturas
en las dos hebras de una de las cromatidas, accion
que desencadenara la recombinacion. La ruptura
se produce en regiones de cromatina accesible
aparentemente al azar aunque es improbable que
los extremos 3' sean guanina. A continuacion ac-
tua el complejo MRX (Mrel1-Rad50-Xrs2) que
degrada los extremos 5'y origina extremos protu-
berantes 3' de unos 100 nucleétidos protegidos
por la proteina de replicacion A (RPA, del inglés
replication protein A) que alisa el ADN eliminan-
do estructuras secundarias. Seguidamente inter-
viene Rad 51 que se asocia con uno de los extre-
mos 3' y facilita la invasion de la cromatida
hermana desplazando a su idéntica. Toda una fa-
milia de proteinas asociadas a Rad 51, como Rad
52 y Rad 55-Rad 57, ayudan en esta misién. Rea-
lizada la tarea, Rad 54 y otras proteinas desplazan
a Rad 51 del escenario dando paso a enzimas de
sintesis de ADN. El papel que tiene la mayoria de
estas enzimas se descubrid obteniendo mutantes y
viendo la funcion bloqueada durante la meiosis
de Saccharomyces cerevisiae. Rad 51 en levaduras
es equivalente a Rec A en bacterias y Dmcl seria
la equivalente en Drosophila melanogaster y otros
organismos superiores, pero Dmcl actia exclusi-
vamente en meiosis, no en reparacion. En la meio-
sis de eucariotas también se han identificado va-
rias resolvasas de encrucijadas tipo Holliday,
como Mus 81 y Yen 1 presentes en levaduras y
mamiferos.

Ademas de todas las enzimas descritas en este
apartado, son también importantes, aunque no
son especificas unicamente de la recombinacion,
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las topoisomerasas, enzimas encargadas de cam-
biar la topologia del ADN mediante rupturas
transitorias de una o las dos hebras del ADN.
Creado el hueco, pasan la/s hebra/s intactas a tra-
vés de dicho hueco y vuelven a unir las moleculas
cortadas. Asi relajan las superestructuras cromati-
nicas. Las de tipo I provocan una mella en una de
las hebras del ADN permitiendo una rotacion o
desenrollamiento sobre la fija para seguidamente
volver a unir los extremos cortados; las de tipo 11
cortan en las dos hebras permitiendo el paso de
otro ADN de doble hebra. Las topoisomerasas
son imprescindibles para desenrollar el ADN vy
permitir que se lleven a cabo funciones tan impor-
tantes como la replicacion, transcripcion o recom-
binacion.

Citologia de la recombinacion en la meiosis
eucariotica

Durante las mitosis, pero muy especialmente
en la primera profase meiotica, los cromosomas se
asocian de dos en dos cada uno con su homologo,
lo que implica un reconocimiento y distincion de
las cromatidas hermanas frente al resto. Esta aso-
ciacion culmina en la meiosis con la aparicion de
una estructura muy prominente denominada el
complejo sinaptonémico, que media en la conexion
intima de los homologos en el estadio de paquite-
ne. El complejo sinaptonémico es una estructura

eminentemente proteica parecida a una cremallera
con dos elementos axiales laterales donde se loca-
lizan los ADN de las cromatidas y un elemento
central rico en proteinas y filamentos transversales
(figura 2.9). Los elementos axiales de los comple-
jos sinaptonémicos de mamiferos (raton y mono)
estan formados por cohexinas, unas proteinas in-
volucradas en la separacion de las cromatidas y
ADN. Respecto al ADN, los complejos sinaptoné-
micos parecen estar enriquecidos en secuencias re-
petidas SINE (apartado 1.3, 1. capitulo), por lo
que quiza estas secuencias sean como puntos de
anclaje de la estructura sinaptonémica. También
hay evidencia de que el ADN en estos organismos
se une al elemento axial correspondiente a través
de la proteina SYCP3, una proteina que, junto a
SYCP1 y SYCP2, son constituyentes del propio
elemento lateral. El elemento central es fundamen-
talmente proteico con filamentos transversales,
pero sin evidencia clara de ADN asociado. El gru-
po de proteinas ZMM esta directamente implica-
do en la formacién y mantenimiento del elemento
central. El grupo incluye al menos 7 proteinas dis-
tintas: Zipl (del inglés zip, cremallera) que es un
componente integral y mayoritario del elemento
central, Zip2, Zip3 y Zip4 que facilitan interaccio-
nes entre proteinas; Mer3, Msh4 y Msh 5 que se
cree facilitan el proceso de la recombinacion, pero
no se conocen los detalles de su modo de accion.
En contra de las apariencias, el inicio de la recom-
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Proteinas del elemento central
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Figura 2.9. Estructura esquematica del complejo sinaptonémico que recuerda una cremallera. Se muestran los dos

elementos laterales donde se encuentran proteinas y el ADN que va a recombinar. El elemento central esta formado por

numerosas proteinas que se supone facilitan el intercambio del ADN implicado, sin embargo, es dificil detectar ADN
como parte del elemento central del complejo sinaptonémico.
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binacién con las rupturas del ADN en las dos he-
bras de una misma cromatida precede normal-
mente a la formacion del complejo sinaptonémico.
Sin embargo, en algunos mutantes de la enzima
Spol1 de organismos como Drosophila melanogas-
ter o Caenorhabditis elegans no hay rupturas ini-
ciales ni recombinacion y, sin embargo, se forma el
complejo sinaptonémico. Por el contrario, puede
haber recombinacion sin formacion del complejo
como lo demuestran mutantes en las proteinas que
forman dicho complejo sinaptonémico.

Aunque parece obvio que el complejo sinapto-
némico debe tener un papel importante en la re-
combinacion homologa, su funcion concreta aun
no esta totalmente esclarecida; el punto mas pro-
blematico es la ausencia de ADN asociado al ele-
mento central.

2.2. RECOMBINACION ENTRE SITIOS
CONCRETOS

Hay un tipo de intercambio de secuencias que
siempre ocurre entre dos lugares concretos. Nor-
malmente estos sitios especificos pueden tener en-
tre 14 y 50 pb de longitud y en ocasiones son idén-
ticos, pero la homologia, de existir, tiene un papel
secundario. Las enzimas que intervienen en el
proceso se denominan genéricamente recombina-
sas y se conocen mas de 100 distintas. Los mode-
los clasicos de recombinacion especifica de sitio los
constituye la integracion de un genoma viral en
un lugar concreto del ADN hospedador. Los vi-
rus que infectan bacterias se denominan bacterio-
fagos (o, mas coloquialmente, fagos) y el bacte-
riéfago mejor estudiado es el fago lambda (A).
Este fago se integra en un lugar concreto de la
bacteria por recombinacién especifica de sitio y
también se escinde del cromosoma bacteriano por
este mecanismo. El fago P1 se circulariza al llegar
a la bacteria mediante recombinacion especifica
de sitio, y los parvovirus se integran en un lugar
concreto del cromosoma 19 humano por este tipo
de recombinacion. También las levaduras tienen
un plasmido que cataliza la inversion de parte de
sus genes por este procedimiento. Veremos en de-
talle algunos de estos ejemplos.
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2.21. Larecombinacion especifica

de sitio del fago A

Los bacteriofagos son parasitos bacterianos
que solo pueden dividirse y proliferar en el inte-
rior de la bacteria. Las funciones basicas y de su-
pervivencia de un fago son: la proteccion de su
acido nucleico del medio, la introduccion en el in-
terior de una bacteria, la conversion de la bacteria
infectada en un sistema de produccién de particu-
las fagicas y, por ultimo, la liberacion al medio de
los fagos completos. Esta serie de sucesos consti-
tuyen el ciclo litico, denominandose virulentos a
los fagos que sélo son capaces de llevar a cabo
este ciclo. Los fagos atemperados, por el contra-
rio, tienen como alternativa la integracion en el
genoma del huésped y permanecer en lisogenia, es
decir, como profago, duplicandose con el cromo-
soma del huésped y expresando solo el gen repre-
sor, imprescindible para impedir que se inicie el
ciclo litico. El fago atemperado A, tal como se ais-
la de la particula, es una molécula lineal de doble
banda de 48,5 kb (kilobases). Se conoce su secuen-
cia totalmente y en los extremos de la cadena po-
see un corto fragmento de 12 bases. Estos extremos
son complementarios y permiten la circulariza-
cion del profago antes de la integracion en el ge-
noma de la bacteria. Estas secuencias protuberan-
tes constituyen los extremos cohesivos «cosy.

En este apartado nos interesa el mecanismo
por el cual el fago A se integra en el cromosoma
bacteriano y se escinde de €l si salta del ciclo liso-
génico al litico. Son reacciones entre dos lugares
concretos en las que, mas que un intercambio de
ADN propiamente dicho, lo que ocurre es una
adicion o escision de un ADN foraneo en el cro-
mosoma de la bacteria. Pero antes de entrar en los
detalles del proceso vamos a analizar algunos as-
pectos de la vida del bacteriéfago. Cuando un
fago A infecta a una bacteria E. coli, lo primero
que hace es circularizarse mediante los extremos
cohesivos cos y asi evitar el ataque de exonuclea-
sas que pudieran dafiar la integridad de su geno-
ma. Seguidamente hay una decisién que tomar:
ciclo litico con la produccion masiva de particulas
fagicas, muerte de la bacteria y liberacion de la
progenie versus integracion en un lugar concreto
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del cromosoma bacteriano y funcionar como una
callada parte del genoma parasitado (profago).
La decision de seguir el ciclo lisogénico o el litico
depende de un complejo equilibrio entre una serie
de productos génicos del fago y del hospedador.
Uno de los puntos clave parece ser la competicion
entre un factor represor del fago denominado CI
y un anti-represor denominado Cro, por controlar
los dos operadores que flanquean el represor (fi-
gura 2.10). Un operador en procariotas es una re-
gién reguladora de la expresion génica donde hay
un sitio de union para la ARNpol y otro para la
union del represor. En el caso del fago A estas dos
regiones se solapan, con lo que la entrada de la
ARNpol al operador asegura una transcripcion y
traduccion de los genes contiguos y un impedi-
mento estérico para el acceso del represor al ope-
rador; por el contrario, si el represor es el primero
en ganar acceso al operador, la ARNpol no podra
entrar y la represion de los genes contiguos estara

asegurada. En A hay dos operadores/promotores
a la derecha e izquierda del represor: P,/0, y
P,/0,. Hay también un promotor P,, que contro-
la la expresion del represor y que es estimulado
por el propio represor. Asi durante la lisogenia
solo se expresa el represor. Pero, volviendo a la
eleccion de la via litica o la lisogénica, los niveles
del producto CII tienen una influencia critica en
la eleccion. CII es un factor de transcripcion que
actua sobre el promotor temprano P (del inglés:
early) y facilita la transcripcién de un ARN de
interferencia anti-cro (gen que codifica por Cro)
y que sin embargo tiene la misma orientacioén y
transcribe el represor. Asi pues, si los niveles de
CII son altos, el represor gana el acceso a los ope-
radores y establece la lisogenia. Si, por el contra-
rio, los niveles de CII son bajos, Cro se sitiia en los
operadores y se inicia la cascada de eventos que
culminan en el ciclo litico. El efecto de CIII es
secundario, ya que ayuda a proteger a CII impi-
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Figura 2.10. Control del establecimiento de la lisis o lisogenia en el fago A. Visién esquematica del genoma del fago

con los genes relativos a las distintas funciones. Ampliada la parte relativa a la lucha entre el represor ¢/ 'y el anti-represor

cro por el control de los promotores P,y Pj,. También CII y CIII sobre P, para decidir el establecimiento de la lisogenia.

La ausencia de CII provoca la induccion del ciclo litico. Los genes, con excepciones, se escriben en mintscula y cursiva;
las proteinas correspondientes en mayuscula.
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diendo su degradacién. La influencia de la célula
hospedadora en los niveles de CII es también cri-
tica, ya que E. coli posee unas proteasas que de-
gradan CII y, por tanto, en su presencia se induce
el ciclo litico. El problema es que estas proteasas
se activan por crecimiento en medios de cultivo
ricos. Asi pues, lambda lisara células que crecen
muy bien y lisogenizara cultivos pobres.

Si la decision es a favor de la lisogenia, la re-
combinasa que facilitara la integracion es la inte-
grasa Int (gen correspondiente: inf), que es una
nucleasa y topoisomerasa. La integracion es una
recombinacién entre el sitio en el fago art P (del
inglés: attachment phage) y el sitio en la bacteria
att B. La eliminacion de att B del genoma de la
bacteria provoca una disminucion en la eficiencia
de integracion de unas 1.000 veces y en este caso
el lugar de integracion pasa a ser al azar. Tanto att
P como att B tienen 3 componentes denominados
respectivamente POP' y BOB', donde la secuencia
O es comun para ambos sitios y es donde ocurre
fisicamente la recombinacion (figura 2.11). El ta-
mano de art P es de 240 pb mientras que att B
solo ocupa 23 pb, y de éstas la region central O
representa 15 pb. Ademas de Int, la integracion
requiere la presencia de una proteina de la bacte-
ria denominada: factor de integracion del hospe-
dador (FIH). Después de la integracion se gene-
ran dos nuevos sitios denominados BOP' (at?
izquierda) y POB' (aft derecha) en los extremos
del profago que seran los sustratos de la recombi-
nasa Xis encargada de la escision del profago y
salto al ciclo litico. Aunque el proceso de la re-
combinacion podria ser reversible, la presencia o
ausencia de Xis determina la direccionalidad del
proceso. Xis es un producto del gen xis del fago,
que no estara presente a la llegada del fago a la
bacteria.

La ruptura de los ADN de la bacteria y del
fago ocurre de modo secuencial semejante al des-
crito en el apartado 2.1.1 para la recombinacion
procaridtica. Primero se producen mellas en una
de las dos hebras de cada recombinante y a una
distancia de 7 pb se produce el segundo corte en
las otras dos hebras que no habian intervenido en
el primer corte (figura 2.11). La integrasa es una
proteina monomérica con capacidad de corte y
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union (endonucleasa y ligasa). La primera reac-
cion de corte genera dos extremos 3'-fosfato y
otros dos 5'-OH; los extremos 3'P se unen covalen-
temente cada uno a una tirosina de un monoémero
enzimatico, dejando libres los extremos 5OH que
atacan los 3' P-tirosina del otro lado produciéndo-
se el primer quiasma que migra 7 pb y se produce
el segundo corte en las hebras que no habian par-
ticipado en el primero (figura 2.11). Las integrasas
estan relacionadas con las topoisomerasas, pero la
diferencia fundamental entre ambas es que las pri-
meras cortan y unen moléculas de ADN de distin-
ta procedencia, mientras que las topoisomerasas
rompen y unen las mismas moléculas de ADN.

La proteina FIH tiene 20 kD (kilodaltons),
dos subunidades distintas que proceden de los ge-
nes himA 'y himD y la capacidad de enrrollar ADN
en la superficie del intasoma, complejo multipro-
teico donde tiene lugar la recombinacion descrita.
El intasoma se asocia primero con attP, Int y
FIH; asi configurado atrapa attBy las reacciones
comienzan.

La escision del fago A es un proceso de recom-
binacién muy similar al descrito para la integra-
cion aunque con algunas diferencias, como que
ademas de Int se necesita Xis y se prescinde de
FIH. En este caso, Int so6lo reconocera att D'y
att I si Xis esta presente.

2.2.2. Otras recombinaciones especificas
de sitio

1. Elsistema Cre-lox del fago P1

Un sistema mas sencillo que el descrito para el
fago A es el del fago P1. La recombinasa Cre co-
dificada por el fago cataliza la recombinacién en-
tre dos secuencias idénticas que limitan los extre-
mos del bacteriéfago. La longitud de estos sitios
especificos es de 34 pb y se denominan regiones
loxP. Cada loxP consta de dos regiones de 13 pb
en orientacidn invertida y una region espaciadora
de 8 pb asimétrica. Con esta secuencia, se pueden
formar troncos monocatenarios apareados en pa-
ralelo, que terminaran en los lazos de 8 pb (figu-
ra 2.12). Estructura esta ultima que reconocera
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Figura 2.11. Recombinacion especifica de sitio del fago A. Vision esquematica de la integracion y escision del genoma

fagico en el cromosoma bacteriano a través de att P (POP') y att B (BOB'). La escision ocurre entre att 1 (BOP') y att D

(POB'") y requiere la presencia de Xis ademas de Int y FIH. En la parte izquierda de la figura se representa el mecanismo
molecular de esta recombinacion con el detalle de las primeras rupturas mediadas por la integrasa (Int).

© Ediciones Piramide



Recombinacién | 65

Fago P1 90 kb

loxP Cre loxP
—— )

Cre
. —
loxP
Cre+FTH /
7
13 pb 8 pb 13 pb + loxB

a) Delecion b) Inversion

loxP Gen eucaridtico loxP

loxP  Gen eucariotico loxP
loxP  Gen eucariotico  loxP

loxP \_/>

Gen
eucariotico

¢) Translocaciéon

/\ Cromosoma 1
\_/> .~ Cromosoma 2

Figura 2.12. Recombinacion especifica de sitio del fago P1. Adquisicion de la forma circular del fago por recombina-
cion especifica de sitio mediada por Cre. También integracion en el cromosoma bacteriano mediada por Cre y FIH.
Adaptacion a genomas eucaridticos para provocar: deleciones, inversiones o translocaciones.
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Cre para cortar y unir las moléculas recombinan-
tes. Cre es suficiente y necesaria para llevar a cabo
la recombinacién que en el fago tiene como fun-
cion convertir la forma lineal del bacteriofago en
una forma circular que sea resistente a las exonu-
cleasas bacterianas. La recombinasa posee 343
aminoacidos y dos regiones que se definen por su
proximidad a los extremos amino o carboxilo.
Soélo la regién proxima al terminal carboxilo tiene
actividad de corte y unién. La region asimétrica
de 8 pb determina la orientacion del loxP y el tipo
de corte: escision si los dos lox P estan en la misma
orientacion e inversion si estan en orientaciones
opuestas.

El fago P1, una vez circularizado, puede inte-
grarse en el sitio loxB de la bacteria, proceso que
también se lleva a cabo por una recombinacién
especifica entre los sitios loxP'y loxB. Esta recom-
binacion no es muy eficiente en el caso de este
fago y para que se lleve a cabo es necesaria la pre-
sencia del factor de integracion del huésped
(FIH), ademas de Cre.

Debido a su simplicidad, el sistema Cre-/ox se
ha adaptado para su uso en multitud de células
eucarioticas, entre ellas células de muchos mami-
feros incluido el hombre, para llevar a cabo re-
combinaciones especificas de sitio. Se pueden in-
ducir deleciones, inversiones o translocaciones
segun orientemos los /oxP. Tendremos una dele-
cion con los dos loxP en la misma orientacion;
una inversién con los dos loxP en orientaciones
opuestas, y una translocacion con los loxP en dis-
tintos cromosomas (figura 2.12).

2. Elsistema ¢C31 de Streptomyces

El sistema Cre-/ox tiene el inconveniente de
que es potencialmente reversible, aunque sea ter-
modinamicamente improbable que ocurra. El sis-
tema del fago atemperado ¢C31 que infecta Strep-
tomyces no es reversible, por lo que cada vez esta
siendo mas utilizado en organismos superiores
(Drosophila, el pez cebra, células de ratén y huma-
nas). La integrasa de ¢C31 facilita la recombina-
cion entre el attP del fago (39 pb) y el de la bacte-
ria attB (34 pb) sin necesidad de cofactores de la
célula hospedadora. Ademas, esta recombinacién

es estable y no revierte, ya que no se ha encontra-
do hasta el momento un cofactor que junto a la
recombinasa reconozca las secuencias hibridas
attD (lado derecho) y artl (lado izquierdo) crea-
das con la integracién. En sus aplicaciones euca-
ridticas, la recombinacidon suele ser mas eficiente
si se introduce el artP en el genoma eucariota y se
facilita attB en un plasmido portador de la se-
cuencia a integrar. También se han obtenido re-
combinaciones sin afiadir al genoma eucariotico
un sitio attP, debido a que por azar hay lugares
pseudo-attP en la mayoria de los genomas gran-
des (se han detectado 27.924 en el genoma huma-
no). Si lo que buscamos es la escision de un gen
concreto, pondremos attP y attB en los extremos
del gen a eliminar (figura 2.13). Esta metodologia
también nos permite acercar un gen a un promo-
tor eliminando las secuencias intermedias.

3. [Elsistema Flp-FRT de Saccharomyces
cerevisiae

Algunas cepas de S. cerevisiae poseen un plas-
mido enddgeno de 2 um de longitud que no con-
fiere a la célula ninguna caracteristica especial. Se
le denomina simplemente circulo de 2 um. Es es-
table y se comporta como un minicromosoma cir-
cular. Posee la estructura tipica de la cromatina,
es nuclear y su replicacion parece estar bajo el
mismo control genético que el resto de los cromo-
somas. Su presencia no es esencial para la levadu-
ra; las cepas que lo poseen se denominan cir?, y
las que carecen de él cir®. El circulo esta dividido
en dos partes que se conectan a través de dos re-
plicaciones invertidas de 599 pb que constituyen
el sustrato de la recombinasa Flp. El sistema Flp-
FRT (del inglés: flippase-flippase recognition tar-
get) es responsable de las inversiones que ocurren
en este plasmido cuya funcion no esta clara (figu-
ra 2.14). La secuencia FRT consta de dos regiones
invertidas alrededor de una secuencia asimétrica
central al estilo de /oxP. La recombinacion entre
dos sitios FRT causa el intercambio de las secuen-
cias colindantes, pero preserva el sitio FRT, como
ocurria en el caso de loxP, por lo que también
aqui teéricamente el proceso podria ser reversible.
Sus aplicaciones en eucariotas son practicamente
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Figura 2.13. Recombinacion especifica de sitio del fago ¢C31 de Streptomyces. Estrategias generales de insercion (a) y
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Figura 2.14. Sistema de recombinacion especifica de

sitio del circulo de 2 um de Saccharomyces. La recombina-

cion provoca la inversion de los genes rep2 y FLP. Este
ultimo corresponde a la propia recombinasa FLP.
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un gen o secuencia.

idénticas a las descritas para loxP, la recombina-
cion entre dos secuencias FRT flanqueando un
gen concreto en presencia de Flp provoca la esci-
sion del gen en forma circular como se vio en la
figura 2.12.

4. Los virus adenoasociados y su integracion
en el cromosoma 19 humano

Los virus adenoasociados (AAV) constituyen
una familia de virus defectivos dentro de los par-
vovirus humanos (dependovirus). Sus distintos
miembros (serotipos diferentes) poseen un peque-
o genoma de 4,7 kb de ADN monocatenario y
no parecen producir ninguna enfermedad en el
hombre. Son virus atemperados que pueden llevar
a cabo el ciclo litico o el lisogénico. Cuando el
virus infecta una célula humana, adquiere la for-
ma replicativa que es una version bicatenaria y la
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Figura 2.15. Sistema de recombinacién especifica entre los terminales repetidos invertidos (TRI) del virus adenoaso-
ciado (AAV) con la region AAVS1 del cromosoma 19 humano. Participacion imprescindible de la recombinasa Rep 68/78.
RBS es el lugar de union a la proteina Rep y TRS es el lugar implicado en la resolucién terminal.
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que se integrara en el genoma de la célula. Estos
virus necesitan ser auxiliados por un adenovirus o
un herpes para llevar a cabo una infeccion propia-
mente dicha matando a la célula hospedadora y
liberando muchas particulas viricas (ciclo litico).
En ausencia de virus auxiliar, se integran por re-
combinacion especifica de sitio en un lugar con-
creto del cromosoma 19 (region AAVSI, entre
ql3.3 y qter) quedandose en forma latente hasta
que ocurra una infeccion por un adenovirus o her-
pes (ciclo lisogénico/infeccion latente).

El genoma viral contiene dos genes: el gen rep,
que codifica por cuatro proteinas necesarias para
la integracion y replicacion viral, y el gen cap, que
lleva la informacion para sintetizar las dos protei-
nas de la capside. Uno de los productos de rep es
una replicasa/integrasa denominada Rep 68/78
que alinea las secuencias especificas del virus y de
la célula que van a recombinar y produce los cor-
tes en las moléculas recombinantes. Los extremos
del genoma viral estan definidos por dos termina-
les repetidos e invertidos (TRI) de 145 nucledtidos
que son los unicos elementos requeridos en cis (en
la misma unidad y proximidad fisica) para la re-
plicacién (sirven de origen de replicacion), la in-
tegracion y el empaquetamiento. El proceso de
integracidn esta orquestado por la célula hospe-
dadora que contribuye con algunos factores de
integracioén, pero los verdaderos protagonistas
son los dos terminales repetidos invertidos (TRI),
Rep y la region AAVSI del cromosoma 19 huma-
no (figura 2.15). El mecanismo en detalle es com-
plejo y esté ligado a la replicacion de unos pocos
genomas del virus y a reparacion. Participan los
lugares RBS (del inglés: Rep binding site) y TRS
(del inglés: terminal resolution site) que estan pre-
sentes tanto en el virus como en la region AAVSI
del cromosoma 19.

La propiedad de integrarse en un lugar con-
creto del cromosoma 19 humano ha permitido a
estos virus ser considerados como posibles vecto-
res de genes foraneos, o copias sanas de genes de-
fectuosos, al genoma humano (terapia génica).
Desgraciadamente, al convertir el AAV en vector
portador, hay que eliminar todo el genoma del
AAV para dejar espacio al gen terapéutico y este
proceso suele conllevar la pérdida de la capacidad
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de integrarse en el cromosoma 19 humano y ya
solo se integrara de forma muy ineficiente y espo-
radica (véase capitulo 7, apartado 7.3.5).

2.3. TRANSPOSICION

Los transposones son elementos moviles que
se desplazan de un sitio a otro del genoma. La
entrada y salida del elemento en los cromosomas
se realiza por recombinacion, pero ni hay homo-
logia de secuencias ni sitios concretos; es una re-
combinacion al azar. La transposicion constituye
una de las mayores causas de mutaciones en los
genomas. Los transposones estan emparentados
con los virus y no esta claro si son virus que han
perdido la capacidad de salir y entrar en las célu-
las o son los predecesores naturales de los virus,
antes de que éstos ganaran las competencias de
salir y entrar en las células. Estos elementos mévi-
les se clasifican en dos grandes grupos: 1) trans-
posones que se desplazan via ADN, y 2) los que
lo hacen via ARN, también llamados retrotrans-
posones y muy afines a los retrovirus. Tanto unos
como otros pueden ser replicativos o no replicati-
vos dependiendo de que dejen, o no, una copia en
el lugar que ocupan antes de desplazarse a un nue-
vo sitio. Cuando son replicativos, utilizan la ma-
quinaria de sintesis de ADN de la célula, pero
ademas de la transposasa suelen codificar por una
resolvasa. Cuando no son replicativos, al salir de
un lugar concreto producen una ruptura en el
ADN de dificil reparacién, que puede acarrear
graves consecuencias para la célula hospedadora.

2.3.1. Transposicion via ADN

Los transposones que se movilizan via ADN
se encuentran en procariotas y eucariotas. Los
transposones bacterianos transportan el gen o los
genes necesarios para la transposicion que no en-
cuentren en la célula hospedadora. En eucariotas
también encontramos una gran variedad de trans-
posones aunque la gran mayoria de ellos son de-
fectuosos y han perdido la capacidad de moverse
de un lugar a otro en el genoma. Sin embargo,
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estos transposones no funcionales pueden en oca-
siones ser reconocidos por enzimas procedentes
de un transposén funcional y ser sustratos de
transposicion. El genoma de Drosophila melano-
gaster, por ejemplo, posee mas de 50 tipos de
transposones distintos y un total de varios cientos
de elementos moviles individuales. Los primeros
transposones se identificaron en bacterias como
inserciones espontaneas en regiones reguladoras
(operones) impidiendo o modificando la trans-
cripcion de los genes asociados. Son componentes
habituales de los cromosomas y plasmidos de bac-
terias. A dia de hoy no esta clara la posible venta-
ja evolutiva de estos elementos moviles, ya que,
asumiendo que uno o unos pocos de ellos hubie-
sen llegado a una cepa de bacterias carente de
ellos, el nimero de mutaciones beneficiosas que
pudieran derivarse de su presencia es bajo en
comparacion con las deletéreas y, por tanto, insu-
ficiente para favorecer una seleccién positiva.
Los transposones mas sencillos son las secuen-
cias de insercion IS (del inglés: insertion sequen-
ces). Una cepa de E. coli suele tener unas 10 co-
pias de los elementos IS mas comunes. La mayoria
de estas secuencias de insercion se agrupan en fa-
milias relacionadas entre si, que a su vez poseen
subgrupos, y éstos, miembros afines pero no idén-
ticos. Cada secuencia de insercion es una unidad
auténoma constituida por dos elementos: 1) dos
terminales repetidos en orientacion invertida que
delimitan el transposon, y 2) el gen de la transpo-
sasa, enzima imprescindible en la movilidad del
transposon (figura 2.16). Los terminales repetidos
no suelen ser idénticos, sino muy parecidos; tienen
una longitud variable, entre 10 y 40 pb, pero espe-
cifica para cada transposon (tabla 2.1), y suelen
incluir un promotor débil integrado en el terminal
repetido invertido izquierdo; también pueden uti-
lizar promotores vecinos del hospedador para ex-
presar la transposasa. Sin embargo, no podran
expresarla si los terminales repetidos estan metila-
dos (silenciados). Como consecuencia de la trans-
posicion se produce una duplicacion de entre 5 a
9 pares de bases, segtin el tipo de IS, en el lugar de
aterrizaje del transposon. Estas repeticiones tie-
nen la misma orientacién denominandose repe-
ticiones directas. En la secuencia de aterrizaje

la transposasa provoca un corte quebrado (dos
subunidades, cada subunidad una mella) cuya am-
plitud de quiebro determinara el tamafio de la se-
cuencia duplicada. El transposén se une a los ex-
tremos protuberantes de hebra sencilla resultantes
de separar el ADN diana cortado por la transpo-
sasa. Los dos huecos resultantes se reparan y se-
llan. Las transposasas pueden actuar como mono-
meros, dimeros o multimeros. La transposasa del
transposon Tn5 actua como dimero y cada mono-
mero tiene un centro activo donde se produce la
ruptura de cada uno de los extremos del elemento,
manteniéndolo protegido (figura 2.16).

Aunque teéricamente las IS se insertan al azar,
en la practica muchas tienen secuencias preferen-
tes que constituyen puntos calientes o lugares don-
de la llegada de un transposoén es mas frecuente
que la media. En E. coli la frecuencia de transpo-
sicion, en general, es de 10 a 10™ por elemento
por generacion, mientras que la frecuencia de que
un gen o secuencia reguladora reciba un transpo-
sén esde 107 a 1077; por otro lado la frecuencia de
reversion se ha estimado entre 10° y 107'°. Todas
las IS, excepto la IS1, poseen una tnica unidad
transcripcional que comienza en un promotor dé-
bil parcialmente localizado en el terminal repetido
izquierdo y termina en el derecho; el producto es
la transposasa. IS1 tiene una organizacion mas
compleja con dos pautas de lectura y la necesidad
de un salto de una pauta a la otra durante la tra-
duccién de la enzima. La transposasa es responsa-
ble del reconocimiento de los extremos del trans-
poson, la ruptura de las hebras, la eleccion de la
nueva diana y la insercion en el nuevo sitio. La
transposasa provoca tanto las mellas en el trans-
poson como en la secuencia diana. Las mellas en
los extremos del transposon pueden: 1) acabar en
rupturas totales de las dos hebras, o 2) en circulos
de ADN de banda sencilla que se convierten en
ADN de hebra doble y se integran (figura 2.17).
En el primer caso, cada subunidad de transposasa
origina un corte en una de las hebras del ADN en
cada extremo del transposon originando extremos
3'OH por un ataque nuclofilico mediado por una
molécula de H,O; este grupo hidroxilo a su vez
ataca a un grupo 5'-P de la hebra intacta comple-
mentaria con la que acaba uniéndose formando
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Figura 2.16. Esquema de un transposdn. Los terminales repetidos invertidos se representan como niimeros por sim-

plicidad, el de la izquierda suele incluir un promotor débil. La integracion provoca una duplicacion directa de la secuen-

cia de reconocimiento en el lugar de aterrizaje. Arriba a la derecha se muestran dos monomeros de la transposasa en su
interaccion con los extremos de un transposon y su proteccion hasta tomar contacto con la nueva localizacion.

TABLA 2.1
Distintas familias de transposones sencillos y algunas de sus caracteristicas
Familia de transposones Repeticion invertida imperfecta Tamaiio del transposon Repeticion directa en la diana
IS1 23 pb 768 pb 9 pb (8-11)*
1S2 41 pb 1.327 pb 5 pb
IS3 20-40 pb* 1.200-1.550 pb* 3-4 pb*
1S4 18 pb 1.300-1.950* pb 9-12 pb
IS5 16 pb 850-1.643* pb 4 pb
IS6 15-20 pb* 789-880* pb 8 pb
IS30 20-30 pb* 1.027-1.221 pb 2-3 pb*
1S903 18 pb 1.057 pb 9 pb

* Rango de tamafios.

© Ediciones Piramide



72 / Curso de Genética Molecular e Ingenieria Genética

una horquilla. Entonces una molécula de agua ac-
tivada ataca a la horquilla y genera terminales li-
bres en las dos hebras del transposoén. La reaccion
no requiere energia externa. En el segundo caso, el
extremo 3'OH generado en el primer corte ataca al
extremo opuesto de la misma hebra del transpo-

son, originandose un circulo de transposicion que
se duplica (transposicion replicativa, véase mas
adelante) y deja una copia del transposon en el
lugar original mientras que la otra copia aterrizara
en un lugar nuevo. Esta tltima se ha observado en
algunos miembros de la familia IS3.

Transposén

Transposasa

Transposon \ / )

3'OH s.p

Ruptura en las dos hebras /

3'OH
Transposon /

i

Transposasa

Transposon

‘ duplicacion
Transposon Horquilla
— )
f 3'OH AN LV
HO .
Transposasa 2 o .
. 40P
. B 'L%G
RS s Nueva
O a
‘ ’/‘ o localizacion
’

O

\ Ruptura en una hebra

‘ Transposon }/OH

Circularizacion y

f

Figura 2.17. Tipos de rupturas de los terminales del transposon mediadas por la transposasa. Por el lado izquierdo,
ejemplo de una transposicion por ruptura de las dos hebras y circularizacion. Por el lado derecho, ruptura en una sola
hebra, circularizacion y replicacion.
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Dos IS cercanos pueden formar un trans-
poson compuesto (Tn) y moverse individualmente
o conjuntamente (figura 2.18). Cuando lo hacen
conjuntamente, la transposasa reconoce el extre-
mo izquierdo del primer transposon y el derecho
del segundo, movilizando el gen o genes que se
encuentren en medio de ambos. Este parece ser el
origen de los transposones compuestos que mo-
vilizan genes de resistencia a antibioticos, como

Recombinacién | T3

el Tn 903 que, entre dos 1S903, lleva el gen de
resistencia al antibiotico kanamicina (kan®), lo
que confiere a las células que lo poseen una ven-
taja selectiva en medios con el antibiotico. Los
dos IS que forman un Tn pueden ser iguales o
distintos, funcionales o no (tabla 2.2), estar en la
misma orientacion (Tn 9) o en orientaciones dis-
tintas respecto a la regién central (Tn 903) (figu-
ra 2.18).

Tn9
IS1 izquierda R IS1 derecha
cam
- —~— >4 P> S 4. .
A A A A
1 1 1 1
1 1 1 1
Tn 903
1S903 izquierda R 1S903 derecha

-

Figura 2.18. Transposones compuestos (Tn 9 y Tn 903) de dos elementos IS y una region central que lleva un gen de
resistencia a un antibidtico. Arriba, los dos transposones iguales y en la misma orientacion (IS1) del Tn 9. Abajo, los dos

transposones iguales y en orientaciones opuestas, respecto a la region central, de Tn 903.

TABLA 2.2
Algunos transposones compuestos y gen de resistencia en el centro de ambos
Transposon IS izquierda Gen de resistencia IS derecha
Tn9 IS1 funcional cloranfenicol® IS1 funcional
Tn903 1S903 funcional kanamicina® 1S903 funcional
Tn5 IS50L no funcional tetraciclina® IS50R funcional
Tnl0 IS10L no funcional kanamicina® IS10R funcional

Cuando un transposén, simple o compuesto,
se mueve de un sitio a otro en el cromosoma, pro-
voca una ruptura en el lugar donde se encontraba
de muy dificil reparacidén y una mutacion insercio-
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nal en el lugar donde aterrice, por lo que el proce-

so puede ser letal para la célula (figura 2.17).
Aunque nos hemos centrado en los transposo-

nes no replicativos de bacterias, estos elementos
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estan también muy presentes y activos en plantas
y animales de orden inferior; en mamiferos, en
cambio, no parecen tener mucha actividad.

Los elementos P de Drosophila melanogaster

Ciertas cepas de Drosophila tienen dificultades
para reproducirse entre ellas y la causa son unos
transposones que so6lo se encuentran en las cepas
denominadas P. Hay de 30 a 50 copias por geno-
ma. En sus extremos, los elementos P tienen unos
terminales invertidos repetidos de 31 pares de ba-
ses y generan repeticiones directas de 8 pb. El
transposon tiene 2,9 kb y 4 pautas abiertas de lec-
tura (ORF, del inglés: Open Reading Frame). La
fusién de los 4 ORF da como producto la trans-
posasa. Entre el ORFO y el ORF1 hay un introén,

y entre el 2 y el 3 otro (figura 2.19). El segundo
intrén sélo se elimina en células germinales y no
en células somaticas. Esto probablemente explica
por qué la transposicion es tejido-especifica y solo
ocurre en células germinales. Las cepas que care-
cen del transposén se denominan M. Cuando un
genoma que posee elementos P (paternos) se fu-
siona con células germinales M (maternas), se
estimula la transposicion de estos elementos.
Esto solo ocurre en las células germinales del em-
brién resultante y origina una serie de efectos ge-
néticos: 1) produce mutaciones, y 2) facilita la re-
combinacién y los reordenamientos cromosomicos.
Los embriones se desarrollan a moscas que tienen
muchas mutaciones en los gametos y con frecuen-
cia son estériles. El fendmeno se denomina disgé-
nesis hibrida P-M.

Elemento P

Intrén 31 pb terminales

repetidos
(TR) 2.9 kb / (TR)
] orrol OrFI orF2 [ ORrRF3 [

/

Intron

Figura 2.19. Transposones P (paternos) de Drosophila con sus regiones con pautas de lectura abiertas (ORF) que dan
lugar a la transposasa y sus dos intrones.

La transposicion replicativa

La transposicion replicativa ocurre cuando un
elemento movil se duplica durante el proceso de
transferencia (figura 2.17). Para este tipo de trans-
posicion, ademas de la transposasa que actua so-
bre los terminales del transposén y la diana, se
necesita una resolvasa que acttia sobre el co-inte-
grado. El dafo para la célula es menor, pues se
reduce a mutagénesis insercional, pero aumenta el
numero de transposones en la célula hospedadora
y ello puede dar lugar a recombinaciones homo-
logas que reorganicen drasticamente el genoma.
Veremos como ejemplo la transposicion del pecu-
liar transposén Mu, un elemento movil de 38 kb

que también es un bacteridfago. Cuando el bacte-
riéfago Mu infecta una bacteria, se integra por
transposicién no replicativa, pero durante el ciclo
litico el nimero de copias se amplifica por trans-
posicion replicativa (figura 2.20). Este tipo de
transposicion se inicia como la no replicativa, la
transposasa MuA provoca dos mellas en los dos
extremos del transposon y otras dos en la secuen-
cia diana. La proteina MuB (una ATPasa) cola-
bora en la reaccion y contribuye en la eleccion de
la secuencia diana que suele ser al azar, pero cuan-
do ocurre en el mismo cromosoma, tiene lugar a
una distancia de entre 10 y 15 kb de la insercion
original. En este punto ocurre una replicacioén
desde los extremos 3'OH libres que duplican el
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transposon con la maquinaria replicativa celular ~ transposon que es una recombinasa. Al resolverse
y unen donante y recipiente en un co-integrado se quedan las repeticiones directas en la localiza-
que se resuelve con la resolvasa codificada por el ~ cidén nueva.

Transposon /\

S

;
TT——30H _, J—

— 30—

|
|
|

Co-integrado

T / Resolucion \

Figura 2.20. Transposicion replicativa de Mu entre un transposon de un plasmido a otro con la formacion de un co-
integrado. En este caso hay duplicacion del transposon. El co-integrado posee repeticiones directas del transposon.
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La transposicion replicativa también es la que
utiliza la familia de transposones TnA; no son
transposones compuestos aunque tienen tres uni-
dades génicas relativamente independientes. Los
mejor estudiados de la familia son el Tn3 'y Tn1000.
Los terminales repetidos tienen alrededor de 38 pb
y generan una duplicacioén de 5 pb alli donde ate-
rrizan. Entre el gen de la transposasa (tnpA) y el de
la resolvasa (fnpR) hay una secuencia especifica de
20 pb (res) sustrato de la resolvasa y donde tiene
lugar la resolucién del co-integrado; también es la
region donde se inicia la transcripcidon en los dos
sentidos opuestos (figura 2.21). Estos transposo-
nes llevan resistencia a antibidticos, generalmente
a la ampicilina (amp®). En realidad la resolucion
viene a ser una recombinacién especifica de sitio
(res) al estilo de las ya descritas y sin requerimien-
to energético. La resolvasa es una especie de topoi-
somerasa semejante a la integrasa del fago A; en la
resolucion participan 4 unidades de resolvasa,
cada unidad responsable de una mella en una de
las hebras; seguidamente se produce una reorgani-
zacion de las unidades entre si que desplaza fisica-
mente las hebras de ADN entrecruzandolas, las
mellas se ligan y la resolvasa se desprende. En au-
sencia de resolvasa puede tener lugar una recom-
binacién homéloga via Rec BCD/Rec A, con mu-
cha menor eficiencia.

Transcripcion

TRI TRI
|>__tnpA npR Jamp <
res

Figura 2.21. Transposon de la familia TnA con tres ge-
nes, una region res interna y dos terminales repetidos in-
vertidos.

Aunque la mayoria de los transposones se des-
plazan siempre por un tipo de transposicion con-
creta, bien replicativa (TnA) o no replicativa (Tn5
y Tn10), los hay que pueden utilizar las dos como
IS1 o IS903.

Para saber si un transposon utiliza la via repli-
cativa o la no replicativa se suele introducir una
copia del gen lacZ de E. coli en el transposon. El
gen lacZ codifica por la B-galactosidasa, enzima
que en presencia de un sustrato apropiado (X-gal)
produce coloracién azul. Sin embargo, la copia
del gen lacZ que se introduce en el transposon
posee en una de sus dos hebras dos mutaciones
convenientemente separadas (figura 2.22). Si la
transposicidon es replicativa, se observara color
azul en las células en presencia del cromoforo X-
gal, al cabo de algunas generaciones, ya que la
replicacion originara tanto genomas con el gen no
mutado como genomas doblemente mutados.

l TRI

e

lac Z <

TRI l
e
1> transposasa

/ Transposicion replicativa

1 1 TRI Xgal
- -

TRI ‘
> transposasa__: y lac Z ﬁ{I Color azul
TRI TRI
> transposasa lac Z_ <

Figura 2.22. Disefio del experimento para saber si una
transposicion es replicativa o no replicativa mediada por
el gen lacZ de E. coli.

Como se ha mencionado anteriormente, los
transposones también se encuentran en plantas y
en todos los genomas eucarioticos incluido el hu-
mano. Sin embargo, en mamiferos, por ejemplo, la
inmensa mayoria de los transposones son defecti-
vos, estan silenciados o ambas cosas. Por el con-
trario, hay veces que elementos no funcionales de
una familia de transposones, por carecer o tener
alterada la transposasa, pueden ser activados por
otros miembros funcionales de la familia, ya que,
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aunque las transposasas prefieren actuar en cis
sobre las secuencias vecinas, pueden actuar en
trans sobre secuencias mas alejadas.

2.3.2. Transposicion via ARN:
retrotransposones

Obligatoriamente pasa por un intermediario
de ARN vy es exclusiva de eucariotas. Cuando se
movilizan, generan en el lugar de aterrizaje repe-
ticiones cortas directas. Los retrotransposones es-
tan intimamente relacionados con los retrovirus
hasta el punto de que no esta claro si los retrovi-
rus actuales son retrotransposones que han gana-
do la capacidad de salir de la célula para infectar
otra, o los retrotransposones son retrovirus que
han perdido la capacidad de salir y entrar en las
células. Los retrotransposones semejan a retrovi-
rus defectivos que carecen de algunos genes y que
solo se mueven de un sitio a otro del genoma.
Unos y otros poseen terminales repetidos y genes
que codifican por la enzima transcriptasa inversa
que convierte un ARN en ADNc (figura 2.23).
Los retrovirus poseen como genoma 2 unidades
idénticas de ARN, por lo que necesitan la enzima
para convertir este ARN en ADNc una vez que
infectan una célula. Los retrotransposones necesi-

TR TR
7y [] A B 0B []e63w
TR TR
Copia > < | D> < sk
TR TR
L1 [ [__ORFI | orrz [] 65K
LTR LTR
Retrovirus | | gag ] pol | env_ ||
éetra—tmnscrlptasa\ 8,5 kb
Integrasa

Figura 2.23. Retrotransposones y retrovirus. Organiza-
cion de sus genomas respectivamente de menor a mayor
complejidad.
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tan la enzima para convertir el ARN resultado de
la transcripcion del transposon en un ADNc que
se movilizara a un lugar nuevo (replicativa). Ade-
mas de la transcriptasa inversa, unos y otros tam-
bién llevan el gen de la integrasa, que facilita la
integracion del ADNc en cualquier lugar accesi-
ble del genoma. Un retrotransposon también pue-
de salir del lugar que ocupa por recombinacion
entre los elementos repetidos de los extremos (no
replicativa).

Hay una gran variedad de retrotransposones
que forman parte de los genomas eucarioticos,
desde levaduras al hombre (tabla 2.3). Muchos de
los retrotransposones de mamiferos carecen de los
terminales repetidos de los extremos, otros carecen
de la transcriptasa inversa o de la integrasa, por lo
que en realidad lo mas abundante en los genomas
de mamiferos son los restos de retrotransposones
o retrovirus con nula capacidad de moverse. Los
Ty de levaduras (del inglés: transposon yeast) y los
copia de Drosophila poseen terminales repetidos en
los extremos y codifican por la transcriptasa inver-
sa y/o la integrasa. Sin embargo, los LINE (del
inglés: long interspersed elements) carecen de los
terminales repetidos aunque la mayoria ain po-
seen el gen de la transcriptasa inversa. La frecuen-
cia de transposicion de los Ty es de 107-107%, algo
mas baja que la observada en bacterias y hay he-
terogeneidad manifiesta entre los distintos miem-
bros. El tamafio suele ser de 6,3 kb y los ultimos
330 pb de cada extremo son los terminales repeti-
dos, llamados & que, si bien son idénticos en un
elemento dado, pueden variar ligeramente de un
elemento a otro. El terminal & de la izquierda al-
berga un promotor que inicia la transcripcion de
dos ARN de 5y 5,7 kb que incluyen las regiones
TyAy TyB. Esta transcripcion es compleja porque
poseen distintas pautas de lectura y coinciden en
13 aminoacidos. El resultado son proteinas con ac-
tividad transcriptasa inversa e integrasa.

Una de las familias de retrotransposones me-
jor estudiada de Drosophila es copia, cuyo nombre
hace alusién a la abundancia con que se encuen-
tran los mensajeros de este elemento en la mosca.
Suele haber de 20-60 copias del elemento por ge-
noma, pero distintas especies varian considerable-
mente. Cuando células del insecto se cultivan in
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vitro, el nimero de elementos copia se incrementa
2-3 veces. El tamafio del elemento es de 5 kb con
dos terminales repetidos directos en los extremos
de 276 pb cada uno. Estos terminales repetidos
contienen a su vez dos terminales invertidos no
1dénticos en sus extremos, algo parecido a las IS
de los extremos de los transposones compuestos
en bacterias, pero en este caso no se pueden nunca
mover independientemente del resto. Al aterrizar
en un sitio nuevo, copia genera repeticiones direc-
tas de 5 pb. El elemento se transcribe a partir del
terminal repetido izquierdo a un mensajero de
4.227 pb con terminal de poliA que se traduce en
varias proteinas relacionadas con la transcriptasa
inversa y la integrasa.

El elemento L1 de humanos tiene 6,5 kb de
longitud y dos pautas de lectura abiertas para la
transcriptasa inversa y la integrasa cuando esta
completo, pero en la gran mayoria de los casos
son copias truncadas que carecen de actividad.
Forman parte del ADN repetido de los genomas
y su funcién es incierta.

Exclusivamente en primates y humanos en-
contramos la familia de retrotransposones Alu,
cuyos miembros no son autébnomos y carecen de
terminales repetidos largos en los extremos. Tie-

nen un tamano de 280 pb de longitud y un acusa-
do polimorfismo (capitulo 1, pagina 27).

Los retrovirus poseen ARN como genoma e
infectan muchas especies animales distintas, entre
ellas el hombre. Tienen un tamano aproximado de
8,3 kb, solo infectan de manera estable células en
division y no matan a la célula infectada, sino que
se integran en su genoma como provirus, estable-
ciendo una simbiosis indefinida. El virus sintetiza
un ADNCc que se integra al azar en varios lugares
del genoma de la célula infectada (de 1 a 10
copias). La organizacion del provirus compren-
de dos regiones con terminales repetidos largos
(TRL) de varios cientos de pares de bases. La
transcripcion se inicia en el terminal 5' a partir de
un promotor potente y se termina en la misma
region del extremo 3'. En la regidn interna del pro-
virus hay tres genes: gag, que produce un antigeno
caracteristico del grupo; pol, que codifica por la
transcriptasa inversa y la integrasa; finalmente
env, que codifica por la proteina de la envuelta.
Este ultimo gen se traduce a partir de un ayuste
que elimina los genes gag y pol. La integracién
ocurre en regiones de cromatina en configuracion
abierta y necesita los extremos TRL y la integrasa
asociada al gen pol.

TABLA 2.3
Algunos relrolmnsposones y sus caracteristicas
Retrotransposén Terminales repetidos Repeticiones en la diana Frecuencia/genoma
Ty (S. cerevisiae) Si 4-6 pb 30-40 elementos
Copia (D. melanogaster ) Si 4-6 pb 20-60
LINE-B1 (M. musculus) No 7-21 pb 50.000
LINE-L1 (H. sapiens) No 7-21 pb 850.000

El mecanismo de transposicion via ARN se
muestra en la figura 2.24. Tanto los retrovirus
como los retrotransposones utilizan la transcrip-
tasa inversa para perpetuarse. Un retrotransposon
integrado en el genoma puede transcribirse si no
esta reprimido y pasar al citoplasma donde po-
dria traducirse y/o pasar a ADNc. El ADNCc se

asociaria con integrasas que facilitarian el acceso
a una nueva localizacién en el ADN. Durante la
division celular la membrana nuclear desaparece,
por lo que es mas facil el acceso al ADN.

Los retrotransposones también son muy abun-
dantes en plantas y aqui el numero de elementos
es proporcional al tamafio del genoma.
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Figura 2.24. Mecanismo de transposicién via ARN.

Transcripcidon en el ntcleo del transposon y traslado al

citoplasma donde tiene lugar la traduccién y la transcripcion

inversa. Integrasa y ADNc del transposon toman contac-

to con una nueva localizacion quiza durante la division
celular.

2.3.3. Efectos celulares y control
de la transposicion

Tanto las células procariéticas como eucarioti-
cas contienen una variedad de transposones que se
trasladan o se copian en distintos lugares. Durante
la transposicion no replicativa se produce una rup-
tura doble en el lugar original del transposon y
una mutacion insercional en el lugar de aterrizaje.
Ademas, la presencia de transposones en la célula
favorece otro tipo de reorganizaciones derivadas
de su multiple presencia. Asi, dos transposones re-
lativamente cercanos y con la misma orientacion
favoreceran una recombinacion homologa que
puede resultar en una delecion de la region com-
prendida entre ambos (figura 2.25). Si, por el con-
trario, una regién genomica esta flanqueada por
dos transposones con orientaciones opuestas, la
recombinacion entre ambos puede originar una in-
version de la region interna (figura 2.25).

El control de la transposicion es importante
para la célula y para el transposén. Este ha de
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Figura 2.25. Reorganizaciones cromosdmicas deriva-

das de la recombinacion entre dos transposones proximos.

En a) resultado de la recombinacion entre un par de trans-

posones con la misma orientacion, y b) con orientaciones
opuestas.

mantener un numero minimo para sobrevivir,
pero si se hace demasiado abundante puede pro-
vocar su forzado suicidio matando a la célula
hospedadora. La transposicién, tanto en proca-
riotas como en eucariotas, estd controlada por
ARN de interferencia; los dos mecanismos basi-
cos son 1) metilacion de los terminales repetidos,
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y 2) ARNI contra la transposasa o el genoma del
transposén. Estos mecanismos no son excluyen-
tes. El simple hecho de que el nimero de genomas
del transposon aumente, o se incremente la con-
centracion de los ARN correspondientes a la
transposasa, es suficiente para desencadenar una
respuesta interferente, también denominada inhi-
bicién multicopia.

Si bien la metilacion de los terminales repeti-
dos en las dos hebras del ADN de un transposén
inhiben la transposicién, la metilaciéon de sélo una
de las hebras no es tan eficiente. Esta situacion de
hemi-metilacion ocurre inmediatamente después
de la replicacion y antes de que las metilasas ac-
tien sobre la nueva hebra de ADN. Asi la trans-
posicién aumenta después de la replicacion.

En arqueas y bacterias se ha descrito un so-
fisticado sistema inmune contra virus, plasmidos
y muy probablemente también transposones que
se parece mucho a los sistemas de ARN de inter-
ferencia que se presume controlan los transposo-
nes de eucariotas. En el genoma de Escherichia
coli se identificaron, alla por 1987, unas secuen-
cias repetidas de 29 nucledtidos separadas por
otras unicas de 32 nucledtidos cuya funcion per-
manecié desconocida hasta que se demostrd que
estas secuencias unicas, separadoras de repeti-
das, eran idénticas a trocitos de plasmidos, bac-
teriofagos o transposones. La idea que tenemos
a dia de hoy es que cuando un ADN de dudosa
procedencia llega a una bacteria, aunque su
ADN se corte y destruya, un trocito de su geno-
ma se mantendra, se integrara y se almacenara
en un lugar concreto del genoma del hospedador,
entre unidades repetidas, constituyendo una es-
pecie de vacuna inmunologica contra expansio-
nes indeseadas o nuevas infecciones (figura 2.26).
En este almacén inmunologico encontrariamos
un promotor seguido de una repeticion de 29 pb,
seguida de un separador de 32 pb idéntico a un
bacteriofago, seguido de otra repeticion, seguida
de otro separador de 32 pb idéntico a un plasmi-
do y asi sucesivamente. Este almacén inmunolo-
gico se conoce como locus CRISPR (del inglés:
clustered regularly interspaced short palindromic
repeat) y va incrementando el nimero de separa-
dores de 32 pb con nuevas invasiones de ADN de

procedencias dudosas. Las nuevas adiciones se
hacen al lado del promotor, por duplicacién de
la secuencia repetida e integracion a modo de
transposicién mediada por la endonucleasa Casl
(del inglés: CRISPR-associated). La transcrip-
cion del locus CRISPR origina un ARN que
puede ser procesado con ligeras variantes (tipos
I, IT y III), pero en todos los casos originara un
ARN de interferencia que lleve la secuencia se-
paradora complementaria al ADN invasor, 8 nu-
cleotidos de la secuencia repetida en el extremo
5"y los 21 nucleétidos restantes de la secuencia
repetida en el extremo 3'. La presencia de las se-
cuencias repetidas en el ARNi es muy importan-
te para distinguir entre el trocito de ADN inva-
sor almacenado en el locus CRISPR que se debe
respetar y cualquier otro ADN con homologia
de secuencia y ausencia de secuencia repetida,
que ha de ser eliminado. El proceso es igualmen-
te valido para eliminar ARN complementarios a
ARNI procedentes, por ejemplo, de virus ARN o
retrotransposones. El procesamiento y madura-
cion de los ARNI asi como la eliminacion de los
ADN o ARNs complementarios, corre a cargo
de las endonucleasas Cas3, Cas9 y en algunos
casos de la ARNasa III que corta ARN de doble
hebra, todas ellas codificadas por la célula hos-
pedadora (figura 2.26).

El control de la transposicion en eucariotas
se ha estudiado principalmente en Caenorhabdi-
tis elegans (gusano), Drosophila melanogaster
(mosca del vinagre), el pez cebra y el raton. De
todos estos estudios se deduce que el sistema de
ARN de interferencia, conocido como Piwi y se-
mejante al descrito para bacterias, podria ser el
responsable del silenciamiento de muchas fami-
lias de transposones en estos organismos. Piwi
(del inglés: P-element induced wimpy testis) se
descubre en relacion con los elementos moéviles P
de Drosophila y forma parte de una familia de
proteinas reguladoras encargadas de mantener
las células troncales en estado des-diferenciado.
En Drosophila hay regiones del genoma particu-
larmente enriquecidas en transposones, restos de
transposones y elementos repetidos de dudosa
procedencia (al estilo del almacén inmunolodgico
CRISPR). Estas regiones se transcriben, proce-
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Figura 2.26. Posible control de la transposicién mediante el sistema inmunoldgico bacteriano CRISPR (conjunto de
repeticiones palindromicas cortas regularmente distribuidas). A la izquierda el locus de los genes cas, a la derecha el locus
CRISPR con un promotor seguido de una serie de secuencias repetidas (Rep) interrumpidas por secuencias separadoras
(Sep) que serian idénticas a un pequefio trozo de un plasmido, bacteriéfago o transposon. Esquema de la adquisicion de
un nuevo Sep por ruptura del Rep mas cercano al promotor, separacion de las dos hebras de Rep, union al nuevo Sep y
reparacion. La enzima Casl facilita el proceso. La transcripcion y procesamiento del locus CRISPR origina ARN de
interferencia que buscan y degradan ADN o ARN complementarios. Cas3 facilita este proceso.
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san y maduran constituyendo los ARN-pi, asi
llamados porque se asocian con la proteina nu-
clear Piwi. El sistema Piwi se parece mucho tam-
bién al descrito para los ARNi mediados por
RISC (véase capitulo 1, apartado 1.2.2 y figura
1.6), pero Piwi se asocia preferentemente a ARN
de hebra simple. Los ARN-pi tienen entre 24 y 32
nucleodtidos de longitud, algo mas largos que los
asociados a RISC (21 nucleotidos) y mas al estilo
de CRISPR. Una vez asociados a Piwi, se¢ unen
a la proteina HPla de la heterocromatina. Los
mutantes piwi acumulan ARN correspondientes
a transposones indicando que el silenciamiento
de transposones mediado por Piwi actia a nive-
les tanto de transcripcion como de postranscrip-
cion. Este conjunto Piwi/ARN-pi/HP1a se une al
ADN complementario al ARN-pi y recluta a me-
tiltransferasas que metilaran la histona H3lisina9
(H3K9me) y silenciaran al transposén (figura
2.27). Piwi/ARN-pi también podria asociarse
con el ARN naciente y facilitar su degradacion.
En el citoplasma, el complejo Piwi/ARN-pi pue-
de interaccionar con el mensajero correspondien-
te y con factores de iniciacion de la traduccion
inhibiendo ésta e induciendo la degradacién del
mensajero del transposon. Este mecanismo se ha
probado tanto para Drosophila como para raton,
donde los homologos de Piwi denominados Mili
y Miwi2 son los encargados de unirse a los trans-
critos de transposones y silenciarlos en el nucleo
o degradarlos en el citoplasma. Ambos modos de
accion no son excluyentes. En humanos la homo-
loga de Piwi se llama Hiwi.

Los genomas de los distintos organismos es-
tan en lenta pero continua evolucion y los trans-
posones han sido un elemento importante para
generar variaciones y diversidad. La insercion de
un elemento moévil en una region reguladora pue-
de tener consecuencias pleiotropicas a distintos
niveles sobre los genes regulados. La mutagénesis
insercional no siempre es deletérea.

La movilidad de transposones somatica pue-
de estar relacionada con algunos tipos de can-
ceres.

a) Nucleo Transposéon  Restos de transposon
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Figura 2.27. Control de la transposicion mediada por
Piwi (testiculos endebles inducidos por elementos P) en
Drosophila. En el nicleo a) los ARN-pi se asocian a la pro-
teina nuclear Piwi y reclutan a la proteina heterocromatica
HP1 y a metiltransferasas (MtH) que metilaran la histona
H3K9me y silenciaran el transposon. En el citoplasma b)
Piwi/ARNpi puede interaccionar con el propio ARN o con
factores de iniciacion de la traduccion (IT) para inhibir el
proceso de traduccion y degradar el mensajero.
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LECTURAS COMPLEMENTARIAS

A major epigenetic programming mechanism guided by Debasish Raha, Michael Snyder and Haifan Lin.
piRNAs Xiao A Huang, Yin Hang, Sara Sweeney, Developmental Cell, 24: 502-516. 2013.
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Enzimas y técnicas de utilizacion
general en manipulacion genetica

Muchas areas de la biologia molecular se han
beneficiado enormemente de las técnicas engloba-
das dentro del término genérico de ingenieria ge-
nética y referidas indistintamente como de clonaje,
ADN recombinante o manipulacién genética. Es-
tas técnicas permiten: 1) mantener en una misma
unidad replicativa genes procarioticos y eucarioti-
cos; 2) crecer grandes cantidades de estas unida-
des nuevas, y 3) integrar estos genes en el genoma
de otro individuo. El descubrimiento de las enzi-
mas de restriccion fue en su dia un hecho clave
para el desarrollo de la ingenieria genética. Las
enzimas de restriccion representan uno de los sis-
temas de autoproteccion bacteriana a la invasion
por fagos (bacteriéfagos). Se comprobd que las
bacterias podian cortar el ADN de un fago una
vez en el interior de la bacteria, siempre que éste
hubiera crecido en una cepa bacteriana distinta.
Venia a ser un tipo de sistema inmunologico rudi-
mentario. Pero la ruptura del ADN invasor no se
realizaba siempre al azar, sino que enzimas con-
cretas cortaban en el mismo lugar, siempre reco-
nocian las mismas dianas. Estas endonucleasas
representaron, por tanto, una herramienta de va-
lor incalculable para fragmentar el ADN por si-
tios fijos. La ingenieria genética ha servido para
aislar, clonar y expresar practicamente cualquier
gen eucaridtico en un momento en el que no habia
técnicas alternativas de amplificacion génica. An-
tes del desarrollo de la ingenieria genética no era
posible aislar un gen concreto eucaridtico en can-
tidades suficientes para su estudio molecular o el
de su producto. En este capitulo estudiaremos las
distintas enzimas que se utilizan para realizar
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todo tipo de manipulaciones genéticas, asi como
dos técnicas fundamentales: la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) y la secuenciacion.

3.1. DEGRADACION Y SINTESIS DE ACIDOS
NUCLEICOS IN VITRO

In vivo, 1a sintesis y degradacion de los acidos
nucleicos constituye su metabolismo. In vitro se
degradan y sintetizan acidos nucleicos controla-
damente con el fin de purificar o manipular deter-
minadas clases de moléculas que se utilizaran
como base en experimentos diversos de ingenieria
genética.

La degradacién de los acidos nucleicos puede
ser quimica o enzimatica.

3.1.1. Degradacidon quimica

Degradacion por pH

A pH muy bajos (I o menos) se produce una
hidrolisis de los grupos fosfodiéster, tanto en la
molécula de ADN como en la de ARN, acompa-
fada de la ruptura de enlaces N-glucosilicos entre
las bases y los azucares. Este tipo de degradacion
se utiliza cuando se quiere determinar la compo-
sicion de bases de un acido nucleico.

A pH 4 se produce una depurinizacién por
ruptura de los enlaces N-glucosilicos entre ¢l azu-
car y las purinas, afectando mas a la molécula de
ADN que a la de ARN. A pH 7 se invierte la ten-
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( Bajo: ADN y ARN
Quimica: pH
Alto: solo ARN

Degradacion ADNasa I
de acidos nucleicos

E 1 11
< ADNasas: exo/endo S i{onuc casd
Bal 31

Enzimatica: nucleasas

ARNasa H

ARNasaA
ARN :
K asas: exo/endo ARNasa T1

Ribozimas

Figura 3.1. Esquema de algunos métodos de degradacién de los acidos nucleicos.

dencia y el ADN se hace unas 200 veces mas re-  mezcla de nucleotidos 3' y 2' segin muestra la fi-
sistente a la hidrélisis que el ARN; a pH atin mas  gura 3.2. E1 ADN depurinizado también es sensi-
alto el ADN es practicamente resistente a la hi-  ble a pH elevado y se rompe por el enlace fosfo-

drolisis, pero no asi el ARN, quea pH 11 y37°C  diéster 5' correspondiente a la desoxirribosa del
se hidroliza totalmente en pocos minutos a una lugar donde falte la purina.

Base
Base

o | o
| / (I) OH
o Com >;<

o o HO
o- F =0 OH N,
/7O<\ — H,0 + PN

OH
, -0° 9 \ o

CH ,O Base

"'OCH, O Base

(0) OH !

Figura 3.2. Degradacion del ARN a pH alto por mediacion del grupo 2' hidroxilo libre, creando asi un intermediario
ciclico de fosfato que se descompone a su vez en una mezcla de nucleétidos 3'y 2'.
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Tijeras quimicas

Se puede manipular el ADN utilizando una
especie de tijeras quimicas que cortan el ADN en
lugares concretos definidos por oligonucledtidos
complementarios a cualquier secuencia. Cada ti-
jera estaria formada por dos componentes: 1) la
unidad de reconocimiento formada por un oligo-
nucleétido modificado quimicamente, de tamafio
variable y secuencia definida y 2) oxido de cerio
(CelV), un potente oxidante, a su vez unido al
agente quelante EDTA (etilen/di-amino/tetra-acé-
tico) que rompera el enlace fosfo-di-éster del es-
queleto de un ADN de hebra sencilla. La modifi-
cacion del oligonucleotido consiste en sustituir los
enlaces fosfodiéster por enlaces amida y las adeni-
nas y timinas por 2,6-diaminopurina y 2-tiouraci-
lo, respectivamente. Este pseudo-oligonucleotido

no tiene carga negativa y puede formar un hibrido
estable con una molécula de ADN de hebra senci-
lla o una triple hélice con un ADN de hebra doble
(figura 3.3a). Cuando se quiere cortar un ADN de
doble hebra, se utilizan pseudo-oligonucledtidos
complementarios a las dos regiones adyacentes al
lugar de corte; cuando estas regiones apareen con
el ADN correspondiente dejaran una pequefia re-
gién de ADN de hebra simple. En este punto se
afiade el componente de Cerio/EDTA que rompe-
ra en la region de ADN de hebra simple de cada
hebra del ADN (figura 3.3b). La eficiencia de cor-
te sera proporcional a la concentracion de Cerio/
EDTA anadido. La total complementariedad en-
tre el ADN y los pseudo-oligos es esencial para
que se produzca el corte; una variacién en un solo
nucleo6tido impedira la escision. Estas tijeras pue-
den usarse tanto en ADN aislados como in vivo.

a) b)
ADN doble hebra
HEEEEEEEEEEEEEEEEEEN
Pseudo- ollgos
ADN hebra
sencilla \
L1 1111 L1 1111
I N
ADN hebra
Ce(IV)/EDTA sencilla
Rupturd l
L1 1111 L1 1111
) — \_/
Ruptura

Figura 3.3. Modo de accion de las tijeras quimicas. ) Reconocimiento e interaccion de un pseudo-oligo con un ADN

de doble hebra y ) Mecanismo de corte y reconocimiento: primero se afiaden los pseudo-oligos complementarios a las

regiones deseadas, después el complejo Cerio/EDTA. Las rupturas se producen en las regiones de ADN de hebra sencilla
creadas en los extremos de los pseudo-oligos (flechas).
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3.1.2. Degradacidon enzimatica

Las enzimas que degradan los acidos nuclei-
cos se denominan en general nucleasas y pueden
ser de dos tipos dependiendo de si actiian a partir
de los extremos (exonucleasas) o dentro de la ca-
dena (endonucleasas).

ADNasa I (endonucleasa I de E. coli,
endonucleasa I bovina)

Endonucleasa que hidroliza ADN limpio y
purificado de hebra simple y doble asi como cro-
matina. Prefiere cortar detrds de pirimidin-nu-
cledtidos y origina extremos 5'-P, 3'OH. En pre-

sencia de Mg* ataca al azar cualquiera de las dos
hebras y produce mellas. En presencia de Mn*
corta ambas hebras aproximadamente en el mis-
mo lugar (figura 3.4).

También se utiliza en estudios de proteccion de
ADN in vivo tratando nucleos eucaridticos aisla-
dos con concentraciones de ADNasa I suficientes
para detectar las regiones sensibles o resistentes al
ataque con esta enzima que representaran partes
accesibles o inaccesibles, respectivamente, a facto-
res de transcripcion. Dentro de las regiones accesi-
bles, las que estén protegidas por los factores de
transcripcion concretos en un momento dado se
haran internamente resistentes (véase apartado 1.8
y figura 1.17).

Mg+2

ADNasa I

Mn+2

Figura 3.4. Modo de accion de la ADNasa I sobre ADN desnudo, produciendo mellas en presencia de magnesio y
cortes limpios con manganeso.

Exonucleasa III de E. coli

Actua sobre extremos 3'OH de ADN de he-
bras dobles, lineares o circulares. No degrada
ADN de hebra sencila (figura 3.5).

Exonucleasa del fago A

Esta exonucleasa se purifica de células de E.
coli infectadas por el bacteriofago A y actua sobre
extremos 5' fosfato (P), liberando mononucleoéti-
dos. No hidroliza extremos 5'OH.

Nucleasa S1

Degrada ADN de hebra sencilla y ARN (es
exo y endo). En grandes dosis también degrada

5P 3'OH
3'OH S'P

1 sou

3'OH

# l

5P

5'P

Figura 3.5. Modo de accidn de la exonucleasa I1I de E.
coli degradando extremos 3'OH de ADN de doble banda.
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ADN de hebra doble. Requiere Zn™ y actia pre-
ferentemente a pH bajo (4 es 6ptimo), lo que es
un inconveniente, ya que a este pH hay depurina-
cion de las bases del ADN.

Nucleasa BAL31

Es preferentemente una exonucleasa que eli-
mina mononucledtidos a partir de extremos 3'OH,
pero también es endonucleasa, por lo que elimina
las hebras sencillas creadas por la accién exonu-
cleasica (figura 3.6). La reaccion es totalmente de-
pendiente de calcio, por lo que se puede controlar
el grado de degradacion eliminando éste, a tiem-
pos determinados, con agentes quelantes como el
EGTA. Degrada bastante mas rapido secuencias
ricas en AT que en GC. También degrada con
poca eficiencia ARN. Dado que produce termina-
les de distintos tamafios, algunos de hebra senci-
lla, sera necesario reparar la molécula antes de su
posterior utilizacién con alguna polimerasa que
rellene regiones de hebra sencilla (la ADN poli-
merasa de T4 o el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa 1 de E. coli).

5'P 3'OH
3'OH 5P

l BAL31
l Pol I

Figura 3.6. Modo de accion de la enzima BAL31 y re-
paracion con la ADN polimerasa I (Pol I) de E. coli.

ARNasa H (Ribonucleasa H)

Degrada el ARN de los hibridos ADN-ARN
dejando el ADN intacto.
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ARNasa A (Ribonucleasa A)

Es una endonucleasa que rompe moléculas de
ARN de banda simple por los residuos de pirimi-
dinas. Se aisla del pancreas de muchos mamiferos
y se denomina también pancreatica.

ARNasa T1

Es también una endorribonucleasa que ataca
especificamente guaninas.

ARNasa III

Se une especificamente y corta ARN de doble
hebra. En bacterias esta implicada en el procesa-
miento del ARN ribosomal y otros ARN peque-
fos, como el sistema CRISPR, en eucariotas pro-
cesa los ARN de doble hebra largos en ARN de
interferencia cortos.

Exorribonucleasas

La fosfodiesterasa de veneno de serpiente es
una exorribonucleasa que se enlaza a extremos
3'OH de ARN, pero también degrada ADN.

La fosfodiesterasa de bazo es una exorribonu-
cleasa que requiere extremos 5'OH libres de ARN
o ADN.

Ribozimas

Son moléculas de ARN con actividad cataliti-
ca que rompen especificamente otros ARN. Hay
ribozimas autocataliticas que actiian sobre su pro-
pia molécula eliminando sus intrones (intrones de
tipo I); otras actiian sobre otros ARN (en trans) y
constan de dos componentes esenciales: secuen-
cias especificas de reconocimiento, que aparean
con secuencias complementarias en el ARN diana
y region catalitica, que viene a ser un centro activo
y produce la ruptura del ARN diana durante el
apareamiento. La ruptura trae como consecuencia
la actuacion sucesiva de otras nucleasas sobre los
extremos anormales recién creados en el ARN y
que lleva a la destruccién total de la molécula.
Son ejemplos de ribozimas la ribonucleasa P hu-
mana y varias obtenidas de viroides (particulas
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semejantes a virus) de plantas. Muchas de estas
ultimas son del tipo «cabeza de martillo», asi de-
nominadas por la forma del componente cataliti-
co (figura 3.7). El reconocimiento se produce por
la complementariedad de las secuencias que flan-
quean la regidn catalitica; la secuencia diana debe

incluir el triplete GUC (o0 una variante muy proxi-
ma) en la regién central. La ruptura se produce
entre la C del triplete y la siguiente base. Las ribo-
zimas pueden ser disenadas in vitro contra ARN
especificos y se estan utilizando en la actualidad
con este fin.

a) ARNasa H

ADN

ARN complementario

|

3

5 XXXXXXXXXX [GUC[XXXXXXXXXX 3

YYYYYYYYYYCA YYYYYYYYYY 5
CUG
G A
"c 6 AGy
Componente AU
catalitico (8 e
A G
GU

b) Ribozima cabeza de martillo

Figura 3.7. Modo de accion de @) la ARNasa H degradando el ARN de un hibrido ADN-ARN, y b) la ribozima ca-
beza de martillo cortando un ARN diana por el lugar que indica la flecha quebrada.

3.1.3. Sintesis de acidos nucleicos

Los acidos nucleicos se sintetizan in vitro por
una serie de enzimas llamadas genéricamente
ADN polimerasas si sintetizan ADN y ARN po-
limerasas si sintetizan ARN. La mayoria de estas
enzimas requieren un molde y sintetizan una mo-
lécula complementaria al molde. Las polimerasas
de ADN utilizadas con mayor frecuencia son: la
ADN polimerasa I de E. coli (la holoenzima); la
polimerasa Klenow, que es el fragmento de mayor
tamafio de la ADN polimerasa [ de E. coli cuando
se trata con la proteasa subtilisina; la polimerasa
del bacteridéfago T7, la secuenasa, que es una ver-
sion modificada de la ADN polimerasa de T7, y
la ADN polimerasa termoestable Taq (de Ther-
mus aquaticus). La mayoria de las ADN polime-
rasas tienen una gran preferencia por moldes de
ADN, pero también pueden copiar ARN con me-
nor eficiencia, excepto por la transcriptasa inversa
que prefiere ARN como molde. Hay también una
ADN polimerasa que no necesita molde, ya que

afiade nucledtidos exclusivamente a los extremos
de las cadenas preexistentes: es la transferasa ter-
minal. Todas ellas requieren iones Mg*. Las poli-
merasas de ARN reconocen determinadas se-
cuencias en el ADN denominadas promotores e
inician a continuacion la sintesis de ARN-com-
plementario a una de las hebras del ADN.

Las caracteristicas particulares de polimerasas
de ADN y ARN se detallan a continuacion.

ADN polimerasa I de E. coli (holoenzima)

Consta de una cadena polipeptidica que fun-
ciona como polimerasa y exonucleasa en la direc-
cion 5' — 3'y exonucleasa en la 3' — 5'. También
tiene actividad de ARNasa H, que es esencial
para la viabilidad de la enzima, pero no se utiliza
mucho in vitro. Esta polimerasa se emplea en el
proceso de marcaje radiactivo denominado «tras-
lado de la mellay, que es uno de los procesos mas
comunes de sustituir un ADN por su copia ra-
diactiva (figura 3.8). También se pueden utilizar
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marcajes no radiactivos empleando biotina o el
hapteno esteroideo digoxigenina (DIG) en alguno
de los precursores. El producto se detecta por lu-
miniscencia o color.

5' 3
3 — 5
Mg ADNasa I
V
5' 3
3 5'
dATP .
dCTP ADN pql I (holoenzima)
JdGTP de E. coli
dTTP \/

5" NNANNNNNNNA 3
3 - 5
V
S NNANNNNNNNANNNNNNANNNNAN I
3 5

Figura 3.8. Proceso de traslado de la mella. Ruptura
por accion de la ADNasa I y sintesis por la ADN pol I de
E. coli.

El procedimiento se basa en el tratamiento de
un ADN de hebra doble con una pequeia canti-
dad de ADNasa I para que se produzcan algunas
mellas al azar que sirvan de enganche a la ADN
pol 1. En presencia de magnesio y deoxinucleoti-
dos trifosfato (ANTF), la ADN polimerasa va di-
giriendo nucledtidos en el sentido 5' — 3' (exonu-
cleasa) y sustituyéndolos por los ANTF del medio.
Uno o mas de estos ANTF pueden ser radiactivos,
con lo que marcariamos el ADN sintetizado, faci-
litando su utilizacion como «sonda» en experi-
mentos de hibridacién de 4cidos nucleicos.

Fragmento Klenow de la ADN polimerasa I
de E. coli

Representa la holoenzima a la que se le ha eli-
minado la actividad exonucleasa 5' — 3'. La acti-
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vidad exonucleasica de la holoenzima es muy ac-
tiva y muchas veces elimina los fosfatos 5' de los
extremos de moléculas de ADN que se pensaban
utilizar como sustratos para uniones con la enzi-
ma ligasa, la cual no podra utilizarlos sin el fosfa-
to 5'. Por otra parte, esta actividad exonucleasica
se puede eliminar con relativa facilidad por trata-
miento proteolitico de la holoenzima sin afectar la
actividad polimerasa. Sintetiza ADN en huecos o
terminales de hebra sencilla (figura 3.9a). Esta en-
zima también se utiliza en la extension del inicia-
dor o iniciacion al azar; el método utiliza ADN
circular o lineal de banda doble o sencilla, y con-
siste en mezclar el ADN con un exceso molar de
moléculas iniciadoras o cebadoras. La reaccion,
en este caso, se lleva a cabo a pH 6,6 porque a este
pH la actividad exonucleasa 3' — 5' es muy débil
y no se corre peligro de degradar los oligonucleo-
tidos utilizados como iniciadores o cebadores (fi-
gura 3.9b).

La enzima Klenow se utiliza también en la sin-
tesis de la segunda hebra del ADNc (ADN copia),
en secuenciacion del ADN por el método de ter-
minacién de cadena por di-deoxinucleotidos (San-
ger) y en experimentos de mutagénesis dirigida.

La ADN polimerasa del bacteriéfago T7
y la secuenasa

La primera se induce en E. coli después de la
infeccion del fago T7. En realidad, es un comple-
jo formado por dos proteinas intimamente uni-
das: la proteina del gen 5 del bacteridéfago y la
tiorredoxina del huésped. Es una polimerasa
muy eficiente que posee actividades 5' — 3'y
3' — 5' exonucleasa como las otras polimerasas.
La actividad exonucleasica 3' — 5' (correctora de
errores), al ser mas potente que la de otras poli-
merasas, pone en peligro la estabilidad de los ce-
badores que en muchos casos son sintéticos y no
aparean con perfeccion total. La actividad exo-
nucleasa 3' — 5' radica en el extremo amino de la
molécula y se puede inactivar incubando la enzi-
ma durante varias horas con un agente reductor
(oxigeno molecular) a concentraciones bajas del
ion de hierro. La enzima sin actividad exonuclea-
sica se denomina secuenasa. También se obtiene
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Moléculas de ADN sustrato para el fragmento Klenow de la ADN pol I
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Figura 3.9.

a) Modo de accién del fragmento Klenow de la ADN pol I. b) Extension con iniciadores elaborados con

secuencias al azar.

secuenasa por ingenieria genética, eliminando
del gen los nucle6tidos responsables de la activi-
dad exonucleasica.

La ADN polimerasa Taq (de Thermus
aquaticus) y afines

Es termoestable y, aunque originariamente se
aislaba de Thermus aquaticus, hoy se sintetiza por
ingenieria genética. Su temperatura 6ptima es en-
tre 75y 80 °C; a 60 °C retiene solo la mitad de su
actividad, y a 37 °C, una décima parte. Requiere

Mg* y posee actividad exonucleasica 5' — 3', pero
carece de la exonucleasica 3' — 5' correctora de
errores. Se utiliza sobre todo para amplificar se-
cuencias en la reaccion en cadena de la polimera-
sa (PCR, del inglés: polymerase chain reaction) de-
tallada mas adelante en este capitulo.

Existen numerosas enzimas termorresistentes
afines a la Taq con propiedades interesantes y uti-
lizables en reacciones de PCR. La enzima Pfu, ais-
lada de Pyrococcus furiosus, acumula unas 12 ve-
ces menos errores que la Taq. También la Vent
(que debe su nombre a haber sido aislada de la
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ventana por donde sale el chorro de agua caliente
de un submarino) tiene actividad correctora de
errores. La enzima Tth, que procede del microor-
ganismo Thermus thermophilus, posee actividad
de transcriptasa inversa; mientras que la Tf, de
Thermus flavus puede leer a través de ADN con
estructuras secundarias.

La transcriptasa inversa

Sintetiza ADN utilizando como molde ARN.
También necesita un «cebador» que provea un ex-
tremo 3'OH donde engancharse para iniciar la
sintesis (figura 3.10).

NNANNANNNNNNANANNNNAAAAA ARNm
«— ——————TTTT

Transcriptasa inversa

NNANNANNNANANANNANNNN AAAAA ARNm
TTTT 1. hebra ADNc

Sintesis 2.* hebra

Ay ..., ADN polimerasa I

Figura 3.10. Modo de accion de la transcriptasa inver-

sa. Utilizacion de un oligo-dT como iniciador y sintesis de

la primera hebra. Degradacion del ARN molde por alcali

(OH") y sintesis de la segunda hebra por la ADN polime-
rasa [.

Carece de actividad exonucleasa 3' — 5', que es
la correctora de errores en otras polimerasas, por
lo que acumula los fallos que produce; incorpora
una base equivocada cada 500 bases aproximada-
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mente. Posee actividad ARNasa H que puede de-
gradar el ARN en forma de hibrido ARN-ADN.
Durante mucho tiempo se emple6 la transcriptasa
inversa aislada del virus que produce la mieloblas-
tosis en las aves, pero su poderosa actividad AR-
Nasa interferia muchas veces con la estabilidad del
ARN molde antes de que se llegara a completar la
copia del mismo. Actualmente se utiliza preferen-
temente la transcriptasa inversa obtenida por inge-
nieria genética a partir del gen clonado del virus
Moloney que produce la leucemia de ratén; esta
ultima enzima posee una ARNasa H mucho mas
débil.

La transferasa terminal

Es ésta una extrafia ADN polimerasa que a
partir de deoxinucleotidos trifosfato (ANTF) ana-
de nucledtidos a extremos 3'OH de cadenas de
ADN; prefiere extremos protuberantes, pero tam-
bién trabaja sobre terminales romos. La enzima
solo se encuentra en bacterias, por lo que se pien-
sa que pudo haber tenido importancia desde el
punto de vista evolutivo en los origenes de los pri-
meros acidos nucleicos. Severo Ochoa fue el des-
cubridor de esta enzima a la que llamo polinu-
cleotido fosforilasa y durante algun tiempo se
penso que era la polimerasa que copiaba el ADN
bacteriano. Severo Ochoa recibi6 el Premio Nobel
en 1959, por este y otros estudios; el premio fue
compartido con Arthur Kornberg, descubridor de
la ADN polimerasa I de E. coli. La polinucle6tido
fosforilasa se utilizé en los primeros experimentos
de ingenieria genética para anadir colas de homo-
polimeros a las moléculas que se deseaba unir:
guaninas a unas y citosinas a otras, por ejemplo.
Necesita Mg*, Mn** o Co*, pero curiosamente
cuando afiade purinas prefiere Mg y cuando
afiade pirimidinas funciona mejor con Co*, pu-
diendo anadir hasta varios miles de nucleotidos
en cada extremo 3'OH (figura 3.11).

Las polimerasas de ARN

Necesitan determinados factores de transcrip-
cion ademas de Mg y ribonucledtidos (figu-
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Figura 3.11.

ra 3.12). Los promotores tienen un tamafo entre
50 y 100 nucledtidos y son especificos para cada
ARN polimerasa. Estas enzimas también fueron
estudiadas por Severo Ochoa y sus aportaciones

Modo de accion de la transferasa terminal, afiadiendo en este caso homopolimeros a extremos 3'OH.

cientificas contribuyeron a la concesién de su Pre-
mio Nobel en 1959. In vitro funcionan mal por su
dependencia de factores de transcripcion concre-
tos y especificos para cada una de ellas.

M GATCATCATCATGATCCGGGG............. 3' banda con sentido
3 CTAGTAGTAGTACTAGGCCCC..... 5 banda molde
M g+2
rATP  rGTP ARN polimerasa
rUTP  rCTP
5' 3
p pp GAUCAUCAUCAUGAUCCGGGG............

Figura 3.12. Modo de accion de las ARN polimerasas. Reconocimiento de un promotor y sintesis de ARN utilizando
una de las hebras del ADN como molde.

En vectores de clonaje se incluyen con mucha
frecuencia algin promotor especifico de una o
dos ARN polimerasas de los bacteriéfagos SP6,
T7 y T3. Los genes correspondientes a estas poli-
merasas han de ser también facilitados si se quiere
una expresion muy eficiente de un gen de interés.
El gen de interés debe colocarse a continuacion
del promotor en una regién de policlonaje con
multiples dianas de diversas enzimas de restric-
cion. SP6 infecta Salmonella typhimurium, T7 y
T3 E. coli. Hay varios vectores de clonaje que se

obtienen comercialmente que poseen alguno de
estos promotores en orientaciones opuestas para
facilitar la transcripcion en la direccion mas ade-
cuada en cada caso (figura 3.13). Las ARN poli-
merasas de los bacteriéfagos T7 y T3 también son
enormemente eficientes; por ejemplo, la polimera-
sa T7 sintetiza 200 nucledtidos de ARN por se-
gundo. Todas ellas utilizan exclusivamente como
molde ADN de hebra doble.

La ligasa se utiliza normalmente para unir
fragmentos de ADN, enlazando extremos 3'OH
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Figura 3.13.

Vectores con promotores especificos para determinadas ARN polimerasas. El promotor SP6 en una

orientacion (pSP 65) o la opuesta (pSP 64) con respecto a la region de policlonaje. Promotores SP6 y T7 en orientaciones
opuestas (pPGEM3) e invertidas (pGEM4). Vector Bluescript de M 13 con los promotores de T7 y T3 en orientaciones
opuestas.

con 5'P. Une extremos protuberantes o romos y
también puede unir moléculas de ADN con ARN,
siendo la del fago T4 la mas comun (figura 3.14).
Restaura mellas y en todos los casos requiere
Mg*.

Las fosfatasas eliminan el fosfato de la regién
5"de ADN, ARN y NTF (nucleotidos trifosfato),
con lo que ya no serian sustrato para la ligasa (fi-
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gura 3.14). Las mas utilizadas son la de origen
bacteriano y la de intestino de buey.

Las quinasas incorporan de nuevo el fosfato
en el extremo 5'OH que han dejado las fosfatasas.
Son muy utiles, transfiriendo el fosfato en posi-
cion y del ATP marcado con *’P a extremos 5'OH-
de moléculas de ADN o ARN que se desea mar-
car radiactivamente (figura 3.14).
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Figura 3.14. Modo de accion de: ligasas, enlazando extremos 3'OH con 5'P; fosfatasas, eliminando el fosfato en posi-
ciéon 5', y quinasas, afladiendo fosfatos a extremos 5'OH.

3.2. ENZIMAS DE RESTRICCION

Son endonucleasas que reconocen dianas es-
pecificas en el ADN. Estas enzimas pueden cortar
en las propias dianas o a una cierta distancia de
ellas, siempre que determinadas bases de la se-
cuencia de reconocimiento no estén metiladas.

Los sistemas de restriccion y modificacion se
deben probablemente a un mecanismo de defensa
de las bacterias frente a la invasion de determina-

dos bacteridfagos. Pudiera considerarse analogo
al sistema inmune de organismos superiores, ya
que protege a cada cepa de bacterias de la entrada
de otro ADN que no pertenezca al mismo siste-
ma. Su principal mision in vivo es defensiva. Es
caracteristico y probablemente exclusivo de bacte-
rias y microorganismos.

La observacion inicial que llevo a su descubri-
miento se realizo en los afnos cincuenta (1950) al
detectarse que algunas cepas bacterianas eran in-
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E coli C

Figura 3.15. Sistema de restriccion y modificacion del fago A en E. coli cepas K y C. La eficiencia del plaqueo (e.d.p.)

del fago A puede pasar de 1 en E. coli K a 10* en E. coli C, si se utilizan como hospedadores sucesivos. La restriccion

(degradacion) en este segundo hospedador no es absoluta y los fagos que sobrevivan estaran modificados (metilados),
pudiendo recuperar la e.d.p. que anteriormente tenian.

munes a la infeccion virica. Este fendémeno se de-
nomind restriccién controlada por el hospedador.
No era una propiedad genética y heredable, sino
que dependia del ultimo hospedador en el que el
huésped (virus) hubiera crecido. Tuvieron que pa-
sar, no obstante, veinte afios mas hasta que se en-
tendio el mecanismo. Por el descubrimiento y ca-
racterizacion de las enzimas de restriccion, Arber,
Smith y Nathans recibieron el Premio Nobel en
1978. La restriccion ocurre porque la bacteria
produce una enzima que degrada el ADN intruso,
mientras que el propio esta protegido porque las
dianas de restriccion estan metiladas.

El sistema de restriccion y modificacion con-
trolado por el hospedador se aprecia claramente
cuando un bacteridéfago se transfiere de un sistema
bacteriano a otro. Si una preparaciéon de fago cre-
ce, por ejemplo, en E. coli K, y luego se intenta que
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crezca en E. coli C, es posible que la eficiencia de
plaqueo pase de ser 1 a 10™. El fago ha sido res-
tringido en el segundo hospedador (figura 3.15).
La restriccion no es absoluta y los fagos que hayan
sobrevivido en esta segunda cepa de bacterias pla-
quearan de nuevo con una eficiencia de 1 en E. coli
C, siempre que no pasen entremedias por E. coli
K. Podemos apreciar, pues, que la eficiencia con
que el fago plaquea en una cepa determinada de-
pende de la cepa en la que se haya propagado con
anterioridad. Esto es debido a que los fagos que
no han sido restringidos han sido modificados
(metilados) por la cepa hospedadora y son, desde
entonces, inmunes al sistema de restriccion de esa
cepa. Marcando el ADN del fago con **P, se ob-
servo que éste se degradaba al entrar en las cepas
restrictivas y la enzima responsable de la degrada-
cion se denominod endonucleasa de restriccion.
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Hay varios tipos de enzimas de restriccion que
se denominaron, por la sucesion en el tiempo
de su descubrimiento y por sus caracteristicas,
como sistemas de tipo I, Il y III. Las enzimas de
restriccion de E. coli K fueron las primeras en ais-
larse (tipo I), pero no son las mas sencillas. Con el
tiempo han aparecido nuevos sistemas y algunas
de las enzimas originalmente clasificadas en un sis-
tema concreto no cumplen los requisitos de la ma-
yoria, por lo que deberian considerarse grupo
aparte. De todos los tipos conocidos, las de tipo 11
son las verdaderas tijeras de la ingenieria genética.

La caracteristica basica del sistema de modifi-
cacion es que cada cepa bacteriana posee una me-
tilasa con la misma especifidad de secuencia que
una endonucleasa de restriccion. La metilasa ana-
de grupos metilo a adeninas o citosinas dentro de
la secuencia de reconocimiento y union de la en-
donucleasa de restriccion. La metilacion convierte
la secuencia diana en resistente a la accion de la
endonucleasa y, por tanto, protege el ADN de la
degradacion. Todas las enzimas de restriccion re-
conocen regiones cortas en el ADN y cortan, bien
en el mismo lugar donde reconocen, o a una cier-
ta distancia, dependiendo del tipo de enzima.

3.21. Enzimas de restriccidon de tipo Il

Las enzimas de tipo Il son las mejor estudia-
das. Reconocen secuencias de ADN especificas,
generalmente de 4-8 pb y cortan ambas hebras de
ADN en un lugar concreto coincidente, en la ma-
yoria de los casos, con el lugar de reconocimiento.
La restrictasa y la metilasa son enzimas indepen-
dientes que actiian sobre la misma secuencia de
ADN. La primera enzima de restriccion de este
tipo que se caracterizé fue la Hind I1. H. O. Smith,
en 1970, aisl6 la enzima y estudio los extremos pro-
tuberantes que producia en el ADN del fago T7.
Identifico la diana de esta enzima como la secuen-
cia G T Pi Pu A C (donde Pi es cualquier pirimidi-
na y Pu cualquier purina). La elecciéon de T7 fue
afortunada porque la bacteria tiene otra enzima de
restriccion bastante mas abundante que Hind Iy
es la que hoy denominamos Hind III, pero que no
corta T7 por carecer el ADN del bacteriofago de

la secuencia diana (AAGCTT), de ahi que cual-
quier contaminacion de Hind I1I en la preparacion
de Hind II no hubiera afectado al resultado. La
restrictasa consta de una sola cadena polipeptidi-
ca, actua en forma de homodimero y requiere mag-
nesio; la metilasa es un mondmero que actia inde-
pendientemente de la restrictasa y que requiere
como cofactor S-adenosil-metionina. En el sistema
Eco RI, también la restrictasa es un homodimero,
y la metilasa, un monémero independiente.

Las secuencias que reconocen las enzimas de
restriccion de tipo II son capicua en el sentido de
que la lectura 5' — 3' de una de las hebras es idén-
tica a la de la banda complementaria, también lei-
da en la direccion 5' — 3. Forman horquillas mo-
nocatenarias. Tienen un tamano de 4 o 6 pares de
bases, y pueden o no estar metiladas en una base
de cada una de las hebras (figura 3.16). Cuando la
secuencia de reconocimiento o diana esta metila-
da solamente en una hebra del ADN, no es sustra-
to de la enzima de restriccion, pero puede ser re-
conocida por la metilasa que actta sobre la hebra
aun no metilada. Esto es lo que ocurre al final de
la replicacion del ADN, donde la hebra recién sin-
tetizada no esta aun metilada. Si ninguna de las
dos hebras del ADN esta metilada, el ADN es
restringido, es decir, fragmentado. Si el ADN es-
tuviera metilado en sus dos hebras, no seria sus-
trato ni de la endonucleasa ni de la metilasa.

Hay enzimas de tipo II que producen cortes
quebrados en la secuencia diana originando ter-
minales cohesivos, mientras que en otras el corte
es liso, creando terminales planos o romos (figu-
ra 3.16).

En cuanto a la nomenclatura, la primera letra
procede del género del microorganismo del que se
aislo originalmente, y las dos siguientes, de la espe-
cie. Por ejemplo, Hind II lleva sus tres primeras le-
tras de Haemophilus influenza,; la cuarta letra defi-
ne la cepa (d en este caso). Cuando hay mas de un
sistema en el mismo organismo se definen por nu-
meros romanos: I, 11, ITI, etc. Asi BamHI procede
originalmente de Bacillus amyloquefaciens H; Eco-
RI de Escherichia coli RY13; Sau3Al de Staphylo-
coccus aureus 3A, y Pstl de Providencia stuartii.

La frecuencia de reconocimiento puede calcu-
larse matematicamente. Un tetranucleétido cual-
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Figura 3.16.

Modo de accion de las enzimas de restriccion de tipo II. EcoRI reconoce un exanucleotido y origina

extremos protuberantes al cortar; Haelll reconoce un tetranucleotido y origina extremos romos. Los asteriscos marcan
las bases que pueden estar metiladas, en cuyo caso la enzima no corta.

quiera ocurre con una frecuencia de 4* = 256 nu-
cledtidos (nuc.), y un exanucleotido (GGATCC),
una vez cada 4° = 4.096 nuc. (permutaciones de 4
elementos tomadosde4en4 o de 6en 6 al azary
con repeticion). En la practica hay muchas desvia-
ciones, en parte debidas a que el contenido real de
GC en la mayoria de los organismos no es del
50%. Por ejemplo, en el fago A, con un tamaiio de
genoma de 49 kb, deberia haber unos doce lugares
para cada enzima con una secuencia-diana de seis
nucleotidos, y, sin embargo, hay sélo cinco para
BamHI, o dos para Sall. Las dianas en el genoma
tampoco estan uniformemente distribuidas, ya
que, si lo estuvieran, al tratar un genoma con en-
zimas de restriccion, nos daria fragmentos mas o
menos del mismo tamano, y esto no ocurre asi. En
vertebrados, por ejemplo, la metilaciéon ocurre en
el par CpG vy, por tanto, la mayoria de las dianas
que contengan este par de bases estaran metiladas
y seran, al menos parcialmente, resistentes a la
restriccion. Por ejemplo, en mamiferos, las dianas
Xmal (C/GGCQG, la barra inclinada representa el
lugar de corte) suelen originar fragmentos de
65 kb, y las Sstll (CCGC/GG) o Pvul (CGAT/
CG), de 150 kb. Estas enzimas son ideales para
aislar fragmentos de ADN de gran tamafo.

Una alternativa para conseguir fragmentos
grandes es utilizar enzimas que reconozcan oc-
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tanucleo6tidos en vez de exanucleotidos, ya que és-
tos seran mas infrecuentes. Ejemplos de estas en-
zimas son la Notl que reconoce GC/GGCCGC, y
la SfI que corta en GGCCNNNN/NGGCC.

Las condiciones de sal y magnesio en las que
se producen las digestiones pueden modificar la
especificidad de las enzimas. Por ejemplo, EcoRI
reconoce normalmente GAATTC, pero bajando
la concentracion de sal y sustituyendo Mg*™ por
manganeso, reconoce AATT, y se denomina acti-
vidad estrella RT*.

Cuando dos enzimas de restriccion distintas
reconocen, total o parcialmente, la misma secuen-
cia y cortan mas o menos en la misma diana, se
denominan isoesquizémeras.

En la figura 3.17 vemos los casos de BamHI
isoesquizémera de Mbol o Sau3Al (isoesquizo-
meras también entre ellas) o el de Sall y Xhol,
donde, una vez reconstruida la diana con ambos
cortes, no puede ser cortada ni con una ni con la
otra enzima porque se destruyen los exanucleoti-
dos de reconocimiento de ambas.

Quimeras de endonucleasas de restriccion
y elementos de reconocimiento del ADN

Hay un grupo de enzimas de restriccion de tipo
IT que cortan en un lugar distinto al de reconoci-
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Figura 3.17. Modo de accion de las enzimas isoesquizomeras. BamHI es isoesquizomera de Mbol y Sau3A; Sall lo es
de Xhol; se representa codmo una diana hibrida de las dos pierde la capacidad de ser reconocida por ambas.

miento, son las de tipo IIS y la enzima FoklI es un
ejemplo de ellas. Fokl se aisloé originalmente de
Flavobacterium okeanokoites, una bacteria que in-
fecta peces de agua dulce, reconoce «GGATG» y
corta la hebra superior e inferior del ADN a9y 13
nucleotidos respectivamente del lugar de reconoci-
miento (figura 3.18). La endonucleasa consiste en
una cadena polipeptidica con dos regiones bien
diferenciadas: la region responsable del reconoci-
miento de la diana y la regién de corte. FoklI se une
al ADN como mondmero y, sin embargo, su activi-
dad catalitica depende de su dimerizacion de modo
que cada monomero corta una hebra del ADN.
Se pueden construir quimeras entre la enzima
Fokl y elementos de reconocimiento de secuen-
cias especificas en el ADN para producir cortes
especificos en los genomas de organismos supe-
riores. La region de reconocimiento de la enzima

5'-GGATGNNNNNNNNNlNNNN N
3-CCTACNNNNNNNNN NNNN N

Reconocimiento Corte

g
S

Figura 3.18. Modo de corte de la enzima FokI donde

N representa cualquier nucledtido, y las flechas, los luga-

res de corte. Abajo representacion esquematica que mues-
tra los lugares de reconocimiento y corte.
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se sustituye por la region de reconocimiento y
union al ADN de algunos factores de transcrip-
cion como los dedos de zinc. La quimera consti-
tuye las nucleasas de dedo de zinc (ZFN, del in-
glés: zinc-finger nucleases). Estas quimeras son
capaces de producir un corte en las dos hebras de
un ADN de cualquier procedencia en el lugar
preciso estipulado por los dedos de zinc. Cada
dedo consta de 23 aminoacidos y reconoce 3 pb
concretos, hay 7-8 aminoacidos entre dos dedos y
los factores de transcripcion naturales suelen te-
ner unos 6 dedos consecutivos, lo que les confiere
una especificidad de secuencia de 18 pb. La com-
binacion de distintos dedos con un monoémero de
FokI permite reconocer una secuencia concreta
en cualquier ADN vy, si tenemos dos elementos

quiméricos convenientemente préoximos para que
los monémeros de FoklI dimerizen, provocaremos
un corte en las dos hebras del ADN alli donde
determine la secuencia reconocida por los dedos
(figura 3.19).

De modo similar se pueden usar las quimeras
TALEN (del inglés: transcription activator-like
efector nucleases) que combinan la endonucleasa
FoklI con elementos pertenecientes a unos factores
de transcripcion de unas bacterias que infectan
plantas, donde cada elemento (TAL) reconoce un
par de bases apareadas (figura 3.19). Cada médu-
lo TAL consta de 34 aminoacidos comunes y 2
variables en las posiciones 12 y 13. Son estos dos
residuos variables los que dan la especificidad de
uniodn preferente a un par de bases apareadas.

Reconocimiento

Corte

TALEN

Figura 3.19. Enzimas quiméricas entre Fokl y dedos de zinc para constituir las ZFN y Fokl y elementos TAL para
constituir las TALEN.

Los problemas y limitaciones de las ZFN vie-
nen de que no hay suficientes dedos de zinc natu-
rales para reconocer los 64 tripletes del ADN.
Ambas enzimas quiméricas, ZFN y TALEN, os-
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tentan una precision y una eficiencia variables de-
pendiendo de la facilidad para dimerizar, actua-
ciones fuera de la diana y toxicidad, funcionando
ligeramente mejor en todos los casos las TALEN.
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Estas quimeras se pueden introducir en las células
a nivel de ADN o proteina, al menos las TALEN
entran directamente sin mucho problema.

3.2.2. Enzimas de restriccion de otros
tipos

En un principio las enzimas de restriccion se
clasificaron en tres unicos tipos: I, II y III, pero
realmente esta division no refleja la variabilidad
existente. Hemos visto las de tipo II con la varian-
te I1IS y ahora veremos algunas otras.

Las enzimas de restriccion de tipo I

Las enzimas de restriccidon de tipo I tienen tres
subunidades que llevan a cabo el reconocimiento,
la restriccion y la metilacion. Son las primeras que
se descubrieron, pero son bastante menos popula-
res que las de tipo II. La subunidad R es respon-
sable de la restriccion; la M de la modificacion, y
la S del reconocimiento de la secuencia en el
ADN. Cada subunidad esta codificada por un gen
distinto (7, m y s). Los mutantes en m han de ser
necesariamente mutantes también en r para salvar
el propio ADN, ya que éste seria destruido por las
propias enzimas si fuese m, r*. Entre los sistemas
de tipo I mejor estudiados estan los EcoB y EcoK.
Sus enzimas se unen a la secuencia de reconoci-
miento en el ADN e inmediatamente interaccio-
nan con ATP. Si la enzima se ha unido a un lugar
metilado, el ATP provee la energia necesaria para
soltarse del ADN; si no lo esta, también utiliza
ATP para romper la molécula a una cierta distan-
cia no muy especifica del lugar de reconocimiento.
Las enzimas EcoB y EcoK son en realidad dos
alelos del mismo gen, sus secuencias de reconoci-
miento son distintas, pero, en diploides, la subuni-
dad S de una cepa puede dirigir las actividades de
las subunidades R y M de la otra. Las dianas de
reconocimiento para estos dos sistemas constan
de dos partes separadas por un octanucledtido no
especifico (figura 3.20).

La secuencia de ruptura esta a unos 1.000 nu-
cledtidos de distancia y aunque no es totalmente
al azar, ya que parece haber preferencias, tampoco

TGA* NNNNNNNN TGCT
ACT NNNNNNNN *ACGA

Figura 3.20. Secuencia de reconocimiento, pero no de

corte, para la enzima de tipo I, EcoB. El asterisco sefnala

las bases que pueden estar metiladas. N representa un nu-
cledtido no especifico.

es muy especifica. El proceso de ruptura en si se
realiza en dos pasos: en el primero se rompe una
de las hebras y luego, en un lugar cercano, se rom-
pe la complementaria. Muchas veces la ruptura va
acompanada de una cierta hidrolisis en ambas he-
bras y ademas se requiere mucho ATP. La enzima
permanece fija en el lugar de reconocimiento y
desde esta posicion tira del ADN, originando una
especie de lazo, hasta llegar al lugar de corte.

Las enzimas de restriccion de tipo III

Son relativamente raras y no se utilizan en ma-
nipulaciones genéticas. Cada enzima tiene dos ti-
pos de subunidades, la R responsable de la accion
endonucleasica, y la subunidad MS responsable
de metilacién y reconocimiento.

La restriccion y la modificacion se expresan
simultineamente. La enzima se une primeramente
al ADN utilizando ATP, y a partir de aqui el re-
querimiento de ATP es opcional y depende de
cada enzima en concreto. A continuacion las fun-
ciones de metilacion y restriccion compiten por
llevar a cabo sus respectivas reacciones.

Otros sistemas de restriccion

Un sistema que se sale de las clasificaciones
tradicionales es el Mcr (del inglés: modified cyto-
sine restriction) descubierto por la dificultad en-
contrada en el clonaje de ADN procariotico y eu-
caridtico en ciertas cepas bacterianas comunes. El
ADN se degradaba en el huésped siempre que las
citosinas estuvieran metiladas. Dentro del tipo
Mcr hay, a su vez, al menos dos sistemas: el McrA
codificado por un elemento semejante a un profa-
g0, y el McrBC codificado por los genes mcrB y
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mcrC de bacterias. La secuencia de reconocimien-
to de este ultimo sistema es: A o G, *C (metilada),
de 40 a 80 nucleétidos variables, A o G, *C (meti-
lada), que podemos resumir como A/G*C(N,, )
A/G*C. El corte tiene lugar en multiples sitios en-
tre las citosinas metiladas y en las dos hebras. El
sistema McrBC habia sido descrito con el nombre
RgIB ya en 1952 por Luria y Human, para expli-
car un fenomeno observado en la serie de los fa-
gos Tpar, es decir, T,, T, y T. El ADN de estos
fagos tiene la mayoria de las citosinas 5-hidroxi-
metiladas y glucosiladas. Se vio que cuando una
mutacion, bien en el fago o en el huésped, impe-
dia la glucosilacion, quedaba el ADN solo hi-
droximetilado y era degradado en determinados
huéspedes.

Es muy posible que el origen de estas metila-
ciones en ADN procarioticos esté relacionado
con la inmunidad que ello les confiere frente a los
sistemas tradicionales de tipos I, 11 y III.

Los fagos de la serie Tpar no son los unicos
que han desarrollado mecanismos antirrestriccion
y éstos pueden ser tan variados como eliminar de
su genoma las dianas para sistemas concretos o
codificar proteinas que destruyen cofactores de
las enzimas de restriccion.

3.3. GENOMAS TRATADOS CON ENZIMAS
DE RESTRICCION

El tratamiento in vitro de un genoma pequefio
(un bacterioéfago, por ejemplo) con enzimas de
restriccion originara una serie de fragmentos dis-
cretos de tamafos variables analizables por técni-
cas de electroforesis. Estos fragmentos lineales de
ADN poseeran carga negativa y migraran al
anodo (+) a una velocidad inversamente propor-
cional a su tamano; dentro del rango de resolu-
cion del gel empleado. Al subir en la escala evolu-
tiva y analizar, con enzimas de restriccion,
genomas mas complejos (bacterias, levaduras, in-
sectos, mamiferos), los tamafios de los distintos
fragmentos originados se solapan y en un gel de
agarosa aparecera como una mancha que abar-
ca todo el surco del pocillo de arriba abajo (figu-
ra 3.21).
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a) b) )

Figura 3.21.  Gel de agarosa y tincion con bromuro de
etidio para visualizar las bandas al incidir sobre el gel luz
ultravioleta. Se muestra la migracion de los multiples frag-
mentos originados por la digestion total de ADN humano
con las enzimas de restriccion a) Pstl y ) Mspl. ¢) Patron
observado al digerir el fago A con la enzima BstE2; los
fragmentos de esta ultima digestion sirven como marcado-
res de peso molecular conocido.

Todo el material genético presente en el gel pue-
de ser transferido a filtros de nailon segun la técni-
ca Southern (figura 3.22); asi bandas concretas
pueden ser identificadas siempre que se disponga
de una sonda complementaria marcada. La técnica
Southern consiste en desnaturalizar el ADN dentro
del propio gel por tratamiento con hidroxido sodi-
co y transferirlo bien por capilaridad o por un im-
pulso eléctrico (electrotransferencia) a una mem-
brana de nailon. E1 ADN se fija e inmoviliza en el
filtro por tratamiento con radiaciones ultravioleta
y se hibrida con la sonda marcada cuya region
complementaria se desea identificar. Estos filtros,
una vez lavados, para eliminar uniones inespecifi-
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cas, y secos, se exponen bajo una pelicula autorra-
diografica que reciba las radiaciones emitidas por
la sonda marcada. La pelicula se revela fotografica-
mente después de una exposicion de tiempo conve-
niente. Las bandas hibridadas aparecen en la auto-
rradiografia de color gris-negro, siendo facilmente
identificadas sobre un fondo mucho mas claro.

La preparacion de las sondas radiactivas o
fluorescentes se hace por marcajes in vitro, utili-

zando alguna de las técnicas ya descritas como:
traslado de la mella por la ADN polimerasa I,
transcriptasa inversa, quinasa, etc. En todas estas
técnicas, un fragmento de ADN aislado y en pre-
sencia de algun precursor radiactivo o fluorescen-
te se modifica enzimaticamente, de modo que la
molécula resultante es idéntica a la original, pero
contendra el precursor radiactivo incorporado
como parte integrante de su molécula.

a)

Peso

-

_/ - <—————— Papel de filtro
Placa _

3MM seco

de vidrio

[ «<—  Filtro de nitrocelulosa o nailon

GEL
3MM mojado

20 x SSC

b)

B — B — B —
Desnatu- Fijacion po Autorradio
ralizacion ultravioleta grafia
del ADN
en el gel
Separacion de ADN Filtro Hibridacion con sonda Secuencias
en el gel de agarosa de nailon radiactiva (~w) complementarias
a la sonda

en 20 X SSC

Soporte

Figura 3.22.

a) Esquema de una transferencia Southern. b) Hibridacioén de una sonda radiactiva al ADN inmovilizado

en un filtro de nailon. Identificacion de las secuencias complementarias por autorradiografia.

Un mapa de restriccion seria la ordenacion de
una serie de dianas de restriccion en un fragmento
de ADN. En la elaboracion de un mapa, se eligen
inicialmente enzimas de restriccidén que corten
muy pocas veces la molécula en cuestion, con el
fin de obtener solamente tres o cuatro fragmentos

iniciales. El marcaje radiactivo en los extremos de
la molécula (tratamiento con fosfatasa y luego
quinasa en presencia de ATP marcado en el Pg,
figura 3.14), separacion de los extremos marcados
y digestiones parciales (con poca cantidad de en-
zima o tiempos cortos) nos permitiran obtener
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fragmentos marcados y de tamaios crecientes con fragmentos de tamanos similares, con lo que ha-
respecto a uno de los extremos (figura 3.23a). bria que elegir otras enzimas de restriccion mas
Puede haber problemas en caso de existir varios adecuadas.

a) A A A A B
1 1 1 1 I
1 1 1 1 1
* marcaje radiactivo en los extremos
. A A AA B
* 1 1 1 1 I
1 1 1 1 1
* enzima de restriccion B
A A A A B B
* 1 1 — i  — .
digestion parcial con A
N A
— A
|
A
* |
A
* i
B
* |
b) fragmentos radiactivos
marcadores procedentes de la digestion con B
de peso molecular
muestra del fragmento grande B
después de la digestion
parcial con A
- -
-
9kb | mm
-
—
6kD |
-
3kb | mm
2kb | mm -
+ -

Figura 3.23. ) Estrategia para elaborar mapas genomicos de fragmentos cortos, y b) separacion de fragmentos de
restriccion por electroforesis en geles de agarosa. Determinacion del tamafio de muestras desconocidas por autorradio-
grafia y comparacion con la movilidad de fragmentos patron (marcadores no radiactivos y tefiidos con bromuro de etidio).
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Los fragmentos se pueden separar, segun su ta-
maifio, por electroforesis. En esta técnica, como se
ha mencionado anteriormente, el ADN segmenta-
do se coloca en un extremo de un gel de agarosa o
poliacrilamida. Al pasar una corriente eléctrica a
través del gel, cada molécula se desplaza hacia el
polo positivo a una velocidad dependiente del lo-
garitmo de su peso molecular. Este movimiento,
interrumpido al cabo de un cierto tiempo, produce
una serie de bandas, donde cada una es un frag-
mento de un tamafio concreto.

El tamafio real por aproximacion se puede ob-
tener calibrando el gel con una muestra en la que
varias moléculas de tamanos conocidos (marca-

dores) se corren en paralelo en un pocillo conti-
guo a la muestra de tamafo/s desconocido/s (figu-
ra 3.23b). La separacion de los fragmentos en
geles de agarosa o acrilamida y la visualizacién
por autorradiografia nos permitira establecer el
tamafio de cada fragmento y su posicion relativa
al extremo marcado.

Las digestiones dobles con mas de una enzima
de restriccion también son muy valiosas para es-
tablecer mapas de restricciéon y ordenacion de
fragmentos. En esta técnica se realizan en paralelo
digestiones sencillas y dobles (figura 3.24). Los
productos de las digestiones se analizan por elec-
troforesis.

A B A A

—

B /
—mmB

. Digestion con A + B
w:stlon con A

N
B A A[

mm Fragmento AB

I Fragmento BA

Figura 3.24. Digestion con las enzimas A y B por separado y conjuntamente. La digestion doble pone de manifiesto
que la diana B se encuentra dentro del fragmento de mayor tamafio de A y a una distancia de los extremos determinada
por la longitud de los fragmentos AB y BA.

Los mapas de restriccion asi elaborados no
muestran genes, sino secuencias, es decir, no co-
rresponden a segmentos de funcion y no detectan
una pequefla mutacion o alteracién que dentro
del genoma afecte a un solo nucle6tido o a un
numero reducido de ellos. Sélo en los casos en los
que el nucleétido afectado forme parte de una
diana de restriccion, o que la alteracion sea de
grandes proporciones, se vera afectado el patron
de bandas observado en los geles y autorradiogra-
fias correspondientes.

En la actualidad quiza la manera mas rapida
y eficaz de elaborar un mapa de restriccién de un
fragmento concreto sea su secuenciacion directa y
analisis por ordenador de la localizaciéon de dia-
nas para un gran numero de enzimas de restric-
cion.

El analisis de patrones de restriccion puede de-
tectar anomalias como amplificaciones génicas
(aumento de la intensidad de una banda concre-
ta), translocaciones, deleciones grandes, insercio-
nes y todas aquellas que de algiin modo alteren la
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movilidad de algin fragmento ocasionado por
una enzima de restriccion.

3.3.1. Polimorfismos de fragmentos

de restriccion

Existen muchas pequenas variaciones entre los
genomas de dos individuos que son detectables a
nivel de enzimas de restriccioén, pero que no cau-
san ninguna alteracion génica visible o funcional.
Alteraciones de este tipo son comunes en intrones
con ganancia o pérdida de material genético y, por
tanto, de dianas de restriccidn, sin que ello pro-
duzca cambio alguno en ARNm o proteina. Estas

variaciones son equivalentes a los alelos genéticos
y se denominan polimorfismos del tamano de
fragmentos de restriccion (PTF). El polimorfismo
de restriccion es mucho mas amplio que el alélico,
ya que afecta a una gran parte del ADN cuya fun-
cién no esta totalmente caracterizada. Cuando los
dos alelos de un individuo difieren en el tamano de
un intron para un gen dado, el tratamiento con
enzimas de restriccion de su ADN gendmico nos
revelara esta diferencia, apareciendo dos fragmen-
tos de distinto tamafo para una sonda que soélo
originara un fragmento en individuos con alelos
idénticos. Este PTF nos permite diferenciar el ale-
lo de origen paterno del materno, y el patrén de
digestion se denomina informativo (figura 3.25).

a)

BamH1Q 1, |BamH1

Alelo paterno a) b)

amH1 amH1

Exén 1 Exo6n 2
Exon 1 T L Exon 2
BamH1 BamH1

B B
) Exo6n 1 l []) lExénZ

Alelo materno

Alelo paterno

BamHI™ BamH]1

Exon 1 T I T Exon 2

Alelo materno

Figura 3.25. PTF debido a la variacion en el tamafio de un intrén (1)) al tratar el genoma de un individuo con la en-

zima de restriccion Bam H1 que corta en los exones E,; y E,del gen. a) Los alelos paterno y materno de un individuo di-

fieren en el tamafio del intrén dando lugar a un patrén de restriccion informativo para la enzima Bam H1. ) Analisis de

restriccion en otro individuo en el que no hay variacion en el tamaifio del intrén originando un patron de restriccion no
informativo para la misma enzima de restriccion.

En ocasiones muy contadas una mutacion, que
origina una patologia concreta, elimina o crea una
nueva diana de restriccion para alguna enzima co-
nocida. Un caso de este tipo es el de la anemia fal-
ciforme, donde la enfermedad esta asociada a una
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sustitucion de una adenina por una timina (A — T)
en el codon numero 6 del gen de la B-hemoglobina.
El cambio elimina una diana para la enzima MstII
permitiendo el diagndstico de la enfermedad al
aparecer un fragmento de 1,4 kilobases (kb) en vez
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del normal de 1,2 kb (figura 3.26). En los aminoa-
cidos correspondientes, el cambio sustituye un aci-
do glutamico polar por una valina en la superficie
de la molécula, provocando una mayor adhesion

Figura 3.26.

intermolecular entre deoxi-hemoglobinas que,
como consecuencia, se agregan distorsionando el
globulo rojo. La vida media de estos globulos rojos
es menor y pueden bloquear capilares.

a) Secuencia de reconocimiento Mstll: CCTNAGG (donde N puede ser cualquier nucleétido)

1,2 kb 0,2 kb
- > < >
5'- CCTTAGG \\ CCT-GAG-GAG CCTTAGG — 3'
3'- GGAATCC \\ GGA-CTC-CTC GGAATCC— %'
Codon numero: 5 6 7
* Mutacion de la anemia falciforme
1,2 kb
5'- CCTTAGG \\ CCT-GTG-GAG CCTTAGG — 3'
3'- GGAATCC \\- GGA-CAC-CTC GGAATCC— &'
Codoén numero: 5 6 7
<7 =
1,4 kb
b) Diagnostico molecular
Portador
Normal l Paciente
[T L]

1,4 kb

1,2 kb - -

a) Mutacion en la secuencia de reconocimiento de MstlI en el codon nimero 6 del gen de la f-hemoglo-

bina que convierte un fragmento de 1,2 kb en otro de 1,4 kb. b) Diagnostico molecular basado en el aislamiento de ADN
de posibles portadores y pacientes; tratamiento con la enzima Mstll e hibridacién con una sonda comprendida en el

fragmento 1,2 de un individuo normal.
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3.3.2. La huella genética individual

Existen en el genoma humano regiones hiper-
variables constituidas por secuencias de 10-40 nu-
cleotidos internamente repetidas que pueden en-
contrarse una vez por genoma haploide (unilocus)
o muchas veces (multiloci). La hipervariabili-
dad de estas secuencias puede alcanzar niveles de
frecuencias mutacionales de 8 x 107 y es debida
en parte al alto porcentaje de recombinaciones
acompanadas de sobrecruzamientos desiguales
que origina deleciones o ampliaciones en el nume-
ro de repeticiones internas (figura 3.27). Sin em-
bargo, en algunas regiones formadas por tetranu-

cleétidos repetidos CA/TG no parece que los
sobrecruzamientos desiguales hayan sido la causa
de nuevos tamanos en la unidad repetida, ya que
no se observan cambios en las secuencias colin-
dantes con la propia unidad y la diferencia entre
tamanos puede ser de solo cuatro nucleétidos. Pa-
rece mas probable que procesos de aparecamiento
incorrecto en los que se queda fuera una unidad
repetida puedan acarrear en la replicacion situa-
ciones en las que la unidad desapareada sea igno-
rada por la ADN polimerasa y quede excluida de
la hebra copiada (figura 3.27). El mecanismo se
denomina «resbalon de la polimerasa» (slippage
en inglés). En algunos casos ¢l resbalon provoca

a)

ADN %

A — ) ). s
Diana de ADN
restriccion oo

E

Unidad de repeticion
GTCCTCCGAA

Diana de
restriccion -
b
) : 2 3 4
CAT N
— /" \CAT-CAT-CAT-eemm
GTA-GTA-GTA--------
1 2 3

8 Unidades %

% 11 Unidades

ma e e e e o Y m

}

Diana de
restriccion

ma Diana de
restriccion
e ma
6 Unidades %
Apareamiento desigual

y recombinacion

Diana de
restriccion

# ma

3 Unidades %

2 3 4

CAT-CAT-CAT----- (n—1) -

— GTA-GTA-GTA--—- (n) -
1 2 3

Figura 3.27.

a) Origen de la variabilidad en el tamafo de las regiones hipervariables al tratar el genoma con una enzi-

ma de restriccion que corte fuera de la region repetida, por apareamiento desigual y recombinacion. b) Delecion de una
unidad corta repetida en tindem por apareamiento incorrecto y resbalon de la ADN polimerasa.
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inserciones de unidades; en otros, deleciones, y a
veces, la incorporacion de la unidad repetida de la
hebra complementaria. Dos individuos sin paren-
tesco lo mas probable es que tengan dos fragmen-
tos de tamano dispar al cortar una region hiper-
variable con una enzima de restriccion que no
reconozca dianas dentro de la unidad repetida.
Esta propiedad puede ser aprovechada para deter-
minar identidad o parentesco entre muestras de
ADN vy se ha utilizado en medicina forense para
identificar sospechosos de asesinatos o violacio-
nes, a partir de muestras de ADN de manchas de
sangre, pelos o restos de semen, por amplificacion
de una o varias regiones hipervariables.

Cuando estas secuencias internamente repeti-
das estan dispersas y se presentan muchas veces
en el genoma, aparecen como una banda satélite
en determinados gradientes de densidad; de ahi
que se las denomine frecuentemente minisatélites.
Marcadores genéticos consistentes en la unidad
central repetida pueden ser utilizados como son-
das radiactivas para detectar un gran nimero de
variantes polimorficas, exclusivas y unicas de cada
individuo, pero que a la vez presentan una gran
estabilidad somatica entre distintos tejidos, inclu-
yendo los germinales. El patron de restriccion ob-
servado en un individuo al ser tratado su ADN
con una enzima de restriccién que no corte dentro
de la unidad repetida, y posteriormente transferi-
do el ADN a nailon e hibridado con una sonda
radiactiva de un minisatélite, se denomina la hue-
lla genética o, coloquialmente, el codigo de barras
individual. La probabilidad estimada experimen-
talmente de que una sola banda de las multiples
que se observan en un individuo esté presente en
otro individuo tomado al azar es aproximada-
mente de 0,2; de esto se deduce que es bajisima la
probabilidad (5 x 107™"?) de encontrar otro indivi-
duo sin parentesco directo con el primero y con
una huella genética idéntica.

La huella genética, que es completamente es-
pecifica del individuo y sélo compartida por los
gemelos univitelinos, tiene aplicacioén directa en
problemas de identificacion individual, familiar o
de paternidad.

En la figura 3.28a se representa el patron de
restriccion de varios individuos no relacionados,

de dos hermanas (H) y de dos muestras del mismo
individuo (Daniel). Cuando el ADN de estos in-
dividuos se hibrida con el ADN marcado de un
minisatélite (33,6), se observa como los individuos
sin parentesco no poseen casi ninguna banda de
restriccion en comun; las dos hermanas compar-
ten algunas pero no todas, mientras que las dos
muestras del mismo individuo son practicamente
idénticas. En criminologia, la huella genética de
ADN extraida de manchas de sangre, semen, ca-
bellos, etcétera, puede ser comparada con la hue-
lla genética de uno o mas sospechosos.

Uno de los primeros casos en los que se aplicd
esta técnica para un caso de inmigracion fue la
identificacion del nino de Ghana (figura 3.28b).

Un nifio nacido en Inglaterra, de padres gha-
neses, emigré a Ghana para reunirse con su padre
y mas tarde volvio solo a Inglaterra para reunirse
con su madre y hermanos. Sin embargo, habia
indicios para sospechar que habia ocurrido una
sustitucion por otro nifo no relacionado o por el
nino de una hermana de la madre; la madre tiene
varias hermanas y todas ellas viven en Ghana.
Como consecuencia de todo esto, al nifio no se le
concedio, de entrada, el permiso de residencia en
el Reino Unido hasta que una investigacion acla-
rase el parentesco. Para complicar mas el caso, ni
el marido ni ninguna de las hermanas de la madre
(todos ellos residentes en Ghana) se prestaron
para el analisis y, para mayor incertidumbre, la
madre no estaba muy segura de si su marido habia
sido el padre del nifio. Se determind la huella ge-
nética de muestras de sangre del nifio (X), la ma-
dre (M), el hermano (B) y las hermanas (H,y H,).
El ADN de todos ellos se digirié con la enzima
Hinf Iy se hibridé con la sonda de un minisatéli-
te (33,15). Del resultado obtenido podemos dedu-
cir primeramente la paternidad de X. Aunque se
carece de la muestra paterna, muchas de sus ban-
das pueden ser deducidas del patron especifico de
los hermanos, ausente en la madre. De los 39 frag-
mentos paternos deducidos, aproximadamente la
mitad estan presentes en X. Como el patron de
bandas de un individuo sin parentesco es muy dis-
tinto (U en la figura 3.28), estos resultados indi-
can claramente que X tiene el mismo padre que
sus hermanos. Todas las bandas restantes en X
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Figura. 3.28.

a) Patron de restriccion de ADN obtenido a partir de dos gotas de sangre, tratado con la enzima Hinf I

e hibridado con la sonda marcada del minisatélite 33,6. Se analizaron siete individuos no relacionados, dos muestras del

mismo individuo (D) y dos hermanas. b) Huella genética de la familia ghanesa: U, sin parentesco; M supuesta madre; X

nifio a determinar parentesco; B supuesto hermano; H, y H, supuestas hermanas; X 33,6 y X 33,15 representan la densi-
dad en gradiente de las sondas de minisatélites empleadas en cada caso.

coinciden con las maternas, indicando, asimismo,
que M es la verdadera madre.

Como consecuencia de estos resultados, se
concedio a X el permiso de residencia indefinida
en Gran Bretaiia.

Ademas de las sondas que reconocen muchas
regiones hipervariables dispersas por el genoma
(multiloci), existen otras que detectan un solo lu-
gar en el genoma, igualmente hipervariable (uni-
locus). Con las sondas unilocus habra solamente
dos bandas de distinto tamafio por cada indivi-
duo (alelo paterno y materno) y se han empleado
en casos de paternidad dudosa como el que se
muestra en la figura 3.294). Los alelos paterno y
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materno pueden ser identificados en todos los
hijos excepto en el primero de ellos, en el que
aparece un nuevo alelo como consecuencia de
una relacion anterior al matrimonio actual de la
mujer.

Se puede, asimismo, mezclar varias sondas
unilocus (de 5 a 10, por ejemplo) originando un
numero no muy elevado de bandas especificas que
da mayor solidez al diagnéstico. Una mezcla de 6
sondas unilocus se empled para determinar la pa-
ternidad de un nifio entre dos posibles padres P1
y P2 (figura 3.29). Uno de los padres muestra to-
tal identidad con la mitad de las bandas observa-
das en el nifio.
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a) M HI H2 H3 H4 P

b) M N Pl P2

Figura 3.29.

a) Analisis de la movilidad de los fragmentos de restriccion originados en una region unilocus para iden-

tificar los alelos paternos (P) y maternos (M) de los cuatro hijos del matrimonio. Una muestra del ADN de los implicados

se trata con una enzima de restriccion que no corte dentro de la region hipervariable, se corren las muestras en un gel de

agarosa, se desnaturaliza el ADN y se transfiere a nailon. La identificacion se hace por hibridacién con la sonda unilocus

marcada radiactivamente. El primer hijo (H1) es el resultado de una relacion anterior al matrimonio actual y no muestra

homologia con los alelos paternos. b) Determinacion de la paternidad entre dos posibles padres, P1 y P2, de un nifio (N)
con una mezcla de sondas unilocus; el padre P2 queda identificado como el verdadero padre.

3.4. HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS
EN SOPORTE SOLIDO ORDENADO EN
MATRICES

En esta técnica de hibridacioén, moléculas cor-
tas (entre 25 y 60 nucleétidos) de ADN de secuen-
cia conocida se unen o sintetizan sobre un sopor-
te de silicio, vidrio u otro material segiin una
disposicion ordenada o matriz. La muestra desna-
turalizada y marcada con un fluorocromo se vier-
te sobre la matriz de ADN para que hibride con
las secuencias complementarias, a continuacion se
lava y se detectan las posiciones donde aparece el
marcaje. Las matrices de ADN también reciben
otros nombres como chips de ADN, microchips,
microarrays, biochips o genochips.

Unas 100.000 moléculas de ADN pueden unir-
se de manera ordenada y robotizada a un por-
taobjetos de los usados en preparaciones citologi-
cas. Una de las técnicas empleadas consiste en
una digitalizacion de un método fotolitografico
analogo al empleado para imprimir un negativo
fotografico en un papel sensible dejando pasar la
luz a través de las partes no opacas de un negati-
vo. Con un gran numero de espejos digitalizados

se puede o bien dejar pasar la luz u ocultar las
cadenas crecientes de oligonucleotidos que deben
incorporar un nucledtido mas. La adicion de cada
nuevo miembro en la cadena requiere cuatro fases
de apertura/ocultacion (una para cada uno de los
cuatro nucleotidos). En una primera fase, solo se
dejaran abiertos (permeables a la luz) los lugares
que deben incorporar la guanosina (por ejemplo);
en la siguiente fase se ocultaran éstos y se abriran
aquellos lugares donde deba ir la adenosina... y
asi sucesivamente para la timidina y la citidina. El
ADN sintetizado quimicamente o unido covalen-
temente a la matriz es de hebra sencilla y secuen-
cia conocida, representando cada punto de la ma-
triz una secuencia concreta y miles de moléculas
idénticas.

La muestra a hibridar con el microchip ha de
estar marcada con un fluorocromo. Los fluoro-
cromos son moléculas quimicas que absorben luz
procedente, por ejemplo, de un laser a una longi-
tud de onda (excitacion) y la emiten a otra mayor.
Entre los mas utilizados para marcar acidos nu-
cleicos estan: el isocianato de fluoresceina (absor-
be a 490 nm y emite a 514 nm), Cy3 (absorbe a
550 nm y emite a 570 nm), Cy5 (absorbe a 649 nm
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y emite a 670 nm), ioduro de propidio (absorbe a
493 nm y emite a 620 nm), Hoescht 33342 (absor-
be a 343 nm y emite a 482 nm), DAPI (absorbe a
350 nm y emite a 470 nm), entre otros. Solo apa-
recera la sefial fluorescente en aquellos puntos
donde se produzca una hibridacion positiva entre
la muestra marcada y el oligonucle6tido comple-
mentario, cuya secuencia viene determinada por
la posicion que ocupa en el microchip (figura
3.30).

La hibridacion con microchips nos permitira
detectar el conjunto de genes que se expresan en
un momento concreto del desarrollo de un orga-
nismo, o en un lugar concreto (como en un borde
epitelial), o en una circunstancia especial (como
en un cancer). Con este tipo de hibridaciones po-
demos identificar, por ejemplo, los mensajeros de
una poblacién celular que se expresan en presen-
cia o ausencia de suero, asi como los de un tumor
frente al tejido normal de un individuo. En el
primer caso lo que se deberia pegar al vidrio se-
rian moléculas de ARNm correspondientes a to-
dos los genes celulares, o mejor moléculas de
ADNCcopia obtenidas por transcripcioén inversa
de los ARN mensajeros, definido cada ADNc un
punto en un espacio concreto. Por otra parte, se
marcan con un fluorocromo verde los ADNc co-
rrespondientes a los mensajeros de células creci-
das con suero, y con uno rojo los correspondien-
tes a células crecidas sin suero. Cuando se ponen
a hibridar cantidades idénticas de los dos ulti-
mos ADNc con el microchip, una mancha verde
denota una mayor expresion de un gen en células
crecidas con suero; una roja indica supremacia
del mensajero en las células sin suero, y un color
amarillo indica que los niveles de expresion son
semejantes (figura 3.30). De manera analoga se
pueden extraer los mensajeros de células norma-
les y tumorales de un mismo individuo y pasar
las poblaciones a ADNCc con la transcriptasa in-
versa. Los ADNc procedentes de mensajeros de
las células cancerosas se marcan con un fluoro-
cromo rojo, y los de las células normales, con
uno de color verde. Al combinar cantidades
idénticas de las dos poblaciones ¢ hibridar la
mezcla con un microchip que contenga ADN de
miles de genes que sirvan de gancho y comple-
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mento, veremos que rojo indica una elevada
expresion del gen en células cancerosas, verde ex-
presion mayoritaria en células normales y ama-
rillo niveles de expresion similares en ambos ti-
pos celulares.
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Figura 3.30. En la parte superior, representacion esque-
matica de una hibridacion entre una muestra marcada con
un fluorocromo y una serie de secuencias conocidas donde
cada cuadrito contiene miles de copias de una misma se-
cuencia. La posicion del cuadro en la matriz determina la
especificidad de la secuencia. En la parte inferior, un ejem-
plo concreto: circulos coloreados correspondientes a los
lugares de hibridacion entre el ADN del microchip y los
ADNCc con los dos fluorocromos. El color verde indica
una mayor hibridacion del mensajero ahi localizado en cé-
lulas crecidas con suero. El rojo refleja supremacia del
mensajero en las células sin suero y un color amarillo in-
dica que los niveles de expresion son semejantes en ambas
situaciones.



114 / Curso de Genética Molecular e Ingenieria Genética

3.5. SECUENCIACION DEL ADN: DISTINTOS
METODOS Y APROXIMACIONES

La variabilidad de la molécula de ADN no ra-
dica ni en la estructura ni en la diversidad de sus
componentes, sino en la ordenacion y cadencia de
los cuatro nucledtidos que forman la molécula,
esto es, en su secuencia. Diferencias diminutas en
la secuencia de dos moléculas de ADN pueden
representar grandes cambios en sus productos.
Hoy podemos conocer la secuencia de cualquier
ADN aislado de modo rapido y eficaz.

Los dos métodos originales de secuenciacion
se denominaron quimico y enzimatico. Ambos
comparten algunos principios basicos como, por
ejemplo, que han de marcar de algin modo las
moléculas a secuenciar, bien radiactivamente o
con fluorocromos. Otra de las caracteristicas com-
partidas es la de generar fragmentos de ADN de
una sola hebra cuyos tamafios sélo se diferencien
en una base. Moléculas de ADN con la misma
secuencia, y que solo se diferencien en una base,
pueden ser separados en geles desnaturalizantes
de acrilamida por electroforesis. Las bandas co-
rrespondientes a las moléculas de longitud decre-
ciente forman una escalera que nos permitira leer
en la actualidad, del orden de unos 800 nucledti-
dos consecutivos a partir de una muestra.

En este apartado repasaremos desde los méto-
dos originales de secuenciacion a los mas actuales,
también llamados de nueva generacion y secuen-
ciacion masiva.

3.5.1. Método quimico

En este método, originalmente descrito por A.
Maxam y W. Gilbert en 1977, un fragmento de
ADN se marca radiactivamente en sus extremos
con y **P o y ¥S dATP por accién de la polinu-
cledtido quinasa. Ambos extremos han de ser se-
parados en dos fragmentos distintos (con una en-
zima de restriccidn, por ejemplo) y secuenciados
independientemente (figura 3.31).

Al comienzo del proceso tendremos un gran
numero de moléculas idénticas, todas ellas marca-
das en el mismo extremo. El paso siguiente consis-

tira en romper estos fragmentos, no mas de una o
dos veces por molécula, con reacciones quimicas
especificas para cada una de las cuatro bases.

Se separan cuatro alicuotas y cada una de ellas
sera tratada con un compuesto quimico que nos
modifique s6lo una de las cuatro bases, aproxima-
damente una vez por molécula de ADN. El trata-
miento a continuacién con piperidina producira
la ruptura de la cadena alli donde la base fue al-
terada. Existen distintas reacciones de modifica-
cion de las bases, y en la técnica que se describe
las guaninas se modifican especificamente por tra-
tamiento con dimetil sulféxido (DMSO) al 1 por
100 en presencia de formato de amonio, pH 3,5,
durante 10 minutos. Guaninas y adeninas son ata-
cadas por acido féormico al 80 por 100 durante 20
minutos. Las timidinas se degradan al tratarlas
con MnO,K, 0,1 mM, durante 20 minutos (tam-
bién son atacadas las purinas, pero en menor gra-
do). Las citosinas son eliminadas con hidroxila-
mina 4 M a pH 6.

Las reacciones se pueden llevar a cabo con el
ADN unido a papel (Hybond M&QG), lo que faci-
lita el manejo de las muestras (figura 3.31). El tra-
tamiento con piperidina suelta el ADN del papel;
el ADN se analiza en geles desnaturalizantes de
acrilamida.

Las bandas marcadas se visualizaran por au-
torradiografia y la secuencia se leera identificando
el tamano de cada banda en los pocillos corres-
pondientes a cada base (figura 3.32).

3.5.2. Método enzimatico

Este método fue desarrollado por F. Sanger
en 1981 y ha sido el que mas se ha utilizado. Se
parte de un ADN, idealmente circular y de banda
simple, pero ADN lineal o circular bicatenario
desnaturalizado también es buen sustrato (figura
3.33). Necesitamos un cebador que sirva de en-
ganche para el inicio de la sintesis del ADN que
vamos a marcar radiactivamente y a secuenciar.
El cebador puede ser especifico y complementa-
rio a una secuencia de localizacidén concreta (o
puede representar una pequefia secuencia al azar
sin localizacién definida a priori). La enzima
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Figura3.31. Método quimico de secuenciacion del ADN. Se representa esquematicamente la secuenciacion simultanea
de dos fragmentos de ADN, separados en cuatro muestras. DMSO = dimetil sulfoxido.
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Figura 3.32. Esquema de las bandas de ADN que se

observan en una autorradiografia y que permite elaborar

la secuencia. Se representan las bandas correspondientes

a dos cargas de la misma muestra de ADN introducidas

en un gel a tiempos sucesivos para resolver fragmentos de
tamafios crecientes.

Klenow o, mas recientemente, la secuenasa son
las enzimas mas empleadas. De modo analogo al
método quimico, se establecen cuatro alicuotas,
una para cada base. La sintesis se lleva a cabo en
dos pasos: en la primera parte del proceso el ce-
bador se alarga unos cientos de nucledtidos mas,
utilizando los cuatro deoxinucleotidos e inclu-
yendo dATP marcado con P, con *S, en el fos-
fato oo como precursor radiactivo o con fluoro-
cromos de un color. En el segundo paso se
produce la terminacion de cadenas por adicidon
de una pequeiia cantidad de un dideoxinucledti-
do distinto en cada alicuota (figura 3.33). El di-
deoxido es un nucleotido trifosfato que por care-
cer de grupos OH, tanto en el carbono 2' como
en el 3' de la ribosa, imposibilita el crecimiento
de la cadena y paraliza la sintesis. El resultado en
cada tubo de ensayo es una coleccion de frag-
mentos, de tantos tamafos como unidades de la

base en concreto existan en la secuencia. Los dis-
tintos fragmentos se analizaran por electroforesis
en geles de acrilamida y autorradiografia como
en el caso anterior.

En la actualidad el marcaje radiactivo esta
sustituido por el marcaje con fluorocromos; se
suelen utilizar cuatro fluorocromos distintos:
fluoresceina, NBD (4cloro-7nitrobenceno-2-oxal-
diazol), tetrametilrodamina y rojo de Texas, uno
para cada base. Una vez conjugados a cuatro ali-
cuotas del cebador, se procede a la extension del
iniciador e interrupcién con dideoxidos. Los di-
deoxidos siempre estan en cantidad limitante,
mucho mas baja que los deoxinucleotidos con-
vencionales, para que la interrupcion de la exten-
sidn sea azarosa y en un momento diferente en
cada molécula. Las cuatro muestras se pueden
correr en un mismo pocillo por electroforesis ca-
pilar, ya que tienen colores distintos y podran ser
distinguidos unos de otros por su diferente emi-
sion (longitud de onda) a medida que van mi-
grando (figura 3.34). Un laser emite un rayo ha-
cia las bandas durante la migracién y un detector
mide el color; los resultados se transmiten a un
ordenador que registra el resultado. Unas 800 ba-
ses pueden ser leidas del tiron por este procedi-
miento.

3.5.3. Secuenciacidn masiva o de nueva
generacion

Se denomina asi a una serie de técnicas que
permiten una secuenciacion global por el procesa-
miento de una o varias muestras en tiempos muy
cortos que dan lugar a la obtencién de un ntimero
ingente de secuencias de fragmentos de 4cido nu-
cleico correspondientes a esas muestras. Se precisa
de maquinas secuenciadoras y computadoras que
permiten automatizar al maximo esta tecnologia.
Por tanto, hablaremos de secuenciacion masiva,
por ejemplo, si deseamos secuenciar un genoma
entero de un organismo o varios de una especie
para su comparacion; si pretendemos secuenciar
todos los ARNm de un tipo celular (ARN-sec); si
deseamos secuenciar todas las regiones genomicas
que interaccionan con la cromatina (ChIP-sec) o
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Figura 3.33.  Secuenciacion por el método enzimatico. En la parte superior izquierda se representa la estructura de un

dideoxi-trifosfato (dd) que bloquea la elongacion de la cadena. Un ADN circular y de banda simple sirve de molde. En

cuatro tubos de ensayo se coloca una alicuota del ADN circular, el cebador, la secuenasa y los cuatro dNTP (deoxinu-

cleétidos trifosfato), uno de ellos marcado con el isétopo 35 del azufre en el fosfato alfa de la molécula (a-**S-dATP). Al

cabo de un cierto tiempo se bloquea la sintesis por adicion de los dideoxidos correspondientes. Las cuatro alicuotas, por

cada una de las cuatro bases bloqueadas, se analizan en paralelo en geles de poliacrilamida y el tamafio de los fragmentos
se visualiza por autorradiografia.

todas las que estan protegidas en un momento noma (metil-sec) y el diagnoéstico de enfermedades

dado por factores de transcripcion. También en- por comparacion de las secuencias correspondien-
traria en este enunciado la secuenciacion de luga-  tes a los loci alterados en comparaciéon con los
res metilados con valor epigenético a nivel de ge-  normales (resecuenciacion).
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Figura 3.34. Secuenciacion automatizada. @) Diagrama de una electroforesis capilar habiendo utilizado cuatro fluoro-

cromos distintos en la que el color de cada banda corresponde al didesoxinucledtido terminal del fragmento; el detector

del rayo laser mide la presencia de las bandas al pasar y su color, y ») Registro informatizado del resultado obtenido
utilizando cuatro fluorocromos.
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Secuenciacion de un genoma completo

Partimos de multiples copias del genoma a se-
cuenciar que se fragmentara al azar tratandolo,
por ejemplo, con una enzima de restricciéon que
corte muy frecuentemente, pero limitando sus-
tancialmente el tiempo de digestién (digestion
parcial), o empleando métodos quimicos de di-
gestion, o bien mediante el uso de equipos espe-
cializados (sonicadores). A los distintos fragmen-
tos se les une, mediante la enzima ligasa, unos
oligonucleodtidos adaptadores de secuencia cono-
cida y universal; se afiaden dos adaptadores dis-
tintos, uno en cada extremo de cada fragmento
(5' 0 3') de modo que todos los fragmentos 5' (o
3') tendran el mismo adaptador universal (figura
3.35). Los fragmentos se fraccionan por tamafio
seleccionando el rango de tamafo adecuado
(300-800 pb, por ejemplo), y en bastantes casos,
se someten a amplificacion por PCR (véase capi-
tulo 4, apartado 4.4). Finalmente se secuencian
todos los fragmentos en paralelo en maquinas
secuenciadoras donde el método enzimatico u
otros alternativos estan automatizados. Los méto-
dos alternativos suelen utilizar bases modificadas
al estilo de dideoxis, pero con una modificacion
quimica reversible, ademas cada base terminado-
ra esta marcada con un fluorocromo de distinto
color (T, verde; G, amarillo; C, azul, y A, rojo,
por ejemplo). Asi, cada vez que se introduce una
base marcada, se termina la cadena momenta-
neamente, se registra el nucledtido anadido y se
continua afiadiendo el siguiente nucledtido; una
vez afiadido — pausa de nuevo — registro —
continuacién, etc. Con esta técnica no hay que
clonar los fragmentos generados (véase capitulo
4, apartado 4.2); por eso resulta metodologica-
mente sencillo y tiene una productividad tan des-
mesurada con un coste relativamente bajo. El
paso siguiente es la ordenacién de estos fragmen-
tos secuenciados mediante bioinformatica con
ordenadores que utilizan algoritmos de calculo
basados en el solapamiento de secuencias en la
secuenciacion de novo o alineamiento contra el
genoma de referencia, en la re-secuenciacion. En
la actualidad este paso constituye el cuello de bo-
tella de estas tecnologias, debido al enorme volu-

© Ediciones Piramide

men de datos que deben ser manejados y al coste
de las infraestructuras informaticas requeridas
para ello (figura 3.35).

Secuenciacion de ARNm

La secuenciacion de ARNmensajero es mas
dificil que la de ADN ya que la molécula es menos
estable, por lo que generalmente se pasa a ADN-
copia mediante la transcriptasa inversa y luego se
procesa el ADNc mediante una metodologia de
preparacion y secuenciacion similar a la descrita
en el apartado anterior.

Secuenciacion de fracciones concretas
del genoma

Puede interesar secuenciar, por ejemplo, la
fraccion del genoma que en un momento dado
esta asociada a factores de transcripcion concre-
tos (véase apartado 1.8, capitulo 1). El procedi-
miento se denomina coloquialmente como ChIP-
sec (del inglés, chromatin immunoprecipitation)
(figura 3.36). Comienza con el tratamiento de las
células con formaldehido para provocar enlaces
covalentes entre proteinas y ADN; seguidamente
se lisan las células y se fragmenta la cromatina por
sonicacion a fragmentos de 200 a 1.000 pb; la
fragmentacion solubiliza la cromatina facilitando
la unién con el anticuerpo especifico contra un
factor de transcripcion concreto. La union con el
anticuerpo provoca la inmunoprecipitacioén arras-
trando el ADN asociado. Seguidamente se lava el
precipitado con varios tampones para eliminar las
moléculas que se han unido de forma inespecifica
y se revierten las uniones covalentes para liberar
el ADN de los anticuerpos y la cromatina; el uso
de bolitas magnéticas, afiadidas al mismo tiempo
que el anticuerpo, permite una rapida separacion
posterior con un iman o separador magnético
de complejos ADN/Proteina del resto de la mez-
cla cromatinica. Ademas hay que revertir los en-
laces covalentes entre los residuos de lisina y el
ADN provocados por el formaldehido mediante
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Figura 3.35. Distintas fases en la secuenciacion de un genoma completo: a) multiples copias del genoma a secuenciar,
b) fragmentacion al azar, ¢) ligacion de adaptadores universales, d) secuenciacion individualizada, e) ordenacion de los
fragmentos secuenciados mediante solapamiento en la secuenciacion de novo.

tratamiento con proteinasa K y calor. Finalmente Las secuencias obtenidas de los distintos orga-
se purifica el ADN por extraccién con fenol/clo- nismos incluido el hombre, asi como multiple in-
roformo y se secuencia de modo paralelizado y  formacion relacionada, se encuentra disponible
automatico ayudado por secuenciadores y orde-  de forma publica y gratuita en numerosas bases de
nadores. datos en Internet.
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Figura 3.36. Estudios de interaccion proteina-ADN y secuenciacion de la fraccion del genoma implicada (ChIP-sec).

Fases consecutivas del procedimiento que se inicia con el tratamiento de las células con formaldehido, aislamiento del

complejo cromatinico y sonicacion de la muestra. Tratamiento con un anticuerpo contra un factor de transcripcion, por

ejemplo, e inmunoprecipitacion. Reversion del tratamiento con formaldehido y purificacion de la fraccion de ADN que
se secuenciara con la ayuda de secuenciadores y ordenadores.
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Metodos de amplificacion
de secuencias: ADN recombinante y
reaccion en cadena de Ia polimerasa

Existen dos métodos fundamentales para ob-
tener grandes cantidades de una secuencia concre-
ta del genoma que nos permita su estudio y mani-
pulacion: el ADN recombinante y la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, del inglés polyme-
rase chain reaction). Estas dos técnicas son los pi-
lares de la ingenieria genética.

Anteriormente a las técnicas de ADN recom-
binante era practicamente imposible aislar un gen
concreto de un genoma complejo, como los de la
mayoria de eucaridticas. La pequefiisima propor-
cion de un gen humano por ejemplo (una millo-
nésima parte), con relacion a todo el genoma,
imposibilitaba su aislamiento en concentraciones
suficientes para su posterior caracterizacion. El
ADN recombinante inici6 su desarrollo a princi-
pios de los anos setenta del siglo pasado, coinci-
diendo con el descubrimiento de las enzimas de
restriccion. Lo verdaderamente importante de es-
tas enzimas es que permiten unir fragmentos de
procedencia muy diversa y, por tanto, disefiar
construcciones genéticas capaces de replicarse en
c¢lulas hospedadoras para obtener un elevado
numero de copias idénticas a la original. Las téc-
nicas de ADN recombinante nos permiten aislar
fragmentos discretos de ADN procedentes de
cualquier genoma y mantenerlos, reproducirlos y
expresarlos en sistemas sencillos que faciliten su
estudio a nivel molecular. Es posible secuenciar y
mutar el gen clonado, ponerlo bajo 6ptimas con-
diciones de expresion: en distintos huéspedes, ob-
servar su comportamiento, determinar su estruc-
tura tridimensional, comprobar sus interacciones
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con otras macromoléculas, etc. La ingenieria ge-
nética ha roto la barrera de las especies y ha cam-
biado el concepto de herencia. Genes eucarioti-
COS se expresan en sistemas procarioticos con una
gran eficiencia; genes procaridticos se insertan en
genomas de mamiferos y también se expresan;
un gen humano puede ser aislado, mutado y sus-
tituido.

La finalidad de la obtencion de ADN recom-
binante en bacterias puede deberse a:

1. Obtener grandes cantidades de una se-
cuencia eucariotica para su estudio.

2. La obtencion de grandes cantidades de un
producto eucaridtico con fines quiza co-
merciales.

Desde su introduccion en 1985, la reaccion en
cadena de la polimerasa ha transformado total-
mente los métodos de aislamiento y amplificacion
del ADN, tanto en laboratorios de investigacion
basica como aplicada. La técnica la descubrio
Kary B. Mullis, que disen6 una manera simple y
elegante de sintetizar grandes cantidades de ADN
in vitro basandose en el procedimiento que la cé-
lula emplea in vivo. El descubrimiento le vali6 el
Premio Nobel en 1993 (compartido con el cana-
diense Michael Smith). La PCR ha sustituido en
gran medida la amplificacion de fragmentos por
clonacién y tiene numerosisimas aplicaciones en
diversos aspectos de la biologia molecular. Es una
técnica fundamental e imprescindible en ingenie-
ria genética.
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41. ELEMENTOS DEL ADN RECOMBINANTE

Uno de los objetivos mas importantes de la
clonacién es la utilizacion de una unidad replica-
tiva procariotica para obtener grandes cantidades
de un fragmento de ADN eucaridtico. La unidad
replicativa constituye el vector, y el fragmento am-
plificado, el inserto. Toda clonacion molecular

implica una serie de procesos y elementos repre-
sentados en la figura 4.1:

— Un vector autorreplicativo.

— La generacién de fragmentos de ADN.

— La unioén del vector y los fragmentos.

— La introduccion en un hospedador en el
que se pueda reproducir.

Vector Unién Inserto + Hospedador
Plasmido Terminales Genoma Bacterias
cohesivos fragmentado
Bacteriofago Levaduras
Conectores ADNc de ARNm
sintéticos Células de
mamiferos

Figura 4.1.

4.2. ELEMENTOS DE LA CLONACION
MOLECULAR EN BACTERIAS

Las bacterias han sido los primeros hospeda-
dores de la clonaciéon molecular de genes eucario-
ticos y las primeras en las que estos genes recom-
binantes se han expresado. En la actualidad
siguen ocupando un papel importante en la clona-
cion de genes procedentes de otros organismos.
La introduccion en una bacteria de una secuencia
eucariotica de tamano medio (10-20 kb) no pro-
duce grandes alteraciones a nivel de replicacion o
viabilidad, por lo que, si deseamos exclusivamente
obtener muchas copias del gen o la secuencia clo-
nada, no hay hospedador comparable a una bac-
teria. Su versatilidad, tiempo de generacion y bajo
coste coloca a las bacterias en una posicién dificil
de superar en cuanto a ventajas de clonacion.

La introduccién de un gen funcional eucario-
tico con la intencién de una expresion fidedigna
representa una situacion algo mas exigente y com-
pleja. La transcripcion del inserto requiere la pre-
sencia de un promotor reconocible por la ARN

Elementos necesarios para la clonacién molecular.

polimerasa de la bacteria. Con este objeto, casi
todos los vectores procarioticos llevan el promo-
tor del gen lac (B-galactosidasa) u otro promotor
procariotico precediendo el lugar de policlonaje.

Los vectores mas importantes en la clonacion
molecular en bacterias son los plasmidos y el fago
A, pero hay otros también interesantes para casos
concretos como los cdésmicos para insertos de
gran tamano junto con los cromosomas artificia-
les de bacteria, o el bacteriofago M13 y sus deri-
vados cuando se quiera productos de ADN de
una sola hebra, para secuenciacidén por ejemplo.
Veremos cada uno de estos vectores a continua-
cion.

421. Plasmidos como vectores

Los plasmidos son replicones que se transmi-
ten y mantienen de manera estable como circulos
extracromosomicos. Se replican autonomamente,
pero utilizan enzimas de la bacteria: ADNpol [ y
111, ARNpol, etc. El numero de copias del geno-
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ma del plasmido por bacteria es variable, y va des-
de 1 a 3.000 por célula. En muchos, el control del
numero de copias radica en una region del plasmi-
do, cercana al origen de replicacién (ori), denomi-
nada rop, el conjunto rop-ori se denomina repli-
con. La replicacion de plasmidos dependientes de
la ADN polimerasa I puede continuar en ausencia
de sintesis de proteinas; asi, en presencia de clo-
ranfenicol la replicacion de la bacteria se inhibe,
pero la del plasmido puede continuar hasta adqui-
rir de 2.000 a 3.000 copias por célula. El control
de rop es indirecto. En la region —500 hay un pro-
motor que dirige la sintesis de un ARN II que
sirve de cebador en la sintesis de ADN. En la mis-
ma region, pero en sentido contrario, también se
sintetiza otro pequeilo ARN (ARNII) que es com-

plementario a una pequefia parte del ARN II (fi-
gura 4.2). La proteina de 63 aminoacidos Rop fa-
vorece la hibridacién entre ARNil y ARN II
estabilizando el hibrido I-II. Si el ARN II hibrida
con el I, no estard libre para formar el hibrido
ADN-ARN que inicia la replicacién del ADN. En
conclusion, Rop impide la iniciacion de la replica-
cion. Mutaciones en Rop impiden que el ARNil
intervenga en el enlace ADN-ARN 11, favorecién-
dose la replicacion. Los vectores plasmidicos mas
populares, los pUC, son deficientes en Rop y, por
tanto, pueden formar muchas copias. Los replico-
nes son caracteristicos de cada tipo de plasmidos,
y plasmidos con distintos replicones pueden ser
incompatibles. Hay unos treinta tipos de incom-
patibilidades entre los plasmidos de E. coli.

Replicacion ADN

ori

500 ARN II

ARNIl

Figura 4.2. Regulacion del numero de copias por el producto del gen Rop que estabiliza la unidén entre ARN 11 y
ARNII impidiendo que ARN II actue de cebador en el inicio de la replicacion.

Los plasmidos que se utilizan como vectores
tienen las siguientes caracteristicas:

— Tamafio pequeiio (alrededor de 3 kb).

— Carecen de los genes mob y tra de movili-
dad y transferencia, que serian los que les
permitirian moverse por conjugacion de
una bacteria a otra. Son, pues, inmoviles.
También son rop~.

— Llevan marcadores que permiten la selec-
cidn de los transformantes. Los mas comu-
nes son genes que confieren resistencia a
antibidticos: ampicilina, tetraciclina, clo-
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ranfenicol y neomicina (kanamicina). La
ampicilina es una penicilina semisintética,
antibidtico B-lactamico de amplio espectro
que inhibe la formacion de los puentes de
péptido-glicanos por las enzimas trans-
peptidasas y, por tanto, inhibe la sintesis
de la pared celular provocando la lisis de la
bacteria; el gen que confiere la resistencia
a este antibidtico es el de la B-lactamasa
que hidroliza la ampicilina. La tetraciclina
desacopla la fosforilacién oxidativa e inhi-
be la sintesis proteica al unirse a la subuni-
dad 30S del ribosoma; la resistencia al an-
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tibidtico procede de una proteina represora
que interacciona con el antibidtico, o bien
de una disminucion de su permeabilidad a
que entre en la célula. El cloranfenicol in-
hibe la sintesis proteica de la bacteria al
unirse a la subunidad 50S del ribosoma e
impedir la formacion del enlace peptidico;
sin embargo, el plasmido podra seguir re-
plicandose en su presencia hasta alcanzar
2.000-3.000 copias por bacteria. La neomi-
cina es un aminoglicésido que se une irre-
versiblemente a la subunidad 30S del ribo-
soma; el gen de resistencia neo se traduce
en la enzima aminoglicosido-fosfo-ribosil
transferasa, originalmente aislada del trans-
posén Tn5, que inhabilita el antibidtico.
La misma enzima inhabilita la kanamicina
en plantas y el antibiotico G418 en células
de mamiferos, estos dos ultimos antibioti-
cos también se unen a la subunidad peque-
fia de los ribosomas en los distintos casos,
bloqueando la sintesis de proteinas.

— Llevan adaptadores de policlonaje que son
secuencias unicas para 10 o mas dianas de
restriccidon, una a continuacion de otra.

— La clase de los pUC lleva un segmento de
ADN del operon de la lactosa (lac) que
codifica el extremo amino-terminal de la
B-galactosidasa, que en presencia del cro-
moforo X-gal complementa mutaciones de
la bacteria y origina colonias azules. Los
mutantes deficientes (y, por tanto, los re-
combinantes) producen colonias blancas.

Los plasmidos mas populares son los de la se-
rie pUC que fueron desarrollados en la Universi-
dad de California (de ahi su nombre) y son total-
mente artificiales. Las variaciones entre unos y
otros son pequenias como distintas dianas en la
region de policlonaje o ausencia del represor del
operdn de lac. La resistencia al antibiotico ampi-
cilina y el origen de replicacion proceden de otro
plasmido artificial, el pBR322, construido por los
mexicanos Bolivar y Rodriguez (de ahi su nom-
bre), de 4,3 kb y, a su vez, derivado de los plasmi-
dos pSC101 y pMB9. Del pMB9 tienen el origen
de replicacion; del pSC101 la resistencia a la am-

picilina y a la tetraciclina. El PSC101 adquirio su
resistencia a la ampicilina del plasmido RSF2124
y éste, a su vez, de un transposon que porta.

Estos vectores plasmidicos tienen su tamafio
reducido al minimo, para asi aumentar su capaci-
dad de aceptar insertos, ya que la transformacion
de recombinantes con un tamaio superior a las 15
kilobases (kb) en total (vector mas inserto) es muy
ineficiente. Todos ellos contienen un adaptador de
policlonaje con un amplio abanico de dianas para
enzimas de restriccion que se pueden usar indivi-
dualmente o combinadas. En este ultimo caso se
puede definir la orientacidon del inserto. En mu-
chos casos la region de policlonaje esta situada en
medio de un segmento derivado del operon de lac
de E. coli. El gen lac I se traduce en el represor del
operon, le sigue el promotor/operador y el princi-
pio del gen lac Z responsable del extremo amino-
terminal de la B-galactosidasa. Este extremo ami-
no-terminal es capaz de una complementacion
intraalélica con una forma defectuosa de B-galac-
tosidasa codificada por la bacteria. La sintesis de
B-galactosidasa se induce por isopropil-tio-f-D-
galactosido (IPTQG). Bacterias expuestas a IPTG
sintetizan ambas partes de la enzima y forman co-
lonias de color azul en presencia del sustrato cro-
mogeno X-gal (5-bromo, 4-cloro, 3-indolil, B-D-
galactésido). La interrupcidon del gen por el
segmento de policlonaje no afecta a la expresion,
pero la insercion de un fragmento grande de ADN
en el lugar de policlonaje inactiva la complemen-
tacion intraalélica. Las bacterias que llevan plas-
midos recombinantes son, por tanto, blancas y
pueden expresar el gen insertado.

Algunos plasmidos derivados del pUCI18 lle-
van promotores derivados de los bacteridfagos
T3, T7 y/o SP6 inmediatamente detras del lugar
de policlonaje (figura 4.3). E1 ADN insertado en
el sitio de policlonaje puede ser muy eficiente-
mente transcrito in vitro en presencia de la poli-
merasa correspondiente y los ribonucleotidos-
trifosfato. En algunos casos se pone a cada lado
del sitio de policlonaje un promotor distinto, lo
que asegura la transcripcion de ambas hebras del
ADN clonado dependiendo de la polimerasa que
se use en cada caso. Los ARN originados de este
modo pueden, bien traducirse a proteinas in vitro
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Detalle del operdn de la lactosa
de E. coli

lacZ
| |

lacl plo
| |

Represor

Promotor/operador

Gen de la B-galactosidasa

Promotor

amp !

Spnl
HindIII

lacZ

puUC 18
2,690 lacl

amp !

ori
PI’()IH()T()I‘

Spnl

HindIII

lac

Promotor
SP6

Eco RI
Sacl
Kpnl

| \ Smal
amp 7

Spnl
HindIII

Figura 4.3. Distintos componentes del plasmido pUC y en la parte inferior vectores derivados de pUC con promoto-
res especiales.

(si se transcribe la hebra con sentido), o utilizarse
como sondas de hibridacion (cualquiera de las
hebras).

4.2.2. El bacteriéfago » como vector

Ya hemos descrito las caracteristicas del bac-
teriofago A y como se integra en el genoma de la
bacteria (capitulo 2, apartado 2.2.1 y figura 2.10).
De su mapa genético se deduce que genes relacio-
nados entre si se localizan préximamente excepto
por los dos genes de regulacion positiva Ny Q. Se
han identificado 46 genes, de los cuales siete pare-
cen no ser esenciales. Genes localizados en la par-
te izquierda del mapa lineal codifican las protei-
nas de la cabeza y la cola de la particula fagica
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(figura 4.4a). Genes en la regién central estan im-
plicados en la recombinacion y los procesos de
lisogenizacion; estos genes no son esenciales para
la infeccion y crecimiento del fago, por lo que
pueden ser sustituidos en los procesos de clonaje.
Genes hacia la derecha de la region central son de
regulacion e inmunidad (N, cro, cl), y a continua-
cion estan los relativos a la sintesis de ADN
(0, P). En el extremo derecho se localizan los re-
lativos a las funciones tardias de regulacién (Q) y
a las funciones de lisis de la bacteria.

Durante la fase inicial de la infeccion, el fago
circularizado se replica bidireccionalmente desde
un unico origen (ori) que se activa por los pro-
ductos de los genes O y P. Mas tarde, empieza la
replicacion por el circulo rodante y se producen
moléculas lineales del profago cabeza-cola (figu-



128 / Curso de Genética Molecular e Ingenieria Genética

Regulacion de las funciones
a) tardias
Integracion y Regulacion Sintesis Lisis del
Cabeza Cola recombinacion e inmunidad de ADN huésped
Clloli AWBC DEFZUVTH J att int xis red gam N ¢l cro ori OP Q S Rllflos
N .
Terminal Terminales
erminales .
- cohesivos
cohesivos
b)
cos 49 kb cos 49 kb cos 49 kb cos
C Pre-cabeza
: 4—@
cos cos
Particula
madura

Figura 4.4. Representacion esquematica a) del mapa genético del fago A, y b) duplicacion por el circulo rodante y em-
paquetamiento del bacteridéfago.

ra 4.4b). Estas moléculas se cortan en los lugares
cos por accion de la proteina A (genes de la ca-
beza).

El fago A tipo silvestre no es adecuado para su
utilizacién como vector, ya que tiene numerosas
dianas de restriccién para cualquier enzima y
baja capacidad (sin eliminar parte del genoma
propio) para insertos de gran tamafo. Las varian-

tes aptas para su utilizacién como vectores de clo-
nacion son aquellas en las que se han eliminado
dianas para numerosas enzimas de restriccion,
dejando solo las que se encuentran en lugares ido-
neos. Los vectores de sustitucion son aquellos en
los que un segmento no esencial del fago es reem-
plazado por un inserto de ADN heterdlogo; los
vectores de insercion, en cambio, se originan por
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integracion directa del inserto en una diana del
bacteriéfago.

Vectores de insercion

Dos de los vectores de insercion mas popula-
res son los Agtl0 y Agt22.

El Agt10 permite clonar pequefios fragmentos
de ADNCc en la region de inmunidad (gen c/). El

gen ¢l de lambda se sustituyd por el de un lamb-
doide afin (A434) por poseer una diana Unica
para EcoRI y otra para HindIII (figura 4.5). Los
recombinantes, que seran ¢/, se seleccionan en
una cepa de E. coli con una mutacion en el gen
hfl (alta frecuencia de lisogenizar). Los bacterio-
fagos que no han adquirido ADN heterologo li-
sogenizaran muy eficientemente y no formaran
calvas.

Agtl0
—434 -
" cabeza, cola, att, int, xis, gam N | cl | cro  ori OPQSR "
I
Hind
Eco
Sam
hgt22
" cab, cola, lac5, att, xis, gam N | cl | cro  ori OPQSR "
Policlonaje l
EEEER
Figura 4.5. Mapas genéticos de los vectores Agt10 y Agt22.

El vector Agt22 posee el gen lac Z de E. coliy
las inserciones se realizan en la region de policlo-
naje introducida en el gen /ac, los recombinantes
pasan a ser Lac™. Ademas, el Agt22 es un vector de
expresion que produce proteinas con el extremo
amino de B-galactosidasa fusionado al producto
de la secuencia insertada, lo que permite utilizar
métodos inmunolédgicos (anticuerpos anti-Lac)
para detectar su expresion en E. coli. Permite in-
sertos de hasta 8 kb y se utiliza frecuentemente
para elaborar genotecas de ADNc (apartado
4.3.2). El represor es mutante sensible a la tempe-
ratura, por lo que se puede controlar la induccion
del ciclo litico y la sintesis de las proteinas fusion.
El vector tiene ademas una mutacion en el gen S
que afecta a la lisis de la bacteria (Sam100). En un
hospedador no supresor, la bacteria acumula el
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producto clonado y no es capaz de lisar, con lo
cual el producto no se diluye en el medio.

Vectores de sustitucion

Ejemplos de vectores de sustitucion son las se-
ries caronte y EMBL.

Se utilizan preferentemente en la elabora-
cion de librerias genomicas eucarioticas (aparta-
do 4.3.1). Su ventaja con respecto a los plasmidos
radica en que se pueden almacenar 10° recombi-
nantes en menos de un mililitro y en la eficiencia
de transduccion que supera a la de transforma-
cion.

Los vectores caronte han tomado el nombre
de la mitologia griega. Caronte era el barquero
que transportaba las almas de los fallecidos de la
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orilla del rio Aqueronte, donde estaban los vivos,
a la orilla opuesta, donde se encontraban los
muertos (el infierno, pero sin connotaciones de
fuego eterno). Son preferentemente vectores de
reemplazamiento aunque también hay algunos de
insercién como los caronte 16A y 21A. Ambos
tienen dianas Unicas para EcoRI que en el caron-
te 16A se encuentra dentro del gen lac Z de E. coli
previamente introducido en el fago A por sustitu-
cion de las regiones red y gam. Asi los fagos con
inserto originaran calvas blancas al infectar un

césped de bacterias, mientras que los que carezcan
de inserto daran calvas azules. El vector de inser-
cion caronte 21A carece también de red y gam ad-
mitiendo insertos de hasta 9 kb.

El caronte 35 es un vector de sustitucion, po-
see dos regiones de policlonaje a ambos lados de
una regidn de relleno procedente de E. coli y que
sera sustituida por el inserto eucariotico. Admite
fragmentos de hasta 21 kb, utilizando cualquiera
de las siete dianas de restriccidon orientadas en
sentido opuesto a ambos lados de las secuencias

Caronte 35
AWBDEF Z] lac Relleno N d cro ¢l O P Q S R
11k 1
Region de Region de
policlonaje policlonaje
MLLXLTE £E2 809
[TIR 2 SEw8¢E ¢
SEER=EE EEARE SN
Caronte 40
80 copias ADN repetido
) Relleno
AWBDEF ZJ lac N d co Il O P Q S R
I 1l
Nael
Regién de Xmalll Region de
policlonaje policlonaje
TOLARARAKDITZXPL X P>TRZ ExQos Swe s
oL = kel =3 8 B2osEBE=-8EHR9g
SCEBFZETERZSZBE T CERTRELRZE SRR AR
EMBL
A W B D E F ZJ att int  xis  gam EN cdcro cll O P Q S R
1L 1l
v W =)
o &
=58 283

Figura 4.6. Mapas de algunos vectores de sustitucion de la serie caronte y EMBL derivados del fago A.
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de relleno. La region de policlonaje izquierda esta
situada en el gen de la B-galactosidasa de E. coli,
por lo que se pueden obtener proteinas fusion de-
tectables inmunoldgicamente con anticuerpos an-
ti-Lac. El unico inconveniente de este vector es la
necesidad de aislar los brazos y separarlos del re-
lleno antes de recibir al inserto, para asi evitar la
reconstruccion del fago original; los brazos sin in-
serto no son capaces de ser empaquetados eficien-
temente debido a su falta de tamafo critico (figu-
ra 4.6).

El caronte 40 elimina el problema de deshacer-
se del relleno previo al clonaje. El relleno consiste,
en este caso, en unas 80 copias de una secuencia
de 235 pares de bases y digerible con las enzimas
Nael, Xmalll; los fragmentos resultantes se pue-
den separar con una simple precipitacion con po-
lietilenglicol. La regién de policlonaje tiene 16
dianas de restriccion y admite insertos de hasta
24 kb (figura 4.6).

La serie de vectores de sustitucion EMBL son
particularmente buenos para clonar genotecas
de ADN digeridas parcialmente con la enzima
Sau3A. Tiene una diana Bam flanqueada por dia-
nas Eco y Sal. Los insertos clonados via Sau3A
pueden recuperarse por digestion con la enzima
Sal (figura 4.6). El fago A tipo silvestre (Spi*) no
puede crecer en cepas lisogénicas para el fago P2.
La incompatibilidad radica en los genes red y
gam, que se eliminan con el relleno (la bacteria sin
estos genes pasa a ser Spi-). Un tipo de seleccion
en estos vectores es utilizar precisamente cepas de
bacterias lisogénicas para P2, en las que sélo los
fagos que hubiesen incorporado un inserto (con-
vertidas en Spi”) podrian crecer.

4.2.3. Otros vectores para la obtencion
de ADN recombinante en bacterias

Los cosmidos

Los cosmidos son plasmidos a los que se les
ha insertado la regién cos del fago lambda. Son
particularmente utiles para clonar insertos de
gran tamafo. La region cos confiere al plasmido
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la facilidad para ser empaquetado in vitro por el
sistema del fago siempre que existan de 37 a 52 kb
entre cos y cos, lo que implica una seleccion efec-
tiva para insertos de entre 40-45 kb (figura 4.7).
Una vez que el fago haya inyectado el ADN en la
bacteria, éste se comportard como un plasmido y
podra ser seleccionado por resistencia a ampici-
lina.

Los césmidos son particularmente atractivos
cuando se necesitan insertos de gran tamafo, sin
embargo, cabe la posibilidad de que dos o mas
fragmentos alejados en el genoma se unan duran-
te la ligacion y generen un fragmento del tamafio
adecuado para su empaquetamiento in vitro. El
tamano de los insertos también favorece la posible
recombinacion homologa entre secuencias repeti-
das dentro del inserto, algo que se puede paliar o
inhibir utilizando bacterias Rec™ como hospeda-
doras. El problema con las bacterias Rec™ es que
en muchos casos la reparacion de danos sera defi-
ciente.

El bacteriéfago M13 y sus derivados
fagomidos

El M13 es un fago filamentoso, su ADN es
circular, de hebra sencilla y 6,4 kb. Posee 10 genes,
todos ellos esenciales, mas una region intergénica
donde esta el origen de replicacion ori. Infecta
bacterias portadoras del episoma F a través de los
filamentos sexuales F o pili que emiten las bacte-
rias macho (capitulo 2, apartado 2.1.1, figura 2.1).
La replicacion del fago no produce la lisis de la
bacteria, sino que ésta continia creciendo lenta-
mente excretando particulas al medio. Pueden lle-
gar a ser liberadas hasta 1.000 particulas por cé-
lula y generacion. El proceso total ocurre en
veinte minutos y se repetira indefinidamente.

El ADN viral tiene una fase replicativa en la
que se originan unas 100 copias de ADN bicate-
nario. Posteriormente, se acumulan unas protei-
nas de union a ADN de banda simple codificadas
por el fago, que impiden la sintesis de la cadena
complementaria. La maduracion tiene lugar en la
membrana, donde se sustituyen las proteinas de
union a ADN de hebra sencilla por las proteinas
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Figura 4.7. Esquema de clonacién molecular utilizando un césmido como vector. El cosmido posee la region cos del

fago A insertada en un pUC.
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de la capside (figura 4.8). Tanto el ADN de la for-
ma replicativa como el de hebra sencilla pueden

transformar células competentes de E. coli y pro-
seguir con el ciclo vital.

Proteinas de union
a ADN de hebra
sencilla

Figura 4.8. Ciclo del bacteriofago M13.

En los procesos de clonacion es mucho mas
sencillo trabajar con ADN bicatenario. Esta es la
razon por la que se utiliza preferentemente la for-
ma replicativa de M13. Esta forma se puede aislar
de células infectadas, manipular como cualquier
ADN de plasmido y reintroducir en células por
transformacion. El ADN de doble banda se incor-
pora al ciclo de replicacioén y generara particulas
fagicas que contendran sélo una de las dos hebras
del ADN (+); la otra (—) nunca se empaqueta. Tan-
to el ADN de la forma replicativa como el de hebra
sencilla del fago pueden transfectar células compe-
tentes de E. coli y proseguir con el ciclo vital.

En las clonaciones que utilizan como vector el
M13 no deberia haber grandes restricciones en
cuanto al tamano del inserto, puesto que el tama-
no final de la particula viene determinado por la
longitud del ADN; sin embargo, insertos grandes
son muy inestables y acaban por ser eliminados o
acortados.

En la actualidad los vectores mas utilizados
no llegan a 3 kb de tamafio, poseen 21 dianas para
enzimas de restriccion y sélo mantienen un frag-

© Ediciones Piramide

mento de 1,3 kb del M13 original o de otro fago
filamentoso afin (el fago f1, que guarda una ho-
mologia del 97% con el M13), que contiene las
secuencias requeridas para su replicaciéon y mor-
fogénesis. El origen y la terminacidn de la replica-
cion vienen determinados por dos secuencias dis-
tintas pero solapantes. La proteina-producto del
gen 2 se une a la secuencia de iniciacion originan-
do un corte en la banda (+) de la forma replicativa
comenzando la replicacion por el circulo rodante.
El segundo corte se produce en la secuencia termi-
nal que solapa con la inicial y el ADN es ligado
para producir el circulo genomico de banda (+).
Estos vectores, mitad fago y mitad plasmido, se
denominan fagémidos y se pueden obtener comer-
cialmente. El clonaje en fagémidos es particular-
mente atractivo para secuenciar por el método en-
zimatico con dideoxidos (capitulo 3) y para realizar
mutagénesis dirigida (capitulo 5). El denominado
bluescript lleva el origen de replicacion de pUC y
los primeros 146 aminoacidos del gen lac-Z que,
por complementacién intraalélica, rescata una mu-
tacion en el mismo gen de la bacteria y permite se-
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leccionar por colonias coloreadas cuando se utiliza
como plasmido (figura 4.9). En estos vectores to-
dos los genes de M 13 son esenciales, por lo que se
necesita un fago auxiliar que facilite en trans las
funciones eliminadas. A cada extremo de la region
de policlonaje se encuentra el promotor T7 o el T3
en sentidos opuestos para poder transcribir el inser-
to en cualquier orientacion en que entre. En ausen-
cia de un fago auxiliar (M13 o f1) los fagémidos

son indistinguibles de los plasmidos, pero en pre-
sencia de uno de ellos se activa el origen de replica-
cion fagico, se produce ADN monocatenario y se
exportan viriones al medio; estos viriones seran de
dos tipos: recombinantes y auxiliares. En la mayo-
ria de los casos (para secuenciar o realizar mutagé-
nesis dirigida) no sera necesario separar los unos de
los otros, ya que se emplearan cebadores especificos
que solo estan presentes en los recombinantes.

ori M13(+
A (+)

Bluescript M13 (+) Sall

(82,96 kb) Clal
promotor T7 HindIII
EcoRV

EcoRI
Pstl
Smal
BamHI
Spel
Xbal
Sacll
Sacl

policlonaj

promotor T3

ori M13(—
A ()

Bluescript M13 (-) Sall
(82,96 kb) Clal
promotor T7 HindIII

policlonaj

promotor T3

Figura 4.9. Mapa genético del vector bluescript M13, en sus formas replicativas (+) y (-). El origen de replicacion es
de pUC, pero también lleva las secuencias requeridas para la replicacion y morfogénesis de M 13 (ori-M13). El vector de
la izquierda originara genomas monocatenarios (+) y el de la derecha (-).

Un fagomido complejo y sofisticado es el
AZAP, particularmente indicado para la clonacion
de ADNCc, ya que no permite insertos de mas de
unas 10 kb. Es un fago A con la region de 1,3 kb
especifica de M13 o f1. Tiene la caracteristica de
que el inserto clonado puede liberarse automatica-
mente del vector fagico in vivo con la ayuda de un
M13 o fl auxiliar, quedando el fragmento suelto
como un plasmido. Cuando una bacteria que lleva
un plasmido F de fertilidad se infecta con el AZAP
recombinante (figura 4.10) y se superinfecta con
un M13 auxiliar, el fago auxiliar facilita una serie
de proteinas en trans que reconocen las dos se-
cuencias incorporadas en los brazos de AZAP que
determinan el inicio y la terminacion de la replica-
cion en M13 o fl. El fragmento asi replicado se
circulariza, se empaqueta como fl1 o M13 y se ex-

porta al medio de cultivo de donde se puede aislar
y utilizar para infectar nuevas bacterias. En estas
nuevas bacterias, y en presencia de M13 o f1 auxi-
liar, crecera como plasmido y se podra seleccionar
por resistencia a ampicilina. Los clones con inser-
to perderan la capacidad de formar colonias azules
en una bacteria que complemente la mutacion en
lac Z y en presencia del inductor IPTG y el sustra-
to cromogeno X-gal.

Cromosomas artificiales de bacterias
como vectores

Los cromosomas artificiales de bacterias
(CAB, o en versién anglosajona BAC) constitu-
yen unos interesantes vectores con dos caracteris-
ticas fundamentales: 1) permiten insertos de entre

© Ediciones Piramide



Meétodos de amplificacion de secuencias: ADN recombinante y reaccion en cadena de la polimerasa / 135

ori pUC
Iniciador f1

¥ > > <« —>

Terminador f1

»/w—' ® ‘—,vw A ZAP
Amp lacl 7 17 lacZ

7
Sac, Not, Xba, Spel, EcoRI ,\_/\/\/UECORL Xhol

ADNCc

Figura 4.10. Fagomido AZAP. La region comprendida entre el iniciador f1 y el terminador f1 se copia como ADN de
banda simple circular y se empaqueta y exporta como un fago M13 o fl1. La colocacion de los promotores de las ARN
polimerasas T3 y T7 en orientaciones opuestas asegura la transcripcion del ADN inserto in vitro.

100 y 300 kb y 2) los insertos permanecen estables
sin reordenaciones o eliminacion de material in-
terno. Estos vectores pueden ser derivados bien de
los factores de fertilidad F o del fago P1.

CAB construidos a partir de factores
de fertilidad F

Los vectores CAB derivados de los episomas
F tienen los genes OriS, repE, par A, par B, un gen
que confiere resistencia al cloranfenicol (cmf"), la
region cos del fago A, que es reconocida por la
funcion ter de la proteina A provocando su rup-
tura, y la region lox P del fago P1 que, a su vez, es
reconocida de modo similar por la proteina Cre.
Ademas, lleva dianas para las enzimas de restric-
cion HindIII y BamHI para clonar insertos que
quedaran flanqueados a derecha e izquierda por
los promotores T7 y Sp6 en sentidos opuestos
para asegurar la transcripcion independientemen-
te de la orientacion del inserto (figura 4.11). Por
ultimo, incorpora una serie de dianas para enzi-
mas de restriccion fuera de los promotores para
escindir el inserto cuando sea necesario. Los genes
par Ay Par B se denominan genes de particion
porque facilitan la homogénea distribucion de las
copias del CAB después de la duplicacién del cro-
mosoma bacteriano y durante la division celular.
También mantienen el numero de copiasen 1 o 2.

Los vectores con inserto transforman la bac-
teria hospedadora con dificultad debido a su gran
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tamafio y se suelen introducir por electropora-
cion. Este método consiste en aplicar descargas
eléctricas de alto voltaje a las células competentes
para producir poros nanométricos en sus mem-
branas. El ADN entra en la célula bien a través de
los poros o al redistribuirse los componentes de la
membrana con el cierre de los poros. El método se
lleva a cabo colocando la suspensién de las bacte-
rias competentes y el ADN en una pequeia cube-
ta y aplicando descargas de 2,0 a 4,0 kV (kilovol-
tios), a 0 °C. La seleccion de los transformantes se
realiza por resistencia a cloranfenicol, y la pre-
sencia de insertos se confirma por hibridacién.
Aproximadamente del 10 al 50% de los transfor-
mantes lleva inserto.

Los vectores CAB mantienen insertos estables
de hasta 300 kb, debido a la presencia de s6lo una
copia o, como maximo, dos por bacteria.

CAB construidos a partir del fago P1

El fago PI es un fago atemperado, como A,
que puede seguir el ciclo litico o el lisogénico. Po-
see 93 kb de tamano y 112 proteinas, ademas de 5
genes que no se traducen.

Los CAB derivados de P1 mantienen, de for-
ma estable, insertos de hasta 100 kb y contienen
los elementos siguientes (figura 4.12): 1) una re-
gidon de empaquetamiento del fago P1 denomina-
da pac imprescindible para que se pueda empaque-
tar el fago dentro de la cabeza tanto in vivo como
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Figura 4.11. Compon

in vitro; 2) dos sitios lox P que son lugares de reco-
nocimiento en el fago para la recombinasa, pro-
ducto del gen cre. Al actuar la recombinasa sobre
el genoma lineal del fago, se produce la circulariza-

entes de un vector CAB.

cién de éste y su posible crecimiento como plasmido
de bajo numero de copias; 3) un gen de seleccion de
la transduccion que confiere resistencia a kanami-
cina; 4) un gen de seleccion del inserto basado en

: Replicon
. pac loxp del plasmido kan" o
Secuencias e Replicon
de relleno litico P1
loxP
sacB

Inserto

Bam

Figura 4.12.

Mapa del vector CAB-P1.
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las propiedades del gen sacB de Bacillus amyloli-
quefaciens. El producto de este gen es la enzima
levansacarosa que cataliza la hidrélisis de sacaro-
sa a un producto denominado levano, letal para
E. coli. El gen tiene una tnica diana para BamHI
y se le han adicionado tres mas para las enzimas
Notl, Sall y Sfil. También hay versiones con los
dos promotores T7 y Sp6 para facilitar la transcrip-
cion del inserto. La adquisicion del inserto inactiva
sacB permitiendo el crecimiento de la bacteria en
presencia de sacarosa. 5) El replicon P1 litico per-
mite el salto al ciclo litico con la produccién de un
gran numero de copias del recombinante.

Un proceso de clonacion empezaria, por ejem-
plo, con la digestién del vector con BamHI que
corta en medio del gen sacB y su unién con inser-
tos de unas 100 kb obtenidos por digestion parcial
con Sau3A de un ADN de mamifero. El empa-
quetamiento puede realizarse in vitro: la enzima
pacasa corta en la region pac, facilita el empaque-
tamiento del ADN fagico en el interior de la cabe-
za, comenzando por la secuencia en que se en-
cuentra pac, y vuelve a cortar a una distancia de
115 kb de la incision inicial, es decir, en las se-
cuencias de relleno. Las colas son entonces anadi-
das a las cabezas y el fago resultante puede infec-
tar una célula de E. coli. En presencia de la
recombinasa Cre, se producirad una recombina-
cion especifica de sitio que originara un plasmido
circular.

4.3. TIPOS DE CLONACION MOLECULAR
Y APLICACIONES: GENOTECAS

Uno de los tipos de clonaciéon molecular mas
frecuentes es la elaboracion de genotecas (bibliote-
cas gendmicas o mal llamadas librerias genémi-
cas). En este tipo de clonacién todo el genoma de
un organismo se almacena en multiples fragmen-
tos individuales constituyendo una genoteca de
ADN que es caracteristica de la especie. Las geno-
tecas se pueden almacenar durante largos periodos
de tiempo y se recurre a ellas cada vez que interese
rastrear y aislar una secuencia concreta pertene-
ciente a ese organismo. Para el rastreo es necesario
tener una sonda que nos permita «pescar» la se-
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cuencia deseada, normalmente por hibridacion.
Un tipo de clonacion relacionado son las genote-
cas de ADNc, referido al conjunto de recombinan-
tes individuales obtenidos a partir de los distintos
mensajeros de un tejido determinado o de un
organismo completo. Los mensajeros se pasan a
ADNcopia de doble hebra mediante la transcrip-
tasa inversa y ADN polimerasa y luego se recom-
binan con un vector. De manera analoga a las ge-
notecas de ADN, el rastreo y aislamiento de un
ADNcopia concreto relativo a un mensajero, re-
quiere una sonda que nos permita aislarlo de entre
todos ellos. Las genotecas de ADNc representan el
conjunto de genes activos de un tipo celular con-
creto, con la ventaja de que los ADNcopia no po-
seen intrones, y por tanto, su tamafo es significa-
tivamente inferior a los genes dentro del genoma.

4.31. Elaboracidn de una genoteca

de ADN

Una genoteca es el conjunto de recombinantes
individuales que abarca todo el genoma de un or-
ganismo. El tamafio de la genoteca dependera del
tamafo del genoma y del tamafio medio de los
fragmentos individuales (insertos). Asi pues, si
para tener una probabilidad del 99% de haber in-
cluido una secuencia concreta de levaduras en una
genoteca de este organismo se necesitan unos
3.462 recombinantes con un tamafio de inserto
medio de 20 kb, en humanos se requieren 690.819
clones individuales. El nimero de recombinantes
necesarios para tener una probabilidad determi-
nada de haber incluido una secuencia concreta se
puede estimar segun la formula que Clarke y Car-
bon dedujeron en 1976:

In(1 - P)
M-

Siendo:

N = Numero de recombinantes necesario.

P = Probabilidad deseada.

f= Fraccion del genoma contenida en un
solo recombinante.
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Y, aplicando el calculo al genoma humano, el
numero de recombinantes que debemos tener
para aislar un gen con una probabilidad del 99 %:

Siendo:

Tamafio medio de inserto =20 kb (2 x 10* pb).
Tamafio del genoma humano = 3 x 10° pb.

Ln(1 -0,99)
Ln[l ~ (2 X 1o4>]
3x10°

Uno de los requisitos es que el tamafio medio
de inserto sea homogéneo. Digestiones totales con
enzimas de restriccion generarian fragmentos
cuyo tamaifo medio seria de unas 4 kb, excesiva-
mente pequenio. Ademas, la digestion debe ser al
azar para tener algunos clones que posean el gen
completo y otros que se extiendan por alguno de
los flancos.

Digestiones parciales, a tiempos muy cortos,
con una enzima que reconozca cuatro nucleodti-
dos, en vez de seis (Sau3A, por ejemplo), nos pro-
duciran fragmentos de tamafio grande y cortados
practicamente al azar.

Los pasos a seguir para la elaboracion de una
libreria serian los que se muestran en la figu-
ra4.13.

ADN genomico y de alto peso molecular se
trata con la enzima Sau3A durante tiempos muy
cortos para asegurar un tamano medio de frag-
mento grande (se comprobara en gel de agarosa).
Se prepara, a su vez, ADN del fago lambda (1)
para ser utilizado como vector de sustitucion. El
ADN del vector se trata con la enzima BamH 1,
ya que ésta produce los mismos terminales cohe-
sivos que Sau3A y se podran unir ambos extremos
por complementariedad de las secuencias. Se sus-
tituye un fragmento del vector por uno de inserto,
lo que nos permite recuperar el tamano del geno-
ma del fago original. El fago A s6lo empaqueta
ADN de un cierto tamano, con lo que quedaran
excluidos aquellos que unan dos brazos fagicos
sin inserto.

La enzima ligasa unira covalentemente los ex-
tremos apareados por las dianas de restriccion, y
los fagos se empaquetaran in vitro.

N= =690.819

El fago A normalmente se duplica por el méto-
do del circulo rodante y empaqueta su ADN cor-
tando en las regiones cos (figura 4.14). La region
cos, al ser cortada por la funcién ter de la proteina
A, origina unos terminales cohesivos de 12 pares
de bases que constituiran los extremos del profago.
Para el empaquetamiento in vitro de genotecas se
utiliza frecuentemente un mutante del fago A dele-
cionado en las secuencias cos. Este mutante se
mantiene en forma lisogénica (como profago) en
una cepa de E. coli C. Al inducir el ciclo litico, se
origina una acumulacion intracelular de todos los
componentes del empaquetamiento, incluyendo
las pre-cabezas vacias. El paso siguiente esta blo-
queado. Lisados de este mutante se pueden afiadir
a ADN recombinante que posea secuencias cos.
De este modo, solo el ADN recombinado sera em-
paquetado en el fago. Existe una gran variedad de
genotecas que se pueden obtener comercialmente.

4.3.2. Elaboracidén de una genoteca
de ADNC

Las genotecas de ADNCc representan el con-
junto de mensajeros de un tejido determinado o
de un organismo completo en recombinantes in-
dividualizados.

El ADNcopia se sintetiza a partir del mensa-
jero correspondiente y un cebador, por accion de
la enzima transcriptasa inversa (véase el capitu-
lo 3, apartado 3.1.3, figura 3.10).

Los recombinantes de ADNCc tienen una utili-
dad especial, ya que, al proceder de los mensajeros
correspondientes, carecen de intrones. Los seres
procarioticos, por otra parte, carecen de intrones
en sus mensajeros y por eso no son capaces de
procesar los ARNm eucarioticos correctamente.
Si el objetivo final de un experimento es expresar
un gen eucaridtico en un sistema procariotico, de-
beremos clonarlo a partir de su ADNc y no de su
secuencia gendémica, ya que ésta se encontrara
probablemente interrumpida por varios intrones.

La mayoria de los genes eucarioticos aislados
con fines de caracterizacion o expresion se han ob-
tenido a partir de genotecas de ADNc. La elabora-
cién de una genoteca de ADNc implica el aislamien-
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Figura 4.13. Esquema de la elaboracion de una genoteca. El ADN de un bacteridéfago se corta con la enzima de res-

triccion Bam(B) para eliminar el fragmento interno y dejar dos brazos que se uniran por los terminales cohesivos cos.

Estos vectores se acoplan con los insertos de ADN eucaridtico, que a su vez han sido tratados con la enzima (isoesqui-

zomera de Bam) Sau3A. La enzima ligasa se encargara de unir in vitro ambos fragmentos. La funcion ter (terminales) de

la proteina A del fago A corta en los sitios cos y origina fagos recombinantes que podran ser empaquetados in vitro para
originar particulas fagicas maduras e infectivas.
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Figura 4.14. Replicacion por el circulo rodante y empaquetamiento del fago A.

to de la poblacion total de mensajeros celulares y su
transcripcion revertida a ADN. Se suelen utilizar
colas de oligo-dT como cebador; al finalizar la copia
del ARNm la actividad RNAsa H débil de la trans-
criptasa inversa del virus Moloney de ratén, por
ejemplo, deja restos del molde que sirven de cebado-
res para la ADN polimerasa I que sintetiza la segun-
da hebra. El paso siguiente es la adicion de conecto-
res sintéticos (dianas de restriccion sintéticas) que se
enlazan al ADNCc con ligasa y se cortan con la enzi-
ma para dejar terminales protuberantes. El ADNc
debe ser previamente tratado con una metilasa del
mismo sistema de restriccion para evitar cortes in-
oportunos en los ADNc. A partir de aqui se intro-
duciran los fragmentos en un vector (derivado del
fago A, preferentemente) previamente tratado con la
misma enzima de restriccion y se empaquetaran las
particulas recombinantes in vitro (figura 4.15).

Si el mensajero que deseamos clonar es abun-
dante, no precisaremos de su enriquecimiento. No

obstante, en la mayoria de los casos es convenien-
te partir de un sistema enriquecido natural o arti-
ficialmente. Un enriquecimiento natural lo pre-
sentan las células de tejidos especializados o
tumores concretos; por ejemplo, las células del
pancreas o los insulinomas representarian un sis-
tema de enriquecimiento para aislar el gen que
codifica la insulina. Alternativamente, una reac-
cion en cadena de la polimerasa (mas adelante, en
este capitulo) podria amplificar artificialmente al-
guno de los mensajeros, previo paso a ADNc (RT-
PCR), facilitando asi su posterior clonaje.

Esta técnica de clonacion molecular a través
del ADNCc tiene algunas limitaciones. Por una
parte, la transcriptasa inversa carece de funcidon
correctora de errores y puede incluir algunos fa-
llos. Por otra, cuando los mensajeros son largos,
la sintesis, a menudo, no incluye el extremo 5', ya
que la polimerasa en ocasiones se suelta del men-
sajero y se dobla en forma de gancho antes de lle-
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Introducir en un fago A y empaquetar in vitro

Figura 4.15. Sintesis de ADNc por accion de la transcriptasa inversa utilizando como cebador de la primera hebra

oligo-dT. A continuacion se utilizan los restos de la accion de la ARNasa H para iniciar la segunda hebra. El ADNCc se

protege con una metilasa para el sistema Eco R1 antes de afadir conectores Eco R1 y tratar con esta enzima de restriccion
con el fin de generar extremos protuberantes.
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gar a su extremo; por ello las librerias de ADNc
estan normalmente enriquecidas en secuencias 3';
ademas, los mensajeros que carezcan de poliA
(como los de las histonas) no estaran representados.

Para evitar estas desviaciones se puede utilizar
como cebadores una mezcla de hexa-deoxinucleo-
tidos sintéticos con secuencias al azar. Estos hibri-
daran donde encuentren complementariedad con
los mensajeros e iniciaran la sintesis. Este método
constituye la variante de sintesis por iniciacion al
azar.

La obtencién de genotecas de recombinantes
especificos de un tejido determinado puede reali-
zarse por un método de sustraccion de la siguiente
manera: obtendremos ARNm total de un tejido
especifico, musculo, por ejemplo, y de otro en el
que predominen las funciones de mantenimiento,
como puede ser una linea celular cultivada in vitro.
Los ARNm de musculo se pasan a ADNc de he-
bra sencilla y se hibridan con un exceso de ARNm
de la linea celular. El tratamiento con la ARNasa
A nos degradara los mensajeros que no hayan hi-
bridado. Quedan libres exclusivamente los ADNc¢
de banda simple musculo-especificos que ahora se
podran pasar a ADNc de doble hebra. Para este
ultimo paso se pueden sintetizar colas de oligo-dC
por accion de la transferasa terminal y utilizar un
oligo-dG como iniciador de la segunda hebra. Los
ADNCc se unen a vectores del modo ya descrito.

4.3.3. Identificacion del recombinante

deseado de una genoteca

Cuando un fago infecta una bacteria libera un
gran numero de particulas fagicas que, a su vez,
infectan las bacterias de alrededor. El resultado es
una zona clara en un césped (turbio) de bacterias
que se denomina calva.

La identificacion de una calva de lisis fagica
cuyos fagos lleven un gen de interés de entre todas
las calvas de lisis crecidas sobre un césped de bac-
terias, o la de una colonia bacteriana de entre to-
das las crecidas en una placa Petri, es una practica
comun en ingenieria genética.

Los métodos de hibridacién son los mas co-
munes para la seleccion de un recombinante en

particular de entre todos los obtenidos en una ge-
noteca. La utilizacion de estos métodos precisa del
empleo de una sonda, esto es, un ADN o ARN
complementario al gen que se desea aislar y que,
por alguno de los métodos ya descritos (véase el
capitulo 3), podemos marcar radiactivamente, con
fluorescencia o biotina. Muchas veces no es posi-
ble tener una sonda pura, sino que se parte de una
mezcla enriquecida para la secuencia que busca-
mos, con lo cual el proceso de aislamiento e iden-
tificacion del gen deseado no es tan directo como
en el ejemplo que describiremos a continuacion.
Partiendo, por ejemplo, de una libreria geno-
mica, el primer paso sera crecer las colonias o cal-
vas (dependiendo de que el recombinante sea plas-
mido o fago) a una gran densidad (casi confluentes)
para poder tener el mayor nimero posible de uni-
dades por placa Petri. A continuacion se transfie-
ren las colonias/calvas a papel de nailon, colocan-
do simplemente dicho papel sobre la placa Petri.
Una parte de las colonias o calvas permanecera en
la placa Petri y constituira la placa maestra, a par-
tir de la cual se aislara la colonia/fago de interés
(figura 4.16). El filtro con las colonias/calvas es
tratado con alcali para lisar las bacterias/fagos y
desnaturalizar el ADN. Seguidamente se incuba
con proteinasa K para degradar proteinas y dejar
solo el ADN, que se fija covalentemente al nailon
por radiacion ultravioleta. Por otro lado, se desna-
turaliza la sonda, si es de doble banda, y se hibri-
da a los filtros en condiciones de sal y temperatu-
ra que favorezcan la formacion y estabilidad de
secuencias complementarias. El resultado de esta
hibridacién se detecta por autorradiografia. La
colonia cuyo ADN da lugar a un positivo en la
autorradiografia puede ser seleccionada en la pla-
ca Petri maestra de partida (figura 4.16). Este mé-
todo es idoneo para identificar cualquier secuen-
cia o gen del que se disponga de una sonda. La
obtencidn de la sonda es, pues, el factor limitante.

4.3.4. Aplicaciones de las genotecas
de ADN: paseo cromosdémico

La técnica del paseo cromosomico consiste en
caminar a derecha e izquierda de una secuencia
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Hibridacion con una sonda radiactiva (*)

Filtro de nitrocelulosa
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colonia. Desnaturalizacion
y fijacion del ADN.

Figura 4.16.

Identificacion de secuencias complementarias a una sonda especifica marcada radiactivamente, por hi-

bridacion en colonias o calvas. Muchos de los fagos que forman una calva de lisis o de las bacterias que forman las co-

lonias en una placa Petri se pasan a un filtro de nitrocelulosa por simple contacto; el filtro se separa de la placa y el ADN

se desnaturaliza con alcali y se fija por calor o rayos ultravioleta. El filtro se hibrida con la sonda marcada y las colonias

o calvas positivas se identifican por autorradiografia. Por ultimo, se aisla la colonia o calva que ha hibridado con la son-

da, por identificacion en la placa Petri de partida que aun mantiene parte de las bacterias o fagos que formaban las co-
lonias o calvas originales.

conocida por solapamiento de secuencias conti-
glias. Para realizarlo se suele recurrir al marcaje
de los extremos de un fragmento original y sub-
clonaje en varios elementos de menor tamafo; los
pequeiios fragmentos de los extremos que se en-
cuentran marcados se utilizaran como sonda para
rastrear, por hibridacién, una genoteca del orga-
nismo por el que estemos paseando. Los clones
positivos contendran una parte de la sonda y las
secuencias colindantes. Con cada uno de estos
clones se repite la estrategia descrita, es decir, se
marcan en los extremos, se subclonan y se utilizan
los pequeinos fragmentos para rastrear secuencias
solapantes en la genoteca (figura 4.17).

Este procedimiento nos permite caminar si-
multaneamente en ambas direcciones a partir del
inserto original. Si pretendemos llegar a un lugar
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concreto a una cierta distancia del clon original
deberemos utilizar, siempre que sea posible, méto-
dos genéticos (mutaciones) o citoldgicos (hibrida-
cion in situ a los cromosomas) para confirmar el
final de trayecto.

En humanos esta técnica se ha empleado para
secuenciar el genoma completo y para aislar va-
rios genes, entre ellos el gen de la fibrosis quistica.
Esta enfermedad depende de un gen recesivo lo-
calizado en el cromosoma 7, y aproximadamente
uno de cada veinte individuos de raza caucasica es
portador de una alteracion. El producto del gen
es una proteina transmembrana transportadora
de iones cloro cuyo fallo provoca un peligroso
desequilibrio entre la concentracion de iones den-
tro y fuera de la célula, acompanado de un endu-
recimiento de las mucosas, especialmente la pul-
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Figura 4.17. Estrategia de paseo cromosomico por solapamiento de secuencias. Marcaje de los extremos de un inserto,
subclonaje y rastreo en una genoteca con los fragmentos extremos. Obtencion de clones parcialmente solapantes con las
sondas y repeticion de la estrategia indefinidamente.

monar e intestinal. La localizacién final del gen se
determindé mediante un paseo cromosomico de
unas 500 kilobases a partir de marcadores genéti-
cos ligados a la patologia y, por tanto, proximos
al gen. Se utilizaron genotecas de fagos y cdsmi-
dos y se avanzo por solapamiento de clones con-
tiguos. El orden de los fragmentos se verifica por
secuenciacion y bioinformatica. A partir de aqui
se aplican una serie de criterios para determinar el
lugar preciso donde se ubica el gen. En este caso
fueron cinco: 1) identificacion de islas CpG que
marcan regiones metilables presentes en regiones
5" de muchos genes de expresion ubicua de verte-
brados; 2) identificacion de pautas de lectura
abiertas; 3) hibridacién cruzada con el gen de
otras especies; 4) comparacion entre el ARNm de
individuos normales y afectados, y 5) aislamiento
de los ADNCc correspondientes.

El unico inconveniente serio de este procedi-
miento es encontrar una secuencia repetida en al-
gun lugar del trayecto. Si esto llegara a suceder,
habria que recurrir a métodos alternativos como
seria el de obtener clones de gran tamafio para
saltar la secuencia repetida. En el caso del gen de
la fibrosis quistica, el salto se ha practicado con
mucha frecuencia para evitar este tipo de secuen-
cias repetidas o determinadas secuencias que por
razones no claras resultaron ser inclonables.

La estrategia del salto

Para el procedimiento de saltar secuencias se
suelen utilizar enzimas de restriccion de tipo 11
que poseen como secuencia de reconocimiento un
octanucledtido en vez de exanucleotido. Estas se-
cuencias seran mucho mas infrecuentes en el ge-
noma, con lo que los fragmentos que originen se-
ran de mayor tamafio. Ejemplos de estas enzimas
son la Notl (GCGGCCGCQ) y Sfil (GGCCNNN-
NNGGCC). Inicialmente se obtienen fragmentos
de gran tamano del ADN del organismo por ¢l
que paseamos, por ejemplo, por digestion parcial
con la enzima Not I. Cada uno de estos fragmen-
tos enormes (200 kb, por ejemplo) se recombina
con un plasmido etiqueta que posea un gen ARNt
supresor y una diana Not I (figura 4.18). E1 ARNt
supresor lleva una mutacion que cambia la espe-
cificidad de reconocimiento del anticodén de ma-
nera que suprime mutaciones de terminacién de
cadena al incorporar un aminoacido (véase el ca-
pitulo 5). Los plasmidos hibridos resultantes se
digieren con cualquier enzima de corte frecuente,
pero que no posea dianas en el plasmido etiqueta
(Sau 3 A, por ejemplo). Asi se obtendran muchos
plasmidos pequefios que s6lo poseen los extremos
de los recombinantes originales, ya que habran
perdido las secuencias intermedias en pequefios
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Figura 4.18. Estrategia de salto para eliminar secuencias repetidas en el paseo cromosémico. EIl ADN del organismo

por el que se pasea se somete a digestion parcial con la enzima de restriccion Not. El plasmido etiqueta también. Una vez

constituidos los hibridos, se digieren con otra enzima de corte frecuente para eliminar gran parte de los insertos (Sau3A).

Los extremos de los insertos unidos al plasmido constituyen los nuevos insertos en una genoteca, utilizando el fago A

como vector y seleccionando los recombinantes en una bacteria con una mutacion importante suprimible por el ARNt
aportado por el plasmido etiqueta.
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fragmentos. De entre todos estos plasmidos, supo-
nemos que habra al menos uno que, conteniendo
la secuencia unica anterior a la repetida (x, en la
figura 4.18) que obra en nuestro poder, también
posea otra posterior a la secuencia repetida (y, en
la figura 4.18). El paso siguiente es elaborar una
pequena genoteca con el fago A como vector y los
distintos plasmidos como insertos. Estos recombi-
nantes han de propagarse en una bacteria con una
mutacion de terminacion de cadena en un gen im-
portante, suprimible por el ARNt que aporta el
plasmido etiqueta. Ahora deberemos usar la son-
da «x» para obtener el recombinante que posea
«y». Asi habremos conseguido saltar todas las se-
cuencias intermedias del clon grande inicial.

4.35. Eleccion del vector mas idoneo para
el tipo de clonacion

Hemos descrito numerosos vectores con diver-
sos origenes y aplicaciones. En todo experimento
de ingenieria genética es muy importante la elec-
cion del vector mas idéneo para el tipo de clona-
cion que se desee, dependiendo del fin ultimo ex-
perimental.

En general, los plasmidos estan indicados
para el subclonaje y la caracterizacion basica de
secuencias, ya que crecen bien y se manejan con
facilidad. También podrian utilizarse para poner
a punto sistemas de expresién de un gen con-
creto.

Los bacteridfagos se utilizan preferentemente
para la elaboracién de genotecas y sistemas de ex-
presion eficientes. Las genotecas pueden amplifi-
carse y almacenarse indefinidamente con perfecta
viabilidad y en volimenes muy reducidos, mien-
tras que las genotecas en colonias de bacterias su-
fren pérdidas de viabilidad inaceptables y son muy
dificiles de amplificar, siendo preferible en la ma-
yoria de los casos volverlas a elaborar. Si el objeti-
Vo es una expresion controlable con gran precision,
también utilizaremos bacteriéfagos con preferen-
cia a plasmidos.

Para secuenciacion y obtencion de ADN de
banda simple, los derivados del M13 son muy va-
liosos.

Los cosmidos se utilizaran en la elaboracion
de genotecas de genomas grandes, pero, una vez
aislado el clon deseado, convendra caracterizarlo
y subclonar sus fragmentos en un plasmido con-
vencional y de facil manejo. La inestabilidad que
acompana a la clonacion en cosmidos y posibili-
dades de reordenamientos entre diversas partes
del inserto se supera con los cromosomas artifi-
ciales de bacterias (CAB) que, ademas, admiten
insertos bastante mas grandes que los clonables
en cosmidos. Asi pues, podriamos elegir un CAB
para paseos cromosomicos en el genoma humano
y, en general, para elaborar genotecas de genomas
de gran tamafio.

La planificacion de un experimento concreto
conlleva un estudio exhaustivo de los vectores dis-
ponibles y de la eleccion del mas conveniente en
cada caso en particular.

4.3.6. Expresion de los productos
clonados en bacterias

Una de las grandes aplicaciones de la ingenie-
ria genética y la biotecnologia es la produccién a
gran escala de proteinas con interés comercial y
farmacologico. Para tal fin se necesitan plasmidos
de alto numero de copias, promotores muy poten-
tes y condiciones que favorezcan al maximo la ex-
presion de los genes clonados. Los factores que
han de ser tenidos en cuenta para una maxima
expresion son:

— Un promotor potente.

— Presencia de secuencias de iniciacion de la
traduccidn y union al ribosoma.

— Implantaciéon de codones de uso mas fre-
cuente en el sistema bacteriano.

— Plegamiento y estabilidad de la proteina:
proteinas fusion.

— Otras modificaciones como quiza elimina-
cion de la metionina inicial, exportacion al
espacio periplasmatico, etc.

Entre los promotores potentes y regulables
que se han utilizado para expresar genes eucario-
ticos en E. coli estan:
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— El promotor P; de lambda, que puede ser
regulado por un represor sensible a la tem-
peratura (CI ts). Este represor reprime P, a
temperaturas bajas (37 °C), pero es inacti-
vo a temperaturas mas elevadas (45 °C).

— Otro promotor muy eficiente es el denomi-
nado «tac». Este promotor hibrido entre
los de «lac» y «trip» es unas 11 veces mas
potente que cualquiera de los dos y regula-
ble por el represor de /ac. Si la proteina que
ha de expresarse es toxica para E. coli, se
utilizara, de entrada, una cepa que produzca
mucho represor, y cuando se quiera inducir
el producto de interés se afiade el inductor
IPTG (isopropil-tio-B-D galactédsido).

— Un sistema de expresion aun mejor es el
uso del conjunto promotor/ARN polime-
rasa del fago T7. Esta ARN polimerasa
reconoce exclusivamente a su promotor,
con lo que se consiguen niveles de expre-
sion especificos muy altos para los genes
situados inmediatamente después del pro-
motor. La regulacion de la expresion se
controla por la presencia de la polimerasa
en la bacteria; ésta puede introducirse en
otro vector de expresion compatible (M13
o A). El gen de la ARN polimerasa de T7
también puede mantenerse reprimido a

continuacion del represor Lac; la presencia
del inductor IPTG disparara su expresion,
y con ello la del gen de interés.

La presencia de una region de iniciacion de la
traduccion y union al ribosoma es otro de los fac-
tores requeridos (figura 4.19). En E. coli, el pro-
motor tiene dos secuencias consenso, una a =35y
otra a —10 del codon de iniciacion (ATG); la se-
cuencia de unién al ribosoma (SUR) incluye una
pequeia region de 3-9 nucleotidos localizada en-
tre —3 y —11 nucleotidos antes del codon de inicia-
cion y denominada Shine & Dalgarno (SD). La
secuencia SD es complementaria al extremo 3' del
ARN ribosomal 16S de E. coli; el apareamiento
de estas secuencias favorece la unién del riboso-
ma. La mayoria de los genes eucarioticos requie-
ren su insercion en un vector que incluya un co-
don de iniciacion (ATG) a la distancia apropiada
de la secuencia SD. El segundo codon del gen eu-
cariotico debe ser colocado a continuacion del
ATG, lo que puede requerir manipulaciones adi-
cionales en la preparacion del segmento a insertar.
Al final de la secuencia codificante, pero sin gran
precision, se coloca un terminador de la transcrip-
cion, secuencia formadora de una estructura se-
cundaria de tallo y lazo que aborta toda transcrip-
cién independiente del factor de terminacion rho.

Secuencia Espaciador

Promotor SUR

Secuencia
=35 transcripcional -10

TTGACANNNNNNNNNNNNNNTATAAT; AGGAGGNNNNNNNNATG

Region codificante

Codon de
iniciacion

Shine- Espaciador
Dalgarno  traduccional

Terminador
transcripcional

Vector de expresion en E.coli

Figura 4.19. Esquema que representa los elementos de control que deben estar presentes en un vector de expresion en
E. coli.
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Hay una gran variedad de vectores de expre-
sion que se pueden obtener comercialmente, un
ejemplo de uno de ellos se representa en la figu-
ra 4.20 y posee los elementos siguientes: el pro-
motor de la polimerasa del fago T7, lugar donde
se incorpora la ARN polimerasa de T7 si esta
presente; el operador del operon de la lactosa, lu-
gar donde se une el represor de /ac impidiendo el
paso de la ARN polimerasa del fago T7. El gen
que codifica por el propio represor de Lac (B-ga-
lactosidasa) también esta presente (lac c¢l) con un
promotor constitutivo en una orientacién opues-
ta. En presencia del inductor IPTG (isopropilo-
tio-B-D-galactosido) el represor queda secuestrado
dejando libre el operador a la ARN polimerasa de
T7. El gen de interés que queremos que se expre-
se, con las regiones SUR y SD, se introduce en
este vector por recombinacion especifica de sitio
entre attR1 y attR2 de modo similar a la recom-
binacién especifica de sitio que se ha descrito
para la integracion del fago A (véase capitulo 2,
apartado 2.2.1 y figura 2.11). Por este procedi-
miento se sustituyen los genes de resistencia al
cloranfenicol y de seleccion negativa ccdB por
nuestro gen de interés. El gen ccdB ataca la enzi-
ma ADN-girasa siendo letal para la bacteria ex-

cepto en cepas con mutaciones en este gen que
confieren resistencia y que son las que se deben
utilizar aqui. EI gen de interés debera estar flan-
queado por regiones attL que al recombinar con
las attR crearan las attB; aqui la recombinacion
esta facilitada por una recombinasa (clonasa). El
agente comercial facilita los vectores y la clonasa,
asi como cepas de bacterias resistentes al gen
toxico ccdB por poseer un gen mutado de la enzi-
ma ADN-girasa. El gen de interés puede llevar
una region de parada de la transcripcion o puede
fusionarse en fase al epitopo V5 que contiene 14
aminoacidos de la proteina V del paramixovirus
SV5 que es inmunogénico; asi anticuerpos contra
el epitopo V5 nos ayudaran a purificar la protei-
na de interés. También se pueden usar anticuer-
pos contra la cola de 6 histidinas del terminal car-
boxilo de la proteina. Estos anticuerpos suelen
estar ligados a la peroxidasa de rabano o a la fos-
fatasa alcalina. En el primer caso, en presencia
del sustrato adecuado (benzidina), producira una
coloracion marron alli donde haya habido identi-
ficacién positiva; en el segundo caso la identifica-
cion final se realiza con un segundo anticuerpo
marcado radiactivamente o con fluorescencia y
dirigido contra el primero.

) T

AtRI gyR ceqp AUR2

[ Eptp V5 6x His

Figura 4.20. Esquema que representa un vector de expresion en E. coli. Se observa el promotor de la ARNpol del

bacteriofago T7, seguido del operador de lac, a continuacion el primer sitio de recombinacion especifica de A (attR1), le

sigue el gen de resistencia a cloranfenicol (cmm®) y el gen ccdB; a continuacion el segundo sitio de recombinaciéon especifi-

ca de A (attR2), el epitopo V5 y la region de polihistidina; a continuacion la region de terminacion para la polimerasa de

T7, el gen de resistencia a ampicilina (amp®) con su propio promotor (bla de B-lactamasa) y el origen de replicacion de

pUC. En orientacion opuesta a todo lo anterior, encontramos el represor de lac (lac c¢I) con su propio promotor (p) y rop
con el suyo (p).

En general, todos los métodos inmunologicos
se basan en la elaboracion de anticuerpos espe-
cificos contra el producto del gen clonado o, en

fusiones génicas, contra la proteina inmunogéni-
camente activa y fusionada al producto que de-
seamos aislar.
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Hay tres tipos de anticuerpos que pueden
reaccionar especificamente con los productos clo-
nados:

— Anticuerpos policlonales que reaccionan
con la proteina extrafia, cualquiera que sea
su conformacion. Se preparan inmunizan-
do animales con proteinas parcialmente
desnaturalizadas, de modo que conserven
partes intactas.

— Anticuerpos monoclonales que reaccionan
solo con epitopos especificos a partes in-
tactas de la proteina.

— Anticuerpos que reaccionan sélo con la
proteina desnaturalizada. Se preparan in-
munizando animales con proteina total-
mente desnaturalizada, y pueden ser poli-
clonales o monoclonales.

La inmunoprecipitacién de proteinas expresa-
das en bacterias se realiza en geles de poliacrila-
mida-SDS en extractos de proteina total. La iden-
tificacion de estas nuevas bandas de geles de
poliacrilamida se realiza por la técnica denomina-
da Western (del oeste), por homologia con la téc-
nica de transferencia de ADN desarrollada por E.
Southern (el significado del apellido es «del sur»),
del que derivaron los nombres «Northern» (del
norte), para la transferencia de ARN, y «Wes-
tern», para las proteinas. Se separan las proteinas
por su movilidad relativa (tamano) en un gel de
poliacrilamida y se transfieren a un papel de ni-
trocelulosa o nailon, al que se unen fuertemente.
Las proteinas en este estado son accesibles al tra-
tamiento y union con anticuerpos especificos.

Pero no todo son ventajas en E. coli: hay pro-
teinas eucarioticas que son toxicas para bacterias;
por el contrario, una expresion eficiente a nivel de
traduccion no es siempre facil de conseguir, ya
que algunos componentes del complejo aparato
biosintético procariético no funcionan eficazmen-
te con un mensajero eucariotico; los codones uti-
lizados por el gen transferido pueden no ser 6pti-
mos en el sistema bacteriano; las bacterias no son
capaces de llevar a cabo alteraciones especificas
de maduracion de ARN como ayustes, imprescin-
dibles para una correcta expresion; tampoco pue-
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den realizar algunas modificaciones que tienen
lugar durante o después de la traduccidn; el me-
dio celular para el plegamiento de la proteina re-
cién sintetizada puede no ser adecuado, etc. Todas
estas consideraciones tienen consecuencias que
afectan a la funcion del gen de interés. Algunos de
estos inconvenientes pueden ser solventados con
mayor o menor eficiencia: codones poco utiliza-
dos en E. coli pueden ser sustituidos por otros
mas comunes; los ayustes se evitan clonando los
ADNCc de los genes correspondientes. Pero modi-
ficaciones especificas, como fosforilaciones, glico-
silaciones, etc., son complicadas de realizar para
E. coli.

El codigo genético esta degenerado en el sen-
tido de que hay varios codones para el mismo
aminoacido, pero distintos organismos utilizan
unos con preferencia sobre otros (véase capitu-
lo 1, apartado 1.5.2, y tabla 1.1). La célula carece-
ra de ARNt de reconocimiento para codones de
utilizacion infrecuente. La implantacion de codo-
nes de uso mas frecuente en la bacteria se suele
realizar por manipulacioén en el gen eucaridtico
con procedimientos, por ejemplo, de mutagénesis
dirigida.

En bacterias el grupo formilo de la metionina
inicial lo quita una deformilasa, quedando una
metionina normal en el extremo de todas las pro-
teinas. Si la metionina es el aminoacido natural
del extremo NH, de la proteina que se esté sinte-
tizando, no se necesita ninguna modificacién adi-
cional; pero, si no es asi, la metionina inicial sera
eliminada por una aminopeptidasa, lo que ocurre
en aproximadamente el 50% de las proteinas de
E.coli. La permanencia o escision de la metionina
inicial depende del segundo aminoacido: cuando
éste es lisina la metionina permanece, pero si el
segundo aminodacido es alanina, serina o treonina,
la metionina es eliminada de modo rapido y se-
cuencial cuando se han sintetizado unos 15 ami-
noacidos de la proteina.

Si el plegamiento es incorrecto o la proteina es
atacada por las proteasas internas, puede ser con-
veniente la produccion como proteina fusion. Fu-
siones con el gen de la B-galactosidasa aumentan
considerablemente la estabilidad de las proteinas
fusionadas y permiten el aislamiento de éstas por



150 / Curso de Genética Molecular e Ingenieria Genética

métodos inmunoldgicos dirigidos contra la B-ga-
lactosidasa. La separacion de las dos proteinas
unidas se puede llevar a cabo por accidn de cianu-
ro de bromo, que corta detras de residuos de me-
tionina siempre que no existan metioninas inter-
nas en la proteina de interés, o por la accion de
proteasas especificas si existen o se afaden los
aminoacidos diana entre la parte procariotica y la
eucariotica.

La secrecion del producto traducido es una
via alternativa para mejorar la estabilidad y elimi-
nar la metionina inicial. El péptido senal constitu-
ye el extremo amino de las proteinas que se expor-
tan y es eliminado por una peptidasa en el espacio
periplasmatico entre las dos membranas, interior
y exterior, de E. coli. La secuencia del péptido se-
fal puede ser introducida en el extremo 5' del gen
eucaridtico. Las proteinas asi confeccionadas pa-
saran al espacio periplasmatico donde no hay pro-
teasas y su metionina inicial sera eliminada al cor-
tar el péptido sefal; ademas, algunas proteinas
que son inactivas por un plegamiento defectuoso
intracelular, cuando se excretan, pueden sufrir un
replegamiento que les devuelve la funcién. No
obstante, hay muchas proteinas eucarioticas que,
a pesar de poseer el péptido sefial, no son pro-
cesadas correctamente por la peptidasa, o se rea-
liza muy poco eficazmente. Uno de los péptidos
sefial que mas se utilizan es el de la fosfatasa alca-
lina de E. coli.

Cuando los niveles de expresion de una protei-
na foranea en E. coli son elevados, con frecuencia
se forman aglomeraciones insolubles denomina-
das cuerpos de inclusion. Estos cuerpos de inclu-
sion pueden ser aislados como tales y solubiliza-
dos para permitir un replegamiento correcto de la
proteina. Cada inclusion proteica puede necesitar
un método de solubilizacion distinto y en ningtin
caso se recupera la actividad del cien por cien de
las moléculas.

Existe un método interesante para asignar
proteinas a clones concretos en ausencia de son-
das especificas, es el método de la traduccion inhi-
bida por el hibrido, que nos permite correlacionar
clones concretos con sus productos. Se basa en el
hecho de que un mensajero no podra traducirse si
esta secuestrado y formando una molécula hibri-

da con su ADN complementario. La compara-
cion entre los productos de una traduccion in vitro
con mensajeros totales y los mismos mensajeros
después de la hibridacion con un ADN de un clon
concreto nos identificara el producto de dicho
clon (figura 4.21). Los experimentos de traduc-
cion in vitro se llevan a cabo, por ejemplo, en pre-
sencia de metionina marcada con un isétopo del
azufre (*°S), analizandose los productos en geles
de poliacrilamida y visualizandolos por autorra-
diografia.

Proteinas

totales Clon1 Clon2

Figura. 4.21. Método de la traduccion inhibida por el
hibrido para identificar productos de clones concretos.

La caracterizacion del producto clonado es
muy importante en todos aquellos casos en los
que la fidelidad entre la proteina original y la pro-
ducida por ingenieria genética haya de ser maxi-
ma. Todas las proteinas para el uso farmacéutico
estan sometidas a rigurosos controles periddicos
en los que se analiza exhaustivamente la similitud
entre el producto obtenido in vitro y el natural.

La caracterizacion primaria incluye: tamaio,
carga, punto isoeléctrico, composicion de ami-
noacidos e hidrofobicidad. Adicionalmente se
analiza la conformacion estructural y la actividad
enzimatica (si procede). Especial atencion se dedi-
ca a los extremos amino (por la presencia de la
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metionina inicial) y carboxilo (si esta intacto, no
ha habido degradacion por accion de carboxipepti-
dasas), asi como a glicosilaciones, fosforilaciones,
puentes disulfuro y cualquier modificacion postra-
duccional que se requiera en la proteina concreta.

El grado de pureza es otro factor importante.
No nos servira de mucho una proteina muy proxi-
ma a la natural, pero contaminada con algiin com-
puesto o péptido bacteriano inmunogénicamente
activo para el hombre. Convendra asegurarse uti-
lizando técnicas fisicoquimicas e inmunoldgicas.
La contaminacion por virus o acidos nucleicos
también ha de ser rutinariamente vigilada.

Pruebas en animales de experimentacion son
el requisito final antes de su utilizacion generali-
zada, por ejemplo, en terapia humana.

4.4. AMPLIFICACION POR LA REACCION
EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La clonacion, que hemos visto en los aparta-
dos anteriores, y la reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR), que veremos a continuacion, son
dos métodos distintos de amplificacion de secuen-
cias.

La PCR es posterior en el tiempo a la clona-
cion molecular y tiene algunas ventajas respecto a
la tecnologia de ADN recombinante: 1) no se ne-
cesita purificar el ADN a amplificar pudiendo
partir de extractos crudos de tejido, lisados celu-
lares o sangre de un mamifero; 2) es mas rapido y
versatil.

La PCR es un método enzimatico que permite
sintetizar numerosas copias de un fragmento con-
creto de ADN. Utiliza como cebadores dos oligo-
nucledtidos (oligos, de 20 a 30 pb) complementa-
rios a lo que seran los extremos del producto y
colocados con sus terminales 3'OH enfrentados.
Lo que se amplifica es el ADN comprendido entre
ambos oligos. La sucesion de una serie de ciclos
en los que tienen lugar 3 fases sucesivas: la desna-
turalizacion del molde, la hibridacion con los ce-
badores y la extension de la sintesis por accidon de
la ADN polimerasa, origina una acumulacion ex-
ponencial de fragmentos especificos cuyos extre-
mos estaran definidos por los extremos 5' de los
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cebadores (figura 4.22). Al poder ser utilizados los
productos de un ciclo como moldes del ciclo si-
guiente, el numero de copias de ADN producidas
crece exponencialmente en vez de linealmente. Asi
pues, 30 ciclos de PCR producen una amplifica-
cion de un millon de veces aproximadamente. En
la practica el rendimiento real es algo inferior al
tedrico. Se puede calcular el nimero de copias fi-
nales a partir de las copias iniciales, el rendimien-
to y el nimero de ciclos segtin la férmula siguiente:

N=N,(1+R)*
donde:

N = Numero de copias finales.
N, = Numero de moléculas a tiempo 0.
R = Rendimiento de cada ciclo expresado en
tanto por uno.
X = Numero de ciclos.

La reaccidn se lleva a cabo en termocicladores,
pequenos aparatos que controlan con precision las
condiciones de cada etapa y las repite ciclicamente
(tiempo, temperatura, numero de ciclos, etc.).

Se pueden amplificar con mucha eficiencia
fragmentos de tamafios entre 50 pb y 3 kb; asimis-
mo, en condiciones especiales también se pueden
amplificar secuencias de 20 a 40 kb.

La temperatura, los tiempos de cada fase del
ciclo, el numero de ciclos y la concentracion de
Mg* se suelen optimizar para cada experimento.
Para detectar el producto amplificado se pueden
emplear varios métodos: 1) electroforesis en geles
de agarosa tifiendo el ADN con bromuro de eti-
dio; 2) marcar el acido nucleico con fluorescencia
y usar geles de poliacrilamida; 3) marcar con ra-
diactividad, separar por electroforesis y pasarlo al
papel por la técnica de Southern como se descri-
bio en el apartado 3.3 (figura 3.22); 4) usar fluo-
rescencia asociada a la cinética de la reaccion, que
se describira en detalle en el proximo apartado
4.4.1 (PCR cuantitativa).

Las polimerasas que se emplean son termorre-
sistentes, es decir, estables a altas temperaturas,
para no tener que anadir la enzima manualmente
en cada ciclo. La purificada de la bacteria Ther-
mus aquaticus (Taq), que vive en manantiales de
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Figura 4.22. Esquema ciclico de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En cada ciclo la cadena se disocia por

calor (96 °C) permitiendo el acceso de oligos especificos, nucleotidos (no se muestran) y polimerasa al ADN; la tempera-

tura se baja a 50 °C para estabilizar los hibridos y, seguidamente, se sube a 72 °C para que la sintesis tenga lugar en las
regiones delimitadas por los cebadores (oligos). El tamafio de los oligos suele ser de unos 20 nucleétidos.

agua caliente, es una de las mas utilizadas. Sin em-
bargo, esta enzima carece de actividad correctora
de errores (exonucleasa 3' — 5'), por lo que puede
introducir aproximadamente un nucleotido equi-
vocado por cada 1.000 colocados, a concentracio-
nes altas de magnesio, y uno por cada 1.000.000
colocados, en otras condiciones. Este indice de
error no suele presentar problemas en la mayoria
de las aplicaciones, pero ha de tenerse en cuenta y
la magnitud de la equivocacion puede ser impor-
tante si ocurre en las primeras rondas. Otras poli-
merasas, como la obtenida de Pyrococcus furiosus
(Pfu) o la aislada de la bacteria Thermococcus li-
toralis que se encontrd en la ventana de ventila-
cion de un submarino (Vent), incorporan errores
con una frecuencia mucho mas baja y pueden co-
piar fragmentos de mayor longitud que la Taq.
Para que la especificidad sea maxima, se debe
evitar que la polimerasa y el resto de los compo-

nentes estén a temperatura ambiente antes de ini-
ciar el primer ciclo. La polimerasa puede también
afadirse una vez que se ha producido la primera
desnaturalizacion del ADN (hot start) o incluso
mejor, para no tener que manipular los tubos una
vez iniciado el proceso, se pueden anadir anticuer-
pos anti-Taq, que inhibiran la actividad de la po-
limerasa hasta que se desnaturalicen por calor. La
amplificacion de las secuencias requiere cambios
rapidos de temperatura, por lo que el proceso se
realiza en un termociclador que lleva un micro-
procesador para programar estos cambios y el nu-
mero de ciclos deseado.

Hay que tener en cuenta que, si el fragmento a
amplificar es de tamafo inferior al molde, sélo
empezaran a producirse copias exactas a la diana
a partir del segundo ciclo, ya que en el primero no
hay oligonucledtidos que sirvan de tope (figu-
ra 4.23).
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Figura 4.23. Primer y segundo ciclo de la PCR cuando el fragmento a amplificar es de menor tamafio que el molde.
En linea discontinua se muestran los intermediarios de mayor tamano en la primera y segunda ronda.

4.41. Variaciones concretas

de la técnica basica

Dentro de las variaciones mas interesantes es-
tan las relativas a la amplificacion de moléculas de
ARN previo paso a ADNc (RT-PCR o retro-PCR);
la PCR cuantitativa a tiempo real; la PCR inver-
sa; la PCR asimétrica; la PCR in situ o la adicion
de diversas secuencias durante la amplificacion.

Amplificacion de ARNm via ADNc
(RT-PCR o retro-PCR)

El ARN no se puede amplificar por PCR de
una manera directa, pero si se puede pasar previa-
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mente a ADN (capitulo 3, apartado 3.1.3 y figu-
ra 3.10). Esta amplificacion indirecta se puede
realizar en un solo tubo de ensayo de dos maneras
diferentes:

1. Poniendo las dos polimerasas (transcrip-
tasa inversa y ADN polimerasa termorresistente)
desde el comienzo en el mismo tubo, junto con los
cebadores de ambos extremos, desoxinucleotidos
y sulfato de magnesio. En un principio, durante
unos 45 minutos y a 48 °C se sintetiza la primera
hebra del ADNc copia del ARNm; a continuacion
se sube la temperatura a 94 °C durante 2 minutos,
con lo que se desnaturaliza el molde, sintetizando-
se seguidamente la segunda hebra del ADNcy las
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multiples copias de ambas hebras durante 40 ci-
clos. Se pueden amplificar cantidades de ARNm
en el rango de 1 picogramo (107'? gramos) a 100
nanogramos (100 x 10~° gramos).

2. Utilizando una ADN polimerasa termo-
rresistente que posee ademas actividad trans-
criptasa inversa. Es la polimerasa Tth que se aisld
originalmente de la eubacteria termofilica Ther-
mus thermophilus. Amplifica bien ARNm de has-
ta 1 kilobase.

Una variante es la utilizacion de un oligo-
nucleotido especifico dentro del gen y otro inespe-
cifico, con lo que se amplifica no so6lo la region
codificante de un ARNm, sino también, en mu-
chos casos, la region no traducible 5' o 3' del men-
sajero.

PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR)

Permite el seguimiento de la cinética de ampli-
ficacion cuando la reaccion es exponencial. Para
la cuantificacion hay muchas variantes y aqui des-
cribiremos una de ellas. En esta variante, necesi-
taremos una sonda que hibride con una parte in-
terna de la secuencia a amplificar. Tras la etapa de
desnaturalizacion, tanto los oligo-cebadores
como la sonda interna hibridaran con sus secuen-
cias complementarias. La sonda interna consiste
en un pequeno oligonucledtido sintético que po-
see dos marcas, una en cada extremo (figura 4.24).
En el extremo 5', por ejemplo, lleva un carbono
marcado con fluorescencia (6-carboxi-fluorescei-
na), y en el extremo 3' un mitigador de la fluores-
cencia (6-carboximetil-rodamina), es decir, un
compuesto que absorbe la fluorescencia emitida
por otro en proximidad fisica. El efecto del miti-
gador se debe a la transferencia de la energia fluo-
rescente por resonancia (efecto FRET). Asi,
mientras la sonda esté intacta, toda la fluorescen-
cia serd absorbida por el mitigador, pero durante
el proceso de sintesis, la polimerasa en su avance
rompera la sonda con su actividad exonucleasa 5'
— 3' eliminando el efecto mitigador y liberando
fluorescencia medible. El aumento de fluorescen-
cia sera captado por un detector (a 518 nm para
este colorante fluorescente) al tiempo que trans-

curre la reaccion de amplificacion. Una compu-
tadora nos facilita la gréfica de la amplificacion,
en la que los valores de incremento neto de la
fluorescencia se representan respecto al nimero
de ciclos.

Un ejemplo de una grafica de este tipo se re-
presenta en la figura 4.24h. La grafica representa
la amplificaciéon del ADNc correspondiente al
ARNmM de la interleuquina 4 humana (IL4) clona-
do en un plasmido. Un ordenador nos facilita la
grafica en la que el incremento de la fluorescencia
(AR) se calcula segtn la formula: AR = Rn*— Rn™,
donde Rn" es la emisidn de fluorescencia en cada
punto elegido en el tiempo y Rn™ es la fluorescen-
cia basal. Durante los primeros ciclos de la PCR,
los valores de AR no superan la linea basal (que
se establece arbitrariamente), pero llega un mo-
mento en el que los valores de fluorescencia em-
piezan a crecer despegando de la linea basal. El
valor C, (ciclo umbral, del inglés cycle threshold)
representa el ciclo en el que ocurre el despegue.
Este valor sera inversamente proporcional a la can-
tidad de ADN diana (region a amplificar) inicial.

PCR inversa

La PCR inversa nos permite amplificar se-
cuencias desconocidas vecinas a secuencias geno-
micas conocidas. Imaginemos que queremos ais-
lar las secuencias adyacentes al lugar donde un
retrovirus se ha insertado. Tomaremos ADN ge-
nomico y lo trataremos con una enzima de restric-
cion cualquiera, Hind III, por ejemplo (figu-
ra 4.25), y permitiremos la formacion de circulos
por complementariedad de los extremos cohesi-
vos. Se realiza entonces una PCR utilizando como
cebadores dos secuencias de la region conocida,
pero cuyos extremos 3'OH se dirijan hacia el exte-
rior de la molécula conocida. Asi se amplificara
un fragmento alrededor del circulo creado, que al
ser tratado con la diana Hind nos liberara dos
fragmentos que representaran las secuencias ante-
riores y posteriores al gen concreto. La misma téc-
nica nos permitiria amplificar cualquier regioén
reguladora flanqueante de un gen cuya secuencia
sea conocida.
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Figura 4.24. Representacion esquematica de la PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR), a) variante en la que se utilizan

3 sondas: dos oligocebadores y una sonda interna que lleve en el extremo 5' un marcaje fluorescente y en el 3' un mitiga-

dor que dejara de suprimir la fluorescencia con el paso de la ADN polimerasa. La cantidad de fluorescencia emitida sera

proporcional al nimero de moléculas copiadas, b) grafica generada por un ordenador en la que se observa la amplificacion

de varias diluciones seriadas (5x) del plasmido pADNc-IL4. Los valores de AR se representan en ordenadas, y el nimero

de ciclos en abscisas. El ciclo en el que se empieza a emitir fluorescencia representa el valor C, y sera proporcional a la
cantidad de ADNc inicial en cada amplificacion.

PCR asimétrica

Es ésta una variante que nos permite generar
un gran numero de moléculas de ADN de banda
simple que se pueden utilizar directamente para
secuenciar o como sondas para hibridaciones. El
método consiste en poner diferente proporcion de
los dos oligocebadores de manera que uno esté a
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concentracion limitante. Asi, los 20-25 primeros
ciclos amplifican las dos hebras del ADN, pero al
agotarse uno de los cebadores, los 5-10 ciclos si-
guientes seran de ADN de hebra sencilla (figu-
ra 4.26). Utilizando, por ejemplo, una relacion
inicial de 50 picomoles de un oligocebador y 0,5
del otro, obtendremos de 1 a 3 picomoles de ADN
de banda simple después de 30 ciclos.
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Figura 4.25. Amplificacion de las regiones vecinas al lugar de insercion de un retrovirus por PCR inversa.
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Figura 4.26. Esquema del procedimiento empleado en la PCR asimétrica para generar ADN de hebra sencilla.

© Ediciones Piramide



Meétodos de amplificacion de secuencias: ADN recombinante y reaccion en cadena de la polimerasa |/ 157

PCR anidada

La PCR anidada (en inglés nested) mejora la es-
pecificidad cuando hay que amplificar muchos ci-
clos (60, 80). Después de realizada la amplificacion

se toma una alicuota y se realiza una segunda ampli-
ficacion con cebadores internos a los primeros y ex-
clusivos de la region a amplificar. Asi se evita la am-
plificacion de fragmentos inespecificos que pudiera
haber en la primera reacciéon de PCR (figura 4.27).
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Oligocebadores
internos

/W\/\/\/\/\/\/\/Wv ecuencia
deseada
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Figura 4.27. PCR anidada. Los productos de una primera amplificacion por PCR se someten a una segunda ronda de
amplificacion utilizando cebadores internos a los primeros y especificos de la secuencia a copiar. Los fragmentos no es-
pecificos de la primera ronda no seran copiados en esta segunda.

PCR in situ

La utilizacion de la técnica de la reaccion en
cadena de la polimerasa para incrementar la sen-
sibilidad de las hibridaciones in situ se desarrolld
independientemente en varios laboratorios a fina-
les de los ochenta. En la técnica de hibridacién in
situ, una sonda marcada radiactivamente se pone
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en contacto durante varias horas con cromoso-
mas cuya estructura permanezca intacta, pero
cuyo ADN esté desnaturalizado. La hibridacion
de la sonda con el ADN cromosdmico nos permi-
te localizar la secuencia deseada en los cromoso-
mas. También podemos hibridar la sonda con
moléculas de ARN celular complementarias. Des-
afortunadamente las hibridaciones in situ no sue-
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len tener sensibilidad suficiente para detectar me-
nos de 10-20 copias de ADN o ARN por célula.
La PCR nos amplificaria in situ las moléculas
cuya deteccion localizada buscamos.

La reaccion de PCR in situ se lleva a cabo en
células o tejidos fijados en preparaciones citologi-
cas. Las preparaciones se colocan en termocicla-
dores especiales que llevan planchas de calor y

permiten programar los cambios de temperatura
asociados a cada ciclo. La mezcla de reaccion de
la amplificacion (nucleodtidos, oligos, polimerasa,
etcétera) se afiade a unos anillos de clonacion que
se colocan sobre la region citoldgica (figura 4.28).
Uno de los nucleotidos debe marcarse con tritio,
fluoresceina o digoxigenina para identificar el lu-
gar de sintesis.

Preparacion citologica

@ Anillo de clonacion

Portaobjetos
de vidrio

/L > )

Muestra de células o tejido

Figura 4.28. Preparacion de una muestra para PCR in sifu en un portaobjetos citoldgico. Sobre el material biologico
se coloca un anillo de clonacién y dentro de éste la mezcla de reaccion.

PCR con adicion de secuencias en los
extremos durante la amplificacion

La adicién de una diana para una enzima de
restriccion, de adaptadores universales o de caje-
tines de expresion durante la ampliacion de frag-
mentos es practica habitual si se desea clonar in-
mediatamente después el fragmento en el primer
caso, amplificar una secuencia desconocida en el
segundo o expresar un gen eucariodtico clonado,
en el sistema bacteriano, en el tercero.

— La adicion de una diana para una enzima de
restriccion se incluye sin dificultad al extre-
mo de los oligocebadores especificos. Un
cebador especifico suele tener unos 20 nu-
cleétidos de longitud y admite sin dificul-
tad una secuencia diana de una enzima de
restriccion de 6 nucleotidos, que quedara

desapareada en las primeras rondas de re-
plicacion, pero sera incorporada a medida
que transcurre la reaccion. No obstante, el
corte solo sera efectivo si afadimos algu-
nos nucleétidos de mas en el extremo 5'
que permitan a la enzima de restriccion
asentarse correctamente sobre la diana. En
la mayoria de los casos no se observa una
disminucién de la especificidad o la efi-
ciencia de amplificacion (figura 4.29q).

— Los adaptadores universales son oligo-
nucleodtidos sintéticos con extremos com-
plementarios a los 4 nucledtidos protu-
berantes de una determinada diana de
restriccion (figura 4.29b). Los oligoceba-
dores seran complementarios a los adap-
tadores y serviran para amplificar una se-
cuencia desconocida que se encuentre
entre ambos.
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a)
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L. <F
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AT’I‘C
GCTAATGGCTTA...
—— TTGCAAGCGCGATTACCGAAT...

Region desconocida a amplificar Diana Xho I
b) s CATGG c3
3 C GAGCT &'
l Unién de adaptadores
Adaptador 1 Adaptador 2

5'GTCCACTGCA CATGG
3' CAGGTGACGTGTAC C

C TCGATCTTAGTCAC 3'
G AGCTAGAATCAGTG

l PCR

CTCGATCTTAGTCAC 3'
«— 3' AGAATCAGTG 5'

Cebador 2

5'GTCCACTGCA CATGG

Cebador 1
5' GTCCACTGCA 3' —

3'CAGGTGACGTGTAC C GAGCTAGAATCAGTG

Figura 4.29. Adicion de secuencias en los extremos de una PCR, a) adicion de la diana de restriccion para la enzima

Eco RI como parte del oligocebador. Se anaden un par de bases mas en el extremo 5' (G G) para asegurar la eficacia de

asiento y de corte por la enzima de restriccion. ) Adicion de adaptadores universales para amplificar secuencias desco-
nocidas.

— Los cajetines de expresion del sistema bac- PCR mailtiple
teriano se pueden afiadir a plasmidos con
insertos de ADNc de mensajeros eucario-
ticos que se deseen expresar en bacterias.
En la primera ronda el cajetin quedara
colgando para incorporarse a partir de la
segunda ronda y ser mayoritario al final

(figura 4.30).

La PCR multiple hace referencia a la posibili-
dad de amplificar mas de una secuencia o frag-
mento en una Unica reaccion (varios exones de un
mismo gen, por ejemplo). Con el incremento del
numero de pares de oligocebadores se pueden ori-
ginar algunos productos espureos, pero, en gene-
ral, la especificidad y la eficiencia se mantienen
muy préximas a los casos de amplificacion unica.
PCR multiple ocurre de forma natural con oligo-

Los oligocebadores también puede modificar-
se de otro modo: con biotina, fluoresceina, ra-

diactividad, etc. Ademas podemos cambiar algtin
nucleoétido dentro del oligocebador constituyendo
un modo de introducir mutaciones especificas.
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cebadores de secuencias repetidas en el genoma,
como las secuencias A/u o los microsatélites, pero
en estos casos se genera un gran numero de ampli-
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SUR

Diana de
restriccion SD

Espaciador

Codon de
traduccional iniciacioén

S'GCGAATTCAGGAGGNNNNNNNNATG-(30 nucledtidos)-3'

Region codificante del gen

de homologia

Region
complementaria
de homologia
dentro del gen

R

\

3'-(30 nucleotidos) ATTTTCGAACG-5'

de homologia ¢

Anticodon
de terminacion

Diana de
restriccion

Figura 4.30. Diagrama esquematico de la construccion de un cajetin de expresion por PCR para insertar en un vector

con control transcripcional. El oligocebador 5' consta de dos nucleétidos terminales no especificos y requeridos para que

se enganche la enzima de restriccion; una diana para una enzima de restriccion; la secuencia de unién al ribosoma (SUR)

formada por la region Shine-Dalgarno (SD) y un espaciador traduccional; el codén de iniciacion y 25-30 nucledtidos

especificos del ADN codificante. El oligocebador 3' consta de 25-30 nucledtidos especificos de la region 3' codificante
seguido de un coddn terminacion de cadena, diana de restriccion y nucledtidos terminales.

ficaciones no especificas de dificil interpretacion,
por lo que es importante en la PCR multiple que
las secuencias a amplificar no se encuentren repe-
tidas en el genoma haploide.

La amplificacion de dos o tres secuencias si-
multaneas no requiere cambios en las condiciones
de reaccion generales. Las dificultades surgen cuan-
do el nimero de fragmentos se incrementa y se ob-
serva que algunos de ellos se amplifican con mucha
mas eficiencia que otros o que aparecen fragmentos
totalmente inespecificos. Una manera de paliar es-
tos efectos es ir anadiendo oligocebadores consecu-
tivamente a la misma reaccion, optimizando las

condiciones después de cada nueva adicion. La va-
riable mas importante suelen ser los propios oligos,
y los parametros a tener mas en cuenta: la tempe-
ratura, la cantidad de enzima y los tiempos de po-
limerizacion. Con las combinaciones apropiadas
de oligocebadores y condiciones de la reaccion se
ha conseguido amplificar simultaineamente una
gran variedad de secuencias no repetidas.

PCR arbitraria

Es un tipo de PCR muiltiple en la que se utiliza
como cebador un unico oligonucleétido de banda

© Ediciones Piramide



Meétodos de amplificacion de secuencias: ADN recombinante y reaccion en cadena de la polimerasa / 161

simple cuya secuencia, arbitraria, origina multi-
ples fragmentos anénimos de ADN debido a la
relajacion en las condiciones de hibridacion de los
primeros ciclos. Asi, la iniciacion es practicamen-
te al azar y dependera de la secuencia elegida ar-
bitrariamente como cebadora. El resultado es la
amplificacion de una pequefia muestra al azar del
genoma analizado que puede ser directamente
comparada con las muestras de otros organismos
amplificados con el mismo cebador y en las mis-
mas condiciones. La mayoria de las secuencias
amplificadas son tnicas y no aparecen desviacio-
nes relacionadas con el origen cromosomico de
las bandas observadas.

La PCR arbitraria también se ha utilizado
para detectar alteraciones en células tumorales,
permitiendo descubrir la existencia de un sub-
grupo de tumores colorrectales que contienen un
gran niumero de mutaciones somaticas y que pro-
bablemente alberguen mutaciones en genes impli-
cados en la reparacion de secuencias (genes muta-
dores).

4.5. ALGUNAS APLICACIONES DE LA PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa ha fa-
cilitado enormemente experimentos largos y tedio-
sos, ademas de permitir abordar nuevos problemas
biolégicos. Como ejemplos, pueden citarse: modi-
ficacion de los extremos de fragmentos clonados,
deteccion de secuencias sin purificacion previa,
preparacioén de muestras monocatenarias para se-
cuenciacion, deteccion de polimorfismos de se-
cuencias y de mutaciones, tipificacion de ADN
para trasplantes, diagnostico de enfermedades,
resolucidn de problemas forenses, estudios arqueo-
logicos y evolutivos, deteccion de microorganis-
mos infecciosos, deteccion de células tumorales,
amplificacion de un ADN para su posterior clona-
cion.

No se pretende en este apartado describir y
analizar cada una de las multiples aplicaciones de
la PCR que se extienden a muchos campos de la
biologia y la medicina. Asi pues, hemos elegido
algunas de las aplicaciones basicas y biomédicas
que combinan varias de las técnicas ya descritas.
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En los capitulos siguientes se hara también refe-
rencia a esta versatil técnica que se ha hecho im-
prescindible en los laboratorios de biologia mole-
cular.

Diagnéstico precoz de enfermedades

En ocasiones se puede realizar un diagnostico
genético antes de que aparezcan los sintomas de
la enfermedad. Un ejemplo es la enfermedad de
Huntington, alteracion neurodegenerativa que
aparece en uno de cada 10.000 individuos. Los
primeros sintomas van asociados a trastornos
motores y mentales que aparecen entre los 35 y 40
afios cuando el paciente, sin su conocimiento, es
probable que lo haya transmitido a sus descen-
dientes. La enfermedad es progresiva causando la
muerte a los 10-20 afios de la aparicion de los pri-
meros sintomas, provoca discapacidad fisica (bai-
le de San Vito) y mental, con pérdidas del 20% al
30% del peso del cerebro. La alteracion genética
asociada se transmite con caracter tipicamente
dominante, donde el homozigdtico y el heterozi-
gbtico son indistinguibles en sus manifestaciones
fenotipicas. El gen se localiza en la region subte-
lomérica del cromosoma 4 (4p 16.3) y contiene
una region de 9-35 repeticiones del triplete CAG
en individuos normales. Un numero de repeticio-
nes del triplete entre 40 y 100 va asociado a la
patologia de la enfermedad. CAG se corresponde
con el aminoacido glutamina y el resultado es una
proteina (huntintina) con una estructura tridi-
mensional distorsionada que se une a sus protei-
nas asociadas con mucha mas fuerza que la pro-
teina normal, impidiendo una funcién normal del
dimero y causando muerte neuronal generalizada.

El gen responsable ha sido clonado y el diag-
nostico se lleva a cabo de modo directo ampli-
ficando y determinando el tamafo de la regién
repetida (CAG), partiendo de las regiones flan-
queantes. Aun pudiendo realizar un diagnostico,
no se conoce una terapia preventiva para evitar el
desarrollo de la enfermedad.

En fecundaciones in vitro el diagnostico prena-
tal de enfermedades hereditarias ligadas al cromo-
soma X, como la hemofilia o la distrofia muscu-
lar, puede realizarse en los primeros momentos
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del desarrollo del huevo fecundado. Estas enfer-
medades, al ser recesivas, solo afectan a los varo-
nes mientras que las hembras son portadoras de
la enfermedad, pero no la sufren. En familias con
alto riesgo de transmision de una de estas enfer-
medades se puede realizar una fecundacion in vi-
tro y analizar por PCR el sexo de los embriones
incipientes. En el caso de la hemofilia, si hay sos-
pecha de que una mujer es portadora de un alelo
alterado y quiere tener descendencia sana con un

varén no hemofilico, so6lo se implantaran en la
madre embriones femeninos, ya que el 50% de los
varones sufriran la enfermedad mientras que el
100% de las hembras estaran libres de ella, aun-
que el 50% de ellas seran portadoras. Si el hemo-
filico fuera el padre, al tener descendencia con una
hembra normal no portadora, se elegirian los em-
briones varones para la implantacion, ya que su
cromosoma X procedera forzosamente de la hem-
bra, y asi todos los varones estaran libres de la

OOO Fecundacion i i
OO
Oocitos extraidos 5 B &
B)
:
B%

I a4
[ O

Analisis de los productos
amplificados con oligos especificos
del cromosoma Y

Figura 4.31. Determinacion del sexo en embriones con riesgo de heredar enfermedades ligadas al cromosoma X. Ex-

traccion de oocitos, fecundacion in vitro y cultivo hasta el estadio de 6-10 células. Extraccion de una célula de cada em-

bridn viable y amplificacion por PCR utilizando cebadores especificos del cromosoma Y. El analisis de los productos

indica que los embriones 2 y 4 son varones y, dependiendo del caso, deberan o no ser reimplantados para su posterior
desarrollo.
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enfermedad; las hembras, aunque todas sanas, se-
ran portadoras en todos los casos.

La determinacién del sexo se lleva a cabo to-
mando una célula inica de embriones en estadios
de 6-10 células, extrayendo su ADN y amplifican-
do regiones especificas del cromosoma Y. La se-
cuencia DYZ1, por ejemplo, tiene 3,5 kb y esta
repetida 5.000 veces; se puede amplificar esta se-
cuencia del ADN extraido de una sola célula, du-
rante 60 ciclos, dando un producto visible s6lo en
células masculinas (figura 4.31).

La distrofia muscular (variedad Duchenne, en
honor al neurofisidélogo francés que la describio)
afecta a uno de cada 3.500 varones y esta causada
por distintas deleciones en el gen de la distrofina,
localizado en el cromosoma X. Este gen tiene un
tamafo enorme, con 79 exones y un ARNm de 14
kb. Existen preferencias respecto al lugar, tamafio
y cantidad de exones eliminados que se asocian
con la patologia. El diagnoéstico se puede realizar
por PCR multiple en la que se amplifican a la vez
los exones que con mayor frecuencia sufren dele-

ciones (figura 4.32). Fallos en la amplificacion
pueden inducir a falsos positivos, por lo que dele-
ciones de un solo exén o en exones no contiguos
deben considerarse como sospechosas y repetir el
ensayo. Ademas, la transmision de la enfermedad
se puede intentar evitar con una fecundacién in
vitro y diagnédstico precoz del sexo de los embrio-
nes, del mismo modo que se ha descrito para la
hemofilia.

En enfermedades autosémicas se puede am-
plificar la region implicada y secuenciarla para
detectar la presencia o no de la alteracioén causan-
te de la enfermedad, pero el diagnostico prenatal
es algo mas dificil.

PCR en investigacion forense

Los investigadores en criminologia recogen la
evidencia bioldgica que ha podido quedar asocia-
da al suceso con el fin de identificar al ejecutor.
Cada vez con mayor frecuencia se caracterizan
muestras forenses a nivel de ADN con el fin de

ADN 50 51 52 [ 54 |—
genodmico = = = -
—_ — — =
—— — : ~
Amplificacion — — _ =
— —— —
—_— —_—
— e — — :
_——— —_— — ~
- — —_— E———
N DD D
Exén
48
52
50
53

Figura 4.32. PCR multiple para diagnosticar deleciones en exones del gen de la distrofina.
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inculpar o exculpar a un sospechoso. Cuando la
muestra es escasa, es necesaria una amplifica-
cion por PCR antes de estudiar la variabilidad
de fragmentos concretos (véase capitulo 3, apar-
tado 3.3.2). De dos microlitros de sangre, menos
de uno de semen, 20 de saliva o un pelo arrancado
de raiz, se puede extraer suficiente ADN (50 ng)
para amplificarlo por PCR y realizar una prueba
con sondas unilocus. Inclusive muestras de ADN
degradado pueden ser amplificadas por PCR.

Una vez amplificada la muestra, se procede a la
separacion en geles de agarosa o poliacrilamida
para resolver variantes en el tamano de fragmen-
tos, 0 se secuencia.

Se utilizan oligocebadores de las regiones co-
lindantes a una hipervariable y se determina el ta-
maifo de los alelos paterno y materno en cada
caso. M representa marcadores de peso molecu-
lar; S1, S2 y S3 son sospechosos de una violacion,
V es la amplificacion de la region hipervariable de

Oligocebadores

Oligocebadores

—

Unilocus

M S1 S2 S3

"
Y
| .
—

=

V E M

.

Alelo paterno

Alelo materno

Oligocebadores

LAY

Figura 4.33. PCR de una region hipervariable para determinar el tamafio de la region repetida.
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la victima y E el patrén del semen encontrado en
la victima que coincide con el del sospechoso S2.

El ADN mitocondrial, por otra parte, es un
excelente material para el analisis de muestras fo-
renses por varias razones: 1) hay mas de 5.000 co-
pias por célula, lo que constituye en si mismo una
amplificacion; 2) no se suele encontrar degradado
al estar protegido por la mitocondria, y 3) algunas
secuencias, dentro de la region del lazo-D no co-
dificante (implicadas en la iniciacion de la replica-
cioén), son muy hipervariables.

La raiz de un solo pelo suele ser suficiente
para amplificar por PCR asimétrica una region
hipervariable de ADN mitocondrial y secuenciar
a continuacion.

También se puede intuir el color de los ojos de
un sospechoso a partir de una muestra de sangre
o semen, amplificando y secuenciando los poli-
morfismos en genes relacionados con la pigmen-
tacion del iris.

PCR en estudios evolutivos

El grado de relacion o parentesco que existe
entre dos especies vivas se puede analizar de va-
rias maneras independientemente, por ejemplo: 1)
comparando directamente su ADN total por hi-
bridacion; 2) comparando el numero de mutacio-
nes acumuladas en genes funcionales, o 3) compa-
rando el ADN mitocondrial que no intercambia
material genético durante la meiosis y tiene un
indice mutacional mas elevado que el ADN geno-
mico. Un gen amplificado por PCR servira de
sonda para el aislamiento por hibridacion del gen
homologo en casi cualquier otra especie. La rela-
jacion en las condiciones de hibridacion se ajusta-
ra al grado de identidad que se presuma para este
gen entre las distintas especies. Cuando se trata,
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sin embargo, de relacionar especies existentes en
la actualidad con otras ya extinguidas, tenemos el
impedimento del severo deterioro del material ge-
nético que se pueda obtener de fosiles, momias o
incluso algunas partes blandas preservadas, con
un tamafnio medio de 100 pares de bases. La PCR,
sin embargo, trabaja bien con fragmentos peque-
flos y deteriorados pudiendo amplificar un por-
centaje razonable del genoma, suficiente en la
mayoria de los casos para su comparacion con
especies existentes. ADN mitocondrial de frag-
mentos 6seos o procedentes de piel necrotica de
momias o cadaveres de mas de diez afios, se ha
amplificado con éxito. El mayor problema en es-
tos casos es la contaminacion con ADN humano
del operador o de bacterias que se pueden encon-
trar en las muestras.

Gracias a la PCR, el ADN mitocondrial de un
cerebro humano de hace 7.000 afios descubierto
en Florida (EE. UU.) pudo ser amplificado; mues-
tras de maiz peruano de hace 4.500 afios han ser-
vido para extraer ADN genomico amplificado
posteriormente. También se han conseguido se-
cuencias de ADN mitocondrial del hombre de
Neandertal.

En el area de los fosiles, un caso de plantas de
hace 17 millones de afios es particularmente 1la-
mativo. Se ha podido amplificar un fragmento de
800 pb del genoma del cloroplasto del {6sil, lo que
ha permitido determinar su probable origen rela-
cionado con la magnolia. Existen, no obstante,
serias dudas acerca de una contaminacién con
ADN bacteriano en este estudio en particular.

Numerosos controles extremadamente riguro-
sos son imprescindibles en este tipo de estudios, ya
que una molécula de ADN intacto bacteriano o
humano se amplificara con preferencia a una serie
de moléculas viejas degradadas y rehidratadas.






Mutaciones, remodelacion

Una mutacién en sentido clasico es la altera-
cion de un gen que produce un cambio fenotipico
heredable, pero en sentido amplio es cualquier al-
teracion transmisible. Los distintos tipos de muta-
ciones nos definen la naturaleza de la alteracion
que ha provocado el cambio.

Las mutaciones aportan la evidencia definitiva
de que el ADN es el material genético. Cuando un
cambio en el ADN causa una alteracién en la se-
cuencia de una proteina, podemos concluir que el
ADN codifica esa proteina.

Ademas de las mutaciones en las que la modi-
ficacion ocurrida inactiva total o parcialmente la
funcion de un gen, hay toda una gama de varian-
tes dentro de un mismo caracter que implican pe-
quenas alteraciones funcionales; son las formas
alélicas o polimorficas de dicho gen. La palabra
alelo significa en griego «el otro» y, por defini-
cién, todos los alelos son mutaciones. Las formas
alélicas o polimorficas para ser denominadas
como tales han de presentarse en las poblaciones
con una frecuencia minima de 0,01%. No es de-
masiado frecuente que se hable de formas alélicas
o polimorficas de las regiones reguladoras, pero
en sentido estricto deberia aplicarseles la misma
terminologia.

Las mutaciones son de enorme importancia
por ser la base de la evolucién de los seres vivos.
Los sistemas celulares crean con sus alteraciones
nuevas formas de los genes o de regular sus funcio-
nes. Hoy se parte de la idea de que el genoma es
plastico y tolerante; por una parte, hay redundan-
cia génica que permite alteraciones en una copia
asegurandose la funcién correcta en la otra; por
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de genomas y cancer

otra parte, hay redundancia funcional por la que
un gen puede suplir la funcion de otro distinto en
determinadas circunstancias. Esta plasticidad fa-
vorece la aparicion de nuevas funciones por com-
binatoria de otras ya existentes: exones de distintos
genes pueden combinarse en la formacion de va-
riantes de sus respectivas funciones de origen. Al-
teraciones en las secuencias reguladoras pueden
aumentar o disminuir el producto de un gen (va-
riaciones en la cantidad), expresarlo o no en deter-
minados tejidos (variaciones en la calidad) y ello
puede incidir sobre decisiones de gran trascenden-
cia como la creacion de nuevas estructuras o mo-
dificaciones sustanciales de las existentes.

La célula o individuo que hereda una muta-
cion es un mutante, mientras que la forma mas
frecuente de un gen es el tipo silvestre. El proceso
de produccién de mutantes se denomina mutagé-
nesis y el agente mutagénico seria el compuesto o
mecanismo responsable de la alteracion.

5.1. TIPOS DE MUTACIONES

Atendiendo a su origen, las mutaciones pue-
den ser espontaneas, si ocurren de modo natural,
o inducidas por agentes especificos. Unas y otras
pueden ser puntuales, si afectan solamente a una
base, o reordenaciones estructurales, si afectan a
una region mas amplia.

Las mutaciones puntuales son las sustitucio-
nes de una base por otra. Hay dos tipos de muta-
ciones puntuales por sustituciones de bases: las
transiciones y las transversiones.
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Transiciones. Son las mas corrientes. Consis-
ten en la sustitucion de una purina (A o G) por la
otra o una pirimidina (C o T) por la otra (figu-
ra 5.1).

Transversiones. Son mucho menos comunes y
en ellas una purina (A o G) es sustituida por una
pirimidina (C o T), y viceversa (figura 5.1).

Aq4q—»C

G 4—»T

Figura 5.1. Ejemplo de transiciones (flechas negras) y
transversiones (flechas de dos cabezas rojas).

Si las mutaciones ocurrieran totalmente al
azar y cualquier base tuviera la misma probabili-
dad de ser cambiada por otra, no tendria sentido
encontrar que las transiciones son en muchos ca-
sos el doble de frecuentes que las transversiones,
cuando por cada transicion (A — G, por ejemplo)
pueden ocurrir dos transversiones (A — C 'y
A — T). Las transversiones deberian, en teoria,
ser el doble de frecuentes que las transiciones;
pero, en la practica, las deaminaciones esponta-
neas de citosina metilada del par CpG a timidina
ocurren con una frecuencia 8,5 veces superior a la
alteracion de una base en cualquier otro par de
dinucleétidos. También es posible que las activi-
dades correctoras de errores de las polimerasas
tengan mas facilidad para corregir transversiones
que transiciones. En el ADN codificante, las tran-
siciones se toleran mejor que las transversiones
porque los cambios originados son mas conserva-
dores para la cadena polipeptidica.

Un segundo tipo de mutaciones puntuales son
las que se originan por la adiciéon o delecion de
una base y producen un efecto mucho mas devas-
tador que las anteriores, ya que cambia la pauta
de lectura de la proteina afectada (figura 5.2).

Sélo en los casos en los que la transicion o trans-
version crearan codones sin sentido se originaria
la prematura terminacion de la cadena y el efecto
seria comparable. Mutaciones puntuales de adi-
cién de una base pueden ser recuperadas por una
nueva mutacion de delecion de la misma u otra
base en un lugar cercano (figura 5.2), ya que res-
tablecen la pauta de lectura.

Las reordenaciones también afectan a las se-
cuencias, y comprenden: deleciones, inserciones
de elementos moviles, inversiones y translocacio-
nes de fragmentos mas o menos grandes del ADN.

Las mutaciones pueden dividirse también en:
somaticas o germinales, segiin que afecten a las
células de los tejidos del cuerpo o a las células re-
productoras. Evidentemente, el alcance de la mu-
tacion es muy distinto. Una mutacion germinal
afectara a todas las células del organismo, mien-
tras que una mutacion somatica tendra una pene-
tracion muy limitada, especialmente si ocurre en
la fase adulta o en la fase final del desarrollo.

Mutaciones por sus efectos:

— Letales. Son las que producen la muerte
del individuo indicando que han afectado
una funcion vital. Son letales, por ejemplo,
las mutaciones auxotréficas en las que se
pierde la capacidad para sintetizar un pro-
ducto metabolico esencial para la supervi-
vencia.

— Viables. Afectan: 1) propiedades fenotipi-
cas visibles como color, tamaiio, aspecto,
etcétera; 2) propiedades fisiologicas que
limiten el crecimiento y proliferacion celu-
lar, y 3) propiedades estructurales.

— Condicionales. Son aquellas en las que sélo
en determinadas circunstancias se mani-
fiesta la mutacion. Los mutantes sensibles
a la temperatura son un ejemplo de ellas;
estos mutantes, al subir la temperatura
unos grados por encima de la normal,
muestran el fenotipo mutante; o la letali-
dad en el caso de ser letales condicionales.
La gran ventaja de este tipo de mutantes es
que, al no expresar el defecto en condicio-
nes permisivas, se elimina la lentitud y de-
bilidad que suelen acompanar al creci-
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Figura 5.2. Mutaciones puntuales por adicion o delecién de una base. Recuperacion de la pauta de lectura con una
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miento de estos individuos cuando estan
seriamente afectados en alguna funcion
importante.

— Resistentes. Son mutaciones que permiten
al individuo crecer en presencia de sustan-
cias toxicas o letales para la célula en con-
diciones normales. Ejemplos de este tipo
de mutaciones son las bacterias resistentes
a antibioticos, a la infeccion de bacteriofa-
gos, etc.

— En zonas reguladoras. Comprende regiones
promotoras y potenciadoras de la expre-
sion pudiendo encontrarse proximas o dis-
tantes del gen que se regula. Pueden inac-
tivar total o parcialmente la expresion de
uno o varios genes.

— Silenciosas. No producen ningun cambio
apreciable. Cuando aparecen en regiones
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codificantes no modifican la actividad del
producto y con frecuencia afectan a la ter-
cera base del codon.

Supresoras. Son segundas mutaciones que
nos devuelven la funcion perdida en la pri-
mera. Pueden ocurrir en el mismo lugar,
cerca o en otro gen. Un ejemplo en el que
la segunda mutacion esta en el mismo lu-
gar que la primera y recupera la funcion,
lo constituiria una proteina con una es-
tructura caracteristica en la que un ami-
noacido de caracter positivo (una lisina)
esta apareado con un aminoacido de ca-
racter negativo (acido aspartico). Si el aci-
do aspartico muta y se convierte en otro
aminoacido de caracter positivo (por ejem-
plo, arginina o histidina), la proteina no se
puede empaquetar de forma adecuada y su
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funcion se ve afectada. Si se produce una
segunda mutacion en el mismo lugar o en
un lugar proximo a la primera, que nos co-
loque otro aminoacido que tenga caracter
negativo (acido glutamico, por ejemplo),
esta segunda mutacidn es supresora de la
primera, y el organismo, un revertiente (fi-
gura 5.3). Ejemplos de este tipo de rever-

siones son también las inserciones segui-
das de deleciones de una sola base (figura
5.2), o tres inserciones (o deleciones) muy
proximas, pues ellas nos devuelven la pau-
ta de lectura y nos dejaran unos pocos
aminoacidos erroneos que, si no estan en
un lugar fundamental para la actividad de
la proteina, no dejaran huella.

Lisina

]

Acido aspartico

Lisina
¢ Histidina
Lisina

i

Acido glutamico

Figura 5.3. Proteina revertiente por mutacion supresora. Una mutacion nos convierte el acido aspartico, de marcado

caracter negativo, en histidina que tiene caracter positivo. La estructura de la proteina se ve alterada, asi como su funcion.

Una segunda mutacion que cambia la histidina por acido glutamico devuelve el caracter negativo al aminoacido y res-
taura la estructura y la funcion.

Como ejemplo de una reversion en la que la
segunda mutacion esta en un gen distinto de don-
de ha ocurrido la primera, tenemos los ARNt su-
presores. Empecemos con una mutacion que ori-
gina un codén de terminacién de cadena (UAC —
UAG) en una proteina importante. La consecuen-
cia es un producto truncado prematuramente y
sin actividad (figura 5.4). Esta mutacion puede ser
rescatada por una alteracion en el anticodon de
un gen ARNt (AGC — AUC). El nuevo ARNt
reconoce un codén de terminacion de cadena
(como resultado de la mutacién) e incorpora el
aminoacido que transporta en respuesta a este co-

don (siempre el mismo, Ser en este caso), elimi-
nando los efectos de una proteina truncada y ori-
ginando otra con un aminoacido erréneo (Ser por
Tyr), pero que presumiblemente no afectara a la
actividad del producto final. Este tipo de supre-
siones podria originar dafios generalizados en la
célula, ya que impediria la terminacion de muchas
cadenas polipeptidicas en sus lugares de termina-
cion habitual. En la practica, esto no parece ser
un problema, ya que la mayoria de las proteinas
tienen mas de un codon de terminacioén para se-
fializar el fin de la traduccion (aun cuando con
uno seria suficiente).
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Tyr
ARNm
UAC
_
Tyr
AUG
Fin
ARNm
UAG
—_—
AUC

Segunda mutacion en el ADN que codifica un Ser-ARNt

\

Ser
ADN
I T
Ser
AGC

ADN TAG >
"‘_\-"‘--\_,—-"_\""-\.._\_H_\_
/

ARNm
UAG —

Figura 5.4. Ejemplo de supresion por ARNt. Una mutacion puntual sustituye el codon UAC correspondiente a la ti-

rosina (Tyr) por el UAG, que es reconocido por el ARNt de terminacion de cadena (Fin); la proteina se termina prema-

turamente y es inactiva. Una segunda mutacion en el anticodon del ARNt correspondiente a la serina (Ser AGC-AUC)

reconoce e incorpora serinas en codones de terminacion (UAG). El tamaiio de la proteina se restaura, asi como su acti-
vidad.
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5.2. MUTACIONES ESPONTANEAS:
TIPOS Y FRECUENCIA

Las mutaciones espontaneas son alteraciones
en la molécula de ADN que ocurren con una cier-
ta frecuencia de manera natural (figura 5.5). Hay
enzimas especificas de reparacion para todas ellas.
Entre los distintos tipos encontramos:

1. Ruptura de los enlaces glicosilicos debido a
la inestabilidad quimica del enlace. La

molécula de ARN es mas resistente a es-
tas rupturas, es un efecto secundario ne-
gativo de la reduccion de ribosa a desoxi-
rribosa en los acidos nucleicos. Ocurre
preferentemente en los residuos de purina.
La frecuencia en condiciones fisiologicas
(pH 7,4; 37 °C) es de 10.000 rupturas por
dia por genoma humano. No hay enzimas
de reparaciéon especificas que reinserten
las purinas que faltan en la hebra doble,
pero hay enzimas que rompen la hebra de

(6]
Il
N C
AN
// C \N/ H )
H—C | | Guanina
ANe C
N7 N7 “NH,
CH,
o NH,
| <_
H C
N
N Citosina

H I |
H C C~
N NS (”)

0
—> |

O=P— O—CH,

I 0) H; ¢ /C Timina
N AN
o “ ﬁ I —H
(0] H H/C\ /CQO
—y | N NH,
O0—P—O— CH, <_ | €—
| o N ¢
7 ~N \\
O H—C/ Cl 1I\I Adenina
(I) \N/C\N/C\H
O—P—0O— CH,
| o) <
O
O H

Figura5.5. Estructura del ADN, mostrando (flechas rojas) los lugares de ruptura espontanea de enlaces mas frecuentes.
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ADN en lugares despurinizados que seran
reconocidos por sistemas reparadores de
rupturas (reparacion por escision).
Desaminaciones oxidativas espontaneas.
De citosina a uracilo y menos frecuente-
mente de adenina a hipoxantina. La enzi-
ma uracil-N glicosilasa elimina los uraci-
los del ADN. En este punto es ventajoso
que la molécula de ADN carezca de ura-
cilos, pues si los tuviera no se sabria si son
o no desaminaciones de la citosina. La
desaminacién oxidativa de la citosina me-
tilada origina timina (figura 5.6). Timinas
apareadas con guaninas también son eli-
minadas por un sistema algo lento e inefi-
ciente que consiste en una glicosilasa que
reconoce el par T/G y sustituye siempre la
timina por citosina.

Hidrélisis de ésteres fosforicos (figura 5.5).
La molécula de ADN es unas 200 veces
mas estable que la de ARN a esta hidroli-
sis. Se cree que esta propiedad pudo haber
contribuido de manera decisiva en el esta-
blecimiento del ADN frente al ARN
como molécula portadora de la informa-
cion genética.

Replicacion del ADN. La ADN polimera-
sa de bacterias incorpora aproximada-
mente 1 error por cada 10.000 nucledtidos
copiados, ella misma corrige sus propios
fallos hasta una tasa de error de 1/10”. En
cada ronda de replicacion del genoma hu-
mano (3 % 10° pares de bases) se escapan
aproximadamente de 1 a 3 fallos sin repa-
rar. Un individuo tiene 10" células y du-
rante su vida ocurren una media de entre
10" a 10" divisiones.

Radiaciones ultravioleta. Causan uniones
covalentes entre dos timinas consecutivas,
lo que paraliza la replicacion (fotodime-
ros de UV). La célula, no obstante, posee
un mecanismo de fotorreactivacion que le
permite utilizar la energia solar (fotones)
para romper los enlaces covalentes de los
dimeros de timina. La enzima fotorreacti-
vante encargada de reparar los dafos se
induce por luz solar. También pueden ac-
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tuar las enzimas del sistema de reparacion
por escision. Este mecanismo se descu-
brioé con la observacion de que bacterias
sometidas a luz ultravioleta sobrevivian
mejor si después de la radiacion se las so-
metia a la luz solar intensa. Es probable-
mente el primer mecanismo de reparacion
que existio, ya que esta presente en las
bacterias mas ancestrales donde no hay
otros mecanismos de reparacion.

Hay un segundo mecanismo de repa-
racion denominado escision-reparacion,
que corta la zona danada en el ADN.
Una endonucleasa reconoce la zona afec-
tada porque no se aparea correctamen-
te, la corta y una actividad exonucleasa
5'— 3' (probablemente de la polimerasa I)
elimina la zona danada, y copiara ahora
el fragmento eliminado. En fibroblastos
humanos se ha observado que mas de la
mitad de los dimeros de timina inducidos
por tratamientos de luz ultravioleta se re-
paran en menos de 24 horas. En huma-
nos, hay una enfermedad denominada
Xeroderma pigmentosa, cuyos pacientes
son extremadamente sensibles a la luz so-
lar y en particular a los rayos ultravioleta,
siendo enormemente propensos a adqui-
rir melanomas y otros canceres de piel.
Estos individuos son incapaces de reparar
los dimeros de timina producidos por las
radiaciones solares.

Radicales libres de la molécula de oxigeno.
El oxigeno activo puede atacar el enlace
3'-4" de la desoxirribosa, lo que a su vez
provoca una ruptura en la cadena; tam-
bién puede producir saturacion en los ani-
llos de las purinas o pirimidinas, fragmen-
tacion y condensacion de la molécula. La
lesion mas frecuente de todas las que pro-
duce el oxigeno activo es la de guaninas
con un anillo imidazol saturado (8-oxo0-7,
8-dihidro-dG). Este residuo en el ADN
toma automaticamente la configuracion
«siny y aparea con adenina provocando
transversiones en la replicacion (figu-
ra 5.7a). Hay varios mecanismos que mi-
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Figura 5.6. Diferencias entre uracilo y timina detectables por la N-glicosilasa y conversion de la citosina metilada en
timina por desaminacién oxidativa.
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nimizan en la célula la accion de los radi-
cales libres de oxigeno; uno de estos
mecanismos ni siquiera espera a que el
precursor trinucleotido (GTP) se incorpo-
re al ADN, sino que acttia directamente
en los depésitos celulares de dGTP. Los
depdsitos de GTP se mantienen mas bajos
que los de otros trinucledtidos y la enzima
MutT los repasa en busca de 8-oxo-dGTP
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que inmediatamente descompone (figura
5.7b). En las células eucarioticas, el man-
tener el metabolismo del oxigeno en las
mitocondrias es una gran medida de pro-
teccion del ADN nuclear de los radicales
libres de oxigeno. EI ADN mitocondrial
tiene una tasa mutacional unas 10 veces
mas alta que la nuclear, lo que origina una
divergencia del 2-4% por millon de afios.

a)
H
|
H O i, - N— _H
\ // H: I\I\ / — C/
HN—C \ I \\C _N
\\ ¢C§ N_ H ............ N I
N, \
—C \ C=N
N |
RENO T
Adenina «anti»
8-ox0-guanina
b)
OH* MutT
Deposito o o i
de dGTP 8-0x0-dGTP + 8-0x0-dGMP + PPi

Figura 5.7. Efecto de los radicales libres de oxigeno. a) Apareamiento entre adenina y una guanina convertida en
8-oxi-7,8-dihidroguanina por un radical libre de oxigeno. La flecha indica la rotacion de la base, con respecto a la ribosa,
de la forma «anti» a la «sin». b) Eliminacion de los residuos dGTP oxidados de los depositos celulares por la enzima MutT.

La frecuencia mutacional espontanea deberia
ser constante y al azar en todo el genoma pero hay
puntos especialmente calientes donde la acumula-
cion de mutaciones es muy superior a la media
(10-100 veces mas). Las islas CpG, por ejemplo,
suelen ser puntos calientes por la frecuencia de
desaminaciones oxidativas. Mutaciones esponta-
neas que inactivan un gen ocurren en bacterias
con una frecuencia de entre 10~y 107 sucesos por
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locus y por generacién. No hay datos compara-
bles en humanos.

5.3. MUTACIONES PROVOCADAS: AGENTES
MUTAGENICOS

La frecuencia de mutaciones se incrementa
considerablemente en presencia de ciertos com-
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puestos denominados agentes mutagénicos o mu-
tagenos. En este caso las mutaciones son induci-
das. La mayoria de los agentes mutagénicos ejer-
cen su accidén directamente sobre el ADN. En
algunos casos se intercalan ellos mismos entre las
bases del ADN, en otros sustituyen alguna de las
bases o la modifican irreversiblemente. La eficien-
cia de estos agentes se mide por el incremento que
producen sobre los valores de mutaciones espon-
taneas.

Los agentes mutagénicos suelen inducir un
tipo concreto de mutaciones:

El 5 bromouracilo. Es un analogo de la timina,
pero con un grupo bromuro en vez del metilo de
la timina, lo que le permite aparear con la guani-
na ademas de con la adenina (figura 5.8); provoca
transiciones TA — CG.

El acido nitroso. Convierte grupos «amino» en
grupos «ceto» por desaminacion oxidativa. Asi
pues, convertiremos:

Citosina en uracilo que aparea con adenina:
(C - U:A).

Adenina en hipoxantina que aparea con cito-
sina: (A —» HX:C).
Guanina en xantina que aparea con citosina:

(G — X:0).

Entre los derivados nitrosos utilizados como
agentes mutagénicos de modo rutinario en el la-
boratorio esta la nitrosoguanidina, agente muta-
génico muy cancerigeno.

Aunque la nitrosoguanidina es un agente al-
quilante, su efecto mutagénico radica en la pro-
duccion de transiciones GC — AT, pero el meca-
nismo no se conoce bien, ya que en algunos
organismos produce otras sustituciones distintas.

Hay muchos derivados nitrosos que son muy
cancerigenos. Debido a ello puede ser peligroso
ingerir en la alimentacion sustancias tratadas con
nitritos o nitratos, pues en nuestro higado una
parte de ellos se transforman en acido nitroso u
otros derivados también mutagénicos.

Agentes intercalantes. Son otro tipo de mutage-
nos, que incluyen la naranja de acridina, proflavi-
na ¢ ICR-170 (2-metoxi-6, cloro-9[3-etil-2cloro-
etil] aminopropil amino). Todos ellos se intercalan
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N
/ CH;
H
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Figura 5.8. Apareamiento del 5-bromouracilo con adenina y guanina, y férmula de la nitrosoguanidina.
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en el ADN, distorsionan la hélice y al llegar la
replicacion producen la incorporaciéon u omision
de una base por molécula intercalada. Producen
muchas mutaciones y supresiones (deleciones se-
guidas de inserciones que contrarrestaran sus
efectos).

Los rayos X producen rupturas cromosomicas
induciendo inversiones, translocaciones o delecio-
nes mas o menos grandes.

Los transposones al moverse causan mutacio-
nes insercionales (véase capitulo 2, apartado 2.3).
El gen mutado puede ser clonado utilizando como
sonda el elemento movil. Se les puede inducir a
moverse facilitando la transposasa.

Retrovirus. En células de mamiferos se han
utilizado retrovirus para inducir mutaciones en
genes que se expresan. El retrovirus infecta células
en division y se integra preferentemente en genes
activos provocando mutagénesis insercional. Se
suele sustituir el gen de la envuelta (env) por un
gen de seleccion, puro, por ejemplo, de modo que,
en presencia de puromicina, solo las células que
expresan el gen puro (N-acetil-transferasa que in-
activa al antibidtico) sobreviviran. Para aislar los
genes mutados se utiliza como sonda el propio ge-
noma retroviral en una libreria construida a partir
del genoma de las células infectadas. Variantes de
retrovirus que carecen de su promotor constituyen
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los vectores denominados trampas de promotores
que producen mutaciones en genes activos en el
momento de la insercion.

5.4. MUTAQENESIS AL AZAR Y SELECCION
ESPECIFICA

Todos los agentes mutagénicos descritos hasta
el momento provocan mutaciones al azar en el ge-
noma del organismo tratado, por lo que sera nece-
sario un proceso de seleccion para aislar mutantes
en lugares concretos de entre todos los producidos.
Por ejemplo, podemos tratar una cepa de bacterias
con nitrosoguanidina y seleccionar colonias mu-
tantes en el gen de la histidina. La seleccion se rea-
lizaria creciendo cada colonia en presencia y au-
sencia de histidina en el medio.

Si lo que buscamos son mutaciones en el ope-
ron lac de E.coli, concretamente en el gen de la
B-galactosidasa, la seleccion es mas sencilla, ya
que en presencia del sustrato cromogénico Xgal
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactoxido) la
galactosidasa produce un compuesto coloreado
que da color azul intenso a las colonias; al mutar
y desaparecer esta funcion, las colonias permane-
cen blancas. Asi, todas las colonias blancas seran
mutantes, y las azules tipo silvestre (figura 5.9).

his”

his*

® —> Tipo silvestre lac

O —>» Mutantes lac

Figura 5.9. Seleccion de mutaciones al azar. @) Mutantes en el operén de la histidina inducidos por nitrosoguanidina

y dependientes de la presencia del aminoacido en el medio para sobrevivir. b) Seleccion de mutaciones en el gen de la

[B-galactosidasa cuyo producto reacciona con un sustrato cromogénico dando color azul. Las colonias mutantes perma-
neceran de color blanco.
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En organismos mas grandes, como Drosophi-
la, 1a mutagénesis al azar se hace por radiacioén o
con elementos méviles, como ya se ha indicado.
En los experimentos de radiacion, se suelen tratar
machos con dosis apropiadas de rayos X para in-
ducir mutaciones en el esperma y luego se aparean
con hembras normales o especiales. La F, poseera
gran numero de mutaciones que deberan ser selec-
cionadas especificamente en cada caso en con-
creto.

Este tipo de mutagénesis al azar y seleccion no
siempre garantiza que la mutacion causante del
efecto que vemos en el gen seleccionado haya te-
nido lugar en el propio gen; hay efectos epistaticos
en los que una mutacion en un determinado lugar
puede afectar a la funcion de otro u otros genes
dependientes del primero.

Otra limitacidn de esta técnica es la ausencia
de métodos de seleccion especificos para la in-
mensa mayoria de los genes no muy bien caracte-
rizados e, incluso, de muchos bien estudiados.
Otro punto a tener en cuenta es que el mutante
obtenido por este método llevara, ademas de la
mutacion en el gen seleccionado, un nimero va-
riable de mutaciones en otros genes que, sin afec-
tar directamente a la viabilidad del organismo,
pueden introducir modificaciones indeterminadas
respecto al individuo normal. También conviene
mencionar que este tipo de mutagénesis requiere
una caracterizacién molecular posterior a nivel de
secuenciacion para determinar el tipo de muta-
cion originada: cambio de una sola base, pequefia
delecion, insercidn, etc. Por ultimo, hay que tener
en cuenta la diploidia de estos organismos, por lo
que mutaciones en uno solo de los cromosomas
homologos puede que no se manifiesten.

5.5. MUTAGENESIS DIRIGIDA

La mutagénesis dirigida tiene como finalidad
modificar un gen en concreto o una parte especi-
fica de uno de ellos. Puede llegar a modificar o
destruir exclusivamente un nucleotido dentro de
un gen concreto. Hay varios métodos para produ-
cir mutagénesis dirigida sobre cualquier gen clo-
nado y aislado. Una vez mutado este gen, se pue-

de estudiar in vitro o reintroducirlo en células en
cultivo para su estudio in vivo. Podemos modificar
desde un solo nucledtido o varios, hasta zonas mas
o menos extensas dentro de la region clonada. La
importancia de la mutagénesis dirigida es grande,
ya que permite modificar a voluntad cualquier gen
o su expresion. La mutagénesis permitira ideal-
mente mejorar las prestaciones de muchos produc-
tos génicos; seria como mejorar la naturaleza.

5.5.1. Estrategia de provocar deleciones

€en secuencias clonadas

La secuencia a mutagenizar debe estar clona-
da. Como ejemplo veremos como se crearon in
vitro deleciones laterales e internas para estudiar
los elementos de control de la transcripcion en el
promotor del virus de los simios: SV 40 (figura
5.10). Se utilizé la exonucleasa Bal 31. Esta nu-
cleasa elimina nucleotidos a partir de extremos
3" OH. Por secuenciaciéon del ADN se habia ya
localizado el promotor y visto la existencia de dos
bloques de 72 pares de bases repetidos, tres de 21
pares de bases también repetidos y ricos en GCy,
por ultimo, la regiéon TATA. Mutaciones en esta
region van a permitir determinar el efecto de cada
uno de estos elementos en la transcripcion de
cualquier gen puesto a continuacion. Deberemos
tener clonada la region reguladora que uniremos
a un gen senal (luciferasa, por ejemplo) de facil
deteccion en células eucarioticas. La enzima luci-
ferasa se aislo originalmente de la luciérnaga Pho-
tinus pyralis y emite luz amarilla al unirse a la lu-
ciferina, su sustrato. La reaccion requiere ATP,
Mg* y O, molecular, produciéndose un fogonazo
de luz que decae rapidamente (en menos de un
segundo), pero que puede ser captado por un lu-
minometro. La emision total de luz es proporcio-
nal a la actividad luciferasa en la muestra.

Antes de realizar la mutagénesis propiamente
dicha trataremos el recombinante representado
en la figura 5.10 con las dianas EcoRI (R) y Ba-
mHI (B), para obtener una cierta cantidad de la
region invariante (B — R) que comprende el vec-
tor plasmidico y el gen sefial /uc (luciferasa). Las
deleciones en el flanco 5' de la region reguladora
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se obtienen tratando una porcion del recombi- manera analoga, por tratamiento con BamHI (B)
nante original con EcoRI y Bal 31; a continua- y Bal 31, obtendremos recombinantes con dele-
cion tratamos con BamHI para eliminar las dele-  ciones en el flanco 3'. La transfeccion en células

ciones en la region plasmidica y uniremos esta  de mamifero y determinacién de los niveles de
molécula a la regidn invariante para obtener el  luciferasa nos indicara el efecto que la delecion
recombinante de partida, pero delecionado. De ha tenido en su expresion.

a)
3 FragmentoR ——» Bcorto 3
X i
TATA
o f 721 72 1T 11 . 1 1
GC M> luciferasa
ADN del plasmido, fragmento R <@— B, largo
Niveles de expresion
de luc
( ) + ++
Deleciones
del flanco — ) + ++
5 _
— )
R
1 (
\
1 (
. \
Deleciones . p
del flanco {
3 1 (
: (
b) k
( bY
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Figura 5.10. Mutaciones internas para el estudio de elementos de control. En la parte superior se representa el mapa
del promotor de la region temprana de SV40 y los elementos de control cuya influencia en los niveles de transcripcion del
gen sefial /uc se desea estimar. a) El tratamiento con la enzima de restriccion EcoRI (R) y la exonucleasa Bal31 origina
una serie de deleciones en el flanco 5' (fragmento R — B corto), que se unen a un fragmento B — R largo intacto. La
transformacion de células de mamiferos con estas construcciones nos permiten medir los niveles de transcripcion del gen
luc controlado por esta region promotora. De modo analogo se crean las deleciones en el flanco 3' al tratar con la enzima
de restriccion Bam (B) seguida de Bal 31. ») Combinacion de dos deleciones flanqueantes para obtener una delecion in-
terna al unir una delecion en el extremo 5' que aporta el extremo 3', con otra en el extremo 3' que aporta el extremo 5'
(flechas grises). Los huecos representan las regiones eliminadas.

© Ediciones Piramide



180 / Curso de Genética Molecular e Ingenieria Genética

Las deleciones en la region 5' afectan a uno o
los dos elementos de 72 nucledtidos, mientras
que las de la regién 3' afectan a la secuencia
TATA, y a las regiones de 21 nucleétidos proxi-
mas a ella. Con estas series de deleciones parcia-
les se transforman células eucaridticas y se mide
la expresion de luciferasa. Se observo que cuan-
do faltan los dos elementos de 72 nucle6tidos se
afecta seriamente la transcripcion por lo que son
potenciadores; en cambio, los efectos de las de-
leciones de los 21 pares de bases no son tan dras-
ticos. También se pueden elaborar deleciones in-
ternas combinando deleciones de ambos flancos.
Deleciones en la region 5' (que aportara la region
3') con deleciones en la region 3' (que aporta la
regién 5') de modo que se elimina exclusivamen-
te la region central (figura 5.10). Hay versiones
de este método en las que los segmentos elimina-
dos de la region promotora se sustituyen por
otros para que las distancias concretas se man-
tengan intactas; es analogo al método anterior,
pero con mayor numero de deleciones para com-
binar. En este caso se producen deleciones de
unos 10 nucledtidos que se rellenan con un adap-
tador sintético que contiene una diana de restric-
cion y algin nucledtido mas, hasta conseguir el
mismo tamano que la delecion.

5.5.2. Estrategia de mutaciones
puntuales en secuencias
clonadas via M13

La region que se desea mutar debe clonarse en
el fago M13 por ser un fago de banda simple que
pasa por una forma replicativa de banda doble. Se
obtiene comercialmente, asimismo, un oligoceba-
dor que lleve la mutacion puntual deseada. Este
oligocebador iniciara la sintesis in vitro de la ban-
da (-) en presencia de polimerasa, ligasa y los cua-
tro nucledtidos trifosfato. La forma replicativa
sintetizada se utiliza en ensayos de transfeccion en
E. coli, que en presencia de un M13 auxiliar ori-
ginara fagos (+) portadores de la mutacién por
haber utilizado como molde la () que lleva el nu-
cledtido alterado (figura 5.11). También se produ-
ciran fagos tipo silvestre (auxiliar) que no suelen

interferir con los que llevan inserto. La utiliza-
cion de estos M 13 (+) en una segunda infeccion in
vivo nos permite obtener formas replicativas de
ADN de doble hebra con la mutacion en las dos
hebras.

5.5.3. Obtencidn de mutaciones puntuales
por PCR

En cualquier secuencia de ADN, los oligonu-
cleétidos que sirven de cebadores pueden llevar
algun cambio en su secuencia que sera incorpora-
do en el extremo del producto amplificado. Una
variacion de este método permite introducir una
mutacion en cualquier lugar de una secuencia clo-
nada. Para ello transformaremos una PCR en dos
y utilizaremos la region a mutar como oligoceba-
dores internos solapantes (figura 5.12). Si, por
ejemplo, queremos mutar un nucleétido en la re-
gién central de un gen conocido, planificaremos
realizar dos PCR separadas simultaneas: una que
nos amplifique desde el extremo izquierdo hasta
la mutacion y la otra que lo haga desde el extremo
derecho también hasta la mutacion. Se utilizaran
cuatro oligocebadores, dos externos y los otros
dos solapantes y portadores de la mutaciéon. Los
productos de estas reacciones simultaneas se des-
naturalizan, se mezclan y se renaturalizan por las
partes solapantes. Las moléculas con extremos
3'OH se terminaran de sintetizar con la polimera-
sa y podran ser amplificadas posteriormente con
los oligocebadores externos de izquierda y dere-
cha. Estos mismos oligocebadores aportaran ex-
tremos 3'OH para la extension de los hibridos
complementarios (5'-P) y su amplificacion. Hay
una variante de este método en la que primero
amplificamos solo uno de los lados (izquierdo o
derecho) y el producto amplificado sirve de mega-
cebador para la amplificacion del producto final
(figura 5.13).

Un inconveniente de los métodos basados en
la PCR es que la mayoria de las polimerasas ter-
morresistentes carecen de actividad correctora de
errores pudiendo introducir alteraciones adicio-
nales a las planificadas, por lo que conviene se-
cuenciar los productos obtenidos.
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Figura 5.11.

Mutaciones con oligocebadores y M13. Utilizacion de un pequeno oligocebador obtenido comercialmen-

te correspondiente a la region que se desea mutar en la que se ha cambiado un unico nucle6tido A/G; apareamiento con
MI3 y sintesis de la banda complementaria (-). La forma replicativa creada in vitro es transferida a E. coli en presencia
de un fago MI3 auxiliar. Se obtendran fagos M 13 que habran incorporado la mutacién deseada.

Construccion de genes quimera

La reaccién en cadena de la polimerasa puede
también utilizarse como método de obtencion de
alteraciones en determinados genes al unir partes
de dos genes distintos en una misma unidad. Hay
muchas situaciones en las que la construccion de
genes quimera puede ser deseable, por ejemplo,
para facilitar su purificacion o para crear funcio-
nes adicionales a las ya realizadas por una protei-
na. En estos casos se utilizan oligocebadores mix-
tos obtenidos comercialmente con secuencias de
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ambos genes y dos extremos 3'OH (figura 5.14).
Se amplifica primero la parte correspondiente al
gen A, se desnaturaliza el producto y se utiliza
como megacebador para la amplificacion de la
parte que interese del gen B.

5.6. MUTAGENESIS IN VIVO
Existen varios métodos de introducir una mu-

tacion en un gen concreto in vivo. En este aparta-
do analizaremos algunos de estos métodos.
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Figura 5.12. Mutagénesis mediante reaccion en cadena de la polimerasa. Si deseamos producir una mutacion en el

centro del ADN que se muestra en la parte superior (x), procederemos del modo siguiente: se parte de dos reacciones de

PCR (derecha e izquierda) y dos oligocebadores externos (flechas); también se sintetiza un oligo en el que hayamos in-

troducido un nucleotido erroneo que constituira la mutacion (flecha quebrada en la figura). Las dos reacciones de PCR

se llevan a cabo por separado, pero sus productos se juntan para formar hibridos con dos extremos 3'OH que podran ser
extendidos y amplificados utilizando los oligocebadores exteriores de la primera reaccion.

Mutagénesis por recombinacion homéloga:
dianas génicas

Uno de los métodos mejores y mas tradiciona-
les para determinar la funcion de un gen es identi-
ficar o producir una mutacién y ver el efecto que
ello genera en la célula o el organismo. La mutagé-
nesis por recombinacién homodloga permite susti-
tuir cualquier gen por una version truncada del

mismo gen. Cuando esto ocurre hablamos de una
diana génica (figura 5.15). La forma mas sencilla
de modificar la copia del gen transferido es me-
diante un gen de seleccion positiva, como neo me-
tido en su interior (vector de reemplazamiento). El
gen de seleccion confiere resistencia a los antibioti-
cos neomicina, kanamicina y G 418, todos ellos
aminoglicésidos que se unen a determinadas pro-
teinas ribosomales bloqueando la sintesis de protei-
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Figura5.13. Variante de mutagénesis por PCR utilizando el producto de una primera amplificacion de la parte derecha
como megacebador del fragmento total.

nas. El gen neo codifica la enzima aminoglucosido-
fosforribosil-transferasa, que inactiva el antibiotico.
En sistemas bacterianos la neomicina es el antibio-
tico mas eficaz; en mamiferos en cambio es el G418,
y en plantas, la kanamicina. La construccion que
se introduce en las células posee ademas el gen de
la quinasa de timidinas (tk) virus Herpes simplex
(VHS) en uno de sus extremos.

El tipo de seleccidon aplicado en estos experi-
mentos es doble: por una parte, se selecciona po-
sitivamente por la presencia del gen neo, y, por
otra, seleccionaremos negativamente por la au-
sencia del gen tk del virus Herpes simplex, lo que
nos indicara que la recombinacién ha tenido lu-
gar en la diana y no al azar. La enzima Tk codifi-
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cada por el VHS no es tan estricta como la de la
célula y puede incorporar analogos de nucleosi-
dos como el aciclovir o ganciclovir (analogo de la
guanina) que son toxicos letales para las células
en division. El vector recombinante, una vez en el
interior del nucleo, tiene dos opciones, la integra-
cion en el primer lugar accesible o la busqueda de
su homologo. Si la recombinacidn es al azar, ésta
normalmente tiene lugar por los extremos del
fragmento y, por tanto, incluira el gen de la tk del
VHS (figura 5.15); si, por el contrario, la recom-
binacién ocurre en el locus diana, el gen de la tk
de VHS sera excluido.

El método aqui descrito de recombinacion ho-
mologa también puede utilizarse para crear muta-
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Figura 5.14. Construccion de proteinas mutantes quiméricas por PCR. Los oligocebadores que se emplean para la

amplificacion del gen A son mixtos y llevan una pequeia region complementaria al gen B. El producto de la primera

amplificacion se desnaturaliza e hibrida con el gen B; se amplifica seguidamente la parte correspondiente al gen B utili-
zando como megacebador el producto de la primera amplificacion.

ciones puntuales o deleciones muy pequeiias en La recombinacién homologa (o dianas géni-
genes homologos. En estos casos no tenemos se-  cas) se produce con una frecuencia aproximada
leccién positiva dentro del gen y dependemos de de una por cada 3 x 10° células de mamiferos
la negativa que se encuentra fuera de la region de transfectadas. Esta baja frecuencia puede incre-
homologia. mentarse dependiendo, no tanto de la concentra-
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Figura 5.15. Estrategia para modificar genes por recombinacion homologa (diana génica). El gen neo y un promotor
(pr) sustituyen una parte del gen diana y constituyen la seleccion positiva del evento. En version esquematica se represen-
tan las diferencias de integracion en la recombinacion al azar y la homologa. La integracion al azar (a la derecha) inclui-

ra el gen tk, las células seran Tk* y moriran en presencia de

ganciclovir. La recombinaciéon homologa (a la izquierda)

convertira las células en deficientes para la Tk del virus Herpes simplex con lo que seran resistentes al ganciclovir.

cion del vector de reemplazamiento, como de la
longitud de la region homologa. Varios grupos
de investigacion independientes han verificado
que el incremento de la region de homologia de 2
a 6 kb aumenta la frecuencia de dianas génicas
en, aproximadamente, 4 veces. En células de ma-
miferos, excepto en los cromosomas sexuales,
tendremos dos copias del gen a mutar, con lo que
requeriremos dos sucesos de recombinacion ho-
moéloga, uno en cada homologo para obtener una
célula con inactivacion total de expresion (knock-
out). La obtencion de dianas génicas por recom-
binacion homologa también se ha aplicado para
mutagenizar extensas regiones clonadas en cro-
mosomas artificiales de bacterias (300 kb) proce-
dentes de organismos con pocos mutantes natu-
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rales accesibles para su estudio. El sistema se ha
empleado con éxito en el pez cebra, donde se han
obtenido mutaciones en diversos genes y regiones
reguladoras previamente clonadas en un cromo-
soma artificial. La copia modificada lleva, ade-
mas de la interrupcion por el gen de seleccion
neo, dos segmentos chi (5GCTGGTGG 3') con-
venientemente orientados al inicio y al final del
segmento de homologia. Como se ha menciona-
do en el capitulo 2 (apartado 2.1.1), las secuen-
cias chi estimulan la recombinaciéon homologa en
bacterias mediada por el sistema RecBCD (figu-
ra 2.5). Con este sistema se han obtenido recom-
binaciones muy precisas en el lugar deseado sin
incrementar las reordenaciones en otros lugares
del cromosoma artificial.
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Mutagénesis por quimeras ADN-ARN

La técnica se basa en la introduccion en la cé-
lula de una quimera: ADN-ARN de hebra senci-
lla circular, que lleve la secuencia diana con la mu-
tacion deseada en la parte de ARN (figura 5.16).
El método se basa en la alta eficiencia con que se
forman complejos ADN/ARN desplazando a los
ADN-ADN endogenos. El apareamiento favorece
la recombinacion homoéloga en la que la molécula
de ARN sustituye a la de ADN idéntica. El cam-
bio de un codén funcional por uno de termina-
cion (stop) nos dejara fuera de combate la funcion
del gen por KO (del inglés, knock-out) siempre que
sea unico o que ocurran tantas dianas génicas
como multiplos haploides del genoma. Después
de una serie de reparaciones y divisiones en las
que el ARN se convertira en ADN vy se reparara
cambiando el nucleotido de la hebra celular origi-
nal, la mutacion estara totalmente integrada.

Mutagénesis por quimeras enzimaticas entre
Fok I y nucleasas de dedos de zinc o TALEN

Como se ha descrito en el capitulo 3, aparta-
do 3.2.1 y figura 3.19, las quimeras entre la region
de corte de la enzima de restriccion Fok I y ele-
mentos de reconocimiento de secuencias especifi-
cas en el ADN permiten realizar cortes especificos
en los genomas de organismos superiores. Los dos
tipos de quimeras mas populares son las nucleasas
de dedo de zinc y las quimeras TALEN. En ambos
casos se produce un corte mediado por la enzima
Fok I en las dos hebras de un ADN de cualquier
procedencia, en el lugar preciso estipulado por los
dedos de zinc o los modulos TAL.

Se ha observado que, como consecuencia de
este corte, al menos en células de mamiferos se
desencadenan dos posibles mecanismos de repa-
racién: 1) el inicio de una recombinacién homolo-
ga con la cromatida hermana sustituyendo asi su
propio ADN por el de la otra cromatida, y 2) re-
paracion de los terminales cortados. En este se-
gundo caso la reparacion es complicada, ya que se
podria iniciar una degradacién nucleolitica letal
para la célula; para evitarlo, los terminales rotos
se unen a factores proteicos especiales que se en-

a) ADN hebra simple

ARN hebra simple
[ TAcaTldcGacT]

TACGTA|ICGACT
AT GCA CTGA

ADN hebra doble

b) ADN

T ACGTACGACT
ARN

[ TAcGTCCGACT |

ATGCATGCTIGA

C

)

TACGT ¢ CGACT

ATGCAT|GCTGA

ADN hebra doble

d)

TACGTC|ICGACT

AT G CAIG|/G CT GA

ADN hebra doble reparado

Figura 5.16. Mutagénesis por quimeras ADN-ARN.

a) Quimera sintética formada por ADN-ARN de banda

simple que se introduce en células, y contiene la mutacion

en la parte de ARN. ) Desplazamiento de la banda idén-

tica de ADN y recombinacion. ¢) Resultado de la recom-

binacion y sustrato de la reparacion. d) Molécula de ADN
restaurada.

cargan de acercar y ligar los terminales. El proce-
so es mutagénico, pues se suelen introducir peque-
fas deleciones o inserciones en el lugar de union
de las partes (figura 5.17).
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Figura5.17. Mutagénesis por quimeras de nucleasas de
dedo de zinc o TALEN. El dedo de zinc o los mddulos
TAL reconoceran una secuencia que la enzima de restric-
cion Fok I modificada cortara produciendo una ruptura
en las dos hebras de ADN de dificil reparacion. Como
consecuencia se desencadenara uno de los dos mecanis-
mos siguientes: a la izquierda, recombinacién homologa si
en las proximidades hay un ADN donante, y a la derecha,
restauracion con introduccion de pequenas deleciones o
inserciones.

El mecanismo produce dianas génicas por KO
y también se puede utilizar para terapias génicas.
En enfermedades dominantes, por ejemplo, se po-
dria sustituir el alelo mutado por el normal. Tam-
bién se podria hacer llegar al entorno de la ruptu-
ra un ADN donante que se incorporara durante
la recombinacion homoéloga.

Mutagénesis por tijeras quimicas

Por tultimo, volveremos a mencionar las tijeras
quimicas (capitulo 3, apartado 3.1.1, figura 3.3)
para cortar un ADN de doble hebra utilizando
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pseudo-oligonucledtidos complementarios a las
dos regiones adyacentes al lugar de corte; cuando
estas regiones apareen con el ADN correspon-
diente, dejaran una pequefia regiéon de ADN de
hebra simple. En este punto se afiade el compo-
nente de Cerio/EDTA que rompera en la region
de ADN de hebra simple de cada hebra del ADN.
El resultado se resolvera como se ha explicado en
el caso anterior con dos posibles mecanismos de
reparacion: la recombinacién homédloga con un
ADN donante cerca, o la mutagénesis repara-
dora.

5.7. MUTAGENESIS CONTROLADA A NIVEL
DE GENOMAS COMPLETOS: BACTERIAS
SINTETICAS

Cuando la alteracion de una pequena parte
del genoma pasa a gran escala, tendriamos la mo-
dificacién de todo el genoma de un organismo. Se
han obtenido bacterias sintéticas por modificacio-
nes parciales ampliadas hasta lograr la sustitucion
total del genoma de partida. El genoma sintético
puede ser idéntico al de partida o, durante el pro-
ceso de sintesis, podemos modificarlo a voluntad.

Hasta el momento se han utilizado dos méto-
dos para la obtencion de bacterias con el genoma
remodelado: 1) el método quimico o sintesis de
novo, que consiste en sintetizar nucledtido a nu-
cledtido fragmentos de ADN que, a su vez, se van
ensamblando en unidades cada vez mas grandes
hasta conseguir el genoma completo, y 2) el méto-
do bioldgico que consiste en sustituir paulatina-
mente, por recombinaciones homologas, el geno-
ma natural por oligonucleo6tidos sintéticos.

En ambos casos podremos introducir los cam-
bios que deseemos durante el proceso de sintesis.
Veremos en detalle un ejemplo del método biolo-
gico en el que el genoma natural de E. coli se ha
sustituido por otro totalmente sintético y equiva-
lente en el que todos los codones «ambar» de ter-
minacion (TAG, 314 en total) se han cambiado
por los codones «ocre» (TAA) de funcion idénti-
ca. El procedimiento consistio en dividir el geno-
ma natural de E. coli en unas 32 regiones de 100
kb cada una (100.000 nucleétidos) de modo que



188 / Curso de Genética Molecular e Ingenieria Genética

cada region llevara aproximadamente unas 10 se-
cuencias TAG. Para cada division se sintetizaron
numerosos oligonucleo6tidos pequetios (20-50 nu-
cledtidos) que cubrian toda la zona y que poseian
los codones stop TAA en sustitucion de los TAG.
La primera fase consistio en obtener 32 variantes
de E. coli, cada una con una region concreta sus-
tituida por haber forzado la recombinacién ho-
mologa entre los oligonucleo6tidos sintéticos y los
naturales (figura 5.18a). La verificacion de la sus-
titucion se realiza por secuenciacion. El paso si-
guiente consistid en favorecer la conjugacion y
recombinacién entre bacterias con regiones susti-
tuidas adyacentes hasta conseguir cuatro cepas en
las que un cuarto del genoma estaba ya sustituido
y carecian de codones TAG. El paso final fue la
conjugacion y recombinacion de las cuatro cepas,
dos a dos, hasta completar la mitad del genoma
sustituido en las dos finalistas que dieron lugar,
por el mismo procedimiento, a una ultima cepa de
E. coli con todo el genoma artificial y ningtin co-
don stop TAG (figura 5.18). Como ya no era ne-
cesario, también se eliminé el gen correspondiente
a la proteina que lee el codon ambar. La bacteria
resultante es viable y aparentemente normal.
Entre las aplicaciones mas interesantes de esta
metodologia esta la de conseguir, por ejemplo,
bacterias resistentes a virus, lo que beneficiaria
mucho a empresas biotecnoldgicas que emplean
grandes cantidades de bacterias recombinantes
para producir un gran nimero de productos. Una
infeccion viral durante la produccién obliga a
cancelar la elaboracién del compuesto con los
consiguientes retrasos y pérdidas asociados. Se
podria manipular el genoma de una bacteria de
modo analogo al ya explicado, teniendo en cuenta
que el coédigo genético esta degenerado y que exis-
ten varios codones para un mismo aminoacido. Se
podria, por ejemplo, eliminar por completo del
genoma de una bacteria uno de los codones re-
dundantes del aminoacido prolina (CCC o CCQG),
sustituyéndolo por el otro (CCC — CCG). Asi la
célula no necesitaria el aminoacil-ARN de trans-
ferencia que lleva CCC como anticodén y que es-
taria cargado con prolina (figura 5.185), por lo
que se puede eliminar el gen correspondiente. Sin
embargo, cualquier virus que infecte la bacteria

necesitard el aminoacil-ARNt que tenga como
anticodon CCC y esté cargado con prolina, para
llevar a cabo la sintesis de sus proteinas. La infec-
cion sera abortiva si la sintesis de las proteinas
virales esta bloqueada.

5.8. MUTACIONES Y CANCER

El cancer es una enfermedad genética que
puede tener un fuerte componente epigenético y
que se caracteriza por un crecimiento incontrola-
do de células pertenecientes a un tejido; estas cé-
lulas pueden abandonar el ntcleo tumoral inicial
y alcanzar nuevos destinos (metastasis).

La enfermedad se produce por la acumulacion
de mutaciones en el genoma y alteraciones epige-
néticas relativas a los niveles de expresion de de-
terminados genes. Dependiendo del tejido donde
se produzca originalmente, puede tener caracteris-
ticas distintas y malignidad dispar. Es una enfer-
medad multigénica, es decir, que la patologia esta
producida por la alteracion de varios genes, pero
éstos pueden variar de un caso a otro.

Los genes cuyas mutaciones contribuyen al
desarrollo de un cancer se denominan oncogenes
y los que de manera natural impiden la prolifera-
cion celular se llaman oncosupresores. Un cancer
se desarrolla por una combinacién de fallos en
oncogenes y oncosupresores, tanto a nivel genéti-
co como epigenético. Dentro de las modificacio-
nes epigenéticas de oncogenes y oncosupresores
que contribuyen al desarrollo de un cancer, en-
contramos la metilaciéon del ADN, modificacio-
nes de las histonas y remodelacion de la cromatina.

La masa de células que prolifera en exceso res-
pecto a sus homologas tisulares constituye el tu-
mor primario. Cuando las células de este tumor se
mantienen compactas, adheridas entre si y quiza
rodeadas por una membrana basal que las separa
del resto de las células, se denomina tumor benig-
no 'y suele eliminarse por cirugia, sin mayores con-
secuencias. Los tumores malignos, en cambio, van
acompanados de nuevas alteraciones que impli-
can fallos adicionales en las proteinas que mantie-
nen la adhesion entre las células, como las integri-
nas, o exceso de funcién de metaloproteasas que
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Figura 5.18. Construccion de una bacteria sintética por el método bioldgico de reemplazamiento de fragmentos por re-
combinacion homologa y posible aplicacion. @) El genoma se divide en 32 regiones consecutivas y a cada cepa de E. coli se le
asigna una region. Cada region se bombardea con oligonucleotidos sintéticos que llevan sustituidos los codones stop TAG
por sus equivalentes TAA y que por recombinacion homologa suplantaran al genoma original en la region concreta. Por
conjugacion y recombinacion entre cepas con regiones adyacentes sustituidas se obtendran 16 cepas con fragmentos sintéticos
adyacentes sustituidos. El proceso se repite hasta obtener 8 cepas con un octavo del genoma sustituido primero, 4 cepas con
un cuarto del genoma sustituido después y asi hasta obtener en pasos sucesivos una bacteria con todo el genoma sustituido.
b) construccion de una bacteria resistente a virus sustituyendo en el genoma los codones CCC por CCG y eliminando el gen
del aminoacil-ARNt cargado con prolina; cualquier virus que infecte la bacteria no podra sintetizar proteinas y morira.
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degradan los componentes de la matriz extracelu-
lar. En muchos tipos de cancer, como en colon o
en cerebro, se puede producir el paso secuencial
de un tumor benigno a maligno, lo que requiere
tiempo en el que las nuevas modificaciones ocu-
rren. En estos casos se observa que las primeras
mutaciones confieren una ventaja proliferativa y
pueden ser de dos tipos: conductoras y pasajeras;
las mutaciones conductoras son esenciales para el
incremento de la proliferacion, pero las mutacio-
nes pasajeras van de acompanantes, probablemen-
te ocurren en regiones del ADN sin una funcién
esencial en el proceso de desarrollo del tumor.

Para que un tumor sobreviva es necesario un
aporte de oxigeno y nutrientes, lo que se consigue
por la formacion de nuevos vasos sanguineos
como respuesta a la secrecion de factores angiogé-
nicos por las propias células tumorales. Asimis-
mo, es muy probable que nuestro sistema inmune
esté eliminando sistematicamente posibles células
de caracteristicas distintas a las del tejido donde
surgen y que pudieran ser tumorales; fallos en esta
vigilancia antitumoral también contribuirian al
desarrollo de un tumor. El papel del sistema in-
mune en cancer es comprometido, ya que debe eli-
minar células propias «ligeramente distintasy,
algo para lo que quiza no esté programado.

Si una de las causas del desarrollo de un can-
cer es una acumulacion de mutaciones, parece una
buena practica preventiva evitar en la medida de
lo posible los agentes mutagénicos.

Test de Ames para detectar agentes
mutagénicos

Bruce Ames demostrd en el test que lleva su
nombre (test de Ames) que una inmensa mayoria
(90%) de agentes mutagénicos son carcinogénicos.
El test se basa en la utilizaciéon de una cepa mutan-
te de la bacteria Salmonella typhimurium, auxotro-
fa para histidina, y determina el porcentaje de re-
vertientes en distintas condiciones o en presencia
de determinadas sustancias. Se prepard un homo-
genado de higado de rata que se afiadié al medio
y se probo el efecto de sustancias mutagénicas, car-
cinogénicas o sustancias sospechosas de serlo. Se
observd que en un gran nimero de casos la pro-
porcion de revertientes his™ a his™ se incrementaba
enormemente en las proximidades al lugar donde
se habia colocado la sustancia mutagénica/carci-
nogénica (figura 5.19). El suplemento de higado de
rata tiene como mision facilitar todas aquellas en-
zimas que pueden transformar compuestos pre-
cursores en otros verdaderamente carcinogénicos.

s
Medio de cultivo suplementado
con higado de rata + Salmonella

auxotrofa para histidina.

+

Agente sospechoso

&A

%

Medio de cultivo sin histidina
(histidina ")

Medio de cultivo suplementado
con histidina (histidina™)

Medio de cultivo sin histidina
(histidina")

Figura 5.19. Test de Ames. Se determina la frecuencia de revertientes histidina™ a histidina* en presencia de un agente
sospechoso de ser carcinogénico colocado en el centro del medio de cultivo.
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El paisaje genomico humano del cancer

Un estudio global sobre el genoma humano
en el que se han secuenciado y analizado mas de
100 tumores de varios tipos concretos de cancer
ha puesto de manifiesto una serie de caracteristi-
cas novedosas de gran interés.

En tumores sélidos de colon, mama, cerebro o
pancreas se encuentra una media de 33 a 66 genes
alterados portadores de mutaciones en su mayoria
puntuales. Por el contrario, los melanomas y tu-
mores de pulmoén acumulan muchas més mutacio-
nes (unas 200) quiza debido al efecto que sobre
estos tejidos tienen potentes agentes mutagénicos
como son la luz ultravioleta y el tabaco, respectiva-
mente. En consonancia con estos datos, se ha ob-
servado que los tumores de fumadores tienen diez
veces mas mutaciones que los de no fumadores.
Asimismo, los tumores de cualquier tipo, con mu-
taciones en alguna de las enzimas de reparacion
del ADN o mutaciones en la actividad correctora
de errores de las ADN polimerasas, suelen acumu-
lar miles de mutaciones. Por el contrario, los tumo-
res pediatricos y las leucemias suelen tener una me-
dia de 9,6 mutaciones puntuales por neoplasia.

En la mayoria de los tumores sélidos también
se han detectado docenas de translocaciones, pero
estas alteraciones parecen ir mas bien de pasajeras
que de conductoras, lo que parece indicar que las
rupturas ocurren con mayor frecuencia en regio-
nes no relacionadas con proteinas implicadas en
la proliferacion celular.

Hemos distinguido entre mutaciones conduc-
toras y pasajeras dependiendo de que originen
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una ventaja proliferativa a la célula o no, respec-
tivamente; debemos aclarar que cualquier onco-
gén puede albergar los dos tipos de mutaciones,
por lo que en algunos casos funcionara como con-
ductor y en otros como oncogén pasajero. En el
paisaje genomico humano del cancer, se definen
como «montafias» los oncogenes que acumulan
un gran nimero de mutaciones y supuestamente
funcionan como conductores; se definen como
«colinas» los oncogenes que acumulan un nimero
menor de mutaciones, pero que también pueden
albergar mutaciones conductoras. En la mayoria
de los canceres nos topamos con mas colinas que
montafias. Cuando un oncogén o un oncosupre-
sor no esta mutado, pero contribuye al desarrollo
de un cancer por modificaciones epigenéticas en
las que se altera sustancialmente la expresion de-
bido a metilaciones o modificaciones de la croma-
tina, también se le considera conductor, aunque
para distinguirlo se le suele llamar epi-conductor.
Un recuento de todos los genes conductores en-
contrados en el estudio realizado arroja un valor
de 125 genes conductores distintos, de los cuales
71 son oncosupresores y 54 oncogenes. Asi, vol-
viendo a los datos sobre nimero de mutaciones en
tumores solidos de colon, mama y cerebro men-
cionados al principio del apartado, ahora puntua-
lizaremos que la media de genes conductores en
este tipo de tumores es de 3 a 6; siendo 0 para los
tumores pediatricos. Mucho mas complicado es
determinar el nimero de epi-conductores, ya que
el estado de metilacién de un gen puede variar
dependiendo del tipo de célula o de la edad del
paciente.

LECTURAS COMPLEMENTARIAS

Cancer genome landscapes. Articulo de revision. Bert
Vogelstein, Nickolas Papadopoulos, Victor E. Velcu-

lescu, Shibin Zhou, Luis A. Diaz, Kenneth W. Kin-
zler. Science, vol. 339, 1546-1558. 2013.
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Transferencia genética
en levaduras e insectos

Las levaduras mantienen las ventajas de los
microorganismos en cuanto a que son unicelula-
res, de facil manipulacion y crecimiento rapido.
Su organizacion celular es, sin embargo, eucario-
tica, permitiendo la realizacion de procesos de ex-
presion y maduracién caracteristicos de células
animales y vegetales.

6.1. CLONACION EN LEVADURAS:
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Las levaduras, en su calidad de eucariotas,
pero a la vez unicelulares, representan un puente
bioldgico entre bacterias y organismos superiores.
Son la alternativa natural en la produccion a esca-
la industrial de proteinas con interés farmacologi-
co para terapia humana. Las levaduras son capa-
ces de llevar a cabo procesos que no realizan las
bacterias y que pueden ser importantes para la
expresion de un gen eucariotico en un sistema dis-
tinto. Realizan acetilaciones N-terminales, N-gli-
cosilaciones, fosforilaciones, eliminacion de la me-
tionina inicial en la proteina madura, secrecion
proteica, procesamiento proteolitico, y permiten
la unién y ensamblaje de subunidades en macro-
moléculas. Ademas, son faciles de cultivar y bara-
tas de mantener. Por todo esto las levaduras po-
drian utilizarse para la expresion de proteinas
humanas con interés biotecnoldgico. Pero las le-
vaduras presentan limitaciones en cuanto a la efi-
ciencia con la que realizan estas funciones sobre
proteinas procedentes de organismos evolutiva-
mente lejanos. El patron de glicosilacidon puede no
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ser totalmente fiel al original, la eliminacion de la
metionina puede no alcanzar a todas las molécu-
las, etc.

Las levaduras también nos permiten clonar
fragmentos de ADN de gran tamaiio. Insertos de
100 a 2.000 kb (2 megabases; mgb) de cualquier
organismo pueden mantenerse en los vectores
YAC (del inglés: Yeast Artificial Chromosome),
que describiremos con detalle en este capitulo.
Esta posibilidad tiene singular importancia cuan-
do interese aislar un gen completo que posea mu-
chos intrones y esté muy extendido en el genoma
original.

Las levaduras constituyen los vehiculos de
clonacién eucarioticos mas versatiles y en los que
se han llevado a cabo manipulaciones mas sofisti-
cadas.

Saccharomyces cerevisiae es la levadura mejor
estudiada. Su nombre se refiere a su papel en la
fermentacién de la cerveza, pero también intervie-
ne en la fermentacién de frutas en vinos y en la
elaboracién del pan. Hay, pues, una larga tradi-
cion en la explotacion de este organismo por in-
dustrias biotecnologicas. En realidad, uno de los
primeros productos comerciales elaborado con
técnicas de ingenieria genética fue una vacuna
contra el virus de la hepatitis B y el proceso se
llevo a cabo en S. cerevisiae.

Saccharomyces es uno de los pocos organis-
mos eucaridticos que posee un plasmido natural
no virico, denominado el «circulo de 2 um», que
ha facilitado enormemente la construccion de
vectores y sistemas de expresion. Su genoma esta
secuenciado y todos sus genes han sido identifica-
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dos. Estos pueden ser directamente sustituidos y
mutagemzados 4 ademas, se pueden aislar estruc-
turas cromosdémicas, como centromeros o telo-
meros, para manipularlos y formar cromosomas
artificiales de gran utilidad en la clonacion de
grandes fragmentos de ADN.

S. cerevisiae es un organismo unicelular, de
forma eliptica, con un espacio periplasmatico en-
tre la membrana citoplasmatica y la pared celular
externa. Su genoma tiene 12.000 kb (kilobases) de
ADN organizadas en 16 cromosomas portadores
de 5.500 genes. Los cromosomas son separables
por electroforesis en campo pulsante. Este tipo de
electroforesis fuerza a las moléculas de ADN a
cambiar la direccion en la que se estan moviendo
al someterlas a campos eléctricos alternantes con
intervalos de tiempo muy cortos. Las moléculas
pasan la mayor parte del tiempo reorientandose;
la movilidad es muy pequefia y practicamente in-
dependiente del tamano de las moléculas.

Aunque la mayoria de los procesos celulares
en levaduras son muy parecidos a los de células de
mamiferos, hay algunas diferencias notables. La
glicosilacion, por ejemplo, es mas simple que en
mamiferos. En levaduras sélo se afiaden residuos
de manosa formando estructuras ramificadas en
asparraginas, serinas o treoninas; en mamiferos,
las estructuras ramificadas pueden tener hasta
150 residuos e incluir una gran variedad de azica-
res complejos. Otra diferencia radica en la perma-
nencia de la membrana nuclear durante la mitosis,
mientras que en mamiferos se destruye. Por ulti-
mo, las secuencias consenso que determinan el
borde 3' de los ayustes es distinto en levaduras,
con lo que la maduracion de ARN de organismos
superiores en éstas no es muy precisa.

El ciclo vital de S. cerevisiae tiene una fase ha-
ploide y otra diploide, ambas estables, siendo el
tiempo de generacion de una hora y media en
buenas condiciones de cultivo. Las células se divi-
den por gemacion. Células haploides de distinto
tipo de apareamiento (a o o) pueden unirse para
formar diploides (figura 6.1). El apareamiento
esta controlado por el locus MAT (del inglés ma-
ting type), situado en el cromosoma 3. En células
haploides, si se expresa el alelo o del gen MAT, la
célula sera alfa (a), y si se expresa el alelo a sera

«a». En realidad, MAT controla la expresion de
los genes especificos de o o a. Estos genes son, por
ejemplo, el MFa que produce el factor alfa, o el
MFa que produce el factor a. Alfa y a son peque-
fos péptidos semejantes a hormonas que se excre-
tan promoviendo el apareamiento con las células
de tipo contrario. Alfa estimulara a las células de
tipo a, y viceversa. La union de células o/a produ-
ce células diploides que, bien pueden propagarse
indefinidamente por mitosis, o pueden ser induci-
das a entrar en meiosis y a esporular en un medio
deficiente en compuestos nitrogenados. La espo-
rulacioén origina cuatro esporas haploides reuni-
das en un ascus, que pueden aislarse y producir
colonias individuales, pudiéndose analizar separa-
damente los productos directos de la meiosis.

e
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\u/ 32 cromosomas
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Figura 6.1. Ciclo vital de S. cerevisiae. Las células ha-

ploides de tipo «a» o «o» se fusionan para formar diploi-

des; éstas, a su vez, especialmente en condiciones adversas,

entran en meiosis, esporulan y originan esporas nuevamen-
te haploides.

6.2. METODOS DE TRANSFORMACION
Y SELECCION EN LEVADURAS

La transformacién en levaduras se lleva a
cabo por tratamiento con sales de litio seguido de

© Ediciones Piramide



una solucién de PEG 4000 (polietilenglicol) que
favorece la entrada del ADN y un choque térmico
para facilitar el proceso. El procedimiento en si es
mutagénico; y, por tanto, si se introduce un gen
seleccionable, es importante verificar que la rever-
sion a tipo silvestre ha sido debida a la transfor-
macion y no a una segunda mutacion.

La seleccion de levaduras que han adquirido
un ADN recombinante frente a las que no lo han
hecho es relativamente sencilla, puesto que se co-
nocen cepas mutantes o auxédtrofas y marcadores
seleccionables que se incorporan al vector y su-
plen las carencias o mutaciones. En la tabla 6.1 se
muestran los marcadores mas usados para la se-
leccién. También se utilizan marcadores domi-
nantes que se manifiestan sobre un genotipo sil-
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vestre, como los genes que inducen resistencia a
antibidticos. Por ejemplo, el gen de la enzima clo-
ranfenicol acetiltransferasa confiere resistencia al
cloranfenicol (¢f*) y el de la neomicin-fosforribo-
sil transferasa (neo) al antibiotico G418 (véase
capitulo 4, apartado 4.2.1). Este tipo de marcado-
res se utiliza preferentemente para transformar
cepas de Saccharomyces de interés industrial, ya
que suelen ser poliploides, y las variantes auxotro-
ficas son muy dificiles de aislar. EI gen de selec-
cion determinante de la puromicina-acetiltransfe-
rasa (puro) no es valido para conferir resistencia
a puromicina en el sistema de levaduras, ya que el
antibiotico es automaticamente expulsado de la
levadura en cuanto entra, confiriendo al organis-
mo una resistencia natural al compuesto.

TABLA 6.1
Mutaciones de genes de levaduras utilizadas en sistemas de seleccion y gen neo
Gen* Enzima Mutacion en E. coli
HIS3 Imidazol glicerolfosfato IGP dehidratasa hisB
TRP5 Triptofano-sintetasa trpAB
LEU2 B-isopriomalatodehidrogenasa leuB
URA3 Orotidin 5'fosfato decarboxilasa pyrF
neo Neomicina-fosforribosil transferasa neo

* En levaduras el gen silvestre se escribe, con frecuencia pero no siempre, con mayusculas y cursiva, mientras que el gen mutante

se suele escribir con mindsculas y cursiva.

6.3. TIPOS DE VECTORES EN LEVADURAS

En levaduras, careciendo de vectores de origen
virico, podemos distinguir dos tipos de portado-
res génicos:

— Vectores de integracion cromosomica.
— Vectores de replicacién autonoma. Estos,
a su vez, se dividen en:

* Vectores de clonacion: autdbnomos basa-
dos en componentes cromosémicos y

© Ediciones Piramide

cromosomas artificiales (CAL, en ver-
sion anglosajona YAC).

* Vectores de expresion: derivados del
plasmido de 2 um y vectores mixtos.

Todos estos vectores ofrecen la posibilidad de
amplificar el vector en procariotas antes de ser in-
troducidos en la levadura. El sistema de levaduras
se utiliza fundamentalmente con la finalidad de
expresar el gen clonado en un sistema eucariotico,
con la excepcidon de los CAL o YAC, donde la
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posibilidad de grandes insertos supera el interés
tradicional.

6.3.1. Vectores de integracion

cromosomica

Los vectores de integracion son moléculas hi-
bridas que contienen un plasmido procariotico y
secuencias de levadura. La presencia del plasmido
procariotico facilita el crecimiento y preparacion
de grandes cantidades del vector en E. coli. Las
secuencias de levadura permiten una integracion
en su propio genoma por recombinacién homolo-
ga. Cualquiera de los genes descritos en la ta-
bla 6.1 es apto para crear la homologia necesaria
para la recombinacion (HIS, por ejemplo), pero
en la actualidad se prefiere provocar la integra-

cion en un lugar cromosomico mas neutro como
es el gen HO. Este gen determina una recombina-
sa de «homotalismo» que realiza el cambio de
tipo sexual de o a «a», o viceversa, en c¢lulas ha-
ploides; asi, en las levaduras con interés industrial
no se expresa por ser éstas, al menos, diploides.

Los vectores de integracion se utilizan princi-
palmente con dos finalidades:

— Introducir un gen de interés en la levadura.

— Provocar deleciones en genes concretos
por recombinaciéon homologa (dianas gé-
nicas).

Un vector de integracion de levaduras tipico,
también llamado vector lanzadera, es el pFA6-
kanMX3 (figura 6.2a) que tiene un esqueleto pro-
caridtico del tipo bluescript de 2,5 kb (capitulo 4,
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. Region ' Region 3' 5
Regionde  del gen HO kanMX3 del gen HO  Region de
policlonaje | policlonaje

Gen
S l P deinterés T  PTEF TTEF /
L B > o - p
Repeticion Repeticion
directa directa
Bluescript
b)
Region de .,
policlonaje Region de
policlonaje
\ Gen a mutar PTEF TrEF Genamutar
111 - > neo ->-pll I ]
Repeticion Repeticion
directa directa
Bluescript

Figura 6.2. Representacion esquematica de un vector lanzadera de integracion de levaduras. a) A partir de un esque-

leto bluescript, podemos apreciar dentro de la region de policlonaje, de izquierda a derecha: la region 5' del gen HO (re-

combinasa no esencial), el gen de interés (con promotor y terminador de levadura, Py T) y el elemento kanMX3 que a

su vez incluye las dos repeticiones directas terminales de A. gossipii y el gen bacteriano neo flanqueado por el potente

promotor y el terminador del gen TEF también de A. gossipii. Finalmente, la region 3' del gen HO que crea la homologia

terminal para la integracion. b) Vector para provocar dianas génicas y eliminar la expresion de un gen concreto en el que
los extremos 3'y 5' del gen que deseamos mutar flanquean el elemento kanMX3.
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apartado 4.2.3 y figura 4.9) y dentro de la region
de policlonaje tiene insertada la region 5' del gen
HO seguida del gen de interés, con su promotor y
terminador; a continuacion encontramos el ele-
mento kanMX3 que consta de dos terminales con
repeticiones directas en los extremos, procedentes
del hongo filamentoso Ashbya gossipii y el gen neo
(originalmente del transposén Tn5 de bacterias)
flanqueado por el potente promotor y el termina-
dor del gen TEF (responsable del factor de trans-
locacién peptidica en el ribosoma) también de A.
gossipii. Finalmente esta colocada la region 3' del
gen HO. Las regiones 5'y 3' del gen HO seran las
responsables de la recombinacion homéloga e in-
tegracion del inserto del vector en este locus. Los
terminales repetidos directos de kanMX3 tienen
como finalidad eliminar el gen de seleccion neo
una vez que se hayan obtenido las levaduras con
el gen de interés integrado y antes de su posible
utilizacion comercial (si la proteina de interés se
va a usar en humanos, por ejemplo). Con una fre-
cuencia de recombinacion de 107-107*, se produ-
cira de nuevo una recombinacion homologa entre
los dos terminales repetidos eliminando el gen de
seleccion y devolviendo a la levadura su sensibili-
dad a G418. Esto se verificara haciendo crecer
una muestra de cada clon de levaduras en presen-
cia y ausencia del antibidtico (se realiza en medio
solido y rico como si fueran bacterias; véase la
figura 5.9a).

Si lo que queremos es eliminar la funcion de
un gen de la levadura por una diana génica, utili-
zaremos una version del mismo vector en el que
los extremos 3'y 5' del gen que deseamos mutar
flanquean el elemento kanMX3 (figura 6.2b). Al
producirse la recombinacion homologa se susti-
tuira el gen endogeno por la versidon delecionada
e interrumpida.

Una aplicacion biotecnoldgica de estos vecto-
res en la produccion de cerveza es, por ejemplo, la
introduccion en S. cerevisiae del gen bacteriano
determinante de la a-acetolactato descarboxilasa.
En la via biosintética de la valina, el piruvato pasa
a a-acetolactato y éste puede convertirse en diace-
tilo produciendo un desagradable sabor a mante-
quilla. Este sabor lo tendrian las cervezas de no
ser maduradas convenientemente. El sabor sera
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mucho menor (unas 200 veces) si la enzima bacte-
riana convierte el o-acetolactato procedente del
piruvato en acetoina (figura 6.3). El método alter-
nativo mas natural y utilizado es mantener las cer-
vezas madurando durante varias semanas a 4 °C,
lo cual alarga el proceso de produccion y encarece
considerablemente el producto. En nuestro pais
este método puede resultar muy caro y complica-
do teniendo en cuenta el tamafio de los tanques de
fermentacion y la temperatura ambiental de los
meses estivales en muchos lugares. En presencia
de la enzima bacteriana, la conversion de a-aceto-
lactato en acetoina es inmediata.

Piruvato

Lol

o—acetolactato
descarboxilasa

N

Figura 6.3. Esquema de la via biosintética de la valina
en S. cerevisiae y lugar donde actua la enzima o-acetolac-
tato descarboxilasa.

Otra aplicacion interesante es la introduccion
de enzimas amiloliticas bifuncionales, como la
glucoamilasa de algunos hongos que tiene la do-
ble actividad o, 1 — 6 desramificante y a, 1 — 4
exoamilasa y que degrada amilodextrinas a mal-
tosa y glucosa, ambas fermentables por la levadu-
ra. Asi, durante la fermentacion se produce un
mayor contenido alcohdlico reduciendo el conte-
nido calorico, ya que la glucosa es mas energética,
en términos de moléculas de ATP generadas por
molécula de glucosa, que el alcohol.
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Otro gen que puede interesar afiadir al geno-
ma de la levadura cervecera es el de una B-gluca-
nasa de origen bacteriano o fingico. Esta enzima
degrada los B-glucanos de la pared de levaduras
muertas durante la fermentacion y de las células
del grano de la cebada. La mejora es doble: por
una parte, propicia una fermentacion adicional de
la glucosa liberada, aumentando la produccion de
etanol y disminuyendo el aporte en calorias; por
otro lado, evita que estos glucanos procedentes de
levaduras muertas y otras fuentes obstruyan los
filtros que separan los restos solidos y de alto peso
molecular del producto final.

También se han modificado levaduras pana-
deras industriales con la llegada de copias del gen
HAP4 precedidas por el promotor constitutivo
pTEF2 para facilitar su sobre-expresion. HAP4 es
un factor de transcripcion que activa la transcrip-
cion de genes implicados en la respiracion y redi-
rige el flujo de fermentacion al de respiracion.
Esta modificacion se ha realizado en diversas le-
vaduras usadas en reposteria para preparar masas
de dulces y bolleria, consiguiéndose un incremen-
to de la velocidad de formacion y del volumen de
la biomasa final.

6.3.2. Vectores de replicacidon autbnoma

Son vectores que se pueden replicar en forma
libre sin necesidad de integracion en el genoma de
la levadura para perpetuarse. Dentro de estos vec-
tores hay varios tipos. Puede interesar la clona-
cion del ADN de interés, para crecer el recombi-
nante, como en el caso de insertos de gran tamafo
en cuyo caso elegiremos un vector basado en com-
ponentes cromosomicos como el cromosoma arti-
ficial, o bien lo que se busca es la expresion del
inserto en cuyo caso elegiriamos un derivado del
circulo de 2 pum.

Vectores autonomos basados en componentes
cromosomicos: cromosomas artificiales

Las secuencias de replicacién autdénoma
(SRA) fueron descubiertas por casualidad en los

primeros experimentos de transformacion y re-
combinacién in vitro. Al transformar con los
distintos vectores de integracion mencionados (ta-
bla 6.1), se observo que, cuando se utilizaba el
TRPI en vez de TRP5 con algunas secuencias
flanqueantes del propio gen, la frecuencia de
transformacion aumentaba de 100 a 1.000 veces y
ademas no ocurria la integracién en el cromoso-
ma. Al lado de TRPI, gen que codifica la enzima
N-(5' fosforribosil)-antranilato isomerasa, habia
una secuencia de replicacién autonoma (SRAI);
pero la region SRAI no es la Unica secuencia de
replicacion autébnoma en levaduras, ya que se pue-
den aislar otras simplemente seleccionando clones
con una gran eficiencia de transformacién. El
problema de todas es, sin embargo, la inestabili-
dad y pérdida al cabo de unas pocas generaciones
por falta de segregacion equitativa durante la ge-
macion, la mayoria de las yemas hijas carecen del
plasmido. Es de suponer que, durante la division,
el plasmido tiende a asociarse con algun compar-
timento celular que se queda predominantemente
en la célula madre. Los vectores SRA mejoran
sustancialmente con la adicion de secuencias cen-
troméricas (CEN) para aumentar su estabilidad.
La region centromérica es responsable de la segre-
gacion a las células hijas al crear una estructura
cromatinica especial; no parece que la secuencia
de ADN sea el factor mas importante. Los centro-
meros son especificos de la especie y pueden tener
tamanos muy diversos; el de Saccharomyces cere-
visiae es de tipo puntual y sélo ocupa 250 nucleo-
tidos, mientras que el de Schizosaccharomyces
pombe es regional y abarca 40-100 kb. La estabili-
dad del vector, sin embargo, no se consigue plena-
mente. Se siguen perdiendo paulatinamente trans-
formantes aun bajo seleccion, pero disminuye al
1% por generacidon. El nimero de copias por cé-
lula es de 1 o 2 copias por levadura transformada,
por lo que queda descartado como vector de ex-
presion (figura 6.4).

Cromosomas artificiales

Los vectores SRA/CEN/TEL: denominados
CAL o YAC, son vectores SRA/CEN a los que se
les han afnadido telomeros cromosomicos.

© Ediciones Piramide



TRPI
pCL50
URA3
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Figura 6.4. Ejemplo de plasmido SRA/CEN: pCL50
(plasmido centromérico de levadura). Ademas de la region
SRA y la centromérica CEN4, tiene el gen URA3 para la
seleccion de transformantes. Posee dianas Sal (S) y Bam
(B) en el gen que confiere resistencia a la tetraciclina.

Los teldmeros son estructuras cromosoémicas
terminales muy conservadas; su secuencia de
ADN esta constituida por repeticiones cortas (6-
25 pares de bases), pero la secuencia en si no hace
el telomero, pues se puede encontrar en otros lu-
gares no teloméricos. Los telomeros son indis-
pensables para mantener los cromosomas indi-
viduales; sin ellos, en general, los cromosomas se
fusionan y degradan paulatinamente, pero las fun-
ciones pueden variar de unos organismos a otros.
Los telomeros que se utilizan para construir los
CAL proceden del protozoo ciliado Tetrahymena
piriformis por estar mejor caracterizados que los
de Saccharomyces cerevisiae. El resultado es una
especie de minicromosoma artificial que permi-
te clonar fragmentos de ADN de hasta 2 mgb
(2.000 kb). Son los vectores que permiten clonar
los fragmentos mas grandes de ADN, siendo es-
pecialmente utiles cuando interesa aislar genes
con muchos intrones que ocupan una gran exten-
sion en el genoma. Basicamente, los vectores CAL
(YAC) incluyen un plasmido procaridtico para su
propagacion y preparacion en E. coli. Se puede
cortar con Smal en dos fragmentos que constitu-
yen los brazos cromosémicos. El brazo izquierdo
tiene un teldmero, un centrémero, una secuencia
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SRA yun gen (TRP) para la seleccion (figura 6.5).
El brazo derecho tiene otro telémero y otro gen de
seleccion (URA3). La diana de restriccidén que se-
para los dos brazos se encuentra situada en medio
del gen supresor 4 ocre, que codifica un alelo del
ARNTt de tirosina en levaduras y suprime las mu-
taciones ade? ocre, que afectan a la sintesis de
adenina. Durante la clonacion, los brazos se po-
nen en contacto con el ADN que se desea insertar;
éste deberd tener un tamano de entre 100 y 2.000 kb.
Se transforman levaduras y se selecciona por TRP
y URA, para asegurarse de la presencia de los dos
brazos. También se puede verificar la presencia o
ausencia del supresor 4. Una cepa de levaduras
con la mutacion ade? producira colonias rojas,
frente a colonias blancas si la mutacién es supri-
mida. En los mutantes ade?2 la adenina se sintetiza
por una via metabdlica alternativa y el color roji-
zo es debido a la formacion de un compuesto co-
loreado como subproducto.

La eficiencia de clonaje con este sistema es de
unas 100 colonias por ug de ADN, el tamafo me-
dio de inserto, de 500 kb, y los recombinantes se
analizan por electroforesis en campo pulsante que
nos permite separar fragmentos de tamafos entre
100 y 2.000 kb.

El sistema CAL se emplea preferentemente
para elaborar librerias de genomas muy grandes,
como el humano, o para mantener un gen comple-
to con muchos intrones en un solo clon. También
se ha utilizado en la creacion de bacterias sintéti-
cas para mantener y crecer fragmentos cromoso-
micos de gran tamaifio, asi como para construir
cromosomas artificiales humanos (capitulo 7).

Dentro de las limitaciones, tenemos el posible
enlace de secuencias adyacentes en el vector, que
correspondan a segmentos distantes en el cromo-
soma original; estas quimeras artificiales aparecen
en el 35% de los casos. También es una limitacion
la posible reordenacién o delecion espontanea de
parte del ADN inserto por recombinacion homo-
loga entre secuencias repetidas o palindrémicas.

Vectores de expresion

Utilizaremos un vector de expresion de leva-
duras si la finalidad de la clonacion es obtener un
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Figura 6.5. Vector CAL (YAC) para insertos muy grandes de ADN. La digestion con Bam y Sma elimina la region
procaridtica (Bam) y origina dos brazos cromosomicos entre los que se inserta el macrofragmento a clonar. El ADN de

alto peso molecular se origina por digestion parcial con Smal.

producto de origen distinto, humano por ejemplo.
La region promotora en levaduras es algo distinta
a la tipica reconocida por la polimerasa II en la
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mayoria de los genes eucarioticos (capitulo 1,
apartado 1.5, figura 1.11), por lo que en los vec-
tores conviene mantener la propia de levaduras.



Las dos regiones importantes en la expresion de
cualquier gen en levaduras son: 1) la region SIT
que comprende el complejo de pre-iniciacion que
es donde se inicia realmente la transcripcion, y 2)
la secuencia activadora (SA) ubicada a una dis-
tancia de entre 200 y 1.400 pares de bases, corrien-
te arriba, que es el equivalente a los potenciadores
de eucariotas superiores.

Circulo de 2 ym

S. cerevisiae posee un plasmido enddgeno de
2 um de longitud, que no confiere a la célula nin-
guna caracteristica especial. Se le denomina sim-
plemente el circulo de 2 um. El nimero de copias
es de 50 a 100 unidades por célula; es estable y se
comporta como un minicromosoma circular. Po-
see la estructura tipica de la cromatina, es nuclear
y su replicacion parece estar bajo el mismo con-
trol genético que el resto de los cromosomas. Su
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presencia no es esencial para la levadura; las cepas
que lo poseen se denominan cir”, y las que carecen
de él cir®. Su tamano original es de 6,3 kb, pero se
ha manipulado considerablemente variando sus
dimensiones y contenido.

El plasmido original posee los genes REP im-
portantes para la replicacion del plasmido, de en-
tre ellos REP3 actua como centromero. El geno-
ma esta dividido por dos repeticiones invertidas
perfectas de 599 pb que separan dos regiones dis-
tintas, cada una con dos genes. El gen FLP se co-
rresponde con la recombinasa flipasa (capitulo 2,
apartado 2.2.2, y figura 2.14), que es la responsa-
ble de la recombinacion entre las dos secuencias
repetidas y que cambia de orientacion a REP2 y
FLP (figura 6.6). La funcién de este cambio de
orientacion es desconocida. Las versiones modifi-
cadas tienen el origen de replicacion y la resisten-
cia a ampicilina de pBR para su seleccion y creci-
miento en E. coli; el gen LEU2 como marcador

REP3

REP] 63kb

Flipasa

REP3

Figura 6.6. Circulo original de 2 um y vector modificado basado en el original. A la izquierda el circulo original con
las dos repeticiones invertidas (RI), los genes REP y el gen de la flipasa (FLP). Las cabezas de flecha simbolizan las se-
cuencias repetidas REP3. La region procariotica comprende el plasmido pAT153 que confiere resistencia a tetraciclina
(Tet®) y ampicilina (4mp®) y porta el origen de replicacion de pBR322. Las dianas HindIII (H) y BamHI (B) son idéneas
para la insercion de genes de interés. El inserto eliminara la resistencia a tetraciclina manteniendo la de ampicilina.
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selectivo de transformantes en levaduras, y el gen
de resistencia a la tetraciclina con dianas Hind 111
y Bam HI para la clonacion de genes de interés.
Mantiene el origen de replicacion del circulo pri-
mitivo y la region repetida REP3 (5,5 copias de
una secuencia de 62 nucleotidos) que estabiliza la
replicacion y distribucion de copias a la progenie,
pero le faltan varios de los genes que originalmen-
te poseia el plasmido y que también contribuyen
a la estabilidad de la replicacién (REPI y REP2).
Los productos de estos genes deben ser facilitados
en trans, por lo que estos vectores solo se pueden
mantener en cepas cir’. La eficiencia de transfor-
macion es alta, produciendo de 10.000 a 100.000
transformantes por pg de ADN.

Los vectores basados en el circulo de 2 pm tie-
nen como finalidad la expresion del inserto, no
tanto a niveles de explotacién farmacéutica o in-
dustrial de la proteina recombinante, como de sis-
tema modelo en investigacion basica o aplicada.
Uno de los primeros genes foraneos expresado en
levaduras fue el de la B-hemoglobina de conejo
insertado en un vector derivado del circulo de
2 um en 1980; el gran numero de copias por célu-
la garantiza niveles muy elevados del mensajero y
de la proteina correspondiente. Pero en aquella
ocasion lo mas que se llego a detectar fue un men-
sajero defectuoso. El promotor del gen eucarioti-
co no habia sido reconocido eficientemente por la
polimerasa de S. cerevisiae, los intrones no habian
sido procesados y la transcripcion habia termina-
do prematuramente en una region rica en AT del
segundo intron. Sin embargo, en la actualidad se
sintetizan con mucha eficiencia multitud de genes
foraneos en este sistema. Uno de los promotores
con frecuencia utilizados en vectores derivados
del circulo de 2 um es el del gen fosfoglicerato ki-
nasa (PGK), asi como su region de terminacion de
la transcripcion. Otros promotores, como el de la
respuesta al choque térmico o los basados en el
gen GAL, implicados en el metabolismo de la ga-
lactosa, son los mas populares. Los genes GALI
y GALI10 se inducen unas 1.000 veces por galac-
tosa.

Vectores derivados del circulo de 2 um se han
utilizado también mucho para identificar y clonar
proteinas de cualquier organismo que interaccio-

nen entre si, por el sistema del doble hibrido o del
cebo.

Sistema del doble hibrido o del cebo

Cuando tenemos clonado un gen de un orga-
nismo cuyo producto presumimos o tenemos la
certeza de que interacciona con otro, se hace ne-
cesario, en muchos casos, identificar este segundo
producto y aislar su ADN correspondiente. Te-
niendo en cuenta que las interacciones proteina-
proteina estan implicadas en todas las cascadas
enzimaticas y funciones celulares conocidas, la
probabilidad de que un gen de interés hable con
otro es muy alta.

La proteina conocida y clonada es el cebo, su
ADN se fusiona al de una proteina de unién
a ADN de levaduras como «LexA» o «Gal4». El
cebo puede ser, por ejemplo, una quinasa de la que
no conocemos el ligando o una fosfatasa, pero en
todos los casos debe cumplir dos premisas: 1) que
por si mismo el ADN del cebo no corresponda a
un factor de transcripcion activo y 2) que el pro-
ducto del cebo no deba forzosamente ser excluido
del nucleo de la levadura. La fusion del cebo y
lexA (por ejemplo) estara clonada en un vector de-
rivado del circulo de 2 um como el pEG 202 de 9,8
kb (figura 6.7). Se inserta ademas en el genoma de
la levadura el gen sefial lacZ con su correspondien-
te secuencia de activacion SA (en inglés UAS por
upstream activating sequences), reconocibles por
LexA. Esta misma secuencia SA se introduce en el
extremo 5' del gen leu para controlar su transcrip-
cion. La levadura portadora del plasmido ha de
ser, pues, auxotrofa para la leucina (LEU2"), ade-
mas de para la histidina (His3") y cir*. Ademas, ha
de ser auxotrofa para el triptéfano (TRP17) por-
que el paso siguiente es la transformacién de esta
cepa de levaduras que ya lleva y expresa el cebo,
con los componentes de una libreria de ADNCc ela-
borada, en otro derivado del circulo de 2 um,
como el pJG 4-5 de 6,2 kb, cuya expresion se con-
trola e induce con galactosa y lleva el gen de la
biosintesis del triptéfano Trip 1 que suple la muta-
cion TRIP1™ de la levadura (figura 6.7). Todos los
ADNOCc de esta libreria estan fusionados en fase
con un activador de la transcripciéon que por si
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solo no puede unirse a los promotores, si no es
mediante la interaccion de la proteina codificada
por el ADNCc con la proteina fusionada cebo-lexA
que, a su vez, estara fijada a los promotores con
SA. Asi, levaduras con fragmentos de la libreria de
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ADNCc que no expresan proteinas que interaccio-
nan con el cebo no creceran en ausencia de leuci-
na. Sin embargo, las que expresen la proteina de
interaccion creceran en un medio sin leucina y
ademas se coloreardn de azul en medio con X-gal.

Ori pBR Circulo de 2 um
Promotor \
ADH lexA erminador
‘ ADH
Eco Sal
Bam Bam
Trpl

.

Gall Terminador
Localizador ADH
nuclear Activador ADNCc Proteina cebo Activador
SVa0 de la /\ Eco de la transcripcion
transcripcion Xho LexA
Eco Xho ADN [ leu
SA \/ Producto del
E— ADNCc que se busca
Proteina cebo .
Activador
Lex g lacZ de la transcripcion
AN Ag7

Proteina cebo

>
% LexA

[ g
leu
T
SA
Proteina cebo
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ADN —
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Productos de ADNc
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Figura 6.7. Sistema del doble hibrido o del cebo para identificar y aislar el ADN correspondiente a proteinas que in-

teraccionen con una ya conocida y clonada. Arriba, a la izquierda, el plasmido de 2 um portador del cebo fusionado a

lexA. Abajo, a la izquierda, el segundo plasmido de 2 um portador de la secuencia que va a hablar con el cebo, fusionada
a un activador de la transcripcion.

Vectores de origen mixto

El vector de expresion AZAP-pEL-URA3
(plasmido de expresion de levadura URA3) es
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bastante sofisticado. Este vector es derivado del
A AP (véase capitulo 4, apartado 4.2.3 y figu-
ra 4.10). Recordemos que en el AZAP en presencia
de un virus auxiliar, F1 o M13, la parte de blues-
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cript puede escindirse in vivo de A y crecer como
plasmido. Dentro del bluescript, se han insertado
las secuencias de levaduras que le convierten en
un excelente vector de expresion. Inmediatamente
detras del promotor GAL! inducible, se ha incor-
porado otro promotor inducible GAL10, orienta-
do en sentido opuesto al anterior y limitado por
una diana EcoRI. El gen URA3, para seleccionar
por transformantes en levaduras; las secuencias
SRAI y CEN4, para estabilizar dentro de lo posi-

ble el plasmido en levaduras. Este vector de expre-
sion de 6,4 kb queda incorporado en el AZAP una
vez que tenga el inserto del gen eucariotico (clones
de ADNCc en la mayoria de los casos). La ventaja
de esta insercion es la gran eficiencia de transduc-
cion fagica en bacterias. Una vez en la bacteria, se
puede escindir con ayuda de un fago auxiliar y
reproducirse, circularizado, como plasmido (figu-
ra 6.8). Este vector se puede obtener comercial-
mente.
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Figura 6.8. Vector de expresion de levaduras AZAP-pEL-URAS3. Es un vector A de insercion que lleva en su interior

otro vector procaridtico, el bluescript M 13 (apartado 4.2.3, figura 4.9), constituyendo el AZAP. En un extremo de la region

de policlonaje del bluescript se han introducido secuencias de levadura centroméricas (CEN), autorreplicativas (SRA),

necesarias para la seleccion en levaduras (URA3) y los promotores inducibles GAL1 y GAL10, transformandose en el

vector AZAP-pEL-URA3. El gen de interés se inserta en el resto de la region de policlonaje, que a su vez ha sido modifi-
cada, manteniendo so6lo dianas BamHI, Xbal, Sall y Xho.

6.4. TRADUCCION Y MODIFICACIONES
POSTERIORES COMO GLICOSILACION
Y SECRECION DE PRODUCTOS

Un factor que puede disminuir considerable-
mente la traduccion de mensajeros de mamiferos
es el uso sesgado de determinados codones. Por
ejemplo, el codén UUG de la leucina se usa en el
91% de los casos, frente a CUG que nunca es uti-
lizado; los genes que utilicen CUG para sus leuci-
nas se traduciran muy lentamente, debido a la es-
casez de los correspondientes ARNt isoaceptores
en levaduras. Una solucion es alterar in vitro co-
dones poco utilizados por los preferidos en este
sistema. La composicion de bases alrededor de la

region de iniciacion de la traduccion puede tam-
bién afectar a la eficiencia de iniciacion: una re-
gién rica en A+T cercana al ATG inicial es unas
tres veces mas eficiente que una region rica en
G+C. La adquisicion de determinadas estructuras
secundarias también influye en la velocidad de
traduccion y pueden enlentecer o incluso desmon-
tar en subunidades a los ribosomas cuando pasan.

Las levaduras pueden realizar un gran ntimero
de modificaciones en productos de genes humanos
como fosforilar la proteina del oncogén c-myc, ace-
tilar la proteina del oncogén ras y glicosilar muchas
otras. Las proteinas normalmente tienen una loca-
lizacion precisa dentro de la célula y esta localiza-
cion esta determinada por signos de caracter es-
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tructural que muchas veces son correctamente
interpretados en levaduras. Algunas sefales en el
extremo N-terminal dirigiran la proteina a la secre-
cion; la proteina C-myc se localizo correctamente
en el nucleo y Ras en la membrana. Incluso el re-
ceptor de la acetilcolina en el Torpedo California o
la hemaglutinina del virus de la gripe se localizaron
correctamente en la membrana citoplasmatica.

Las levaduras también excretan correctamente
proteinas de mamiferos. La secrecion facilita la pro-
duccién de extremos amino sin la metionina inicial,
facilita la purificacién, evita la degradacién por
proteasas intracelulares y favorece el correcto plega-
miento de la proteina. El proceso de secrecion en
levaduras es esencialmente idéntico al de otros or-
ganismos superiores. Las proteinas de levaduras
que se excretan pueden tener distintos destinos:
pueden acabar en el medio de cultivo, como el fac-
tor sexual o; pueden acumularse en el espacio peri-
plasmatico, como la invertasa o la fosfatasa acida;
en vacuolas, como la carboxipeptidasa, o, incluso,
en la membrana citoplasmatica, como las permea-
sas. Para que una proteina entre en la via de secre-
cién necesita tener en su extremo 5' un péptido sefial
de unos 20 aminoacidos aproximadamente (varia
ligeramente de unas proteinas a otras), que durante
el proceso de secrecion sera eliminado. El péptido
sefal dirige la proteina hacia el interior del reticulo
endoplasmatico, donde el propio péptido es elimi-
nado, y la proteina, enviada a su ultimo destino ce-
lular. Los distintos péptidos senal no presentan ho-
mologia entre ellos, pero mantienen tres regiones
caracteristicas: una region N-terminal hidrofilica,
una region central hidrofobica y una regiéon termi-
nal de reconocimiento para la peptidasa.

La glicosilacion tiene lugar en el reticulo en-
doplasmatico y puede ser especificamente inhibi-
da por tunicamicina. La glicosilacion estimula la
secrecion, y en algunos casos puede ser imprescin-
dible para la funcién. Desgraciadamente la glico-
silacion de S. cerevisiae es mucho mas simple que
la de otros organismos superiores. En general, los
patrones de glicosilacion son dificiles de imitar,
pues incluso dentro de un mismo organismo pue-
den variar de un tejido a otro.

A pesar de las limitaciones mencionadas, se
han podido producir y excretar en levaduras un
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numero aceptable de proteinas de diverso origen
con eficiencias variables. La secrecion de la lisozi-
ma humana es muy eficiente, pero la del interfe-
ron baja considerablemente. En general, el modo
mas eficaz consiste en acoplar un péptido senial de
levaduras con el inicio del gen de interés en el vec-
tor. El péptido senial de la invertasa es uno de los
mas utilizados. En la elaboracion del vector de se-
crecion hay que tener en cuenta acoplar el péptido
senal sin alterar la fase de lectura del gen; ademas,
hay que mantener intacta la region de ruptura del
péptido senal (que precisa un residuo de alanina)
para dejar posteriormente la proteina de interés
libre.

6.5. OTRAS LEVADURAS DE INTERES

Hay otras levaduras, mas o menos relacionadas
con el género Saccharomyces, que son mejores para
la produccion de proteinas de interés. Las especies
mas utilizadas son: Schizosaccharomyces pombe,
Pichia pastoris, Hansenula polimorfica, Schwan-
niomyces occidentalis y Kluyveromyces lactis.

Schizosaccharomyces pombe se divide produ-
ciendo un septum en vez de por gemacion y su
ciclo celular es mas parecido a eucariotas que al
de S. cerevisiae, por lo que se utiliza preferente-
mente para estudios del ciclo celular. S. pombe es
capaz de procesar correctamente algunos intrones
eucaridticos (no todos).

Pichia pastoris es interesante porque produce
grandes cantidades de la enzima alcohol oxidasa
(AO), llegando a representar el 35% de la proteina
total celular. La expresion de la enzima esta regula-
da de modo que no se sintetiza en presencia de eta-
nol o glucosa, pero se estimula cuando la fuente de
carbono es metanol. La facilidad con que P, pasto-
ris produce grandes cantidades de proteina, con
una fuente de carbono tan barata como el metanol,
coloca a esta levadura en una posicion muy atracti-
va para la produccidn de otras proteinas eucarioti-
cas de interés biotecnoldgico. Tanto S. cerevisiae
como P, pastoris se han utilizado para la expresion
con caracter comercial del antigeno S utilizado
como vacuna de la hepatitis B. Los niveles del anti-
geno S en una cepa de S. cerevisiae, con mas de 50
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copias del gen heterdlogo integrado, son compara-
bles a los producidos en P. pastoris con una sola
copia integrada. Ambas levaduras se han utilizado
en la produccion de otras muchas proteinas (el fac-
tor de crecimiento epidérmico de raton, la albumi-
na del suero humana, la inmunoglobulina F-1 hu-
mana, etc.) y en todos los casos la productividad de
P, pastoris ha sido muy superior a la de S. cerevisiae.

Hansenula polimorfa y Schwanniomyces occi-
dentalis son capaces de excretar numerosas protei-
nas muy eficientemente al medio de cultivo aun-
que su utilizacion practica no esta todavia bien
desarrollada.

Kluyveromyces lactis se ha utilizado para la
sintesis de interleuquina-1p y de la albimina del
suero humano. En situaciones experimentales
muy semejantes, K. lactis produce 80 mg de inter-
leuquina por litro, mientras que S. cerevisiae s6lo
logra 1-2 mg/litro. La albumina del suero también
se excretd directamente al medio de cultivo en
concentraciones muy superiores en K. lactis que
en S. cerevisiae.

6.6. TRANSFERENCIA GENICA EN INSECTOS
COMO SISTEMA DE EXPRESION
ALTERNATIVO AL DE LEVADURAS:

LOS BACULOVIRUS COMO VECTORES

La expresion de proteinas recombinantes euca-
rioticas en insectos puede ser comparable o supe-
rior al sistema de levaduras, con producciones de
1-100 mg por litro de cultivo. Las células de insec-
to cultivadas in vitro pliegan correctamente las
proteinas, las glicosilan y forman los puentes disul-
furo correspondientes. La propia larva del insecto
puede convertirse en una fabrica del producto clo-
nado. Los vectores son los baculovirus, familia de
virus que infectan exclusivamente a invertebrados
y predominantemente a insectos; sus miembros
son numerosos (unos 500) y poseen como genoma
un ADN circular de unas 128 kb que mantienen
dentro de una capside tubular. Deben su nombre a
que los viriones tienen forma de baculo o baston.
El prototipo de la familia es el virus de la poliedro-
sis nuclear de Autographa california (VPNAc) que
se propaga con facilidad en lineas celulares de los

insectos Spodoptera frugiperda (Sf, el gusano cogo-
llero del maiz), Trichoplusia ni (Tn), Mamestra
brassicae y Estigmene acrea. En menor medida
también se ha utilizado el virus de la poliedrosis
nuclear de Bombyx mori (el gusano de seda). Las
larvas de los insectos son muy voraces y pueden
tragarse el virus que se encuentre en la superficie
de las hojas, donde pueden pasar meses o afios
como cuerpos de inclusion de forma poliédrica.
Estos cuerpos de inclusion estan formados por vi-
rus y poliedrina, donde la poliedrina es la proteina
soporte de los virus. En el intestino del insecto, las
condiciones alcalinas disuelven la poliedrina y li-
beran el virus a la hemolinfa provocando una in-
feccion primaria en la que nuevos virus abando-
nan la célula infectada por gemacién. El virus no
se integra en el genoma de la célula infectada. Los
virus liberados provocan una infeccion secundaria
sistémica, en el nucleo de las células infectadas se
acumulan muchos cuerpos de inclusion de forma
poliédrica, la lisis celular es entonces inevitable,
con liberacién de miles de particulas.

Los genes de los baculovirus se expresan en
fases temprana, tardia y muy tardia; uno de los
genes muy tardios es el gen de la poliedrina. El
gen esta bajo el control de un promotor muy po-
tente, pero puede ser delecionado sin que afecte a
la replicacion o infectividad de las particulas. Pue-
de introducirse un gen de interés en sustitucion
del de la poliedrina, expresandose con gran efi-
ciencia durante la infeccidén y causando la ausen-
cia de cuerpos de inclusion en el nticleo como cri-
terio de identificacion del recombinante.

El tamafio excesivo del ADN viral dificulta su
manipulacion como vector. La metodologia que
se emplea es la de eliminar un gen esencial que le
convierta en no-infeccioso a no ser que sea facili-
tado en trans por un plasmido de transferencia
también introducido en las células de insecto. El
plasmido lanzadera lleva ademas un gen sefal de
seleccidn positiva, como lo es el de la proteina ver-
de (gfp, del inglés: green fluorescent protein) que
fluoresce con luz ultravioleta de longitud de onda
larga y que se aislo originalmente de la medusa
Aequorea victoria. Finalmente, lleva el gen de in-
terés colocado dentro del gen de la poliedrina (fi-
gura 6.9). Las células del insecto cultivadas in vi-
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Figura 6.9. Baculovirus. @) Corte de un nucleo infectado por baculovirus. b) Cointegracion por recombinacion homo-

loga en el gen de la poliedrina, entre el baculovirus defectivo y el plasmido lanzadera. El baculovirus resultante es viable,

carece de inclusiones poliedrinicas nucleares y toma color verde con luz ultravioleta; ademas, produce grandes cantidades
del gen de interés insertado.
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tro se cotransfectan con el vector viral defectivo y
con el plasmido de transferencia. La recombina-
cion homologa por el gen de la poliedrina elimina
la funcién de este gen que puede ser monitoriza-
da, recupera la viabilidad del virus y las células
adquieren color verde al ser iluminadas con luz
ultravioleta. Cuando las células lisan, al cabo de
unos tres dias, los niveles de produccion son del
orden de 1-100 mg de la proteina de interés por
litro de cultivo. Este sistema se ha utilizado con
éxito para producciones a gran escala del interfe-
ron o humano, el factor de crecimiento epidérmi-
co o polimerasas para uso comercial.

Los insectos realizan mejor los plegamientos
de proteinas de mamiferos y la formacién de
puentes disulfuro que las levaduras, pero el siste-
ma de expresion en baculovirus tiene la limitacion
de no ser capaz de realizar una N-glicosilacién si-
milar a la de mamiferos. Esencialmente las células
de insectos no producen oligosacaridos complejos
y ramificados con residuos de galactosa en penul-
tima posicion y acido sidlico en ultima, excepto en
la linea celular derivada de Estigmene acrea que,
por poseer la enzima N-acetil-B-glucosidasa, pro-
duce un patrén de glicosilacion muy similar al de
los mamiferos.

El gusano de seda ( Bombix mori) es una alter-
nativa mas barata que los cultivos celulares en
gran escala. La cotransfeccidon y recombinacion
homologa se lleva a cabo en células de Bombix
cultivadas in vitro; pero los virus recombinantes
producidos en éstas se inyectan en orugas del gu-
sano de seda, llegando a producir 50 mg de la pro-
teina de interés por larva. La industria relativa a
cultivos en gran escala de gusanos de seda esta ya
muy establecida para la produccion de seda, por
lo que las adaptaciones que se requieren son mi-
nimas.

Los baculovirus también se han utilizado como
vectores de genes terapéuticos en mamiferos. Es-
tos virus pueden entrar en numerosos tipos celu-
lares de mamiferos; una vez en el citoplasma, in-
ducen la formacion de microfilamentos de actina
que facilitan el transporte al nicleo. Una vez en el
nucleo, pueden permanecer expresando el gen de
interés durante algun tiempo. Entre las ventajas
de este vector para terapias génicas, esta que no se
divide ni produce infeccion viral en mamiferos o
en el hombre. Entre los inconvenientes esta el que
provoca una respuesta inmunologica al cabo de
una o dos semanas y que crece mal a 37 °C, ya que
su temperatura 6ptima es 27 °C.

© Ediciones Piramide



Transferencia génica a células
de mamiferos. Terapia génica

Aunque las células bacterianas son enorme-
mente utiles para clonar, propagar y expresar ge-
nes de organismos superiores, las células de ma-
miferos siguen siendo las mas idoneas para la
produccion de proteinas, por ejemplo, humanas,
en forma bioldgicamente activa. Este tipo de célu-
las son el medio natural para la produccion de
proteinas con aplicacién terapéutica. Quiza el ma-
yor riesgo que conlleva este tipo de produccién a
gran escala es que los vectores, o algunos de los
componentes de los vectores usados en estos ex-
perimentos, son oncogénicos o proceden de virus
oncogénicos, con lo que, en teoria, podrian indu-
cir transformaciones de tipo tumoral. En el pre-
sente capitulo se estudiaran los distintos procedi-
mientos existentes para introducir y expresar
genes eucaridticos en células de mamiferos, las li-
mitaciones de estos métodos, asi como las pers-
pectivas de futuro.

En células de mamiferos el término «transfor-
macion», que significaria la introducciéon de ADN
desnudo en la célula, puede inducir a error, ya que
el paso de una célula normal a tumoral también
se denomina «transformaciény». Utilizaremos el
término «transfeccién» para la introduccion de
ADN desnudo o unido a un plasmido procarioti-
co; cuando la entrada estd mediada por un virus
hablaremos de «transduccion» o, mas coloquial-
mente, de infeccion.

La terapia génica es un tratamiento de enfer-
medades con alteraciones genéticas incurables que
actta a nivel celular y utiliza como agente tera-
péutico un acido nucleico. La terapia génica,
como fendémeno biologico, no es algo extraordi-
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nario ni siquiera muy raro. Hoy por hoy es so6lo
somatica, puesto que no intenta corregir la muta-
cion en la linea germinal para suprimir la enfer-
medad en la descendencia del individuo afectado.
Existen en la actualidad unas 3.000 enfermedades
genéticas descritas que serian susceptibles de tera-
pia génica. De estas enfermedades, las denomina-
das monogénicas son aquellas en las que la altera-
cion en un solo gen causa la patologia. Su terapia
requeriria transferir a las células deficientes una
copia intacta del gen, con lo que se restauraria el
fallo celular y clinico. Son ejemplo de este tipo de
enfermedades la inmunodeficiencia combinada
severa (ADA o SCID-X1), la fibrosis quistica, la
distrofia muscular o la amaurosis congénita de
Leber. La esquizofrenia, algunas formas de diabe-
tes o el cancer son, por el contrario, enfermedades
multigénicas donde alteraciones en diversos genes
son la causa de la patologia. El cancer es, sin
duda, la enfermedad con mas ensayos clinicos
realizados a pesar de su complejidad y ello es de-
bido a su alta incidencia entre la poblacion, con
unos 150.000 casos diagnosticados por afio en Es-
pafia y de los que solo aproximadamente la mitad
sobreviviran a la enfermedad.

7.1. TIPOS Y METODOS DE TRANSFECCION

Hay dos tipos de transfeccion en células euca-
ridticas: transitoria y estable. En la transfeccion
transitoria el ADN, una vez introducido, perma-
nece en forma de plasmido en el citoplasma celu-
lar, expresandose y llegando a un maximo de ex-
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presion a las 48 horas después de la entrada, pero
desapareciendo al cabo de algunas generaciones
por no transmitirse a las células hijas. En la trans-
feccion estable o permanente, en cambio, la inte-
graciéon del ADN en el genoma de las células
transformadas asegura la perpetuidad de las se-
cuencias introducidas.

Meétodo del fosfato cdlcico. Fue durante mu-
cho tiempo el método mas extendido, aunque ya
no se utiliza por ser demasiado laborioso. No se
conocen las causas por las que el tratamiento con
este compuesto quimico predispone a las células a
ingerir ADN por endocitosis:

ADN + ClL,Ca + Acido ortofosforico (PO,H;) —
— ADN(PO,),Ca,

Dependiendo del tipo de células, se puede con-
seguir que hasta un 90% incorporen ADN. Se uti-
liza tanto para transfecciones transitorias como
para permanentes, pero soélo del 1 al 5% de las
moléculas que entran en la célula llegan a inte-
grarse en el ADN.

El polibreno-DMSO. El polibreno es un poli-
cation que arropa y cubre el ADN, favoreciendo
su adsorcioén en la membrana citoplasmatica. El
DMSO (dimetil sulfoxido) al 25-30% se afade
como tratamiento breve de choque para per-
meabilizar la membrana y favorecer la entrada del
ADN. Este método se ha utilizado con éxito en
células embrionarias de pollo y fibroblastos de
raton.

El DEAE dextrano es un método similar al an-
terior, donde el ADN interacciona y se cubre con
el polimero de alto peso molecular: dietil aminoe-
til dextrano. Es especifico para transfecciones
transitorias. Si el tratamiento se completa con un
choque de DMSO, se consigue que hasta un 80%
de las células transformadas expresen los genes
introducidos. Una vez que ha penetrado el ADN,
a las 24 horas de la transfeccién, suele adoptar la
estructura de nucleosomas que a su vez forman
minicromosomas, pero no da lugar a transforma-
ciones estables.

La electroporacion consiste en aplicar descar-
gas eléctricas de alto voltaje a las células para pro-

ducir poros nanométricos en sus membranas. El
ADN entra en la célula, bien a través de los poros,
o al redistribuirse los componentes de la membra-
na con el cierre de éstos. El método se realiza in-
troduciendo las células en suspension y el ADN
en una pequefa cubeta y aplicando descargas de
2,0 a 4,0 kV (kilovoltios), a 0 °C. Del 60 al 90%
de las células suelen sobrevivir al tratamiento,
pero conviene hacer una curva de calibracion
donde se determinen los porcentajes de muerte ce-
lular respecto a la diferencia de potencial aplica-
da, la duracién de ésta y la concentracion de
ADN optima en cada caso. El ADN en forma li-
neal es unas veinte veces mas eficiente que super-
enrollado, probablemente debido a que de esta
forma se integra mas facilmente en el cromosoma
(los extremos son recombinogénicos). El método
tiene una eficiencia de unos 25 a 30 transforman-
tes por cada 10° células vivas. Se ha utilizado con
éxito en una gran variedad de células, incluyendo
linfocitos B y T de ratdn, células linfaticas huma-
nas, fibroblastos de diversos origenes y células de
pituitaria de rata.

Con rayos laser también es posible permeabi-
lizar membranas celulares. Se han aplicado sobre
cé¢lulas humanas en cultivo obteniéndose trans-
fectantes con una frecuencia cien veces superior a
la obtenida con el método del fosfato calcico. El
rayo laser produce una radiacién intensa, mono-
cromatica y electromagnética, que puede dirigirse
a una estructura subcelular de modo controlable
y consistente. Se pueden confinar lesiones a un
area de 0,1 pm de diametro. En la membrana
puede producir numerosos poros microscoOpicos
por donde se introduce el ADN, que parece estar
ya en el interior de la célula cuando tienen lugar
los procesos de reorganizacion de la membrana y
cierre. Al poder concentrar el haz de rayos laser
sobre un espacio menor que los limites de difrac-
cion del microscopio Optico, es muy importante
obtener imagenes nitidas y de mucha calidad. La
utilizacidén de una cAmara de televisién y una mi-
crocomputadora que amplifique y digitalice la
imagen observada se hace imprescindible en este
tipo de experimentos. Con ello se consigue no
solo aumentar considerablemente el contraste de
los contornos, sino también disminuir el fondo

© Ediciones Piramide



Transferencia génica a células de mamiferos. Terapia génica / 211

inespecifico, avivar los colores, calcular areas,
longitud de superficies, distancias intracelulares,
etcétera. Se pueden irradiar unas 1.000 células
por hora, enfocando cada una en particular antes
de emitir la descarga correspondiente con un dis-
parador electronico asociado al laser. El tinico
inconveniente de este método es la necesidad de
poseer un equipo bastante sofisticado para su
realizacion.

Los liposomas son vesiculas artificiales prepa-
radas con lipidos catidnicos que espontaneamente
arropan al ADN en disolucién y actian como ve-
hiculos para introducirlo en la célula (figura 7.1).
Generalmente no se preparan en el laboratorio,
sino que se obtienen comercialmente. Se cree que
los grupos fosfato cargados negativamente en el
ADN se unen a las cargas positivas de la super-
ficie de los liposomas y las cargas residuales posi-
tivas del liposoma lo hacen con los residuos de
acido sialico cargados negativamente de la mem-
brana celular. Existen también liposomas de ca-
racter anidnico que, en vez de arropar al ADN, lo
engullen en su interior. La consecuencia practica
en todos los casos parece ser una fusion entre los
lipidos artificiales y los componentes lipidicos de
la membrana que provocan la internalizacion del
ADN. Muy pequefias cantidades de ADN (2 nug)
son suficientes para obtener eficiencias de trans-
feccion cercanas al 90%, sin embargo, altas con-
centraciones de ADN o liposomas pueden ser
toxicas.

Otros métodos, como la microinyeccion o el
bombardeo genético, se utilizan preferentemente
en determinados contextos. La microinyeccion
nos permite introducir ADN, de manera directa e
individual, en el interior de un nucleo celular ayu-
dados por un micromanipulador y visualizando la
operacion en el microscopio. Es un método muy
eficiente que se emplea para insertar material ge-
nético en dvulos fecundados de mamiferos con el
fin de obtener animales transgénicos (capitulo 8).
El bombardeo genético, por el contrario, se utiliza
preferentemente en plantas o células con una pa-
red celular consistente (capitulo 9, apartado 9.3 y
figura 9.9); se basa en disparar con una pistola
una nube de particulas de oro o tungsteno recu-
biertas de ADN.
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a) Liposomas catidénicos
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b) Liposomas anidonicos

Figura 7.1. Estructura de los liposomas a) catidénicos
que arropan el ADN, y b) anidnicos que engullen el ADN.

7.2. METODOS DE SELECCION Y GENES
SENAL PARA TRANSFORMACIONES
ESTABLES Y TRANSITORIAS

La llegada a una célula en cultivo de un gen
foraneo ha de poder ser monitorizada de algin
modo sencillo y eficaz. La mayoria de los genes
que se introducen en células de mamiferos, no
obstante, no confieren ninguna caracteristica es-
pecial que distinga a la célula que lo ha incorpo-
rado. Se han desarrollado, por tanto, una serie de
marcadores que ofrecen a la célula receptora una
caracteristica singular y diferencial.

Hay dos tipos de genes que nos permiten mo-
nitorizar su propia presencia en la célula recipien-
te: los genes de seleccion y los genes senal.

Los genes de seleccion confieren una ventaja de
supervivencia a la célula portadora que no tendra
la célula que carezca de dicho gen. Ejemplos cono-
cidos son neo (neomicina fosforribosiltransferasa)
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o puro (puromicina acetiltransferasa). Estos tlti-
mos se denominan genes de seleccion positiva por-
que la presencia del gen permite la supervivencia
en presencia del agente téxico (G418 o puromici-
na, respectivamente); un gen de seleccion negativa
seria tkHs (gen de la quinasa de timidinas del virus
Herpes simplex) cuya presencia confiere sensibili-
dad (en vez de resistencia) al antibiotico ganciclovir.

Los genes seiial, en cambio, s6lo confieren una
caracteristica diferencial, que puede ser un color
distinto, a la célula portadora como es el caso de
lac (B-galactosidasa), gus (B-glucuronidasa) o gfp
(del inglés: green fluorescent protein, proteina ver-
de fluorescente). El gen de interés puede estar fi-
sicamente ligado o no al gen de seleccion o senal,
aunque la primera opcion es preferible.

7.21. Genes de seleccion estable

Es una seleccion a largo plazo donde las célu-
las transformantes han incorporado en su geno-
ma el gen de interés.

a) Seleccion positiva por resistencia
a antibiéticos

Muchos de los antibioticos son aminoglicosi-
dos relacionados entre si que se unen a determi-
nadas proteinas ribosomales bloqueando la sinte-
sis proteica. Todos los aminoglicésidos pueden ser
inactivados por las enzimas correspondientes
aminoglicésido N-acetil fosfotransferasa.

El gen puro (de 0,6 kb, también denominado
pac) codifica la enzima puromicina N-acetiltrans-
ferasa de Streptomyces alboniger y se usa como gen
de seleccion en células de mamiferos, confiriendo
resistencia al antibidtico puromicina (2 pg/ml). La
puromicina inhibe la sintesis proteica de células
animales y bacterianas al instalarse en el sitio «A»
del ribosoma (subunidad grande) como si fuera un
aminoacil-ARNt; el enlace peptidico se realiza,
pero se inhibe la elongacién de la cadena y causa
una terminacién prematura.

El gen neo codifica la enzima neomicina fosfo-
rribosiltransferasa del transposon TnS y confiere
resistencia a la neomicina en bacterias, kanamici-

na en plantas y G418 en mamiferos. Estos anti-
bioticos se unen irreversiblemente a la subunidad
pequeiia del ribosoma. Las células de mamiferos
transfectadas con neo sobreviven en presencia de
hasta 400 ug/ml de G418.

El gen hygro, obtenido originalmente de un
plasmido de E. coli (pJR 225), confiere resistencia
a la higromicina B (400 pg/ml) al codificar una
quinasa que inactiva el antibidtico por fosforila-
cion. La higromicina B la produce la bacteria
Streptomyces hygroscopicus e inhibe el proceso de
translocacién en la sintesis de proteinas de proca-
riotas y eucariotas.

El gen bs® codifica la enzima blasticidina dea-
minasa de Bacillus cereus y confiere resistencia a la
blasticidina S. Este antibiotico es un peptidil-nu-
cledsido aislado de Streptomyces griseocromogenes
que bloquea la sintesis de proteinas al inhibir la
formacion del enlace peptidico en el ribosoma.

b) Seleccion por interferencias con el
metabolismo de purinas y pirimidinas

El gen de la quinasa de timidinas, ¢k, dicta la
sintesis de una enzima que fosforila timidinas y
guaninas y las convierte en sus correspondientes
derivados monofosforicos (TMP y GMP). Este ha
sido el primer gen de uso generalizado para la se-
leccion en células de mamiferos.

Se pueden obtener células deficientes para esta
quinasa de timidinas (¢k”) por mutagénesis y pos-
terior seleccion por resistencia al analogo toxico
5" bromodesoxiuridina (BrdU). Estas células, en
contraste con las de tipo silvestre, creceran en un
medio que contenga el analogo de timina BrdU,
ya que no lo podran incorporar en su ADN (figu-
ra 7.2). De este modo se pueden establecer lineas
celulares tk~ que no suelen revertir. Estas células
son utilizadas en los experimentos de transfeccion
en los que los vectores llevan el gen tk; y se blo-
quea la via alternativa de sintesis de TMP con
aminopterina, lo que se consigue creciendo las cé-
lulas en medio HAT: hipoxantina, aminiopterina
y timina. Los mayores inconvenientes para su uso
son: la necesidad de obtener una poblacion recep-
tora tk, el que las necesidades celulares se suplan
con cantidades minimas del enzima y la frecuen-
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cia con la que aparecen mutaciones espontaneas
en este gen. De modo analogo se puede utilizar
como gen de seleccion el correspondiente a la en-
zima que convierte la guanina en GMP. La via
alternativa de produccion de GMP a partir de
XMP se puede bloquear con 6-tioguanina cuando
se use la enzima HPRT como seleccion (figu-
ra 7.2).

’
QD |27

—3p | TMP

dUMP

—| ADN

HXGPRT
(HPRT)

XMP GMP

b)

—>| ADN

Figura 7.2. Esquema del lugar de accion de los distin-
tos componentes de seleccion basado en: a) la quinasa de
timidinas, Tk y 5 bromodesoxiuridina, BrdU; dUMP:
deoxiuridina monofosfato; TMP: timidina monofosfato,
b) hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (HPRT);
GMP: guanina monofosfato; XMP: xantina monofosfato.

El gen de la quinasa de timidinas procedente
del virus Herpes simplex (tkHs) protagoniza un
tipo de seleccion negativa algo distinta a la descri-
ta. La enzima de origen viral no es tan estricta
como su homologa celular, y puede fosforilar ana-
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logos de nucledsidos que no serian sustrato de la
quinasa celular, como el ganciclovir o aciclovir
(analogos de la guanina). Los precursores fosfori-
lados se incorporan en el ADN durante la replica-
cion paralizdndola y causando la muerte celular.
Asi, células portadoras de vectores con el gen
tk Hs moriran en presencia del analogo toxico con
un IC,, de entre 0,1 y 1 ug/ml del compuesto. El
IC,, es la concentracion a la cual la mitad de las
células en cultivo no sobreviven.

7.2.2. Genes senal para transferencias
estables

El producto del gen gfp (del inglés: green fluo-
rescent protein) es la proteina verde fluorescente,
un polipéptido de 238 aminoacidos muy fluores-
cente y muy estable en condiciones diversas. La
proteina muestra una toxicidad muy baja y no in-
terfiere con las actividades celulares rutinarias;
tampoco precisa de cofactores o sustratos exdge-
nos. Su deteccion es bastante simple en un micros-
copio de fluorescencia, la proteina absorbe luz
azul fluorescente de 395 nm y la emite verde de
509 nm. Posee un fluoroforo ciclico responsable
de la estimulacion, formado por la serina en posi-
cion 65, la tirosina de la posicion 60 y la glicina
67. La fluorescencia que emite el gen original no
es excesivamente luminosa, por lo que se ha em-
pleado mutagénesis dirigida para cambiar la seri-
na 65 por una treonina, ademas de sustituir varios
codones por otros equivalentes de uso mas fre-
cuente en células de mamiferos. La nueva proteina
verde fluorescente se denomina potenciada (en-
hanced en inglés). En mezclas celulares, se pueden
separar las células verdes de las no verdes con un
separador de células (FACS; del inglés fluorescen-
ce-activated cell sorting). El gen gfp se aislo origi-
nalmente de la medusa Aequorea victoria y se ex-
presa muy eficientemente en bacterias, plantas y
mamiferos.

El gen lacZ de E. coli se traduce en la enzima
B-galactosidasa, cuya actividad puede determi-
narse en procariotas y eucariotas, en presencia del
sustrato X-gal. La deteccion de un color azul in-
tenso con este sustrato precisa de la fijacion de la
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muestra celular con anterioridad al ensayo, lo que
imposibilita la utilizacion de muestras vivas. Un
sustrato alternativo es el di-B-D-galactopiranosi-
do fluoresceina, que al ser procesado por la enzi-
ma permanece atrapado en la célula pudiendo de-
tectarse por fluorescencia in vivo.

El gen que confiere resistencia al antibidtico
ampicilina (amp®) en E. coli codifica una B-lacta-
masa que rompe muy eficientemente penicilinas y
cefalosporinas. Existe un sustrato fluorescente y
permeable (CCF2/AM) muy sensible a la hidroli-
sis por esta B-lactamasa. Cada unidad de enzima
puede actuar sobre muchas moléculas de sustrato
cambiando la longitud de onda de su emision
fluorescente de verde a azul. El gen se expresa con
eficiencia en células de mamiferos con promotores
y terminadores apropiados.

7.2.3. Seleccion transitoria

Este tipo de seleccion se suele utilizar para de-
terminar la eficacia de promotores que posterior-
mente se utilizaran con genes de interés. La selec-
cion transitoria nos permite detectar expresion del
gen sefial entre 24 y 72 horas después de la trans-
feccion. Puede combinarse con otra seleccion es-
table, ya que la transitoria se aplica antes de que
sean efectivos los medios selectivos convencio-
nales.

El gen luc es de los mas utilizados como gen
sefal transitorio en células de mamiferos. Su pro-
ducto, la enzima luciferasa, se aislo de la luciérna-
ga Photinus pyralis y emite luz amarilla al unirse
a la luciferina, su sustrato. La reaccion requiere
ATP, Mg** y O, molecular, produciéndose un fo-
gonazo de luz que decae rapidamente (en menos
de un segundo), pero que puede ser captado por
un luminémetro. La emision total de luz es pro-
porcional a la actividad luciferasa en la muestra.

7.3. ADN DESNUDO Y VECTORES

En células en cultivo podremos introducir
ADN desnudo o cubierto con liposomas en au-
sencia total de vector. Es una practica habitual

utilizar plasmidos procarioticos para la clonacion
y manipulacion de los genes de interés proceden-
tes de mamiferos. Estos plasmidos se introducen
por transfeccion mediada por liposomas en célu-
las en las que la expresion del gen de interés sea
requerida y se denominan coloquialmente vecto-
res mixtos de expresion; una pequeia parte de es-
tos recombinantes se integran en el genoma de la
célula dando lugar a una transferencia génica es-
table y permanente.

No se conocen plasmidos que se mantengan
de forma auténoma en células de mamiferos. Los
«amplicones» constituyen lo mas parecido al sis-
tema de plasmidos en bacterias y son virus defec-
tivos que no se integran en el genoma de la célula
infectada y que pueden mantenerse como episo-
mas citoplasmaticos durante algun tiempo (SV40
o Herpes simplex). Los cromosomas artificiales
también son vectores autonomos y constituyen la
gran esperanza para introducir genes que podria-
mos llamar terapéuticos con sus propias secuen-
cias reguladoras, a c¢lulas de mamiferos.

Los vectores mas caracteristicos son derivados
de virus. Se han elegido y desarrollado como vec-
tores preferentemente virus con genomas de ADN
o con una fase de su ciclo vital como ADN de
hebra doble. Es conveniente, ademas, que tengan
origenes de replicacion que multipliquen eficiente-
mente sus genomas y promotores potentes, para
conseguir un elevado porcentaje del gen clonado
o de su producto y que, ademas, permitan una se-
leccion especifica y eficiente en la célula infectada.
Entre los virus mas utilizados como vectores eu-
carioticos veremos los retrovirus, los lentivirus, los
adenovirus y los adenoasociados; todos ellos se
utilizan con frecuencia en diversas terapias génicas.

La transferencia de genes a células de mamife-
ros persigue varios objetivos: primero, el aporte de
nuevo material genético que supla o complemente
el endogeno; segundo, que el gen de interés llegue
a un gran niumero de células especificas, y, por ul-
timo, que se consiga una eficiente y exclusiva ex-
presion en las células diana. Los vectores dise-
flados para conseguir esta triple finalidad que
veremos en este apartado son: SV40 y vectores
mixtos derivados, retrovirus, lentivirus, adenovi-
rus, adenoasociados, derivados del herpes, el virus
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de la vacuna y los cromosomas artificiales de ma-
miferos. Los requerimientos pueden variar lige-
ramente dependiendo de si los experimentos se
realizan in vitro (células en cultivo) o in vivo (orga-
nismo completo).

7.3.1. SV40 vy vectores mixtos derivados
SV40 (virus de los simios) tiene un pequeio
genoma bicatenario de 5,2 kb superenrollado ne-
gativamente formando un minicromosoma de
cromatina que carece de la histona HI1. Pertenece
al género de los polyomavirus y a la familia de los
papovavirus. Se le ha llamado el virus del polioma
(del griego, poli = muchos, oma = tumores) porque
produce tumores en hamsteres, pero no produce
cancer en el hombre. El genoma se divide en dos
regiones: temprana y tardia, dependiendo del
tiempo transcurrido para su expresion después de
la infeccion. La region temprana comprende los
dos genes que producen los antigenos Ty t; T es
imprescindible para la replicacién del genoma.
Puede seguir el ciclo litico infectando células de
mono como las de rifion COS, CV-1 o AGMK.
En estos casos el virus se puede encontrar en el
nucleo, pero no se integra. Mata a la célula infec-
tada al producir numerosas particulas hijas que, a
su vez, son altamente infecciosas. Las células se
denominan entonces permisivas. El virus, no obs-
tante, puede infectar células de algunos roedores,
hamsteres por ejemplo, y no producir particulas
infecciosas. El genoma del virus se integra, en es-
tos casos, por recombinacion ilegitima; el antige-
no T sigue produciéndose (ya que regula su propia
sintesis), y las células se transforman en tumora-
les. Las células del roedor se denominan, en esta
situacion, no permisivas para la replicacion. Las
células humanas son semipermisivas, ya que solo
del 1 al 2% de las infectadas producen particulas
infecciosas. Hay dos ventajas en la utilizacion de
este sistema de introducciéon de ADN recombi-
nante en células de mamiferos: una de ellas es la
eficiencia de transduccion (infeccion), unas 100
veces mejor que los sistemas de transfeccion, y la
segunda es que se pueden obtener entre 5 X 10*y
4 x 10° copias del ADN recombinante por célula,
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acompafado de altos niveles de expresion de estas
secuencias. El sistema de expresion es transitorio,
puesto que acaba matando la célula huésped, pero
durante 4 o 6 dias produce grandes cantidades de
la proteina clonada.

La mayoria de los vectores de expresion basa-
dos en SV40 carecen de casi todas las secuencias
del genoma virico original. Son minirreplicones a
los que se les ha afiadido secuencias procarioticas
de replicacion (origen de replicacion) y seleccion
(resistencia a la ampicilina) para poder crecerlos
en un sistema procariotico. Poseen el origen de
replicacion de SV40 y los promotores temprano y
tardio en orientaciones opuestas para la iniciacion
de transcripcidn; tienen incorporadas varias dia-
nas de restriccion para insertar ADN de interés y
se pueden adquirir comercialmente. Los genes in-
sertos en estos vectores se expresan transitoria-
mente y no hay produccién de particulas virales.
También se pueden obtener pseudoparticulas por
empaquetamiento in vitro del plasmido de expre-
sion con proteinas de la capside de SV40. Las pro-
teinas de la capside se obtienen, a su vez, de un
extracto nuclear crudo de células de insecto infec-
tadas con baculovirus portadores del gen de la
proteina de la capside sustituyendo al de la polie-
drina (véase capitulo 6, apartado 6.6). El ensam-
blaje tiene lugar en un entorno controlado con
componentes purificados eliminando el riesgo de
contaminantes y la presencia de virus auxiliares
infectivos.

Para estudiar la funcién de muchas proteinas
es necesario disefiar su sistema de expresion en el
medio habitual: la célula de mamiferos. Los vecto-
res mixtos derivados de SV40 utilizan secuencias
procarioticas para su crecimiento y secuencias de
diversos virus animales para la expresion del gen
de interés (figura 7.3). Poseen un promotor de di-
sefo a escoger entre: el promotor de SV40, el de
citomegalovirus, el de un retrovirus o el estimula-
ble por tetraciclina; un epitopo o apéndice deno-
minado FLAG que se fusiona al extremo 5' o 3'
(en este caso al 5') y que permite localizar e in-
munoprecipitar la proteina fusionada. FLAG
es un heptaaminoacido: Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-
Asp-Lys, reconocido por varios anticuerpos mo-
noclonales; ademas los 5 ultimos aminoacidos
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son diana para la proteasa enteroquinasa que eli-
mina el apéndice del producto final. El gen de in-
terés se coloca a continuacion en la region de po-
liclonaje y estara seguido por una region de
poliadenilacién (de SV40). Tendremos ademas
tres origenes de replicacion compatibles: dos pro-
carioticos (pBR322 y f1) y uno eucariotico (SV40).
El gen de resistencia a ampicilina permitira crecer
el vector en bacterias. Si este gen fuera precedi-
do por un promotor eucaridtico, también podria
usarse como gen sefal en presencia del sustrato
CCF2/AM.

3XFLAG

Promotor
de
CMV

Ori de f1 ’ . Gen de
Region de interés
policlonaje

Region de
poliadenilacion
Ori de SV40
Ori de
pBR322

Figura 7.3. Vector mixto de expresion transitoria en
mamiferos. El gen a expresar se coloca en la region de po-
liclonaje que esta precedida por tres unidades FLAG y el
potente promotor de citomegalovirus (CMV). A continua-
cion del gen esta la region de poliadenilacion de SV40 y
los origenes de replicacion del mismo virus y el de pBR322
para su crecimiento en eucariotes y procariotes, respecti-
vamente. Ademas, posee el gen que confiere resistencia a
ampicilina y el origen de replicacion de f1.

Es interesante tener la posibilidad de regular
la expresion del gen de interés con un promotor
a medida, ya que el producto pudiera ser toxico,
por ejemplo. Idealmente se deberia controlar
desde una expresion nula del gen en condiciones

de represion a un elevado grado de expresion en
condiciones de activacion. El sistema que mas se
aproxima a esta situacién ideal es el del promo-
tor de la tetraciclina, aislado originalmente del
transposon Tn 10 de E. coli y adaptado para su
uso en células de mamiferos. La tetraciclina es
un antibiético producido por varias especies de
Streptomyces y con efecto antibacteriano. El
operon de la tetraciclina, tal como lo encontra-
mos en E. coli, consta del gen i-tet r que codifica
el represor (R) cuya unién al operador zet-O im-
pide la expresion del gen tetraciclin-acetiltrans-
ferasa (fat) que inactivaria la tetraciclina. El an-
tibiotico, sin embargo, tiene una gran afinidad
hacia el represor, inactivandolo y permitiendo la
expresion del gen de resistencia (figura 7.4a). Asi
pues, en presencia de tetraciclina se activara la
expresion del gen que confiere a la bacteria resis-
tencia al antibiotico. En las adaptaciones para su
utilizacion en células de mamiferos se ha fusio-
nado el gen i-tet r con el cajetin de activacion de
la proteina VP16 del virus Herpes simplex, con-
virtiendo asi el represor en activador (174). Esta
quimera transactivadora permite la expresion de
cualquier gen situado a continuacion de un pro-
motor sintético que consta de varias copias del
operador tet-O fusionado al promotor eucaridti-
co de citomegalovirus. En presencia de tetracicli-
na, se produce un cambio conformacional en el
transactivador, perdiendo éste su capacidad esti-
muladora e inhibiendo eficientemente la expre-
sion del gen transferido (figura 7.4b). También
existen variantes genéticas de t7A4, obtenidas por
mutagénesis dirigida y denominadas r¢7TA, que
solo se unen a la region operadora en presencia
de tetraciclina.

Estos sistemas responden tanto a tetraciclina
como a otros derivados, por ejemplo, la doxicicli-
na. Se pueden obtener comercialmente plasmidos
o retrovirus que llevan el promotor sintético de
respuesta a la tetraciclina seguido de una region
de policlonaje. La fusion del represor con VP16
puede estar en otro plasmido o incluso ya incor-
porado al genoma de las células en cultivo. Las
inhibiciones nunca llegan a ser totales, pero se lo-
gran estimulaciones de hasta 1.000 veces con rela-
cién a la situacion reprimida.
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Figura 7.4. Promotor de expresion controlable positiva y negativamente por tetraciclina. @) Control positivo por tetra-

ciclina tal como se encuentra en bacterias, y b) negativo adaptado a mamiferos, donde la presencia de tetraciclina inhibe

la expresion del gen asociado. tTA es la proteina fusion entre el represor de tetraciclina (R) y el activador del gen 16 de

Herpes simplex (VP 16). El promotor sintético consta de varias unidades del operador de tet (aqui se representan dos)
fusionadas al promotor de citomegalovirus.
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7.3.3. Retrovirusy lentivirus

La familia Retroviridae se divide en distintos
géneros dependiendo de su estructura genomica y
secuencia de ADN. Aqui veremos los dos géneros
que se utilizan como vectores: 1) los gammarretro-
virus con el virus de la leucemia murina como es-
pecie tipo (MLV) y 2) los lentivirus con el virus de
la inmunodeficiencia humana tipo 1 como mode-
lo (HIV-1).

v-Retrovirus

El retrovirus prototipo de los y-retrovirus po-
see una envuelta con una estructura de bicapa li-
poproteica que incluye glicoproteinas codificadas
por el gen env del virus. La nucleocapsida es esfé-
rica y esta formada por tres subunidades proteicas
codificadas por el gen gag. Su genoma son dos
moléculas idénticas de ARN de cadena sencilla de
un tamano aproximado de 8 kb con estructura
cap en el extremo 5'y una cola de poli (A) en el
extremo 3'. El virus puede empaquetar genomas
de entre 7 y 10 kb.

Se introduce en las células a través de los
transportadores de fosfato de las membranas,
pero no tiene capacidad para llegar al nucleo v,
por tanto, ha de esperar a que la célula infectada
entre en division en las proximas horas a su lle-
gada al citoplasma, para acceder al genoma de la
c¢lula hospedadora donde se integra. Antes de
su integracion ha de convertir su genoma, que es
ARN, en ADNCc, lo que hace por mediacion de
la transcriptasa inversa codificada por uno de los
genes que forman el complejo génico pol. Tam-
bién estan codificadas por pol/ una integrasa y
una proteasa. La sintesis del ADNc se inicia en
la secuencia redundante (R) utilizando como ce-
bador una molécula de ARN de transferencia.
Tanto este cebador como la transcriptasa inversa
no necesitan ser traducidos por el genoma viral,
sino que algunas moléculas estan incluidas en la
nucleocapsida procedentes de la infeccion ante-
rior. El ADNCc se circulariza e integra preferente-
mente en genes activos, ya que éstos tienen una
configuracién de la cromatina mucho més acce-
sible (de 1 a 10 copias). E1 ARN genomico posee

una secuencia redundante (R) de 10-80 pares de
bases en ambos extremos, seguida por secuencias
unicas caracteristicas de cada extremo: U5, tni-
ca del extremo 5'y U3, tnica del extremo 3'. U5
es necesaria para la retrotranscripcion a ADNc
y U3 para la integracién. Sin embargo, el provi-
rus tiene como extremos dos terminales repeti-
dos largos (TRL) de varios cientos de pares de
bases, en los que U3 esta copiado en el extremo
5"y U5 en el 3' (figura 7.5). Asi el tamafno del
provirus es siempre mayor que el del genoma vi-
ral.

La transcripcion se inicia en la region R del
terminal 5' a partir de un promotor de U3, y se
termina en la misma regién R del extremo 3'. El
promotor es muy potente y se ha incorporado en
numerosos vectores mixtos donde se persigue pre-
ferentemente la expresion del gen clonado.

Los tres paquetes de genes codificados por el
genoma retroviral son: gag, que produce 3 protei-
nas: matriz, capside y nucleocapside, estas protei-
nas son caracteristicas del grupo; pol, que codifica
la polimerasa de transcripcion invertida, una pro-
teasa y la integrasa, y env responsable de dos
proteinas de la envuelta. Este tltimo gen se tradu-
ce a partir de un ayuste que elimina los genes gag
y pol.

El retrovirus no mata a la célula infectada,
sino que establece una simbiosis indefinida con la
liberacion de una a diez particulas virales por dia
en cultivos celulares.

Los vectores mas utilizados son derivados del
virus de la leucemia murina. Estos vectores se de-
sarrollaron con tres finalidades: 1) aumentar la
eficiencia de transfeccién; 2) obtener un mayor
numero de transformantes estables, ya que el virus
se integra en el genoma de la célula, y 3) aumentar
la diversidad de células transfectables, pues estos
virus pueden infectar una gran variedad de célu-
las. El mayor inconveniente es que potencialmente
pueden producir diversas enfermedades, entre
ellas cancer.

La manipulacion de los vectores derivados de
retrovirus se realiza sobre la forma replicativa,
que es ADN de doble hebra. Los vectores resul-
tantes carecen practicamente de todos sus genes
originales (gag, pol y env), pero mantienen la se-
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Figura 7.5. Esquema de una particula retroviral derivada del virus de la leucemia murina. Cada particula posee dos
moléculas de ARN viral que constituye el genoma, la transcriptasa inversa que le permite copiarse a ADNc y unas mo-
léculas de ARNt que utiliza como cebadores o iniciadores en la sintesis de ADNc. La particula esta recubierta por una
envuelta proteica con proteinas especificas que permiten reconocer y asociarse a moléculas transportadoras de fosfatos
que actian como receptores de entrada de retrovirus en numerosas células de mamiferos, entre ellas las humanas. Se
muestran los tres paquetes de genes gag, pol y env que se sustituyen por el gen terapéutico, un IRES y un gen de seleccion
(puro) en terapias génicas. También se muestra la region psi (y, del inglés packaging site), que es una secuencia de reco-
nocimiento indispensable en el empaquetamiento.

cuencia psi y (del inglés: packaging site). En sus-
titucién de los genes propios se coloca el gen de
interés cuya transcripcion queda controlada por
el potente promotor del extremo 5' TRL y un gen
que nos permita una seleccion eficiente como puro
(puromicina acetiltransferasa) precedido por una
secuencia de iniciacion interna para ribosomas
(IRES, del inglés internal ribosomal entry site) que
garantiza una expresion igual a la del gen de in-
teres.

El provirus manipulado es insertado en un
plasmido para su propagacidén y crecimiento en
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E. coliy se utiliza para transfecciones permanen-
tes en células de mamiferos (plasmido retroviral).
Se trata de un vector defectivo e incapaz de llevar
a cabo una infeccién con produccidn de particu-
las viricas, por lo que necesita un virus auxiliar
que aporte los productos gag, pol y env en trans.
La presencia de un virus auxiliar no esta indicada
si se utilizan estos vectores para terapias in vivo,
ya que tendriamos una proporcion variable de
virus no defectivos capaces de extenderse a diver-
sas partes del organismo. Las denominadas cé-
lulas empaquetadoras suplen la presencia de los
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virus auxiliares porque llevan en su propio geno-
ma gag, pol y env procedentes del y retrovirus; los
genes pueden estar en localizaciones dispersas
para evitar recombinaciones. Asi, células empa-
quetadoras infectadas o transfectadas por un plas-
mido retroviral se convierten en «productoras» de
retrovirus defectivos portadores del gen de interés

(figura 7.6). Las células productoras son como fa-
bricas del retrovirus recombinante. En cultivos, se
pueden alcanzar unos titulos en el medio de culti-
vo de 10° a 107 particulas infectivas por mililitro.
Las ventajas e inconvenientes de los retrovirus
como vectores se presentan mas adelante en la ta-
bla 7.1.

—

Genoma celular

5

Célula empaquetadora

murina

\

X

Célula productora

X

O /\ v
W ‘ Plasmido retroviral 7
O
@
X
Yok

Retrovirus defectivos, portadores

gag pol eny

Genoma celular

gen de interés

¥ x

del gen de inters

Figura 7.6. Conversion de células empaquetadoras murinas en células «productoras» de retrovirus defectivos portado-
res del gen de interés por transfeccion con un plasmido retroviral crecido en bacterias.
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Lentivirus

El género lentiviral de la familia Retroviridae,
es algo mas evolucionado que el y-retroviral, ya
que sus miembros tienen la capacidad de llegar al
nucleo y, por tanto, no dependen de que la célula
infectada entre en divisién para acceder al geno-
ma celular como les ocurre a los retrovirus. Se de-
nominan lentivirus porque tienen periodos de in-
cubacion largos. Sus miembros se asocian con
enfermedades croénicas del sistema inmune y siste-
ma nervioso central, siendo la mas conocida en
humanos el sindrome de inmunodeficiencia ad-
quirida (SIDA). El virion del VIH tiene una en-
vuelta formada por una bicapa lipidica que deriva
de la membrana de la célula previamente infecta-
da. El nucleo de la particula contiene, ademas de
las dos moléculas de ARN de 9,2 kb cada una que
constituyen el genoma, algunas moléculas de pro-
teasa, transcriptasa inversa e integrasa como los
retrovirus, pero el genoma de los lentivirus es mas
complejo que el de los retrovirus. Ademas de los
3 complejos génicos tipicos de los retrovirus: gag,
pol y env, los lentivirus poseen 6 genes regulado-
res: tat, rev, nef, vif, vpr y vpu. Las funciones mas
importantes de cada una de estas proteinas son:
Tat, regula la transcripcion y elongacion del ARN
mensajero; Rev, regula el ayuste, transporte, pro-
cesamiento y traduccidén de los ARNm virales;
Nef, aumenta la infectividad viral, regula la entra-
da en linfocitos T e induce apoptosis; Vif, regula

la infectividad e integracion; Vpr, regula el trans-
porte del ADNCc al nucleo, y Vpu, regula y facilita
la liberacién de los viriones. Dentro de la particu-
la viral, van incluidas algunas moléculas de los
productos de los genes Nef, Vif y Vpr procedentes
de la infeccion anterior. En el hombre VIH infec-
ta los 6rganos linfoides donde los virus permane-
cen durante largos periodos de tiempo. Tiene tro-
pismo hacia los linfocitos T-CD4", siendo éstos
los responsables de la produccion de los viriones
circulantes de los pacientes infectados. El virus,
sin embargo, destruye los linfocitos T, ya que al-
guno de sus productos, como la proteina de la en-
vuelta, es toxico para la célula, con lo que se libe-
ran nuevas particulas que a su vez infectan los
nuevos linfocitos T que se producen para suplir
los destruidos. Ademas los T-CD4" infectados se
transforman en dianas del propio sistema inmune,
ya que expresan péptidos virales en sus moléculas
del sistema de incompatibilidad de tipo I (HLA)
y son reconocidos y destruidos por linfocitos cito-
toxicos y células asesinas natas (NK, del inglés
natural killers).

Se pueden obtener comercialmente plasmidos
lentivirales derivados del VIH-1 en los que, como
inserto en un plasmido de tipo pUC, encontramos
un provirus con los siguientes componentes (figu-
ra 7.7): dos terminales repetidos largos en los
extremos; la region de empaquetamiento y; un
elemento que suple al ayuste eliminado dando es-
tabilidad a los mensajeros y que se denomina

RRE Terminador

/Promotor

STRL )

e Gen de interés

Plasmido lentiviral

WPRE
3’'TRL

IRES

Figura 7.7. Vector lentiviral. Desde el extremo 5' al 3' encontramos los elementos: terminal repetido largo 5', la regioén

de empaquetamiento y; un elemento RRE que suple al ayuste; una secuencia de terminacion de la transcripcion; promo-

tor de diseio; el gen de interés; IRES; un gen de seleccion a elegir; WPRE, elemento que actua en cis, y terminal repetido
largo 3' delecionado (SIN) para eliminar el promotor.
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RRE (del inglés, Rev response element); una se-
cuencia de terminacion de la transcripcion para
eliminar cualquier ARN que se pudiera originar
en el promotor del TRL no controlado; un pro-
motor de disefio a elegir entre varios posibles
como el de citomegalovirus, tetraciclina, etc.; el
gen de interés; IRES o un segundo promotor; un
gen de seleccion a elegir entre neo, puro o bs® 'y
WPRE (del inglés, Woodchuck hepatitis posttrans-
criptional regulatory element) que es un elemento
que actua en cis y junto con RRE estabilizan el
mensajero y aumentan su expresion. Quiza en este
vector un IRES es mejor eleccion que un segundo
promotor, ya que dos promotores cercanos pue-
den inducir una cierta interferencia.

El gen rev se facilita en trans en las empaque-
tadoras junto con los otros genes esenciales (gag,
pol y env). La glicoproteina Env de los vectores
VIH-1 tiene serias restricciones de hospedadores,
por lo que en las empaquetadoras el gen env pro-
pio se ha sustituido por el del virus de la estoma-
titis vesicular (lo que se denomina pseudotipado),
aumentando asi su rango de organismos a infec-
tar y facilitando su concentracion por ultracentri-
fugacion. Los titulos de estos vectores en el medio
de cultivo son de 10°-107 particulas infectivas por
mililitro.

7.3.4. Adenovirus

Los adenovirus deben su nombre a haberse
encontrado por primera vez en tejido adenoide
humano (1953). Por aquellos afos se utilizaba
como fuente de tejido humano, facil de cultivar in
vitro, el tejido adenoide procedente de nifios (o
adultos) a los que se les quitaban las vegetaciones
o amigdalas. En muchas ocasiones, sin embargo,
las células morian misteriosamente al cabo de un
cierto tiempo en cultivo. Se hizo evidente que la
causa de las misteriosas muertes era un grupo de
virus relacionados, residentes habituales de las
vias respiratorias. Se los denomind adenovirus.
Estos virus producen con frecuencia infecciones
asintomaticas o muy leves, como catarros, conjun-
tivitis o gastroenteritis, que nuestro sistema inmu-
ne elimina en unos pocos dias.

Existen unos 42 tipos distintos de adenovirus,
denominados serotipos porque estimulan la pro-
duccidn de anticuerpos distintos y se relacionan
con afecciones también diferentes. Se dividen en
subgrupos (A-F) dependiendo de sus propiedades
fisicas, quimicas, bioldgicas e inmunoldgicas. El
subgrupo A, por ejemplo, produce tumores en
hamsteres con una alta frecuencia (80%); el B
también lo hace, aunque con menor frecuencia
(20-60%), y el C no induce tumores. Todos ellos
tienen ADN como genoma, pero pueden variar en
tamano desde 4 kb a 200 kb; el ADN puede ser de
banda simple, doble, lineal o circular.

De todos ellos, sélo se utilizan como vectores
los serotipos Ad 2, Ad 4, Ad 5y Ad 7, pertene-
cientes todos al grupo C. E1 Ad 4 y el Ad 7 se han
utilizado como vacunas en la prevencion de enfer-
medades respiratorias agudas, ya que se ingieren
en una pastilla y provocan una infeccion asinto-
matica a la vez que confieren inmunidad para las
afecciones respiratorias provocadas por otros ade-
novirus. Son icosaédricos, carecen de envuelta y
poseen unas fibras terminales por las que toman
contacto con las células a infectar. El receptor pri-
mario es el elemento CAR (del inglés, coxsacki
adenovirus receptor), que es una proteina que atra-
viesa la membrana, de la familia de las inmuno-
globulinas, que funciona como molécula de adhe-
sion en células epiteliales. CAR esta presente en
muchas células de distintos tejidos como corazon,
pulmones, higado y cerebro.

El mas utilizado y manipulado como vector
de transferencia génica en mamiferos y humanos
es el Ad 5. Este virus tiene 36 kb de ADN de doble
banda como genoma y admite insertos de 7,5 kb.
El virus entra por endocitosis, favoreciendo el
proceso la presencia de integrinas y heparan sul-
fatos, la diferencia de pH con el medio celular
provoca la liberacion del contenido gendmico que
se asocia con microtubulos y viaja al ntcleo don-
de se transcribe (figura 7.8). Lo primero que se
transcribe es la region E1A (E, del inglés early)
cuyo producto se une a las proteinas celulares re-
tinoblastoma (Rb) y p53 que desencadenan la fase
de sintesis de ADN, lo que favorece la replicacion
del ADN viral. Ademas, el producto de E1A es-
timula la transcripcion de las regiones E1B, E2A,

© Ediciones Piramide



Transferencia génica a células de mamiferos. Terapia génica | 223

E2B, E3 y E4 (figura 7.94). Las proteinas tardias
(unas 17) salen todas ellas de un tinico mensajero
de 28 kb transcrito de la banda complementaria a
la que origina E2 y E3. Se denominan L1 a L5
(del inglés late), siendo las proteinas de la capsida
algunas de ellas. Los virus se ensamblan en el nu-
cleo produciéndose la lisis de la célula que libera

las particulas. En ningiin momento se integra en
el genoma de la célula infectada. Posee, ademas,
una region de empaquetamiento y que coincide
parcialmente con E1A y en los extremos tiene
unas terminaciones repetidas invertidas (TRI) de
100-140 pb. Produce titulos de 10" particulas for-
madoras de placas de lisis, por mililitro (pfl/ml).

Receptor primario (CAR)
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Figura 7.8. Ciclo vital del adenovirus Ad5 (cortesia de Ramon Alemany) Entrada mediada por el receptor CAR, in-

tegrinas y heparan sulfato. Lisis del endosoma y liberacion de las particulas en el citoplasma. Desplazamiento al ntcleo

y transcripcion de los genes tempranos (E,). Inhibicion de RB y p53 de la célula por E,. Activacion de la fase Sy de la

replicacion del virus. Traduccidn de las proteinas estructurales del virus en el citoplasma y ensamblaje en el ntcleo. Fi-
nalmente, lisis de la célula y liberacion de particulas virales.

Para utilizarlo como vector conviene, por ra-
zones de seguridad, eliminar la region E1A, con
lo que se convierte en defectivo y ya s6lo podra
replicarse en presencia de un virus auxiliar o en
células empaquetadoras que lleven el gen o los ge-
nes delecionados. E3 y/o E4 también se eliminan
en muchos vectores para crear espacio ocupable
por el gen de interés (figura 7.9b). La funcion de
E3 es reducir la inmunidad que provoca en el or-
ganismo infectado ya que interfiere con la sintesis
o exposicion de las proteinas inmunogénicas que
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saca a la superficie el sistema de histocompatibili-
dad de tipo I (HLA). Seria de gran interés para las
terapias in vivo no eliminar este gen, pero desafor-
tunadamente al eliminar E1, E3 no se puede ex-
presar porque esta regulado por El. Se han cons-
truido algunos vectores para uso de terapias
génicas en humanos que delecionan E1 y E4 man-
teniendo E3 bajo el control de un promotor inde-
pendiente. También se han desarrollado los vecto-
res sin entrafas (gutless, en inglés), en los que se
han eliminado todos los genes del adenovirus para
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Figura 7.9. Los adenovirus y su genoma. ) Organizacion esquematica del genoma de Ad5 representado en porcenta-
je del tamaifio total (36 kb) y mostrando la localizacion de los genes tempranos (E1-E4) y los tardios (L1-L5); b) vectores
derivados: de primera generacidn y sin entraias.

dejar sitio al gen de interés. Estos vectores preci-
san de un virus auxiliar que les facilite las funcio-
nes eliminadas, pero admiten insertos de 36 kb.

El gran inconveniente de los adenovirus como
vectores in vivo para terapias génicas, es que gene-
ran una fuerte respuesta inmunologica.

7.3.5. Adenoasociados

Los virus adenoasociados pertenecen a la fa-
milia Parvoviridae y al género Depedovirus porque
requieren la coinfeccidon con un adenovirus o her-
pesvirus, por ejemplo, para desarrollar un ciclo

productivo. Son virus sin envuelta que poseen una
capsida icosaédrica y un pequeio genoma de 4,7-
5,1 kb de ADN con una sola hebra. Se han aisla-
do del tracto respiratorio o gastrointestinal huma-
no no conociéndose patogenias asociadas a su
presencia. Pueden infectar células quiescentes uti-
lizando heparan sulfato como receptor primario y
el factor de crecimiento de fibroblastos y la inte-
grina avf; como correceptores. En ausencia de vi-
rus auxiliar, se integran, por recombinacion espe-
cifica de sitio, en un lugar del brazo largo del
cromosoma 19 (19q13.3-qter) quedandose en for-
ma latente hasta que ocurra una infeccion por un
adenovirus, herpes, vaccinia o papilomavirus. El
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genoma viral posee en sus extremos secuencias
palindromicas de 100 a 250 nucleotidos que for-
man horquillas terminales relativamente estables
en una determinada configuracién. Las horquillas
contienen el origen de replicacion del ADN y las
senales para el empaquetamiento del genoma vi-
ral en las capsides. Forman unos terminales repe-
tidos invertidos (7RI) de 145 nucledtidos que son
los unicos elementos requeridos en cis (en la mis-
ma unidad y proximidad fisica) para la replica-
cion, la integracidon y el empaquetamiento. Ade-

mas poseen 3 promotores: dos (P5 y P19) desde
los que se transcribe el gen rep que dara lugar a
los mensajeros de las proteinas Rep, necesarias
para la integracion y replicacion viral, y un pro-
motor mas tardio (P40) desde donde se transcribe
el gen cap responsable de las proteinas de la cap-
sida (VP1, VP2 y VP3).

La construccién de un vector adenoasociado
(VAA) se realiza en la forma replicativa de banda
doble, elimindndose las regiones cap y rep que se
sustituyen por el gen deseado (figura 7.10). Todo
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Figura 7.10. Virus adenoasociado y vectores derivados. a) Esquema del virus con TRI en forma de cabeza de martillo en
los extremos, genes cap y rep en el interior y vector derivado de la forma replicativa portador de un gen de interés. b) Estra-
tegia de un gen de interés en dos mitades: SD y SR son las secuencias donante y receptora de ayuste, respectivamente.
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ello se mantiene en un plasmido procariotico para
su crecimiento y manipulacion. Con el vector re-
combinante VAA, se transfectan células empa-
quetadoras (Hela o 293) que faciliten en trans los
genes rep y cap eliminados del vector y presentes
en el genoma de la empaquetadora. Ademas es
necesaria una coinfeccion con un virus auxiliar
(adeno o herpes) o un plasmido que aporte los
genes esenciales de éstos. El resultado es una mez-
cla de vector, virus auxiliar y proteinas contami-
nantes. El vector portador del gen de interés pue-
de ser aislado del resto por centrifugacion en
gradientes isopicnicos, pero es dificil conseguir
titulos altos de este recombinante (bajan de 10" a
10°). Una de las ventajas de los adenoasociados
frente a los adenovirus es su menor capacidad para
inducir una respuesta inmune, aunque €sta no es
nula. La integracion especifica en el cromosoma
19 humano se pierde al convertirlo en vector, con
lo que el vector rara vez se integra en el genoma.

La poca capacidad de empaquetamiento de
estos vectores (5 kb) se puede suplir con la estra-
tegia de formacion espontanea de genomas dimé-
ricos en tdndem a lo largo de la infeccién. Se uti-
lizan dos plasmidos que contienen cada uno una
mitad del gen de interés y dos TRI. La formacion
del dimero provoca, mediante ayuste, un ARNm
correspondiente al gen de interés completo vy,
por tanto, de tamafio superior a 5 kb y menor de
10 kb.

7.3.6. Vectores derivados del Herpes

La familia de los Herpes incluye, entre otros,
el Herpes simplex tipos 1y 2; el Varicella-zoster, €l
Epstein-Barr y el Citomegalovirus. Los vectores
derivados de Herpes simplex (VHS) son interesan-
tes porque tienen tropismo hacia el sistema ner-
vioso que permitira utilizarlos como vehiculos
para depositar material genético en estas células.
Ademas permiten insertos de mas de 30 kb. El
virus invade neuronas de los ganglios sensoriales
donde se puede establecer como un elemento ex-
tracromosomico (episoma, plasmido, amplicon)
durante largos periodos de latencia. Herpes deriva
del griego y significa «reptar o gatear» haciendo

alusion al aspecto que toma la piel con algunas de
las lesiones comunes. En el hombre produce pato-
logias variadas: calenturas en la comisura de los
labios (tipo 1), conjuntivitis, meningitis, infeccio-
nes genitales (tipo 2) o incluso encefalitis; pero
tiene una gran capacidad para esconderse y pasar
inadvertido durante anos. Aunque es muy inmu-
nogénico cuando produce infecciones, en los esta-
dos de latencia no estimula respuesta alguna, tam-
poco interfiere con las funciones celulares. Mas
del 80% de la poblacion ha estado en contacto
con el virus en algin momento de su vida y pro-
bablemente lo alberge de por vida tras la infeccion
primaria; el contagio mas frecuente es oral (a tra-
vés de la saliva). El virus ataca los terminales sen-
soriales nerviosos (neuronas) que existen bajo la
piel en la cavidad oral y que terminan en el gan-
glio trigémino. También infecta la mucosa genital
y se transmite via sexual, permaneciendo en mu-
chos casos asintomatico. El virus entra por inte-
raccion de las glicoproteinas de la envuelta viral
con receptores de la membrana celular y se dirige
al nucleo donde transcurre la mayor parte de su
ciclo vital. Aqui se circulariza y se transcribe con
la polimerasa II de la célula infectada, pero con
factores de transcripcion del propio virus que
controlan todos los estadios del ciclo de infeccion.
Este virus posee algunos genes de funciones muy
parecidas o idénticas a otros genes celulares, como
es el caso de la quinasa de timidinas (tkHs) o ri-
bonucleétido reductasa. Nos podriamos pregun-
tar por qué este virus no utiliza los productos ce-
lulares en vez de utilizar el propio genoma para
codificarlos. Una posible explicacion es que, al no
estar las células en reposo expresando estos genes
ligados a la replicacion, el virus prefiera llevarse-
los puestos a tener que inducirlos, lo cual retrasa-
ria su replicacion.

Uno de los grandes inconvenientes de este vec-
tor es su tamano, de 160 kb, y su dificil manejo en
el laboratorio. Su genoma es un ADN lineal, bica-
tenario protegido por una capsida. Alberga 81 ge-
nes de los cuales la mitad no son esenciales, pu-
diendo introducir hasta 50 kb de inserto. Otro
inconveniente es la citotoxicidad asociada a este
virus que acaba matando todo tipo de células
donde entra. Esta toxicidad puede disminuir en
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mutantes delecionados en genes esenciales inme-
diatamente tempranos (del inglés: immediate
early, IE) y que se deben suplir en trans en la linea
celular. Al convertirlo en vector también se elimi-
nan muchos otros genes no esenciales que repri-
men la expresion de genes en la célula infectada o
tienen funciones redundantes. El recombinante
debe, asimismo, tener la capacidad de expresar el
gen de interés en condiciones de latencia en las
que la gran mayoria del genoma del Herpes esta
silenciado; para ello se ha colocado dicho gen de-
tras de uno de los dos promotores de latencia na-
turales (LAP1 o LAP2) que no son muy eficientes
(LAP1 mas fuerte que LAP2), pero permiten una
expresion prolongada (meses) en la célula.

Los amplicones son un tipo de vectores deriva-
dos del genoma de Herpes que contienen, junto
con el gen de interés, los origenes de replicacién
de Escherichia coli y del virus, asi como las se-
cuencias de empaquetamiento también de Herpes.
El amplicén en su conjunto tiene unas 15 kb, se
crece en bacterias y se cotransfecta con un VHS
defectivo que actue de virus auxiliar. La cotrans-
feccion se lleva a cabo en células empaquetadoras
que complementan la deficiencia. Herpes s6lo em-
paqueta genomas de su tamafo, por lo que nos
empaquetara, por una parte, concatémeros del ge-
noma del amplicon que a su vez contienen el gen
de interés, y, por otra, el virus auxiliar defectivo.
Este virus auxiliar defectivo puede ser sustituido
por otro plasmido que lleve las funciones requeri-
das para el empaquetamiento y la replicacion,
pero en estos casos el titulo (particulas liberadas
por mililitro de cultivo) baja considerablemente
(10*-10° unidades formadoras de colonias por mi-
lilitro).

Los PAM (plasmidos artificiales de mamife-
ros) son derivados de los cromosomas artificiales
de bacterias (CAB), a los que se les anade el ori-
gen de replicacion del estado latente del virus her-
pético Epstein-Barr (ori P) y el transactivador
EBNA-1. EBNA-1 se une de manera especifica a
oriP en dos lugares distintos iniciando la replica-
cion y puede incluirse en el plasmido o ser facili-
tado en trans por previa integracion en el genoma
de la célula hospedadora. También se incluye un
gen de seleccion para células de mamiferos. Un
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inserto de 185 kb que albergaba el pequenio gen de
la B-hemoglobina y su enorme region reguladora
se ha podido mantener establemente en un PAM
durante mas de un afio en células humanas trans-
formadas via liposomas. El numero de copias por
nucleo se mantuvo entre 11 y 15, expresandose el
gen a niveles relativamente altos.

7.3.7. Elvirus de la vacuna

El virus de la vacuna se ha utilizado durante
200 afios para vacunar contra el virus de la virue-
la. La viruela no existia en América y fue introdu-
cida por los conquistadores espanoles causando
miles de muertes entre los indigenas de México,
Pert y el Caribe; de aqui se extendio por Brasil y
toda Latinoamérica. El descubrimiento y aplica-
cion del virus de la vacuna contra la viruela se
debe a Jenner quien, en 1776, observo cémo las
mozas de cuadra que ordefiaban vacas en Glou-
cester (Inglaterra) adquirian una forma muy ate-
nuada de la viruela que atacaba a las vacas (virue-
la vacuna). También observd que estas mozas
nunca contraian la viruela humana cuando ocu-
rrian grandes epidemias. Algunos afios mas tarde
se aislé el virus que causaba la viruela vacuna y se
utilizoé para inmunizar al ser humano frente al vi-
rus de la viruela. La palabra «vacuna» ha perma-
necido como referencia de inmunizacién frente a
virus o bacterias de diversa indole y, curiosamente,
al estar la viruela totalmente erradicada, ya no se
precisa la utilizacion del virus de la vacuna como
agente inmunogénico contra su pariente proximo.

El genoma del virus de la vacuna es muy gran-
de, posee 180 kb de ADN bicatenario y no se in-
tegra en el genoma de la célula que infecta, ya que
se divide en el citoplasma celular. Hay ciertos as-
pectos del virus de la vacuna que le hacen particu-
larmente importante en ingenieria genética: es
probablemente un virus seguro y su abanico de
hospedadores es muy extenso, ya que infecta tan-
to a mamiferos como a una gran variedad de in-
vertebrados. Sin embargo, provoca una genuina
infeccién viral y, por tanto, acaba destruyendo la
célula infectada. Otra limitacion es la necesidad
de introducir el gen o los genes deseados a través
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de un proceso de cointegracion similar al descrito  tor de transferencia o lanzadera y éste se introdu-
para los baculovirus. Primero se introducen los ce en el genoma del virus por recombinaciéon ho-

genes en un vector procariético denominado vec-  mologa in vivo (figura 7.11).
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Figura 7.11. Virus de la vacuna. a) Clonaje por cointegracion en el virus de la vacuna (VV). Un gen eucariotico de

interés se introduce en un vector procariotico flanqueado por la regidn inicial y final del gen de la quinasa de timidina (k).

b) Este vector se introduce en células tk~ a la par que el virus de la vacuna tipo silvestre. El lisado-sobrenadante se pone
en contacto con células frescas en presencia de BrdU; en estas condiciones solo creceran los recombinantes.
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Para la recombinacién homologa se puede uti-
lizar, entre otros, el gen de la quinasa de timidina
(tk) del virus, ya que no es esencial para la infec-
tividad. El procedimiento consiste en flanquear el
gen de interés con dos regiones homologas al ini-
cio y al final del gen de la quinasa de timidinas del
virus de la vacuna en el vector de transferencia
que llevara también los componentes bacterianos
necesarios para su crecimiento en bacterias. Este
vector de transferencia se introduce en células 7k,
como, por ejemplo, las 143 humanas, a la par que
el virus de la vacuna (VV) tipo silvestre (tk¥). Al
tener lugar la recombinacion homologa entre am-
bas moléculas, se produciran virus deficientes
para tk que contienen el gen de interés (figu-
ra 7.11). Las placas del virus se recogen y el lisado
se utiliza para infectar células frescas tk~, pero

esta vez en presencia de BrdU (5-bromodesoxiuri-
dina). En estas condiciones, solo los virus tk~ po-
dran replicar su ADN seleccionandose frente a los
no recombinantes. El mecanismo molecular es el
siguiente: el compuesto BrdU, normalmente, se
convierte en un analogo de TMP (timidina mono-
fosfato) por accion de la quinasa de timidina y se
incorpora en el ADN. Una vez incorporado en el
ADN, produce un aumento en la sensibilidad a
los rayos ultravioleta (UV) y, por tanto, fallos
drasticos y letales en la replicacion. Asi pues, los
virus y células que sean tk” no podran incorporar
el analogo suicida y sobreviviran, mientras que los
tk* moriran. El unico inconveniente de esta selec-
cion es la aparicion con una frecuencia bastante
elevada (107-10°) de mutantes tk~ espontaneos.
Admite insertos de unas 25 kb de ADN.

TABLA 7.1
Resumen de las ventajas e inconvenientes de algunos vectores virales descritos
Vectores Ventajas Inconvenientes
SV40 y derivados — Pequeiios y de facil manejo. Expresion transitoria.
— Infectan células en division y Poca capacidad para inserto.
quiescentes. Titulos bajos (10° u.f.c/ml)*.
Retrovirus — Transferencia muy eficiente. Soélo infectan células en division.
— Pequeiios y de facil manejo. Poca capacidad para inserto.
— Se integran en el genoma. Mutagénesis insercional/leuce-
mia.
Titulos bajos (10 u.f.c/ml)*
Adenovirus — Infectan células en division y Inmunogénicos.
quiescentes. Manipulacion compleja.
— Titulos altos (10"u.f.p./ml)**, Expresion transitoria.
Adenoasociados — Pequeiios y de facil manejo. Capacidad de inserto limitada.
— Poca inmunogenicidad.
Herpes — Tropismo hacia el sistema ner- Tamafio muy grande.
Vvioso. Toxicos.
— Admiten insertos grandes.
Virus de la vacuna — No producen patologia. Son inmunogénicos.
— Admiten insertos grandes. Tamafio muy grande.

* Unidades formadoras de colonias por mililitro.
** Unidades formadoras de placas por mililitro.
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7.3.8. Cromosomas artificiales
de mamiferos

Los cromosomas artificiales de mamiferos
(CAM, MAC en version anglosajona, o HAC
aplicado a humanos) son unidades lineales con
todos los componentes cromosomicos indispen-
sables: un centrémero, dos telomeros y, al menos,
un origen de replicacion. Las ventajas de los cro-
mosomas artificiales como vectores son triples:
1) permiten la transferencia de insertos de tamafio
practicamente ilimitado; 2) se mantienen de for-
ma estable en el nucleo, y 3) no provocan rechazo
inmunologico.

Existen dos maneras de construir un CAM:

1. De abajo arriba o sintesis de novo a partir
de los distintos componentes mantenién-
doles por separado en cromosomas artifi-
ciales de levaduras.

2. De arriba abajo, se va truncando un cro-
mosoma completo hasta sustituirlo por
uno artificial.

Cromosomas artificiales construidos
de abajo arriba

La region centromérica de los cromosomas de
mamiferos es el lugar por donde permanecen uni-
das las cromatidas hermanas, apareciendo muy
condensada en cromosomas metafasicos. Desde el
punto de vista genético, el centrémero es respon-
sable de la segregacion del cromosoma en meiosis
y mitosis, asegurando que el numero de copias no
exceda de una o dos por célula. El centromero de
S. cerevisiae s6lo tiene 125 pares de bases; el de S.
pombe tiene ya 40 kb; el de ratén, 150 kb. El cen-
trémero del cromosoma Y humano ha sido el mas
estudiado. Consta de un largo trecho de ADN sa-
télite (altamente repetido, con una unidad de
171 pb) que puede ocupar de 240 a 1.600 kb de-
pendiendo del individuo; se denomina ADN alfoi-
de. En los flancos del ADN alfoide hay otras fa-
milias de ADN repetido que ocupan hasta 300 kb.
Funcionalmente relacionada con el ADN alfoide
esta la proteina centromérica CENP-B que ha
sido reconocida como antigénica para el suero de

pacientes con la enfermedad inmune escleroder-
mia CREST (calcinosis, fendmeno de Raynaud,
dismovilidad esofagica, esclerodactilia, telangiec-
tasia). Ademas de la regidon centromérica tipica
descrita, pueden aparecer neo-centromeros, es de-
cir, regiones cromosdmicas que carecen de ADN
alfoide o unién a CENP-B, pero que funcionan
como verdaderos centrdmeros en cuanto a segre-
gacion y estabilidad. Se ha descrito un neo-cen-
trémero en medio del brazo largo del cromosoma
10 humano y ocho mas no muy bien caracteriza-
dos. Estos neo-centrémeros cuestionan la necesi-
dad de la presencia de ADN alfoide para la fun-
cion de segregacion y estabilidad.

Los telomeros (del griego, telos = terminal y
meros = parte), estan formados por una hilera de
ADN repetido de secuencias cortas (TTAGGG)n
seguido por otra de secuencias moderadamente
repetidas (region subtelomérica). El tamafio del
telomero es muy variable siendo s6lo de 200 pares
de bases en levaduras y 150 kb en raton. Su papel
bioldgico es proteger los extremos evitando que se
fusionen los cromosomas entre si. La replicacion
del telomero requiere una transcriptasa inversa
llamada telomerasa que es una ribonucleoprotei-
na presente desde los protozoos hasta los huma-
nos. La telomerasa utiliza como molde su propio
ARN (8-30 bases) y como enganche el extremo
3'OH de la molécula de ADN telomérico. En teji-
dos diferenciados de mamiferos la actividad telo-
merasa deja de detectarse, mientras que esta pre-
sente en tumores.

Los origenes de replicacion de los cromosomas
de metazoos no son fijos ni precisos, es muy posi-
ble que haya uno por cada 30-40 kb, por lo que
formarian parte de los insertos.

Los cromosomas humanos tienen tamafos de
50-250 mgb. Artificialmente se han obtenido cro-
mosomas lineales de 6-10 mgb transfectando
mediante liposomas los distintos componentes
cromosomicos: ADN alfoide, ADN telomérico e
inserto, a células HT1080 humanas. Estos cromo-
somas de primera generacion parecen originarse
dentro de la célula por un proceso de recombina-
cion no bien definido, pero son mitéticamente
y citogenéticamente estables durante seis meses en
cultivo sin necesidad de seleccion. Algunos de es-
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tos cromosomas contienen ADN alfoide exdgeno
(de otros cromosomas), ademas del transfectado
o secuencias no centroméricas (en uno de los ca-
sos aparecieron secuencias del cromosoma 8).
Esta modalidad de construir cromosomas artifi-
ciales de mamiferos es de muy baja eficiencia, ade-
mas de originar un producto de tamano y conte-
nido impredecibles.

Cromosomas artificiales construidos
de arriba abajo

Utilizando este método, se parte de un cromo-
soma completo y se van eliminando regiones de
los dos brazos para sustituirlas por genes de selec-
cidn y genes de interés. Se han obtenido cromoso-
mas artificiales a partir de varios cromosomas hu-
manos como el 14 y el 21. Los mejores resultados
se obtienen cuando todos los genes en el cromoso-
ma original son eliminados, ya que asi no hay po-
sibilidad de recombinacion homéloga cuando se
reincorpora el cromosoma artificial a la célula de
procedencia. La metodologia es laboriosa y vamos
a seguir los pasos empleados para la obtencion del
cromosoma artificial humano 21 (HAC21). En
primer lugar hubo que marcar y aislar el cromoso-
ma humano 21. El marcaje se realizé por recombi-
nacién homologa utilizando como diana un gen
del cromosoma 21 en el que se introdujo el gen de
seleccion neo. Para su aislamiento se trataron las
células donantes con colcemida, un analogo sinté-
tico de la colchicina para bloquear las células en
mitosis, y con citocalasina B, que induce la divi-
sion del nucleo provocando minicélulas con sélo
un cromosoma y un poquito de citoplasma. EI
paso siguiente fue fusionar estas minicélulas con
células DT40 de pollo y seleccionar por G418. Las
células DT40 de pollo exhiben una frecuencia de
recombinacion alta que nos facilitara los sucesivos
pasos siguientes consistentes en sustituir fraccio-
nes del cromosoma 21 por un /ox P para introducir
el inserto y genes de seleccion (figura 7.12). Lo pri-
mero que se introdujo fue loxP, para lo cual se for-
z6 una recombinacién homologa entre dos regio-
nes que denominaremos a y b del cromosoma 21y
las mismas regiones a y b introducidas en un vec-
tor flanqueando lox P/hprt, donde hprt es el gen de
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seleccion positiva (véase apartado 7.2.1). Para eli-
minar el brazo pequeno del cromosoma se facilito
una recombinacion homologa entre la region peri-
telomérica del cromosoma 21 por un lado y la re-
gidn peri-centromérica del otro, con un CAL que
llevaba como inserto: una pequena region del peri-
telomero, un promotor potente, el gen de seleccion
positiva puro, una regién homologa al peri-centro-
mero y el gen de seleccion negativa tkHs. La re-
combinacién homologa nos sustituira todos los
genes del brazo pequefio por el gen puro. Debere-
mos crecer las células DT40 en presencia de puro-
micina y ganciclovir para seleccionar por los re-
combinantes. De manera analoga se sustituyeron
los genes del brazo largo del cromosoma 21 por el
gen de resistencia a la higromicina.

Una vez finalizada la sustitucion de los genes
del cromosoma 21 por genes de seleccion, aun hay
que introducir el gen de interés mediante /oxP, se-
leccionar por este evento y devolver el nuevo cro-
mosoma 21 a las células humanas. El nuevo
HAC?21 llevara numerosos marcadores de selec-
cion que facilitaran el mantenimiento del cromo-
soma en las células receptoras humanas.

7.4. TERAPIA GENICA

La terapia génica es la utilizacion de acidos
nucleicos como agentes terapéuticos. Existen dos
modalidades de terapias génicas: ex vivo € in vivo.
En la terapia ex vivo células del paciente son ma-
nipuladas in vitro y devueltas al organismo de par-
tida, con lo que evitamos un rechazo inmunoloégico.
Con la terapia in vivo se introduce directamente en
el paciente el gen terapéutico desnudo o en el in-
terior de un vector viral. Una variante de esta se-
gunda modalidad es la introduccion en el pacien-
te de células productoras de virus terapéuticos.

En enfermedades hematopoyéticas es frecuen-
te la terapia ex vivo utilizando células troncales
linfoides de la médula 6sea, cordéon umbilical o
sangre periférica. Estas células son totipotentes y
pueden ser aisladas del individuo, manipuladas in
vitro y devueltas al 6rgano hematopoyético. Un
inconveniente de estas células troncales es que re-
presentan solo el 0,01 % de las células de la médu-
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Figura 7.12. Obtencion de cromosomas artificiales de mamiferos por el método de arriba abajo. En la parte superior,

esquema que muestra la recombinacion homologa entre las regiones a y b del cromosoma 21 y las mismas regiones flan-

queando loxP/hprt introducidas en un vector. En la parte inferior, recombinacion homoéloga entre un CAL portador de

la region peri-telomérica y peri-centromérica del cromosoma 21 que flanquean el gen de seleccion puro y un promotor,
con su region homologa en el brazo pequeiio del cromosoma.

la y no hay realmente manera eficiente de aislarlas
del resto. Expresan el antigeno de superficie
CD34" y su crecimiento es dependiente de factores
de crecimiento o interleuquinas.

Para el tratamiento de las distintas enfermeda-
des se elige el tipo de vector mas adecuado depen-
diendo de las caracteristicas del mismo y de la en-
fermedad. En la fibrosis quistica, por ejemplo,
emplearemos adenovirus por tener éstos un tropis-
mo hacia las vias respiratorias, mientras que para
la terapia del cancer sera muy apropiado utilizar
vectores retrovirales, que solo infectan células en
divisién; pero unos y otros tienen sus correspon-
dientes inconvenientes, como son el rechazo inmu-

noldgico que provocan los primeros y la mutagé-
nesis insercional que pueden producir los segundos.
Los virus en general son buenos vectores, ya que
tienen una innata habilidad de introducir material
genético en la célula infectada, siendo su mayor
preocupacion encontrar la manera de dividirse y
producir copiosa descendencia. La mayor parte de
los virus no ganan nada matando la célula hospe-
dadora, pero desafortunadamente muchas veces es
inevitable debido a la toxicidad o patogénesis de
algunos productos virales. Para transformar un vi-
rus en un vector es indispensable convertirlo en
defectivo condicional como medida de seguridad
y crear «sitio» para albergar el gen terapéutico.
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No hay un vector perfecto y en todos pode-
mos encontrar ventajas e inconvenientes. El vec-
tor menos malo es el que mejor sortea una serie
de obstaculos comunes a todos ellos, siendo el pri-
mer obstaculo el de la produccién a gran escala.
Un buen vector deberia poderse obtener en forma
concentrada y pura con una metodologia asequi-
ble y reproducible. Esto sigue siendo problematico
en algunos vectores (retrovirus), pero esta practi-
camente superado en algunos otros (adenovirus).
El segundo obstaculo a salvar es el hacer llegar y
facilitar la entrada en el tejido mas apropiado
para la curacion de una enfermedad concreta,
bien sea una célula quiescente o en division. En
muchos casos es necesario conseguir una expre-
sion estable y sostenida durante largos periodos
de tiempo (enfermedades cronicas), lo que reque-
rira la integracion del gen terapéutico en el geno-
ma hospedador, mientras que en otros se premia-
ra una alta expresion por un tiempo corto
(eliminacion de la célula neoplasica), lo que se
puede conseguir con una expresion transitoria ele-
vada. La integracion en el hospedador puede pro-
ducir mutagénesis insercional si la inclusion se
realiza preferentemente en genes activos (retrovi-
rus), por lo que vectores con sitios concretos y
definidos de integracion son preferidos aunque no
hay muchos.

En muchos casos una regulacion exquisita de
la expresion del gen terapéutico es necesaria, por
lo que el fragmento a insertar debera incluir re-
giones de caracter regulador que sean capaces de
responder a elementos o moléculas activadoras y
represoras. Las regiones reguladoras, a su vez,
pueden superar en muchas kilobases el tamafio
del transgén, afadiendo un nuevo obstaculo al di-
sefio y eleccion del vector. Finalmente, el vector
no debe ser patogénico en si mismo, ni desencade-
nar una respuesta inmune, que suele ser adversa
en la mayoria de los casos.

El desarrollo de una terapia génica, desde su
disefio hasta su posible opcion terapéutica en la
practica médica, conlleva una serie de pasos:

1. Probar la terapia en células en cultivo.
2. Utilizarla en animales de experimentacion
y verificar, por un lado, su eficiencia vy,
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por otro, la ausencia de efectos secunda-
rios o toxicidad.

3. Probar en un pequeiio numero de pacien-
tes voluntarios.

7.41. Terapia génica de enfermedades

monogeénicas

Hablamos de una enfermedad monogénica
cuando la patologia de la enfermedad es atribui-
ble a un solo gen. Sin embargo, el término merece
aclaracion, puesto que hay variantes dentro de
muchas enfermedades en las que distintos genes
causan las distintas variantes de la enfermedad,
pero en todos los casos un gen especifico es res-
ponsable de la variante concreta de la enferme-
dad. Veremos como ejemplos de terapias monogé-
nicas exitosas, las desarrolladas contra varias
enfermedades sanguineas como las inmunodefi-
ciencias combinadas severas ADA y SCID-X1, la
leucodistrofia metacromatica o la inmunodefi-
ciencias primaria de WAS, y en terapias oculares
nos centraremos en la terapia génica contra la
amaurosis congénita de Leber.

La inmunodeficiencia combinada severa

Hay dos variantes de esta enfermedad aborda-
bles por terapia génica. El gen implicado en la va-
riante ADA es el gen de la deaminasa de adenosi-
nas. La alteracion en el gen elimina la actividad de
la enzima y como consecuencia se acumula ade-
nosina y 2' desoxiadenosin trifosfato en la sangre
de los pacientes. La consecuencia inmediata es la
destruccion masiva de los linfocitos T para los que
estos compuestos son particularmente toxicos.
Los linfocitos T son, por otra parte, imprescindi-
bles para desarrollar inmunidad hacia cualquier
patogeno. La segunda variante de la enfermedad
es la inmunodeficiencia combinada severa-X1
(SCID, del inglés, severe combined immunodefi-
ciency). En la SCID-X1 el gen afectado es el re-
ceptor yC de las interleuquinas 2, 4, 7,9, 15y 21,
y el resultado de su alteracion, un bloqueo en la
diferenciacion de linfocitos T y células asesinas
natas naturales (NK, del inglés natural killers).
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Ambeas variantes de la enfermedad son letales des-
de el nacimiento a no ser que los nifios afectados
se mantengan en cubiculos aislados y estériles (ni-
flos burbuja). Pero la inmunodeficiencia combina-
da severa es una de las pocas enfermedades en las
que la terapia génica es ya una opcion terapéutica.

Atras han quedado los experimentos en los
que se eliminaban por KO el gen de la deaminasa
de adenosina implicado en la variante ADA, o
el del receptor yC de las diversas interleuquinas,
para simular en células en cultivo la enfermedad.
También en cultivo, se administrd un vector retro-
viral portador del gen dafiado que recuperd la
funcionalidad del gen en cuestion. También se lle-
v6 a cabo con éxito la curacién de ratones que
mimetizaban la enfermedad humana y, por tanto,
hace ya algunos afios se procedié a numerosos en-
sayos clinicos en los que se verifico su potenciali-
dad como opcioén terapéutica.

La variedad ADA

El tratamiento antes de la terapia génica para
la variedad ADA consistia en la inyeccion repeti-
da de células de la médula 6sea procedentes de un
donante compatible en HLA (sistema de incom-
patibilidad) o inyecciones musculares multiples y

frecuentes (semanales) de la enzima unida a polie-
tilenglicol para estabilizarla. En estos ultimos
afos se han tratado varios nifios por terapia géni-
ca ex vivo introduciendo un gen funcional ada, in-
sertado en un vector retroviral, en células tronca-
les linfoides extraidas de la médula 6sea y sangre
del paciente y devueltas al organismo una vez mo-
dificadas genéticamente (figura 7.13). En los pri-
meros experimentos se observo una baja eficiencia
de la transferencia génica (aproximadamente s6lo
un 1% de la poblacion celular habia sido modifi-
cada), con una severa limitacion del beneficio te-
rapéutico. La modificacion posterior de la meto-
dologia vino acompanada del éxito terapéutico.
Se incluy6 un tratamiento quimioterapico de eli-
minacion de la mayoria de las células de la médu-
la 6sea antes de la restitucion de las células del
paciente tratadas ex vivo con el gen terapéutico y
estimuladas a proliferar en presencia de interleu-
quinas antes de ser repuestas al paciente. Asi se
eliminaba una poblacion de precursores no trata-
dos y se dejaba sitio para los nuevos precursores
modificados genéticamente. De unos 40 pacientes
tratados en estos ultimos anos, el 70% mostrd be-
neficio clinico y no necesité terapias de soporte
adicionales como administraciéon oral de la en-
zima.
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Figura 7.13. Terapia ex vivo de la inmunodeficiencia combinada severa SCID-ADA. Obtencidn de progenitores linfoi-
des del paciete: CD34", infeccion con retrovirus terapéuticos portadores de un gen funcional ada y un gen de seleccion
puro. Seleccion y crecimiento in vitro y devolucion a la médula osea del paciente.
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La variedad SCID-X1

En la terapia génica del gen del receptor yC de
las interleuquinas 2, 4, 7, 9, 15 y 21 se utiliz6 asi-
mismo un vector retroviral y un procedimiento
similar al descrito para SCID-ADA con una va-
riante que consistidé en omitir el tratamiento qui-
mioterapico, ya que los progenitores linfoides
CD34" que recibieron el retrovirus desarrollaron
una ventaja proliferativa sobre los que no lo reci-
bieron. El receptor yC al unirse a sus ligandos (in-
terleuquinas 2, 4, 7, 9, 15 y 21) provoca una senal
de proliferacion a las células progenitoras linfoides
T y NK. Asi, al cabo de unos meses, la poblacion
de linfocitos modificados genéticamente era muy
superior a la de los no modificados y los nifios
tratados, en su mayoria, se curaron. Sin embargo,
hubo un 20% de los nifios tratados que al cabo de
un tiempo (2-5 afios) desarrollaron leucemias que
respondieron bien, en todos los casos menos uno,
a la quimioterapia. La mayoria de estas leucemias
se han producido por la integracion del retrovirus
en los aledanos del gen LMO2 correspondiente a
un factor de transcripcion regulador de la hema-
topoyesis. Parece existir una interaccion indeter-
minada entre LM 02y yC. Como medida de segu-
ridad adicional, se estan utilizando los vectores
retrovirales autoinactivantes al estilo de los lenti-
virales ya descritos (ver figura 7.7). En estos vec-
tores se imposibilita la transcripcion a partir del
promotor del TRL por una delecion en la region
U3, con lo que el transgén ha de llevar un promo-
tor independiente; esto, a su vez, abre posibilidades
de controlar la expresion del gen terapéutico con
promotores estimulables o especificos de tejido.

En Europa, en la actualidad, aun se prefiere el
trasplante de progenitores linfoides de donantes
compatibles cuando ello es posible. El trasplante
garantiza una supervivencia del 90% a los 5 afios.

Si se analiza criticamente la relacion riesgo/be-
neficio del tratamiento génico de SCID-X1, ten-
driamos que admitir que, dada la pésima calidad
de vida de los pacientes sin posibilidades de un
trasplante de médula de un donante compatible y
su mermada esperanza de vida, la posible adquisi-
cion de una leucemia es mejor que la ausencia de
tratamiento génico. Las leucemias infantiles tienen
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un porcentaje de supervivencia relativamente alto
y la calidad de vida de estos pacientes es mejor que
la de los inmunodeficientes severos SCID-X1.

La terapia génica es una verdadera opcion te-
rapéutica y se esta haciendo un hueco en el trata-
miento de las inmunodeficiencias combinadas se-
veras, especialmente cuando no se encuentran
donantes compatibles.

Dos enfermedades que afectan a los leucocitos
con potencial terapéutico

La leucodistrofia metacromatica y el sindrome
de Wiskott-Aldrich son dos enfermedades genéti-
cas raras que afectan también a nifios desde el na-
cimiento por la falta de dos proteinas esenciales
en los primeros anos de vida. La terapia conven-
cional para estas dos enfermedades es la de tras-
plante de médula 6sea cuando hay donantes com-
patibles, pero la terapia génica puede en breve ser
una opcidn terapéutica.

La leucodistrofia metacromatica (LDM)

La leucodistrofia metacromadtica es una enfer-
medad autosémica recesiva que afecta a los liso-
somas y el gen implicado es el correspondiente a
la enzima arilsulfatasa A (arsa). La ausencia de la
enzima provoca una acumulacion téxica de sulfa-
tidos que origina dafos en la mielina que rodea
las neuronas y en todo el sistema nervioso, ade-
mas de afectar a los riflones y a la vesicula biliar.
Los nifios con esta enfermedad parecen normales
al nacer, pero van perdiendo gradualmente las fa-
cultades cognitivas, neurologicas y motoras.

El sindrome de Wiskott-Aldrich

Los ninos afectados por la inmunodeficiencia
primaria de WAS, o sindrome de Wiskott-Aldrich,
carecen de un sistema inmunoldgico eficiente. El
gen afectado (was) se localiza en el cromosoma X
y se traduce a una proteina (WasP) que regula el
citoesqueleto. Los pacientes sufren infecciones
frecuentes, microtrombocitopenia (bajo niimero
de plaquetas en sangre), eczemas, disminucién de
linfocitos T y predisposicion a cancer.
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Un procedimiento ex vivo muy similar se ha
empleado para el tratamiento génico de estas dos
enfermedades. Tras un tratamiento suave de qui-
mioterapia para destruir precursores hematopoyé-
ticos como hemos descrito para ADA, se extraje-
ron células troncales hematopoyéticas (CD34") de
la médula 6sea de 16 pacientes (6 de WAS y 10 de
LDM) y se infectaron con lentivirus sin promoto-
res en los TRL (SIN), portadores de copias sanas

de los genes arsa o was segun el caso; una vez cre-
cidas y seleccionadas, se devolvieron las células
manipuladas a los pacientes (figura 7.14). Al me-
nos 6 nifios de los tratados (3 de cada enfermedad)
han mostrado un claro beneficio terapéutico a los
2 afios de realizada la terapia. El analisis de los lu-
gares en los que se inserto el lentivirus, por secuen-
ciacion masiva, no reveld lugares preferenciales ni
se desarrollaron leucemias en ningtin caso.
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Figura 7.14. Esquema de terapia ex vivo utilizada en ensayos clinicos de la leucodistrofia metacromatica y el sindrome

de Wiskott-Aldrich. Después de una amieloablacion suave, se obtuvieron progenitores linfoides CD34" de los nifios afec-

tados, se infectaron con lentivirus (SIN) terapéuticos portadores de un gen funcional arsa o was segun el caso, ademas de

un gen de seleccion (véase figura 7.7) se seleccionaron y crecieron in vitro las células troncales manipuladas y se devolvie-
ron a la médula 6sea de los nifios.

La amaurosis congénita de Leber

El ojo es un 6rgano idoneo para terapias géni-
cas por varios motivos: 1) la retina es accesible a
inyecciones locales, 2) posee un estatus inmunolo-
gico bastante privilegiado, 3) las barreras internas
del ojo dificultan la invasién sistémica de los vec-
tores virales, 4) se puede medir facilmente el grado
de ganancia visual obtenida con la terapia y 5) se
puede tratar so6lo uno de los ojos, sirviendo el otro
de control.

Como animales de experimentacion se suelen
usar, bien ratones transgénicos o perros, en los

que esta enfermedad ocular ocurre con una fre-
cuencia bastante elevada. Como vectores, los vi-
rus adenoasociados son los que mas se han utili-
zado en esta enfermedad y el tipo de terapia es in
vivo. La amaurosis congénita de Leber (ACL, o
LCA en version anglosajona) es una enfermedad
autosomica recesiva que afecta a los conos y bas-
tones de la retina del ojo. Se han identificado unos
14 genes cuyas deficiencias provocan distintos ti-
pos de amaurosis congénita. Uno de estos genes
es el rpe65 (del inglés, retinal pigment epithelium
65) que se localiza en el cromosoma 17 humano y
es responsable de la sintesis de la proteina asocia-

© Ediciones Piramide



Transferencia génica a células de mamiferos. Terapia génica | 237

da a membrana Rpe65. Esta proteina convierte
los ésteres trans-retinil en cis-retinol en el epitelio
pigmentado de la retina. Alteraciones en el gen
provocan acumulacion de los ésteres trans-retinil
lo que produce dafios en los fotorreceptores y pér-
dida de vision o ceguera. Alteraciones en el gen
rpe65 representan el 6% de todos los casos de
ACL. Experimentos preclinicos en ratones y pe-
ITos rpe65"‘ a los que se traté con vectores ade-
noasociados (VAA) portadores de una copia nor-
mal del gen rpe65 restauraron la vision de modo
efectivo y estable. En estos experimentos se ha
puesto de manifiesto que el tratamiento es mas
eficiente si se realiza durante los primeros estadios
de la enfermedad. En pacientes humanos se han

llevado a cabo varios ensayos clinicos utilizando
vectores adenoasociados portadores de rpe65 y
realizando la terapia mediante una sola inyeccion
subretinal (figura 7.15). La mayoria de los pacien-
tes mejoraron sensiblemente su vision, especial-
mente en penumbra. No se observaron efectos
toxicos o adversos al menos en los dos afos si-
guientes al tratamiento. Se detectaron vectores vi-
rales en lagrimas y sangre después de la cirugia,
que remitieron al cabo del tiempo. No se observo
respuesta inmune adversa. Las mejorias observa-
das en los pacientes también correlacionaron con
la edad en el sentido de que los pacientes jovenes
respondieron mejor al tratamiento que los ma-
yores.
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Figura 7.15. Terapia in vivo de la amaurosis congénita de Leber. Inyeccion subretinal de vectores VAA portadores del
gen rpe6S5.

7.4.2. Terapia génica de enfermedades
multigénicas: cancer

El cancer es una enfermedad multigénica y de
modo intuitivo pensariamos que la eliminacion

de la célula tumoral puede ser la estrategia mas
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segura, simple y eficiente contra la enfermedad.
La naturaleza autopropagativa y expansiva de la
célula tumoral nos alerta sobre la conveniencia de
que las células neoplasicas sean eliminadas tan
eficientemente como sea posible frente a alterna-
tivas de caracter corrector.



238 / Curso de Genética Molecular e Ingenieria Genética

La conversion de una célula normal en una
célula tumoral es un proceso gradual en el que se
acumulan sucesivas alteraciones genéticas. Por
otra parte, hay mucha evidencia de que los suce-
sos moleculares y celulares que desencadenan un
tumor estan orquestados por células cancerosas
de tipo troncal. La denominacion célula troncal
tumoral (CSC, del inglés cancer stem cell) define
una célula neoplasica capaz no solo de autorrepli-
carse indefinidamente, sino también de generar la
diversidad del tumor. La mayor parte de los can-
ceres estan constituidos por una poblacion hete-
rogénea de células, con diferencias tanto prolifera-
tivas como de capacidad de reproducir el tumor
cuando se trasplantan a modelos animales inmu-
nodeficientes (por ejemplo, ratones desnudos). Se
ha demostrado la existencia de células troncales
cancerosas en practicamente todos los tipos de tu-
mores en los que se han buscado: leucemias mie-
loides, canceres de mama, melanomas, tumores de
pancreas, tumores cerebrales, etc. Las CSC for-
man esferas no adherentes en cultivos y dan lugar
a distintos tipos de células tumorales con marca-
dores de superficie caracteristicos. La inoculacion
de células troncales tumorales en animales de ex-
perimentacion origina tumores con una mezcla de
células troncales tumorales y células no troncales
con reminiscencias del tejido de procedencia. No
esta claro si las CSC derivan de células troncales
autdctonas tisulares, de células troncales de la mé-
dula 6sea o de células diferenciadas que han sufri-
do un proceso de desdiferenciacion o una transdi-
ferenciacion.

La mayoria de las estrategias terapéuticas que
se aplican contra las células tumorales no hacen
distincion alguna entre las CSC y el resto de las
c¢lulas tumorales. Tradicionalmente los trata-
mientos contra el cancer se basaban en la elimina-
cion de las células en division, pero curiosamente
las CSC se dividen con baja frecuencia, con lo que
estas terapias tenderian al fracaso. Ademas, las
CSC tienen una mayor capacidad de reparar su
ADN, algo que, unido a su poca actividad proli-
ferativa, las hace menos sensibles a terapias de
tipo radioterapéutico o quimioterapéutico. Te-
niendo en cuenta estos conocimientos, podriamos
predecir que, para conseguir la erradicacion total

de un tumor e impedir las recidivas, necesitaria-
mos un sistema que eliminara no sélo las células
en division sino también las quiescentes del entor-
no tumoral, en especial las células troncales.

Hace algunos aflos, se crearon grandes expec-
tativas sobre la terapia génica contra el cancer
usando vectores retrovirales portadores de genes
potencialmente asesino-suicidas o tratamientos
génicos que estimulaban el propio sistema inmu-
nologico para rechazar tumores. También se utili-
zaron virus para aportar al tumor oncosupresores,
inductores de apoptosis, factores antiangiogéni-
cos, citoquinas o diversos ARN de interferencia.
Haremos un resumen de algunas de estas estrate-
gias, aunque en la actualidad no hay ningun tra-
tamiento génico contra el cancer que constituya
una verdadera opcién terapéutica.

Sistemas asesino-suicidas condicionales

Las terapias asesino-suicidas consisten en la
utilizacion de un gen cuyo producto convierte un
compuesto inocuo en otro toxico y mortal para la
célula. Los vectores suicidas que se emplean para
erradicar tumores son preferentemente retrovirus
defectivos, en los que los genes propios del virus
(gag, pol 'y env) han sido sustituidos por un gen de
seleccion (neo o puro) y por otro gen capaz de in-
ducir su propia muerte. Un ejemplo de gen suicida
es el gen de la quinasa de timidina (tk) del Herpes
simplex (Hs), que al expresarse en la célula tumo-
ral confiere sensibilidad al antibidtico antiherpéti-
co ganciclovir. Como hemos comentado con ante-
rioridad, la quinasa del Herpes no es tan estricta
como su homologa celular y fosforila analogos de
la guanina (ganciclovir o aciclovir) que pueden asi
ser incorporados en la molécula del ADN parali-
zando la replicacion y provocando la muerte celu-
lar. Solamente aquellas células que hayan adqui-
rido la quinasa del Herpes incorporaran el
ganciclovir fosforilado en su ADN. Los retrovirus
infectan exclusivamente células en division, carac-
teristica diferencial de las células tumorales que se
desarrollen en tejidos especializados, los cuales
normalmente ya no se dividen. Los retrovirus por-
tadores del gen tk del Hs se introducen en células
murinas empaquetadoras que poseen en su geno-
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ma un retrovirus defectivo. Este retrovirus defec-
tivo carece de la regién (y) imprescindible para el
empaquetamiento de la particula; estas células
murinas se convierten entonces en fabricas de re-
trovirus terapéuticos y se denominan células pro-
ductoras (apartado 7.3.3, figura 7.6). La introduc-
cion en el seno de un tumor de células productoras
origina un cierto nimero de retrovirus que infec-
taran las células en division del tumor. Al cabo de
unos dias, en los que cada vez mas células tumo-
rales adquieren el retrovirus terapéutico, se inicia
el tratamiento generalizado con el antibidtico
ganciclovir, que provocara el suicidio de las célu-
las tumorales. El sistema ha sido probado con éxi-
to en tumores cerebrales de ratas y con menos €xi-
to en pacientes de glioblastoma. Ninguno de los
pacientes se curd, aunque se observé una reduc-
cion significativa del tumor en el 30% de los casos.

Otro ejemplo de estos sistemas asesino-suici-
das es el de la linamarasa/linamarina (/is/Lin) que
se empled para erradicar tumores cerebrales ma-
lignos (glioblastomas) de forma experimental. El
gen asesino-suicida era el gen de origen vegetal
linamarasa (lis) que convierte el sustrato inocuo
linamarina (Lin) en glucosa y cianuro. La linama-
rina es una B-glucosidasa particularmente abun-
dante en las semillas del lino (de ahi su nombre) y
en la «casava» Manihot esculenta (también llama-
da yuca o mandioca). La transduccion del gen de
la linamarasa a células de mamiferos las sensibili-
za a la presencia de linamarina y la liberacion del
cianuro producido puede matar las células del en-
torno provocando asi un efecto colateral impor-
tante. Sin embargo, cuando la terapia se probd en
tumores cerebrales desarrollados en el cerebro de
ratas inmunodeficientes, el cianuro se difundio ra-
pidamente desde el lugar de produccién, obser-
vandose una sorprendente capacidad de la célula
tumoral para sobrevivir en condiciones de intoxi-
cacion temporal.

La utilizacidén de vectores retrovirales porta-
dores de genes potencialmente letales para la cé-
lula tumoral tiene la ventaja de que los retrovirus
solo infectan células en divisidon, por lo que no
hay peligro de que células quiescentes normales,
proximas al tumor, sean infectadas y eliminadas.
Sin embargo, esta misma propiedad genera algiin
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problema, ya que no todas las células del tumor
estardn en division en el momento del tratamien-
to, especialmente las células troncales tumorales,
por lo que habra un porcentaje variable de células
que no seran infectadas por el retrovirus y sobre-
viviran, pudiendo en un futuro regenerar el tumor.

Inmunoterapia génica

Existen numerosos sistemas de terapia génica
en los que se modifican genéticamente células tu-
morales de modo que expresen antigenos nuevos
o ciertas interleuquinas para que aumente la in-
munogenicidad del tumor. Al inyectar el gen de
las interleuquinas en células tumorales ex vivo y
luego reintroducirlas en un organismo, se observa
una respuesta local inflamatoria que puede provo-
car el rechazo de un tumor, mas por la accion de
leucocitos (antiinflamatorios) que por las célu-
las T citoliticas. Por otra parte, se puede incremen-
tar la co-estimulacion y el rechazo inmunologico
asumiendo que la presencia de mas de una sefial
instigante aumenta la eficiencia de la respuesta.
Las sefiales co-estimulantes pueden ser ligandos
unidos a la membrana (como B7) o solubles como
las interleuquinas. Una estrategia alternativa es la
utilizacion de células dendriticas ya cargadas con
posibles antigenos tumorales. Las células dendri-
ticas son las presentadoras oficiales de antigenos
(péptidos) e iniciadoras naturales de la respuesta
inmune mediada por ambas células T: CD4* auxi-
liares y CD8" citoliticas. Estas células también
pueden activar células B de memoria y células ase-
sinas natas (NK). Por todo ¢llo las células dendri-
ticas se han convertido en una poderosa arma
para elaborar vacunas contra el cancer. La meto-
dologia consiste en extraer precursores o progeni-
tores de estas células del paciente (por ejemplo, a
partir de sangre periférica), cargarlas ex vivo al
ponerlas en contacto con lisados, moléculas de
los sistemas de incompatibilidad de tipos I y II
(MHCl y II) que llevan péptidos, o ARNm tumo-
rales, y devolverlas al organismo de partida. Un
posible contratiempo es que las células dendriticas
pueden inducir y mantener tolerancia, especial-
mente, pero no exclusivamente, las inmaduras.
Uno de los sistemas modelo mas utilizado para
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estos estudios es el de melanoma murino (células
B-16), por poseer, entre otros, un antigeno
(mTRP-2) reconocido por células T citoliticas. Sin
embargo, la incorporacion del ARNm correspon-
diente a este péptido en células dendriticas no in-
hibe el crecimiento de tumores inducidos en rato-
nes con células tumorales ni la aparicion de
metastasis en pulmoén. La respuesta inmunologica
cuando no hay tolerancia suele ser débil y transi-
toria con peligro de autoinmunidad. Aunque el
sistema de incompatibilidad de tipo II esta mas
implicado en la presentacion de antigenos exoge-
nos a la célula, cada vez hay mas evidencia de que,
de una forma indirecta y mediada probablemente
por células dendriticas e interleuquinas, también
este sistema es importante para el rechazo tumo-
ral via determinantes CD4". El analisis de los re-
sultados de mas de 1.000 pacientes con cancer me-
tastatico (principalmente melanomas) tratados
con una variedad de estrategias de vacunas, inclu-
yendo péptidos, virus recombinantes, toda la célu-
la tumoral, células dendriticas y proteinas de cho-
que térmico, muestra un decepcionante
porcentaje de regresién tumoral de alrededor del
3%. Los tratamientos son personalizados y no
suelen ser baratos.

ARN de interferencia

El ARN de interferencia (ARNi), como ya he-
mos apuntado en otras partes de este libro, se de-
fine como un conjunto de mecanismos de silencia-
miento génico relacionados entre si, que utiliza
como molécula ejecutora final un pequeio ARN
antisentido. Para tener una inhibiciéon del 80% o
mas, de la proteina diana, hay que disefiar con
gran precisiéon el ADN que servira de molde in
vivo del ARNi. El ARNI de disefio no debe tener
mas de 21 pares de bases para evitar la respuesta
del interferdn si se va a utilizar in vivo. En general
se deben evitar regiones donde haya, en los men-
sajeros correspondientes, estructuras secundarias
de horquillas o lazos, asi como homologias con
otras secuencias genomicas. Siendo ¢l ARNi una
molécula de doble banda que sélo carga una de
las dos hebras en RISC, conviene asegurarse de
que la hebra cargada es la antisentido al ARNm

diana y no su complementaria (que seria idéntica
al ARNm). Esto se consigue eligiendo una secuen-
cia que tenga el extremo 5' antisentido rico en A/U,
ya que RISC elegira la molécula con el extremo 5'
mas inestable. Otras reglas, como empezar con
una G o C; tener una U en posicion 10; A en po-
siciones 3y 19; no incluir mas de 4 A o T seguidas
para impedir una terminacion prematura de la
polimerasa III, también son importantes.

Vectores retrovirales o adenovirales portado-
res de ADN transcribibles a ARNSsi, asi como
moléculas de ARNI sintéticas, se han utilizado
contra muchos mensajeros de genes que tienen un
papel relevante en el control de la progresion del
ciclo celular, la viabilidad celular, el desarrollo de
algunos tumores concretos o la invasion metasta-
tica. Se presume que la efectividad que puede ser
alcanzada con los ARNsi es mucho mayor que
con otras estrategias alternativas como los ARN
antisentido o los farmacos antimitoticos que sue-
len acarrear numerosos efectos secundarios o de
toxicidad.

Una buena diana es un mensajero correspon-
diente a una proteina que se sobre-expresa y es
responsable del fenotipo tumoral, pero también
son dianas interesantes cualquier proteina esen-
cial para la célula neoplasica cuya destruccion
pueda acarrear la eliminacién del tumor. El mela-
noma es un cancer de piel agresivo, resistente a la
mayoria de los tratamientos conocidos una vez
que las células han empezado a extenderse a otras
partes. El oncogén B-raf que esta alterado en el
59% de las lineas celulares derivadas de melano-
mas y en el 66% de los melanomas, es una buena
diana contra este tipo de tumores. Se han disefa-
do retrovirus y lentivirus portadores de secuencias
que se transcriben a ARNsi contra la mutacién
activante B-raf”** presente en mas del 60% de
los melanomas malignos. La supresiéon de la va-
riante mutada causo una parada en el crecimiento
e induccion de apoptosis en lineas celulares ¢ in
vivo. En carcinomas de células pequefias de pul-
mon, es frecuente la sobre-expresion del oncogén
skp-2 implicado en la degradacién de reguladores
del ciclo celular como p27Kipl, p21 y C-myc. El
tratamiento con adenovirus y lentivirus portado-
res de secuencias convertibles en ARNi contra
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skp-2 inhibid el crecimiento celular in vitro e in
vivo. También se ha utilizado ARNI para silenciar
el ARNm correspondiente al oncogén her2/neu
(erbB-2) que se sobre-expresa en el 30% de los
canceres de mama y ovario. Se han descrito algu-
nos éxitos rotundos en la destruccion de la célula
tumoral por estos métodos en células en cultivo y
en animales de experimentacion, fase imprescin-
dible para pasar a realizar ensayos clinicos con
pacientes voluntarios. Algunos ensayos clinicos
que utilizaron ARNi han tenido un éxito solo par-
cial; quiza sea necesario afinar el vector a utilizar,
o el modo en que una notable concentracion de
ARN:Gsi ha de llegar a las proximidades del tumor,
si no es por inyeccion directa.

7.4.3. Terapia génica por cirugia
genomica

Existe una variedad de enfermedades causa-
das por una simple mutacion de un solo nucleoéti-
do en un gen concreto. Antes de poder reparar
esta mutacion en el genoma del paciente, hay que
provocar un solo corte especifico en el lugar exac-
to de la mutacién. Esta cirugia gendmica necesita
una enzima de corte asociada a una secuencia de
reconocimiento eficaz. Ya hemos visto varios de
estos sofisticados métodos de cortes especificos en
el genoma basados en nucleasas de dedos de zinc
o TALEN (capitulo 3, apartado 3. 2.1, figura
3.19) o tijeras quimicas (capitulo 3, apartado
3.1.1). Ademas estan las nucleasas guiadas por
ARN descubiertas en bacterias y arqueobacterias
CRISPR (del inglés: clustered regularly interspa-
ced short palindromic repeat) asociadas a la endo-
nucleasa Cas (del inglés: CRISPR-associated) que
vimos en el capitulo 2, apartado 2.3.3 y figura
2.26. Las enzimas de restriccion clasicas no valen
para la cirugia genomica porque las secuencias de
reconocimiento son muy cortas (4-8 pb) y son de-
masiado frecuentes en cualquier genoma de ma-
miferos. Las nucleasas de dedos de zinc en su for-
ma dimérica reconocen 36 pb, y las TALEN (del
inglés: transcription activator-like effector nuclea-
ses) unos 24 pb. La especificidad de CRISPR-Cas
se basa en el ARN unido fuertemente a CRISP
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(crARN) que guia a la endonucleasa Cas al lugar
complementario en el ADN y que sera el lugar de
corte. La endonucleasa Cas-9 producird un corte
en las dos hebras del ADN reconocido. La eficien-
cia de CRISPR-Cas-9 se ha verificado de momen-
to en células humanas en cultivo. Una vez que se
ha producido el corte por cualquiera de los meca-
nismos expuestos, se producird una reparacion
como se ha descrito anteriormente, bien por re-
combinacion homologa si facilitamos en las proxi-
midades una molécula homologa, o por repara-
cion inexacta incluyendo pequefias deleciones o
mutaciones (capitulo 5, apartado 5.6, figura 5.17).

Estas técnicas estan atin en fase experimental
en células en cultivo, pero prometen intentar cu-
rar, por ejemplo, enfermedades heterozigoticas
dominantes, en las que la ruptura del alelo muta-
do favorecera una recombinacion homéloga con
el alelo sano, que eliminara la mutacion causante
de la patologia.

7.4.4. Terapia génica, consideraciones
finales

Unos 1.700 ensayos clinicos se estan llevando
a cabo en la actualidad contando las enfermedades
genéticas hereditarias o adquiridas (cancer). Estos
ensayos estan siendo seguidos muy de cerca por la
comunidad cientifica y cualquier efecto secundario
o suceso adverso se analiza profundamente.

En 1999 la Universidad de Pensilvania inicid
un ensayo clinico para el tratamiento de pacientes
con alteraciones en el gen de la enzima transcar-
bamilasa de ornitina. El vector era un adenovirus
AdS5 delecionado en E1 y E4. Un voluntario de 18
afios (Jessie Gelsinger) recibio la dosis maxima y
4 dias mas tarde fallecia como consecuencia de
una fuerte reaccidén contra el vector. Las leuce-
mias aqui descritas también son consecuencia del
vector (en este caso retroviral), pero no por ello
la terapia génica ha de ser abandonada, sino per-
feccionada para que pueda convertirse en un fu-
turo proximo en una verdadera opcidn terapéuti-
ca para una variedad de enfermedades. En los
proximos afios se precisan mejoras en el disefio de
vectores que permitan una integracién controla-
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da de retrovirus y lentivirus que garanticen una
mayor bioseguridad. El ARNi representa un
frente adicional en la guerra contra el cancer y
contra algunas enfermedades producidas por ex-
ceso de funcion de genes concretos. La cirugia
gendmica promete ser crucial para enfermedades
producidas por mutaciones dominantes negati-
vas. Estamos en un momento critico de identifi-
cacion de los obstaculos que impiden la generali-
zacion de estas terapias en el hombre. Se necesita
una estrecha colaboracion entre disciplinas afines
que aporten sus conocimientos para solventar los
problemas observados. Genéticos y bidélogos mo-
leculares que caractericen las alteraciones génicas
a nivel molecular y celular; virélogos que desa-
rrollen vectores mas eficientes, especificos y segu-
ros, y médicos que en ultimo término lleven a

cabo los ensayos clinicos pertinentes optimizados
para cada tipo de enfermedad y paciente.

En los proximos afios podriamos ver terapias
ex vivo en las que el gen defectivo se corrija por
cirugia gendémica, mediada por recombinacién
homologa con una copia normal, antes de devol-
ver las células al paciente, evitando asi problemas
de mutagénesis insercional del vector, o cancer.

La terapia génica ha sufrido altos y bajos con-
tinuos desde sus comienzos. Los investigadores
trabajan por una continua mejora de esta podero-
sa baza. Es prioridad que los nuevos ensayos cli-
nicos eviten los fallos ya observados y garanticen
cada vez mas la calidad del ensayo y la proteccion
del paciente. Solo asi se podrd avanzar en esta
nueva edad de oro de la biomedicina sin preceden-
tes historicos.
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Individuos transgénicos
y clonicos, clonacion terapéutica

Las células en cultivo no pueden representar
todos los aspectos de las células en el organismo
vivo. Las interacciones entre distintos tejidos, por
ejemplo, no se pueden reproducir en cultivos in
vitro. El modo mas completo de analizar la expre-
sion de un gen y su influencia en otros sistemas es
la transferencia de distintas versiones, mutaciones
o modificaciones del gen a la célula huevo y ana-
lizar su funcién a lo largo del desarrollo a nivel
molecular y celular. Asi, la introduccion de un gen
foraneo en un organismo puede tener como fina-
lidad el estudio del comportamiento, expresion o
funcion del gen introducido. También puede per-
seguir una mejora genética en el individuo afecta-
do, con fines terapéuticos o de mejora animal. La
insercion de genes en células germinales produce
un adulto en el que la expresion del gen transferi-
do puede analizarse en todos los tejidos y ademas
se transmitira a la progenie. Los organismos que
han sido manipulados de este modo se denomi-
nan transgénicos, y el gen introducido, transgén.
Otra manera de producir individuos transgénicos
consiste en introducir un transgén concreto en
unas pocas células embrionarias y éstas poste-
riormente en el embrion. Los tejidos del individuo
resultante pueden derivarse de las células manipu-
ladas o de las enddgenas, constituyendo una qui-
mera transgénica. Esta quimera puede producir
descendencia totalmente modificada, si las células
introducidas contribuyen a la formacién de la li-
nea germinal.

La clonacién, en sentido general, es la ob-
tencion de seres genéticamente idénticos. Los in-
dividuos clonicos contienen la misma informacion
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genética y, por tanto, el mismo genotipo. Cada
individuo clénico constituye un clon. La clona-
cion es un proceso fisiologico normal, ya que son
clonicos los gemelos monocigdticos o univiteli-
nos, procedentes de un solo 6vulo fecundado.

La clonacion terapéutica es una metodologia
desarrollada con la finalidad de obtener células
madre a partir de un nuicleo de una célula adulta
somatica que permitan, mediante trasplante, curar
enfermedades del donante del nicleo. La metodo-
logia consiste en extraer el nticleo de una célula so-
matica de un paciente e introducirlo en una célula
huevo desnucleada o irradiada. A este embrion se
le permitira desarrollarse hasta la obtencion de cé-
lulas madre (troncales embrionarias), que seran
aisladas y usadas en terapias somaticas celulares.
Una alternativa muy soélida a la clonacién son las
células madre iPS o de pluripotencia inducida, que
son células diferenciadas, de la piel por ejemplo,
que se han desdiferenciado a células madre.

8.1. METODOS DE OBTENCION DE ANIMALES
TRANSGENICOS

Los animales transgénicos son organismos
con genes de otros organismos (foraneos). El es-
tudio de animales transgénicos ha tenido multi-
ples aplicaciones tanto en investigacion basica
como aplicada. Mucho de lo que hoy sabemos so-
bre la regulacion de genes especificos de tejido du-
rante el desarrollo, en el adulto y en diversas pa-
tologias, proviene de experimentos realizados en
moscas y ratones transgénicos; la obtencion de
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productos farmacéuticos en la leche de animales
de granja también se debe a esta tecnologia; la
creacion de modelos animales que mimetizan en-
fermedades hereditarias humanas es otra de sus
aplicaciones, asi como la posibilidad de controlar
la expresion de un transgén en el espacio y en el
tiempo.

Existen dos métodos fundamentales para la
obtencion de animales transgénicos: la microin-
yeccion de ADN a huevos fecundados y la intro-
duccion de ADN en embrioblastos del blastocis-
to. El primer método nos da una alta proporcion
de transgénicos integrales, es decir, animales que
han introducido el transgén en todas las células de
su organismo, y mas baja de quimeras transgéni-
cas o animales que s6lo han sido modificados en
algunos tejidos. Cuando uno de los tejidos afecta-
dos son las gonadas, al menos la mitad de la des-
cendencia sera transgénica integral. Las predic-
ciones de segregacion mendeliana en animales
transgénicos pueden estar alteradas, ya que no
sabemos a priori si se ha incorporado mas de una
copia del transgén, ni los lugares cromosdémicos
donde la insercion ha tenido lugar.

8.1.1. Microinyeccidon de ADN a huevos

fecundados

Entre los animales predilectos para la realiza-
cion de este tipo de experimentos, estan: el sapo
africano (Xenopus laevis), la mosca del vinagre
( Drosophila melanogaster) y sobre todo el raton
casero (Mus musculus).

Xenopus transgénicos se obtienen facilmente
inyectando el ADN lineal foraneo a nucleos de
esperma y éstos a huevos no fecundados. Para la
expresion del transgén se puede utilizar, entre
otros, un promotor-potenciador del propio Xeno-
pus especifico de choque térmico (Xhsp70), 1o que
garantiza su correcta expresion al subir la tempe-
ratura (de 16 °C a 34 °C) durante 30 minutos.

Drosophila melanogaster es otro de los orga-
nismos modelo por lo bien que se conoce a nivel
genético, citologico y de desarrollo. Drosophila
posee cromosomas gigantes en las glandulas sali-
vares, y los distintos estadios del desarrollo desde

el embrion al adulto son externos (sin conexion
con la madre), pudiendo manipularse facilmente.
La transferencia génica en Drosophila es algo mas
complicada que en otros organismos, ya que esta
ligada a los transposones o elementos P (capitu-
lo 2, apartado 2.3.1 y figura 2.19).

Se han elaborado vectores basados en elemen-
tos P en los que se han sustituido los genes del
transposon por el gen neo bacteriano que confiere
resistencia al antibidtico G418, entre otros. El gen
se ha hecho inducible por temperatura a través
del promotor de la proteina 70 de choque térmi-
co. Los transformantes se seleccionan incluyendo
en la comida de las larvas 1 mg/ml del antibidtico
G418, concentracion normalmente téxica. La
ventaja de este sistema selectivo es que no hay
que inspeccionar individualmente cada transfor-
mante; el inconveniente es que puede haber trans-
formantes que no expresen el gen neo, o que los
niveles de expresion no sean suficientes para con-
ferir la resistencia deseada. Se puede usar cual-
quier otro marcador genético. El vector ha de ser
inyectado junto con un elemento P auxiliar que
aporte los genes eliminados en el vector y que son
imprescindibles para la movilizacion. El embrion
ha de ser de tipo M para permitir la transposi-
cion del elemento P inyectado. Inmediatamente
después de la inyeccion el elemento P salta del
vector, utilizando la transposasa que provee el
elemento auxiliar en trans. Pueden ocurrir una o
varias inserciones que se fijan y estabilizan en las
siguientes generaciones (donde ya no hay trans-
posasa).

La microinyeccion se lleva a cabo en la region
polar del embrion que originara las células pola-
res, que son las precursoras de la linea germinal
(figura 8.1). Los embriones se desarrollan hasta
moscas adultas (GO = generacién 0). En esta ge-
neracion el vector P estara integrado unicamente
en las células germinales, por lo que no interesa
aun seleccionar por resistencia a G418. Los nive-
les de expresion seran muy bajos, al ser las células
germinales las unicas capaces de expresar el gen
introducido. Mas aun, hay del orden de 30-50 cé-
lulas polares y puede que no todas hayan adquiri-
do el elemento, constituyendo un mosaico o qui-
mera transgénica. Los individuos de la GO se
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cruzan entre si o con los padres para darla F,. La ~ minales con elemento P seran transgénicos y sue-
seleccion se puede usar en las larvas F,. Sélo len representar el 10% de la progenie (figura 8.1).
aquellos individuos que procedan de células ger- Una cepa se establece y mantiene por cruzamien-

Inyectar elemento P
y auxiliar a la
Huevo sin «corion» region polar
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Huevo ligeramente
desecado para reducir
su volumen
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15% de los embriones sobreviven y producen adultos
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i
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40% de estas moscas son estériles
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/

Establecimiento de la cepa

Figura 8.1. Seleccion de individuos transgénicos en Drosophila. El huevo de Drosophila posee una region anterior (A)

y otra posterior (P). En esta tltima se encuentra la region polar que es donde se llevan a cabo las inyecciones. Las moscas

que llegan a adultos constituyen la generacion (GO). A los individuos descendientes de esta generacion se les aplica la
seleccion especifica de transgénesis; los adultos constituiran la F,.
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tos con los padres o hermanos. El elemento P se
integra al azar en el genoma de la célula embrio-
naria hospedadora. El lugar donde ha ocurrido la
insercion puede ser identificado por hibridaciones
in situ a los cromosomas politénicos de las larvas.
Se puede utilizar como sonda radiactiva el ele-
mento P y aparecera un precipitado de puntitos
negros sobre la banda cromosomica donde haya
tenido lugar la hibridacion. Este método de hibri-
dacion in situ se ha utilizado para el aislamiento
de genes colindantes o muy proximos a alguno de
los lugares de integracion del elemento P. Un pe-
quefio paseo cromosomico nos llevara al gen de-
seado.

Mus musculus, el raton casero, tiene grandes
ventajas para realizar experimentos de laborato-
rio. E1 99% del genoma que se expresa es idéntico
al humano; ademas, su pequefio tamafio, resisten-
cia a infecciones, camadas de 4-8 ratoncitos y un
periodo de gestacion medio relativamente corto
(19-20 dias) lo convierten en el organismo predi-
lecto para la induccion de transgénicos. El uso de
ratones también esta favorecido por la existencia
de numerosas mutaciones que afectan al color de
la piel (albino, negro, aguti, pardo, etc.). Hay va-
rios métodos para introducir ADN heterdlogo en
la linea germinal de ratones que son, en general,
aplicables a cualquier mamifero. Todas las técni-
cas se basan en el aislamiento de huevos fecunda-
dos o embriones tempranos, un breve cultivo in
vitro para su manipulacion y su reimplantacion
en madres nodrizas para que prosigan su desa-
rrollo.

Durante la formacién del embrion en los ma-
miferos, unas seis horas después de la fecunda-
cién, se pueden distinguir con claridad los pronu-
cleos masculino y femenino antes de su fusién. En
ratones no es dificil manipular los prontcleos
masculino y femenino en la célula huevo. En con-
diciones naturales, el 6vulo fecundado crece hasta
formar una morula de 20-50 células, dentro de la
cual algunas células se separan para formar el em-
brion propiamente dicho, son las células madre,
también llamadas: células troncales embrionarias,
blastomeros o embrioblastos; otras formaran las
membranas (amnios y placenta) mediante las que
el embridén permanece unido a la pared del utero

para su alimentacion. Esta coleccion de células se
denomina blastocisto (figura 8.2).

La microinyeccion de ADN es un método
muy eficiente. Consiste esencialmente en la intro-
duccion del ADN lineal que se desee insertar en
prontucleos de huevos de raton fecundados (figu-
ra 8.3).

La ovulacion en el ratéon ocurre de manera na-
tural como respuesta a la copula, pero puede in-
ducirse por tratamiento con la hormona luteini-
zante. En la mayoria de los experimentos se
induce a superovular a ratones hembras por ac-
cion hormonal y se cruzan con machos adecua-
dos. A las 22 horas del apareamiento se extraen
los huevos fecundados de sus oviductos, y se man-
tienen en un medio de cultivo. Al microscopio se
reconocen los huevos fecundados por la presencia
claramente visible de sus dos pronucleos. La in-
yeccion se realiza en el prontcleo masculino, que
es ligeramente mas grande que el femenino. Con
la llegada del ADN heterologo, este prontcleo au-
menta aun mas de volumen (figura 8.3).

Con algo de practica es posible inyectar unos
60 huevos por hora. El 80% de los huevos inyec-
tados sobreviven al pinchazo. La reimplantacion
en madres nodrizas pseudoprenadas puede llevar-
se a cabo inmediatamente, o bien pueden cultivar-
se in vitro los huevos durante la noche (estadio de
dos células) e implantarlos al dia siguiente. Se
pseudoprefian ratonas jovenes copulandolas con
machos estériles y en cada una de ellas se deposi-
tan de 10 a 20 embriones. Sélo de la mitad a una
tercera parte de los mismos llevan a término la
gestacion y, de nuevo, sélo de la mitad a un tercio
de estos supervivientes son transgénicos. Estos
transgénicos teoricamente deberian tener el trans-
gén integrado en el genoma de todas las células
del organismo (generacion GO, transgénicos inte-
grales). Sin embargo, aproximadamente el 20% de
los individuos inyectados producen quimeras
transgénicas, lo cual implica que la integracion del
ADN ha ocurrido en estadios algo posteriores al
de la inyeccidn y no ha afectado a todos los teji-
dos del raton. El nimero de copias que se suelen
integrar varia entre 1 y 100. Cuando son muchas,
suelen formar concatémeros cabeza-cola y locali-
zarse en un Unico sitio, aunque algunas veces, de
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cuerpos polares: uno es el resultado de la primera divisidon meidtica, y otro, de la fecundacion y segunda division meiotica.

modo extraordinario, pueden integrarse en varios
sitios cromosomicos.

La confirmacién de que un individuo ha in-
corporado el ADN inyectado y es transgénico se
obtiene analizando el ADN de todos los indivi-
duos de la progenie. Unas gotas de sangre y un
trocito de cola son basicamente las muestras que
se toman para extraer el ADN de cada transgéni-
co potencial y analizarlo por PCR. La primera
progenie que se obtiene a partir de la microinyec-
cion constituye los fundadores transgénicos GO.
En la mayoria de los casos el ADN adquirido se
transmite como un caracter mendeliano y no es
dificil establecer lineas estables de estos individuos
(figura 8.4).

Para obtener una linea transgénica, los indivi-
duos de la GO se cruzan con la cepa paterna por
retrocruzamiento para evitar variabilidad genética
adicional, con el padre si son hembras y con una
hembra de la misma camada que la madre si son
machos. Si el transgén se comporta como un ca-
racter mendeliano, el 50% de su progenie sera he-
terocigotico para el ADN insertado (hemicigoti-
cos). Estos individuos constituyen la F, y la linea
transgénica se puede mantener indefinidamente
apareando hemicigoéticos de la F, con individuos
silvestres no transgénicos. Alternativamente, indi-
viduos de la F, pueden cruzarse entre si para pro-
ducir un 25% de homocigoticos transgénicos, un
50% de hemicigdticos y un 25% sin ADN hetero-

logo, siempre que el transgén no afecte a la viabi-
lidad de la descendencia.

8.1.2. Obtencién de transgénicos
por introduccion de ADN
a embrioblastos del blastocisto

Es un método alternativo a la microinyeccion
que produce transgénicos integrales a partir de
quimeras transgénicas. Se pueden aislar los blas-
tocistos del utero materno entre 3,5 y 4,5 dias des-
pués de la copula. Del blastocisto se aislan células
madre troncales totipotentes (embrioblastos o
blastomeros), que se cultivan sobre una capa de
células alimentadoras que actian de soporte. La
introduccion del ADN puede realizarse por infec-
cion con retrovirus u otros tipos de transfeccion
como la mediada por liposomas (figura 8.5).

Las células troncales manipuladas son reinser-
tadas en un nuevo blastocisto y éste en una madre
pseudoprenada por tratamiento hormonal y apa-
reamiento con machos vasectomizados. Al cabo
de unos 18 dias aparecera la GO, cuyos individuos
transgénicos seran todos quimeras, que, por retro-
cruzamiento con la cepa paterna, daran lugar a la
F, que, a su vez, se analizara para detectar la pre-
sencia de hemicigotos transgénicos. Un cruza-
miento entre hermanos de la F, dara lugar a ho-
mocigotos transgénicos que permitiran establecer
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Figura 8.4.

Segregacion de transgénicos en raton y establecimiento de lineas estables. La generacion GO la constituyen

los adultos de huevos inyectados; el analisis de su ADN por PCR determinara si son transgénicos. La generacion F, son
los descendientes de la GO por retrocruzamiento con los padres. La linea transgénica se mantiene apareando hemicigoti-
cos de la F, con individuos normales. Se pueden obtener homocigéticos (25%) cruzando hermanos de la F,.

una linea pura. Sélo la mitad de aquellos indi-
viduos cuyas células germinales hayan adquirido
el gen inyectado en la GO, seran transgénicos (fi-
gura 8.9).

Para la infeccion con retrovirus se utilizan
como células soporte células productoras de retro-
virus defectivos (derivados del virus de la leuce-
mia murina) que lleven el transgén. La forma re-
plicativa del retrovirus se suele integrar en una
sola copia, y si esto ocurre en células de la linea
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germinal, el provirus se transmite como un carac-
ter mendeliano. A veces existen problemas con la
expresion de genes introducidos en uno de estos
vectores retroviricos, debido a metilacién de su
ADN vy, por tanto, bloqueo de su expresion. Las
secuencias de la célula infectada que flanquean el
lugar de insercion del virus también son metiladas
e inactivadas. Esta metilacion puede desaparecer
en periodos posteriores del desarrollo del animal,
y la expresion variara dependiendo de la localiza-
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cién cromosoémica donde se encuentre. Como la
integracion ocurre en un lugar distinto en cada
embrioblasto, la expresion diferira de célula a cé-
lula en el blastocisto receptor.

No siempre se controla el sexo de los embrio-
blastos donantes y receptores, por lo que se pueden
afadir blastomeros masculinos a blastocistos de
hembras, provocando una quimera sexual en la que
ocurrira un cambio de sexo (XX — XY) si las cé-
lulas XY forman la mayoria de los tejidos en el em-
bridén que contribuyen a la determinacion del sexo.
También puede aparecer un individuo hermafrodi-
ta con organos sexuales masculinos y femeninos.

La utilizacidn de células troncales totipotentes
embrionarias tiene una ventaja fundamental fren-
te a la microinyeccion y es la posibilidad de selec-
cionar in vitro aquellas células que han incorpora-
do el transgén, antes de su reincorporaciéon a un
blastocisto. La seleccion nos permite obtener ani-
males transgénicos producidos por recombina-
cion homologa y dianas génicas, algo que no po-
demos llevar a cabo por microinyeccion en huevos
fecundados.

8.2. EXPRESION DEL TRANSGEN
Y APLICACIONES DE ANIMALES
TRANSGENICOS

En la mayoria de los casos, el ADN transferi-
do se expresa en los tejidos del animal transgéni-
co. La cantidad y calidad de esta expresion varia
considerablemente de unos casos a otros.

Ratones transgénicos

Uno de los primeros experimentos transgéni-
cos con expresion espectacular del gen inyectado
fue la introduccion en el genoma de raton de la
hormona del crecimiento de la rata y el desarrollo
de superratones o ratones gigantes. El vector uti-
lizado (pMGH) tenia 8,9 kb, llevaba secuencias
del plasmido pBR para su crecimiento y obten-
cioén de grandes cantidades en un sistema bacte-
riano y el promotor de la metalotioneina que es
inducible por cobre, zinc y otros metales. Una de
las funciones de la metalotioneina in vivo es la de
unirse a metales para detoxificar el organismo.
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Por ultimo, el vector llevaba ¢l gen de la hormona
del crecimiento de rata. Este vector linealizado fue
inyectado en pronucleos de raton. De los 170 hue-
vos inyectados, se desarrollaron 21 ratoncitos
(GO) de los que 7 resultaron transgénicos. Se de-
tectaron de 1 a 35 copias insertadas por ratdon
transgénico, siendo el tamafo del raton propor-
cional al nimero de copias adquiridas. La expre-
sion se indujo con Zn*2, pero en realidad no ha-
bria sido necesario, pues en este caso se expreso
constitutivamente (no se sabe la razén). Los nive-
les de la hormona de crecimiento llegaron a ser
800 veces mayores que los niveles normales, y el
tamafio de algunos de estos ratones fue el doble
que el de sus hermanos no transgénicos.

También se han obtenido ratones transgénicos
portadores de un potente oncogén, como es el an-
tigeno T del virus SV40, bajo el control del pro-
motor del gen de la insulina de la rata, que confie-
re la especificidad de tejido. Los transgénicos
resultantes desarrollaron insulinomas pancreati-
cos pudiendo estudiarse el desarrollo, angiogéne-
sis y progresion de este tipo de tumores. En el caso
del oncogén fos la expresion de niveles altos del
oncogén producida por copias adicionales trans-
génicas conlleva el desarrollo de osteosarcomas y
condrosarcomas, dos tipos distintos de tumores
oseos que surgen de la proliferacion incontrolada
de células implicadas en el desarrollo del hueso y
cartilago, respectivamente.

Ratones KO

Una de las aplicaciones mas interesantes de los
animales transgénicos, y en particular de los rato-
nes, es la posibilidad de eliminar la funcién de un
gen (KO, del inglés knock-out), para observar el
efecto de la falta de funcion en el organismo com-
pleto. La produccién de ratones KO se realiza por
el procedimiento de introducir ADN en embrio-
blastos del blastocisto. Las células madre (embrio-
blastos) son infectadas con vectores que lleven,
por una parte, un fragmento del gen que se desea
eliminar, interrumpido por un gen de seleccién po-
sitiva (puro, neo), y, por otra, un segundo gen de
seleccion negativa contra las integraciones al azar,
fuera de la region de homologia (tkHs). Esta estra-
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tegia permite seleccionar las células en las que el
ADN exdgeno se ha incorporado por una recom-
binacién homéloga (diana génica) sustituyendo el
gen endogeno por el interrumpido (véase capitulo
5, apartado 5.6 y figura 5.15). Estos experimentos
son dificiles de realizar, ya que la frecuencia de
éxito es francamente baja (una diana por 3 x 10°
células transfectadas), necesitando tratar un gran
numero de embrioblastos. Si el gen que se desea
delecionar se encuentra en el cromosoma X y los
embrioblastos son masculinos, s6lo necesitaremos
una diana génica para tener un individuo KO,
pero, si la region de interés es autosomica, se de-
beran realizar cruzamientos entre hermanos pro-
cedentes de la linea transgénica establecida para
obtener un 25% de homocigodticos para el trans-
gén. No es posible llevar a cabo esta tecnologia en
huevos fecundados microinyectados, ya que ten-
driamos que utilizar millones de huevos y no po-
driamos seleccionar por el suceso infrecuente en
que hubiese ocurrido una diana génica.

Un ejemplo de ratones KO son los ratones
SCID (sindrome de la inmunodeficiencia combi-
nada severa), transgénicos a los que se les ha in-
ducido una mutacion en el gen que codifica la en-
zima deaminasa de adenosinas (ADA) o el
receptor yC de las interleuquinas 2,4, 7,9, 15y 21
(capitulo 7, apartado 7.4.1). Son modelos anima-
les excelentes para la enfermedad homologa hu-
mana que afecta a los denominados nifios burbu-
ja, porque han de ser mantenidos en esterilidad
casi absoluta.

En cancer, se ha obtenido un gran nimero de
ratones transgénicos KO para las dos copias de
algin oncosupresor (p53, por ejemplo). Estos
transgénicos desarrollan tumores con una fre-
cuencia muy alta sirviendo de modelo para tera-
pias antitumorales.

La induccion de ratones KO para cientos de
genes en un pasado reciente ha puesto de manifies-
to la gran redundancia funcional que parece exis-
tir en el genoma de mamiferos. Muchos ratones a
los que se les elimina una funcion localizada en un
gen concreto Unico no parecen sufrir ninguna dis-
funcion detectable. Es frecuente que determinados
genes sean capaces de suplir la funcién de otros,
constituyendo una verdadera redundancia funcio-

nal. En este sentido conviene recordar que han
ocurrido a lo largo de la evolucion dos pasos suce-
sivos de ploidia desde los cordados primitivos a los
vertebrados. Es muy posible que familias de genes
relacionados que pudieron tener un nico antece-
sor aun mantengan suficiente similitud para suplir
0 compensar sus respectivas funciones.

Cerdos transgénicos

Los resultados de los superratones animaron
a los granjeros estadounidenses y, durante los
afios 1988 y 1989, se inyectd a cientos de embrio-
nes de cerdo con construcciones de promotores
constitutivos y genes de hormonas de crecimiento
(somatotropinas) que asegurasen niveles altos de
la hormona en todo momento. Contrariamente a
lo que sucedi6 con los superratones, no se obtu-
vieron supercerdos. La calidad de los jamones era,
sin embargo, muy buena, con poca grasa y mucho
magro. Desafortunadamente estos cerdos transgé-
nicos empezaron a desarrollar diabetes, esterilidad
y otras patologias. No se habia prestado suficien-
te atencion a la endocrinologia del animal, y en
cerdos es importante que los niveles de la hormo-
na oscilen periodicamente, ya que los niveles altos
y constitutivos inducen letalidad. Estos experi-
mentos ponen de manifiesto lo importante que
puede ser el control de la expresion del gen intro-
ducido.

Se han obtenido cerdos transgénicos que pro-
ducen grandes cantidades de eritropoyetina hu-
mana en la leche (figura 8.6). La eritropoyetina
(EPO) es una hormona glicoproteica de 165 ami-
noacidos que se sintetiza preferentemente en el
riidén y circula por el torrente sanguineo. Es-
timula la eritropoyesis, incrementando la produc-
cion de gldbulos rojos, por lo que se utiliza como
farmaco contra anemias y enfermedades renales.
Pero es también la hormona del dopaje, ya que
eleva el hematocrito aumentando considerable-
mente la cantidad de eritrocitos en sangre, permi-
tiendo asi una mayor resistencia durante el ejerci-
cio fisico. Se utilizé el promotor de la proteina
acida de la leche, seguido del gen de la eritropo-
yetina humana de 7,8 kb con dos intrones para
dar estabilidad al transgén y una region de polia-
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denilacion al final de la construccidn transgénica
(figura 8.6). Los transgénicos se verificaron por
la presencia de tres bandas de 900, 300 y 500 nu-

cleétidos, amplificadas por PCR y correspon-
dientes al gen de la eritropoyetina humana. El
gen endogeno de cerdo tiene tres intrones.

Prontcleo
femenino

Pronticleo
masculino

Microinyeccion del gen
-~ EPO humano

Gen de la poli (A)
eritropoyetina de SV40
humana Exén 1 Exén 2 Exén 3 f
L — 3] . =
YR
Promotor tas .
dela proteina  Intrén 1 %.* Intron 2
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leche ( )
< >
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Figura 8.6. Cerdos transgénicos que producen eritropoyetina humana en la leche de las hembras. Microinyeccion del
transgén en el pronucleo masculino de embrion. Las dobles flechas de la parte inferior indican el tamafio de los fragmen-
tos amplificados por PCR, que verifican la insercion del transgén humano en el genoma del cerdo.

Salmones transgénicos

En salmones, se han obtenido salmones trans-
génicos de 2 a 13 veces el tamano de sus herma-
nos no transgénicos. El gen de la hormona del
crecimiento del salmoén chinook se introdujo en
huevos fecundados del salmon atlantico. Se mi-
croinyectaron 800 huevos en el micropilo con 10°
copias de una construccion que llevaba el promo-
tor de la proteina anticongelante de la faneca
unido al ADNc de la hormona de crecimiento
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(figura 8.7). La presencia del transgén se detecto
por el tamano de los salmones y se confirmé en
sangre y escamas por PCR usando cebadores es-
pecificos de la construccion. El gen de la hormo-
na de crecimiento del salmén (/ic) posee un in-
tron que no estard presente en la version de
ADNec. La diferencia de tamafio entre ambos se
puede observar por PCR utilizando oligocebado-
res al principio y final de la secuencia codificante.

Soélo los transgénicos poseeran la banda de me-
nor tamafo.
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Figura 8.7. Salmones transgénicos. Microinyeccion de huevos con una construccion que lleva el promotor de la pro-

teina anticongelante de la faneca (Ppaf) unido al ADNc del gen de la hormona de crecimiento (/ic) del salmon chinook.

Tamaifio de un salmén transgénico y de 2 hermanos silvestres en la parte superior. Verificacion por PCR del tamaifio del
gen endogeno y del transgén que carece del intrén que posee el endogeno.

Vacas transgénicas

En algunos paises, como Estados Unidos, se
comercializa desde 2008 carne de vacas transgéni-
cas portadoras de la hormona de crecimiento.

También se comercializa en varios paises la
lactoferrina humana producida en la leche de va-
cas transgénicas. La proteina se usa como su-

plemento alimenticio, ya que parece tener pro-
piedades inmunoestimulantes, antibacterianas y
antivirales. La microinyeccion de un fragmento de
ADNCc obtenido a partir del mensajero de la lac-
toferrina humana (LHh, proteina que se une a
hierro), fusionado al promotor del gen de la casei-
na oS1, permitié la expresion de este gen en la
glandula mamaria y la obtenciéon de la proteina
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de la leche. Como alternativa a otros sistemas de
produccion en células de mamiferos, la glandula
mamaria es capaz de realizar todas las modifica-
ciones pertinentes postranscripcionales o a nivel
de proteina. Ademas, el sistema es enormemente
atractivo por la simplicidad de acceso a la protei-
na, la potencialidad productiva del tejido y el bajo
coste una vez que se obtienen los animales trans-
génicos. Tipicamente, el gen de interés, tanto en la
version genomica como en ADNC, se fusiona con
las secuencias reguladoras del gen de una de las
proteinas de la leche (caseina, proteina acida del
suero o B-lactoglobina) para generar transgénicos.
El producto deseado se recoge de la leche.

Control del transgén en el espacio y en el tiempo

El control del transgén en el espacio consiste
en poder expresarlo solo en determinados tejidos
y ello se consigue en construcciones en las que el
gen de interés va precedido por un promotor es-
pecifico de tejido (tejido-especifico) que garanti-
za, en gran medida, una expresion confinada al
tejido diana. No existe en la actualidad ningtn
promotor tejido-especifico que sea realmente efi-
ciente en el tejido propio y verdaderamente nulo
en otros tejidos, pero hay varios que son capaces
de modular una expresion de hasta 50 veces supe-
rior en el tejido diana con respecto a otros. El pro-
motor denominado especifico de higado se trans-
cribe con clara preferencia en este 6rgano; el
correspondiente a la proteina basica de la mielina
lo hace con preferencia en astrocitos, y los de las
proteinas de la leche (lactoalbumina, proteina
acida del suero o caseina) son muy eficientes en
glandula mamaria, pero en ningtn caso los resul-
tados son contundentemente negativos en otros
organos.

Una variante que permite la eliminacion de la
expresion de un gen en algin 6rgano (seria un KO
tejido-especifico) se consigue utilizando el sistema
de recombinacion especifica de sitio Cre/lox P del
bacteriéfago P, (capitulo 2, apartado 2.2.2). Cre
es una recombinasa capaz de eliminar cualquier
secuencia localizada entre dos sitios loxP. Asi po-
demos introducir por recombinacion homologa
sitios lox P en los extremos de un gen de interés y
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facilitar el gen cre bajo el control de un promotor
tejido-especifico. Se producira la eliminacion ex-
clusiva del gen diana en el tejido controlado por
el promotor (figura 8.8). Para este tipo de experi-
mentos se emplean dos cepas de ratones: una que
lleva el gen de interés flanqueado por loxP obte-
nido por diana génica en embrioblastos, y la otra
que lleva cre como transgén controlado por el
promotor tejido-especifico (especifico de higado,
por ejemplo). La progenie de cruces entre estas
dos cepas eliminara el gen de interés sélo en hi-
gado.

El control del transgén en el tiempo se puede
hacer con el sistema de resistencia a tetraciclina
bacteriano ya estudiado (véase capitulo 7, aparta-
do 7.3.1y figura 7.4), en sus dos variantes, positi-
vo y negativo. Un promotor sintético formado
por varias subunidades del operador de la tetraci-
clina y el potente promotor eucariodtico de citome-
galovirus constituye el elemento de respuesta a la
tetraciclina que se fusiona al gen de interés. Por
otra parte, el animal debe ser ya transgénico para
el gen fusion del represor de la tetraciclina con el
activador VP16 (i-tetrVPI16). La presencia de te-
traciclina o doxiciclina (analogo de la tetraciclina)
inhibe la expresion del gen, mientras que en su
ausencia se expresa. El sistema no consigue inhi-
biciones totales, sino mas bien inducciones de la
expresion sobre un cierto nivel basal.

8.3. INDIVIDUOS CLONICOS POR
TRASPLANTE DE NUCLEOS

Los primeros experimentos de trasplante de
nucleos se realizaron en anfibios (Rana pipiens y
Xenopus laevis) debido preferentemente a que los
huevos fecundados son de gran tamafio (1-2 mm)
y la embriogénesis ocurre fuera del cuerpo mater-
no. En la década de los cincuenta se transfirieron
con éxito nucleos de células en el estadio de blas-
tula a huevos desnucleados. La desnucleacion se
conseguia pinchando ligeramente el huevo en la
region del polo animal donde se encuentra el
huso acromatico meidtico y los cromosomas. El
pinchazo no sélo facilitaba la salida del nucleo
del oocito, sino que inducia la activacion del hue-
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Figura 8.8. Obtencion de ratones transgénicos con un gen eliminado en un tejido concreto. Se cruzan dos ratones, de

los cuales uno lleva el gen a eliminar flanqueado por dos elementos /loxP introducidos previamente por recombinacion

homologa. El otro raton tiene en su genoma integrado el gen cre bajo el control de un promotor especifico de tejido (hi-

gado, por ejemplo). La progenie carecera de este gen sélo en higado pudiendo observarse el efecto que ello produce en
todo el organismo.

vo iniciandose todos los cambios citologicos y
bioquimicos asociados a la fecundacion. Segui-
damente, mediante un nuevo pinchazo, con una
micropipeta se introducia el ntcleo procedente de
células embrionarias. De esta forma se produje-
ron los primeros renacuajos y ranas adultas con
material genético de un solo progenitor. Los mis-
mos investigadores intentaron sin éxito obtener
renacuajos a partir de nucleos procedentes de cé-
lulas de una rana adulta en vez de los nucleos
embrionarios de blastula. Este fallo experimental
parecia indicar que, cuando las células habian ad-

quirido un grado de diferenciacion y especializa-
cion considerable, ya no eran capaces de repro-
gramarse para dirigir el desarrollo total de una
célula huevo a adulto. Algunos afios mas tarde,
no obstante, John Gurdon logré obtener algunos
sapos adultos a partir de nucleos de células epite-
liales de intestino de renacuajo introducidos en
huevos de sapo ( Xenopus laevis). El procedimien-
to consistio en irradiar el huevo con luz ultravio-
leta para destruir el material genético materno
antes de inyectar los nucleos donantes de intesti-
no de renacuajo. La eficiencia obtenida fue muy
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baja y la mayoria de los 726 ntcleos transferidos
a huevos irradiados dieron lugar a embriones
anormales que no prosperaron o murieron como
renacuajos; siete de los huevos manipulados, sin
embargo, lograron desarrollarse totalmente lle-
gando a ser sapos adultos y fértiles (figura 8.9).
Los nucleos de intestino de los renacuajos son,
pues, totipotentes y su material genético es capaz
de orquestar el desarrollo completo del indivi-
duo. Por estos experimentos John Gurdon recibio
el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en el
afio 2012; premio que compartié con Shinya Ya-

manaka, que estudié la clonacion terapéutica con
células iPS, es decir, la posibilidad de obtener cé-
lulas madre a partir de células adultas especiali-
zadas desdiferenciandolas que veremos mas ade-
lante en este capitulo (apartado 8.5).

En el ratdén, intentos de clonacion en los que
el nucleo donante procediera de embriones de ra-
ton en los estadios de 4 u 8 células embrionarias
fallaron estrepitosamente. Sin embargo, no todas
las especies de mamiferos se comportan de la mis-
ma manera en los primeros estadios del desarrollo
y en la implantacion.

Blastula
avanzada
de rana

Células

Huevo fecundado
irradiado

i Célula_s de Renacuajo
Nucleos intestino
O‘ o*o <\
S @9
v
()
Trasplante
de
nucleos
% Renacuajo
= Sapo
1T !

Figura 8.9. Trasplante de nicleos en anfibios. Ntcleos p

rocedentes de células indiferenciadas de blastula avanzada o dife-

renciadas de intestino de renacuajo se trasplantan a huevos fecundados irradiados, originando renacuajos y sapos adultos.
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Los estudios de trasplantes de nucleos, tanto
en anfibios como en mamiferos, indicaron que la
causa de las limitaciones observadas en la aplica-
cion de esta técnica eran las incompatibilidades
entre el estado del ciclo celular del nticleo introdu-
cido y del citoplasma recipiente. El ciclo celular
(figura 8.10) se divide en 4 periodos: G1 (del in-
glés gap), intervalo entre la division nuclear previa
y el inicio de la sintesis de ADN; S, el periodo de
sintesis de ADN; G2 intervalo entre la duplica-
cion del ADN y la division nuclear, y M, el perio-
do de mitosis durante el cual los dos nuevos geno-
mas se separan en dos células hijas. Las células
quiescentes por largos periodos de tiempo se con-
sideran en GO, pudiendo reincorporarse al inicio
de G1 en determinadas circunstancias. Asi como
durante los periodos G0 y Gl las células son di-
ploides en cuanto a su contenido de material ge-
nético (2n), tanto en S como en G2 y hasta el final
de M, las células tienen 4 veces el contenido ha-
ploide (4n). La mayoria de los nucleos usados
para trasplantes estaban en fases S o G2 (tetra-
ploide), incompatible con el citoplasma diploide
de la célula huevo, porque el nucleo recién llegado
tiende a replicarse de nuevo siguiendo las érdenes
dictadas por el citoplasma receptor, y, si ya era
tetraploide, una nueva divisién ocasionaria un

|
K 2n
Gl
2n \
M 4n 4n S
4n
G2

Figura 8.10. Fases sucesivas del ciclo celular.

gran numero de aneuploidias y otras aberraciones
cromosomicas que, con una gran probabilidad,
causarian letalidad en el embrion durante el desa-
rrollo. Las dificultades para la clonacion en rato-
nes quedaron asi explicadas conociendo que los
nucleos en los estados de preimplantacion se en-
contraban preferentemente en S 'y G2, por lo que
habria sido muy dificil obtener células embriona-
rias (blastomeros) en G1. Analizando los resulta-
dos obtenidos en clonaciones de ovejas, se obser-
vo que el desarrollo llegaba mucho mas lejos si los
nucleos donantes procedian de blastomeros al fi-
nal de la mitosis o en G1 que si éstos procedian de
células en fases S o G2.

Asi, aunque la eleccion del ratén y las condi-
ciones experimentales iniciales resultaron ser des-
afortunadas, con algunas modificaciones sobre ¢l
procedimiento descrito para ellos, se pudieron ob-
tener ovejas, cerdos, conejos y vacas adultas a par-
tir de nucleos procedentes de células embrionarias
en estadios tan tardios como morula temprana (8-
16 células). También se ha obtenido descendencia
viable en ovejas y vacas utilizando, como nucleos
donantes del material genético, blastdmeros man-
tenidos en cultivos celulares por algunas genera-
ciones.

En 1997 Ian Wilmut y colaboradores logran
por vez primera una oveja clonica (conocida como
Dolly, en honor a los exuberantes pechos de la
cantante norteamericana Dolly Parton) a partir
del nucleo de una célula totalmente diferenciada
procedente de unas células congeladas de la ubre
de otra oveja adulta que ya habia fallecido. El éxi-
to se debi6 fundamentalmente a que las células
que aportaron el nucleo (células de la glandula
mamaria de una oveja de 6 afios en su ultimo tri-
mestre de prefez) fueron obligadas (por depriva-
cion de suero) a salirse del ciclo celular y entrar en
la fase GO antes de la transferencia nuclear. Esta
situacion indujo a las células donantes a entrar en
un estado de quiescencia, provocando presumible-
mente cambios en la estructura de la cromatina
que facilitan la reprogramacion de la expresion gé-
nica a su llegada al citoplasma del oocito. Es muy
posible, ademas, que en el estadio GO o G1 del
ciclo celular, el material genético tenga un acceso
mas directo a los factores de transcripcion, protei-
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nas de uniéon a cromatina, etc. También hay que
considerar el hecho de que en ovejas la transcrip-
cion no comienza hasta la morula de 8-16 células,
mientras que en el ratéon hay transcripcion en el
estado de sélo dos células. Esto daria la oportuni-
dad a los nucleos recién trasplantados de oveja a
dividirse dos veces y reprogramarse, antes de em-
pezar a expresar sus propios genes especificos de
desarrollo. En los experimentos descritos por Wil-
mut y colaboradores, la gestacion concluyd con

normalidad aunque con muy baja eficiencia. De
277 nucleos de glandula mamaria trasplantados,
29 llegaron al estado de mérula y 13 ovejas nodri-
zas resultaron prefiadas, pero solamente una oveja
(Dolly) naci6 viva, mostrando las caracteristicas
(fenotipo) del nucleo donante (cara blanca) frente
a las del huevo receptor (cara negra). La oveja
cuyo nucleo celular fue trasplantado a un huevo
desnucleado es genéticamente idéntica a Dolly (fi-
gura 8.11). Esta oveja constituyo el primer mami-

A

I\

Células de la glandula

mamaria en cultivo (G0)

@
@ 2@
@

@0

Oveja de raza
Fin Dorset

@’\ Nicleo
o

Jo

[

Oveja de raza
Scottish Blackface

Ovulo desnucleado

/

o5

q

Oveja nodriza

/
& e
-

Dolly

Figura 8.11.

Clonacién de la oveja Dolly. A la izquierda la oveja donante del nticleo y a la derecha la oveja de cara

negra, donante del évulo desnucleado. El nicleo resultante se implanta en una oveja nodriza. Dolly es un clon de la ove-
ja donante del nucleo.
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fero que se desarrollo felizmente a término a partir
de una célula diferenciada (glandula mamaria) de
otro adulto. Dolly, sin embargo, muri6é prematura-
mente a los 6 afios de edad de un adenocarcinoma
pulmonar ovino, un tipo de cancer de origen virico
muy comun en Europa y que ataca a ovejas jove-
nes. La vida media de las ovejas es de unos 11 afios
en condiciones o6ptimas, y lo mas probable es que
la muerte de Dolly no tuviera nada que ver con la
clonacion, o al menos es lo que opinan sus crea-
dores.

Desde entonces se han clonado unas 20 espe-
cies animales, entre ellas decenas de ratones, ratas,
gatos, cerdos, conejos, venados, terneros, una ye-
gua de carreras y un toro de lidia. En muchos ca-
sos los animales son, ademas, transgénicos. Aun-
que la mayoria de estos experimentos tienen
objetivos cientificos, en algunos casos el objetivo
es claramente economico.

La evolucion ha estado siempre ligada a la ge-
neracion de variabilidad genética debido a que
durante la meiosis se forman nuevas combinato-
rias de alelos que se transmiten a la descendencia
y esto genera individuos mas viables y mejor
adaptados. El proceso de clonacion tenderia a la
homogeneidad y probablemente si se aplica en ex-
ceso sea, a largo plazo, mas bien deletéreo para las
especies.

Una de las primeras conclusiones a sacar de
estos experimentos de clonacién es que las células
diferenciadas de mamiferos mantienen la capaci-
dad de cambiar su programacién genética y que,
por tanto, durante la especializacién a tejidos
concretos no hay pérdida sustancial de informa-
cion genética.

Otra conclusion importante de los experimen-
tos de clonacion es la posibilidad de obtener ma-
miferos adultos por via asexual. El inico papel de
la célula huevo (femenina en todos los casos) es
permitir que su citoplasma reprograme la expre-
sion genética nuclear y contribuya con organulos
celulares (mitocondrias preferentemente) al futu-
ro organismo.

No parece lejano el dia en que se clone el ser
humano, pero surge la pregunta: ;hay alguna jus-
tificacion cientifica, médica o ética para generali-
zar la clonacion en la especie humana? La justifi-

cacion cientifica se basa en el propio avance del
conocimiento que supondria el estudio de hom-
bres y mujeres genéticamente idénticos. Ello per-
mitiria determinar, por ejemplo, hasta donde pue-
den influir los factores no genético-nucleares
(ambientales o herencia mitocondrial) para crear
variabilidad y diversidad en la especie humana.
También se podrian establecer los limites de la in-
fluencia gendémica nuclear en el comportamiento
de personas genéticamente idénticas. Sin embar-
g0, aproximaciones a estas interesantes preguntas
pueden ser contestadas con estudios en gemelos
univitelinos o con clonaciones en animales mas o
menos cercanos al hombre, por lo que la justifica-
cion cientifica es solamente parcial. Con los cono-
cimientos bioldgicos que se tienen en el presente,
no se puede afirmar que los individuos estan de-
terminados totalmente por su material genético.
Lo que denominamos personalidad de un indivi-
duo esta influenciada, ademas de por su genoma,
por el ambiente fisico, cultural y social en el que
se desarrolla. Los gemelos idénticos (univitelinos)
crecidos por separado constituyen el ejemplo mas
cercano a lo que pudiera ser la clonacion en seres
humanos (las similitudes y coincidencias entre
este tipo de individuos pueden llegar a ser asom-
brosas, como la de acudir a una cita, ya de mayo-
res, ambos con 5 anillos distribuidos en los mis-
mos dedos, o poner el mismo nombre a su perro
aun sin haberse conocido nunca). Estos indivi-
duos también genéticamente idénticos (aunque
uno no es descendiente del otro) pueden ser bas-
tante diferentes. Dos clones humanos, separados
por varias décadas (en el tiempo), probablemente
diferiran psicologicamente mucho mas que dos
gemelos idénticos que viven en el seno de la mis-
ma familia.

Médicamente, con la clonacion, podrian des-
aparecer algunas esterilidades conocidas. Hom-
bres y mujeres incapaces de producir gametos po-
drian tener descendencia. La reproduccién podria
ser asexual y monoica, ya que todo el material
genético procede de un unico individuo. El caso
de identidad mayor se conseguiria con una mujer
cuyo 6vulo desnucleado fuese inoculado con un
nucleo diploide de un tejido diferenciado propio,
y ella misma gestara el embrion. La reproduccion
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ya no tendria que estar asociada a parejas (ma-
cho-hembra), sino a individuos, ya que hasta don-
de sabemos el descendiente seria genéticamente
idéntico al donante del nucleo celular. Dos muje-
res lesbianas podrian contribuir una con el cito-
plasma y la otra con su material genético nuclear
a una hija de ambas.

Una segunda aplicaciéon médica de la clona-
cion, muy interesante y actual, es la clonacion con
fines terapéuticos, que veremos en detalle mas
adelante en este capitulo (apartado 8.5) y que con-
siste en la utilizacion del embrion para obtener de
¢l células madre (troncales totipotentes) que pue-
den, en principio, generar cualquier tejido para
trasplantarlo al individuo del que se obtuvo el
clon, eliminando asi cualquier problema de recha-
zo inmunologico.

La sociedad en que vivimos ha condenado la
clonacién en seres humanos si no es una clona-
cion con fines terapéuticos. Existe un miedo ge-
nuino, y probablemente justificado, a que estas
tecnologias se nos vayan de las manos y degeneren
por derroteros incontrolables. Entre los muchos
casos posibles, tendriamos el de la clonacion con
fines de inmortalizacion de lideres, etc.

La clonacion en animales puede considerarse
como un avance cientifico con aplicaciones multi-
ples en investigacion basica y en biotecnologia. La
clonacion humana no parece tener en la actuali-
dad suficiente justificacioén cientifica, médica o
ética para llevarse a cabo; ademas en muchos pai-
ses, entre ellos Espana, esta terminantemente pro-
hibida.

8.4. ANIMALES CLONICO-TRANSGENICOS
DE INTERES FARMACOLOGICO
Y BIOMEDICO

Veremos como ejemplo la obtencion de ovejas
clonico-transgénicas para el factor IX anticoagu-
lante humano. En los experimentos originales, fi-
broblastos fetales se co-transfectaron con el gen
neo, que confiere resistencia a G418, y con el
ADNCc del factor IX anticoagulante humano fu-
sionado a la region promotora de la B-lactoglo-
bulina, para su expresion exclusiva en la glandula
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mamaria del animal. Después de seleccionadas las
células por resistencia a G418, los nucleos de al-
gunas de ellas fueron transferidos a oocitos des-
nucleados (figura 8.12) y éstos a ovejas nodrizas.
En este experimento se obtuvieron seis ovejas clo-
nicas transgénicas: tres de ellas para ambos genes
neo 'y factor I1X, y las otras tres, solo para el mar-
cador neo. La produccién de ovejas clonico-trans-
génicas por el método de trasplante de nucleos
que acabamos de describir es, aproximadamente,
el doble de eficiente que la microinyeccion y ob-
tencion de ovejas solo transgénicas.

Las aplicaciones practicas de los animales de
granja clonico-transgénicos han generado un gran
abanico de posibilidades comerciales respecto a la
calidad sistematica y homogeneidad de productos
derivados de estos animales, con implicaciones en
ganaderia, farmacologia y biomedicina. Las de-
nominadas «farmogranjas» son granjas dedicadas
a la produccién de farmacos a partir de la leche
de animales domésticos como ovejas, cabras y va-
cas clonico-transgénicas. Un inconveniente de los
rebanos clonicos pudiera ser, no obstante, una
susceptibilidad generalizada a una infeccion de-
terminada. Parece razonable que los ganaderos
mantengan varios grupos de ovejas o vacas proce-
dentes de clones independientes en su rebafio,
para poder aprovecharse de la uniformidad cloni-
ca sin sufrir sus riesgos.

Cerdos clonico-transgénicos
para xenotrasplantes

Organos humanos para trasplantes de rifion y
corazon escasean, por lo que muchos pacientes se
mueren literalmente esperando un donante apro-
piado. Los xenotrasplantes son la sustitucién de
un organo humano (dafiado) por el equivalente
procedente de un animal. A pesar de la enorme
barrera inmunologica que nos separa de los cer-
dos, son éstos animales bastante mas indicados
que los primates para xenotrasplantes por razones
practicas, éticas y de seguridad. Uno de los pro-
blemas inmediatos con los xenotrasplantes de or-
ganos es el rechazo inmunolodgico y vascular agu-
do provocado por los xenoantigenos, que son en
su mayoria carbohidratos asociados a proteinas
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Figura 8.12. Obtencion de ovejas clonico-transgénicas para el gen del factor IX anticoagulante humano. Fibroblastos
fetales primarios se cotransfectan con el gen neo, que confiere resistencia a G418, y con el ADNc del factor IX anticoa-
gulante humano fusionado a la regién promotora de la B-lactoglobulina (BLG), para su expresion exclusiva en la glan-
dula mamaria del animal. El nucleo de una de estas células se transfiere a un oocito desnucleado que se inserta en una
oveja nodriza. De tres ovejas nodrizas nacieron tres ovejas clonicas portadoras de los dos transgenes neo y factor IX.

(mayoritariamente a1, 3 galactosa) que se expre-
san en las células endoteliales que revisten los va-
sos sanguineos porcinos. Era por tanto necesaria
la obtencion de cerdos transgénicos KO para el
gen GGTAI que codifica la enzima al, 3-galacto-
sil-transferasa (o1,3GT) responsable de la sintesis
del antigeno. Dado que la obtencion de animales
clonico-transgénicos es mas eficiente que la de los
simplemente transgénicos, se eligié esta metodo-

logia para la obtencion de cerdos KO para las dos
copias del gen GGTAI (figura 8.13). Se us6 una
construccion del transgén consistente en una par-
te del intron 8 y otra del exon 9 del gen GGTAI
que aportaron la homologia necesaria para provo-
car una diana génica; ademas, la construccion lle-
vaba un gen de seleccién neo precedido de un
IRES que permitio la entrada de ribosomas y evi-
to6 la presencia de un promotor adicional; un gen
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Figura 8.13. Obtencién de cerdos clonico-transgénicos para xenotrasplantes de érganos a humanos. Fibroblastos fe-

tales primarios se transfectan con una construccidon que sustituye el exén 9 del gen GGTAI por otro que lleva el gen de

seleccion neo que confiere resistencia a G418. Nucleos de estas células se transfieren a oocitos desnucleados que se inser-

tan en cerdas nodrizas. Los clonico-transgénicos se verificaron por PCR; las flechas horizontales muestran los oligoceba-
dores empleados.

de seleccion negativa como el gen tkHs en uno de  poracion en fibroblastos fetales (dia 33 de la ges-
los extremos del transgén y fuera de la region de  tacidn) y se selecciono por G418 (seleccidon positi-
homologia. Este transgén se introdujo por electro- va) y ganciclovir (seleccion negativa). Nucleos de

© Ediciones Piramide



264 / Curso de Genética Molecular e Ingenieria Genética

las células sobrevivientes se inyectaron en 6vulos
no fecundados maduros desnucleados y se intro-
dujeron en cerdas nodrizas. En este experimento,
de 150 nucleos trasplantados se obtuvieron 5
transgénicos clonicos, verificados por PCR. El
cruce entre dos hermanos de la GO produjo ho-
mocigodticos KO para la enzima. Sin embargo, hay
otros factores que también son responsables del
rechazo agudo como la activacion del comple-
mento. Estos clonico-transgénicos necesitarian
adquirir nuevos transgenes que inhiban la activa-
cion del complemento, conjunto de proteinas del
suero y de la superficie celular que, cuando se ac-
tivan, desencadenan una cascada secuencial de
proteolisis que amplifica la respuesta inmune y
provoca el rechazo del trasplante.

Otro problema derivado de los xenotrasplan-
tes es el riesgo de transmision de retrovirus endo-
genos porcinos. Se calcula que el genoma del cer-
do posee unos 50 provirus defectivos integrados
establemente y que se transmiten de forma mende-
liana. Existe el riesgo real de que un paciente-re-
ceptor pueda ser infectado, bien por el retrovirus
porcino o por un recombinante entre el provirus
porcino y secuencias retrovirales humanas. El vi-
rus resultante podria extenderse por la poblacion
humana en un periodo de tiempo indefinido. Esta
posibilidad parece remota, ya que ha habido 160
personas que en distintos ensayos clinicos han te-
nido contacto repetido con células vivas de cerdo
y ninguna se ha infectado. Sin embargo, la cautela
esta justificada, ya que el propio virus del SIDA
probablemente haya llegado al hombre a través
del chimpancé en un tnico suceso inter-especies y
han bastado veinte afios para una amplia propa-
gacion en la especie humana. El seguimiento mé-
dico de los pacientes xenotrasplantados puede ser
el tinico método preventivo aceptable. Asi, los xe-
notrasplantes basados en cerdos transgénicos nos
ofrecen en la actualidad ciertas promesas a costa
de inciertos riesgos que no se pueden desestimar.

8.5. CLONACION TERAPEUTICA

La clonacion terapéutica consiste en utilizar
un nacleo o una célula totalmente diferenciada de

un paciente, como, por ejemplo, de la piel (fibro-
blastos de la dermis), para insertarlo o fusionarla
con el 6vulo de una donante en el que el ntcleo
esta irradiado o extraido con una micropipeta. La
activacion de esta célula huevo quimérica, por
electroporacion por ejemplo, inicia el desarrollo
embrionario y cuando se llega a la fase de blasto-
cisto, se obtienen las células madre (también de-
nominadas troncales totipotentes, troncales em-
brionarias o embrioblastos). Estas células madre
embrionarias son capaces de generar cualquier
tejido del cuerpo in vitro en las condiciones ade-
cuadas (figura 8.14). Han sido detalles importan-
tes para el éxito del experimento que la célula do-
nante del ntcleo estuviese en GO/G1; que el ovulo
recipiente hubiese sido extraido recientemente de
una donante joven; que se extrajera el nucleo del
ovulo en metafase; que se fusionara la célula do-
nante del nucleo con el 6vulo, en vez de extraer
solo el nucleo, y que se utilizara electroporacion
(descargas eléctricas) para activar el huevo tras la
fusion. Una vez realizadas todas estas fases, el
huevo inici6 su desarrollo que culminé con la for-
macion de un blastocisto a los 5 dias. Alternativa-
mente se podria haber implantado el huevo en
una hembra nodriza que llevara a término el em-
barazo y produjera un clon humano del donante
del nucleo, algo que no estd contemplado en la
actualidad por su estricta prohibicién. En el
experimento real que estamos describiendo, las
c¢lulas madre cultivadas se introdujeron en rato-
nes inmunodeficientes (SCID) donde produjeron
tumores en los que se pudieron distinguir células
pertenecientes a las 3 capas embrionarias: 1) en-
dodermo, representado por células del epitelio in-
testinal, 2) mesodermo, representado por células
musculares de tipo cardiomiocitos contractiles y
3) ectodermo, con células neuroectodérmicas.

En fecundaciones in vitro también se han obte-
nido cultivos de células madre a partir de una sola
célula extraida de la morula de 8 células y antes de
su implantacién en el ttero (ver figura 4.31). Este
cultivo mantenido en nitrogeno liquido representa
una reserva de células madre para su posterior
uso, en caso de necesidad.

En la actualidad el paso mas problematico es
el de la diferenciacion a células de los distintos
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Figura 8.14. Clonacion terapéutica en humanos. Una célula de la piel humana (fibroblasto de la dermis de origen fetal)
se fusiond con un 6vulo de una donante al que se le extrajo el nticleo en metafase con una micropipeta por microinyeccion.
Tras la fusion se estimuld el ovulo por electroporacion y se inicio el desarrollo embrionario. El desarrollo se detuvo en la
fase de blastocisto para la extraccion de las células madre. Las células madre cultivadas se introdujeron en ratones inmu-
nodeficientes (SCID) donde produjeron tumores en los que se pudo distinguir células pertenecientes a las 3 capas embrio-
narias: endodermo (células epiteliales intestinales), mesodermo (cardiomiocitos contractiles) y ectodermo (células neuro-
ectodérmicas). También se muestra la posibilidad hipotética de implantar la célula huevo en una hembra nodriza donde
se desarrollaria un clon humano del donante del nucleo.
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Figura 8.15. Creacion de un higado artificial a partir de células madre iPS de piel. Reprogramacion de fibroblastos

humanos a células hepaticas iPS (iPS-H) por desdiferenciacion con factores de transcripcion y diferenciacion dirigida.

Las iPS-H se cultivaron con células endoteliales de cordon umbilical humanas (HUVEC) y células troncales mesenqui-

males humanas (MSC). Los primordios de higado humano resultantes se trasplantaron ectopicamente a ratones inmu-
nodeficientes.

tejidos, a partir de las células madre. Es preciso
afiadir a las células indiferenciadas distintos fac-
tores de crecimiento y diferenciacion, que han de
ser escrupulosamente distintos y en concentracio-
nes exquisitamente especificas para obtener pri-
mordios de 6rganos concretos y alejar la posibili-
dad de inducir un tumor.

La medicina regenerativa se perfila como la
gran beneficiaria de la clonacion terapéutica, esto

es, la fabricacion de 6rganos y tejidos que puedan
trasplantarse a pacientes y puedan curar una am-
plia gama de enfermedades. Utilizando células
madre embrionarias humanas, se han llegado a
crear in vitro minicerebros del tamafo de un gui-
sante que espontaneamente desarrollan las estruc-
turas y capas neuronales del cortex, mimetizando
fielmente el desarrollo normal in vivo. Ir mas lejos
en el tubo de ensayo precisaria de células endote-

© Ediciones Piramide



Individuos transgénicos y clonicos, clonacion terapéutica /| 267

liales de cordon umbilical que formaran un siste-
ma circulatorio rudimentario y aportaran nutrien-
tes y oxigeno a todas las células del 6rgano
incipiente. En el momento actual, la utilizacion de
células cardiacas o células neuronales a partir de
células madre, contra infartos o enfermedades
neurodegenerativas, respectivamente, puede que
esté a la vuelta de la esquina.

Células troncales pluripotentes inducidas (iPS)

La alternativa a la clonacion terapéutica son
las células troncales pluripotentes inducidas (iPS),
que se desarrollaron a partir de los estudios reali-
zados en células madre embrionarias, pero que no
precisan de la implicacion de un embridn, ya que
se basan en la desdiferenciacion de células total-
mente diferenciadas. El Premio Nobel de Fisiolo-
gia y Medicina de 2012, Shynia Yamanaka, ha
sido el gran impulsor de estas células cuyo unico
problema es evitar que al desdiferenciarlas se con-
viertan en potencialmente tumorales.

Entre los resultados espectaculares que llenan
los periddicos actuales, nos encontramos con la fa-
bricacion de retinas sintéticas para tratar cegueras
o la creacion de primordios de higado a partir de
células de piel. Un minihigado en tres dimensiones
y vascularizado fue capaz de realizar funciones he-

paticas al trasplantarlo ectopicamente a un raton
inmunodeficiente (figura 8.15). La metodologia
consistio en reprogramar fibroblastos humanos a
células hepaticas iPS por desdiferenciacion al tratar
estas células con los 4 factores de transcripcion:
OCT4, NANOG, SOX2, y LIN28 para reprogra-
marlas a iPS-hepaticas (iPS-H) con nuevos facto-
res de diferenciacion. Las iPS-H se cultivaron con
c¢lulas endoteliales de cordon umbilical humanas
(HUVEC) y células troncales mesenquimales hu-
manas (MSC) y al cabo de unos dias (4-6 dias) se
observo una reorganizacion de todas estas células
en un primordio de higado en tres dimensiones.
De momento, estos primordios de higado se estan
utilizando para examinar la toxicidad de nuevos
farmacos, ya que es el higado el érgano encargado
de metabolizar las sustancias extrafias al orga-
nismo.

La manipulacién de células iPS, junto con las
c¢lulas madre embrionarias, son la gran promesa
de la medicina regenerativa; sin embargo, los en-
sayos clinicos realizados hasta el momento tras-
plantando estas células a pacientes no han dado
aun resultados claramente satisfactorios. El po-
tencial terapéutico de estas nuevas tecnologias
esta aun por conocer; los proximos afios seran tes-
tigo de hasta donde se puede llegar en su aplica-
cion clinica.

LECTURAS COMPLEMENTARIAS

Human embryonic stem cells derived by somatic cell
nuclear transfer. Tachibana, M. et al. Cell, 153:
1228-1238. 2013.

Refined human artificial chromosome vectors for gene
therapy and animal transgénesis. Kazuki, Y. et al.
Gene Therapy, 18: 384-393. 2011.

Vascularized and functional human liver from an iPSC-
derived organ bud transplant. Takebe, T. et al. Na-
ture, 499: 481-485. 2013.
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© Ediciones Piramide






Transferencia génica a plantas

Los vegetales son uno de los grandes compo-
nentes nutricionales del hombre, y en algunos ca-
sos, el unico. Las plantas representan un enorme
potencial para aplicaciones de la ingenieria gené-
tica, con vertientes tan dispares como la mejora
en la produccion de frutos, semillas y vegetales, la
creacion de nuevas variedades de flores y plantas
ornamentales o la produccién de tejidos, vacunas
y biocombustibles.

En general, las plantas tienen un poder rege-
nerativo muy superior a los animales. En muchos
casos, una sola célula somatica puede regenerar la
planta completa. En principio, la manipulacion
genética de una sola célula vegetal es suficiente
para la rapida produccién de una nueva variedad.

En cuanto a la expresion, las plantas pueden
expresar genes de mamiferos abriendo grandes po-
sibilidades para su utilizacién como biorreactores
para producir proteinas, carbohidratos o lipidos
de origen animal, incluyendo hasta vacunas que
pudieran ser ingeridas en nuestra dieta. Existen,
no obstante, mecanismos que silencian con gran
frecuencia y eficiencia los transgenes y que pudie-
ran representar una defensa por parte de la planta
contra la invasion por ADN foraneo. El ARN de
interferencia se descubrioé en petunias cuando, al
tratar de incrementar el color rojo de sus flores
con el transgén responsable de la enzima dihidro-
flavonol-4-reductasa, se observo una supresion to-
tal o parcial de la coloracion de las flores.

El hombre ha manipulado durante miles de
afnos el contenido genético de plantas con interés
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agricola, por sucesivos cruces y seleccion de semi-
llas. Lo que ahora puede alterarse es la velocidad
de produccion de esos cambios al aplicar nuevas
tecnologias que permiten la formacion de geno-
mas hibridos de origenes muy dispares. En estos
ultimos afios las plantas transgénicas han pasado
a formar parte del consumo humano. Trigo o
maiz resistentes a herbicidas, tomates que madu-
ran a voluntad o arroz resistente a patogenos son
algunos de los productos comercializados en mu-
chos paises, incluido el nuestro.

En investigacion basica, la manipulacion ge-
nética y la secuenciacion han permitido aislar y
caracterizar un gran numero de genes de origen
vegetal, estudiar su expresion, su regulacion y sus
peculiaridades. Arabidopsis thaliana sigue siendo
la planta modelo de referencia obligada. Su ge-
noma (7 X 107 pb, 25.498 genes) esta secuenciado
y saturado con mutaciones, se pueden obtener
dianas génicas por recombinacién homologa con
frecuencias de 10 y algunos de sus genes presen-
tan gran movilidad. Esta informacion esta per-
mitiendo a muchos cientificos profundizar en el
conocimiento del crecimiento, desarrollo, expre-
sion génica y regulacion de plantas superiores.
Todo esto, unido a la estimulante habilidad que
estan demostrando los vegetales de sintetizar an-
tibidticos, inmunoglobulinas o plasticos biode-
gradables, convierten la transferencia génica a
plantas en una de las areas mas interesantes de la
biologia molecular y de la ingenieria genética ac-
tuales.
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9.1. VECTORES

Veremos dos tipos de vectores en este apar-
tado:

— Plasmidos: plasmidos Ti y Ri de Agrobac-
terium.

— Virus: virus del mosaico de la coliflor, vi-
rus del mosaico del tabaco, virus X de la
patata, entre otros.

9.1.1. Plasmidos

El plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens

Fue en este sistema vegetal en el que se obser-
v6 que la ingenieria genética, de hecho, ocurre en
la naturaleza. Entre la bacteria Agrobacterium
tumefaciens y muchas plantas dicotiledoneas hay
una simbiosis que permite algo muy semejante a
lo que in vitro catalogamos como ADN recombi-
nante: un plasmido de la bacteria lleva algunos
genes que originalmente han sido de la planta.
Este vector natural ha sido modificado y mani-
pulado y, como en el caso del circulo de 2 um de
levaduras, sigue siendo uno de los vectores mas
usados para transferir genes heterologos al geno-
ma de las plantas. La transferencia génica basada
en el plasmido Ti es particularmente idonea para
plantas dicotileddneas, que incluyen las legum-
bres (garbanzos, lentejas, guisantes, habas, etc.),
ademas de frutas (peras, manzanas, melocoto-
nes, etc.), cacahuetes, almendras, avellanas, etc.,
ademas de Arabidopsis thaliana y Nicotiana taba-
cum. Sin embargo, su uso en monocotiledoneas
es mas problematico; asi, vegetales de gran inte-
rés agricola como trigo, arroz, maiz y centeno no
se transforman facilmente con el plasmido Ti. El
problema parece radicar en la dificultad para
cultivar células de monocotiledoneas en general,
y detectar células transformadas en particular, y
no en una incompatibilidad biolégica mas pro-
funda.

Agrobacterium es una bacteria Gram (—), es
decir, que no coge el color azul de la tincion de
Gram, porque la pared celular es fina y no retiene

el colorante; son también Gram (-): E. coli, Sal-
monella, Haemophilus influenza, entre otras mu-
chas. Esta bacteria se encuentra en el suelo y pue-
de infectar mas de 330 géneros de dicotileddneas.
La infeccion se realiza a través de una herida o
incision. Una pequena parte de la poblacion de
Agrobacterium que vive en el suelo alberga un
plasmido que induce la formaciéon de un tumor
calloso denominado tumor de la corona. El plas-
mido se denomina Ti (inductor de tumores). Este
plasmido es de gran tamafio: 150-200 kb, de las
cuales 20-23 kb pueden escindirse del plasmido y
pasar de la bacteria a la planta, donde se integran
en uno o varios lugares del genoma, aparentemen-
te al azar, constituyendo el ADN T (transferido).

El ADN T (figura 9.1) induce la sintesis de
unos compuestos raros nitrogenados denomina-

ADNT
20 kb
Terminales
Auxinas Citoqui repetidos
\ Oqumag)pina f (24 pb)
k sintetasa

[
Oncogenes

pTi (150-200 kb)

Catabolismo
de opinas

Genes vir

Figura9.1. Mapa del plasmido natural Ti de Agrobacte-
rium. Se muestra esquematicamente el ADN T, los genes vir
implicados en la ruptura del ADN T y activacion de otros
genes adyacentes; el origen de replicacion (ori), los genes
implicados en el catabolismo de la octopina, por ejemplo,
y los tra responsables de la transferencia por conjugacion.
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dos «opinas». Esto se lleva a cabo mediante la en-
zima «opina sintetasa» codificada por el propio
ADN T y utilizando aminoacidos basicos, como
arginina, ornitina, lisina o histidina como sustra-
to. El tumor de la corona que se forma esta cons-
tituido por células transformadas, inmortales, que
crecen en ausencia de hormonas vegetales (auxi-
nas, citoquinas, giberelinas y acido abcisico).

Las bacterias que poseen plasmidos Ti pueden
metabolizar opinas como Unica fuente de carbono
y nitrégeno, debido a que los genes de las enzimas
necesarias para su catabolismo estan en el plasmi-
do. Ademas, las opinas estimulan la transferencia
por conjugacion, con lo que esta propiedad puede
extenderse a toda la poblacion de bacterias. Son
genes esenciales del plasmido los necesarios para
la replicacion, ori 'y rep, asi como los implicados
en la transferencia por conjugacion tra, que afec-
tan al contacto célula-célula, y los vir, que inter-
vienen en la ruptura y transporte del ADN trans-
ferido (figura 9.1). El ADN que se transfiere al
genoma de la planta (ADN T) lleva los genes ne-
cesarios para la sintesis de una opina y los genes
que le confieren las propiedades oncogénicas a la
planta. Hay al menos seis clases diferentes de opi-
nas, y algunos tumores sintetizan mas de una. Los
plasmidos mas estudiados son los Ti que llevan el
gen correspondiente a la enzima nopalina sinteta-
sa nos o el de la octopina sintetasa ocs. Los pro-
motores de estos genes son eucarioticos y también
lo son las senales de poliadenilacién que se en-
cuentran en sus extremos 3'; esto hace pensar que
probablemente tengan un origen eucaridtico y que
hayan quedado atrapados en el plasmido. Los ex-
tremos del ADN T son dos repeticiones directas
imperfectas de 24 nucledtidos. El corte en el extre-
mo derecho del ADN T es preciso y constante,
pero el izquierdo puede variar en unos 100 nucleo-
tidos, por lo que puede o no incluir el terminal
repetido de este lado. E1 ADN T también incluye
genes de enzimas implicadas en la biosintesis de
fitohormonas que desestabilizan el equilibrio hor-
monal de la planta infectada e inducen la prolife-
racion de tejido indiferenciado en la zona de la
herida.

Fuera del ADN T esta la region de los genes
vir (virulencia), responsables de la activacion de
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genes adyacentes. También algunos de los genes
vir son responsables de la ruptura de la regiéon T
y de su migracién e integracién en el genoma de
la planta. El proceso de transferencia se inicia
con la captacidn, por parte de la bacteria, de
compuestos fenolicos especificos exudados por
las células de la region cercana a la herida de la
planta; compuestos que son detectados por el
producto del gen vir A, que constituye el sistema
sensorial bacteriano. Reconocida la sefial, Vir A
fosforila al producto del gen vir G (Vir G) produ-
ciéndose la induccion de otros operones vir encar-
gados, como ya dijimos, de la escision y moviliza-
cion del ADN T. Como respuesta a la sefal de
activacion, los productos de los genes vir D1/D2
identifican los 24 pares de bases en el borde inter-
no del ADN T y producen dos incisiones en la
misma hebra del ADN del plasmido Ti. Se sinte-
tiza una copia de la regién T, siendo este ADN de
banda sencilla el que se transporta a la célula ve-
getal. El extremo 5' repetido (derecho) se une co-
valentemente a la proteina VirD2. Este ADN
también esta asociado no covalentemente con la
proteina de uniéon a ADN de hebra sencilla (que
no es especifica de secuencia) producto del gen
virE2. VirE2, ademas, mantiene el ADN de for-
ma extendida con un diametro muy pequeio (2
nm), lo que va a facilitar el paso a través de las
numerosas membranas y espacios intercelulares
antes de llegar al nucleo de la célula vegetal. El
primer obstaculo de los multiples existentes son
las membranas interna y externa, asi como la pa-
red celular, bacterianas; aqui parecen intervenir
las proteinas VirB formando una especie de canal
de paso o complejo de transporte (figura 9.2). La
segunda barrera es la pared celular y la membra-
na de la célula vegetal y, por ultimo, la membrana
nuclear que tiene poros. La superacion tanto de
este ultimo paso como del anterior no se conoce
bien. Ya en el nucleo, el ADN T se integra al azar
en el genoma de la célula vegetal. En algun mo-
mento de la transferencia, el ADN de hebra sen-
cilla se convierte en ADN de doble hebra, y si el
proceso es parejo a lo que ocurre en la conjuga-
cion bacteriana con la que tiene una gran simili-
tud, esta conversion ocurre al llegar a la célula
receptora.
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Agrobacterium

Citoplasma

Figura 9.2. Proceso de transferencia en pasos sucesivos
del ADN T de la bacteria al nucleo de la célula vegetal.

Como en otras ocasiones, este vector natural
ha sido ampliamente modificado in vitro. Los ge-
nes oncogénicos del ADN T se reemplazaron por
los de pBR. Ello permite, por una parte, poder
regenerar plantas normales y, por otra, crecer el
recombinante en E. coli. La versién no oncogéni-
ca del plasmido se denomina «desarmado». En un
principio se mantuvieron los genes de la sinte-
sis de las opinas porque podian usarse como mé-
todo de seleccion (sélo las células transformadas
pueden sintetizarlas), pero mas tarde se elimina-
ron también dejando, algunas veces, sus promoto-
res y sustituyendo la region codificante por un
gen de seleccion como el gen bacteriano neo (neo-
micina-fosforribosil-transferasa) que confiere re-
sistencia al antibiotico kanamicina, entre otros.

El ntimero de copias del plasmido Ti que se
insertan en la célula vegetal es variable. La inte-
gracion puede ocurrir en un locus o en varios y en
ocasiones la orientacion de alguna unidad se in-
vierte.

La propiedad de integracion al azar observada
en el ADN T puede ser utilizada para el aisla-
miento de genes de la planta. El ADN T produci-

ra mutaciones alli donde se integre, inactivando el
producto o la funcién del gen invadido. Si esta
falta de funcién puede ser reconocida fenotipica-
mente, podremos aislar el gen con sondas especi-
ficas para el ADN T; el gen deseado sera colin-
dante. Alternativamente, la utilizacion del ADN
T como trampa de promotores se ha empleado
para detectar genes estructurales activos en las es-
pecies Nicotiana y Arabidopsis. E1 método es el
siguiente: un gen sefial, esto es, aquel cuyo pro-
ducto es facilmente detectable histologicamente:
B-glucuronidasa o proteina verde por ejemplo, se
incorpora sin promotor en el ADN T. Los tejidos
que expresen B-glucuronidasa (GUS) o proteina
verde habran insertado el ADN T vector en una
regioén proxima a un promotor celular.

El mayor inconveniente de los plasmidos Ti es
su gran tamano. La insercién de genes heterdlo-
gos se puede realizar de modo indirecto por coin-
tegracion como se ha explicado para los baculovi-
rus (véase el capitulo 6, apartado 6.6 y figura 6.9),
pero en la mayoria de los casos se utiliza el deno-
minado sistema binario.

En el sistema binario se emplean dos vectores.
Uno de ellos es un plasmido Ti desarmado que
aportara las funciones vir indispensables para la
transferencia e integracion del ADN T en el ge-
noma de la planta. El otro vector de este sistema
binario, denominado mini T, aporta la region de
ADN T; asi en la region donde originalmente se
encontraba el gen de la opina sintetasa, se ha in-
sertado el gen sefial: lac o gus, y una region de
policlonaje situada en su interior. De este modo
serd posible una seleccion por color de los plas-
midos que hayan adquirido el inserto (figura 9.3).
Ambos vectores poseen un origen de replicacion,
por lo que la cointegracion no es necesaria. El
mini T puede introducirse en Agrobacterium, bien
por transformacion (electroporacién) o por con-
jugacion con la ayuda de un plasmido auxiliar
que facilite los genes mob y tra. También se pue-
den suplir las funciones del operdén vir del ADN T
por las del mob de bacterias, y las de la secuencia
lider del extremo repetido derecho por las del ori-
gen de conjugacion ori de los plasmidos de ferti-
lidad F de E. coli. Hay, sin embargo, otras funcio-
nes de A. tumefaciens implicadas en el contacto
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Figura 9.3.

Sistema binario de transferencia de genes heterdlogos a plantas. El mini T es un plasmido bacteriano con

algo de ADN T, el gen heterologo insertado en la region de policlonaje y los genes gus y neo para seleccionar por el in-
serto. El Ti auxiliar carece de ADN T (desarmado), pero provee todas las funciones para la transferencia de ADN T.
Cuando ambos estan en Agrobacterium, el Ti auxiliar facilita la transmision del ADN T del mini T.

célula a célula que hasta el momento son indis-
pensables para que se lleve a cabo la transferen-
cia.

El plasmido Ri de Agrobacterium rhizogenes

Cuando Agrobacterium rhizogenes infecta plan-
tas, en vez de inducir tumores induce un gran nu-
mero de raices adventicias que forman como una
cabellera (enfermedad de las raices peludas). Este
fendmeno estd mediado por el plasmido Ri (in-
ductor de raices) que es muy semejante al Ti. Al
inducir raices en vez de masas indiferenciadas de
células, no es preciso eliminar los genes oncogéni-
cos y se pueden obtener plantas adultas con los
genes heterologos insertados. La planta retiene su
dependencia de fitohormonas y es fértil.

El plasmido Ri es mas grande (250 kb) y esta
peor caracterizado que el Ti, pero las regiones que
contienen el ADN T y los genes vir estan identifi-
cadas. En el ADN T se han localizado opinas y
genes que codifican B-glucosidasas y otras enzi-
mas que hidrolizan enzimas, por lo que se piensa
que estos genes convierten las formas inactivas de
algunas hormonas en activas y asi cambian la fi-
siologia de la planta.
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9.1.2. Virus como vectores

La utilizacién de virus de plantas como vecto-
res es de gran interés, pero desafortunadamente
aun no se ha encontrado un virus vegetal de facil
conversion en el vector ideal.

Los virus ofrecen numerosas ventajas en la ex-
presion transitoria de genes de interés. Son enor-
memente eficientes en la multiplicacion, originan-
do un gran numero de copias del transgén asi
como en su expresion, que alcanza valores maxi-
mos entre una y dos semanas después de la inocu-
lacion. Nos ofrecen la posibilidad de inducir su
expresion en una fase precisa del desarrollo de la
planta, eligiendo ¢l momento que se considere
mas oportuno para la inoculacion del vector viral.
Los virus, ademas, pueden extenderse rapidamen-
te a otras partes de la planta, a otras plantas y a
otras especies.

Mas del 80% de los virus en el reino vegetal
tienen como genoma ARN de una sola hebra con
polaridad de mensajero (virus ARN+). No se han
podido identificar en plantas ni virus ADN de he-
bra doble que soélo se reproduzcan via intermedia-
rios de ADN, ni retrovirus que se integren en el
genoma.
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Describiremos primeramente el virus del mo-
saico de la coliflor (CaMV, del inglés Cauliflower
mosaic virus), que tiene por genoma ADN de he-
bra doble, y los geminivirus que tienen por geno-
ma ADN de hebra sencilla. Seguidamente vere-
mos varios ejemplos de virus ARN+, como el
virus del mosaico del tabaco y el virus X de la
patata, entre otros.

Virus que poseen ADN por genoma
Elvirus del mosaico de la coliflor ( caulimovirus)

Se usa como vector de reemplazamiento; se
considero inicialmente ideal por ser de pequefio
tamaifio (8 kb) y tener ADN de doble hebra que
puede ser manipulado mas facilmente in vitro. Es
muy infeccioso, pero la organizacion de su geno-
ma es compleja y compacta. Solo se han identifi-
cado dos genes como no-esenciales y €stos no son
grandes; ademas, la capsida es de pequefio tama-
no y no admite ADN extra; recombinaciones mo-
leculares del propio genoma eliminan rapidamen-
te insertos foraneos que pudieran afectar su
estabilidad. La replicacion también es compleja y
requiere un paso a través de ARN, lo cual puede
introducir errores puesto que la transcriptasa in-
versa carece de actividad correctora. Por ultimo,
los caulimovirus tampoco tienen un amplio aba-
nico de hospedadores, limitandose a unas pocas
especies. Un aspecto positivo es que el promotor
del ARN genomico, de tamafio 35S, es muy efi-
ciente en una gran variedad de células vegetales,
utilizandose para la expresion de muchos transge-
nes u otros sistemas virales.

Los geminivirus

Son atractivos porque algunos miembros del
grupo infectan monocotiledéneas ademas de di-
cotiledoneas. En la naturaleza producen infeccio-
nes serias.

Su genoma es ADN de una sola hebra y la
replicacion ocurre en el nicleo por el método del
circulo rodante a través de un intermediario de
hebra doble que permanece infeccioso al clonarlo.
No hay integracion en el genoma de la célula in-
fectada.

Los geminivirus tienen genomas muy peque-
fios, lo que implica una severa limitacién en el
tamafio de ADN que puede ser sustituido o inser-
tado. Ademas, la propagacion de muchos gemini-
virus esta restringida al floema y células adyacen-
tes, lo que constituye otra importante limitacién
de los vectores de expresion basados en esta fami-
lia de virus.

Hay varios géneros de geminivirus, entre ellos
los mas interesantes como vectores son: los bego-
movirus, y los mastrevirus.

Los begomovirus infectan dicotiledoneas y es-
tan transmitidos por las moscas blancas (Bemisia
tabaci entre ellas). Pertenecen a este grupo: 1) el
virus del mosaico de la Cassava africana, y 2) el
virus del mosaico dorado del tomate. Sus geno-
mas estan bipartidos en dos piezas circulares de
2,7 kb cada una, denominadas A y B. El genoma
A es suficiente para la replicacion autébnoma y el
ensamblaje de las particulas maduras, mientras
que el B contiene las proteinas del movimiento
que facilitan el traslado de los virus del nucleo al
citoplasma y de una célula a otra (figura 9.4).

La proteina de la cubierta (o capsida) del virus
del mosaico de la Cassava africana puede ser sus-
tituida por un gen de interés que, de modo transi-
torio, se expresara en grandes cantidades, a la vez
que el vector se divide y expande por las plantas
infectadas. Sin embargo, y a pesar de que en estas
circunstancias el ADN no se encapsula, parecen
existir estructuras secundarias tales que provocan
deleciones del inserto si éste es minimamente su-
perior en tamaio al gen de la cubierta. Este feno-
meno se ha verificado con el gen gus (B-glucuroni-
dasa) que es ligeramente mayor que la proteina de
la capsida; la sustitucién no ha provocado proble-
mas de replicacion pero si de estabilidad, indu-
ciéndose deleciones hasta el tamano del gen au-
toctono.

Los mastrevirus son geminivirus de una sola
pieza de 2,68 kb (forma A, figura 9.4). Pertenece
a este grupo el virus de la hoja estriada del maiz
que infecta monocotiledoneas. Este tltimo virus
se transmite a la planta in vivo solamente a través
de cicadelas (chinches de campo), produciendo
unas estriaciones amarillentas en las hojas del
maiz. En estos virus la proteina de la cubierta se

© Ediciones Piramide



Transferencia génica a plantas | 275

a) Orni
Genes
implicados
en la. Gen de la
replicacion cubierta
Ori
|
b) 2,68 kb
Genes
implicados
enla
replicacion
proteina de la
‘ capside (pC)
Region
intergénica

Figura 9.4. Representacion esquematica de los genomas de dos geminivirus. a) Genoma bipartido del begomovirus del
mosaico de la Cassava africana, y b) El mastrevirus de la hoja estriada de maiz.

necesita para el movimiento y la expansioén viral,
imposibilitando su reemplazamiento. Como alter-
nativa se han utilizado estrategias de insercion gé-
nica en vez de sustitucion. El pequeno gen bar
(fosfinotricina acetiltransferasa), que confiere re-
sistencia al herbicida Basta (fosfinotricina), se ha
introducido en la region intergénica del virus. Las
hojas inoculadas expresan el gen, pero se bloquea
la expansion del mismo al resto de la planta hasta
que el vector revierte a su tipo silvestre.

El dimero de la forma replicativa de hebra do-
ble del virus se puede introducir en la planta por
bombardeo con pistolas o agroinfecciones (mas
adelante en este capitulo). Agrobacterium, portan-
do el virus como parte del ADN T, ha sido capaz
de infectar heridas de hojas de maiz, lo cual abre
la posibilidad de que pueda transferir ADN a gra-
mineas. Este tipo de infecciones también se han
conseguido en petunias agroinfectando el bego-
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movirus del mosaico dorado del tomate. Si bien
existian grandes esperanzas de convertir este virus
en un buen vector, ya que puede llegar a detectar-
se una sola célula infectada debido a la enorme
amplificacion que tiene lugar durante la replica-
cioén, los problemas de estabilidad han mermado
notablemente el entusiasmo inicial.

Virus que poseen ARN+ por genoma

La manipulacion de los virus ARN+ es com-
pleja, hay que clonar copias de ADN de los geno-
mas de ARN, manipularlas adecuadamente in vi-
tro y convertirlas de nuevo en ARN infeccioso por
transcripcion in vitro (usando, por ejemplo, pro-
motores de bacteridfagos) o in vivo (empleando
promotores reconocidos por una ARN polimera-
sa de la planta) (figura 9.5).
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Figura 9.5. Representacion esquematica de la manipulacion asociada a los virus ARN.

El virus del mosaico del tabaco y otros virus
con forma de varilla

Los virus con forma de varilla pueden superar
las limitaciones de espacio que se imponen en los
virus esféricos, siendo mas flexibles y estables a la
hora de expresar genes de interés.

El virus del mosaico del tabaco (TMV) es un
virus ARN de hebra sencilla (+) en una sola pieza.
EI ARN actiia como ARNm y codifica cuatro po-
lipéptidos. Produce dos ARN subgendémicos a
partir de dos promotores diferentes. La proteina
de la capsida (o cubierta) es muy abundante. Si se
coloca el gen bacteriano cat (cloranfenicol acetil-
transferasa) justamente a continuacion del codon
de iniciacion de la proteina de la capsida y se ino-
culan hojas de plantas de tabaco con la construc-
cion, se detecta actividad CAT, pero la infeccion
no se extiende al resto de la planta. En algunos
casos se ha observado que el gen introducido ha
sido eliminado de modo preciso para readquirir el
virus su forma original. En este virus, su propaga-
cion al resto de la planta depende de una proteina
de la capsida intacta y de la proteina de movi-
miento (pM) del virus. La pM tiene 268 aminoa-
cidos y aunque es responsable de la extension de
la infeccion dentro de la hoja, no esta claro si tam-

bién es necesaria para la propagacién por la plan-
ta. El éxito mayor de los vectores basados en
TMYV han sido los que producen un tercer ARN
subgenomico que se sintetiza a partir del promo-
tor de la proteina de la capsida del TMV. En estos
casos, se sustituye el gen de la proteina de la cap-
sida del TMYV, por la de otro TMV con su propio
promotor.

Como método de infeccion se puede usar la
magnifeccion, que consiste en hacer llegar el ge-
noma viral como ADNc dentro del ADN T de
un plasmido Ti e infectar la planta a través de
Agrobacterium tumefaciens por infiltracion al va-
cio (apartado 9.3 y figura 9.8) provocando una
infeccion en todas las hojas maduras de la planta
simultaneamente (transfeccion sistémica). En
esta situacion el virus se replica muy eficiente-
mente y no necesita la proteina de movimiento o
la capsida para moverse de un sitio a otro de la
planta. Con esta metodologia y vectores modifi-
cados basados en el TMYV, se han obtenido gran-
des cantidades de antigenos de agentes patoge-
nos como el virus causante de la hepatitis B, la
bacteria Yersinia pestis, causante de la peste, o el
parasito protozoo Plasmodium yoeli, del mismo
género que el causante de la malaria. Todos ellos
podrian usarse en un futuro no muy lejano para
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la preparacion de vacunas contra estas enferme-
dades.

El virus del mosaico del caupi (CPMYV, del in-
glés cowpea mosaic virus) es un buen vector de ex-
presion en plantas; ha sido utilizado como vector
de fusidn para la expresion de péptidos en la su-
perficie de la particula viral. Se ha comprobado
que la viabilidad y estabilidad de los virus recom-
binantes dependen fundamentalmente del tamafo
y punto isoeléctrico del péptido expresado. Tam-
bién se ha usado como vector de insercion, clo-
nando el gen de interés en el ARN 2 viral, entre
las secuencias codificantes de la proteina de movi-
miento y de la capsida. Hay también una version
modificada no replicante (y, por tanto, con un ele-
vado nivel de seguridad bioldgica) del ARN 2 del
CPMYV (CPMV-HT), sin aparentes restricciones
en el tamafio del inserto y con una eficacia de tra-
duccion muy buena. Ademas, se ha comprobado
que los niveles de expresion del sistema CPM V-
HT podian mejorarse co-expresando un supresor
de silenciamiento de ARN modificado para no
causar dafios al desarrollo de la planta. Estos vec-
tores modernos derivados del CPMV se estan
usando para la produccion de grandes cantidades
de una amplia variedad de productos incluido un
anticuerpo contra el virus del SIDA.

El virus X de la patata es otro posible buen
vector en forma de varilla. La proteina de la cap-
sida es esencial. Los vectores tienen duplicado el
promotor de esta proteina de la capsida, de mane-
ra que con el segundo pueden sintetizar un pro-
ducto de interés. El factor limitante suele ser la
estabilidad del inserto, habiéndose descrito en nu-
merosos casos que el gen insertado se delecionaba
de forma parcial o total segiin avanzaba la infec-
cion, terminando por imponerse variantes virales
que no expresaban el gen extrafio. Otra estrategia
que se ensayo para facilitar la expresion de genes
de interés fue la traduccidon del gen de la capsida
viral a partir de un elemento IRES (sitio de entra-
da interna de ribosomas) en un ARN subgenémi-
co bicistronico. También se usaron vectores de
expresion basados en este virus para la produc-
cion de pequeiios péptidos fusionados a la protei-
na de la capsida viral o en estudios destinados a
usar las plantas como fabricas biologicas de pro-
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ductos de interés. Mediante la coinfeccion de dos
virus recombinantes basados en dos virus X de la
patata, o en un virus X de la patata y un TMV,
usando un sistema de magnifeccion mixto, se ha
conseguido co-expresar las cadenas ligera y pesa-
da de anticuerpos y demostrar su funcionalidad.

El virus del grabado (jaspeado) del tabaco es
un potyvirus bastante bueno como vector de in-
sercion. Los potyvirus tienen un sistema de tra-
duccidon complejo, con poliproteinas que son pro-
cesadas en varios pasos, por lo que no se debe
insertar un gen de interés en un sitio arbitrario.
Hay, sin embargo, lugares concretos donde si se
puede introducir un gen heterélogo que quedaria,
bien como gen fusidén con otro enddgeno del virus
o llevando su propia secuencia diana para el pro-
cesamiento que permita la separacion del produc-
to de interés. Los genes sefial gus y gfp (proteina
verde fluorescente) han podido expresarse muy
eficientemente con este vector aunque se pro-
ducen deleciones en el gen inserto con cierta fre-
cuencia.

El virus de la Sharka es también un potyvirus
que produce la enfermedad de la viruela del cirue-
lo, afectando también a melocotoneros y albari-
coqueros. En condiciones experimentales se puede
propagar en diferentes especies herbaceas, como
guisantes, Nicotiana o Arabidopsis thaliana. Se
han desarrollado vectores basados en el virus de
la sharka para la produccién tanto de pequenos
péptidos fusionados a la proteina de la capsida
como de proteinas completas independientes. Se
ha observado que diferentes vectores para la ex-
presion de epitopos de agentes patdgenos en la
superficie de las capsidas del virus mostraban di-
ferencias en su tolerancia a secuencias insertadas
y en la antigenicidad e inmunogenicidad de los
epitopos expresados. Se han construido vectores
con dos sitios de clonacion distintos para produ-
cir dos proteinas. Estos vectores se han usado tan-
to para expresar genes sefial que facilitan la mo-
nitorizacién de la infeccion viral, como para
producir proteinas antigénicas para la obtencion
de vacunas recombinantes. El tamano del inserto
sigue siendo uno de los elementos restrictivos para
la expresion de genes foraneos en este vector. La
planta se transforma con un ADNc correspon-
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diente al genoma viral. Estos sistemas, conocidos
como amplicones, combinan la estabilidad genéti-
ca de las plantas transgénicas con las altas tasas
de replicacion de los virus. Se han desarrollado
diferentes amplicones basados en el virus de la
sharka. Uno de ellos se ha usado para disefiar un
método de control de la expresion mediante la re-
gulacion de la temperatura durante la transforma-
cion y el subsecuente cultivo de las plantas trans-
génicas resultantes.

Como vemos, el mayor problema para la uti-
lizacién generalizada de virus de plantas como
vectores, hoy por hoy, es la inestabilidad y elimi-
nacion del inserto, sobre todo si el gen de interés
tiene un tamafo superior a la kilobase. Desgra-
ciadamente no se conocen los mecanismos mole-
culares que provocan estas deleciones, pero, pro-
bablemente, sean similares a los descritos para
recombinaciones homologas o heterdlogas de
muchos virus. Cualquiera que sea ¢l mecanismo
responsable, es muy posible que la facilidad mos-
trada por estos virus de plantas (tanto ADN
como ARN) para eliminar insertos refleje una es-
trategia general forjada a lo largo de la evolucion,
contra la incorporacion promiscua de genes fora-
neos que no aportan ventaja alguna al virus. La
habilidad para eliminar genes no deseados es par-
ticularmente importante cuando existen restric-
ciones de espacio para el empaquetamiento de la
particula viral. La estructura secundaria que
probablemente adquieran estos genomas virales
también se vera afectada por la sustitucion o in-
sercion de un gen foraneo. Otro problema es la
pérdida de infectividad mas o menos acusada,
asociada a los vectores con insertos o sustitucio-
nes, respecto al virus intacto. Esta propiedad, que
puede ser una gran desventaja para usos comer-
ciales de estos vectores, puede ser beneficiosa eco-
logicamente, ya que impediria que una variante
manipulada pudiera llegar a suplantar al original
en la naturaleza.

9.2. METODOS DE CULTIVO

Dentro de las especies de plantas que mas se
han utilizado para la manipulacion genética expe-

rimental, destacan Arabidopsis thaliana, Nicotiana
benthamiana y Nicotiana tabacum.

Callos

Para obtener buenos cultivos de células vege-
tales se debe partir de un explante rico en células
capaces de una rapida proliferacion, como las cé-
lulas apicales de la raiz, las yemas o semillas en
germinacion. A partir de ellas se puede obtener
una masa indiferenciada denominada «callo». El
callo tisular puede propagarse indefinidamente
por subdivisiones en un medio nutricional basico
con fitohormonas (una auxina, una citoquinina y
una giberelina, por ejemplo). Si el callo se cultiva
en medio liquido con agitacion, producira grumos
de células y agregados de gran tamafio junto con
células individuales. Esta heterogeneidad morfo-
logica esta acompanada de gran inestabilidad ge-
nética.

El estado de diferenciacion puede ser mante-
nido o alterado variando el tipo y concentracion
de fitohormonas en el medio: una concentracion
alta de auxinas frente a citoquininas inducira la
formacion de raices, mientras que concentracio-
nes altas de citoquininas frente a auxinas induce
la formacion del tallo (figura 9.6). Las concentra-
ciones de hormonas adecuadas varian de una
planta a otra, por lo que hay que determinarlas en
cada caso experimental.

Protoplastos

Los protoplastos son células a las que se les
ha eliminado la pared celular por tratamiento
enzimatico con celulasa y pectinasa. Se suelen
emplear células de las hojas porque son faciles de
dispersar y regeneran muy bien, pero pueden ob-
tenerse de numerosos tipos celulares. La pared
celular se re-sintetiza al cabo de 5-10 dias y em-
piezan las divisiones celulares. La facilidad con
la que los protoplastos regeneran la planta com-
pleta es muy variable. En general, es dificil re-
generar plantas monocotiledoneas a partir de
protoplastos, aunque se han obtenido algunas
plantas de maiz (variedades silvestres) y plantas
de arroz.
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Figura 9.6. Cultivos de callos y variaciones dependien-
do de la textura del medio de cultivo y de la concentracioén
de fitohormonas.

También se pueden cultivar protoplastos ha-
ploides de polen. La regeneracion de éstos origina
plantas haploides que pueden ser de gran utilidad
para aislar plantas mutantes o analizar genes re-
guladores.

9.3. METODOS DE TRANSFERENCIA DEL
ADN A LA PLANTA

Transferencia mediada por Agrobacterium

Aunque en sistemas de transferencia de ADN
por Agrobacterium el ADN T se integra al azar, si
hay homologia de secuencias entre alguna region
del genoma y el inserto del ADN T, también se
pueden obtener dianas génicas por recombina-
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ciéon homologa con una frecuencia aproximada,
relativa al nimero de sucesos recombinantes no-
homologos, de 107 para Arabidopsis y entre 107
y 107 para otras especies. Se ha conseguido, asi-
mismo, mediada por una recombinacion homélo-
ga, la introduccion de genes foraneos al genoma
de cloroplastos.

Agrobacterium se ha utilizado como mediado-
ra en la transferencia de ADN T manipulado ge-
néticamente a hojas de tabaco, petunia, tomate y
otras dicotileddneas. El procedimiento consiste en
seccionar, con una taladradora de papel, por
ejemplo, una hoja joven de la planta y obtener
pequenos discos de unos 2 mm de didmetro. Estos
discos se ponen en contacto con la bacteria agi-
tando suavemente (figura 9.7). La bacteria infec-
tara las superficies cortadas de la hoja y, al cabo
de unas horas (una noche), se mata la bacteria
con un antibi6tico como la carbenicilina. Los dis-
cos se transfieren a papel de filtro, que se pone
sobre una lamina de células alimentadoras duran-
te 48 horas. Pasado este periodo de tiempo, el pa-
pel de filtro se pasa a un medio de regeneracion de
brotes con kanamicina u otro agente de seleccién.
Los brotes se transferiran a un medio estimulador
de raices y de ahi a tierra.

La transferencia mediada por Agrobacterium
se ha simplificado mucho con el método de infil-
tracion al vacio puesto a punto para Arabidopsis
(figura 9.8), pero valido para otras especies, entre
ellas, Nicotiana benthamiana y Nicotiana tabacum.
En Arabidopsis, 1a planta erguida se sumerge en
un cultivo fresco de Agrobacterium y se establece
el vacio. La bacteria es succionada por la planta
y, por un proceso no muy claro, se transforman
las células germinales de los 6rganos florales en
desarrollo. Las plantas transgénicas se seleccio-
nan de las semillas resultantes de la autopoliniza-
cion de la planta tratada. La verificacion de que
la planta es verdaderamente transgénica se puede
realizar por PCR. En Nicotiana, ademas de las
plantas con flores, se han utilizado plantas adul-
tas sin flores; en este caso, las partes aéreas de la
planta se sumergen en un cultivo fresco de Agro-
bacterium y se establece un vacio no muy potente
(0,5-1 bar) durante 1-2 minutos seguido de un re-
torno gradual y suave a la presion atmosférica. La
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bacteria es succionada por la planta al espacio
intercelular de todas las hojas maduras de la plan-
ta. El método es también valido para petunia, pe-
pino, girasol, remolacha, espinaca, Chenopodium
capitatum 'y Tegragonia expansa, entre otros.

Transferencia mediada por virus

Los virus se trasmiten en la naturaleza por di-
ferentes vias, incluyendo diversos tipos de vectores
especificos. Sin embargo, en un gran numero de
casos es posible la inoculacidon experimental sim-
plemente por aplicaciéon manual de extractos de
plantas previamente infectadas, o de virus o acido
nucleico viral purificados, junto con un abrasivo.
Para comenzar la infeccion con virus modificados
genéticamente, como es ¢l caso de vectores virales

Infeccion de discos de hoja por Agrobacterium y transformacion por plasmido Ti.

que expresan genes foraneos, se pueden emplear
estrategias similares, aplicando en este caso ADN
(virus con este tipo de genoma) o ADNc del ARN
genémico (virus con genoma ARN) clonados
bajo el control de promotores activos en plantas,
como el 35S del virus del mosaico de la coliflor.
Asimismo, es posible aplicar directamente ARN
sintetizado previamente in vitro a partir de ADNc
clonado bajo el control del promotor de la ARN
polimerasa de un bacteriofago, como T7 o SP6. Se
han desarrollado también métodos de inoculacion
mas eficaces, como el disparo con pistolas génicas
(véase mas adelante) de microproyectiles recubier-
tos con el ADN o ADNCc virales, o la infiltracion
con cultivos de Agrobacterium tumefaciens porta-
dores de sistemas Ti que llevan en su ADN T co-
pias completas del ADN o ADNCc del virus.
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Figura 9.8.

Técnica de infiltracion al vacio puesta a punto para Arabidopsis. La planta se somete al vacio en una so-

lucion de Agrobacterium. Las semillas transformadas se seleccionan por resistencia a kanamicina y se plantan en tierra.
La presencia del transgén se verifica por PCR.

Transferencia a protoplastos

Los protoplastos se comportan como una cé-
lula animal y se les puede incorporar ADN por
transfeccion, transduccion o electroporacion. Es
necesaria la presencia de un gen de seleccion bajo
el control de un promotor de plantas potente (el
35S del virus del mosaico de la coliflor, por ejem-
plo). Los protoplastos, una vez que han ingerido
el ADN, se colocan en un medio nutricional ade-
cuado donde regeneran la pared e inician la di-
vision celular. En una gran variedad de dico-
tiledoneas se han inducido tallos y raices que,
posteriormente, han dado lugar a plantas com-
pletas transgénicas y fértiles. La técnica ha dado
buenos resultados en petunias, maiz, trigo y arroz,
pero en muchas otras especies de cereales no se
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han podido obtener plantas transgénicas fértiles a
partir de ellos.

Pistolas génicas, microproyectiles y ultrasonidos

Las pistolas génicas introducen microproyec-
tiles de oro o tungsteno (4 um de diametro) cu-
biertos de ADN directamente en las células de la
planta. Hay dos tipos de pistolas: 1) El caiion de
la pistola esta taponado por una membrana, que
se rompe cuando se aumenta la presion de helio
dentro de la pistola y se hace vacio fuera de ella;
cuando se rompe la membrana, sale un chorro de
helio que arrastra a una placa portadora sobre la
que se depositan los microproyectiles recubiertos
de oro; mas alla existe una pantalla de parada que
retiene a la placa portadora y deja pasar a los mi-
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croproyectiles (figura 9.9). 2) Pistola en la que el
helio sale a presion a través de un tubo de plastico
en cuya cara interior se depositan las particulas de
oro cubiertas de ADN; el chorro de helio arrastra
a los microproyectiles hacia el exterior, que se en-
cuentra a presion ambiental; asi pues, aqui no hay
placa portadora que salga disparada ni pantalla
de parada. Este segundo tipo de pistola es el que
se usa para inocular virus a plantas.

Placa de freno
a los microproyectiles

Helio  Microproyectiles /
Placa

) portadora
Embolo

—
: Tejido ’ |
M

embrana a bombardear

Figura9.9. Pistola génica que dispara microproyectiles
recubiertos de ADN a tejidos de plantas.

Se ha logrado transformar por estos métodos
células epidérmicas de cebolla (Allium cepa), al-
canzando eficiencias de hasta el 44%. En general,
se ha observado que si las células receptoras estan
en las fases M o G2, el bombardeo es entre 4 y 6
veces mas eficiente que si estan en S o G1. La efi-
ciencia, en este caso, baja considerablemente para
transformaciones estables y obtencion de plantas
fértiles derivadas. También se han obtenido con

estos métodos plantas transgénicas de arroz, in-
cluyendo algunas especies que hasta ahora eran
recalcitrantes a la manipulacién. El método con-
sistid en bombardear células embrionarias de
unos 12 dias con particulas de oro recubiertas de
ADN expulsadas por un acelerador de particulas
eléctrico.

Entre la variedad de tejidos y especies que se
han bombardeado con éxito estan: embriones de
soja, guisante, cacahuete, papaya, arroz y algo-
doén; callos de trigo y cana de azucar; tallos de
arandano y raices de Arabidopsis. En cuanto a ar-
boles, se han obtenido chopos ( Populus) transgé-
nicos a partir del bombardeo de tres tejidos: ca-
llos, nédulos y tallos.

El bombardeo de particulas también puede
utilizarse en las infecciones con Agrobacterium
como método de producir las heridas asociadas a
la infeccidén. En tabaco se ha visto que los bom-
bardeos con Agrobacterium producen unas 100
veces mas plantas transgénicas que el bombardeo
normal de ADN desnudo.

9.4. EXPRESION DEL TRANSGEN

La expresion del transgén una vez ya en la cé-
lula vegetal no esta garantizada. Las plantas po-
seen un mecanismo de regulacién génica y defen-
sa con tendencia nata al silenciamiento de genes
de procedencia dudosa. El andlisis de las modifi-
caciones que sufren los transgenes en plantas esta
desvelando los procesos generales de silencia-
miento génico via ARNi. El ARNi puede inducir
metilaciones y represion transcripcional del trans-
gén y su entorno. Es evidente que los genomas de
las plantas pueden detectar y responder a la pre-
sencia de ADN extrafio en el contexto de ciertas
secuencias y en numerosos lugares.

Distintos tipos de ARNi regulan en la planta
transcripcion y traduccion, asi como la elimina-
cion de ARN de infecciones virales. La variedad y
complejidad de los ARNi en estos seres vivos es
enorme. Las plantas poseen muchos tipos de
ARNI enddgenos, es decir, codificados por el pro-
pio genoma de la planta, entre ellos se encuentran
los miARN, como los que hemos visto en anima-
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les. La funcion de estos miARN en plantas es con-
trolar la funcién de genes a su vez reguladores,
como factores de transcripcion, especialmente du-
rante el desarrollo. Estos miARN se transcriben
por la polimerasa II y generan estructuras en hor-
quilla al plegarse sobre si mismos; seguidamente
son procesados por complejos enzimaticos del tipo
RISC (capitulo 1, apartado 1.2.2). Los miARN re-
conocen transcritos homologos y producen un
solo corte entre las bases 10 y 11 relativas al extre-
mo 5' del miARN; los dos fragmentos resultantes
en el ARN diana son sustrato de exorribonuclea-
sas que terminaran de seccionarlo totalmente. Los
miARN también pueden impedir la traduccion.

Como ya hemos indicado, el ARN de interfe-
rencia se descubre en petunias, donde el silencia-
miento no se limita al transgén, sino que afecta al
gen homologo enddgeno, sugiriendo que el locus
silenciado puede imponer en trans un grado de
metilacion similar al suyo en cualquier region ho-
mologa.

En Arabidopsis se han generado distintas li-
neas transgénicas con un numero variable de co-
pias del transgén en un mismo locus, observando-
se que las lineas con copias repetidas del transgén
estaban silenciadas y metiladas, mientras que las
copias Unicas se expresaban y no estaban metila-
das. Las secuencias CpG y CpNpG representan
los sustratos preferentes de metilacion de citosinas
en plantas, pero no son los Unicos. Se sabe que la
metilacion de un promotor bloquea el inicio de la
transcripcion y causa silenciamiento génico trans-
cripcional, pero no estd muy claro el mecanismo
por el que la planta reconoce el gen en exceso. El
modelo de metilacion de ADN via ARN postula
que la induccion de la metilacién en el ADN es
una concentracion limite de ARN, por encima de
la cual se dispararia un mecanismo para metilar
de novo el gen correspondiente y/o su promotor.

El silenciamiento puede ser transcripcional o
postranscripcional. En el primero se bloquea la
sintesis de ARN, mientras que en el segundo se
observa una reduccién paulatina en los niveles de
ARNm sin afectar a los niveles de transcripcion.
Ambos casos son frecuentes en plantas transgéni-
cas con multiples copias de un gen endoégeno o un
transgén.
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La mayoria de los virus que infectan plantas
son virus ARN que tienen como genoma un ARN
monocatenario. Las plantas poseen una ARN po-
limerasa que utiliza como molde un ARN mono-
catenario y que lo convierte en intermediario de
replicacion bicatenario. Una vez como ARN de
doble hebra seria sustrato de las enzimas tipo di-
cer que al romperlo en forma de dado (21 nucleo-
tidos) lo convertirian en ARNi sustrato de RISC
y de aqui pasaria a buscar y eliminar los ARN
virales gendémicos.

Hay otros factores que también pueden deter-
minar o contribuir al silenciamiento de un trans-
gén. El lugar de integracion es uno de ellos (efecto
de posicion), que se refiere a la influencia represi-
va que ejercen sobre un transgén las secuencias
cromosomales inactivas vecinas al inserto; sélo
quedarian como transgenes funcionales aquellos
que se hubieran introducido en una region trans-
cripcionalmente activa de ADN. La acetilacion de
la cromatina precede en un gran nimero de casos
a su activacién transcripcional, y la desacetila-
cion, a su silenciamiento; se ha postulado que la
insercion de un transgén en determinados lugares
provocaria una desacetilacion de la cromatina
causando el silenciamiento.

9.5. PLANTAS TRANSGENICAS
EN LA AGRICULTURA

La poblacién mundial crece de forma alar-
mante y los recursos naturales son limitados. Ne-
cesitamos cosechas con mas cantidad y mas cali-
dad de productos para conseguir una agricultura
sostenible en las proximas décadas. La ingenieria
genética y la biotecnologia asociada permiten
combuatir las deficiencias nutricionales de muchos
vegetales aumentando su contenido proteico, lipi-
dico, de hidratos de carbono o vitaminico. Desde
1990 ha habido un énfasis especial en ingenieria
genética y biotecnologia agricola para desarrollar
y obtener cultivos y cosechas de mayor calidad
nutricional, resistentes a herbicidas, resistentes a
plagas de insectos o virus, asi como plantas pro-
ductoras de biocombustibles o vacunas. Los to-
mates fueron los primeros vegetales transgénicos
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que se comercializaron, para el consumo humano,
en Estados Unidos de Norteamerica en 1994,
Desde entonces, el camino no ha sido facil, ya que
no siempre la ingenieria genética asociada ha po-
dido apoyarse sobre un conocimiento basico de la
biologia molecular y la genética de las especies de
interés agricola. Ademas, la sociedad se mantiene
recelosa sobre la posibilidad de que los productos
transgénicos puedan producir alergias, puedan
transferir genes de resistencia a antibioticos al ge-
noma humano o de que las plantas transgénicas
puedan expandirse sustituyendo y suplantando a
sus homologas silvestres. A pesar de todas estas
barreras, muchisimos paises incluyendo China,
Canada, Estados Unidos de Norteamérica, Bra-
sil, Argentina, India, Australia, Méjico, Chile,
Alemania, Polonia, Portugal y Espafia producen
cosechas transgénicas, principalmente de maiz, al-
godon, remolacha, trigo, arroz, soja, tomate, pe-
tunias y claveles, entre otros.

En cuanto a los retos pendientes, esta la pro-
duccion de biocarburantes o de vacunas. Se es-
tan desarrollando por ingenieria genética varieda-
des del alga verde-azulada (cianobacterias) que
producen biocarburantes o acidos grasos a escala
piloto y hay que tener en cuenta que estas algas
no compiten en nutrientes con otros cultivos, ya
que solo necesitan agua y sol para crecer. Otra
estrategia emergente para producir biocombusti-
bles es la eliminacioén por KO del gen que codifica
la enzima CSE (cafeoil shikimato esterasa) impli-
cada en la sintesis de la lignina y cuyas mutacio-
nes reducen considerablemente la cantidad de este
compuesto indigerible y asi multiplican por cua-
tro la eficacia de su digestion para hacer biocar-
burante y para fabricar papel. De momento los
estudios se han llevado a cabo en Arabidopsis con
bastante éxito.

Aunque se han realizado muchos esfuerzos
para aislar y caracterizar los genes responsables
de la tolerancia a la salinidad, la aridez del terreno
0 a los extremos térmicos, asi como la resistencia
a insectos, pesticidas, etc., la complejidad de la fi-
siologia relacionada con el estrés que provocan
estas situaciones en la planta dificulta el desarro-
llo de las aplicaciones practicas de muchos de es-
tos proyectos.

De entre las numerosas aplicaciones de plan-
tas transgénicas con interés agricola-comercial,
veremos en los siguientes subapartados el estado
actual de: la obtencion de semillas hibridas a gran
escala; la maduracion controlada de frutos y flo-
res; la concepcion de plantas resistentes a herbici-
das; la construccién de plantas resistentes a pato-
genos (virus, bacterias, hongos o insectos); las
plantas tolerantes a las situaciones estresantes de
salinidad, aridez o frio y, por ultimo, las plantas
como fabricas de plasticos, pinturas, anticuerpos
0 enzimas.

Obtencion de semillas hibridas a gran escala

La mejora de plantas con interés agricola esta
en muchos casos asociada a la produccion de va-
riedades hibridas. Las plantas autofecundadas
son mas propensas al fendémeno de la homocigosis
de factores deletéreos responsable de que estas
plantas produzcan descendientes mas débiles que
las cruzadas (vigor del hibrido). La produccion de
semillas hibridas a gran escala es un reto porque
muchas plantas de cultivo tienen los estambres y
pistilos en la misma planta, bien en la misma flor
(como la planta de la colza o el tomate), o en flo-
res distintas (como el maiz). Esta disposicion fa-
vorece la autopolinizacion impidiendo los cruces
entre distintas lineas de plantas. Para garantizar
una polinizacion cruzada, agricultores o produc-
tores de semillas debian quitar los estambres ma-
nual o mecanicamente, lo cual es bastante dificil
cuando las flores son muy pequeias como en la
planta de la colza. El estudio de genes que produ-
cen esterilidad masculina por inhibicion de la pro-
duccion de polen y de otros genes que restauran
la fertilidad a plantas estériles masculinas, asi
como su aplicacién en plantas transgénicas, esta
facilitando el desarrollo de cosechas hibridas a
gran escala. La estrategia, que coloquialmente se
ha denominado «terminator», consiste en combi-
nar el promotor especifico del tejido tapetal (pTA)
con el gen citotoxico de la ARNasa T. El tejido
tapetal sirve de soporte a las microesporas y el
polen de los sacos polinicos del estambre y su pro-
motor se aislo originalmente de Nicotiana taba-
cum (pTA-29). El gen de la ARNasa T procede de
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Bacillus amyloliquefaciens y se denomina barnasa
(figura 9.10). La expresion selectiva de este gen en
los estambres inhibe la formacion del tapetal y del
polen causando esterilidad masculina. EI gen co-
rrespondiente al inhibidor de la ARNasa en la
bacteria, barstar, esta asimismo aislado y caracte-
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rizado. Asi, podemos obtener también plantas
transgénicas portadoras del gen barstar unido al
mismo promotor especifico TA-29. El cruce de es-
tas ultimas, con las primeras estériles masculinas
produce progenie fértil, ya que barstar es un su-
presor dominante de barnasa.

Promotor
TA-29 barnasa (ARNasa)

Esterilidad

Ausencia de polen

Fertilidad
Presencia de polen|

¥

Ve
~F

TA-29 barstar

! l ]

g

Figura 9.10. Estrategia para producir semillas hibridas a gran escala. El promotor especifico de los sacos polinicos
TA-29 controla la sintesis del gen citotoxico barnasa 'y se producen flores sin polen. Recuperacion de la fertilidad al cru-
zar las primeras plantas con otras que lleven el inhibidor barstar.

Maduracion controlada de frutos y flores

El saber popular tiene conocimiento desde
hace décadas de que las frutas y legumbres madu-
ran mas rapidamente en una bolsa de plastico
bien cerrada, y en la antigua Grecia (3 siglos antes
de Cristo) Teofrates describe como hay que raspar
con una ufia de hierro los higos del sicomoro para
que maduren. Hoy sabemos que las heridas indu-
cen la produccién de etileno (C,H,, CH, = CH,),
verdadera hormona de la maduracion de la fruta.
En las plantas, la maduracion permite una mejor
dispersion de las semillas; la produccion de etileno
es la causa del proceso.

Se han aislado los genes que se activan duran-
te el proceso de maduracion y que provocan un
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aumento respiratorio, ademas de la produccion de
etileno. Uno de estos genes es el correspondiente
a la enzima ACCS (aminociclopropano-1-car-
boxilato sintasa), fundamental en el proceso de
sintesis de etileno. Se han disefiado dos procedi-
mientos para bloquear la enzima, el primero con-
siste en introducir en las plantas una construccion
en la que se transcriba un ARN antisentido res-
pecto al del gen accs, bajo el control del promotor
35S del virus del mosaico de la coliflor. Otra ruta
ha sido la de clonar el gen bacteriano de la acc
deaminasa que metaboliza y degrada ACC (ami-
nociclopropano-1-carboxilato). Este segundo pro-
cedimiento es el que se ha empleado en la obten-
cion de tomates transgénicos que tienen una
inhibicion del 90 al 97% en la produccion de eti-
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leno y cuya maduracion se retrasa entre uno y tres
meses. Los tomates se recogen de la planta en el
momento deseado y se maduran por tratamiento
externo con etileno o propileno durante 6 dias.
Los frutos tratados tienen el mismo color, textura,
aroma, complexion y sabor que los madurados en
la propia mata.

Muchas flores ornamentales, como las rosas,
los claveles o los tulipanes, tardan muy poco en
marchitarse una vez cortadas. Se han utilizado
claveles transgénicos portadores del gen aco, co-
rrespondiente a la enzima ACC oxidasa, en ver-
sion antisentido para bloquear la sintesis de etile-
no. Los claveles producidos mostraron un retraso
apreciable en marchitarse.

Plantas resistentes a herbicidas

Los herbicidas en principio no distinguen
unas plantas de otras, por lo que su accién es ge-
neralizada destruyendo tanto las malas hierbas
como las plantas de interés. El glifosato (fosfono-
metil glicina) es un buen herbicida porque los mi-
croorganismos del suelo lo pueden degradar con
bastante rapidez. Es un herbicida de amplio es-

pectro de nombre comercial «Round up». Si intro-
ducimos genes que generen resistencia al glifosato
en las plantas de interés, podremos utilizar el her-
bicida durante la fase de crecimiento de las plan-
tas y cosechar las de interés, sin miedo a la com-
petencia de nutrientes y abonos con las malas
hierbas. El glifosato acttia inhibiendo la sintesis
del 4cido corismico y aminoacidos aromaticos.
Esta misma via metabolica existe en la bacteria
Salmonella typhimurium, pero no se encuentra en
mamiferos. El glifosato es un inhibidor competiti-
vo de la enolpiruvato shiquimato 3-fosfato (EPSP)
sintetasa, por lo que plantas transgénicas con co-
pias extra del gen que produce la enzima superan
la inhibicidn. Existe también un mutante de S.
typhimurium, con una sustitucion de una prolina
por una serina en ¢l gen de la EPSP sintetasa (aro
A), que produce una enzima con baja afinidad
para el glifosato, manteniendo la actividad especi-
fica intacta (figura 9.11). Se han obtenido plantas
de maiz, tabaco, petunia y soja resistentes a glifo-
sato utilizando la enzima resistente o varias co-
pias de la enzima en vectores derivados de los
plasmidos Ti o Ri y la técnica de transformacion
de discos de hoja.

Shiquimato 3, fosfato é
Fosfoenolpiruvato T

EPSP-sintetasa
aro A

. ) 5, enolpiruvato-shiquimato

3, fosfato

Acido corismico
y aminoacidos
aromaticos

EPSP

Figura 9.11.

Inhibicién del glifosato en la via metabolica de sintesis del acido corismico y lugar de accidon del gen

bacteriano mutado aro A.

También se ha obtenido trigo ( Triticum aesti-
vum) transgénico y fértil resistente al herbicida
Basta. La fosfinotricina, el componente activo de
Basta, es un analogo del glutamato que inhibe la

glutamina sintasa provocando una acumulacién
letal de amonio (figura 9.12). Al ser esta especie
monocotiledonea, se eligio el bombardeo de mi-
croproyectiles a callos embrionarios como méto-
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do de introducir el gen bar (fosfinotricina acetil-
transferasa) originalmente aislado de Streptomy-
ces hygroscopicus, que acetila e inactiva la fosfino-
tricina. El ADN recombinante bombardeado uti-
liza el promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor para dirigir la expresion de bar y, en sen-
tido contrario, el promotor del gen correspon-
diente a la enzima alcohol deshidrogenasa (Adh)
para transcribir el gen senal gus. También se in-
cluyen dos regiones de terminacion de la trans-
cripcion del gen de la nopalina sintetasa (nos) y
dos intrones del gen adh para dar estabilidad a los
mensajeros. Se comercializan numerosas plantas
transgénicas que llevan el gen de resistencia bar,
entre ellas: tomate, remolacha, patata, alfalfa y ta-
baco. En la actualidad, el 71% de todas las cose-
chas a nivel mundial son resistentes a herbicidas;
ademas de los cultivos ya mencionados, también
se usa en maiz, soja, tabaco, colza y algodon.

a) Glutamina
sintasa
ATP + NHj + glutamato ——y» ADP + Pi + glutamina +H"
L
Inactiva

Fosfinotricina

b) Intron adh Inactiva Intron adh
bar gus
) T
Promot A\f
romotor
P
358 CaMV roi;‘ftor
3'de nos a

Figura 9.12. Mecanismo de resistencia al herbicida

Basta. a) Lugar de accion de la fosfinotricina en la biosin-

tesis de glutamina como inhibidor de la glutamina sintasa.

b) Construccion que confiere resistencia al herbicida Bas-

ta. CaMV = virus del mosaico de la coliflor; adh = gen de

la alcohol deshidrogenasa; bar = gen de la fosfinotricina
acetiltransferasa.
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Plantas resistentes a patogenos y plagas: virus,
bacterias, hongos, nematodos e insectos

Los patogenos causan pérdidas multimillona-
rias en cosechas de todo el mundo, por lo que las
plantas transgénicas resistentes a los diversos pato-
genos se han explorado a fondo. La planta posee
diversos mecanismos naturales de defensa frente a
la infeccion, y una de las estrategias empleadas es
inducir esta respuesta sin perturbar el crecimiento
general. Es conocido el fendomeno de que la expre-
sion, por parte de la célula vegetal, de material
genético del patdgeno desestabiliza los procesos
secuenciales y esenciales del agente agresor, desen-
cadenando una resistencia contra dicho patogeno.

Resistencia a virus

Como ya hemos comentado, la mayor parte
de los virus de plantas tienen ARN como geno-
ma, no despiertan un gran rechazo por parte de la
célula vegetal y tienen frecuencias de recombina-
ciéon muy altas que producen multiples variantes.

Se han obtenido plantas resistentes a virus uti-
lizando el gen de la proteina de la cubierta (o cap-
sida), la replicasa (o parte del gen), la proteina de
movimiento y algunas otras, concluyéndose que
cualquier parte del genoma viral puede inducir re-
sistencia. Aunque en la primera planta transgéni-
ca resistente a virus que se construy6 la proteina
producto del transgén era el agente inductor de la
resistencia, en la mayoria de los casos siguientes
se confirmod, usando construcciones no traduci-
bles y por otros medios, que simplemente el ARN
es suficiente. La proteccion en la mayoria de los
casos no es de amplio espectro y se limita a virus
muy relacionados. La resistencia mediada por la
proteina de la cubierta se describié por primera
vez en el virus del mosaico del tabaco. EIl ADNc
del ARNm de la proteina de la cubierta del virus,
clonado bajo el control del promotor 35S del vi-
rus del mosaico de la coliflor, se inserto en el ge-
noma nuclear de plantas de tabaco a través del
sistema Tiy Agrobacterium. El ADN T utilizado
llevaba también el gen neo. Las células transfor-
madas se seleccionaron por resistencia a la kana-
micina y regeneraron plantas completas. Las



288 / Genética molecular e ingenieria genética

plantas contenian de 1 a 5 copias del ADNc y la
proteina de la capsida llegé a constituir el 0,1 % de
la proteina total de las hojas. Descendientes de es-
tas plantas se inocularon con TMV y en un alto
porcentaje de los casos, dependiendo de la linea
transgénica, no hubo infeccién. En los que se pro-
dujo la infeccidn, ésta aparecid mucho mas tarde
que en las plantas control. No se ha determinado
con total exactitud las bases moleculares de esta
resistencia, pero se sabe que esta inducida fun-
damentalmente por el producto proteico del
transgén. Es posible que la proteina de la capsida
reempaquete el ARN viral convirtiéndolo en no-
infeccioso, o que dicha proteina bloquee los re-
ceptores internos que intervienen en la liberacion
del ARN viral (desencapsulacion).

Los virus ARN también desencadenan el si-
lenciamiento mediado por ARNi a través de la
ARN polimerasa dependiente de ARN, que sinte-
tizara un ARN bicatenario a partir del infectivo
viral, como hemos mencionado con anterioridad
(apartado 9.4). La mayoria de las resistencias a
virus generadas por la expresién de fragmentos
del genoma viral se deben a la potenciacion del
sistema enddgeno de ARNI antiviral. Ademas, las
plantas tienen otras variantes y mecanismos mas
complejos de ARNi, que no detallaremos, para
deshacerse de ARN de procedencia dudosa. No
debemos olvidar que el fenomeno de silencia-
miento de transgenes tiene su origen en este sis-
tema natural de defensa contra las infecciones vi-
rales.

El fendmeno de la resistencia mediada por
proteinas o ARN virales se ha demostrado en mas
de 10 grupos de virus distintos y plantas corres-
pondientes, entre las que se encuentran el tabaco,
la alfalfa, la petunia, el tomate, la cebada, la pata-
ta, el trigo y el maiz.

Se han descrito casos en especies de Nicotiana
o Brassica en los que plantas silvestres infectadas
con virus son capaces de superar la infeccion ha-
ciéndose resistentes a un segundo indculo.

Resistencia a nemdtodos

Las infecciones de plantas por nematodos
causan grandes pérdidas econdmicas en muchos

cultivos preferentemente de patata, remolacha,
soja, cebada, trigo, tomate y cacahuete. Algunas
plantas exhiben una notable resistencia a nemato-
dos y otras han perdido esta resistencia. El anali-
sis de reordenaciones cromosomicas asociadas a
marcadores (ADN satélite) que segregan con la
resistencia ha permitido el clonaje de algunos ge-
nes implicados en la proteccioén frente a nemato-
dos. Los géneros mas peligrosos y devastadores
son Heterodera, Globodera y Meloidogine, todos
ellos endoparasitos que viven dentro de la raiz.
Tipicamente estos nematodos tienen un amplio
abanico de hospedadores y sus huevos pueden so-
brevivir durante anos en la tierra.

Uno de los genes clonados es el Rhg4 (resis-
tencia a Heterodera glicines 4), obtenido de la soja
( Glycine max), que confiere resistencia al nema-
todo microscopico Heterodera glicines. El gen
Rhg4 codifica por una serina-hidroxi-metiltrans-
ferasa responsable de la conversion de serina en
glicina e indispensable en el metabolismo y ciclo
de los folatos. Los alelos que confieren resistencia
se diferencian de los que no lo hacen en dos poli-
morfismos préximos al centro activo de la enzima
que alteran una propiedad reguladora clave. La
deficiencia de folato en la planta puede desenca-
denar una carencia nutricional letal en el desarro-
llo del nematodo. Con caracter experimental se ha
obtenido soja transgénica resistente a la infeccion.

Resistencia a insectos

Las plantas pueden ser devastadas por plagas
de insectos, cuyas larvas suelen ser muy voraces.
Todos los vegetales poseen en mayor o menor me-
dida resistencia a insectos mediada por metaboli-
tos secundarios nocivos. Hoy se conocen mas de
40 genes, muchos de ellos de origen bacteriano,
que confieren resistencia a insectos y algunos de
estos genes se han introducido en plantas de inte-
rés agricola que se han comercializado. Esta tec-
nologia ofrece algunas ventajas bioldgicas y eco-
logicas frente a insecticidas convencionales, como
son la proteccidn individual de la planta transgé-
nica, la biodegradabilidad del compuesto, la inde-
pendencia de las condiciones climaticas en su
efectividad, la proteccion del medio ambiente evi-
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tando la dispersion de insecticidas y el ahorro eco-
nomico.

La mayoria de los genes introducidos en plan-
tas proceden de microorganismos y producen
toxinas letales para algunos de estos insectos; ade-
mas, suelen ser especificas contra el aparato diges-
tivo de la larva.

Bacillus thuringiensis es un ejemplo de bacte-
ria productora de una toxina letal. Cuando espo-
rula en la superficie de las hojas, produce unos
cristales que se convierten en péptidos toxicos al
ser atacados por las proteasas del tracto intestinal
de las larvas. Las orugas que ingieren la toxina
quedan paralizadas. Los cristales de la toxina pue-
den ser aislados y utilizados para vaporizar las
plantas, pero esto es muy costoso y suele dejar
abundantes residuos en la planta. Es mas facil y
efectivo introducir el gen bz, que codifica la toxina
de B. thuringiensis, en el genoma de la planta. De
esta manera se han obtenido numerosas plantas
transgénicas que expresan la endotoxina. Las pri-
meras plantas de este tipo se originaron en tabaco
introduciendo diversas construcciones de ADN T.
El aspecto exterior de las plantas era indistingui-
ble de las no-transgénicas. Los niveles de la endo-
toxina Bt producida fueron suficientes para matar
larvas de primer estadio de Manduca sexta y la
propiedad insecticida era heredable. Algunas de
las plantas que producian niveles elevados de la
toxina también engendraron semillas resistentes a
kanamicina, originando plantas con 5 o mas co-
pias del ADN T por genoma. Desde estos prime-
ros experimentos, se han caracterizado al menos
10 genes que codifican distintas toxinas Bt contra
lepidopteros (cryl Aa, cryl Ab, etc.). Como la fre-
cuencia de uso de codones es muy distinta entre
bacterias y plantas, ha habido que modificar y op-
timizar la secuencia original de los genes naturales
bt bacterianos. Algunos de estos genes bt se han
introducido en una gran variedad de plantas
transgénicas como: tomate, arandanos, algodon,
maiz, patata, arroz, brécol, repollo, vid, colza, ca-
cahuete, soja, alfalfa, cana de azucar, manzano,
peral, nogal y Arabidopsis, entre otras. También se
han obtenido plantas resistentes a larvas de co-
leopteros con el gen cry3A en berenjenas, patata,
tabaco y alfalfa.
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En la actualidad se buscan promotores especi-
ficos que permitan la expresion de genes de resis-
tencia s6lo en aquellos tejidos susceptibles de ser
infectados, ya que una expresion potente y gene-
ralizada de un agente nocivo para el insecto puede
provocar en éste la aparicion de productos que con-
trarresten su accién y aun en el hombre que ingie-
ra la planta transgénica. Ejemplos de estos pro-
motores son: el promotor especifico de expresion
en el floema para su uso contra pulgones que lo
extraen, los promotores inducidos por heridas o
los promotores confinados al polen.

Plantas resistentes al estrés generado
por salinidad, aridez o frio

La planta esta sometida a numerosos cambios
radicales de temperatura (heladas, calores), de
irrigacion (inundaciones, sequias), de salinidad en
el suelo, etc., y hay genes especificos que facilitan
a la planta la adaptacion a nuevas condiciones
ambientales. La caracterizacion de estos genes
persigue crear plantas mas tolerantes a altas con-
centraciones de sal, temperaturas extremas, inun-
daciones o sequia.

La acumulacion de glicina-betaina protege a
la planta contra los cambios osméticos, produ-
ciendo tolerancia a la salinidad y a la deshidrata-
cion del suelo. El problema basico es la capacidad
para retener agua. Hay algunos compuestos orga-
nicos llamados osmoprotectores que favorecen
esta retencion. El amonio cuaternario y compues-
tos derivados, como la glicina-betaina, son parte
de ellos. Esta presente en bacterias, plantas, algas
y animales. Hay otros, como los iones Na*, CI” o
SO, 7, pero éstos son toxicos si se acumulan en el
citoplasma. Otros derivados, como la prolina-be-
taina, se encuentran en las fabaceas y lamilaceas.
La glicina-betaina se acumula proporcionalmente
a la sal existente en el suelo. Experimentos con
espinaca, planta que tolera moderadamente la sal,
muestran que al aumentar la salinidad aumenta la
concentracion de betaina, junto con la de otros
osmoprotectores.

La colina deshidrogenasa de E. coli cataliza la
conversion de colina en glicina-betaina via aldehi-
do de betaina como intermediario (figura 9.13).
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Se han obtenido plantas transgénicas de tabaco y
patata, tolerantes a sal y heladas, respectivamente,
portadoras del gen bet A, responsable de la enzima
colina deshidrogenasa de E. coli, pero no esta muy
claro si las concentraciones de glicina-betaina al-
canzadas (5 mmol por gramo de peso seco en la
patata) son suficientes para facilitar los reajustes
osmoticos, o se ha producido algtn tipo de esta-
bilizacion celular de estructuras o macromolécu-
las comun a ambos fenotipos.

Otro transgén que se puede utilizar con los
mismos fines es el de la colina oxidasa de Arthro-
bacter globiformis o A. pascens. Esta enzima cata-
liza los dos pasos de conversién de colina a glici-
na-betaina (figura 9.13). Plantas transgénicas de
Arabidopsis portadoras del gen resultaron tole-
rantes a heladas y salinidad. Utilizando un pépti-
do de transito se pudo dirigir la proteina a los
cloroplastos, lugar habitual de localizacion, y se
observaron concentraciones de 50 mM, lo que ya
parece suficiente para facilitar los ajustes osmoti-
COS necesarios.

Colina deshidrogenasa de E.coli

Gen bet A
i 0

v

CH3-N-CH2-C_ _
| (6]
CHs

Glicina-betaina

Colina oxidasa de

Athrobacter globiformis

Figura 9.13. Plantas tolerantes a la salinidad. Obten-

cion de glicina-betaina por dos rutas: 1) a través de la en-

zima colina deshidrogenasa de E. coli y 2) en dos pasos
mediante la colina oxidasa de Arthrobacter globiformis.

Las plantas, ademas de acumular compuestos
osmoprotectores, secuestran directamente iones
Na* en las grandes vacuolas intracelulares. En

Arabidopsis las proteinas transportadoras de io-
nes implicadas en la tolerancia a la sal estan bas-
tante bien caracterizadas (figura 9.14). La mas
importante es la antiportadora sodio/protén
AtNHX1, localizada en las membranas de la gran
vacuola y prevacuolas.

En algunos géneros de plantas, como en Plan-
tago, se ha observado que distintas especies po-
seen notables diferencias respecto a la tolerancia
a la sal. Asi, mientras P. maritima es muy toleran-
te, P media lo es mucho menos, debiéndose la di-
ferencia a la presencia en la primera de la proteina
antiportadora de sodio/proton (Na*/H"), ausente
en P. media. Se han obtenido plantas de Arabidop-
sis resistentes a la salinidad del suelo simplemente
induciendo una expresion exagerada del gen A7/N-
HXI. Plantas transgénicas con varias copias de
este gen también son significativamente mas tole-
rantes a la sal y crecen bien aunque se rieguen con
agua con 200 mM de CINa de salinidad. Con esta
estrategia parece muy probable que se puedan ma-
nipular toda una gama de plantas con interés co-
mercial que se podrian regar con agua salada
procedente del mar. Este tipo de manipulacion
genética es muy probable que tenga una mejor
acogida social que las plantas resistentes a herbi-
cidas o pesticidas.

Ademas de los genes osmoprotectores y los
implicados en el secuestro de iones descritos, exis-
ten otros que también contribuyen a la tolerancia
al estrés y que han sido caracterizados y utilizados
en plantas transgénicas a nivel experimental: ge-
nes de enzimas que catalizan la formacion de do-
bles enlaces-cis en acidos grasos saturados o mo-
nosaturados de membrana provocan resistencia a
las heladas, por bajar la temperatura de transicion
de fases a 0 °C; o genes que codifican proteinas
limpiadoras de radicales libres de oxigeno como
las superdxido dismutasas, peroxidasas o catalasas.

Aunque seria deseable utilizar promotores es-
pecificos que solo estuvieran activos en condicio-
nes de estrés, éstos aun no son asequibles, por lo
que puede haber efectos secundarios no deseables
derivados de mantener en la planta en todo mo-
mento (de forma constitutiva) la expresion de ge-
nes de emergencia. Se necesitaria saber como de-
tectan el estrés las raices de la planta y qué tipo de
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Figura 9.14. Proteinas transportadoras de iones implicadas en la tolerancia a la sal en Arabidopsis. La antiportadora
sodio/proton AtNHX1 se localiza en las membranas de la gran vacuola y prevacuolas.

sefales se transmiten para inducir la expresion de
genes de tolerancia sélo en los momentos necesa-
rios.

Plantas ricas en aminoacidos o vitaminas

A escala mundial, hay aproximadamente me-
dio millén de ninos de paises subdesarrollados o
en vias de desarrollo que tienen deficiencias en la
vitamina A, lo que les puede acarrear ceguera. La
base nutricional de estos nifios es el arroz, que ca-
rece de vitamina A. Se ha obtenido arroz transgé-
nico que produce provitamina A en el endosper-
mo. Para ello se han transformado embriones
inmaduros de arroz cultivados con Agrobacterium
portador en el ADN T de dos genes suficientes y
necesarios para desencadenar la produccion de
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provitamina A (B-caroteno) en el endospermo.
Unos 800 embriones de arroz se transformaron en
este experimento, para obtener 50 plantas transgé-
nicas. E1 ADNc del gen sintasa de phitoene (psy)
del narciso (Narcissus pseudonarcissus) se puso
bajo el control del promotor especifico del endos-
permo de la glutelina, y el gen de la desaturasa de
phytoene (crtl) de la bacteria Erwinia uredovora,
bajo el promotor constitutivo 35S del virus del
mosaico de la coliflor (figura 9.15). El arroz de es-
tas plantas posee un caracteristico color amarillen-
to que les ha valido el apodo de «arroz dorado».
El consumo de 75 gramos de arroz dorado al dia
es suficiente para eliminar la carencia de provita-
mina A. Hay una variedad de arroz transgénico
que ademas de provitamina A es rico en hierro y
se comercializa en India, Vietnam y Filipinas.
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Figura 9.15. ADN T portador de los dos genes suficientes y necesarios para desencadenar en el endospermo del arroz

la sintesis de provitamina A (B-caroteno). Entre los extremos izquierdo y derecho encontramos el promotor especifico del

endospermo de la glutelina (pGtl), el ADNc del gen sintasa de phitoene (psy), la secuencia de terminacion de la trans-

cripcion de nos (nopalina sintasa), el gen de la desaturasa de phytoene (crtl) de la bacteria Erwinia uredovora bajo el pro-
motor constitutivo 35S del virus del mosaico de la coliflor y de nuevo el terminador rnos.

Otros ejemplos de mejoras nutricionales en
cosechas transgénicas son: cereales ricos en lisina
y treonina, leguminosas ricas en metionina o cru-
ciferas ricas en vitaminas A y E.

Plantas como fabricas de plasticos, anticuerpos
0 vacunas

Las plantas transgénicas constituyen una alter-
nativa barata y atractiva a los sistemas microbia-
nos de produccion de biomoléculas de interés. Las
ventajas de la célula vegetal frente a la bacteriana
son multiples: los sistemas microbianos no realizan
eficazmente las modificaciones postraduccionales
de muchas proteinas eucaridticas; tampoco tienen
una gran capacidad de almacenamiento del pro-
ducto, siendo frecuente la formacion de cuerpos de
inclusion insolubles que han de ser solubilizados y
replegados con una cierta pérdida de actividad; los
fermentadores de caracter industrial son caros y
requieren medios de cultivo especiales que se pue-
den contaminar con facilidad; por ultimo, el uso
de plantas no provoca tanto rechazo social como
lo haria el uso de animales transgénicos.

Los plasticos no suelen ser biodegradables y
puede ser problematica su destruccion; la produc-
cion de plasticos biodegradables en plantas trans-
génicas se ve como una alternativa ecoldgica a los
plasticos que polucionan. Por otra parte, la expre-
sion de proteinas heterdlogas en vegetales que se
usan en el consumo humano o de animales permi-
te su ingestion oral o uso tépico sin necesidad de
purificarlas.

Se llama «biofarma» a la produccién de far-
macos en plantas. Se pueden producir tanto anti-
cuerpos (planticuerpos) o antigenos en plantas;
estos ultimos serviran para producir vacunas con-
tra varias enfermedades.

Produccion de pldasticos biodegradables

La sociedad es hoy dia muy sensible a la polu-
cion creada por los plasticos no degradables que
contaminan campos y ciudades. Por el contrario,
los plasticos biodegradables estan constituidos to-
tal o parcialmente por material destruible por hi-
drolisis no-enzimatica o por la accidén de enzimas
liberadas por microorganismos.

El poli-(R)-3-hidroxibutirato (PHB) y otros
polihidroxialcanoatos son poliésteres alifaticos
con propiedades termoplasticas totalmente biode-
gradables. La bacteria Alcaligenes eutrophus 'y es-
pecies afines producen estos polimeros como ma-
terial de reserva de carbono cuando se les crece en
exceso de este elemento y defecto de otro compo-
nente nutricional esencial como el nitrogeno o el
fosforo. PHB se sintetiza como granulos y puede
llegar a constituir el 80% del peso seco de estos
microorganismos. La sintesis tiene lugar por la ac-
cion consecutiva de tres enzimas a partir de acetil-
CoA: 3-cetotiolasa, acetoacetil-CoA reductasa y
PHB sintasa, codificadas por los tres genes: PhbA,
PhbB y PhbC, respectivamente. Por otra parte,
una gran variedad de microorganismos pueden hi-
drolizar PHB a mondmeros y metabolizar éstos
como fuente de carbono. El coste, no obstante, es

© Ediciones Piramide



superior en la produccion bioldgica al de la sinte-
sis quimica. Las plantas nos permiten combinar
las ventajas de la sintesis biologica a precios de
sintesis quimica. Se han conseguido plantas trans-
génicas de Arabidopsis que expresan las tres enzi-
mas en plastos y acumulan grandes niveles de
PHB sin deterioro aparente en el crecimiento de la
planta o en la produccion de semillas. Se utilizo el
sistema binario de plasmidos Ti con la construc-
cion de tres mini T que llevan cada uno de los
genes bajo el control del promotor 35S del CaMV.
En principio, se establecieron tres lineas de Arabi-
dopsis transformadas cada una con uno de los ge-
nes de la ruta; posteriormente, por una serie de
cruces, se han obtenido lineas de plantas que pro-
ducen las tres enzimas a niveles altos.

Arabidopsis no es una planta con interés co-
mercial, pero es un buen sistema modelo para de-
mostrar la viabilidad del método y detectar los
posibles efectos secundarios que pudiera ocasio-
nar en cuanto al crecimiento y desarrollo de la
planta. La soja, la colza o el girasol son las espe-
cies agricolas que podrian transformarse mas fa-
cilmente en productoras de plasticos, ya que sus
semillas son ricas en aceites y tanto el aceite como
el PHB son derivados del acetil-CoA. En estas
plantas se podria bloquear la acetil-CoA carboxi-
lasa con construcciones antisentido, para derivar
todo el acetil-CoA hacia la sintesis del plastico,
impidiendo la elaboracion de acidos grasos que se
acumulan en las semillas.

PHB no es el homopolimero con las mejores
propiedades fisicas para su uso en la elaboracion
de utensilios de plastico, por lo que hay mucho
interés en extender esta tecnologia ya desarrollada
a la produccion de otros polimeros.

Un copolimero interesante es el PHBV, poly(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), que, al in-
corporar una pequefia cantidad de 3-hidroxivale-
rato al polimero PHB, mejora su flexibilidad
haciéndolo menos quebradizo. Este copolimero se
ha podido sintetizar en las hojas de Arabidopsis
thaliana y en las semillas de Brassica napus. El
proceso requiere que la planta sintetice grandes
cantidades de ambos, acetil-CoA y propionil-
CoA. Pero mientras que el acetil-CoA es muy
abundante en los plastos de muchas plantas olea-
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ginosas como precursor de acidos grasos, el pro-
pionil-CoA se encuentra en muy pequefias canti-
dades en peroxisomas como intermediario en la
degradacion de aminoacidos. Se hizo necesario
modificar la via biosintética de la isoleucina para
generar un depdsito de propionil-CoA en el plas-
to. La estrategia consistio en incrementar la con-
centracion de 2-cetobutirato, sustrato convertible
en propionil-CoA, por la piruvato deshidrogenasa
del plasto (figura 9.16). La produccion de grandes
cantidades de 2-cetobutirato se consiguio a su vez
expresando en exceso la enzima treonin-desami-
nasa de E. coli en la planta. Este experimento re-
presenta una de las manipulaciones de ingenieria
genética y transferencia génica mas complejas que
se han llevado a cabo en plantas, necesitando la
expresion de cuatro genes bacterianos y la modi-
ficacion de dos vias metabolicas (biosintesis de
acidos grasos y aminoacidos). La cantidad de co-
polimero sintetizado en Arabidopsis slo represen-
to el 2,5% del peso seco de la planta, que compa-
ra mal con el 14% de PHB que se puede obtener,
pero no deja de ser una primera aproximacion a
un reto metabdlico y biotecnoldgico para la pro-
duccion de bioplasticos.

Produccion de anticuerpos
(inmunizacion pasiva)

Los anticuerpos se componen de dos cadenas
pesadas y dos ligeras unidas covalentemente por
puentes disulfuro; dentro de cada cadena hay una
region constante y otra variable dando diversidad
a su estructura final.

Se han obtenido plantas transgénicas que sin-
tetizan anticuerpos (planticuerpos) funcionales
complejos. Estas plantas usan las mismas vias de
ensamblaje para las cadenas pesadas y ligeras que
las usadas en mamiferos, utilizando los mismos
péptidos senal y chaperonas para el plegamiento.
También, como en mamiferos, los planticuerpos
se excretan después del procesamiento y ensam-
blaje final. La unica diferencia esta en el patron de
glicosilacion, ya que los anticuerpos producidos
en plantas incorporan residuos de xilosa y de fu-
cosa, ausentes en los anticuerpos naturales, y ca-
recen de acido N-acetil neuraminico, que es el
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Figura 9.16. Sintesis de PHBV en una planta transgénica (girasol) por modificacidon de las vias metabdlicas de biosin-
tesis de isoleucina y de acidos grasos.

azucar terminal predominante en los glicanos
complejos de mamiferos. Sin embargo, se estan
desarrollando diferentes plantas transgénicas ca-
paces de mimetizar los patrones de glicosilacion
de mamiferos.

En plantas de tabaco se ha podido sintetizar
un anticuerpo monoclonal recombinante que re-
conoce la proteina de adhesion de Streptococcus
mutans impidiendo la colonizacion de la bacteria
y el desarrollo de caries en dentaduras de monos y
hombres. El anticuerpo (SIgA/G) lleva la cadena
pesada de raton con las regiones y1 y o, la cadena
ligera x y la cadena de union J también de raton,
mientras que el componente secretor (SC) es de
conejo. Los genes correspondientes a las cadenas
pesadas y ligeras, a la cadena J y al componente
secretor se introdujeron en plantas de tabaco por
separado. Por polinizacioén cruzada se obtuvieron
plantas que expresaban simultaneamente todos los
componentes y producian anticuerpos funciona-
les. El anticuerpo se purifico a partir de plantas de

tabaco adultas por precipitacidon con sulfato amo-
nico y cromatografia de afinidad con la proteina G
(aglutinina de Streptococcus de gran afinidad por
IgG). La produccion fue de entre 10 y 80 mg/kg de
peso de material vegetal fresco. La comparacion
entre este anticuerpo de origen vegetal (SIgA/G) y
el parental de origen murino (IgG) revel6 una
constante de afinidad similar para ambos anti-
cuerpos, pero el vegetal sobrevivié durante mas
tiempo (3 dias) que el animal (1 dia) en la cavidad
oral humana dando lugar a una proteccion bucal
contra caries de, al menos, 4 meses.

Vacunas (inmunizacion activa)

(Podra la gente vacunarse tomando un plata-
no o un tomate producido por una planta trans-
génica?

La mayoria de las vacunas tienen como com-
ponente activo una proteina capaz de provocar
una respuesta inmune en animales. La vacuna

© Ediciones Piramide



puede ser administrada por inyeccién o por via
oral, siendo esta ultima alternativa la mas como-
da y barata, aunque habitualmente la menos efi-
caz. Las vacunas orales actuan estimulando el sis-
tema inmune a través del tejido linfoide de la
garganta y las mucosas del sistema gastrico.

La produccion de vacunas en plantas tiene al-
gunas ventajas con respecto a los métodos habi-
tuales. Son mas baratas, lo cual puede ser muy
importante en la vacunacién de gentes en paises
subdesarrollados, que a menudo no pueden com-
prarlas. Ademas, elimina el miedo a contamina-
ciones con virus animales que se puede producir
cuando se obtienen de células de mamiferos. Los
virus de plantas no infectan al hombre.

Hay muchas enfermedades gastrointestinales,
como el colera y otras infecciones que cursan con
diarreas, producidas por las toxinas que liberan
algunas cepas de Escherichia coli, Shigella o Sal-
monella, siendo las diarreas bacterianas la prime-
ra causa de mortandad infantil en paises pobres.

La enterotoxina de Escherichia coli consta de
6 subunidades: una proteina enzimaticamente ac-
tiva (LT-A) que se introduce en las células epite-
liales de la garganta y provoca una serie de cam-
bios metabdlicos que conducen a la deshidratacion
celular, y cinco proteinas idénticas, enzimatica-
mente inactivas (LT-B), que se unen a los ganglio-
sidos de las membranas de las células epiteliales.
Cuando estas ultimas proteinas se facilitan oral-
mente a ratones o humanos, se provoca una fuer-
te reaccion inmunologica de rechazo sin sintomas
de la enfermedad. EI gen bacteriano (o sintético)
de LT-B optimizado para su expresion en el siste-
ma vegetal (codones de uso mas frecuente), y bajo
el promotor 35S del CaMYV, se introdujo en célu-
las de patata de las que se obtuvieron plantas
transgénicas. Las patatas obtenidas de las plantas
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se dieron a comer (crudas) a ratones y a 14 perso-
nas voluntarias. En todos los casos se observo una
clara respuesta inmunoldgica con anticuerpos en
las mucosas del aparato digestivo.

El ADN correspondiente al antigeno de su-
perficie del virus de la hepatitis B se ha incorpo-
rado a plantas de tabaco, patata, platano, lechuga
y tomate por transformacion mediada por Agro-
bacterium. Cuando estos productos se han dado a
comer a ratones, produjeron en todos los casos
una respuesta inmune. Las lechugas transgénicas
fueron ingeridas por tres voluntarios adultos, pero
solo dos mostraron una respuesta inmunologica.

El virus del papiloma humano causa cancer
cervical en mujeres y ya existen comercialmente
vacunas para evitar este mal. Sin embargo, los
paises en desarrollo no tienen acceso a estas vacu-
nas por su elevado precio. Las plantas transgéni-
cas son la alternativa idonea para estos casos, la
proteina L1 del virus ha sido generada en plantas
de patata y tabaco. Las patatas transgénicas han
sido capaces de inmunizar animales de experimen-
tacion.

Respecto a nuestra pregunta inicial, no parece
probable que se permita tomar platanos, tomates
o lechugas transgénicas como vacunas, mas que
nada por la posible confusion que se podria crear
entre la poblacion, al ser aparentemente indistin-
guibles de los productos naturales.

Las plantas transgénicas estan devolviendo el
protagonismo que un dia tuvieron estos organis-
mos, como productoras de compuestos medicina-
les, y que mas tarde les fue arrebatado por la sin-
tesis quimica.

Sin duda, las plantas transgénicas no van a
resolver todos los grandes problemas que en la ac-
tualidad tiene la humanidad, pero pueden ayudar
a paliar algunos.
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Orotidin 5’fosfato decarboxilasa, 195
Osmoprotectores, 289, 290

Ovejas, 258, 262

Ovejas clonicas, 261, 262

Ovejas nodrizas, 259, 261, 262

Ovejas transgénicas, 261, 262

Ovejas transgénicas y clonicas, 261, 262
Ovulacion, 246, 247

Qvulacién en el raton, 246

Oxido de cerio, 87

p53, 222,223,252

pac, 135-137, 212

Pacasa, 137

Pacientes de glioblastoma, 239

Palpitaciones, 25

PAM, 277

Pan troglodites, 41

Pancreatica, 89

Papaya, 282

Parvovirus, 61, 67

Paseo cromosomico, 142, 144-146

Patata, 270, 274, 277, 287-290, 295

Paternidad, 110-112

Patron de restriccion de ADN, 111

Pauta de lectura, 168-170

Paxo, 43, 44

pBR322, 126, 201, 216

PC, 275

PCR, 85, 92, 119, 123, 140, 151-165, 180, 182-184, 248,
249, 253, 254, 263, 264, 279, 281

PCR arbitraria, 160, 161
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PCR asimétrica, 153, 155, 156, 165
PCR in situ, 153, 157, 158
PCR inversa, 153, 154, 156
PCR multiple, 159, 160, 163
PCR-aplicaciones
diagnostico precoz, 161, 163
prediagnostico de enfermedades, 161
Pelos sexuales, 50
Peptidasa, 150, 205
Péptido senal, 150, 205
Permeasas, 205
Permisivas, 168, 215
Petunia, 279, 280, 286, 288
Petunias, 269, 275, 281, 283, 284
Pez cebra, 40, 41, 66, 80, 185
Pfu, 92, 152
pH, 19, 21, 25, 26, 85, 86, 89, 91, 114, 115, 172, 222
PHB, 292, 293
PHB sintasa, 292
phbA, 292
phbB, 292
phbC, 292
PHBY, 293, 294
Pichia pastoris, 205
Pili, 50, 51, 131
Pinturas, 284
Pirimidinas, 19, 89, 93, 173, 212
Pistolas génicas, 280, 281
Piwi, 11, 13, 80, 82
Piwi/ARNpi, 82
Placenta, 246
Plantago, 290
P. maritima, 290
P. media, 290
Planta de la colza, 284
Planta de tabaco, 276, 294, 295
Plantas como fabricas de plasticos, anticuerpos o vacunas,
292
Plantas como fabricas de plasticos, pinturas, anticuerpos,
encimas, 284
Plantas de arroz, 278
Plantas de maiz, 278, 286
Plantas resistentes a hongos, 284
Plantas resistentes a patogenos: virus, bacterias, hongos,
nematodos e insectos, 284, 287
Plantas resistentes a virus, 287
Plantas tolerantes, 284, 290
Plantas tolerantes a las situaciones estresantes, 284
Plantas transgénicas, 11, 269, 278, 279, 281-287, 289-295
alfalfa, 287-289
algodon, 282, 284, 287, 289
Arabidopsis, 39, 41, 269, 270, 272, 277-279, 281-284,
289-291, 293
arandanos, 289
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arroz, 39, 41, 269, 270, 278, 281, 282, 284, 289, 291, 292
brécol, 289
cacahuete, 282, 288, 289
cafia de azucar, 282, 289
colza, 284, 287, 289, 293
maiz, 39, 41, 165, 206, 269, 270, 274, 275, 278, 281, 284,
286-289
manzano, 289
nogal, 289
patata, 270, 274, 277, 287-290, 295
peral, 289
repollo, 289
soja, 282, 284, 286-289, 293
tomate, 274, 275, 279, 284, 287, 288, 289, 294, 295
vid, 289
Plantas transgénicas resistentes, 287
Plasmido de expresion de levadura URA3, 203
Plasmido de replicacion en levaduras, 14
Plasmido de transferencia, 206, 208
Plasmido etiqueta, 144-146
Plasmido pBR, 251
Plasmido Ri, 273
Plasmido Ti, 270-272, 276, 280
Plasmidos, 50, 51, 70, 80, 124-126, 129, 131, 134, 144, 166,
159, 214, 216, 221, 226, 227, 270-272, 286, 293
Plasmidos artificiales de mamiferos, 227
Plasmidos retrovirales, 220
Plasmidos Ti, 270-272, 286, 293
Plasticos, 11, 269, 284, 292
Plasticos biodegradables, 11, 269, 292
PM, 62, 275, 276
Py, 62
pMBY, 126
pMGH, 251
pol, 54, 77, 78, 89-92, 218-222, 238
poli A, 23, 218, 225, 253
poli[R-(-)-3-hidroxibutirato], 292
Polibreno-DMSO, 210
Policlonaje, 94, 95, 124, 126, 129-132, 134, 196, 197, 204,
216, 272, 273
Poliedrina, 206-208, 215
Polihidroxialcanoatos, 292
Polimerasa I, 89-91, 93, 104, 125, 140
Polimerasa I1, 200, 226, 283
Polimerasa I1I, 240
Polimerasa Taq, 92
Polimerasas para uso comercial, 208
Polimorfismos del tamano de fragmentos de restriccion,
107
Polimorfismos en secuencias, 107
Populus, 282
Produccién de anticuerpos, 222, 293
Producto, 17, 18, 26, 35, 43, 45, 62, 63, 70, 74, 85, 91, 123,
125, 129, 133, 136, 137, 143, 148, 150, 151, 163, 167-

170, 177, 180, 181, 183, 184, 197, 198, 200, 202, 203,
206, 213, 214, 216, 222, 231, 238, 255, 271, 272, 277,
287, 288, 292

Productoras, 220, 231, 239, 249, 250, 283, 293, 295

Profago, 61-64, 102, 127, 138

Proflavina, 176

Promotores:

Estrechos, 32
Anchos, 32

Promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor, 285, 287

Promotor de la B-lactoglobulina, 262

Promotor de la metalotioneina, 251

Promotor de la tetraciclina, 216

Promotor especifico de expresion en el floema, 289

Promotor especifico de los sacos polinicos del estambre,
284

Promotor especifico de tejido, 255, 256

Promotor eucaridtico de citomegalovirus, 216, 255

Promotor sintético de respuesta a la tetraciclina, 216

Promotor Sp6, 95, 127, 136

Promotor T3, 95, 134

Promotor T7, 95, 134, 136

Promotor/ARN polimerasa del fago T7, 147

Promotores, 23, 28, 31, 32-35, 45, 62, 70, 90, 94, 95, 126,
127, 135, 137, 146, 177, 202-204, 214, 215, 222, 225,
227,235, 236, 252, 271, 272, 275, 276, 280, 289, 290

Promotores confinados al polen, 289

Promotores de disefio, 215, 221, 222

Promotores de latencia, 227

Promotores especificos, 95, 289, 290

Promotores inducidos por heridas, 289

Promotores Py, 62

Promotores P, 62

Prontcleo femenino, 248, 253

Pronticleo masculino, 246, 248, 253

Prontcleos, 246, 251

Propiedades, 25, 92, 136, 168, 222, 254, 271, 292, 293

Proteina, 206, 207, 212, 213, 215, 230, 272-277, 287

Proteina centromérica CENP-B, 230

Proteina de la capside, 215, 275

Proteina de la cubierta, 274, 287

Proteina de movimiento, 276, 277, 287

Proteina fusion, 149, 217

Proteina G, 294

Proteina recombinante, 202

Proteina verde, 206, 207, 212, 213, 272, 277

Proteina verde fluorescente, 212, 213, 277

Proteinas fusion, 129, 141, 146

Proteinas mutantes quiméricas por PCR, 184

Proteinas terapéuticas en la leche de animales domésticos,
261

Proteinas Mer3, Msh4 y Msh5, 60

Proteinas SYCPI1, SYCP2 y SYCP3, 60

Proteinas ZMM, 60
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Proteinas Zip: Zipl, Zip2, Zip3, Zip4, 60

Protoplastos, 278, 279, 281

Provirus, 78, 218, 219, 221, 249, 264

pSC101, 126

Pseudoparticulas, 215

pSP, 95, 127

pTA-29, 284

pTi, 270

PTF, 107

pUC, 125-127, 133, 134, 148, 204, 221

Puentes de hidrégeno, 21, 24, 25

Puntuales, 18, 167-169, 180, 184, 191

Purinas, 19, 85,93, 114, 172, 173, 212

Puro, 54, 177, 195, 212, 219, 222, 231, 232, 234, 236-238,
251

Puromicina acetil transferasa, 177

Puromicina N-acetil transferasa, 177

Puromicina, 177, 195, 212

Quiasma, 50, 51, 54, 55, 57, 58, 63

Quimera sintética, 186

Quimera transactivadora, 216

Quimeras, 99-102, 184, 186, 187, 199, 244, 246, 248, 250
Quimeras ADN-ARN de hebra sencilla, 186

Quimeras transgénicas, 244, 246, 248, 250

Quinasa de timidina (tk), 228, 229, 238

Quinasa de timidinas, 183, 212, 213, 226, 229

Quinasas, 95, 96

Rad 51, Rad 52, Rad55, Rad 57, 59

Radiaciones ultravioleta, 103, 173

Radiactividad, 151, 159

Radicales libres de la molécula de oxigeno, 173

Raices de Arabidopsis, 282

Rana, 255-257

Rana pipiens, 255

ras, 204, 205

Raton, 40, 41, 43-45, 60, 66, 80, 82, 93, 140, 206, 210, 230,
244, 246-251, 256-259, 266, 267, 294

Ratoén casero, 244, 246

Ratdn transgénico, 251

Ratona nodriza, 250

Ratones, 234, 236, 237, 238, 240, 243, 246, 251, 252, 255,
256, 258, 260, 264-266, 295

Ratones «desnudos», 238

Ratones gigantes, 251

Ratones SCID, 252

Ratones transgénicos, 236, 243, 251, 252, 256

Rayos laser, 210

Rayos X, 28, 43, 177, 178

RBS, 68, 69

RCP, 87
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Reaccion en cadena de la polimerasa, 48, 85, 92, 123, 140,
151, 152, 157, 161, 181, 182
Rec A, 54, 56, 57, 59, 76
Rec BCD, 54, 56, 76
Receptor de la acetil colina en el Torpedo California, 205
Recombinacion al azar: transposicion, 69
Recombinacion especifica de sitio:
Cre/loxP, 255
fagol, 49, 50, 61-67, 76, 85, 88, 91, 95, 97-99, 103, 124,
127, 128, 130-142, 145-148, 180, 181, 204
0C31, 66
Flp-FRT, 66
AAV-cromosoma 19 humano, 68, 69
Recombinacion homologa,
Modelo de Holliday, 51, 52, 54
Modelo de Meselson-Rading, 51, 54
Encrucijada de Holliday, 51, 53, 55, 57, 58
Recombinaciones homologas, 74, 187, 278
Recombinasa, 63, 66, 67, 68, 75, 136, 137, 148, 196, 201, 255
Recombinasa Cre, 63, 137
Redundancia funcional, 167, 152
Redundancia génica, 167
Regidn centromérica, 198, 230
Region codificante, 35, 147, 154, 160, 272
Region de policlonaje, 94, 95, 126, 129-131, 134, 196, 197,
204, 216, 272, 273
Region hipervariable, 110, 112, 164, 165
Regién promotora, 27, 31, 32, 33, 44, 179, 180, 200, 261,
262
Region promotora en levaduras, 200
Region reguladora, 62, 82, 154, 178, 179, 227, 262
Region subtelomérica, 161, 230
Region TATA, 178
Region vir, 273
Regiones hipervariables dispersas, 111
Reimplantacion en madres nodrizas pseudoprefnadas, 246
Relleno, 130, 131, 136, 137
Remolacha, 280, 284, 287, 288
Remolachas transgénicas, 284, 287
Renacuajos, 256, 257
Renaturalizacion, 25, 26
Reordenaciones, 43, 134, 167, 168, 185, 288
Reordenaciones estructurales, 167
Reparacion por escision, 173
Replicacion, 17, 18, 27, 28, 43, 50, 55, 59, 60, 66, 69, 72,
74, 76, 80, 98, 109, 124-127, 131, 133, 134, 140, 148,
158, 165, 173, 174, 177, 195, 198, 201, 202, 206, 213-
216, 222, 223, 225-227, 229, 230, 238, 270-272, 274,
275, 278, 283
Replicacion del ADN, 18, 43, 50, 55, 98, 125, 173, 222, 225
Replicon, 125, 136, 137
Replicones, 50, 124, 125
Represor, 23, 61, 62, 126, 127, 129, 147, 148, 216, 217, 255
Represor de la tetraciclina, 255
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Resbaldn de la polimerasa, 109

Rescate del fago, 109

Resistencia, 19, 73, 76, 125, 126, 131, 134-136, 148, 182,
195, 199, 201, 202, 207, 212, 214-216, 228, 231, 244,
246, 252, 255, 261-263, 272, 275, 281, 284, 286, 287-
290

Resistencia a bacterias y hongos, 284, 287

Resistencia a Heterodera, 288

Resistencia a insectos, 284, 288

Resistencia a la ampicilina, 126, 215

Resistencia a nematodos, 288

Resistencia a tetraciclina, 201, 255

Resistencia a virus, 287

Resistencia al cloranfenicol, 135, 148, 195

Resistentes a herbicidas, 11, 269, 283, 284, 286, 287, 290

Resolvasa, 57, 69, 74-76

Respuesta inmune, 226, 233, 237, 239, 264, 295

Respuesta inmunologica, 208, 224, 240, 295

Restrictasa, 98

Retro-PCR, 153

Retrocruzamiento, 248-250

Retrovirus, 11, 27, 45, 69, 77, 78, 154, 156, 177, 214-216,
218-221, 229, 233-235, 238-240, 242, 248-250, 264,
273

Retrovirus endogenos, 264

Retrovirus como vectores, 220

Retrovirus defectivos, 77, 220, 238, 249

Retrovirus de la leucemia murina, 218, 249, 250

Retrovirus terapéutico, 234, 239

Reversion, 70, 121, 170, 195

Revertiente, 170

Revertientes, 190

rho, 147

Ribonucleasa P humana, 89

Ribonucleotido reductasa, 226

Ribosa, 19-21, 116, 172, 175

Ribozimas, 23, 86, 89, 90

RNA, 23, 82

Rojo de Texas, 116

rop, 125, 148

Rot, 28

Round up, 286

RRBS, 48

RT-PCR, 140, 153

Ruptura de los enlaces glicosilicos, 172

Rupturas cromosoémicas, 177

Ruv A, Ruv B, 57

S, 23, 39, 62, 66, 78, 98, 102, 117, 128, 129, 130, 136, 139,
193, 194, 197, 199, 201, 202, 205, 206, 212, 223, 230,
258, 282, 286

S-adenosil-metionina, 98

S. pombe, 205, 230

Saccharomyces cerevisiae, 39, 41, 59, 66, 193, 198, 199
Sall, 99, 100, 127, 134, 136, 137, 204
Salinidad, 284, 289, 290
Salmonella, 94, 190, 270, 286, 295
Salmonella typhimurium, 94, 190, 286
Salmones, 253, 254
SAM, 129
Sam100, 129
Sapo africano, 244
Sapos, 256, 257
Sau3A, 100, 131, 137-139, 145
Sau3Al, 98, 99
Schizosaccharomyces pombe, 198, 205
Schwanniomyces occidentalis, 205, 206
Secrecion, 37, 150, 190, 193, 204, 205
Secrecion del producto, 150
Secrecion en levaduras, 205.
Secuenasa, 90-92, 116, 117
Secuencia chi, 54, 56
Secuencia codificante, 147, 253
Secuencia consenso de iniciacion de empalme, 15
Secuencia de activacion, 202
Secuencia de replicacion autébnoma, 198
Secuencia de ruptura, 102
Secuencia de union al ribosoma, 147, 160
Secuencia repetida, 80, 144, 146
Secuenciacion,

método enzimatico, 114, 117, 119, 133, 151

método quimico, 114-116, 187
Secuenciacion del ADN, 91, 114, 115, 178
Secuenciacion masiva o de nueva generacion, 116
Secuenciacion por el método enzimatico, 117
Secuenciacion de genomas completos, 119, 120
Secuenciar, 114, 116, 119, 120, 123, 133, 134, 143, 155,

165, 180

Secuencias muy repetidas, 26
Secuencias de repetitividad intermedia, 26, 27
Secuencias unicas, 26, 27, 80, 126, 218
Secuencias chi, 54, 185
Secuencias de iniciacion de la traduccion, 146
Secuencias reguladoras, 43, 167, 214, 255
Segregacion de transgénicos en raton, 249
Seleccion, 212, 214, 215
Seleccion a largo plazo, 212
Seleccion de una colonia o calva especificas, 143
Seleccidn en células de mamiferos, 212
Seleccidn estable, 212, 214
Seleccion transitoria, 214
Semipermisivas, 215
Senales para la terminacion de la transcripeion, 35
Serotipo Ad 2, 222
Serotipo Ad 4, 222
Serotipo Ad 5, 222
Serotipo Ad 7, 222
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Serotipos, 67, 222
Sfil, 137, 144
Shigella, 295
Shine & Dalgarno, 147
SIDA, 221, 264, 277
SIE, 15
Silenciado, 227, 283
Silenciamiento, 23, 24, 44, 48, 80, 82, 240, 277, 282, 283,
288

Silenciamiento génico, 48, 240, 282, 283
Silenciamiento de transgenes, 288
Silenciamiento de transposones, 82
Silenciar, 241
Sindrome de la inmunodeficiencia combinada severa, 252
Sindrome de Wiskott-Aldrich, 235, 236
Sintesis de acidos nucleicos, 85, 90
Sintesis de ADN, 54, 57, 59, 62, 69, 125, 127, 128, 222, 258
Sintesis de ARN, 46, 94, 283
Sintesis de proteinas, 46, 125, 126, 212
Sintesis del acido corismico, 286
Sintesis por iniciacion al azar, 142
Sistema binario de transferencia, 273
Sistema de expresion transitorio, 215
Sistema de restriccion y modificacion, 97
Sistema del doble hibrido o del cebo, 202, 203
Sistema inmune, 80, 96, 190, 221, 222, 295
Sistemas asesino-suicidas condicionales, 238
Sistemas de seleccion, 195
SIT, 31, 32, 34, 201
Situaciones estresantes, 284
Soja, 282, 284, 286-289, 293
Soja transgénica, 288
Somaticas, 57, 74, 161, 168, 243
Sonda,

radiactiva, 104, 110, 143, 246
Sondas

fluorescentes, 104

radiactivas, 104, 110

unilocus, 111, 164
Sondas alelo-especificas,
SP6, 94, 95, 126, 127, 135-137, 280
Spi+, 131
Spo 11, 59
Spodoptera frugiperda, 206
SRA, 198, 199, 204
SRA/CEN, 198, 199
STE, 15
Stem cells, 167
Streptococcus, 294
Streptococcus mutans, 294
Subclonaje, 143, 144, 146
Superratones, 251, 252
Supresioén por ARNt, 171
Supresora, 170
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SUR, 147-149, 160
SV40, 179, 203, 214-216, 229, 251, 253
sxl, 45, 46

T7,57,90,91, 94, 95,98, 126, 127, 134-137, 147, 148, 204,
280

Tabaco, 191, 270, 274, 276, 277, 279, 282, 286, 287-290,
294, 295

tac, 147

TALEN, 101, 102, 186, 187, 241

Tallos de arandano, 282

Taq, 90, 92, 151, 152

Tardios, 206, 224, 258

tat, 216, 221

TATA, 31, 32, 34-36, 178-180, 201

Técnica de infiltracion al vacio, 281

Técnica Southern, 103

Telomerasa, 230

Telomeros, 27, 45, 194, 198, 199, 230

Telomeros cromosomicos, 198

Temperatura de fusién, 24, 25

Terapia, 69, 209, 231, 232-235, 237-239, 241, 242

Terapia génica, 11, 69, 209, 231, 233-235, 237-239, 241,
242

Terapia génica del cancer, 232, 237, 238

Terapias génicas, 187, 208, 214, 219, 223, 224, 231, 236

Terapias in vivo, 216, 223

Terminacion de la transcripcion, 35, 202, 221, 222, 287,
292

Terminaciones repetidas invertidas, 223

Terminador de la transcripcion, 147

Terminal repetido largo, 221

Terminales cohesivos, 62, 98, 124, 128, 138, 139

Terminales planos o romos, 98

Terminales repetidos e invertidos, 69

Terminales repetidos largos, 78, 218, 221

Terminator, 284

Termociclador, 152

Terneros, 260

Test de Ames, 190

Tetraciclin-acetil transferasa, 216

Tetraciclina, 125, 126, 199, 201, 202, 215-217, 222, 255

Tetrahymena piriformis, 199

Tetrametilrodamina, 116

Tf,, 93

Thermus aquaticus, 90, 92, 151

Ti, 62, 270-273, 276, 280, 286, 287, 293

Ti «desarmadoy, 272

Tijeras quimicas, 87, 187, 241

Timidina, 112, 168, 213, 228, 229, 238

Timidina monofosfato, 213, 229

Timidina quinasa, 228, 229, 238

Timina, 19-21, 31, 107, 172-174, 176, 212
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Tipo I, 54, 60, 89, 98, 102, 221, 223

Tipo silvestre, 128, 131, 167, 177, 180, 195, 212, 228, 229,
275

Tipos de mutaciones, 167, 191

TKI/tk, 183, 185, 212, 123, 228, 229, 238, 251

Tm, 24, 25, 219

TMP, 212, 213, 229

TMYV, 276, 277, 288

TnS, 70, 73, 76, 126, 197, 212

Tolerancia, 239, 240, 277, 284, 289-291

Tomate, 274, 275, 279, 284, 287-289, 294, 295

Tomates que maduran a voluntad, 269

Totipotentes, 231, 247, 248, 250, 251, 257, 261, 264

Toxinas, 289, 295

Toxinas Bt, 289

tra, 45, 46, 50, 125, 270-273

Traduccion, 23, 24, 37-39, 45, 48, 62, 70, 79, 82, 146, 147,
149, 150, 170, 204, 221, 223, 277, 282, 283

Traduccion inhibida por el hibrido, 150

Trampas de estimuladores o potenciadores, 33-35, 45, 180,
201

Trampas de exones o del poli-A, 23

Trampas de poli-A, 23

Trampas de promotores, 177

Trans-activador EBNA-1, 227

Transcripcion, 124, 137

Transcripcion del inserto, 124, 137

Transcriptasa inversa, 77-79, 90, 93, 104, 113, 119, 137,
138, 140, 141, 153, 154, 218, 219, 221, 230, 274, 276

Transduccion, 129, 132, 136, 204, 209, 215, 239, 281

Transfeccion, 179, 180, 209-212, 214, 215, 218, 220, 248,
250, 276, 281

Transfeccion estable, 210

Transfeccion por liposomas, 250

Transfeccién transitoria, 209

Transferasa terminal, 90, 93, 94, 142

Transferencia a protoplastos, 281

Transferencia de ADN, 50, 149, 273, 279

Transferencia génica, 11, 12, 206, 209, 214, 222, 234, 244,
269, 270, 293

Transferencia génica a células de mamiferos, 209

Transferencia génica a plantas, 12, 269

Transferencia génica en Drosophila, 244

Transferencia génica en insectos, 206

Transferencia génica estable, 214

Transferencia Southern, 104

Transformacion, 22, 43, 126, 129, 133, 179, 181, 194, 195,
198, 200, 202, 209, 272, 278, 280, 281, 286, 295

Transformacion en levaduras, 194, 200

Transformacién por plasmido Ti, 280

Transgén, 233, 235, 243, 244, 246, 248-255, 262, 263, 269,
273, 281-283, 287, 288, 290

Transgenes, 262, 264, 269, 274, 282, 283, 288

Transgénicas, 11, 244-246, 248, 250, 251, 254, 261, 262,
269, 278, 279, 281-287, 289-295
Transgénicas de arroz, 282
Transgénico, 248, 249, 251, 254, 255, 286, 291
Transgénico y fértil, 286
Transgénicos, 11, 211, 236, 243-265, 267, 282-286, 292
Cerdos, 252, 253, 258, 260-264
Ratones, 234, 236, 237, 238, 240, 243, 246, 251, 252,
255, 256, 258, 260, 264-266, 295
Salmones, 253, 254
Vacas, 227, 254, 258, 261
Transgénicos y clonicos, 11, 243
Ovejas, 258-262
Transgénicos en Drosophila, 245
Transgénicos integrales, 244, 246, 248, 250
Transiciones, 137, 138, 176
Transitoria, 54, 209, 214, 216, 229, 233, 240, 273
Translocaciones, 43, 65, 66, 106, 168, 177, 191
Translocaciones de fragmentos, 168
Transposasa, 69-74, 76, 80, 277, 244
Transposicion, 49
Control de la, 32, 33, 46, 79-82, 178, 240, 252, 278
No replicativa, 74, 76, 77, 79
Replicativa, 67, 72, 74-77, 79, 85, 124, 131, 133, 180,
181, 218, 225, 249, 275
Via ADN, 69
Via ARN, 69, 77-79, 283
Transposon Mu, 74
Transposon o elemento P, 74, 244-246
Transposon TnA, 76
Transposon Tn 10 de E. coli, 216
Transposon Ty, 77, 78
Transposon copia, 72, 76
Transposon L1, 77, 78
Transposones y retrovirus, 11, 27, 45
Transversiones, 167, 168, 173
Traslado de la mella, 90, 91, 104
Trasplante de ntcleos, 255, 257, 261
Trasplante de nticleos en anfibios, 257
Treonin-desaminasa de E. coli, 293
TRI, 68, 69, 76, 223-226, 237
Trigo, 269, 270, 281, 282, 284, 286, 288
Triptéfano-sintetasa, 195
Triticum aestivum, 286
TRL, 78, 218, 219, 221, 222, 235, 236
Troncales, 80, 231, 234, 236, 238, 239, 243, 246, 247, 248,
250, 251, 261, 264, 266, 267
TRPS5, 195, 198
TRS, 68, 69
tTA, 216, 217
Tth, 93, 154
Tubulina, 37, 38
Tumor, 113, 188, 190, 238-241, 264, 270, 271
Tumor de la corona, 270, 271
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Tumores, 140, 161, 188, 191, 215, 222, 230, 238-240, 251,
252,264, 265, 270, 271, 273

Tumores de colon humanos, 190, 191

Tumores solidos, 191

Tunicamicina, 205

UAA «ocrey, 37

UAG «ambar», 37, 170, 171

UAS, 202

UGA «opalo», 37

Ultrabithorax (Ubx ), 43, 44
Ultrasonidos, 281

Un solo lugar en el genoma, igualmente hipervaria, 111
Unilocus, 109, 111, 112, 164

Unio6n al ribosoma, 146, 147, 160
URA3, 195, 199, 200, 203, 204, 232
Uracil N-glicosilasa, 20

Uracilo, 19, 20, 21, 48, 173, 174, 176
Urea, 25

VAA, 225, 226, 237
Vacas adultas, 258
Vacas transgénicas, 254
Vacunas, 11, 222, 239, 240, 269, 277, 283, 284, 292, 294,
295
Vacunas (inmunizacion activa), 294
Vacunas en plantas, 295
Vacuolas, 205, 290
Variabilidad entre:
células, 42
individuos, 43
Especies, 26, 28, 39, 40, 42, 77, 78, 123, 144, 165, 205, 216,
257, 260, 264, 272-274, 277-279, 281, 282, 284, 288,
290, 292, 293
Variantes polimorficas, 110
Varicella-zoster, 226
Vector, 129, 130, 134, 135, 136, 146, 147, 148, 182, 185,
205, 225, 227, 274
Vector adenoasociado, 225
Vector BAC, 134
Vector CAB, 129, 134, 135, 136, 146, 227
Vector de expresion en E. coli, 147, 148
Vector de integracion en levadura, 195
Vector de reemplazamiento, 130, 182, 185, 274
Vector de secrecion, 205
Vector de transferencia, 207, 222, 228, 229
Vector defectivo, 219
Vector derivado de SV40, 214, 215, 229
Vector mixto derivado de SV40, 214, 215
Vectores,
basados en el circulo de 2 um, 202
basados en elementos P, 244
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caronte, 129
con promotores especificos, 95
de expresion, 148, 195, 199, 215, 274, 277
de expresion basados en SV40, 215
de expresion de origen mixto, 195
de expresion en levaduras de origen mixto, 204
de insercion, 128, 129
de integracion, 195, 196, 198
de levaduras, 195
de sustitucion, 128, 129, 130, 131
derivados del Herpes, 226
EMBL, 129, 130, 131
eucarioticos, 214
mixtos, 195, 214, 215, 218
mixtos de expresion, 214
plasmidicos, 125, 126
retrovirales, 232, 235, 238, 239, 240
retroviricos, 249
SIN, 223
SRA, 198
SRA/CEN, 198
SRA/CEN/TEL, 198
virales, 229, 236, 237, 280
YAC, 193
Vent, 92, 152
Ventajas e inconvenientes, 220, 229, 233
Ventajas e inconvenientes de los retrovirus como vectores,
220
Verifica por PCR, 281
VIH, 221, 222
Vir A, 271
Vir D1/D2, 271
Vir G, 271
VirE2, 271, 272
Virus,
adenoasociados, 67, 224, 236
ADN, 273
animales, 215, 295
ARN, 80, 273-276, 283, 288
auxiliar, 69, 203, 219, 223, 224, 226, 227
con forma de varilla, 276
de la hoja estriada del maiz, 274
de la inmunodeficiencia adquirida, 218
de la leucemia murina, 218, 219, 250
de la poliedrosis nuclear de Autographa California,
206
de la poliedrosis nuclear de Bombyx mori, 206
de la Sharka, 277, 278
de la vacuna, 227-229
de la viruela, 227
de los simios, 178, 215
de plantas como vectores, 273, 278
del grabado (jaspeado) del tabaco, 277
del Herpes, 183, 185, 212-214, 216, 217, 224, 226, 227
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del Herpes simplex, 183,185, 212, 214, 216, 217, 226, X-gal, 76, 126, 134, 203, 213

238 Xa2l del arroz (Oriza sativa), 41
del mosaico de la Cassava africana, 274 Xantina-guanina fosforribosil transferasa, 15
del mosaico de la coliflor, 270, 274, 280, 281, 285, 287, Xenopus laevis, 244, 255, 256
291, 292 Xenotransplantes, 261
del mosaico del caupi, 277 Xeroderma pigmentosa, 173
del mosaico del tabaco , 270, 274, 276, 287 XGPRT, 15
del mosaico dorado del tomate, 274 Xhol, 99, 100, 135

del mosaico rayado de la cebada, 198
del sida, 264, 277

X de la patata, 270, 274, 277 YAC, 193, 195, 198-200
VP16, 216, 217, 255 Yen 1, 59
VPNACc, 206, 207
VV, 228, 229 Zanahorias transgénicas,
WAS/was, 233, 235, 236 Zea mays, 41
WPRE, 221, 222 ZFN, 101
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