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Con el estudio de esta Unidad nos proponemos alcanzar los siguientes objetivos:

1. Describir el proceso de replicacion del ADN y resolver ejercicios practicos referentes al
mismo, reconociendo las peculiaridades de procariotas y eucariotas.

2. Explicar el concepto de mutacion, clasificar las mutaciones, identificar los agentes mu-
tagénicos y reconocer las mutaciones como fuente de variabilidad genética.

3. Relacionar los conocimientos sobre el ADN y su funcionamiento con las posibilidades
de intervenir sobre esta macromolécula, explicando la necesidad de evaluar los aspec-

tos éticos en la investigacion en el campo de la bioingenieria.

4. Analizar ejemplos sencillos de manipulacion genética en agricultura y en medicina y
valorar la importancia del estudio del genoma tanto humano como el de otras especies.

5. Opinar razonadamente en debates relacionados con la ingenieria genética.
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1. Replicacion del ADN

La division celular o mitosis es el punto culminante en la vida
de una célula. Pero su puesta en marcha requiere la llegada a
buen término de varios procesos. El mas notorio es la duplica-
cion fiel de los cromosomas, aunque es necesaria, asimismo, la
duplicacién de las demas macromoléculas y organulos que, de
lo contrario, disminuirian en cada divisién. Todos estos aconteci-
mientos tienen lugar a lo largo del llamado ciclo celular [véase la
ilustracion 7.2], que se divide en las siguientes fases:

e Fase M. Comprende la mitosis junto a la citocinesis.

e Fase G, (G del inglés gap, que significa “lapso”). Es el inter-
valo que transcurre desde que termina la mitosis hasta que
empiezan a duplicarse los cromosomas. Es quiza la fase mas
activa, y en ella tiene lugar la mayor parte de la sintesis de ARN
y proteinas que estudiamos en la Unidad 6.

e Fase S o de sintesis. En esta fase tiene lugar la duplicacion de
los cromosomas, tal y como puso de manifiesto la técnica de
marcaje por autorradiografia descrita en la Unidad 1.

e Fase G,. Corresponde al intervalo entre el final de la fase S
y el inicio de la mitosis. En esta fase continua la sintesis de
proteinas y de ARN. Al final de este periodo se producen una
serie de cambios en la estructura celular que indica que va a
comenzar la mitosis.

Cdk-5
Y Actival los complejos de
(= lareplicacion del ADN

Ciclina §
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<__,</xo( N : _
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el profeasoma »ﬂ‘

Cdk-M 9
Activa la maguinaria de I mitosis CiclinaM

Mitosis y
cifocinesis

il Punto de control de G,/8: impide Ia replicacion del ADN sl éste ha sido dafado

Punto de control de G,/M: impide el inicio de la mitosis si la replicacion del ADN no ha finalizado

El Punto de control de metafase: detiene la mitosis en metafase si los cromosomas no se han unido al huso o este se ha ensamblado mal
Tlustracion 7.2. Izquierda: Etapas del ciclo celular de una célula con 2n = 2 (por claridad, no se muestra la
descondensacién de cromosomas en interfase ni la envoltura nuclear). Derecha: Mecanismos de control del ci-
clo celular, ilustrados mediante un brazo que gira activando las proteinas que ponen en marcha los diferentes
procesos y que se detiene si se interponen ciertas “barreras” o puntos de control (Fuente: ASH).
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sintetizada en rojo (Fuente:
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La duracion de las fases G,, S, G, y M es muy desigual. A ti-
tulo de ejemplo, las células humanas que proliferan en cultivos
tardan unas 24 horas en completar un ciclo, de las cuales 9 co-
rresponden a la fase G, 10 alafase S, 4,5ala G,y 0,5ala M.
Su duracion depende de las condiciones externas y de senales
procedentes de otras células. En realidad, la progresion a través
del ciclo celular esta altamente regulada mediante proteinas de-
nominadas cinasas dependientes de ciclina (Cdk), que solo se
activan si se asocian con diferentes ciclinas [véase, de nuevo, la
ilustracion 7.2]; su irreversible degradacion en los proteasomas
—complejo proteico que se encarga de destruir todas aquellas
proteinas danadas o no necesarias— es lo que impulsa el ciclo
en un solo sentido.

A su vez la accion de las Cdk depende de puntos de control
que retrasan la entrada en la siguiente fase del ciclo si la fase
previa no se ha completado satisfactoriamente (por ejemplo, si
los cromosomas no se han duplicado por completo) o si el ADN
ha sido danado por radiaciones o agentes quimicos, dando tiem-
po a la actuacion de sistemas reparadores. El mal funcionamien-
to de estos mecanismos de control puede llevar a la proliferacion
de células anémalas y a la aparicién de cancer, lo que subraya
la trascendental importancia del correcto transcurrir de todas las
etapas del ciclo.

1.1. Caracteristicas de la replicacion

Si las condiciones extra e intracelulares son propicias, si to-
dos los puntos de control han dado el “visto bueno”, la célula
podra ingresar en la fase S y duplicar sus cromosomas. Puesto
gue los cromosomas estan formados esencialmente por ADN, la
duplicacion de los cromosomas implica la replicacion del ADN,
proceso caracterizado por las siguientes propiedades:

A. La replicacion es semiconservativa

En un principio se propuso que el proceso transcurriria en dos
etapas. En primer lugar se generaria una especie de “negativo”
de la molécula, del mismo modo que se obtiene un molde de la
mano presionandola sobre una plancha de escayola; a continua-
cion se emplearia el negativo para la sintesis de la nueva molé-
cula, por un procedimiento equivalente al de verter cera liquida
en el molde de escayola para obtener una imagen positiva de la
mano.

Sin embargo, el modelo de la doble hélice de Watson y Crick
sugeria que el hipotético ciclo de replicacion podia abreviarse un
paso, porque cada molécula de ADN portaba ya su propio “nega-
tivo”: si se separaban las dos cadenas, cada una de ellas podria
servir de molde para que la maquinaria celular sintetizara una
copia idéntica de la otra —ensamblando los nucleétidos comple-
mentarios— y produjera dos moléculas de ADN donde antes ha-
bia solo una.
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Ilustracion 7.4. Expe-
rimento de Meselson y
Stahl. Para comparar

la densidad del ADN de
distintas generaciones de
bacterias lo dejaban flotar
en una solucion de cloruro
de cesio —mds denso

que la sal comin— a la
que ultracentrifugaban,
creando un gradiente de
densidad: las moléculas
mds densas se situaban
al fondo del tubo. Bajo la
luz ultravioleta el ADN
aparecia como una banda
oscura, que pudieron fo-
tografiar con una cdmara
especial mientras el tubo
giraba aun en la ultracen-
trifuga (Fuente: ASH).
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Este modelo de replicacion fue bautizado como semiconser-
vativo, porque cada molécula de ADN “hija” conservaba una de
las dos cadenas originales (es decir, la mitad de la molécula “ma-
dre”). Parecia el modelo mas légico, pero podian concebirse dos
alternativas verosimiles que, de entrada, no se debian descartar
[véase la ilustracion 7.3]:

e El mecanismo conservativo, en el que las dos hebras recién
sintetizadas formarian una doble hélice enteramente nueva
(en tanto que la original permaneceria intacta).

e El modelo dispersivo, en el que la molécula “madre” se rompe-
ria en fragmentos antes de copiarse, repartiéndose las piezas
originales y las nuevas entre las dos “hijas”.

Interesaba, por tanto, hallar alglin modo de decidir cual de las
tres alternativas era la correcta. En 1958, los estadounidenses
Matthew Stanley Meselson (n. 1930) y Franklin William Stahl (n.
1929) publicaron un elegante experimento que daba por zanjada
la cuestion [véase la ilustracion 7.4]. Estos bidlogos utilizaron la
bacteria Escherichia coli, con cuyo ADN resultaba relativamente
facil trabajar. En primer lugar tuvieron que idear un método para
poder distinguir el ADN original de las nuevas cadenas elabora-
das a partir de los nutrientes que consumieran las bacterias. So-
metieron, pues, el cultivo bacteriano a una dieta rica en 15N, un
is6topo pesado del nitrogeno que se fijaba en las bases nitroge-
nadas, de manera que al cabo de catorce generaciones el ADN
bacteriano era mas denso de lo habitual.

"N Extraccion del ADN y centrifugacion INTERPRETACION
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Ilustracion 7.5. Mecanismos

de replicacion del ADN que
son compatibles con el modelo
semiconservativo. Para mayor
claridad, las dos cadenas de la
doble hélice no aparecen enro-
lladas entre si (Fuente: ASH).
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A continuacion transfirieron las bacterias a un medio que te-
nia solo el isétopo ligero, *N, y cada veinte minutos —el tiempo
necesario para que apareciera una nueva generaciéon bacteria-
na— extrajeron muestras del cultivo. Los resultados obtenidos
fueron los siguientes:

e La densidad del ADN de la primera generacion (sehalado en la
ilustracion 7.4 como “hibrido”) revelaba que contenia **N y 1°N
en la misma proporcién. Es decir, cada bacteria habia hereda-
do la mitad de la molécula de ADN de su progenitora, y la otra
mitad la habia sintetizado a partir de componentes del medio,
en contra de lo predicho por la hipotesis conservativa.

e En la siguiente generacion aparecieron moléculas de ADN “hi-
brido” y de ADN con solo **N, lo que permitia descartar el mo-
delo dispersivo.

Esto es, la hipotesis semiconservativa era la iinica compa-
tible con los resultados experimentales; conclusion que fue co-
rroborada poco después, mediante otros experimentos, en célu-
las eucariotas.

B. La replicacion es bidireccional

La confirmacion del modelo de replicaciéon no acabd con las
incognitas, porque eran posibles varios mecanismos molecula-
res que darian como resultado la replicacidén semiconservativa
del ADN. Por ejemplo, las dos hebras nuevas podian originarse
en diferentes puntos del ADN inicial, creciendo cada una en una
direccién. Otra posibilidad es que ambas cadenas tuviesen el
mismo origen y creciesen a partir de €l en un solo sentido; en el
frente de avance habria una horquilla de replicacién, una estruc-
tura en forma de Y originada en el lugar donde se abre la doble
hélice parental. Por (ltimo, se podrian copiar ambas hebras en
dos horquillas de replicacién, que avanzarian en sentidos opues-
tos a partir de un Gnico origen [véase la ilustracion 7.5].

3 HO—# 5

desoxiribosa

fosforl & ¥
base 7 |J‘|_ frifosforilo Pirofosfatasa

;%\_
3
4

<

3' 0 ————————p 40 3'

5 pirofosfato (PP) 2P, 5’

Ilustracion 7.6. La sintesis de ADN podria transcurrir, en principio, por incorporacion

de nucledtidos al extremo 3’0 al 5’ de una cadena en crecimiento; en realidad, solo se ha

observado la primera alternativa (Fuente: ASH).
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Aunque se conocen ejemplos de plasmidos bacterianos o vi-
rus cuyo ADN se replica segln los dos primeros mecanismos, la
evidencia disponible sugiere que la tercera alternativa (es decir,
la replicacion bidireccional) es la utilizada por la inmensa mayoria
de las células procariotas y eucariotas. Se ha observado también
que los origenes de la replicacion no son puntos aleatorios de
la molécula de ADN; por el contrario, han de poseer rasgos (por
ejemplo, secuencias cortas repetidas) reconocibles por proteinas
especificas que, a su vez, reclutan las enzimas responsables del
proceso.

C. La sintesis de ADN progresa en sentido 5 — 3’

La ilustraciéon 7.5 parece insinuar que, a medida que la horqui-
lla de replicacion se “desplaza” por la molécula de ADN, las dos
hebras “hijas” crecen de forma continua, usando la energia de la
hidrélisis del grupo pirofosforilo terminal para afnadir el nucle6ti-
do siguiente a cada cadena. Como indica la ilustracién 7.6, ello
requeriria que una de las cadenas creciese en sentido 5’ — 3’y
la otra en sentido 3’ — 5’, ya que las dos hélices de ADN tienen
orientacién antiparalela. Sin embargo, nunca se ha descubierto
una enzima que catalice la polimerizacién de nucle6tidos en sen-
tido3' — 5.

Pero si la replicacion transcurre siempre en sentido 5’ — 3,
¢cémo pueden producirse dos cadenas a la vez? El problema fue
resuelto por los biélogos moleculares japoneses Reiji Okazaki

(1930-1975) y Tuneko Okazaki (n. 1933)
al descubrir, en 1968, que solo una de
las cadenas, a la que llamaron cadena
Sintesis de nuevo ADN adelantada, puede crecer de forma con-

=2 tinua en sentido 5" — 3’, “persiguiendo”

5

a la horquilla de replicacién en su movi-

Horguilla de replicacion

g

Ve
3 /ﬁ(\\;‘_ ) - 3

miento. La otra, la conocida como cade-
na retrasada, debe sintetizarse en senti-
do contrario al de avance de la horquilla

ARN cebador

1 3
5 g < 15’

3'|=;\\§ e — '3
5
L

Frogrﬁenfo
de Okazaki

%‘ Cadena GQeIOnh:ldO
I i £
ﬂ:_ T — 3
5
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5
3

Ilustracion 7.7. Sintesis de la cadena retrasada
mediante la formacion de fragmentos de Okazaki
(Fuente: ASH).

de replicacion, por lo que inevitablemen-
te tiene que hacerlo en forma de cortas
piezas (de unos miles de nucle6tidos de
longitud en bacterias, y de pocos cente-
nares en eucariotas) llamadas fragmen-
tos de Okazaki: el desplazamiento de la
horquilla de replicacién pone al descu-
bierto el sitio en donde se inicia la sinte-
sis de cada uno de tales fragmentos, que
crecen hasta toparse con el formado in-
mediatamente antes [véase la ilustracion
7.7]. Posteriormente, estos fragmentos
se unen entre si.
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1.2. Replicacion del ADN en bacterias y en
eucariotas

La busqueda de enzimas capaces de sintetizar ADN se inicio
en 1955. El bioquimico estadounidense Arthur Kornberg (1918-
2007), aislo y caracterizé en Escherichia coli una enzima hoy co-
nocida como polimerasa | del ADN (abreviadamente, ADN pol I).
Se trata de una polimerasa de ADN dirigida por ADN, es decir,
agrega desoxirribonucleétidos utilizando como molde ADN. Sin
embargo, poco después se comprobd que no es la enzima ade-
cuada para la replicacion del cromosoma bacteriano. Se han des-
cubierto en Escherichia coli otras cuatro polimerasas del ADN, de
las cuales la mas importante es la ADN pol lll, asi como veinte o
mas proteinas diferentes, cada una con una tarea especifica. El
conjunto se denomina replisoma o replicasa del ADN.

El replisoma de las bacterias

La ADN pol Ill recuerda a la polimerasa del ARN propia de la
transcripcion: ambas polimerizan en sentido 5’ — 3’ y requieren
un molde de ADN; la formacién de enlaces fosfodiéster esta favo-
recida en los dos casos por la posterior hidrélisis del pirofosfato,
debida a la enzima pirofosfatasa. No obstante, existen también
diferencias notables entre ambas:

e La polimerasa del ADN une desoxirribonucleétidos, no ribonu-
cleétidos.

e La polimerasa del ADN “lee” las dos hebras del ADN, no una
sola.

e La polimerasa del ADN presenta actividad exonucleasa en
sentido 3’ — 5’, es decir, elimina el Gltimo nucledtido incorpo-
rado si no es complementario. Esta capacidad para corregir
errores falta en la polimerasa del ARN, razén por la cual la tasa
de error en la transcripcién es mayor que en la replicacion.

e La polimerasa del ADN es incapaz de desenrollar el ADN y se-
parar las dos cadenas que deben copiarse. La polimerasa del
ARN, en cambio, si lo hace.

e Ni la ADN pol lll ni ninguna otra polimerasa del ADN es capaz
de iniciar la sintesis; tan solo puede alargar una cadena (un
polinucleétido) ya existente.

La complejidad enzimatica del replisoma [véase la ilustracion
7.8] refleja precisamente la necesidad de solucionar los proble-
mas de desenrollamiento, iniciacion y sintesis discontinua en la
hebra retrasada. El proceso incluye varios acontecimientos:

1. A la region de origen del cromosoma, identificada como oriC,

se unen unas proteinas iniciadoras que separan las hebras
de ADN gracias a la energia de hidrélisis de ATP. EI complejo
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Ilustracion 7.8. Principales
tipos de proteinas que actuan en
la horquilla de replicacion de las
bacterias (falta ariadir la pirofos-
fatasa, citada en la ilustracion
7.6). Obsérvese que el ADN se
pliega sobre la cadena retrasa-
da para permitir que una sola
molécula de ADN pol I1I, con dos
subunidades cataliticas, sintetice
a la vez las hebras adelantada y
retrasada (Fuente: ASH).
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de proteina y ADN se une a dos anillos llamados helicasas,
que desenrollan el ADN en ambos sentidos y crean dos hor-
quillas de replicacion.

Numerosas proteinas SSB (del inglés single-stranded DNA
binding, “unién a ADN de una sola cadena”) se asocian a las
cadenas de ADN separadas por la helicasa e impiden que se
vuelvan a unir, permitiendo asi la actuacion de la polimerasa.

La separacion de las hebras en la horquilla de replicacion
crea tensiones tras esta, que pueden originar superenrolla-
mientos; la girasa del ADN es la encargada de relajarlas.

Para que la polimerasa del ADN pueda actuar es hecesario un
cebador, esto es, una corta cadena a cuyo extremo 3’ pueda
anadir nucle6tidos. El cebador (primer, en inglés) es un oligo-
nucleétido de ARN, no de ADN, y se sintetiza por una enzima
llamada primasa, que se asocia a la helicasa formando un
primosoma.

En cada horquilla, la ADN pol lll cataliza la sintesis continua
de la cadena adelantada y, simultdneamente, de un fragmen-
to de Okazaki a partir de un cebador. Para evitar que la ADN
pol Ill se disocie del ADN, incluye subunidades en forma de
rosquilla lamadas abrazaderas deslizantes.

Abrazadera deslizante
Dominio catalitico
Complejo de carga de la abrazadera

Cadena
adelantada

Polimerasa
del ADN Il

Topoisomerasa Il

(girasa del ADN)

Cadena
retrasada

[— |

3
5

Primosoma

f Nuevo ARN

i cebador

Sintesis de
un fragmento
de Okazaki nuevo

Replisoma desplazdndose
(hacia la izquierda) en la
horquilla de replicacién

Proteinas SSB

}‘\‘ __,,}'- fw Finalizacién de la sintesis de la cadena retrasada
’\“ ] - oy i
¢ N 28l 3 ¥
N dee L \\,_:__ dGTR, ACTR, dATR oTTP
==Y s Polimerasa del ADN |
= 1’57;: GMR CMP, AMP, UMP
NS 0 | |3 :
e At

ATP
Ligasa del ADN KAW .

Modelo esquematico de 5 3
la abrazadera deslizante
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Una vez formado cada fragmento de Okazaki, la ADN pol I
elimina los ribonucleétidos del cebador gracias a que posee
actividad exonucleasa 5’ — 3’ (ademas de la actividad exonu-
cleasa 3' — 5’ tipica de las polimerasas de ADN) y los reem-
plaza por los correspondientes desoxirribonucleétidos gracias
a su actividad polimerizadora.

Tras la eliminacion del cebador y el relleno del hueco con ADN
alin queda una mella entre el extremo 3’ de cada nuevo frag-
mento de ADN y el extremo 5’ del anterior. La ligasa del ADN
sella entonces dicho hueco formando un enlace fosfodiéster.

Giigen de Eeplicccién 8. Cuando las dos horquillas de replica-
A TN N cién iniciadas en oriC se aproximan
":|'. al extremo opuesto del cromosoma

/ circular de Escherichia coli tropiezan
con la secuencia Ter (de terminador)
que detiene su avance. Finalmente
quedan dos cromosomas circulares
encadenados, que mas tarde se se-

paran.

La replicacién del cromosoma bac-
teriano esta asociada a la membrana
plasmatica: la secuencia oriC es “se-

\ ' CK
I ( II'I i ” H
) ":g:_ ) Teminador  cuestrada” por un complejo formado

'3 por dos replisomas [véase la ilustracion

Tlustracion 7.9. En la replicacion del cromosoma bacteriano 7.9] anclados a la membrana en el cen-
no es el replisoma el que avanza a lo largo de cada horquilla, tro de la célula; tras duplicarse, los dos
sino que ambos replisomas permanecen juntos y anclados a puntos oriC se desplazan a extremos
la membrana y es el ADN el que avanza a su través (Fuente: opuestos y “arrastran” asi cada cromo-

ASH).

soma a su correspondiente célula hija.

Replicacion en eucariotas

La replicacion del ADN en eucariotas es similar a la que se da

en bacterias, aunque hay algunas diferencias:

Mientras que las bacterias pueden replicar su ADN continua-
mente, comenzando un nuevo ciclo de replicacién incluso an-
tes de finalizar el anterior, en los eucariotas el ADN solo se
replica durante la fase S del ciclo celular.

El cromosoma eucariota tiene varios origenes de replicacion (y
no uno solo, como las bacterias): desde cada uno de ellos se
desplazan dos horquillas, formando una burbuja de replica-
cion [véase la ilustracion 7.10].

e Las polimerasas del ADN son mas numerosas —hay al me-
nos quince— y también son distintas a las procariotas; alguna
de ellas, como la pol «, tienen actividad primasa ademas de
polimerizadora.
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Origenes de replicacién  Burbuja de replicacion Mas llamativo es un problema que afecta al cro-

7\ 2N\

mosoma eucariético por el hecho de ser lineal: la

wﬂw

Horquillas de replicacion

hebra retrasada tiende a acortarse en cada gene-
racion celular [véase la ilustracion 7.11]. El proble-
ma se aten(a gracias a los telomeros, ubicados
en los extremos de los cromosomas y formados

v
YD) ) ) =it
-W%\:/ lula somatica se divide pierde entre 50 y 100 nu-

v

cleétidos de los telomeros; tras muchas generacio-
nes celulares se habran “agotado” las secuencias
teloméricas y el cromosoma perdera informacion

=

genética importante, lo que podria estar relaciona-

=———— do con el envejecimiento celular.

Ilustracion 7.10. Replicacion de una molécula
de ADN eucariota a partir de varios origenes Las células de la linea germinal, en cambio,

(Fuente: ASH).

poseen una enzima llamada telomerasa capaz de

“reparar” los extremos de los cromosomas. Esta
enzima sintetiza ADN utilizando ARN como molde (al revés que
la transcripcion), por lo que se dice que es una transcriptasa
inversa o retrotranscriptasa.

1.3. Mutaciones

Pese a su elevada fidelidad en el proceso de copia, a veces
las polimerasas del ADN cometen errores. Por término medio,
uno de cada 10 000 nucleétidos incorporados por la ADN pol
[ll es incorrecto (por ejemplo, se aparea una dG con una dT). A
estos errores espontaneos hay que anadir las lesiones del ADN
introducidas por:

e Agentes ambientales, entre los que cabe destacar:

» Calor, que hidroliza los enlaces N-glucosidicos entre las ba-
ses puricas y la desoxirribosa (cada célula humana pierde
alrededor de 5 000 bases puricas diarias).

» Radiaciones ionizantes, como rayos X, gamma o particulas
subatémicas de alta energia emitidas en desintegraciones
radiactivas. Portan suficiente energia como para arrancar
electrones de atomos que, a su vez, ionizan otros atomos
cercanos. Como resultado, pueden romper las hebras del
ADN.

» Radiacion ultravioleta (UV). Esta radiacion no ionizante in-
duce alteraciones en el ADN porque es absorbida por los
anillos de las bases pirimidinicas (timina y citosina). Una
base pirimidinica que ha absorbido radiaciéon UV puede
formar un doble enlace con otra base pirimidinica vecina,
originando un dimero de pirimidina [véase la ilustracion
7.12].
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Cadena adelantada 5' CCCCAA——ooos3 3’
5 : = 3’ 3 GTTGGGGTTGGEETTGGGET T e 5
Extremno def | 3'< . La telomerasa se une al
cromosoma | 5 e=mmmmm———=s ' 3 ARN de la f
L : : 5 telomerasa exfremo 3’ de la cadena
Ulimo ARN Cadena refrasada parerna (felomero)
cebador 5 CCCCAAE=———= ¥
l GTTGGGGTTGGGGTTGGGG T T o 5'
Elirmi . 3 La telomerasa alarga e/
dfg}g}saz?ﬁ o 2 extremo 3 utilizando su
I ropio ARN como molde
cebadores T agmmm—— Qﬂ.___ 1 3! - prep
4 5 CAACCCCA 5' CCCCAAm==== J
Hueco que _ _GGGGGHGGGGﬁGGGGﬁGGGGW— 5
fepuede La polimerasa sinfetiza ADN Lo polimerasa a del ADN,
(S desde el extremo 3’ libre que fambien actua como
polimerasa, 5 L 3 primasa, completa la
alno haber 3« ;’j 1 57 cadena refrasada
Uf" ‘ex‘rremo‘-\h 5’ = 13 5’ CCCCAACCCCAACCCCE===>  CCCCAAD=——=-= J}'
3 lbre 3 5 3 GTTGGGGTTGGGGTTEGGGETTGGGETTGGEGTT s 5’

Ilustracion 7.11. Izquierda: Acortamiento del extremo de un cromosoma. Derecha: Replicacion mediante la

telomerasa del telomero del protozoo Tetrahymena (con la secuencia repetida GGGTTG). (Fuente: ASH).

» Carcinégenos quimicos (esto es, sustancias que inducen
cancer debido al dafo que causan al ADN de determinados
genes —oncogenes— que regulan la proliferacion celular) y
otras sustancias téxicas. Algunos son analogos a las bases
del ADN y se incorporan durante la replicacion, pero se apa-
rean indebidamente [véase la ilustracion 7.13], mientras
que otros modifican quimicamente las bases ya incorpora-
das (por ejemplo, metilandolas).

e Subproductos del metabolismo, como las formas reactivas
del oxigeno (perdxido de hidrégeno, radicales hidroxilo y supe-
réxido). Provocan desde la oxidacién de la desoxirribosa y de
las bases nitrogenadas hasta la rotura de las cadenas de ADN.

Si no se corrigieran, estos cambios podrian bloquear la repli-
cacion del ADN y matar a la célula. Afortunadamente, la célula
cuenta con sistemas de reparacion que rastrean continuamente
el ADN y reemplazan cualquier nucleétido alterado. Buena parte
de los errores son corregidos por la actividad exonucleasa 3' —
5’ de la propia polimerasa del ADN. Otros mecanismos dependen

=Tl . o - )
T de sistemas enzimaticos que eliminan bases alteradas o seccio-
_ nes de la cadena danadas; en ambos casos, el hueco dejado
- T i » L
—— se rellena usando la hebra no alterada como patron [véase la
weWan,, ilustracion 7.14].
Distorsion 1

Muchos de estos sistemas de reparacién no cometen errores,
pero en otros casos el propio mecanismo reparador genera cam-
bios en la secuencia del ADN que se propagan a las generacio-
nes celulares siguientes (la sustitucion de un par AT por un par

Dimeros
de fimina

Ilustracion 7.12. Formacién G-C que se explica en la ilustracion 7.13 es un ejemplo). Estos
de dimeros de pirimidina por cambios heredables en el material genético, originados bien por-
accién de la radiacion ultra- gue no se repara una lesion, bien porque se repara introduciendo

violeta (Fuente: ASH). errores, se conocen como mutaciones.
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O Bromodesoxiuridina (B) O Timidina (T)

Br

S A e = e

SEAT A E T A

| NH H
o GTTAGCGATAGC
/ CAATCGCTATCG
————
La brormodesoxi-
OH OH uriding se gparea
Y, GTTAGCGATAGG —, &TTAGCC® "' con desoxiguanosing
é"oe CAATCGCTABCG CAATCG
@ > ]
GTTAGCY ¥ "eooo GTTAGCGATGGC
CAATCG, 3 @ —* CAATCGCTABCG
R
) GTTAGCGATAGG
$6° = CaaTcecTATCE
e
C————
& GTTAGCGATGGC o
CAATCGOTAGCG, | ™\ 0(,,0'»
Secuencia en / S \>
]
GTTAGCGATAGC la que un par GTTAGC <
CAATCGCTATCG A-T ha sido CAATOC o, ,.@\\
sustituido por GTTAGCGATGGC / e Gt
Secuencia original un par G-C CAATCGCTABCG &’

Helicasa
(elimina un segmento
de 29 nucledtidos l =
en el ser humano) ‘& g
GicTy A ST
ccd AT AAGGE ST A

Polimerasa del ADN
lincorpora nucledtidos) ‘

cc /47— € A7
CcC A AAGEGE S A

Ligasa del ADN
(sella el hueco)

e 7 A7 7 € 47

G AT AAGEE S A

Ilustracion 7.13. La bromodesoxiuridina es andloga a la timidina, pero se
aparea con la desoxiguanosina e induce mutaciones (Fuente: ASH).

Ilustracion 7.14. Reparacion
de lesiones en el ADN (dimeros

de pirimidina, por ejemplo) por
eliminacion de varios nucledti-
dos (Fuente: ASH).

Debido a la eficacia de los sistemas de reparacion la tasa de
mutaciones espontaneas es baja (en Escherichia coli solo se
acumula un error en la replicacion cada 10° pares de bases),
pero los agentes fisicos y quimicos mas arriba citados (denomi-
nados mutagenos) pueden incrementarla, hablandose entonces
de mutaciones inducidas. En los animales se transmiten a la
descendencia solo las mutaciones que afectan a las células de
la linea germinal (mutaciones germinales), pero no las mutacio-
nes somaticas. Como veremos seguidamente, sus repercusio-
nes son muy variables.

Estructuralmente, las mutaciones pueden clasificarse en:

1. Mutaciones puntuales o génicas, que se producen al cam-
biar la secuencia de nucleétidos de un gen. Pueden deberse
a sustituciones de unas bases por otras o a la eliminacion o
adicion de algunos nucleétidos. Si afectan a genes que codifi-
can proteinas pueden ser:

e Mutaciones silenciosas, que no alteran la secuencia de
aminoacidos, bien porque se producen en intrones, bien
porque dan lugar a codones sinénimos.

e Mutaciones con sentido erréneo, en las que el cambio
de una base origina un cambio en un aminoacido y, en
consecuencia, una proteina alterada. Por ejemplo, la
sustitucion de una dT por una dA en el nucleétido 17 del
gen HBB humano provoca que un codén GAG del ARNm
cambie a GUG y el sexto aminoacido de la cadena 3 de la

288
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hemoglobina sea valina en lugar de glutamato; esto origina
una proteina anémala (la hemoglobina S) responsable de la
anemia falciforme.

e Mutaciones sin sentido, si un codon se convierte en codén
de terminacion y la traduccién acaba antes de lo previsto,
produciendo una proteina acortada.

e Mutaciones por corrimiento del marco de lectura [véase la
ilustracion 6.21], como en el gen ABO humano: la supresion
de un nucleétido origina una proteina con los aminoacidos
cambiados y, por tanto, no funcional (tipo sanguineo 0).

2. Mutaciones cromosomicas, que suponen variaciones en la
secuencia de genes de uno o varios cromosomas. Son ejem-
plos las deleciones, las inversiones, las duplicaciones y las
translocaciones, explicadas en la ilustracién 7.15. Muchas
enfermedades humanas, incluyendo algunos tipos de cancer,
tienen su origen en anomalias cromosomicas de esta clase. A
menudo alteran el correcto apareamiento de los cromosomas
durante la meiosis, disminuyendo mucho la fertilidad.

3. Mutaciones genomicas, si afectan al nimero de cromoso-
mas. Segun el nivel de ploidia celular (el niUmero de juegos de
n cromosomas homologos) tendremos:

a. Euploidia, cuando el nivel de ploidia es un niimero entero.
Normalmente dicho nlimero es 2 para las células somati-
cas (diploidia), pero puede variar:

e En la poliploidia el nivel de ploidia es mayor de 2. Son
ejemplos la triploidia, en la que la célula posee 3n cro-
mosomas, o la tetraploidia (4n). En los seres humanos
son generalmente incompatibles con la vida extraute-
rina, pero en plantas son muy corrientes; el trigo, por
ejemplo, es hexaploide (6n).

e En la haploidia o monoploidia solo hay un juego de cro-
mosomas (n).

AT T =1 T —C s B
PP —— A~ - . ——C &= B . B
Delecion:; Inversion; Duplicacion

Eliminacién de un frag- Giro de un fragmento de un segmento de un

menfo de cromosomd cromosomico en 180° cromosoma
S b s Translocacién Transposicién B RS
JUYS YRR NN - reciproca: o franslocacion  EBEEEERNINED

v Intercambio de no reciproca de 4

DA Y fragmentos entre un segmento a

75 ey e dos cromosomas ofro cromosoma T pu B E . F

Ilustracion 7.15. Descripcion de algunas mutaciones cromosomicas (Fuente: ASH).




Unidad 7

Replicacion del ADN, recombinacion y evolucion

b. Aneuploidia, si el nivel de ploidia no es un nlimero entero.

Lesion en lo doble hélice

5 oeeesssaen Eeesssssssnnm | Cromosoma

3 paterno
b == 1+ Cromosoma
3 = 7 matemno

Uno exonucleasa ampilia fa rofura,
defondo extensiones de codena
sencilla con el extremo 3' libre

5 ¢ ]

Uno de los exfrernos 3' se aparea
con su complementario en el

cromosoma hormdlogo Infacto
5 [——]
3' EE— 7 = F
5 ;"r J; m—
3 ——
La polimerasa extiende el
extremno 3' mediante sintesis
reparadorg de ADN
5' E—— [
3 '“_: — “F
s 4 < J \
3
Se forma una mofécula de ADN

con dos sobrecruzarmientos y se
“repara” Ig ofra cadena

El corfa y empalme de los dos

sobrecruzomientos generg
moléculas recombinacias
5
3 = |
5 E ————— ==

3 ==
Ilustracion 7.16. Reparacion de una le-

sion en la doble hélice por recombinacion
homdloga. En la meiosis no existe el corte
inicial, que es generado por una endonu-
cleasa (Fuente: ASH).

Dicho en otros términos, cambia el nimero de uno o unos
pocos tipos de cromosomas:

e Se habla de nulisomia cuando falta una pareja de cro-
mosomas homologos.

e La monosomia es la presencia de un solo cromosoma
de una pareja. En la especie humana se conoce el sin-
drome de Turner, correspondiente a mujeres que solo
tienen un cromosoma X (se simboliza por 45,X o por
45,X0, donde el nimero a la izquierda de la coma indica
el total de cromosomas).

e La trisomia implica la posesion de un cromosoma ex-
tra. La mas conocida en humanos es la trisomia en el
cromosoma 21 (simbolizada por 47,+21), causante del
sindrome de Down. Son también importantes el sindro-
me de Klinefelter, correspondiente a varones con dos
cromosomas X y uno Y (47,XXY), y el sindrome duplo Y
(varones con la constitucion cromosémica 47,XYY).

Los mecanismos de reparacion mas arriba descritos
dependen de la existencia de una hebra intacta que sir-
va como molde para restablecer el estado original de la
hebra danada. Pero ¢qué ocurre cuando la lesion afecta
a ambas hebras? En tal caso la célula podria obtener la
informacion requerida para una reparacion precisa de un
cromosoma homélogo distinto. Este mecanismo de repa-
racion se conoce como recombinacion homologa o gene-
ral, y es el mismo que causa el intercambio de fragmentos
de cromosomas homoélogos durante la meiosis. El proce-
SO se esquematiza en la ilustracion 7.16.

Los adjetivos homdloga y general evocan la posibilidad
de recombinaciones no homoélogas o especificas, que
desplazan secuencias concretas de nucleétidos llamadas
elementos genéticos maviles entre lugares no homolo-
gos del genoma. La idea de su existencia se remonta a
los trabajos de la citéloga estadounidense Barbara Mc-
Clintock (1902-1992), sobre la coloraciéon de las hojas de
maiz, en 1948.

El tamano de estos elementos genéticos méviles os-
cila entre unos pocos centenares y decenas de miles de
nucleétidos, y se han encontrado practicamente en todas
las células. Los mas estudiados son los transposones,
que cifran una enzima llamada transposasa capaz de
cortar los dos extremos del transposon e insertarlo en un
nuevo lugar del ADN. En el proceso pueden desplazar o
reordenar secuencias vecinas del ADN, causando muta-
ciones. Una fraccion significativa del ADN humano consta
de secuencias repetitivas relacionadas con transposones
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Tlustracion 7.17. Micrografia electrénica de
fatos T'1 fijados a la superficie de una bacteria
(Fuente: http://en.wikipedia.org/wiki).

Actividades

Replicacion del ADN, recombinacion y evolucion

que han “saltado” una y otra vez, dejando una copia en el lugar
de partida: forman parte del denominado ADN chatarra (0 ADN
basura), que no tiene una funcion aparente. En el otro extremo,
la transposicion permite que un mamifero pueda producir millo-
nes de genes de inmunoglobulinas o anticuerpos mediante la
recombinacion de unos centenares de segmentos génicos dise-
minados por el genoma [véase la Unidad 10].

Algunos elementos genéticos han llevado alin mas lejos su
movilidad. No solo pueden saltar de un cromosoma a otro, sino
incluso pasar de célula en célula a través del medio extracelular,
para lo cual empaquetan su acido nucleico en el interior de es-
tructuras proteinicas sintetizadas por la célula a la que abando-
nan. Se trata de los virus.

1. ¢Como se habrian distribuido las bandas de ADN en los tubos de centrifugacion de la ilus-
tracion 7.4 si la replicacion fuese, en realidad, conservativa?

2. Al repetir el experimento de Meselson y Stahl con bacterias traidas del imaginario planeta
Tatooine, el ADN de la primera generacion aparecia como una sola banda “hibrida”; en
las siguientes generaciones aparecia también una sola banda, pero de densidad cada vez
menor. ;A qué conclusiones permite llegar esta experiencia?

3. Una de las hebras de un ADN tiene la composicion: A=25%,G=24%,C=18 %y T =33
%. ¢Qué composicion tendra el ADN total obtenido mediante su replicacion?
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10.

11.

Al centrifugar el ADN de una bacteria mutante cuya ligasa es defectuosa se obtienen dos
bandas, una de alta y otra de baja masa molecular. Explica este resultado.

La horquilla de replicacion avanza a un ritmo de unos 1000 nucleétidos por segundo en
bacterias, pero de solo 50 por segundo en eucariotas. Propon una hipétesis que explique
este hecho.

El ADN de Escherichia coli tiene unos 4 millones de pares de bases. ¢Cuanto tarda en
replicarse? ¢;Como, entonces, pueden dividirse las células cada 20 minutos?

Un cromosoma humano medio tiene unos 150 millones de pares de bases, ¢cuanto tarda-
ria en duplicarse con un Unico origen de replicacion? Saca conclusiones.

;Tiene sentido la distincion entre mutaciones somaticas y germinales en las plantas o en
los microorganismos eucariotas (como los protozoos)? Discutelo.

Un tipo corriente de mutacion espontanea es la pérdida del grupo amino (desaminacion)
de la citosina y su sustitucion por un grupo cetona, lo que ocurre unas cien veces al dia en
cada célula. ¢En qué base se transforma la citosina?

¢Qué consecuencias tendria el que el ADN contuviese uracilo en lugar de timina?

Una célula del esporofito de una planta tiene 12 cromosomas. ¢ Cuantos cromosomas ten-
dra un individuo monosémico, un trisémico, un nulisémico, un triploide y un tetraploide?

oo

Recuerda

e La replicacion del ADN es semiconservativa y se inicia en regiones especiales llamadas ori-
genes. La mayoria de los cromosomas tienen origenes bidireccionales.

e La polimerasa del ADN sintetiza en sentido 5’ — 3’, por lo que aunque en una de las hebras
(la adelantada) la sintesis sea continua, en la otra (la retrasada) es discontinua, formandose
fragmentos de Okazaki que se unen posteriormente.

e La fidelidad de la replicacion depende de la actividad correctora de la polimerasa y de siste-
mas de reparacion de errores, que también eliminan las lesiones introducidas por mutage-
nos. Una alteracion no reparada o mal reparada puede dar lugar a una mutacion, que puede
afectar a la estructura de un gen (mutacién puntual), a la de un cromosoma (mutacién cro-
mosoémica) o al nimero de cromosomas, esto es, al genoma (mutacién gendmica).
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2. Reproduccion de virus

Como mencionamos en la Unidad 4, los virus son estructuras
acelulares que inducen en las células huésped la sintesis de nue-
vos virus idénticos a los originales. La reproduccion virica varia
en funcién del tipo de virus y, consecuentemente, de la célula
huésped, aunque presentan una serie de etapas comunes:

1. Fase de fijacion o adsorcion. Algunos componentes de la
capsida o de la cubierta lipoproteinica de los virus se fijan a
determinadas glucoproteinas o lipoproteinas de la membrana
de la célula hospedadora. En los virus vegetales no se han
encontrado receptores de este tipo.

2. Fase de penetracion. Tras el primer contacto el virus penetra
en la célula, lo que puede ocurrir de varias formas:

e Los bacteri6fagos, con la ayuda de una lisozima, realizan
un pequeno orificio en la pared bacteriana y a través de
él inyectan su ADN mediante la contraccién de su cola. La
capsida queda vacia en el exterior.

e Los virus desprovistos de envoltura penetran enteros, por
endocitosis o perforando la membrana mediante hidrolasas.

e Los virus con envoltura pueden pasar directamente al inte-
rior después de que su membrana y la de la célula hospe-
dadora se hayan fusionado. En otras ocasiones es todo el
virus, incluida su membrana, el que se introduce en la cé-
lula; en este caso se forma una vesicula endocitica que se
fusiona con un lisosoma, momento en el que el virus apro-
vecha para escapar al citoplasma [véase la ilustracion 7.18].

3. Fase de eclipse. Tras la penetracion, o al tiempo que esta,
tiene lugar la denudacion, que es la eliminacion total o parcial
de las cubiertas proteinicas del virus, de modo que el acido
nucleico desnudo, o asociado a alguna enzima implicada en
su expresion, quede expuesto. Segln la duracién de esta fase
podemos diferenciar dos tipos de ciclo:

a. Ciclo litico. En este caso la fase de eclipse es muy breve
y el virus rapidamente se multiplica (fase siguiente). Es el
tipo de ciclo mas habitual en la naturaleza y los virus res-
ponsables se llaman virulentos (un ejemplo es el virus de
la influenza).

b. Ciclo lisogénico. En este ciclo, descrito por primera vez en
fagos por el bidlogo y médico francés André Lwoff (1902-
1994), el ADN virico no se multiplica inmediatamente, sino
que permanece en estado latente por un periodo de tiem-
po mas o0 menos largo.
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Los extremos terminales del ADN de estos virus pre-
senta unas secuencias llamadas repeticiones terminales
largas (LTR, por las siglas del inglés long terminal repeats)
gue contienen regiones que promueven y potencian la in-
tegracion del genoma virico en un lugar especifico del ADN
bacteriano. A este virus insertado se le denomina provirus
o virus atenuado. En otros casos, el acido nucleico virico
permanece en el citoplasma en forma de plasmido.

La célula prosigue sus funciones vitales sin que el virus
se manifieste; cuando el ADN bacteriano se duplica lo hace
también el ADN virico, de modo que el genoma virico pasa
a las células bacterianas hijas. Esta situacién se puede
prolongar durante muchas generaciones celulares hasta
gue una alteracién de las condiciones ambientales provo-
ca la activacion del ADN virico y se completan las restantes
fases de ciclo infeccioso.

Un ejemplo de ciclo lisogénico lo hallamos en algunos
tipos de virus del herpes, que producen lesiones cutaneas
siempre en el mismo lugar; estos virus persisten en forma
lisogénica hasta que una irradiacion solar muy intensa o
un acceso de fiebre los activa y entran en ciclo litico, dan-
do lugar a las llamadas “calenturas”. Otros virus animales
llevan también a cabo este ciclo.

Viridn

Nucleo

Ribosomas

Aparato
de Golgi

Tlustracion 7.18. Ciclo reproductivo del virus de la influenza A. 1) El virién se une a la membrana y entra en
la célula por endocitosis mediada por receptor, formando un endosoma. 2) la envoltura del virus se fusiona con
la del endosoma y el ARN viral es translocado al niicleo. 3) En el niicleo, la polimerasa viral transcribe (3a) y
replica (3b) el ARN viral. 4) El nuevo ARNm migra al citoplasma, donde es traducido. 5§) Las proteinas recién
sintetizadas pasan al niicleo (5a), donde se unen al ARN viral formando la nucleocapsida, o son transporta-
das a la membrana plasmdtica a través del aparato de Golgi (5b), generando las proteinas que permitirdn a
los futuros viriones adherirse a células epiteliales. 6) Las nucleocdpsidas recién formadas migran al citoplas-
ma y se asocian con las regiones de la membrana plasmdatica donde han sido insertadas las proteinas de adhe-

sion. 7) Los nuevos viriones abandonan la célula mediante gemacion (Fuente: hitp://en.wikipedia.org/wiki).
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4. Fase de multiplicacion. En esta fase se activa la transcrip-
cion del acido nucleico del virus para formar las proteinas
encargadas de la sintesis de los componentes de la capsida
y las que participan en el ensamblaje de los distintos compo-
nentes del virus (los ribosomas y el resto de la maquinaria,
asi como la materia prima necesaria, proceden de la célula
huésped). Los acidos nucleicos y las proteinas recién sinteti-
zadas se acoplan para producir nuevos viriones. Finalmente
se sintetizan las enzimas liticas involucradas en la liberacion
de los viriones.

o

Fase de liberacion. Es la etapa final de la infeccion. Las nue-
vas particulas viricas, a la vez que se sintetizan, se liberan de
la célula huésped y pueden infectar otras células iniciando un
nuevo ciclo. La liberacion varia en funcién del tipo de virus:

e Los virus sin envoltura salen directamente por exocitosis
[véase la Unidad 3] o bien perforando la membrana con
enzimas liticas.

e Los virus con envoltura se rodean de una porcion de mem-
brana plasmatica de la célula huésped, que constituir la
cubierta lipoproteinica del nuevo virus, y se separa de la
célula por gemacion [véase la ilustracion 7.18].

El ciclo reproductivo de los virus tiene una duracion muy va-
riable (5 0 6 horas en el virus de la gripe, varios dias el virus del
sarampion...).

Replicacion, transcripcion y traduccion virica

La multiplicacion del virus implica la replicacion de su ma-
terial genético, la transcripcion (formacion del ARNm) y de la
traduccion (sintesis de proteinas). Las principales variaciones
afectan a la replicacion puesto que el material genético del virus
no siempre es un ADN:

e Los virus con ADN duplican su acido nucleico por

\ medio de mecanismos y herramientas similares a
74‘%} los empleados por las células para replicar su ma-
234

|

terial genético. Si el ADN es monocatenario, previa

ADN complementaria para formar la doble hélice.
La replicacion del ADN viral es generalmente se-
miconservativa.

P%; a la replicacion, ha de sintetizar una cadena de
Lo |

\ e Los virus con ARN duplican el material genéti-

@ H co sin necesidad de “pasar” por ADN, actuando

cada cadena de ARN como molde para la sintesis
de su complementaria. La excepcion la constitu-
yen los retrovirus [véase el recuadro Ciclo de un

Ilustracion 7.19. Ciclo litico y lisogénico de retrovirus]: su ARN sintetiza un ADN bicatenario,
Lwoff (Fuente: http://en.wikipedia.org/wiki). que servira posteriormente de molde para la sin-

tesis de nuevos ejemplares de ARN virico.
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La transcripcion del material genético virico es similar a la de
las células (en los virus con ARN, excepto en retrovirus, el ARNm
utiliza como molde una cadena de ARN y no de ADN).

La traduccion de los ARNm viricos también es semejante a la
de las células. El Gnico requerimiento, en los virus de células eu-
cariéticas, es que los ARNm viricos han de ser monocistronicos,
dando como resultado una Unica proteina porque, como ya vimos
en la Unidad 6, los ribosomas eucariéticos son incapaces de ini-
ciar la traduccion en el interior de un transcrito policistronico (no
pueden terminar la lectura de un ARNm en una senal de termina-
cién y reiniciar la traduccion en una senal de iniciacion contigua
para comenzar con la sintesis de otro polipéptido).

Ciclo de un retrovirus: el VIH

El VIH fue descubierto y relacionado con el SIDA en 1983 por el médico francés Luc Antoine
Montagnier (n. 1932). El virién del VIH [véase la ilustracion 4.19] tiene forma esférica, posee
dos copias de ARN monocatenario positivo (es decir, su secuencia es como la del ARN mensa-
jero correspondiente) rodeadas por una nucleocapsida en forma conica, envuelta, a su vez, por
una bicapa lipidica que aunque proceda de una célula huésped tiene proteinas viricas. Dentro
de la nucleocapsida se encuentran algunas enzimas como la transcriptasa inversa, una inte-
grasa y una proteasa.

Las células que el VIH invade son esencialmente los linfocitos Receptor o 5;" @
T4 [véase la Unidad 10] especialmente los de los ganglios linfati- e ‘

cos. Las etapas de fijacion, penetracion (por endocitosis) y denu- Ll | el
dacion son las tipicas del ciclo virico. Una vez en el interior de la ﬁ;nscnofoso—l ARN{?’\
. L. inversa _—virico
célula se suceden la siguientes etapas: -
Replicacion — ADN
e La transcripcion inversa. La transcriptasa inversa sintetiza || o o XWX — ADN ‘
. . . bicatenario
una cadena de ADN complementario al ARN virico. Posterior- mfegrodo, ’l"-
mente, las dos moléculas sintetizadas se asocian para formar /\ (?. N\
una cadena de ADN bicatenario que pasa al nlcleo y se inser- { \ l’”’egmsa\ “
ta, con ayuda de la integrasa, en el ADN de la célula huésped. | Q‘:O '
\ Transeripcion /\
e EI ADN virico se transcribe por los mecanismos normales de N a7
P . . . NUcl
la célula y forma un ARNm complejo, constituido por intrones ST ”
y exones, que debe ser procesado. Este ARNm sale del nucleo e — |
por los poros nucleares. FoR e
. . Proteasc e
e Unavez en el citoplasma, el ARNm virico es traducido usando kk Ensamblaje <_|{>//
la maquinaria de la célula infectada y se sintetizan proteinas @- iey “‘. . See
viricas no funcionales que han de ser procesadas por protea- R \‘72’ ,,‘.?}3’“‘%
sas especificas del VIH. Nuevos o, %
viriones \°—1§/°

e Las proteinas viricas ya funcionales se ensamblan, junto con Iustracion 7.20. Ciclo
los ARN provirales previamente sintetizados, y forman la cap- reproductor del VIH (Fuente:
sida y sus componentes internos. www.wikipedia.org/wiki).

El Gltimo paso es la gemacion, cuando las nucleocapsidas viricas se aproximan a la mem-
brana plasmatica, se forma una vesicula que termina por desprenderse mediante gemacion,
formando un nuevo virion.
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3. Procesos parasexuales
en bacterias

Como revela la ilustracion 7.9, las bacterias se multiplican
asexualmente por biparticion, de forma que cada célula bac-
teriana da lugar a dos células hijas idénticas. Este tipo de divi-
sion tiene el inconveniente de que todos los descendientes son
genéticamente idénticos, salvo la variabilidad introducida por
mutaciones. No obstante, las bacterias han desarrollado unos
procesos parasexuales que, mediante mecanismos de recombi-
nacion, les aseguran cierto grado de variabilidad genética.

Basicamente, estos procesos implican el transporte de un
fragmento de ADN procedente de una bacteria donadora a otra
receptora (de la misma especie o0 de una especie distinta). En
funcién de cual sea el mecanismo de transporte del ADN, los pro-
cesos parasexuales [véase la ilustracion 7.21] se clasifican en:

1. Transformacion. En este proceso descubierto por Griffith
[véase la ilustracion 6.3] no hay agente transportador: el ADN
procedente de una bacteria muerta es captada por otra bac-
teria, denominada competente, que sintetiza una proteina es-
pecifica llamada factor de competencia. Una vez dentro de la
célula, si el ADN exdégeno presenta segmentos homologos con
el ADN de la célula receptora, se puede producir la recombi-
nacion. La transformacién solo se da, y con peculiaridades es-
pecificas, en algunas cepas de géneros como Streptococcus,
Haemophilus y Bacillus.

2. Transduccion. Es el proceso mas frecuente. Implica la trans-
ferencia de ADN de una bacteria a otra por medio de un agen-
te transportador o vector, que puede ser un fago atenuado o,
en ocasiones, un plasmido. El primer caso tiene lugar cuando
el ADN de un profago se separa del cromosoma bacteriano,
arrastrando de forma accidental unos pocos genes bacteria-
nos. Estos fragmentos de ADN bacteriano podran pasar a una
nueva bacteria infectada vy, si este ADN exdégeno es comple-
mentario con el del ADN de la bacteria, habra emparejamien-
to y recombinacion entre ambas cadenas de ADN.

3. Conjugacion. La conjugacion permite el paso de grandes por-
ciones de genoma de una bacteria a otra. La capacidad de
una bacteria para funcionar como donadora o receptora esta
determinada genéticamente: en una poblacién de bacterias
las hay dadoras, las F+ o fertilidad+, y otras aceptoras, las F- o
fertilidad-. Las primeras poseen un fragmento de ADN con el
factor F que puede localizarse en un plasmido (bacterias F+)
o bien estar integrado en el cromosoma bacteriano (bacterias
Hfr, de sus siglas en inglés high frequency of recombination,
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“alta frecuencia de reco

mbinacién”). Una célula F+ puede

convertirse en Hfr y viceversa, simplemente incorporando o
liberando el factor F al cromosoma bacteriano.

TRANSFORMACION Fragrmentos de ADN
—
o 7T
E
Eeee—
2
Celula —_ Celula

donadora Gen portador de receptora

resistenci

TRANSDUCCION

1 ¢ un antibidtico

A
@f“ﬁ_g

Célula donadora Célula
infectada por un virus recepiora

Célula donadora

Célula receptora

Ilustracion 7.21. Esquema de los procesos

parasexuales de bacterias(Fuente: ASH).

Ilustracion 7.22.
Conjugacion bacteriana
mediante pili. Imagen
obtenida por microsco-
pia electronica (Fuente:
hitp:/ /microbiologybytes.
wordpress.com).

La conjugacion se realiza me-
diante los pili [véase la ilustracion
7.22] presentes Unicamente en las
bacterias donadoras (en el factor F
se encuentran, entre otros, los ge-
nes para su formacion). Se forma
un tubo de conjugacion, a través
del cual se va a transferir parte de
genoma de la bacteria donadora a
la receptora. En el caso de las bac-
terias F+, de forma simultanea a la
transferencia se produce la rotura
de una de las dos cadenas del plas-
mido con el factor F (la otra perma-
nece cerraday se replica); posterior-
mente, la cadena abierta pasa de la
célula F+ a la F-. Cuando la transfe-
rencia finaliza, se rompe el contacto
entre las células. Al final de la con-
jugacion se obtienen dos bacterias
F+ —una porque conserva el factor F

y la otra porque lo ha recibido—. En el caso de bacterias Hft, el

proceso de transferencia

es similar al de los plasmidos.

Los procesos parasexuales confieren variabilidad genética a
las bacterias porque, junto con los caracteres genéticos que es-

tan codificados en el factor
por ejemplo, los que proporc

F, se transfieren otros genes como,
ionan resistencia a los antibioticos.
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Actividades

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Razona por qué los virus pueden causar la muerte de la célula hospedadora.

¢Qué componentes basicos ha de presentar el genoma de un virus animal para poder
formar nuevos viriones? Razona la respuesta.

¢Por qué se denomina transcriptasa inversa a la enzima de los retrovirus?
¢Pueden existir mecanismos de recombinacion en virus? Razona la respuesta.
Explica como puede una bacteria hacerse resistente a un antibiético.

¢Los procesos parasexuales son formas de reproduccion? Razona la respuesta.

oo

Recuerda

e Los virus se multiplican utilizando toda la maquinaria de la célula huésped. Pueden repro-
ducirse siguiendo el ciclo litico (se forman gran nimero de viriones que rapidamente salen
de la célula huésped) o el ciclo lisogénico (el material genético del virus se integra en el
genoma de la célula huésped y se replica con él). El virus del SIDA presenta la transcripta-
sa inversa, que forma ADN tomando como molde el ARN.

e Los procesos parasexuales confieren a las bacterias variabilidad genética; son la transfor-
macion, la conjugacion y la transduccion.




Unidad 7 Replicacion del ADN, recombinacion y evolucion

I 4. Ingenieria genética

En las Gltimas décadas el interés por conocer el genoma, los
mecanismos por los cuales se expresan los genes (fenotipo) y su
regulacion, ha fomentado el desarrollo de una serie de técnicas
de aislamiento y manipulacion del material genético y de trans-
ferencia de genes de un organismo a otro. El conjunto de todas
estas técnicas constituye la ingenieria genética y posibilita la
formacion de nuevas especies, la reparacion de defectos genéti-
cos y la sintesis de una gran variedad de productos.

4.1. Principales técnicas de la ingenieria
genética

A. Técnicas de ADN recombinante

La ingenieria genética utiliza las denominadas endonuclea-
sas de restriccion o restrictasas, unas enzimas que escinden el
ADN en puntos concretos para, de esta manera, obtener los seg-
mentos que nos interese. La mayoria de las restrictasas actian
sobre secuencias palirdrératcas, es decir, “capicliias”:

5°-G|AATTC ——> 5"-G AATTC - 3~
3°-CTTAA|G 3°CTTAA G-5"

Las flechas rojas indican el punto de corte. Vemos que tras
el corte queda un oligonucleétido (en el ejemplo formado por un
solo nucleétido) en cada uno de los lados, que son complemen-
tarios; estos extremos se llaman cohesivos y facilitan la unién
entre distintos fragmentos cortados por la misma restrictasa.

Las enzimas de restriccion permiten obtener ADN recombi-
nante in vitro y producir multiples copias de un determinado gen
(proceso denominado clonacion). Para ello se ha de aislar el gen
e introducirlo en un organismo (por ejemplo, una bacteria) usan-
do un vector adecuado; la célula lo integra en su material gené-
tico y, a partir de ese momento, cada vez que se reproduzca se
obtiene una nueva copia del gen.

Dichos vectores son moléculas de ADN que se replican inde-
pendientemente (o bien se integran en el genoma del huésped)
y poseen algln rasgo (marcador) que permite que sean facilmen-
te detectables. También han de presentar al menos un sitio de
unién a la restrictasa. Los principales vectores utilizados en inge-
nieria genética son:

e Plasmidos. Son fragmentos de ADN relativamente pequefnos

qgue suelen llevar genes de resistencia especificos a uno o mas
antibidticos y varios sitios de unién para las restrictasas.
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Ilustracion 7.23. Obtencion de un
pldsmido recombinante (Fuente:
ASH).
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Tlustracion 7.24. Introduccion del
plasmido recombinante en la célula
huésped (Fuente: ASH).

Replicacion del ADN, recombinacion y evolucion

e Virus. Anadlogamente a lo que ocurre en la naturaleza, el ADN

foraneo se introduce dentro de la capsida. Suelen tener varios
lugares de union para las endonucleasas.

Cosmidos, de origen artificial. Se asemejan a plasmidos y se
comportan como tales en las células, pero son mas grandes
(lo que permite transportar muchos genes).

Los YAC (del inglés yeast artificial chromosomes, “cromoso-
mas artificiales de levaduras”), que contienen todos los ele-
mentos necesarios para la replicacion autonoma de un cromo-
soma (origen de replicacion, centromeros y telomeros). Con los
YAC se pueden insertar y clonar moléculas de ADN de cientos
de miles de bases. Se usan cuando se han de clonar genomas
muy grandes, como en el caso humano.

Los principales pasos de la clonacion del ADN son:

1. Aislamiento del ADN que queremos clonar (ADN pasaje-
ro) y seleccion del vector mediante enzimas de restriccion.
Ambos deben presentar extremos cohesivos.

2. Union del fragmento de ADN al vector por la ligasa del ADN.
Esta enzima establece los enlaces fosfodiéster y se obtie-
nen moléculas hibridas o recombinantes [véase la ilustra-
cion 7.23].

3. Introduccién del recombinante en la célula hospedadora
[véase la ilustracion 7.24]. Este proceso es muy variable,
en funcion de la célula hospedadora. Puede ocurrir por
transformacion, transferencia, conjugacion (gracias a los
pili), fusion de protoplastos que posteriormente se dividen,
microinyeccion...

4. Localizacion de las células que han captado las moléculas
recombinadas. Es el paso mas laborioso y donde juegan
un papel importante los marcadores presentes en el vec-
tor; estos marcadores pueden ser determinados genes (por
ejemplo, los que confieren resistencia a un determinado
antibidtico, como se muestra la ilustracion 7.25) o sondas
marcadas radiactivamente (una sonda es una molécula de
ADN de cadena sencillay complementaria del ADN que nos
interesa localizar).

5. Por Ultimo, se ha de determinar si la informacion genética
aportada por las moléculas recombinantes se mantiene

estable en las siguientes generaciones.

El objetivo final es la obtencién de al menos una colonia (clon)

de células que lleven el recombinante, en cuyo caso, se ha logra-
do clonar, aislar, el ADN pasajero.
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Las bacterias eran los organismos que cominmente se usa-
ban en los comienzos de la ingenieria genética. Hoy en dia la
manipulacion se extiende a todo tipo de organismos, incluidos
los animales y las plantas.

Ilustracion 7.25. Seleccion

de colonias recombinantes: en
un medio nutritivo al que se

le ha anadido un determina-

do antibiético se hacen crecer
bacterias no transformadas y
bacterias transformadas (tienen
el gen que confiere resistencia al
antibidtico). Solo estas tltimas
crecen y forman colonias, las no
transformadas mueren (Fuente:
ASH).

Célula Célula no
transformada transformada

Desarrollo de colonias

resistentes al antibidtico

B. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las técnicas del ADN recombinante tienen varios inconve-
nientes: su lentitud, la necesidad de efectuarse en un ser vivo
y la escasa cantidad de ADN recombinante que se obtiene. La
conocida como reaccion en cadena de la polimerasa de ADN
(PCR, de polymerase chain reaction) ha venido a solventar es-
tas dificultades, al permitir generar, en pocas horas, millones de
moléculas idénticas a partir de una sola molécula de ADN. Esta
técnica exige la sintesis previa de unos oligonucleétidos especi-
ficos que hibriden con el principio y el final del fragmento que se
desea amplificar, actuando como ADN cebador (primer). La PCR
consta de varios pasos [véase la ilustracion 7.26]:

1° Se incuba en un tubo de ensayo la muestra de ADN con la
enzima polimerasa, trifosfatos de nucledsido y los dos oligo-
nucleétidos cebadores.

2° Se calienta el tubo a 96 °C durante 5 minutos; las dos hebras
de ADN se separan.

3° Se reduce la temperatura a unos 68 °C durante 1 minuto; los
cebadores se unen.

4° La temperatura se incrementa a 72 °C durante 5 minutos,
para que actle la polimerasa y se formen las cadenas com-
plementarias.

5° Se sube la temperatura a 94 °C durante 20 segundos, sufi-
cientes para separar la cadena recién sintetizada del molde
original.
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Ilustracion 7.26. Esquema
de sucesivos ciclos de la PCR.
Estos ciclos se repiten hasta
obtener el niimero de copias
deseado (Fuente: www.wiki-

pedia.org/wiki).
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Las cadenas sencillas generadas entran en
sucesivos nuevos ciclos (repeticion de los pasos
1 al 5); tras 30 a 60 ciclos el ADN original se ha
amplificado millones de veces.

La PCR se ha convertido en una técnica indis-
pensable en gran variedad de aplicaciones: en cli-
nica (como método de diagnéstico), en medicina
forense (para determinar si una muestra organica
pertenece o no a un individuo), en paleontologia
molecular (secuencias de organismos extinguidos
cuyo ADN se ha conservado se pueden amplificar,
secuenciar y comparar con especies contempora-
neas)..., porque permite obtener una gran canti-
dad de ADN para analizar.

C. Perfilado del ADN

Uno de los aspectos mas impactantes y popula-
res de la ingenieria genética es la identificacion de
la huella genética o perfilado del ADN, utilizado en
examenes forenses para la identificacion de per-
sonas y pruebas de paternidad a partir de una pe-
guena muestra organica (sangre, semen, pelos...).

La base cientifica de la huella genética se halla
en la existencia de regiones no codificantes del ADN
llamadas minisatélites o VNTR (siglas de variable
number of tandem repeats, “nimero variable de
repeticiones en tandem”) repartidas por todo el ge-
noma humano. Una repeticion en tandem es una
secuencia corta de ADN que se repite consecutiva-
mente en un locus cromosomico especifico. El ni-
mero exacto de repeticiones varia entre individuos
y, por lo tanto, varia la longitud de las VNTR.

Para obtener estas regiones se utilizan técnicas del ADN re-
combinante. También se puede utilizar la PCR si el tamano de la
muestra es muy pequena; los fragmentos obtenidos se separan
por electroforesis [véase la ilustracion 1.14]. La utilizacion de
sondas radiactivas permite la localizacién de los VNTR.

El analisis de un locus VNTR mediante hibridacion suele mos-
trar un patrén de dos bandas, uno heredado del padre y otra de
la madre. Puede darse un patrén de una sola banda, si el tamafo
de las dos bandas es el mismo o muy similar. Habitualmente,
los perfiles de un solo locus VNTR de individuos no relacionados
entre si son diferentes; no obstante, es posible que dos personas
tengan el mismo perfil en uno o dos loci, aunque las posibilida-
des de coincidencia disminuyen drasticamente a medida que se
incrementa el nimero de loci comparados. Cuando se usan los
perfiles de ADN con fines medicolegales, se analizan general-
mente de 4 a 6 loci VNTR diferentes.
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4.2. Aplicaciones meédicas y farmacologicas
de la ingenieria genética

Las técnicas que acabamos de ver son una pequeia mues-

- - tra de las herramientas de la ingenieria genética. De su enorme
potencial practico en Medicina y Farmacologia dan cuenta los
-_— . —_—— siguientes ejemplos:

A. Terapia génica

Consiste en la localizacion de genes defectuosos —capaces
por tanto de provocar enfermedades— y sustituirlos por genes
— sin anomalias. La célula a la que se le ha introducido un gen en
forma artificial se conoce como célula transgénica, y al gen in-
volucrado se denomina transgen. Esta técnica también permite

Ilustracion 7.27. Perfilado de detectar enfermedades potenciales e iniciar un tratamiento pre-
ADN de una familia. Las fran- ventivo (como, por ejemplo, algunas enfermedades cardiacas)
jas oscuras corresponden a las que evite que la enfermedad se desarrolle. A través de sondas
regiones VNTR. De izquierda a génicas se rastrea el ADN en busca de los genes defectuosos res-
derecha: patrones de la madre ponsables de enfermedades genéticas graves, para sustituirlos o
(M), del hijo (H) y del padre bien comenzar un tratamiento preventivo.

(P). Obséruvese que el patron

del hijo es combinacién de los La terapia génica se puede realizar en células somaticas, con
patrones de los padres (Fuente: lo cual solo se modifica el individuo sobre el que se actla, y en
ASH). las células germinales (espermatozoides y 6vulos, aunque no se

aplica en humanos por razones éticas), lo que origina un cambio
permanente de todo el organismo y en las siguientes generacio-
nes.

La terapia génica se utiliza para el tratamiento de algunos ti-
pos de canceres y de enfermedades sanguineas, pulmonares y
hepéticas. Esta técnica puede ser realizada tanto ex vivo como
in vivo.

e El primer caso [véase la ilustracion 7.28] consiste en el trata-
miento in vitro de las células o tejidos de un individuo afectado
o de un donante, a las que se les transfiere, con distintos vec-
tores, el gen terapéutico; las células o tejidos modificados son
posteriormente injertados en la persona afectada.

e La metodologia in vivo se emplea cuando las células afectadas
no pueden ser cultivadas o reemplazadas; en este caso, se
manejan técnicas de ADN recombinante.

En ambos casos, se usan como vectores virus (retrovirus o
adenovirus) o liposomas [véase la Unidad 2], y la transferencia
se realiza por endocitosis mediada por receptor o, en células su-
perficiales, por pistola génica [véase la ilustracion 7.29].

Las técnicas de terapia génica también permiten introducir
genes suicidas en células tumorales (estos genes cifran para
una enzima que es capaz de modificar una sustancia no toxica,
convirtiéndola en un metabolito toxico que lleva a la muerte de
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Ilustraciéon 7.29. Pistola
génica utilizada para intro-
ducir en ratones una vacuna
genética contra el Alzheimer. El
ADN se une a particulas de oro
coloidal de 1 micra de didmetro
y luego son disparadas a gran
velocidad hacia las células que
se desea modificar (Fuente:
http:/ /www.bio-rad.com).
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la célula tumoral). Asimismo, es posible incluir en el tumor o en
el organismo genes de sustancias inmunoestimulantes como la
interleucina 2, que potencialmente protegen de distintos tipos
de cancer y de sus recidivas. Igualmente, mediante terapia gé-
nica ex vivo se pueden elaborar vacunas a partir de las propias
células tumorales de un enfermo.

Bacteria con el gen  vector

Bebé con inmunodeficiencia ADA C]:O"edo re‘rrcl)virol
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Ilustracion 7.28. Terapia ex vivo utilizada para el tratamiento de la In-
munodeficiencia severa combinada. El gen ADA es imprescindible para la
formacion de células T'y NK del sistema inmune a partir de las células madre.
Sin este gen, las células no se desarrollan, no crecen y tampoco proliferan. Los
afectados estdn indefensos frente a la mds leve infeccion y se ven obligados a
vivir en el interior de una burbuja estéril bajo un estricto control. La terapia
génica puede solucionar este problema (Fuente: hitp://www.aragoneria.com/
boreas/articulos/terapiagenical.htm).

B. Técnicas de diagnostico

Hasta ahora, para el diagnéstico prenatal preciso de posibles
anomalias cromosémicas se solia realizar un analisis del carioti-
po [véase la ilustracion 5.9], lo que requeria un periodo de cultivo
de varias semanas. Actualmente se pueden diagnosticar rapida-
mente estas alteraciones (en 24 horas) utilizando una técnica
mixta de QF-PCR (quantitative fluorescence polymerase chain
reaction). Gracias a la PCR obtenemos gran cantidad de mues-
tra, y la inmunofluorescencia nos permite cuantificarla.

La PCR, la QF-PCR y la secuenciacion también se usan para

el diagnostico molecular, que consiste en la determinacion de
cambios en la secuencia o en la expresion de genes criticos en
el cancer (por ejemplo, para localizar algunas translocaciones
relacionadas con leucemias agudas). Estas técnicas son muy
sensibles, lo que permite realizar un diagnéstico preciso incluso
antes de que el cancer se manifieste clinicamente o determinar
la presencia de enfermedades residuales en pacientes en remi-
sién clinica.
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Ilustracion 7.30. Transferencia de

genes con el plasmido Ti de Agro-

bacterium tumefaciens.

1) Tratamiento del ADN pasajero
y del plasmido con enzimas de
restriccion y ligasa del ADN.

2) Introduccion del plasmido recom-

binante en un cultivo de células
vegetales.
3) Regeneracion de plantas a partir

del cultivo celular (Fuente: ASH).
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C. Aplicaciones farmacéuticas

En la actualidad, se emplea la tecnologia del ADN recombi-
nante con fines comerciales; por ejemplo, se produce insulina
humana en la levadura Saccharomyces cerevisae, por clonacién
del gen correspondiente. También con estas técnicas se elabo-
ran vacunas, como la de la hepatitis B (la mayoria de los factores
antigénicos son proteinas, y por ello se clona el gen adecuado).

4.3. Otras aplicaciones de la ingenieria
genética

A. Aplicaciones en agricultura

Mediante ingenieria genética se han modificado gran nimero
de plantas para hacerlas mas Utiles para el ser humano: son las
llamadas plantas transgénicas. Las técnicas utilizadas se clasi-
fican en:

1. Técnicas indirectas, entre las que cabe destacar la transfor-
macion de células mediada por Agrobacterium tumefaciens.
Esta bacteria presenta en su citoplasma un plasmido Ti (tu-
mor inducing, “inductor del tumor”) que incluye una zona T-
ADN que contiene genes oncogénicos (onc). Esta bacteria
puede penetrar a través de tejidos lesionados en algunas di-
cotiledéneas. Seguidamente establece contacto directo con
las células vegetales y les transfiere el plasmido Ti, que se in-
tegrara en el material genético de la célula vegetal. Los genes
onc provocan la formacion de un tumor o agalla.

La ingenieria genética usa este proceso para transmitir
genes foraneos: del plasmido Ti se eliminan los genes cau-
santes de tumores y se sustituyen por los que interese clonar;
después, el nuevo plasmido se inserta en la bacteria que, a
su vez, se introduce en las células vegetales de un cultivo;
estas Ultimas se desarrollaran en una planta con caracteris-
ticas nuevas y sin la enfermedad [véase la ilustracion 7.30].
De esta manera se ha introducido, por ejemplo, el gen Bt de
la bacteria Bacillus thuringiensis, que codifica para una toxina
insecticida, en el algodon, las patatas, el maiz...

Agrobacterium T-ADN con el nuevo
fumefociens gen inserfado
en el cromosoma
r—.ﬁ._

ADN con el |
gen de interas

. o _
[/ pigsmico ) 0 N\ [
T 10 L N
e "“-~. Sifio de core de los - Planta con el
T-ADN enzimas de reshiccion  Plasmido Ti recombinante NUEVO Masgo
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Ilustracion 7.31. El arroz de la

imagen incorpora dos proteinas
humanas, lactoferrina y lisozima,
usadas en el tratamiento de la dia-
rrea aguda del lactante (actualmente
en fase de experimentacion). (Fuente:
http:/ /www.aporrea.org/tecno/
n79258.hitml).
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2. Técnicas directas. Comprenden practicas como:

e La fusion de protoplasmas (union de los genomas de dos
células vegetales, incluso de especies diferentes, para dar
lugar a un hibrido).

e La seleccion de mutantes que presenten algln rasgo espe-
cialmente interesante.

e La transferencia directa de genes mediante liposomas, mi-
croinyeccion... Entre los caracteres transferidos destacan:

* Resistencia a herbicidas, a virus y a insectos, como el caso
antes citado de la toxina producida por algunas cepas de
Bacillus thuringiensis que impiden el desarrollo de las lar-
vas de muchos insectos sobre las plantas transgénicas
que portan el gen responsable (como el maiz que se cultiva
en Espana).

* Incremento del rendimiento fotosintético mediante la
transferencia de los genes implicados en la ruta fotosinté-
tica de plantas C4 (mas eficaces en el proceso).

e Retraso en la maduracion, por ejemplo, de tomates por in-
sercion de un gen que inhibe la expresion de la proteina
responsable de la maduracion.

e Sintesis de productos de interés comercial, como el inter-
feron usado en el tratamiento de las hepatitis B 'y C (ob-
tenido en arroz y tabaco transgénicos) y la vacuna contra
el colera producida por patatas transgénicas. Actualmente
se evallan muchos de estos productos para su empleo en
la alimentacion humana [véase la ilustracion 7.31].

* Obtencion de plantas capaces de fijar nitrégeno atmosféri-
co (por transferencia de los genes que codifican para la ni-
trogenasa), por lo que no necesitan abonos nitrogenados.

B. Aplicaciones en ganaderia

Las técnicas de ingenieria genética permiten obtener anima-
les transgénicos con distintas finalidades:

e Produccion de proteinas terapéuticas. En este caso, ademas
del gen codificante, se ha de introducir en las células huésped,
la secuencia promotora que permite que ese gen se exprese
solamente en unas determinadas células. Mediante esta tec-
nologia se ha producido en la leche de oveja la a-antitripsina,
una proteina humana que se emplea para curar el edema pul-
monar. La misma técnica se ha utilizado para obtener en la
leche de cerdos la proteina C humana, que controla la coagu-
lacién sanguinea y es necesaria para los hemofilicos.
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e Obtencién de organos compatibles con el ser humano (por

inoculacion de genes humanos, por ejemplo, en cerdos) para
usarlos en transplantes entre individuos de distinta especie
(xenotransplantes).

Clonacion de individuos. Como hemos mencionado con ante-
rioridad, clonar, en el ambito de la ingenieria genética, es ais-
lar y multiplicar en un tubo de ensayo un determinado gen o,
en general, un fragmento de ADN. Sin embargo, es frecuente
aplicar este término a la obtencién de uno o varios individuos a
partir de una célula somatica o de un ndcleo de otro individuo,
de modo que los individuos clonados sean idénticos o casi
idénticos al original. En ganaderia, esta técnica tiene como
finalidad el conseguir y mantener animales con unas determi-
nadas caracteristicas: mayor produccioén carnica, incremento
del volumen de leche...

todoagro.com.ar).

riesgos.

¢Son peligrosos los organismos transgénicos?

Tustracion 7.32. A la izquierda, cerdo  tivarse en terrenos pobres y en climas muy du-
transgénico con un 20 % menos de dcidos  ros, lo que contribuiria a paliar el hambre en el

grasos. Presenta el hocico y las patas mundo).

amarillas porque se le ha insertado un

gen fluorescente para poder distinguirlo Sin embargo, son muchas las voces que se
de uno normal (Fuente: hitp://www. levantan en contra de la utilizacion de estas téc-

serie de riesgos (mayores en especies vegetales, porque se dispersan mas facilmente)
como €s, por ejemplo, la posibilidad de que los OMG puedan combinarse con especies
silvestres e incluso transmitirse de forma imprevisible a otros organismos relaciona-
dos (contaminacion genética), la aparicion de nuevas alergias o de nuevos toxicos...
Es imprescindible un debate sereno y argumentado cientificamente para valorar tales

Un transgénico (u organismo modificado
genéticamente, OMG) es un organismo vivo
portador de material genético perteneciente a
especies no emparentadas y transferido a él
mediante ingenieria genética. La biotecnologia
aplicada a los seres vivos presenta una serie
de aspectos positivos, algunos de los cuales ya
conocemos y otros los intuimos (por ejemplo,
sintetizar plantas comestibles que puedan cul-

nicas, especialmente en la produccion de pro-
ductos alimentarios, afirmando que existen una

C. La Genomica y la Proteomica

El avance en las técnicas de secuenciacion del ADN, del ana-

lisis del genoma y de la bioinformatica ha permitido el desarrollo
de la genémica que abarca todas las ciencias y técnicas que
estudian el funcionamiento, la evolucién y el origen de los geno-
mas. A diferencia de la genética clasica en la que a partir de un
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fenotipo, generalmente mutante, indaga el o los genes respon-
sables del caracter mostrado, la genémica tiene como objetivo
predecir la funcién de los genes a partir de su secuencia.

Dentro del campo de la gendmica, el trabajo mas conocido
es el Proyecto Genoma Humano (PGH), una investigacion inter-
nacional en la que participaron China, Francia, Alemania, Japén,
Reino Unido Yy, principalmente, Estados Unidos, cuya finalidad fue
secuenciar el genoma humano. Se inici6 oficialmente en 1990 y
en 2003 finalizd, gracias a los grandes avances tecnolégicos. El
Genoma humano fue declarado Patrimonio de la Humanidad por
la UNESCO en 1997.

De estas investigaciones se han podido extraer varias conclu-
siones iniciales: las diferencias de composicion de los exones son
relativamente constantes; solo una de cada mil bases difieren de
un individuo a otro (unos tres millones de letras), y muchas dis-
crepancias son irrelevantes.

El objetivo inicial del PGH fue no solo secuenciar los tres mil
millones de pares de bases del genoma humano, sino también
identificar todos los genes (fase actual del proyecto) y almacenar
esta informacién en una base de datos electrénica, el Database
of human genome, de libre acceso (actualmente existe otra base
de datos, el GenBank, que contiene todos los datos publicos de
secuencias de ADN).

Conocer y descifrar el genoma permitira desarrollar nuevas
biotecnologias y tratamientos mediante terapia génica de casi to-
das las enfermedades con un origen genético como, por ejemplo,
algunos tipos de cancer o la enfermedad de Alzheimer.

También existen otros centros de informacion como el Natio-
nal Center for Biotechnology Information (NCBI) que permiten co-
nocer las secuencias de cientos de miles de genes de distintos
organismos.

De forma paralela a la Genémica se ha desarrollado otra cien-
cia, la Proteomica que estudia el proteoma celular. El proteoma
celular es la totalidad de proteinas que se expresan en una célula
particular, en un momento concreto del ciclo celular y en deter-
minadas condiciones medioambientales, aunque también es fre-
cuente utilizar el término aplicado al conjunto completo de pro-
teinas que posee un determinado organismo (de forma analoga
al genoma pero referido a proteinas). El estudio de las proteinas
se ha revelado mucho mas complejo que el del genoma y, asi, de
forma similar al PGH, surge en 2001 el Proyecto Proteoma Hu-
mano (PPH), que tiene como principales objetivos desarrollar las
técnicas de analisis de proteinas, la construcciéon de bancos de
datos de las expresiones proteicas —como la Protein Data Bank
(banco de datos de proteinas) que recoge datos de distintos la-
boratorios y que son de libre acceso—, la integracion de datos ge-




Unidad 7 Replicacion del ADN, recombinacion y evolucion

némicos y proteémicos, relacionar determinadas enfermedades
con anomalias en ciertas proteinas, desarrollar nuevos medica-
mentos, descubrir nuevos biomarcadores aplicables al diagnosti-
co precoz del cancet...

La electroforesis y la cromatografia liquida [véase la ilustra-
cion 1.14], asi como la espectrometria de masas son dos de las
técnicas utilizadas en la Proteémica.

Actividades

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

En los vectores utilizados actualmente en la obtencion de ADN recombinante se introduce
un fragmento de ADN, denominado polilinker, provisto de varias dianas Unicas para dife-
rentes enzimas de restriccion. ¢Qué objetivo persigue esta practica?

¢Por qué se debe estudiar la estabilidad del ADN recombinante en el huésped?

Para evidenciar la paternidad de un nino se realizan los perfiles de deter- M H P1P2
minados loci de VNRT. La imagen representa las bandas obtenidas (M: | _

madre; H: hijo; P1: supuesto padre 1; P2: supuesto padre 2). ;Quién es —_——
el padre? ¢Por qué? -
¢Qué ventajas tiene el uso de liposomas como sistema de transferencia |— _:_
génica? — -
¢Qué problemas puede tener la endocitosis mediada por receptor como | _
sistema de transferencia génica? T =

Recientemente se ha sintetizado un gen capaz de detener la multiplica-
cion del virus VIH (SIDA), y se ha insertado en células humanas infecta-
das. El resultado fue exitoso: el virus detuvo su propagacion e incluso —
aumento la longevidad de los linfocitos T, ¢Qué tipo de terapia se ha
aplicado en este caso?

El plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens ha de ser desactivado y se le ha de incorpo-
rar un gen que confiere resistencia a determinados antibidticos antes de ser insertado en
una célula vegetal. ¢Por qué?

(L)

Recuerda

e La ingenieria genética comprende una serie de técnicas y procedimientos, como el ADN

e Laingenieria genética tiene aplicaciones en medicina, agricultura y ganaderia, mediante la

recombinante, las sondas génicas, la reaccion en cadena de la polimerasa y la huella ge-
nética, que permiten modificar los organismos.

obtencion de individuos recombinantes o transgénicos.
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5. La variabilidad genética
y la seleccion natural

El analisis del genoma humano y su comparacion con el de
otros organismos ha abierto un fascinante camino en el estudio
de la evolucion. En muchos casos, preguntas que permanecian
sin respuesta han podido ser contestadas; pero también se han
planteado nuevos interrogantes.

5.1. La teoria sintética de la evolucion

Se afirma en ocasiones que el gran problema de la teoria de
la evolucién de Darwin era la ausencia de un mecanismo que
explicara el origen de la variacion necesaria para el proceso de
seleccion natural [véase el epigrafe 3 de la Unidad 1], y que el
problema quedé resuelto en 1900, tras el “redescubrimiento” de
las leyes de Mendel [véase el epigrafe 2.3 de la Unidad 5]. Sin
embargo, las primeras tres décadas de genética mendeliana no
contribuyeron a reforzar el darwinismo; al contrario, personajes
como de Vries o Morgan consideraban que el caracter discreto
de la variabilidad de los caracteres mendelianos probaba que
el proceso evolutivo no se ajustaba al cambio gradual descrito
por Darwin. La aparicion de nuevas especies se deberia a las
macromutaciones propuestas por de Vries [véase el epigrafe 3
de la Unidad 5], y la seleccion natural se limitaria a eliminar mu-
taciones nocivas.

Probablemente, una de las causas del rechazo que encontrd
el darwinismo entre estos mutacionistas fue que, para ellos, el
individuo mutante era mas importante que la poblacién a la que
pertenecia; pero la esencia de la revolucién darwiniana estriba-
ba, precisamente, en el planteamiento opuesto: para Darwin, la
evolucion era el proceso mediante el cual la variacion entre los
individuos de una poblacion se convierte en variacion entre po-
blaciones y, de ahi, en variacion entre especies.

Por ello, el resurgir del neodarwinismo —el darwinismo des-
provisto de la herencia de los caracteres adquiridos, tal y como lo
desarroll6 Weismann— solo fue posible cuando se adoptd defini-
tivamente el pensamiento “poblacional”, lo que ocurrié durante
los anos 1930-1950 fundamentalmente en tres disciplinas: la
genética, la sistematica y la paleontologia. Su confluencia mo-
tivd el nombre de teoria sintética que, en adelante, se daria al
neodarwinismo.

La genética, en particular, permitié identificar las fuentes de
la variabilidad sobre la que actla la seleccién natural. En Gltimo
término toda la variacion genética procede de la mutacion, en-
tendida en su sentido moderno —tal y como se ha definido en
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esta misma Unidad—. Las mutaciones son el origen de los dife-
rentes alelos de cada gen. En una poblacion, los individuos pue-
den presentar diversas combinaciones de alelos; si algunos de
estos genotipos determinan que sus portadores tengan mayor
eficacia biolégica que otros individuos de la poblacion, enton-
ces las frecuencias de los alelos presentes en dichos genotipos
aumentaran en la poblacion generacién tras generacion, hasta
convertirse en genes exclusivos. Si esa sustitucion de unos ale-
los por otros mas aptos afecta a un gran nimero de genes, la
poblacion podria acabar teniendo una constitucion genética muy
distinta de la inicial, hasta el punto de que los individuos que la
constituyen no podrian cruzarse —y tener descendencia fértil—
con los de otras poblaciones: habria nacido una nueva especie.

Sin embargo, la evolucion no puede limitarse a cambios en
las frecuencias de genes que ya existen. A lo largo de la historia
evolutiva se han ido fabricando nuevos genes por una doble via:

e Un gen se duplica accidentalmente, y la copia extra se inser-
ta en una nueva ubicacion de los cromosomas (gracias a un
transposon). Como solo se necesita una copia para producir
la proteina original, la copia suplementaria puede mutar sin
restricciones y originar un gen capaz de cifrar una proteina con
funciones novedosas.

e Un ARNm puede copiarse “hacia atras” gracias a la transcrip-
tasa inversa, para dar una secuencia de ADN que se inserta
en un cromosoma. Este fendmeno, la retrotransposicion, pro-
duce genes ya “procesados”, esto es, sin intrones.

A menudo, no obstante, la copia del gen esta danada y no es
funcional, convirtiéndose en un pseudogen. Se conocen en la
actualidad mas de 19 000 pseudogenes en la especie humana,
en vivo contraste con los 20 000 a 25 000 genes codificantes de
proteinas. De hecho, da la impresiéon de que en los organismos
pluricelulares solo un pequeno porcentaje del material genético
total alberga copias Unicas de genes funcionales.

Arqueobacterias Eucariotas Ilustracién 7.33. Arbol
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5.2. Mutaciones, variabilidad de los seres
vivos y evolucion

En el transcurso de la evolucidon algunas partes del genoma
cambiardn mas facilmente que otras. Un pseudogen, por ejem-
plo, puede acumular mutaciones sin limite, incluidas las altera-
ciones que resultarian deletéreas para un gen normal. Por lo tan-
to, la comparacion de este tipo de secuencias en dos especies
nos indicara cuantas mutaciones se han sucedido desde que
divergieron a partir de un antepasado comun vy, si se conoce el
ritmo al que se producen las mutaciones, nos permitira estimar
el tiempo transcurrido. Esta suerte de reloj molecular ha permi-
tido averiguar que el comdn ancestro a humanos y chimpancés
vivié hace unos cinco millones de anos.

En cambio, un gen que cifre una molécula de ARNr o de una
proteina esencial altamente optimizada no puede alterarse facil-
mente: si se produce un error, la célula afectada generalmente es
eliminada. Por tanto, estos genes se conservaran en buena me-
dida a lo largo de la evolucion, y su analisis permitira determinar
las relaciones de parentesco entre los organismos mas alejados
en el arbol evolutivo.

A finales de los anos 70 del siglo XX, el microbidlogo esta-
dounidense Carl Richard Woese (n. 1928) abordé la tarea de
reconstruir el arbol filogenético universal comparando secuen-
cias de ARNTr. A tenor del cuadro resultante, los primeros descen-
dientes del “Ultimo antepasado comun universal” (LUCA, de last
universal common ancestor) dieron lugar a dos grupos de proca-
riotas: las bacterias y las arqueas; mas tarde, a partir de estas
Ultimas surgieron los primitivos eucariotas. Uno de estos fagocitd
bacterias rojas capaces ahora de obtener energia por respira-
cién, pero estas no fueron digeridas por el eucariota primitivo,
sino que establecieron con él una relacion simbidtica de mutuo
beneficio y se transformaron en mitocondrias. En un proceso si-
milar, los cloroplastos derivaron de cianobacterias retenidas por
una célula eucariotica que ya era portadora de mitocondrias.

Mitocondria
. Nucleo

Cloroplaste rodeado Eucariota
por dos membranas  heterdtrofo

Cianobacteria

Degeneracion del nlcleo y de las Cloroplasto rodeado por
mitocondrias del endosimbionte autdtrofo mads de dos membranas

Ilustracion 7.34. Supuesto origen de los euglenozoos por una doble endosimbiosis

(Fuente: ASH).




Unidad 7

Replicacion del ADN, recombinacion y evolucion

Realmente, la idea habia sido sugerida una década antes por
la bidloga estadounidense Lynn Margulis (n. 1938) con el nom-
bre de teoria de la endosimbiosis en serie. La teoria explica por
gqué mitocondrias y cloroplastos se rodean de una doble membra-
na (la exterior derivaria de la membrana plasmatica del eucario-
ta ancestral) y por qué poseen ADN y ribosomas similares a los
bacterianos. Innumerables analisis genéticos han dejado escaso
margen para dudar de la veracidad de esta teoria, y han depara-
do nuevas sorpresas. Asi, el cloroplasto de las algas verdes y ro-
jas (encuadradas en el reino de las plantas) es el resultado de un
Unico proceso de endosimbiosis con una cianobacteria, pero las
restantes algas (cromistas y ciertos protozoos) se han originado
mediante varios procesos de endosimbiosis secundaria, cuando
una célula engullia algas completas: esto explicaria la existencia
de tres o cuatro membranas en sus cloroplastos. Incluso se ha
querido explicar el origen del nlcleo de las células eucariéticas
por medio de la endosimbiosis de una arquea y una bacteria (del
grupo de las proteobacterias, al que pertenecen las bacterias
rojas), como muestra la ilustracién 7.35.

G§————— AN
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Materia "'
orgdnica Metano
(CH,)
Clucosa Hidrégeno (H,),
dioxido de
carbono (CO.)

1. Proteobacterias que fermenian glucosa se
asocian con arqueas que utilizan materiales
de desecho de aguéllas y producen metano.

Oxigeno

Glucosa g
Muieria)
orgdnica

n@}k co,

3. La nueva profeobacteria dejo de fermentar y
comenzo a respirar cuando los niveles de oxigeno
aumentaron. Se fransformad en una mitocondria

y transfird buena parte de sus genes al nlcleo.

co,
Materia
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2. El ADN de la proteobacteria y el de la arquea

se integran; ésta se convierte en el nicleo celular.

Se produce una segunda simpiosis con ofra
proteobacteria consumidora de metano.

Ilustracion 7.35. Hipétesis de
la sintrofia, que pretende explicar
el origen de los eucariotas por me-
dio de dos endosimbiosis basadas
en el intercambio de productos

metabolicos: los desechos de unos
son los nutrientes de otros (Fuente:

ASH).

En los Ultimos tiempos el esquema de Woese esta siendo
sometido a profundas revisiones. Para investigadores como Ca-
valier-Smith los eucariotas y las arqueas no son dos dominios
independientes, sino dos grupos que surgieron paralelamente
a partir de bacterias que remplazaron los peptidoglucanos de
la pared celular por glucoproteinas con enlaces N-glucosidicos,
como refleja la ilustracion 4.12; el sistema de membranas inter-
nas (envoltura nuclear incluida) y el citoesqueleto tendrian un ori-
gen esencialmente autégeno (esto es, no ligado a endosimbiosis)
y posibilitarian la fagocitosis, esencial para la posterior “inges-
tion” de los antecesores de las mitocondrias y los cloroplastos.
Y los eucariotas que carecen de mitocondrias (los Trichomonas,
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microsporidios y diploménadas de la ilustracion 7.33) no serian
reminiscencias del tiempo en que alin no habia ocurrido la en-
dosimbiosis, como sugeria Woese, sino organismos “modernos”
que las habrian perdido secundariamente.

¢Cual es, entonces, el origen de las bacterias de las que pa-
recen proceder los restantes seres vivos? Los datos se vuelven
confusos a medida que nos remontamos en el tiempo, pero mul-
tiples indicios hablan de una época en la que los precursores de
las bacterias carecian de ADN. Mas alla de esa época remota
entrariamos en los escurridizos terrenos del origen de la vida a
partir de materia inanimada.

El origen de la vida

Segln la definicion de la NASA la vida corresponde a un siste-
ma quimico autosuficiente, capaz de experimentar una evolucion
de tipo darwinista. Las teorias cientificas sobre el origen de la
vida se pueden agrupar en dos modelos no compatibles:

e Modelos del metabolismo primordial. Proponen que el origen
de la vida estaria en un conjunto de moléculas pequenas que
formarian un entramado de reacciones quimicas impulsado
por una fuente de energia y capaz de evolucionar; abordare-
mos el analisis de las teorias metabdlicas sobre el origen de la
vida en la Unidad 9.

e Modelos del replicador primordial. Se basan en la presuncién
de la aparicién de una molécula autorreplicante surgida por
azar.

En el modelo del replicador primordial, algunas moléculas for-
madas en procesos quimicos no biolégicos se unen entre si, de
forma aleatoria, para formar una cadena capaz de autorreplicar-
se. Los promotores de este modelo se han afanado en buscar
el replicador primordial; tras descartarse el ADN y las proteinas
[véase la actividad 26], el principal candidato fue el ARN, es-
pecialmente desde que se descubrieron los ribozimas; el ARN
primordial surgiria, asi, de la materia inerte, y desempenaria las
funciones que hoy ejercen el ARN, el ADN y las proteinas.

Segln estas teorias, algunas de las copias del replicador pri-
mordial habrian experimentado mutaciones, aunque habrian
conservado la capacidad de replicarse. Las macromoléculas mu-
tantes que presentasen una mayor adaptacion al medio habrian
sido seleccionadas y habrian sustituido gradualmente a las ver-
siones primitivas.

Sin embargo, la complejidad molecular del ARN (la misma que
la del ADN o la de las proteinas) constituye un serio handicap a
la hora de ser considerado la molécula primordial; ya de por si, la
sintesis de nucle6tidos exige la participacion de un gran nimero
de elementos, a los que habria que afadir que estos nucleétidos
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se tendrian que ensamblar para dar lugar a larga cadena, todos
ellos sucesos altamente improbables. No obstante, la principal
dificultad con la que se tropiezan los modelos del ARN primor-
dial radica en la inestabilidad de la ribosa debido a la presencia
del grupo carbonilo, aunque en recientes investigaciones se ha
logrado sintetizar ribosa estable a partir de formaldehido mez-
clando compuestos organicos, como los que abundan en los me-
teoritos, con éxido de boro y calentando la mezcla con descargas
eléctricas.

A lo largo del proceso evolutivo se ha de desarrollar la com-
partimentacion (células) y el metabolismo; en este Gltimo caso
moléculas de menor tamano se encargarian de llevar a cabo los
procesos biolégicos utilizando diversas fuentes de energia, como
veremos en la siguiente Unidad.

,Qué importancia biologica tienen los procesos de mutacion, recombinacion y segrega-

cién cromosomica?

¢Qué inconveniente hay para que el ADN pudiera ser la primera molécula capaz de repli-

carse? ¢Y las proteinas?

oo

Recuerda

La ingenieria genética ha permitido profundizar en el estudio de la evolucion a escala ce-
lular y molecular, incrementando notablemente nuestros conocimientos sobre el origen de
las especies.

La teoria de la endosimbiosis en serie de Lynn Margulis podria explicar el origen de mito-
condrias y cloroplastos.

La variabilidad genética necesaria para la evolucién de las poblaciones se puede deber a
cambios en la frecuencia de los genes, en la duplicacion de genes y en la retrotransposi-
cion.

Existen dos modelos distintos para explicar el origen de la vida: los del metabolismo primor-
dial y los del replicador primordial. El candidato mas firme para ser el replicador primordial
es el ARN.




Unidad 7 Replicacion del ADN, recombinacion y evolucion
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Solucionario

1. En la primera generacion habria una mitad de moléculas de ADN en- Generacién 0
teramente nuevas (ADN ligero), mientras que las moléculas originales l '
permanecerian intactas (ADN pesado). Como muestra la ilustracion ad- N
junta, no se formaria una banda de ADN “hibrido”. En generaciones Conamcn 1
sucesivas se mantendria el mismo patron, aunque aumentaria la pro- l l
porcion de moléculas ligeras. Generocion 2

2. La lnica explicacion concebible es que la replicacion del ADN de ese . ] -
planeta es dispersiva: en este modelo todo el ADN de cada generacion Generacion 3
tiene la misma densidad, ya que esta formado por fragmentos nuevos y i i
viejos intercalados al azar; como cada vez hay menos ADN pesado para : L
repartir, la densidad se ira aproximando generacion tras generacion a ADN  ADN
la del ADN ligero. igero pRsacio

3. Dadala complementariedad de bases, en la otra cadena tendremos las siguientes proporcio-
nes:A=33%;G=18%;C=24 %y T=25%. Tomadas en conjunto, ambas hebras tendran
la composicion calculada de la forma siguiente: A = (25 + 33)/2 =29 %; G = (24 + 18)/2 =
21 %;C=(18 +24)/2=21%,yT=(33 +25)/2 =29 % (adviértase que A=Ty G =C). ElADN
replicado tendra esta misma composicion.

4. Al no funcionar la ligasa del ADN los fragmentos de Okazaki no se unen, y quedan como pie-
zas de masa molecular baja. En cambio, la hebra adelantada tendra elevada masa molecular.

5. Probablemente obedezca a la dificultad de replicar el ADN compactado de la cromatina.

6. Teniendo en cuenta que el ADN es circular y se replica mediante dos horquillas que actian
simultdneamente, se sintetizaran unos 2 000 nucle6tidos por segundo. La replicacion de
todo el cromosoma llevara 4 000 000 / 2 000 = 2 000 segundos = 33,3 minutos. El hecho
de que una célula de Escherichia coli se divida en solo 20 minutos seguramente signifique
que antes de que se acabe de replicar un cromosoma ya han comenzado a hacerlo sus dos
cromosomas “hijos”.

7. Si el origen se situara en el centro del cromosoma podria haber dos horquillas simultaneas,
sintetizandose ADN a un ritmo de 100 nucleétidos por segundo. En replicar todo el cromo-
soma se tardaria entonces 150 000 000 / 100 = 1 500 000 segundos = 17,36 dias. Esta
cifra disparatada explica por qué en los eucariotas son necesarios multiples origenes de
replicacion.

8. En las plantas no hay una separacién neta entre la linea somatica y la germinal. En una an-

giosperma, por ejemplo, las células reproductivas de una flor particular derivan del mismo
meristemo del que proceden las restantes células de esa flor y las del tallo sobre el que se
asienta, que es a su vez diferente del meristemo del que proceden otras flores de la planta.
En los microorganismos unicelulares, la distincion carece por completo de sentido.
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Como puede apreciarse en la ilustracion 4.2, al sustituir el grupo amino de la citosina por un
grupo cetona se obtiene uracilo.

Si el uracilo fuese un componente habitual del ADN, la mutaciéon que transforma citosina
en uracilo (citada en la actividad 9) no seria reconocida como errénea por la célulay, en la
replicacion, el uracilo recién aparecido se aparearia con adenina, causando un cambio per-
manente en la secuencia. Con el tiempo, aumentarian los pares AU y disminuirian los G-C,
quiza llegando a desaparecer. Probablemente la incorporacion de timina al ADN haya sido
fundamental para estabilizar la informacion genética a largo plazo.

Al ser diploide el esporofito, 2n = 12, luego n = 6. Por tanto, el monosémico tendra 11 cromo-
somas, el trisébmico 13, el nulisémico 10, el triploide (3n) 18 y el tetraploide (4n) 24.

La muerte celular se produce principalmente durante la replicacién viral y puede ser cau-
sada por diversos factores. En esta etapa, el virus induce a la maquinaria celular a fabricar
principalmente productos virales y los productos celulares necesarios para la supervivencia
de la célula no estan presentes, o lo estan pero en cantidades demasiado bajas como para
mantener su viabilidad. Ademas, la acumulacion excesiva de productos virales (ARN, ADN,
proteinas) puede ser tdxica para las células. Por Gltimo, en la fase de liberacidén de algunos
virus se estimula la apoptosis (muerte celular programada) de la célula huésped.

Los virus animales han evolucionado de manera que se adaptan a las posibilidades que le
brinda la célula para llevar a cabo la transcripcion. La célula eucariota sintetiza sus ARNm en
el nlcleo, a partir de un molde de ADN y utilizando la enzima ARN polimerasa Il. Por lo tanto,
solo aquellos virus con ADN que lleguen al nicleo de la célula pueden utilizar las enzimas ce-
lulares para transcribir sus mensajes. Si el virus debe sintetizar sus ARNm en otras condicio-
nes (por ejemplo, a partir de un molde de ARN o a partir de ADN en el citoplasma), debe ne-
cesariamente traer todas las enzimas correspondientes (ARN polimerasa ARN dependiente o
ARN polimerasa ADN dependiente, respectivamente) como proteinas constitutivas del virién
o bien tener codificada en el genoma la informacién para sintetizarlas en la célula infectada.

Porque esta enzima permite que se promueva una transcripcion en sentido inverso al del
resto de los seres vivos. En los retrovirus es el ARN el que sirve de molde para sintetizar ADN.

Al igual que las bacterias, también existen mecanismos que originan recombinacion en virus.
Cuando dos virus diferentes infectan a la misma bacteria, sus ADN pueden intercambiar
segmentos y, como consecuencia, pueden aparecer particulas virales recombinantes con
nuevas combinaciones genéticas.

Podria deberse a un proceso parasexual. La bacteria, que en un principio no era resistente,
puede recibir el gen de otra bacteria resistente, por transferencia, por transduccion o por
conjugacion.

No, la transferencia es horizontal, es decir, entre organismos de la misma generacion. La
reproduccion es una transferencia vertical, es decir, entre dos generaciones distintas.

Los polilinker presentan varias dianas (nicas para diferentes enzimas de restriccion para que
en cada experimento se pueda elegir la que mas convenga.

Si el ADN recombinante esta integrado en forma estable en células huésped, se garantiza
que toda la descendencia de estas células heredaran una copia de los genes recombinantes.
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El perfil del nifo ha de ser una combinacion de los perfiles del padreydela [ wm H p1 P2 |
madre (en algunos casos habra heredado la banda del padre y en otros la |

banda de la madre). En los sitios senalados por una flecha, las bandas del S
nino coinciden con las de P1 pero no con las de la madre (por lo tanto, el | _ _ =
nino no las ha recibido de la madre). P2 no presenta bandas que coincidan ™
con las del nifo. Podemos concluir que P1 es el padre del nifo. =
Los liposomas presentan la ventaja de que pueden atravesar facilmente la | = =
membrana plasmatica dada su liposolubilidad [véase su estructura en la : 'E:ED .
Unidad 3]. it

La unién del complejo ADN-ligando al receptor provocara la internalizacion z : h
del mismo en vesiculas endociticas que son transportadas a los lisosomas | 4 — =

donde el complejo es degradado. Para que el gen pueda expresarse tiene
que escapar del lisosoma sin ser degradado por lo que la eficiencia de la transferencia por
de este sistema es baja.

Terapia génica ex vivo.

Al plasmido Ti se le desactivan los genes responsables de la aparicién de tumores. La inser-
cion de genes resistentes a un determinado antibiético permite la seleccion de las células
recombinantes [véase la ilustracion 7.30].

Los tres originan variabilidad genética: la mutacién produce nuevos alelos, la recombinacion
ocasiona nuevas combinaciones alélicas y la segregaciéon cromosémica combina los cromo-
somas de origen materno y paterno.

Porque la replicacion del ADN requiere la intervencion de cierta serie de proteinas, especial-
mente enzimas, sin cuyo concurso las reacciones quimicas serian tan lentas que imposibili-
tarian la vida. Para la sintesis de proteinas se necesita la informacion que contiene el ADN.
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(Glosario

Eficacia biologica

NUmero de descendientes via-
bles que se espera que un in-
dividuo aporte a la generacion
siguiente, en el caso de que
sobreviva para reproducirse.

Factor antigénico
Sustancia que puede inducir
la formacion de anticuerpos y
desencadenar una respuesta
inmunitaria.

Paleontologia

Ciencia que estudia los seres
organicos, incluyendo su
estructura, medio ambiente,
evolucion y distribucién, a

base de analizar restos fosiles.

Sistematica

Estudio de la diversidad de los
organismos y de sus relacio-
nes de parentesco evolutivo.

La superficie celular. Glucidos y lipidos
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