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INTRODUCCION

Entre las numerosas propiedades de los organismos vivos, hay
una que es esencial para la continuacidon de la vida: un
organismo debe ser capaz de replicarse. Para hacerlo, un
organismo debe poseer una descripcion completa de si mismo.
Esta descripcidon es una forma de informacion, un "conjunto de
instrucciones" que especifican cada paso necesario para que la
célula construya una réplica idéntica y como cada generacion
engendra a la siguiente, los descendientes han de recibir una
copia del conjunto de instrucciones para que, a su vez, puedan
replicarse. En una célula la informacion necesaria para
replicarse se encuentra en el material genético como una
molécula llamada &cido desoxirribonucleico ADN (o
desoxiribonucleic acid DNA).

La informacion soélo es util si existe un mecanismo para
expresarla. En los sistemas biolégicos la informacién contenida
en el DNA se copia en una molécula relacionada llamada acido
ribonucleico ARN (o ribonucleic acid RNA) mediante un
proceso llamado transcripcibn y a continuacion, esta
informacion transcrita se traduce en forma de una proteina. Asi,
la informacién bioldgica almacenada en el DNA fluye del DNA
al RNA y por ultimo, a las proteinas. En este capitulo se estu-
diara la estructura y las propiedades del DNA y del RNA con el
fin de establecer las bases para estudiar posteriormente el flujo
de la informacién biologica y el desarrollo del proyecto del
genoma humano (PGH).

El descubrimiento de la sustancia, después denominada DNA
fue realizado hace mas de un siglo por Friedrich Miescher,
médico suizo que se encontraba trabajando en el laboratorio
del quimico fisiblogo aleman Félix Hoppe-Seylcr en la
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Universidad de Tubingen. En 1869, Miescher comenzé el
estudio con leucocitos obtenidos del pus presente en los
vendajes de pacientes en post-operatorio, tratandolos con
acido clorhidrico y obteniendo asi el nucleo celular. Al anadir
una disolucion alcalina a los nucleos purificados se formaba un
precipitado cuyo analisis quimico mostré que contenia carbono,
hidrogeno, oxigeno, nitrogeno y un elevado porcentaje de
fésforo. Miescher llamd a esta nueva sustancia nucleina, v,
mas tarde, cuando se descubrié su caracter acido, se cambid
su nombre a &cido nucleico.

EL DNA ES UN POL,I'M,ERO LINEAL DE
DESOXIRRIBONUCIEOTIDOS UNIDOS MEDIANTE
ENLACES FOSFODIESTER.

El largo paso desde el descubrimiento de Miescher de una
sustancia desconocida, la nucleina, hasta el conocimiento
detallado actual de la estructura tridimensional del DNA ha
seguido una pauta similar de estudio, desde la composicion
quimica a la composicion de las unidades, a la via de
ordenacion de las subunidades y finalmente, al ordenamiento
tridimensional del DNA en el espacio.

El progreso en la determinacion de la estructura de la nucleina
fue muy lento y fue en los afios 30, mas de 60 afios después
de su descubrimiento, cuando Albrecht Kossel y Phoebus
Levene, realizaron los estudios quimicos que establecerian que
la nucleina era el acido desoxirribonucleico (DNA). Estos
analisis quimicos establecieron que la subunidad repetitiva del
DNA es un nucledtido y que contiene un azucar (2'-desoxi-D-
ribosa), un grupo fosfato y una de las cuatro bases
nitrogenadas heterociclicas (Figura 1.1). Dos de estas bases, la
adenina (A) y la guanina (G), son puricas, mientras que las
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otras dos, la citosina C) y la timina (T), son pirimidinicas
(Figura 1.2).

Base
nitrogenada
heterociclica

Fig.1.1 Estructura de un nucleétido
(la subunidad basica del ADN)

Guanina Adenina

Figura 1.2 Estructura de las bases puricas y pirimidinicas
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Los trabajos posteriores de Levene pusieron de manifiesto
como estas piezas de este rompecabezas estructural encajan
entre si. Levene descubrié que una base (A, G, T o C) esta
unida al C-I' de la 2'-desoxi-D-ribosa mediante un enlace B-N-
glicosidico. A esta unidad estructural se la denominé
nucledsido. Ademas, descubrid que el fosfato podia unirse al
C-3' 0 al C-5' del azucar. El nucledsido fosforilado constituye un
nucledtido. Asimismo, Levene descubri6 también que dos
nucledtidos estan unidos por un enlace covalente fosfodiéster
entre el grupo hidroxilo de un nucledétido y el grupo fosfato de
otro nucleétido. Debido a que los enlaces fosfodiéster en el
DNA unen los carbonos 5' y 3' de los residuos de azucar
adyacentes, estos enlaces se denominan enlaces bifosfodiéster
5'-3' y esta unidon de los 2'-desoxirribonucleétidos genera una
cadena polinucleotidica (Figura 1.3).

Extremo 5
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Fig. 1.3. (a) Estructura de un nucledtido. | ,_I_, ..
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Todos los nucleétidos en una cadena polinucleotidica tienen la
misma orientacion relativa, de modo que si en el primer
nucledtido el carbono 5' esta por encima del anillo de pentosa y
el carbono 3' por debajo, la posicion del carbono 5' se mantiene
en los nucledtidos restantes. Por tanto, una cadena
polinucleotidica es direccional y la direccion de avance se
define como 5' a 3', es decir, partiendo del C-5' del azucar, a
través del C-4', al C-3' que conecta con el siguiente fosfato. Los
extremos de las cadenas polinucleotidicas se denominan 5'y
3', denotando la direccion de las cadenas.

La fraccidon molar de cada base en una muestra de DNA, es
decir, la composicion de bases, puede determinarse
hidrolizando la muestra y analizando cuantitativamente los
productos. Debido a que la separacion y el analisis cuantitativo
eran dificiles, la composicion de bases del DNA no se
determiné hasta 80 anos después de su descubrimiento,
cuando se inventd la técnica de cromatografia en papel. A
finales de los afos 40, Erwin Chargaff empled la cromatografia
en papel para determinar la composicion de bases de muestras
de DNA aislada de diferentes organismos, encontrando que el
numero de moles de Ay T, por un lado, y el numero de moles
de C y G, por otro, eran iguales. Aunque el significado de esta
observacion no se comprendid para aquel entonces, pudo
explicarse elegantemente mas tarde en términos de la
estructura del DNA.

Asi, hacia 1950 se supo que el DNA era un polimero lineal de
residuos de desoxirribonucledtidos unidos por enlaces
fosfodiéster 5'-3' y que contenia cuatro residuos de nucledsidos
distintos dA, dT, dC y dG, de forma que los pares dA y dT, y dC
y dG se encuentran en cantidades equimoleculares. Sin em-
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bargo, aun se desconocia la estructura tridimensional del DNA,
y la biologia molecular se encontraba todavia en su infancia.

EL DNA ES UNA HELICE DOBLE
Analisis de difraccion de rayos X

Cuando las fibras de una molécula de DNA se someten a un
bombardeo de rayos X, los rayos se dispersan en funcién de la
estructura atdbmica de la molécula. El patron de dispersion
puede registrarse sobre una pelicula fotografica en forma de
manchas, y puede analizarse, especialmente en lo que se
refiere a la forma general y las regularidades de la molécula.
Este proceso, el analisis de difraccion de rayos X, se habia
usado con éxito por Linus Pauling y otros quimicos en el
estudio de la estructura proteica. Esta técnica fue probada por
William Astbury sobre DNA ya en 1938. En 1947, detect6 una
periodicidad de 3,4 A, sugiriéndole que las bases estaban
apiladas unas sobre las otras como monedas.

Entre 1950 y 1953, Rosalind Franklin, que trabajaba en el
laboratorio de Maurice Wilkins, obtuvo datos mas precisos de
difraccion de rayos X a partir de muestras mas purificadas de
DNA. Su investigacién confirmé la periodicidad de 3,4 A vista
por Astbury y sugirié que la estructura del DNA era algun tipo
de hélice. Sin embargo, no propuso ningun modelo definitivo.
Pauling habia analizado el trabajo de Astbury y otros, y
propuso, incorrectamente, que el DNA era una triple hélice.

En 1953, casi 20 afos después de que se elucidasen las
caracteristicas de la estructura covalente del DNA, James
Watson y Francis Crick determinaron la estructura
tridimensional del DNA. Utilizando los estudios de difraccion de
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rayos X de fibras de DNA obtenidos por Rosalind Franklin y
colaboradores; Watson y Crick elucidaron esa estructura
mediante una combinacién de analisis de datos de difraccion
de rayos X, de modelos tedricos y de intuiciones.
El modelo de Watson y Crick tiene las caracteristicas
principales que siguen a continuacion (figura 1.4):

1. Dos largas cadenas polinucleotidicas estan enrolladas
alrededor de un eje central, formando una doble hélice
enrollada hacia la derecha (dextrégira).

2. Las dos cadenas son antiparalelas; es decir, la orientacion
C-5' - C-3' va en sentidos contrarios.

3. Las bases de las dos cadenas yacen formando estructuras
planas y perpendiculares al eje; estan «apiladas» unas sobre
otras, separadas 3,4 A (0,34 nm), y se encuentran en el interior
de la estructura.

4. Las bases nitrogenadas de las cadenas opuestas estan
apareadas como resultado de la formaciéon de puentes de
hidrogeno. En el DNA soélo se permiten los emparejamientos A-
Ty G-C.

5. Cada vuelta completa de la hélice tiene una longitud de 34
A (3,4 nm); de este modo, cada vuelta de la cadena contiene
10 bases.

6. En cualquier segmento de la molécula, se observan un
surco mayor y un surco menor alternados a lo largo del eje.
7. La doble hélice mide 20 A (2,0 nm) de diametro.

La caracteristica genéticamente mas importante del modelo es
la condicion del emparejamiento entre bases (Punto 4 anterior).
Otras caracteristicas importantes son: Primero, la condicion
antiparalela de las dos cadenas es un punto clave del modelo
de la doble hélice. Mientras una cadena discurre orientada 5' -
3' (pareciéndonos derecha), la otra cadena esta orientada 3' - 5'
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(pareciendo asi invertida). Dadas las constricciones de los
angulos de enlace entre los distintos componentes de los
nucledtidos, no se puede construir facilmente la doble hélice si
ambas cadenas discurren paralelas. Segundo, la caracteristica
dextrogira de la hélice se puede apreciar mejor si se compara
esta estructura con su copia levogira, que es una imagen
especular de la misma.

La clave del modelo propuesto por Watson y Crick es la
especificidad en el emparejamiento de bases. Los datos de
Chargaff sugieren que las cantidades de A y T son iguales, y
que las de G y C también. Watson y Crick se dieron cuenta de
que si A se empareja con T y C lo hace con G, justificando
estas proporciones, los componentes de estos pares de bases
formarian puentes de hidrégeno (Figuras 1.4 y 1.5),
proporcionando la estabilidad quimica necesaria para mantener
las dos cadenas juntas. Ordenadas de este modo, se hace
aparente a lo largo del eje un surco mayor y uno menor. Mas
aun, una purina (A o G) esta al otro lado de una pirimidina (T o
C) en cada "escaldn de la escalera de caracol" de la hélice pro-
puesta, justificando los 20 A (2 nm) de diametro sugerido por
los estudios de difraccidn de rayos X.
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LA SOLVATACION, EL APILAMIENTO DE LAS BASES Y
LQS ENLACES DE HIDROGENO ESTABILIZAN LA DOBLE
HELICE

Las fuerzas responsables de las conformaciones nativas de las
estructuras complejas celulares, como los acidos nucleicos, las
proteinas y las membranas, son siempre las mismas. Estas
fuerzas son lo suficientemente fuertes como para mantener la
integridad estructural, pero lo suficientemente débiles como
para permitir una flexibilidad conformacional. Los enlaces
covalentes son, por supuesto, muy importantes, ya que
suministran el aglutinante que une los atomos en las moléculas;
sin embargo, las fuerzas débiles (el efecto hidrofobico, las
fuerzas de Van der Waals, los enlaces de hidrégeno y los
efectos electrostaticos) son las que determinan las formas
plegadas de las estructuras bioldgicas. Pueden distinguirse
cuatro factores principales que contribuyen a la estabilidad del
DNA.

1. Los efectos hidrofébicos estabilizan los apareamientos de las
bases. Los anillos hidrofébicos de purina y pirimidina de las
bases son empujados hacia el centro de la doble hélice en
virtud de la elevada cohesion interna de las moléculas de agua,
mientras que los sustituyentes hidrofilicos de las bases se
encuentran expuestos al disolvente en los surcos.

2. Las bases apiladas forman contactos de Van der Waals. Los
pares de bases se encuentran, apilados unos sobre otros, a lo
largo del eje central de la doble hélice. La altura por vuelta de
hélice en el B-DNA es igual al espesor de los anillos de purina 'y
pirimidina; por tanto, los anillos forman contactos de Van der
Waals. Las fuerzas de Van der Waals entre las bases apiladas
son débiles pero aditivas, de forma que en una molécula que
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contenga mas de 10* pares de bases, las fuerzas de Van der
Waals suponen una importante fuente de estabilidad.

3. Los pares de bases estan unidos mediante enlaces de
hidrogeno. El par de bases CG es mas estable que el par AT
por contener un enlace de hidrégeno mas.

4. El esqueleto del DNA interacciona con cationes. El esqueleto
del DNA, de tipo fosfodiéster, tiene caracter acido, y a pH 7.0
presenta una gran carga negativa. La repulsion electrostatica
entre los grupos fosfodiéster negativos es una fuente potencial
de inestabilidad de la doble hélice; sin embargo, los cationes
celulares, y en particular el magnesio, se unen fuertemente al
esqueleto fosfodiéster del DNA, estabilizando la doble hélice.
La doble hélice de DNA se desenrolla localmente durante
procesos tales como la replicacion del DNA, la transcripcion al
RNA vy la recombinacion génica. El desenrollamiento completo
del DNA puede ocurrir in vitro y se denomina desnaturalizacion
del DNA o transicion hélice-cadena. Este fendmeno tiene lugar
al romperse los enlaces de hidrogeno entre las bases con la
separacion consiguiente de los pares de bases, como cuando
se calienta el DNA por encima de una temperatura
determinada, o se funde. La desnaturalizacion del DNA puede
seguirse espectroscopicamente midiendo la variaciéon de la
absorcion de la luz ultravioleta por el DNA. EI DNA presenta el
maximo de absorcién de luz UV a 260 nm. Una vez
completamente desenrollado el DNA, las bases desapareadas
y no apiladas absorben a 260 nm un 37 % mas que cuando se
encuentran en la estructura nativa de doble hélice.
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EL ACIDO RIBONUCLEICO ES UN POLIMERO LINEAL DE
RIBONUCLEOTIDOS

No mucho después de que Miescher descubriese aquella
sustancia que luego resulté ser el DNA, Félix Hoppe-Seyler. Un
cientifico del mismo laboratorio, descubrié otra sustancia muy
similar al DNA; esta ultima sustancia, ahora conocida como
RNA, fue aislada en primer lugar a partir de levadura y mas
tarde de bacterias y plantas. Durante mucho tiempo se pensé
que el RNA estaba ausenté en los animales; cuando se
descubrid su presencia en animales se creia debida al alimento
vegetal. Este punto de vista prevalecié hasta 1914. Cuando
Robert Feulgen descubrié un colorante que tefia el DNA, pero
no el RNA, y otro que teiia sélo el RNA; al tefir células con
ambos colorantes descubrié la presencia conjunta de DNA vy
RNA en todas las células.

SOo—pP—0

H
Figura 1.6 Cadena polinucleotidica de ARN
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El esqueleto covalente del RNA consiste en un polimero lineal
de unidades ribonucleotidicas unidas mediante enlaces
fosfodiéster 5'-3' (Figura 1.6). En este aspecto el DNA y el RNA
son idénticos; no obstante, el RNA se diferencia
estructuralmente del DNA en tres puntos importantes:

1. ElI grupo azucar del RNA es la ribosa, y no la 2'-
desoxirribosa.

2. La timina se sustituye por uracilo (U) en lo referente a las
bases nitrogenadas. Recuérdese que la timina posee un grupo
metilo en el C-5 cuya sustitucién por un hidroégeno resulta en el
uracilo. Las bases nitrogenadas comunes del RNA son la
adenina, el uracilo, la guanina y la citosina.

3. Las moléculas de RNA son generalmente monocatenarias.
Sin embargo, en una unica cadena de RNA el apareamiento de
bases de Watson-Crick puede ocurrir entre la adenina y el
uracilo y entre la guanina y la citosina, y resultar en toda clase
de estructuras secundarias, entre las que cabe citar las
estructuras en bucle y en horquilla que participan en el
reconocimiento del RNA por proteinas. Unas cuantas
moléculas de RNA son bicatenarias y su conformacion es
analoga a la del A-DNA. En este sentido, la doble hélice de
RNA completa una vuelta cada 11 pares de bases; los pares de
bases se encuentran inclinados lejos del eje central de la
hélice, de forma que permite la solvatacion de los grupos
hidroxilos de los C-2' de los azucares. La existencia de una
hélice doble de RNA similar al B-DNA no es posible debido a
que los grupos 2'-hidroxilo no se encontrarian solvatados.

13
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Estructuras helicoidales bicatenarias en las que una cadena es
ADN vy la otra RNA existen en las células en varios momentos.
Por ejemplo, en la transcripcién se forma una molécula de
RNA, copia de una cadena de DNA en una reaccion catalizada
por la RNA polimerasa, de forma que la molécula de RNA
sintetizada es complementaria a la de DNA vy, por tanto,
durante el proceso de elongacién se forma un hibrido pequefio
gracias al apareamiento entreladAyelU,ladTylaA, ladCy
la GyladGylaC. Durante el estudio mediante difraccion de
rayos X de hibridos sintéticos grandes de RNA y DNA se
observd que adoptaban la conformacion comun al RNA y al
DNA, es decir, la conformacion conocida como A.

EXISTEN VARIOS TIPOS DIFERENTES DE MOLECULAS DE
ARN

Si bien el DNA es el depositario celular de la informacién
genética, muchas moléculas de RNA participan en el proceso
de expresion de tal informacién. En una célula dada, las
moléculas de RNA se encuentran en multiples copias y formas.
Las moléculas de RNA se clasifican atendiendo tanto a su
localizacion celular como a su funcion. De éste modo, en las
células procaridticas se diferencian basicamente tres formas
mayoritarias de RNA:

1. EI RNA mensajero (mRNA), que transporta la informacién
genética del DNA a los ribosomas, organulos celulares
responsables de la sintesis de proteinas.

2. El RNA ribosomico (rRNA), que es una parte constitutiva de
los ribosomas y que da cuenta de aproximadamente el 75 %
del RNA total celular.
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3. El RNA de transferencia (tRNA), que transporta los residuos
de aminoacidos que son adicionados a las cadenas
polipeptidicas crecientes durante la sintesis de proteinas.

Estos tres tipos de RNA fueron los primeros para los que se
describié una funcién bioquimica. Las células eucaridticas
contienen, ademas de estos tres tipos de moléculas de RNA,
una poblacién de moléculas grandes de RNA nuclear de peso
molecular muy variable. Estas moléculas de RNA heterogéneo
nuclear (hnRNA) son los precursores del mRNA maduro. Otro
grupo de moléculas de RNA, pequeias y también ubicadas en
el nucleo de las células eucaridticas, se encuentran unidas a
proteinas formando unos complejos conocidos como particulas
de ribonucleoproteinas pequefias nucleares (snRNPs o
"snurps"), y que desempenan un papel importante en la sintesis
del mRNA. Por otra parte, en el citoplasma también hay “RNAs
pequefos” asociados con proteinas especificas, algunos de los
cuales desempefan un papel estructural, mientras que otros
son necesarios para la catalisis de ciertas reacciones. Ademas,
en el proceso de replicacion del DNA se sintetizan varios RNAs
pequenos. Finalmente, el RNA, y no el DNA, constituye la
dotacion del material genético de algunas bacterias y virus
animales.

EL RNA ES QUIMICAMENTE MAS REACTIVO QUE EL DNA

El cambio de la 2'-desoxirribosa en el DNA por la ribosa en el
RNA puede parecer insignificante y, sin embargo, afecta en
gran medida a las propiedades del RNA. El grupo 2'-hidroxilo:
(1) impide a las moléculas de RNA la adopcion de la
conformacién B, (2) permite que en las moléculas de RNA
ocurra un numero mayor de interacciones terciarias y (3)
promueve la reactividad quimica, de hecho, las moléculas de
RNA son componentes imprescindibles en muchos procesos
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enzimaticos. Aunque en la mayoria de estas reacciones el RNA
tiene una funcion estructural, también se conocen ejemplos de
moléculas de RNA con funcién catalitica.

Un ejemplo que ilustra la importancia del grupo 2'-hidroxilo es
el comportamiento del RNA frente a las disoluciones alcalinas.
En este sentido, el tratamiento del RNA con un alcali 0.1 M a 25
°C produce, al cabo de pocas horas, una mezcla de
nucledsidos 2'- y 3'-monofosfato. Sin embargo, el DNA bajo
estas mismas condiciones es bastante estable. En presencia
de un i6n hidroxido el grupo 2'-hidroxilo de la ribosa del RNA se
convierte en su base conjugada, un anion alcoxido, que es un
nucleodfilo poderoso. El 2'-alcéxido ataca al grupo 3'-fosfodiéster
adyacente, originando un nucledsido 2',3'-monofosfato ciclico.
Durante este proceso el enlace 5'-3' fosfodiéster se rompe vy,
por consiguiente, la molécula de RNA se escinde. En esta
etapa, un enlace 5'-3' fosfodiéster se convierte en un enlace 2'-
3' fosfodiéster. Luego la primera etapa de la hidrdlisis alcalina
del RNA es una reaccion de transesterificacion. La segunda
parte de la reaccion implica la hidrolisis de un fosfodiéster
ciclico que ocurre por ataque de un segundo anién hidréxido a
este derivado de cinco eslabones tenso y, por consiguiente,
termodinamicamente inestable. La apertura del fosfodiéster
ciclico origina una mezcla de nucledsidos 2'- y 3'-monofosfato.
El DNA es estable en disoluciones alcalinas por carecer de un
grupo 2'-hidroxilo que lleve a cabo la catalisis intramolecular.

RNA NUCLEAR HETEROGENEO Y SU PROCESAMIENTO:
CAPERUZAS Y COLAS

A partir del estudio del RNA se han obtenido ideas sobre otras
regiones del DNA que no codifican directamente proteinas.
Esta investigacion ha proporcionado un conocimiento detallado
de la estructura génica de los eucariotas. El cédigo genético
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estd escrito en la secuencia ribonucleotidica del mRNA. Por
supuesto, esta informacion se origind en la cadena con sentido
del DNA, en la que hay secuencias complementarias de
desoxirribonucledtidos. En bacterias, la relacion entre DNA y
RNA parece ser muy directa. La secuencia de bases del DNA
se transcribe a una secuencia de mRNA, que luego se traduce
a una secuencia de aminoacidos de acuerdo con el cddigo
genético. Sin embargo, la situacién es mucho mas compleja en
eucariotas que en bacterias. Se ha encontrado que muchas
secuencias de bases internas de un gen no aparecen nunca en
el mMRNA maduro que se traduce. También se producen otras
modificaciones al inicio y al final del mMRNA antes de la
traduccion. Estos descubrimientos han puesto en evidencia que
en los eucariotas se produce un complejo procesamiento del
MmRNA antes de que sea transportado al citoplasma para
participar en la traduccion.

En 1970, las pruebas acumuladas mostraban que el mRNA
eucariotico se transcribe inicialmente como una molécula
precursora mas larga que la que se traduce. Esta nocion se
basaba en la observacion de James Darnell y sus
colaboradores del RNA nuclear heterogéneo (hnRNA) en
células de mamifero. EI RNA heterogéneo, acomplejado con
una abundante variedad de proteinas (formando los hnRNP -
ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas), es grande y
de tamafio variable (hasta 10’ daltons). Se encuentra sélo en el
nucleo. Es importante decir que se encontré6 que el hnRNA
contenia secuencias nucleotidicas comunes con las moléculas
de mRNA mas pequefas que hay en el citoplasma. Debido a
esta observacion, se propuso que el transcrito inicial de un gen
era una larga molécula de RNA que primero debia procesarse
en el nucleo, antes de aparecer en el citoplasma como una
molécula de mRNA madura. Los distintos pasos del pro-
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cesamiento, comentados, estan esquematizados en la Figura
1.7.

‘ Transcripcidén

1>

I

—

Transcrito inicial de pre-mRNA

rmG Adicién de
‘ la caperuza 5”

‘ Corte 3*

7mG

37

A A A
A A ‘Adicién de poli-A

AAAAAAAL | - ——

Inicio de la reaccion
de corte y empalme

T — s a2 AAAAAAAA

Eliminacién de los intrones
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TG AAAAAAAD o
1
a—

mRNA maduro

Figura 1.7 Conversion del ARN nuclear heterogéneo (hnRNA)
mensajero en eucariotas
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Las modificaciones postranscripcionales de los transcritos
de RNA eucaridtico destinados a convertirse en mRNA abarcan
el extremo 5 de estas moléculas, donde se anade una
caperuza de 7-metil-guanosina (7mG). La caperuza parece ser
importante para el procesamiento posterior en el nucleo, quiza
protegiendo el extremo 5' de la molécula del ataque de
nucleasas. Posteriormente, esta caperuza puede estar
implicada en el transporte del mRNA, maduro por la
membrana nuclear hacia el citoplasma; la caperuza es bastante
compleja y se caracteriza por la unién especial 5'-5' entre la
caperuza y el ribonucledtido inicial del mRNA. Algunos
eucariotas contienen también un grupo metilo (-CH3) en el
carbono 2' del azucar ribosa de los dos primeros
ribonucledtidos del RNA.

Un descubrimiento posterior proporciond mas ideas sobre el
procesamiento de los transcritos de RNA durante Ia
maduracién del mRNA. Se ha encontrado que tanto los hnRNA
como los mRNA tienen en su extremo 3' un alargamiento de
hasta 250 residuos de acido adenilico. Estas secuencias de
poli-A se afaden después de que se haya afadido la caperuza
5'-7TmG. Primero se corta enzimaticamente el extremo 3' del
transcrito inicial en un punto situado a unos 10-35
ribonucledtidos de la secuencia AAUAAA, altamente
conservada. Luego se produce la poliadenilacion mediante la
adicién secuencial de residuos de acido adenilico. Actualmente
se ha encontrado poli-A en el extremo 3' de casi todos los
MRNA estudiados en diversos organismos eucariéticos. Los
productos de los genes (proteinas) de las histonas parecen ser
la excepcion.
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La importancia de la secuencia AAUAAA y de la cola 3' se hace
evidente cuando se investigan mutaciones de esta secuencia.
Las células que llevan estas mutaciones no pueden afadir la
secuencia de poli-A, y en ausencia de esta cola, los transcritos
de RNA se degradan rapidamente. Por lo tanto, la cola de poli-
A es esencial si un transcrito de RNA se ha de seguir
procesando y ha de ser transportado al citoplasma.

SECUENCIAS INTERCALADAS Y GENES FRAGMENTADOS
(intrones y exones)

Uno de los descubrimientos mas excitantes en la historia de la
genética molecular sucedié en 1977 cuando Susan Berget,
Philip Sharp y Richard Roberts presentaron pruebas directas de
que los genes de los virus animales contenian secuencias
nucleotidicas internas que no se expresaban en la secuencia
de aminoacidos de la proteina que codifican. Esto se debe a
que ciertas secuencias internas presentes en el DNA no
aparecen en el mMRNA maduro que se traduce a proteina.

Se ha denominado a estos segmentos nucleotidicos
secuencias intercaladas, y estdan contenidas en genes
fragmentados. Estas secuencias de DNA que no estan
representadas en el producto final del mRNA también se
denominan intrones («int» por intercaladas), y las conservadas
y expresadas, exones («ex» por expresadas). La eliminacion de
las secuencias presentes en los intrones produce como
resultado de un proceso de escision y unidon del RNA,
denominado corte y empalme (splicing). Las secuencias de los
intrones estan presentes en los transcritos iniciales del RNA,
pero son eliminadas antes de que se traduzca el mRNA
maduro (Figura 1.7).
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Pronto se hicieron descubrimientos similares en diversos
eucariotas. Dos enfoques han sido los mas fructiferos. El
primero comprende la hibridacion molecular de mRNA maduro,
purificado y funcional, con el DNA que contiene los genes que
especifican el mensaje. Cuando se produce hibridacién entre
acidos nucleicos que no son exactamente complementarios, se
producen hetero-duplex que pueden visualizarse en el
microscopio electronico.

El segundo enfoque proporciona una informacion mas
especifica. Comprende la comparacion de las secuencias
nucleotidicas del DNA con las del mRNA, y su correlacién con
las secuencias de aminoacidos. Este enfoque permite la
identificacion precisa de las secuencias intercaladas.

Hasta ahora, se ha demostrado que un gran numero de genes
de diversos eucariotas contienen intrones, Uno de los primeros
en identificarse fue el gen de la beta-globina de ratén y de
conejo, estudiado independientemente por Philip Leder y
Richard Elavell. EI gen del ratén tiene un intrén de 550
nucledtidos, que empieza inmediatamente después del codon
que especifica el aminoacido 104. En el conejo hay un intrén de
580 pares de bases cerca del coddon del aminoacido 110.
Ademas, en ambos genes hay un intron anterior de unos 120
nucledtidos. Se han encontrado intrones similares en el gen de
la beta-globina en todos los mamiferos examinados (Figura
1.8).
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Figura 1.8 Intrones y exones de diversos genes de eucariotas. Los numeros
indican la cantidad de nucleétidos de las distintas regiones

Descubrimientos como éstos en mamiferos han probado que la
edicion de RNA proporciona otro importante mecanismo de
modificacion postranscripcional, y que este proceso no esta
restringido a los sistemas genéticos menos evolucionados
como las mitocondrias. Asi, parece probable que, al continuar
investigando, se encuentre que la edicibn de RNA esté mas
extendida. Ademas, este proceso tiene implicaciones
importantes en la regulacion de la expresion genética.

ENZIMAS DE RESTRICCION

Las enzimas de restriccion son endonucleasas que reconocen
una secuencia de entre 4-8 bp en una molécula de ADN de
doble hebra. El sitio de reconocimiento se llama sitio de
restriccidon y la enzima rompe un enlace fosfodiéster en la hebra
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guia y otro enlace fosfodiéster en la hebra complementaria.
Son extraidas de organismos procariéticos (bacterias) y se ha
visto que ciertas cepas de E. coli degradan (cortan) el DNA de
ciertos virus fagos infectivos, a menos que los acidos nucleicos
presenten metilacién (adicion de grupos metilo) en algunos
residuos de adenina o citosina del sitio de corte. La funcion de
las enzimas de restriccion es la proteger al organismo de DNA
extrafo. Cuando una porcion de DNA foraneo ingresa a la
célula, las enzimas de restriccion se encargan de degradarlo
cortandolo en pequenos fragmentos, siempre y cuando éste no
esté modificado.

Existen 3 tipos de enzimas de restriccion:

1. Tipo I'y Tipo lll:
a. Tienen actividad de restriccion (cortan) y modificacion
(metilan).

b. Cortan a cierta distancia de la secuencia de reconocimiento,
las Tipo | cortan lejos de la secuencia de reconocimiento, ya
sea rio arriba o rio abajo. Las Tipo lll cortan de 5-8 bases
antes o después de la secuencia que reconocen.

c. Necesitan ATP para moverse a través de la molécula de
DNA, desde el lugar de reconocimiento hasta el sitio del corte.

Tipo Il

a. Sélo tienen actividad de restriccion.

b. Cortan de manera consistente y predecible dentro de la
secuencia que reconocen.

c. Sélo requieren Mg*™ como cofactor.

d. No necesitan ATP.

Las endonucleasas se nombran a partir de las bacterias de las
que son extraidas, su nombre esta dado segun el género y la
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especie de la bacteria de donde se aislé por primera vez esta
enzima. La primera letra representa el género de la bacteria,
las proximas dos indican la especie, una cuarta letra indica la
cepa, y un numero al final indica la cantidad de enzimas que se
han aislado de esa cepa. Ej:

Eco Rl = E = género Escherichia
co = especie coli
R =cepa RV 13
| = primera endonucleasa aislada de esta cepa

Figura 1.9 Digestion de una muestra de
DNA con dos enzimas de restriccion
distintas
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Las enzimas de restriccibn son una herramienta muy
importante en la ingenieria genética, ya que permiten la
digestion de secuencias especificas del DNA. Las
secuencias digeridas se separan en bandas individuales de
distintos tamafos con la ayuda de electroforesis en geles de
agarosa (figura 1.9); estas digestiones (que generan bandas
de DNA) son fundamentales para la extraccion de un gen
de interés (presente en un genoma o plasmido, por ejemplo)
o para estudios de polimorfismo de poblaciones, entre otras
aplicaciones que son imprescindibles para el analisis
genético.
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ESTUDIOS GENOMICOS

El objetivo de la Gendmica es comprender la organizacion
molecular y la informacidén contenida en el genoma completo y
en los productos génicos cifrados por éste. Esta subdisciplina
de la genética emplea muchas de las técnicas analiticas que el
genetista aplica a genes individuales o a regiones
cromosomicas pequefas Yy las extiende de forma global a todo
el genoma. De tal modo, resulta posible el estudio directo de la
organizacion a gran escala de los genes y los cromosomas, y el
de la regulacion global de los genes.

A pesar de los considerables obstaculos técnicos, podemos
estar seguros de que, en unos pocos afos, tendremos un
catalogo completo con las secuencias de nucleétidos y
aminoacidos de todos los genes y los productos génicos
cifrados en los genomas de muchos organismos complejos,
incluida la especie humana. El disponer de dichos catalogos
proporcionara la materia prima que puede servir como origen
para la comprension de cualquier proceso, desde los asuntos
practicos de las enfermedades humanas y la genética
relacionada con la agricultura a los fendmenos bioldgicos
basicos tales como los que constituyen el fundamento de la
fisiologia celular, el desarrollo, el comportamiento, la ecologia y
la evolucién. La disponibilidad de estos catalogos es un
suceso cientifico excitante y digno de la transicién del milenio, y
promete tener efectos dramaticos en el proceso de la
investigacion cientifica de la Biologia.
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GENOMICA. UNA VISION GENERAL

La gendémica se divide en dos areas: la GENOMICA
ESTRUCTURAL, cuya finalidad es la caracterizacion de la
naturaleza fisica de genomas enteros; y la GENOMICA
FUNCIONAL, que se encarga de caracterizar el transcriptoma
(conjunto completo de los transcritos producidos por un

organismo concreto) y el proteoma (coleccion completa de las
proteinas cifradas en el genoma)

El principal objetivo del analisis genomico estructural es la
determinacién completa y precisa de la secuencia de DNA de
un genoma haploide representativo de una determinada
especie. El conocimiento de esta secuencia abre la puerta a
numerosas posibilidades. A través del analisis computarizado
de la secuencia, empleando los principios desarrollados por la
genética y la biologia molecular para el analisis de los
transcritos y proteinas, podemos predecir todas las proteinas
cifradas. Por otro lado, podemos analizar otros genomas
haploides de la misma especie y desarrollar una descripcion
estadistica de la variacion genética existente entre las
poblaciones de dicha especie; y podemos comparar las
secuencias genomicas de especies distintas para, de esta
manera, comprender cdmo se han reestructurado los genomas
en el curso de la evolucion.

Los estudios de GENOMICA COMPARADA han avanzado ya
lo suficiente como para revelar que, en especies relacionadas
(por ejemplo, entre los mamiferos), se mantiene una
considerable sintenia (localizacién conservada de genes dentro
de grandes bloques del genoma). Los estudios de Gendmica
comparada ofrecen también una herramienta poderosa para la
identificacion de motivos muy conservados, y por lo tanto
funcionalmente importantes dentro de las secuencias
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gendmicas codificantes y no codificantes. Esto ayuda a los
investigadores a confirmar las predicciones sobre las regiones
del genoma que cifran proteinas y a identificar elementos
reguladores importantes del DNA.

Aunque la gendmica estructural tuvo su inicio hace tan solo una
década y ya se han obtenido las secuencias de muchos
genomas, el recorrido desde los mapas genéticos clasicos
hasta llegar a completar los mapas de secuencias de DNA no
se hizo en un unico paso. Mas bien, de manera similar a como
se va incrementando progresivamente el aumento en un
microscopio Optico, hubo un avance paso a paso en la
resolucion de los mapas gendmicos durante el desarrollo de las
tecnologias de la gendmica.

En este capitulo, centraremos nuestra atencion en el desarrollo
de la genética de alta resolucién y de las tecnologias de
cartografia fisica que permitieron, en Uultima instancia, la
secuenciacion de genomas complejos. Estas tecnologias no
representaron tan solo pasos valiosos en la forma de realizar
mapas hasta el nivel de la secuencia, sino que también
suministraron herramientas que por si mismas eran de gran
importancia para la identificacion de enfermedades genéticas y
para la clonacién posicional.

Pronto, se evidencié que la disponibilidad de genomas
completamente secuenciados estimulaba el apetito cientifico
hacia la obtencion de informacion global adicional. En
particular, la transformacién de la “piedra Roseta” de la
secuencia gendmica en predicciones rigurosas de las
secuencias de los transcritos y las proteinas resultd ser un
desafio en si mismo, y ello condujo a que evolucionaran los
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proyectos para la caracterizacién directa de las estructuras y
las secuencias de todos los RNA y los polipéptidos.

Estos proyectos han supuesto la base de la creacién de la
Gendmica funcional , en la que las estructuras de los
transcritos se han caracterizado mediante la secuenciacion de
los cDNA completos y la comparacion de las secuencias
obtenidas con las de los correspondientes DNA genomicos.
Como veremos al final de éste capitulo, la disponibilidad de
estas secuencias de DNA ha permitido el desarrollo de los
micromatices extraordinariamente densas en las que cada
posicion de la matriz representa un RNA diferente. Estas
micromatices (o Chips), que constituyen un transcriptoma
completo, pueden colocarse en un solo portaobjeto y
exponerse a sondas para la caracterizacion de las
concentraciones de los transcritos en un tipo celular concreto y
bajo unas determinadas condiciones ambientales.

Estos experimentos de hibridacion permiten el analisis de,
literalmente, cientos de miles de datos en una sola tarde y
proporcionan una informacion global sobre como una
determinada condicién influye en las actividades de los genes.
Asimismo, de la misma manera que las estrategias empleadas
para la transcriptoma, estdan en desarrollo vias para la
identificacion sistematica y global del proteoma (esto es, todas
las proteinas que puede producir una especie). Muchos
procesos bioldégicos que implican la toma de decisiones
requieren modificaciones de las proteinas y cambios en las
interacciones proteina-proteina, comprender el proteoma (y el
transcriptoma) es tan importante como entender el genoma.
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PROYECTOS GENOMA. CONSIDERACIONES PRACTICAS

Hay en marcha proyectos genoma en varios organismos
distintos, incluyendo la especie humana y varios organismos
modelos. Los sistemas modelos son los mismos que se han
explotado profundamente en el analisis genético tradicional.
Estos incluyen a Mus musculus (el ratén), Drosophila
melanogaster (la mosca de la fruta), Saccharomyces
cerevisiae (levadura del pan), Caenorhabditis elegans (un
nematodo), Arabidopsos thaliana (una planta) y varias
bacterias. = Los primeros genomas en secuenciarse por
completo fueron los mas pequefos. Primero se completaron
las secuencias de los genomas viricos, a las que siguieron las
de los genomas de los cloroplastos y las mitocondrias. A
continuacion se secuenci6 el primero de una serie de genomas
bacterianos. En estos casos, algunos de los genomas se
escogieron por su interés genético, otros para el andlisis de la
diversidad evolutiva entre los procariotas y otros porque los
organismos son patdégenos importantes de los humanos.
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En 1996, se publicd la primera secuencia completa de un
genoma eucaridtico, el de la levadura Saccharomyces
cerevisiae. Debido a la magnitud de estas tareas, muchos de
los proyectos se llevan a cabo a través de acuerdos
internacionales, en los que participan cientos de investigadores
que colaboran y comparten datos sobre distintas regiones del
genoma. A menudo, los grupos o naciones enteras, incluso, se
especializan en el analisis de ciertos cromosomas concretos.
Puesto que estos esfuerzos requieren una experimentacion a
una escala superior a la que puede llevar a cabo un unico
laboratorio, los proyectos genoma han tenido éxito gracias a la
unién de diversos profesionales (genetistas, bidlogos
moleculares, quimicos, fisicos, ingenieros e informaticos) para
el desarrollo de la tecnologia necesaria, incluyendo Ia
automatizacién de los diversos pasos del proceso. Este
esfuerzo interdisciplinario del analisis gendmico es una
continuacion de la historia cientifica de la genética, que se ha
beneficiado en muchos aspectos de la interaccion intelectual
con otras disciplinas.

Antes de la disponibilidad del analisis gendmico, los
fundamentos genéticos de nuestro conocimiento a cerca de un
organismo se debian a los mapas cromosdémicos, de resolucion
relativamente bajo, de los genes que producian fenotipos
mutantes conocidos y de algunos marcadores moleculares. A
partir de este punto, el analisis genémico se realiza, por regla
general, siguiendo varios pasos de resolucion creciente:

1.- Situar genes y marcadores moleculares en mapas
genéticos de alta resolucion de cada cromosoma.

2.- Caracterizar y localizar fisicamente, unos respecto a otros
fragmentos de ADN clonados, con objeto de crear mapas

32



-
4
El Genoma Humano ‘%ﬁ’

DE LA QUIMICA

fisicos de cada cromosoma. El mapa genético del genoma
puede compararse entonces con el mapa fisico.

3.- Llevar a cabo analisis a gran escala de la secuencias del
genoma para producir un mapa con la secuencia completa de
cada cromosoma. Los mapas fisicos y genéticos pueden
entonces compararse con el mapa de secuencia.

Este analisis de resolucién progresivamente creciente va
acompanado del incremento de la resolucion de los analisis
necesarios para encontrar un gen especifico (ver fig. 2.1)

GENOMICA ESTRUCTURAL

Como sugiere el nombre, el objetivo de la gendmica estructural
es caracterizar la estructura del genoma. Conocer la estructura
de un genoma individual puede ser util para la manipulacion de
genes y segmentos de ADN de una especie en particular. Por
ejemplo, los genes se pueden clonar en base a el conocimiento
de su posicién en el genoma. Cuando se han caracterizado
varios genomas a nivel de su estructura es de esperar que,
mediante la gendémica comparada, resultara posible deducir las
reglas generales que gobiernan la organizacién estructural de
todos los genomas.

La gendmica estructural progresa mediante niveles crecientes
de resolucion analitica, comenzando con la asignacion de
genes y marcadores a cromosomas individuales, siguiendo con
la cartografia de estos genes y marcadores dentro de los
cromosomas Yy finalizando con la preparacién de un mapa fisico
que culmine con la secuenciacion.
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ASIGNACION DE LOCCI A CROMOSOMAS ESPECIFICOS
Existen varios métodos diferentes que permiten asignar genes
o marcadores a cromosomas individuales entre los que se
encuentran: los microsatélites, minisatélites, hibridacion in situ y
otros que se discutiran a continuacion.

LIGAMENTOS A LOCI CONOCIDOS

En los organismos bien estudiados, resulta sencillo cruzar una
estirpe que lleva el alelo “nuevo”, de posicién desconocida, con
una serie de estirpes que tienen marcadores dispersos a lo
largo del genoma cada uno en una posicidn cromosomica
conocida. La frecuencia de recombinacion mei6tica menor del
50 % indica que el alelo no cartografiado y un marcador
completo estan ligados vy, por lo tanto, se encuentran en el
mismo cromosoma. A menudo, estos datos de ligamiento dan
una idea aproximada de la posicidn cromosomica, quizas el
brazo cromosémico o la banda, incluso en la que esta.

ELECTROFORESIS DE CAMPO PULSANTE (ECP)

Si los cromosomas son lo suficientemente pequefos para que
se puedan separar mediante electroforesis de campo pulsante
(fig. 2.2), las bandas de ADN se pueden utilizar para localizar
los nuevos genes mediante hibridacion. En primer lugar, se
debe establecer que banda de ADN corresponde a cada
cromosoma. El tamafio de los cromosomas, las translocaciones
entre cromosomas y la hibridacion con sondas cuyas
posiciones en los cromosomas se conocen son utiles para este
propésito. A continuacion un nuevo gen clonado puede
utilizarse como sonda en un Southern del gel de ECP; y de
esta forma, se puede determinar cual es el locus cromosémico
del gen.
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Figura 2.2 (a) Electroforesis en campo pulsante de DNA cromosémico no
digerido de diferentes estirpes de levadura. Se distinguen 16 bandas. Al
haber 22 cromosomas en levadura, algunos de ellos han debido migrar
juntos en el gel. (Todas los canales se cargaron de forma idéntica), (b) La
electroforesis en campo pulsante separa los cromosomas de Neurospora y
facilita la localizacién de un gen clonado en un segmento cromosomico: (a
la izquierda) se observan los siete cromosomas silvestres y una
translocacién en la que una porcién de 100 kb del cromosoma Il se ha
insertado en el cromosoma lll; (a la derecha) autorradiograma realizado
después de hibridar con una sonda de un gen clonado de localizacién
desconocida. Los resultados demuestran que el gen estd situado en la
region translocada del cromosoma Il. (Parte a tomada de Bio-Rad
Laboratories; parte b tomada de Myron Smith.)
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HIBRIDOS DE CELULAS SOMATICAS HOMBRE-RATON
La técnica de hibridacion de células somaticas ha sido
ampliamente utilizada en la cartografia genética humana,
aunque se puede emplear en principio en muchos sistemas
animales distintos.

MAPAS CROMOSOMICOS DE ALTA RESOLUCION

El siguiente nivel de resolucién consiste en determinar la
posicién de gen o marcador molecular en el cromosoma. Este
paso es importante, ya que los mapas genéticos que se
generen se alinearan con los mapas fisicos que veremos a
continuacion y se utilizaran para verificar dichos mapas fisicos.
Ademas, los clones producidos como parte del mapa fisico
pueden ayudar a identificar el ADN gendmico correspondiente
a los genes del mapa genético. Se utilizan varios métodos
diferentes para localizar genes y marcadores.

CARTOGRAFIA POR RECOMBINACION MEIOTICA

El analisis de las frecuencias de recombinacibn en
cruzamientos dihibridos y multihibridos. En organismos
experimentales, como la levadura, Neurospora, Drosophila y
Arabidopsis, los genes que determinan diferencias en
caracteristicas fenotipicas cualitativas se pueden cartografiar
en forma directa, gracias a la facilidad con que se pueden
realizar cruzamientos controlados (como los cruzamientos de
prueba). Por lo tanto, se dispone de estos organismos con
mapas cromosomicos elaborados a lo largo de los afios, que
estan llenos de genes de efecto fenotipico conocido, todos
ellos asignados a sus respectivos loci.

Por varias razones éste no es el caso de la especie humana.
En primer lugar, hay wuna carencia de cruzamientos
informativos. En segundo lugar, los tamafos de las muestras
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de los descendientes son demasiados pequefios como para
hacer analisis estadisticos fiables que permiten determinar la
existencia de ligamiento. En tercer lugar, el genoma humano es
enorme. De hecho, incluso la asignacion de un gen
responsable de una enfermedad humana a un autosoma
concreto por analisis de ligamiento constituyd una tarea dificil
(la mayoria de los genes con fenotipos conocidos se asignaron
mediante cartografia de hibridos de células somaticas hombre-
raton y no por analisis de la RF).

Incluso en los organismos cuyos mapas aparecen “llenos” de
loci de efectos fenotipicos conocidos, se demostré que los
intervalos cromosomicos entre los genes conocidos debian
contener cantidades enormes de ADN. Estos intervalos, o
“huecos”, no se podian cartografiar por analisis de ligamientos,
puesto que no habia marcadores en dichas regiones.

Para la obtencion de mapas de mayor resolucion, era preciso
conseguir un gran numero de marcadores genéticos
adicionales que se pudieran utilizar para rellenar los huecos.
Esto se resolvié con el descubrimiento de varias clases de
marcadores moleculares. Un marcador molecular es un sitio en
el que hay heterocigosis para algun tipo de variacién neutra de
ADN. La variacion neutra es aquella que no esta asociada a
ninguna variacion fenotipica observable.

Cuando esta en heterocigosis, “este locus de DNA” se puede
utilizar en cartografia genética como cualquier par de alelos
convencionales en heterocigosis. Dado que los marcadores
moleculares pueden detectarse facilmente y son tan numerosos
en los genomas, una vez cartografiados mediante analisis de
ligamiento, rellenan los huecos entre los genes de fenotipo
conocido.
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Observe que, en la cartografia, el significado biologico del
marcador no es importante en si mismo; el sitio heterocigoético
es simplemente un punto de referencia convencional cuya
utilidad es la de permitir “orientarse” en el genoma.

En este sentido, los marcadores se utilizan como los puntos
estratégicos utilizados por los viajeros en los siglos anteriores.
Viajeros que no estaban interesados en las propias sefiales
(marcadores) y, sin embargo, se habrian desorientados sin
ellos.

Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion.
Los RFLP fueron los primeros marcadores neutros del ADN
que se aplicaron en la cartografia gendmica por frecuencia de
recombinacion.

Marcadores de ADN basados en la variabilidad y en el nUmero
de repeticiones de secuencias cortas. Aunque los RFLP fueron
los primeros marcadores de ADN en utilizarse en forma
generalizada en la caracterizacion genomica, tanto en los
analisis de los genomas de los animales como en las plantas,
hoy dia han sido reemplazados por marcadores que se basan
en la variacion en el numero de repeticiones en tandem de
secuencias cortas. Estos marcadores reciben colectivamente
la denominacién de polimorfismos en la longitud de secuencias
sencillas (SSLP) que ofrecen ventajas basicas sobre los RFLP.

Primero, respecto a los RFLP, usualmente aparecen sélo uno o
dos “alelos”, o morfos, en un pedigri 0 una poblaciéon en
estudio. Esto limita su utilidad; seria mejor contar con gran
numero de alelos que servirian como marcas especificas de
una gran variedad de regiones cromosdémicas homologas.
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Los SSLP cubren esta necesidad, dado que el alelismo multiple
es mucho mas comun habiéndose encontrado hasta 15 alelos
de un locus. Segundo, el grado de heterocigdsis de los RFLP
puede ser bajo; en otras palabras si un alelo de un locus es
relativamente raro en relacidon con el otro, la proporcion de
heterocigotos (los individuos cruciales en la cartografia) seran
bajos.

Los SSLP, sin embargo, ademas de ofrecer mas alelos
muestran niveles de heterocigosis mucho mayores, lo que los
hace mas dutiles en la cartografia genética que los RFLP,
puesto que los heterocigotos son la base del analisis por
recombinacién. En la actualidad, se utilizan rutinariamente dos
tipos de SSLP en Gendmica.

1.- Marcadores minisatélites. Estos marcadores se basan en la
variacion en el numero de repeticiones en tandem de los
minisatélites (VNTR Repeticiones en Tandem de Numero
Variable). Una huella digital de ADN es un conjunto de bandas
que resulta de la hibridacion Southern de una digestion con
enzimas de restriccion (fig. 2.3) las bandas individuales de la
huella digital del ADN representan secuencias de diferentes
tamafos, de muchas posiciones cromosémicas distintas. Si los
parentales difieren en una banda concreta, esta diferencia se
convierte en un locus heterocigotico (mas/menos) que se
puede utilizar en cartografia.
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2.-Marcadores microsatélites. Recuerde que ADN microsatélite
es una clase de ADN repetido que se basa en repeticiones de
dinucledtidos; el tipo mas comun es la repeticion del
dinucledtido C-A y su complementario G-T como en el ejempilo,
siguiente:

5'....C-A-C-A-C-A-C-A-C-A-C-A-C-A-C-A..... 3
3 ...G-T-G-T-G-T-G-T- G-T- G-T-G-T-G-T .... &

Las sondas para detectar estos segmentos se generan con la
ayuda de la reaccion en cadena de la polimerasa. La digestion
de ADN humano con la enzima de restriccion Alul da lugar a
fragmentos con un tamafio medio de 400 pares de bases que
se clonan en un vector fagico M13. Los fagos con insertos
(CA)/(GT), se identifican mediante hibridacion con una sonda
(CA)./(GT), . Se secuencian los clones positivos y se disefian
las parejas de cebadores en base a las secuencias que
flanquean el tramo repetido.
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Los cebadores se emplean para la reaccion de amplificacion,
utilizando ADN gendmico como sustrato. Una pareja de
cebadores concreta amplificara su propio tramo repetido y
cualquier variante en el tamafo del mismo que aparezca en el
ADN de distintos individuos. Una elevada proporcién de las
parejas de las parejas de cebadores revela la presencia de al
menos tres alelos marcadores, que se distinguen por las
diferencias en los tamanos de los productos de amplificacion.
La figura 2.4 muestra un ejemplo de la técnica de cartografia
con microsatélites. Pueden fabricarse miles de parejas de
cebadores que igualmente detectan miles de loci marcadores.
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Clave
- - Cebadores de PCR
EFiEra Repeticiones del microsatélite
~ Alelo dominante de la enfermeda
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Productos cl-e PCR
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Hay que tomar en cuenta algunas diferencias en cuanto a las
ventajas de los analisis de RFLP y SSLP. EI analisis de RFLP
requiere tener a mano en el laboratorio una sonda completa
clonada para la deteccidn de cada locus marcador individual.

El analisis de microsatélite requiere una pareja de cebadores
para cada locus marcador, pero estas secuencias cebadoras
pueden ser facilmente compartidas por todo el mundo,
distribuidas por correo electronico y fabricadas rapidamente por
un sintetizador de ADN. EIl analisis de minisatélites requiere
solo una sonda que detecte la secuencia central del elemento
repetido en cualquiera de los loci distribuidos por todo el
genoma.

El descubrimiento de los marcadores de RFLP y SSLP ha
permitido la construccidon de un mapa genético humano con
una resolucién de 1 centimorgan [cM o unidad de mapa (u.m.)]

Aunque esta resolucion constituye un logro notable, un cM es
todavia un tramo enorme de ADN, que en la especie humana
se estima que equivale a una megabase (1 Mb = 1 millén de
pares de bases).

En la actualidad, se estan elaborando mapas genéticos con
una resolucion mayor, que se basan en los polimorfismos de un
solo nucledtido (SNP; Polimorfismo de Un Nucledétido). Un SNP
es un sitio del genoma formado por un unico par de bases para
el que, en las poblaciones naturales aparecen normalmente
mas de uno de los cuatro posibles pares de bases. Se han
identificado y cartografiado en el genoma mas de varios cientos
de miles de sitios SNP, lo que proporciona el mapa con mayor
densidad de marcadores.
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DNA polimérficos amplificados al azar (RAPD). Un Unico
cebador para PCR disenado al azar amplificara, a menudo, por
casualidad varias regiones distintas del genoma. La secuencia
unica se encuentra flanqueada por dos copias invertidas de la
secuencia del cebador, el resultado es un conjunto de bandas
amplificadas de ADN con diferentes tamanos (Fig. 2.5). En un
cruzamiento, algunas de las bandas amplificadas pueden ser
unicas de un parental, en cuyo caso pueden tratarse como loci
heterocigéticos (+/-) y utilizarse como marcadores moleculares
en el analisis cartografico.

Observe también que el conjunto de fragmentos de ADN
amplificados, llamados ADN polimoérficos amplificados al azar
(RAPD), ofrece otro tipo de huella digital de ADN que puede
utilizarse para caracterizar un organismo individual. Tales
marcas de identidad pueden ser muy utiles para el analisis
genético rutinario o en los estudios de las poblaciones.

A - ==
- g — ) m————— Figura 2.5 (a) El analisis de DNA
. amplificado al azar (analisis de
RAPD) proporciona  marcadores

6 e | B

Electroforesis de los

Clave productos de la PCR
Posicion y orientacion de los

cebadores de la PCR

=== Productos de la amplificacién
=== por PCR

1-7 Cromosomas

RAPD

RRRRNI

{a)

moleculares cromosémicos. Si otra
estirpe carece de una de las bandas,
se puede considerar que tal banda
pertenece a un locus marcador
heterocigético para su uso en la
cartografia, como se muestra en el
ejemplo de la parte b.
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Figura 2.5 (b) Analisis de RAPD en un cruzamiento de una especie de arbol. Se
utilizé un cebador de 10 nucleétidos para amplificar regiones de DNA genémico
en los arboles parentales (M = masculino, F = femenino) y de 10 descendientes.
En la columna de la derecha, marcada «estd», aparecen muestras de DNA
estandar para calibrar los tamafos. Las flechas apuntan a dos bandas que
representan dos loci de un cruzamiento de prueba «dihibrido». Los dos alelos de
ambos loci se manifiestan como presencia o ausencia de una banda de RAPD.
De los dos parentales, unicamente el masculino mostré estas bandas, pero debia
ser heterocigoético para la presencia (alelo +) o ausencia (alelo -) de las bandas
de ambos loci. El parental masculino podria designarse 17/1~ « 2V2~, y el
femenino 1~/1" « 2~/2". Los descendientes muestran varias combinaciones
parentales y no parentales de estos alelos. (John E. Carlson)

Hibridacion in situ. Un gen clonado puede utilizarse para
fabricar una sonda marcada con la que poder hibridar
cromosomas in situ. Si se puede reconocer cada cromosoma
de una dotacion gendmica por su patron de bandas, tamafio,
relacion de tamafos entre los brazos u otra caracteristica
citolégica, entonces podemos asignar el nuevo gen al
cromosoma con el que hibrida. Ademas, el sitio de hibridacion
revela la posicion cromosomica aproximada del gen.

44



El Genoma Humano %

DE LA QUIMICA

o/

_ A'\& ;, |
d

Figura 2.6 Analisis FISH. Los cromosomas
se han hibridado in situ con una sonda
fluorescente especifica de un gen presente
en una sola copia por dotacion
cromosomica, en este caso, el gen de una
proteina del musculo. Sélo un locus muestra
una mancha fluorescente, que corresponde
a la sonda unida al gen de la proteina del
musculo. (Tomado de P. Lichter et al.,
«High-Resolution  Mapping of Human
Chromosome 11 by in Situ Hybridization with
Cosmid Clonesy, Science 247, 1990, 64.)

La sonda se marca comunmente con radiactividad o
fluorescencia. En el procedimiento de hibridacion in situ
fluorescente (FISH), el clon se marca con un compuesto

fluorescente, y se bafia con el una preparacion cromosémica
parcialmente desnaturalizada. La sonda se une al cromosoma
in situ, y la localizacion del fragmento clonado se reconoce por
una mancha brillante de fluorescencia (Fig. 2.6). El coloreado
de cromosomas es una extension de la técnica FISH. En este
caso un conjunto de fragmentos de ADN clonados, que
sabemos pertenecen a cromosomas 0 regiones cromosomicas
concretas, se marcan con compuestos fluorescentes distintos.
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Estos compuestos “colorean” asi regiones especificas y
permiten distinguirlas al microscopio. Si un clon de un gen cuya
posicion se desconoce se marca con otro compuesto
fluorescente se puede establecer su posicion en la serie de
cromosomas coloreados.

Puntos de ruptura y reorganizacion cromosomicas.
Normalmente las mutaciones cromosémicas se atribuyen a que
las rupturas cromosomicas rompen los genes en dos
interrumpiendo  secuencias estructurales o reguladoras
esenciales. Si el punto de ruptura se puede ver o cartografiar
con marcadores conocidos, aplicando el analisis de
recombinacién, esta informacion se puede emplear para
asignar un gen a una posicion en el mapa citogenético de un
cromosoma. Una caracteristica util de los puntos de ruptura de
las reorganizaciones es que también sirven como marcadores
moleculares. Cuando se ha identificado un clon de ADN que
cubre el punto de ruptura este se detecta en un experimento de
Southern como una banda esperada que desaparece para dar
lugar a la aparicién de dos nuevas bandas.

Cartografia con hibridos irradiados. La técnica que se utiliza
para localizar genes en cromosomas individuales se puede
extender a la obtencién de un mapa genético.

Una extension importante es la cartografia con hibridos
irradiados. Esta técnica se disefid para generar un mapa de
alta resolucién de marcadores moleculares distribuidos por todo
el cromosoma. El procedimiento consiste en irradiar células
humanas con rayos X para fragmentar los cromosomas vy, a
continuacion, fusionar las células irradiadas con células de
raton para formar un panel de hibridos distintos.
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En este caso, los hibridos tienen un conjunto de fragmentos de
los cromosomas humanos, como se representa en la Figura
2.7. La mayoria de los fragmentos estan embebidos en los
cromosomas de ratdon, pero se pueden encontrar también
cromosomas humanos truncados. Primero se calcula la
frecuencia de aparicion de varios marcadores moleculares
humanos en los hibridos. El paso siguiente es calcular la
frecuencia con que aparecen simultdneamente parejas de
marcadores moleculares humanos. Hay que asumir que los
marcadores estrechamente ligados entre si se incorporaran
juntos con mucha frecuencia, ya que la probabilidad de que
ocurra una rotura inducida por la radiacion entre los dos loci es
baja. La aparicion simultanea de marcadores alejados entre si,
asi como de los que estan en cromosomas diferentes, deberia
suceder con una frecuencia cercana al producto de las
frecuencias individuales. Se utiliza una unidad de cartografia,
CR3000, que se ha calibrado a un valor aproximado de 0.
cM(u.m.).

Rayos X

Figura 2.7 Generacion de hibridos
HOMERE RATON _ irradiados con rayos X. Los
' fragmentos de los cromosomas
humanos se integran en los del ratén.
El andlisis de la presencia simultanea
de marcadores humanos en un panel
de varios hibridos irradiados puede
desvelar la existencia de ligamiento.

FUSION

HIBRIDO IRRADIADO
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La obtencion de un panel estandar con unos 100 a 200 hibridos
es bastante sencilla. Este panel seria suficiente para obtener
un mapa cRspp0 de alta resolucién del genoma humano, que
tendria una resolucion diez veces mayor que el mapa genético
actual en centimorgans. Una desventaja de la técnica es que
esta limitada a los marcadores para los que existen diferencias
entre el genoma humano y el del raton.

Cartografia fisica de los genomas. Un incremento adicional
en el grado de resolucion cartografica se consigue mediante la
manipulacion directa de fragmentos de DNA clonados. Como el
DNA es la materia fisica del genoma, los procedimientos
empleados se denominan, de forma general, cartografia fisica.

Un objetivo de la cartografia fisica es generar un conjunto de
clones con fragmentos solapados, que cubran entre todos un
cromosoma entero o un genoma completo.

El mapa fisico resultante presenta tres caracteristicas utiles. En
primer lugar, permite ordenar los marcadores genéticos
presentes en los clones, contribuyendo asi al proceso general
de cartografia del genoma.

En segundo lugar, una vez obtenidos, los clones continuos
representan una serie ordenada de secuencias de DNA que se
puede explotar en futuros analisis genéticos, como la busqueda
de correlaciones entre fenotipos mutantes y alteraciones en
determinadas regiones moleculares. En tercer lugar, estos
clones constituyen la materia prima para la obtencion de la se-
cuencia de nucledtidos en los proyectos genoma a gran escala.

En la preparacion de los mapas fisicos de los genomas, los
vectores que pueden incorporar insertos muy grandes son, na-
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turalmente, los mas utiles. Los mas utilizados son los cosmidos,
YAC (cromosomas artificiales de levadura; del inglés, yeast
artificial chromosomes), BAC (cromosomas artificiales de
bacterias; del inglés, bacterial artificial chromosomes) y PAC
(cromosomas artificiales derivados del fago PI; del inglés, PI-
based artificial chromosomes). Los BAC (Fig. 2.8) se basan en
el plasmido F de 7 kb de E. coli. Recuerde que este plasmido
puede llevar grandes fragmentos de DNA de E. coli como
derivado F'. De forma similar, como vector de clonacién, puede
llevar también fragmentos de DNA foraneo de gran longitud,
hasta de 300 kb, aunque el tamafo medio esta alrededor de
100 kb. Los PAC se construyen mediante una manipulacién
similar del fago PI, y llevan insertos comparables a los de los
BAC.

Promotor de T7  Promotor de Spé

™ | clonacion

Hindll Figura 2.8 Estructura de un

Notl BamHI / Notl ipr s .
afend s Yoy cromosoma artificial  bacteriano
. - | Region de (BAC), empleado para clonar

< CM® es un marcador de seleccion
/’ de resistencia a cloranfenicol. oriS,

fragmentos largos de DNA foraneo.

repE, parA y parB son genes del

parB com” plasmido F necesarios para su

BAC

replicacion y la regulacion del
numero de copias. cosN es el sitio
eos del fago A. Hindlll y BamHI son

7kb [F sitios de clonacion en los que se

inserta el DNA foraneo.

parA oris

o retirar el fragmento insertado.
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Aunque los tamafios maximos de los insertos en los BAC y los
PAC no es tan grande como el de los YAC, los primeros
presentan ciertas ventajas sobre éstos. En primer lugar, se
amplifican en las bacterias, y se pueden aislar y manipular
simplemente con las técnicas basicas que se emplean con los
plasmidos bacterianos. En segundo lugar, los BAC y los PAC
generan menos insertos hibridos que los YAC. Insertos hibridos
son los que se componen de varios fragmentos distintos, y su
presencia puede arruinar los intentos de ordenar los clones.

No obstante, a pesar de estos utiles vectores, la tarea de clonar
todo un genoma resulta desalentadora. Incluso los genomas
considerados pequenos contienen cantidades inmensas de
DNA. Considere, por ejemplo, el genoma de 100 Mb del
pequefio nematodo Caenorhabditis elegans, como el tamano
medio de los insertos de los cosmidos es de unas 40 kb, se
necesitarian al menos 2500 césmidos para abarcar este
genoma, y muchos mas para asegurarse que no quede ningun
hueco sin cubrir. Los YAC pueden llevar fragmentos del orden
de 1 Mb, asi que con ellos la tarea resulta algo mas sencilla.

La clonacion de un genoma completo comienza con la obten-
cion de un gran numero de insertos clonados aleatoriamente.

El contenido de los clones se debe caracterizar de alguna
forma que permita establecer los solapamientos. Un conjunto
de clones solapados se denomina “contig”.En las fases iniciales
de los proyectos genoma, los “contig” son numerosos y
representan «islas» clonadas del genoma. Sin embargo,
conforme se caracterizan mas clones, los “contigs” se hacen
mas largos y se solapan con otros, hasta que el proyecto acaba
generando un “contig” para cada cromosoma.
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Genotecas especificas de cromosomas. Si la genoteca de clo-
nes se prepara a partir de DNA gendmico total, la elaboracidn
de los “contigs” es muy lenta. Sin embargo, si se utiliza un
cromosoma concreto para hacer la genoteca, los “contigs” se
elaboran mas rapidamente. Puede emplearse la PFGE para
aislar cromosomas individuales (si son pequefos) o segmentos
cromosomicos resultantes del corte con enzimas de restriccion
que generan fragmentos muy largos, como Notl.

Otra opcion para preparar DNA de un cromosoma concreto es
la citometria de flujo. Los cromosomas (como los humanos) se
pueden separar por citometria de flujo mediante la técnica de
separacion de cromosomas activada por fluorescencia (FACS;
del inglés, Fluorescence-Activa-ted Chromosome Sorting
(Fig.2.9). En esta técnica, los cromosomas metafasicos se tifien
con dos colorantes, uno que se une a regiones ricas en AT y
otro que lo hace a regiones ricas en GC. Se rompen las células
para liberar los cromosomas a una suspension liquida.

Esta suspension se pulveriza de forma que la concentracion de
cromosomas es tal que cada gota contiene un solo cromosoma.

La suspensidn pulverizada se pasa a través de un rayo laser
calibrado para excitar la fluorescencia. Cada cromosoma
produce su propia sefal fluorescente caracteristica, que es
reconocida electrénicamente para que dos placas deflectoras
dirijan las gotas que contienen el cromosoma deseado a un
tubo colector.

Se utilizan varias técnicas distintas para ordenar los clones
gendmicos en “contigs”. A continuacion, trataremos algunas de
las mas importantes.
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Ordenamiento mediante FISH. Si se dispone de buenas marcas
cromosomicas, se puede utilizar el analisis FISH para localizar
las posiciones aproximadas de los insertos grandes.
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El fragmento gendmico insertado en un vector posee su propia
secuencia unica, que se puede utilizar para producir una huella
digital de DNA. Por ejemplo, una digestiéon multiple con
enzimas de restriccidn genera una serie de bandas cuyo
namero y posicién constituye una huella digital unica, que es
especifica para ese clon.

Las distintas bandas producidas por clones diferentes se
pueden alinear, ya sea visualmente o empleando un programa
de ordenador, para determinar si hay algun solapamiento entre
los DNA insertados. De esta forma, se puede ensamblar el
‘contig”.
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Ordenamiento mediante sitios marcados por su secuencia. Se
pueden utilizar secuencias Uunicas de pequeio tamafo,
contenidas en insertos grandes, como marcas para alinear
varios clones en “contigs”. Por ejemplo, si un clon A tiene las
marcas 1y 2, y el clon B tiene las marcas 2 y 3, los dos clones
deben solapar en la region de la marca 2. En la practica, se
acumula un conjunto numeroso de clones al azar con
pequefos insertos gendmicos (por ejemplo, clones en el fago A)
y se secuencian pequefas regiones de cada clon.

A partir de estas secuencias, se disefian cebadores de PCR
que amplificaran pequefas secuencias concretas del DNA
flanqueado por los cebadores. Estas secuencias cortas de DNA
se conocen como sitios marcados por su secuencia (STS; del
inglés, sequence-tagged sites).

Aunque se desconoce inicialmente la posicién de estos STS en
el genoma, se puede utilizar un panel con muchos STS para
caracterizar clones con grandes insertos gendémicos (como los
YAC). Los clones que tienen determinados STS en comun
deben presentar tramos que solapan vy, por lo tanto, se pueden
alinear en “contigs”. La Figura 2.10 muestra un ejemplo de este
proceso.
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Figura 2.10 Utilizacién de sitios marcados por su secuencia (STS) para
ordenar clones solapados (en este ejemplo, YAC) en un contig. Se analiza
la presencia de los STS en cinco YAC distintos (arriba), y se emplean estos

datos para generar un mapa fisico (abajo).

Estas secuencias cortas se obtienen a veces de clones de
cDNA, recibiendo entonces la denominacion de marcadores de
secuencias expresadas (EST; del inglés, expressed sequence
tags). Los EST se obtienen mediante la secuenciacion del
inserto de cDNA, empleando para ello un cebador disefiado a
partir de la secuencia del vector.

Se pueden utilizar para alinear los EST en los “contigs”,
superponiendo asi el mapa genético al mapa fisico. Ademas, si
en el EST esta parte de la secuencia de lectura abierta (ORF;
del inglés, open reading frame) del transcrito, la traduccién
«virtual» del ORF puede suministrar un «anticipo» de la funcion
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de la proteina cifrada por el mMRNA a partir del cual se obtuvo el
cDNA.

La combinacion de estos métodos de cartografia fisica ha de-
rivado en la clonacion de los genomas completos de varios
organismos. Por ejemplo, el genoma de C. elegans esta ahora
disponible en series de “contigs” de cosmidos o de YAC.

Ademas, el DNA de los “contigs” se ha dispuesto de forma
ordenada sobre filtros de nitrocelulosa; de manera que, para
saber donde se localiza en el genoma un fragmento concreto
de DNA que sea de interés, basta con utilizar ese DNA como
sonda sobre los filtros, y la deteccion de una senal positiva de
hibridacion indicara su posicion precisa.

Un ejemplo: clonacion y cartografia del cromosoma Y humano.
Varios de los cromosomas humanos mas pequefios se han
clonado por completo como series solapadas de YAC (“contigs”
de YAC). Examinaremos la clonacioén del cromosoma

Y como ejemplo, ya que ilustra varias de las técnicas de
cartografia fisica. De hecho, el mapa de STS del cromosoma Y
se obtuvo mediante dos métodos distintos, el alineamiento de
YAC y el analisis de deleciones.

Alineamiento de YAC. La citometria de flujo permitié la ob-
tencion de una muestra de cromosomas Y, a partir de la cual se
generaron clones de A. Utilizando los que no contenian DNA
repetido, se disefaron cebadores de STS. En total, se
fabricaron 160 cebadores. Se obtuvo una genoteca de YAC
con 10.368 clones en los que el tamafno medio de los insertos
era de unas 650 kb. Con estos numeros, se estimé que cada
punto del cromosoma
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Y debia estar representado en la genoteca una media de
cuatro veces. Los clones YAC se dividieron en 18 series de 576
YAC cada una, y se analiz6 cada serie con los cebadores STS.
La subdivision de las series positivas permitio asignar
rapidamente cada STS particular a YAC concretos. Se
determind el contenido global de STS en cada YAC, y se
establecieron los solapamientos entre los YAC de la misma
forma que se muestra en el ejemplo general de la Figura 2.10.

Andlisis de deleciones. Hay varios tipos de deleciones del
cromosoma Y que ocurren de forma natural. Por ejemplo, algu-
nos varones XX poseen fragmentos truncados del Y, mientras
que algunas mujeres XY llevan deleciones de la regién que
contiene el gen de la masculinidad (determinante de testiculos).

Estas deleciones del Y se mantuvieron en cultivos celulares y
fueron la base del alineamiento de STS del cromosoma Y. Se
probd cada delecion respecto de su contenido en STS. Dado
que, de manera natural, las deleciones constituian una serie
ordenada, se pudo utilizar su contenido en STS no so6lo para
elaborar un mapa de STS, sino también para cartografiar la
extension de las deleciones. Los mapas de STS generados
mediante el alineamiento de YAC y mediante el analisis de
deleciones resultaron idénticos.

Secuenciacion de los genomas. Se han empleado con éxito
varias estrategias distintas en los proyectos genoma. Sus
ventajas y desventajas dependen del tamano y la complejidad
del genoma, siendo de particular importancia la frecuencia de
DNA repetido.

Secuenciacion aleatoria de clones. El primer genoma en clo-
narse fue el de la bacteria Haemophilus influenzae. EI DNA
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genomico se fragmentd mecanicamente y se utilizd para
obtener una coleccion numerosa de clones aleatorios que se
presumia debian solapar unos con otros de muchas formas. Se
emplearon cebadores complementarios al DNA adyacente del
vector para secuenciar regiones cortas de los extremos de los
insertos de Haemophilus clonados. Luego, estas secuencias
cortas se utilizaron (de manera parecida a los STS) para alinear
los clones gendmicos. Como se obtuvieron muchas secuencias
aleatorias de pequefo tamafo, juntas abarcaban la mayor
parte del genoma de Haemophilus.

Los huecos se rellenaron mediante «paseo con cebadoresy;
esto es, empleando el extremo de una secuencia clonada como
cebador para secuenciar tramos adyacentes no clonados.

Secuenciacion de clones ordenados. La mayoria de los pro-
gramas de Secuenciacion gendmica comienzan con una serie
ordenada de clones. Previamente, vimos como se generd una
serie ordenada de clones YAC para el cromosoma Y, y para
otros cromosomas humanos.

Sin embargo, los clones YAC no son adecuados para su
Secuenciacion directa. Los YAC se subclonan en una serie de
BAC o PAC solapados que, de nuevo, se alinean en contigs
mediante STS o sus huellas digitales de DNA. A continuacion,
se subclonan los clones BAC o PAC en insertos mas
pequefos, que seran los que se secuencien. A este nivel, ya no
se ordenan los clones, sino que se secuencian al azar multiples
insertos, de manera que cada clon BAC o PAC se secuencia
por completo hasta un total de cinco veces.

Secuenciacion de clones desordenados. Una estrategia em-
pleada actualmente consiste en secuenciar los dos bordes de
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los fragmentos gendmicos clonados con cebadores
complementarios a los extremos del vector. Si la longitud de los
tramos secuenciados y las de los fragmentos clonados son
suficientemente grandes, se pueden reunir estas secuencias
para formar largos tramos continuos de secuencia que pueden
abarcar a los DNA repetidos contenidos en el genoma.

La ventaja de esta estrategia es que se elimina el tiempo y el
esfuerzo del proceso de cartografia de los clones. Este tipo de
secuenciacion se esta probando en la actualidad en el genoma
de Drosophila y en el humano.

Automatizacion. Se pueden acelerar todos los pasos del
analisis gendmico mediante automatizacion. La preparaciéon de
los clones, el aislamiento de DNA, la electroforesis y los
protocolos de secuenciacion han sido todos ellos adaptados a
maquinas.

Utilizacion de los mapas gendmicos en el analisis genético. Los
mapas genéticos y fisicos son un magnifico punto de partida
para varios tipos de andlisis genético, como el aislamiento de
genes (incluidos los implicados en enfermedades genéticas hu-
manas) y los estudios de Gendmica funcional.

Aislamiento de genes de enfermedades humanas mediante
clonacién posicional. Consideraremos, como ejemplo, los
métodos empleados para identificar la secuencia gendmica del
gen de la fibrosis quistica (CF). Cuando se aislo el gen, no se
conocia el defecto bioquimico causante de la enfermedad, de
manera que se trataba de un gen a la busqueda de una
funcién. EI ligamiento a marcadores moleculares habia
permitido localizar el gen en el brazo largo del cromosoma 7,
entre las bandas 7922y 7q31.1.
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Los datos indicaban que el gen CF estaba dentro de esta
region, flanqueado a un lado por el gen met (un protooncogén)
y por el marcador molecular D788 al otro lado. No obstante,
entre ambos marcadores hay 1.5 centimorgans (unidades de
mapa) de DNA, un enorme tramo no cartografiado de 1.5
millones de bases. Se obtuvieron marcadores adicionales den-
tro de la region, utilizando sondas nuevas derivadas de una
genoteca del cromosoma 7 elaborada empleando citometria de
flujo.

Sin embargo, las dos técnicas claves que se utilizaron para
recorrer grandes distancias genéticas fueron el paseo
cromosomico y una técnica relacionada denominada salto
cromosomico. La ultima técnica ofrece la posibilidad de saltar
por encima de regiones inclonables de DNA, y genera marcas
muy separadas a lo largo de la secuencia, que pueden
emplearse como puntos de partida de paseos cromosdmicos
en ambas direcciones.

El salto cromosémico se ilustra en la Figura 2.11. En este
método, se generan grandes fragmentos de DNA mediante la
restriccién parcial de la region en la que se piensa esta el gen
de interés. A continuacion, se circulariza cada fragmento,
quedando asi unidos sus dos extremos entre si. Se corta la
zona de union y se clona en un vector fagico que, junto con
otras zonas de union, constituyen una genoteca de saltos. Se
utiliza una sonda del inicio del tramo de DNA en investigacion
para analizar la genoteca de saltos y encontrar el clon que
contiene el extremo inicial. Cuando se encuentra este clon, se
corta el otro extremo de la region de union y se utiliza para
inspeccionar de nuevo la genoteca y realizar un segundo salto.
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A partir de cada punto de salto pueden hacerse paseos
cromosdémicos en ambas direcciones, en busqueda de
secuencias que parezcan genes.

Se obtuvo un mapa de restriccion de toda la regidén que debia
contener el gen CF, utilizando enzimas de corte poco frecuente,
y los sitios de restriccion se utilizaron para establecer la
posicion y orientacion de las secuencias obtenidas en los saltos
y paseos cromosomicos. Una vez obtenida la secuencia de un
numero de segmentos suficiente para cubrir zonas
representativas de toda la region, comenzé la caza de
cualquier gen situado dentro de la misma. Los genes se
buscaron mediante varias técnicas. En primer lugar, sabiendo
que los genes humanos estan normalmente precedidos en su
extremo 5' por ristras de citosinas y guaninas, denominadas
islas CpG, se buscaron y encontraron varias de ellas.

En segundo lugar, se razoné que un gen debia mostrar ho-
mologia con el DNA de otros animales, debido a la
conservacion evolutiva, de manera que las secuencias
candidatas se emplearon como sondas en lo que se denomind
zooblots, analisis de hibridacion de las sondas con DNA
genomico de varios animales distintos.

En tercer lugar, los genes deben tener sefiales apropiadas de
inicio y fin de la traduccion. En cuarto lugar, los genes se
transcriben, por lo que deben detectarse los transcritos
correspondientes. Finalmente, se encontré6 un gen candidato
que se extendia a lo largo de 250 kb de la region. Algunos
sintomas de la CF se manifiestan en las glandulas sudoriparas;
asi que se prepar6 cDNA de células cultivadas de dichas
glandulas, detectandose un cDNA de 6500 nucledtidos que era
homologo del gen candidato. Cuando se secuencié el cDNA de
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personas sanas y de enfermos de CF, se observo que el cDNA
de éstos contenia una delecion de tres pares de bases que
eliminaba una fenilalanina de la proteina.

Por lo tanto, lo mas probable era que esta regién determinara
la funcion afectada en la enfermedad. Asi pues, se habia
encontrado el gen CF. De su secuencia nucleotidica se infirié la
de aminoacidos; y a partir de ésta se predijo la estructura
tridimensional de la proteina. Esta resulté ser similar en
estructura a las proteinas transportadoras de iones de otros
sistemas, lo cual sugeria que la causa principal de Ila
enfermedad era un defecto en el transporte. Cuando se empled
el gen silvestre para transformar lineas celulares mutantes de
enfermos de CF, se restablecio la funcion normal. Siendo este
«rescate» fenotipico la confirmacién definitiva de que la
secuencia aislada correspondia en realidad al gen CF.

Fragmanto de DMNA
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Circularizacidn

repetido.

Fragmento de union SN S

Usado como punto de partida
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fragmentos gendémicos
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salto cromosémico; esto
permite evitar regiones de
dificil clonacién, como las
que contienen DNA
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Método del gen candidato. La clonacion y caracterizacién in-
tensiva de una region cromosomica revela inevitablemente la
presencia de genes de funcién desconocida. Si un gen de
interés, como el responsable de una enfermedad, se
cartografia en dicha region, estas secuencias que parecen
genes se convierten en genes candidatos a ser el implicado en
la enfermedad. Esta estrategia para aislar un gen recibe la
denominacion de método del gen candidato. La informacion
sobre datos fenotipicos, como un defecto bioquimico y el
patron de expresion tisular de la enfermedad, se puede
confrontar con la presencia de ciertos dominios en la secuencia
de la proteina y la expresion tisular del gen candidato.

GENOMICA FUNCIONAL

Los datos de la secuenciacidn a gran escala son el comienzo
de la Gendmica funcional. Las siguientes secciones muestran
algunos de los analisis que se pueden realizar para investigar
la funcion.

Caracterizacién del proteoma mediante analisis de ORF. La
secuencia de DNA gendémico se analiza con programas de
ordenador capaces de predecir la existencia de los genes.

Entre otras cosas, estos programas examinan cada una de las
seis fases de lectura de todas las secuencias y buscan
segmentos que comiencen con el codén AUG, de inicio de la
traduccién, y terminen con uno de los codones fin de mensaje.
Cualquier secuencia de lectura abierta con al menos 100
codones es considerado como un posible gen. La mayoria de
los ORF son completamente novedosos, sin que correspondan
a algun gen conocido cuyos alélos generen fenotipos
identificables. Inicialmente, la funcidn de un ORF se puede
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analizar empleando el ordenador para explorar las bases de
datos en busqueda de homologia total o parcial con genes
caracterizados en otros organismos.

La localizacion, orientacidon y agrupamiento de los ORF
constituye también una informacién gendmica de interés; de
tales analisis se puede deducir una distribucién provisional de
los genes que determinan proteinas. En los eucariotas
superiores, en los que los intrones son una caracteristica
comun de los genes, la prediccion de los ORF a partir del DNA
gendémico es mas dificil.

Interrupcion de genes: knockouts. La funcion de los ORF se
puede investigar mediante la interrupcion sistematica de los
genes en los knockouts. Esto se consigue con mutagénesis in
vitro y la busqueda de cualquier fenotipo mutante que pudiera
ofrecer pistas sobre la funcion.

Este procedimiento se esta empleando en genomas
secuenciados por completo. Resulta interesante sefalar que,
cuando se interrumpen, muchos ORF no muestran efectos
fenotipicos. Mas de la mitad de los ORF predichos se incluyen
en esta categoria.

Estudio de interacciones génicas mediante el sistema del
doble hibrido de levadura.

Este método investiga interacciones utilizando un sistema
basado en dos plasmidos de levadura. La prueba se basa en el
activador transcripcional GAL4 de levadura. Esta proteina
consta de dos dominios, uno de unién al DNA y otro activador,
que deben estar en estrecha conexién para que este activador
inicie la trascripcion.
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En un plasmido que actua como «cebo», se une el gen de la
proteina en estudio al tramo de GAL4 que determina el dominio
de union al DNA. En otro plasmido, el gen de otra proteina en
estudio se coloca junto al tramo de GAL4 que determina el
dominio activador; esta proteina recibe la denominacion de
«presa» (Fig. 2.12). A continuacién, los dos plasmidos se
introducen en la misma célula. Una forma de conseguirlo es
cruzando dos células haploides, una que contiene el cebo y la
otra la presa. La unica forma de que los dominios de unién a
DNA y de activacion entren en contacto es que las dos
proteinas, cebo y presa, se unan entre si, poniendo de
manifiesto una interaccion fisica. El sistema del doble hibrido
puede automatizarse para facilitar la busqueda a gran escala
de interacciones entre proteinas de todo el proteoma.

- poni
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hibrido de levadura para la deteccién
de interaccién entre genes. El
sistema aprovecha la unién de dos
proteinas para detectar la
restauracion de la actividad de la
proteina GAL4, que activa un gen
testigo.
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EL GENOMA HUMANO

El Genoma Humano es el numero total de cromosomas del
cuerpo. Los cromosomas contienen aproximadamente 80.000
genes, los responsables de la herencia.

La informacién contenida en los genes ha sido decodificada y
permite a la ciencia conocer mediante evaluaciones genéticas,
qué enfermedades podra sufrir una persona en su vida.
También con ese conocimiento se podran tratar enfermedades
hasta ahora incurables. Pero el conocimiento del cddigo de un
genoma abre las puertas para nuevos conflictos ético-morales,
por ejemplo, seleccionar que bebes van a nacer, o clonar seres
por su perfeccion. Esto atentaria contra la diversidad bioldgica
y reinstalaria entre otras la cultura de una raza superior,
dejando marginados a los demas.

Quienes tengan desventaja genética quedarian excluidos de
los trabajos, companias de seguro, seguro social, etc. similar a
la discriminacion que existe en los trabajos con las mujeres
respecto del embarazo y los hijos.

Un genoma es el numero total de cromosomas, de un
organismo, incluido sus genes, los cuales llevan la informacion
para la elaboraciéon de todas las proteinas requeridas por el
organismo, y las que determinan el aspecto, el funcionamiento,
el metabolismo, la resistencia a infecciones y otras
enfermedades.

En otras palabras, es el cédigo que hace que seamos como
somos. Un gen es la unidad fisica, funcional y fundamental de
la herencia. Es una secuencia de nucledtidos ordenada y
ubicada en una posicion especial de un cromosoma. Un gen
contiene el cddigo especifico de un producto funcional. La
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importancia de conocer acabadamente el genoma es que todas
las enfermedades tienen un componente genético, tanto las
hereditarias como las resultantes de respuestas corporales al
medio ambiente.

El Proyecto Genoma Humano es una investigacion
internacional que busca seleccionar un modelo de organismo
humano por medio del mapeo de la secuencia de su DNA. Se
inicié oficialmente en 1990 como un programa de quince afios
con el que se pretendia registrar los 80.000 genes que
codifican la informacion necesaria para construir y mantener la
vida. Los rapidos avances tecnoldgicos han acelerado los
tiempos esperandose que se termine la investigacion completa
en el 2003.

Los objetivos del Proyecto son:

e |dentificar los aproximadamente 100.000 genes
humanos en el DNA.

o Determinar la secuencia de 3 billones de bases quimicas
que conforman el DNA.

e Acumular la informacion en bases de datos.

e Desarrollar de modo rapido y eficiente tecnologias de
secuenciacion.

e Desarrollar herramientas para analisis de datos.

e Dirigir las cuestiones éticas, legales y sociales que se
derivan del proyecto.

Este proyecto ha suscitado analisis éticos, legales, sociales y
humanos que han ido mas alla de la investigacion cientifica
propiamente dicha. (Declaracion sobre Dignidad y Genoma
Humanos, UNESCO)

67



Universidad de Los Andes
Facultad de Ciencias
Departamento de Quimica

El propdsito inicial fue el de dotar al mundo de herramientas
trascendentales e innovadoras para el tratamiento y prevencion
de enfermedades. Como se expreso, el genoma es el conjunto
de instrucciones completas para construir un organismo,
humano o cualquiera. EI genoma contiene el disefio de las
estructuras celulares y las actividades de las células del
organismo.

El ndcleo de cada célula contiene el genoma que esta
conformado por 23 pares de cromosomas, los que a su vez
contienen alrededor de 80.000 a 100.000 genes, los que estan
formados por 3 billones de pares de bases, cuya secuencia
hace la diferencia entre los organismos.

El DNA que conforma el genoma, contiene toda la informacion
necesaria para construir y mantener la vida desde una simple
bacteria hasta el organismo humano. Comprender como el
DNA realiza la funcidon requiere de conocimiento de su
estructura y organizacion.

El tamano del genoma es usualmente basado en el total de
pares de bases. En la especie humana, contiene
aproximadamente 3 billones de pares de bases. Otros
organismos estudiados con motivo de éste estudio fueron la
bacteria Escherichia coli, la mosca de la fruta, y las ratas de
laboratorio.

Todos los genes estan dispuestos linealmente a lo largo de los
cromosomas. EL nucleo de muchas células humanas contiene
dos tipos de cromosomas, uno por cada padre. Cada set, tiene
23 cromosomas simples, 22 de tipo autosémico y uno que
puede ser X o Y que es el cromosoma sexual. Una mujer
normal tendra un par de cromosomas X (XX), y un hombre
normal tendra un cromosoma X y otro Y (XY).
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Los cromosomas contienen proximadamente igual cantidad de
partes de proteina y DNA. El DNA cromosdmico contiene un
promedio de 150 millones de bases.

Los cromosomas pueden ser evidenciables mediante
microscopio oOptico y cuando son tefidos revelan patrones de
luz y bandas oscuras con variaciones regionales. Las
diferencias en tamafo y de patrén de bandas permite que se
distingan los 24 cromosomas uno de otro, el analisis se llama
cariotipo.

Desde un punto de vista cientifico, el mapa del genoma
humano es una herramienta genética que permite estudiar la
evolucion del hombre y que cambiara drasticamente la
medicina actual tal como la conocemos. Permitira el tratamiento
de enfermedades hasta ahora sin cura. Las investigaciones
estuvieron a cargo fundamentalmente de Estados Unidos
(Instituto Nacional de Investigacion del Genoma Humano-
NHGRI- de Maryland) y Gran Bretana (Centro Sanger en
Cambridge), pero también acompanaron Francia, Alemania,
Japon y China.

Hoy el mapa del genoma esta casi completado. Se abre
también el camino para la manipulacion genética, motivo por el
cual se han dictado documentos tendientes a acotar ese
aspecto. La empresa privada Celera Genomics de Rockville
(EEUU), es la que lidera los procesos. La investigacion durd
diez afos e insumié cerca de 2.000 millones de costo.

La fiabilidad del mapa de 3.000 millones de pares de bases
llegara a un 99,99%. Ademas se conocera el numero preciso
de genes del organismo calculado entre 60.000 y 100.000.
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Actualmente el 85% del genoma estd detalladamente
mapeado.

El mito del ser humano inmortal y perfecto se asocia a la
aplicacién practica de los conocimientos del mapa del genoma
humano. Como se puede apreciar, la busqueda de la raza
perfecta buscada hace afos por Hitler resulta ser una
aspiracion de la raza humana ahora encarnada en el proyecto
del genoma humano. Ademas, el conocimiento del genoma
permitira que se creen nuevas drogas terapéuticas que
desplazaran a las anteriores en la medida que los
presupuestos permitan comprarlas. De este modo se podra
polarizar la industria farmacéutica. Las nuevas drogas
prometen tener menores efectos colaterales que las actuales.

Se le podra informar a una persona, que puede comer
alimentos grasos porque carece de predisposicion genética a la
obesidad y a enfermedades cardiacas, pero que debe huir del
alcohol porque es genéticamente propenso al alcoholismo.

Ademas el grado de certidumbre que otorga el conocimiento
del cdédigo genético resultaria mas creible para la persona en
cuestion, ya que sabe que lo que se le informa sera
absolutamente cierto. Es una prediccién absoluta, de su futuro.

Podriamos hablar de genomancia o sea la adivinacién del
futuro mediante el cddigo genético; si una persona carece de
un determinado tipo de célula que le produce una enfermedad,
la misma se podra cultivar y luego colocar al sujeto. Claro que
esto deberia en principio ser realizado periédicamente, ya que
el sujeto careceria de la habilidad propia para restaurar la
funcién.
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Pero la terapia de linea germinal, apuntaria a solucionar ese
inconveniente, ya que afectaria las futuras generaciones
celulares. Esto es impredecible y éticamente intolerable, pero
de no serlo o de permitirse se borrarian del planeta el sindrome
de Down o el sida.

Hasta ahora, el médico ha tenido muy clara su tarea: devolver
al paciente al estado natural de salud. Pero cuando pueda
manipular el programa vital, ¢ resistira la tentacién de mejorar el
modelo? Dentro de los llamados beneficios anticipados del
Proyecto figuran a nivel de Medicina molecular, la posibilidad
de mejorar el diagnostico de enfermedades, deteccion
temprana de predisposiciones genéticas a ciertas
enfermedades, el disefio racional de drogas, terapia génica,
sistemas de control para drogas y farmacogenomas.

Se ha estudiado un gen que determina la produccion de la
proteina llamada SPARC, la que normalmente impide al
organismo atacar y anular células cancerigenas. La terapia
génica en estos casos actua permitiendo que las células
cancerosas sean atacadas por el organismo.

A nivel de genomas microbianos, sirvié para explorar nuevas
fuentes de energia (bioenergia), monitoreo del medio ambiente
para deteccion de poluciones, proteccidn contra guerra
Quimica y bioldgica y eficiente limpiado de residuos téxicos.

También es util para estimar el dafio y riesgo por exposiciéon a
la radiacién, agentes mutagénicos, toxinas cancerigenas y
reduccion de probabilidad de mutaciones hereditarias. La
identificacion de oncogenes (genes que permiten que un sujeto
que se exponga a ciertas sustancias desarrolle un determinado
tumor, ejemplo, quien posea el oncogen para el cancer de
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pulmoén y fume cigarrillos desarrollara cancer de pulmon a
diferencia de quien no tenga dicho oncogen).

En bioarqueologia, evolucionismo y migracion humana tiene su
utilidad en las mutaciones de linaje, migraciones de diferentes
grupos poblacionales basados en el DNA mitocondrial,
mutaciones del cromosoma Y, ademas de comparar los
cambios evolutivos con eventos historicos.

En identificacion forense, para potenciales sospechosos en los
cuales el DNA puede conducir a liberar a personas que fueran
acusadas de crimenes injustamente, para identificar victimas
de catastrofes, paternidad y otras relaciones familiares,
identificar y proteger especies en peligro, detectar bacterias
que pueden polucionar agua, aire, alimentos, determinar
compatibilidad de o6rganos donantes en programas de
trasplante, determinar el pedigree en ganados y para autenticar
productos de consumo como caviar, vinos.

En agricultura, ganaderia y bioprocesamientos, se utiliza para
mejorar la resistencia de cultivos ante insectos, sequias, para
hacerlos mas productivos y saludables igualmente para
producir animales mas saludables y nutritivos, elaborar
biopesticidas, vacunas comestibles y nueva limpieza del medio
ambiente de plantas como tabaco.

Los problemas derivados de la investigacion genética son la
equidad en su uso por parte de aseguradoras, seguro social,
escuelas, agencias de adopcion, cumplimiento de la ley,
instituciones militares. A quien pertenece la potestad del
control? Otro problema es el impacto psicolégico y la
estigmatizacion debido a diferencias individuales y acerca de
como influira a la sociedad el determinismo genético. El
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personal que cuida de la salud aconsejara a los padres acerca
de los riesgos y limitaciones de la tecnologia genética. Qué tan
confiable sera, ademas de util, el testeo genético fetal?

Respecto de la terapia génica usada para tratar o curar
trastornos genéticos plantea la pregunta acerca de qué es una
discapacidad o trastorno y quién decide acerca del mismo. Las
dishabilidades son enfermedades? Deben ser curadas o
prevenidas? El mejoramiento génico incluye el uso de terapia
genética para suplir caracteristicas como la altura que un padre
podria querer en sus hijos, pero que no significa la prevencion
de una enfermedad, sino la busqueda de un ser perfecto
acorde a un ideal.

Si esto se vuelve una practica comun, como podria afectar la
diversidad genética? Finalmente, que consecuencias sociales
traeria a la humanidad?

La equidad en el uso de las tecnologias génicas, plantea quién
tendra acceso a la misma y quien pagara por su uso. Los
estudios clinicos incluyen educacién de proveedores de
servicios de salud, pacientes y publico, acerca de como se
implementaran los examenes genéticos. Este proyecto supone
la realizacion de dos tipos de mapas:

Mapas genéticos: Estos mapas simplemente indican la posicion
relativa de los diferentes genes. Para esta confeccion se estan
estudiando la transmision de caracteres hereditarios, capaces
de ser objetivados de una generacién a otra en grandes
familias.

Por ejemplo, en Estados Unidos se han localizado muchos
genes gracias a estudios realizados en comunidades
mormonas, cuya endogamia es notoria.
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En 1994 se termind el primer mapa genético de todo el genoma
humano.

E. de Fabry

i Hemofilia A
" HemofiliaB
Sindrome de
Lesch-Nyham
Anemia
hemoliticn
Retinitis
pigmentaria
muscular

Distrofia

Esquema del cromosoma X
¥ localizacion de enfermedades genéticas

Mapas fisicos: De mayor resolucion, pues muestra la secuencia
de nucledtidos en la molécula de ADN que constituye el
cromosoma. Se obtiene la secuencia de nucleétidos de un gen.
Se realiza fundamentalmente mediante la electroforesis en
geles de distintos fragmentos de ADN y la ayuda de
ordenadores, el completar este mapa se ha conseguido cinco
anos antes de lo que se esperaba.

COMO SE SECUENCIO EL GENOMA?

1.- Los cromosomas tienen un rango de tamano comprendido
entre 50 millones y 250 millones de bases; lo primero que se
hace es romper o fragmentar los cromosomas en piezas mas
pequenas.

2.- Cada pieza pequena es usada como un templado para
generar un grupo de fragmentos que difieren en longitud una
del otro en una simple base que sera identificado en un paso
posterior (preparacion del templado y pasos para la reaccion
de secuenciamiento)
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3.- Los fragmentos son separados en grupos por gel de
electroforesis (paso de separacion)

4.- La base final del extremo de cada fragmento es identificada.
Este proceso recrea la secuencia original As, Ts, Cs y Gs para
cada pieza corta generada en el primer paso.

El limite en tamario de la electroforesis esta entre 500 a 700 pb
por lectura secuenciada.

Secuenciadores automaticos analizan los resultados de los
electroferogramas y el resultado es un cromatograma de cuatro
colores que muestran picos que representan cada uno de las
cuatro colores bases de ADN.

Después de que muchas bases son leidas; programas
computacionales son usados para ensamblar secuencias
cortas (en bloques de 500 bases) en longitudes continuas que
se iran extendiendo; asi se observaran los genes de regiones
codificantes y otras caracteristicas.

Obtenidas las secuencias son suministradas a las bases de
datos como el GenBank

QUE SECUENCIAS DEL GENOMA HUMANO SERAN
PUBLICADAS?

Por los niumeros. El genoma humano contiene 3164.7 millones
de bases nucleotidicas. El numero total de genes estimado es
de 30 a 35.000; mucho mas bajo de lo que se estimaba (80.000
— 140.000), que era una extrapolacidén de areas ricas en genes
en oposicidn a los compuestas por areas pobres en genes.

Todas las personas tienen exactamente (99,9%) la misma
secuencia de sus bases. Las funciones del 50% de los genes
descubiertos son desconocidas. Menos del 2% del genoma
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codifica proteinas y por lo menos un 50% del genoma humano
esta constituido por secuencias repetidas que no codifican
proteinas.

Métodos de secuenciamiento y programas para el analisis
de datos

- Método de secuenciamiento Hierarchical Shotgun
sequencing, clones (100- 200kb)

- Desarrollo tecnolégico para el analisis de datos:

PHRED sofware package

PHRAP computer package

GENERACION DE SECUENCIAS DEL GENOMA
La generacidon de una secuencia determinada del genoma
involucra tres pasos:
1.- Seleccidn de los clones BAC para ser secuenciados
2.- Secuenciamiento de los mismos
3.- Ensamblaje de la secuencia individual.
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1.- SELECCION DE LOS CLONES.

El método “hierarchical shorgun” involucra el secuenciamiento
de cloneo con insertos grandes de genoma. Para el proyecto
genoma humano, los clones fueron escogidos de insertos
grandes contenidos en una libreria, presentes en cromosomas
artificiales derivados de clones BAC o PAC. Las librerias
fueron hechas por digestion parcial de ADN gendmico con
enzimas de restriccion.

Las librerias fueron preparadas de ADN obtenido de donadores
humanos anénimos en concordancia con “US Federal
Regulations for the Protection of Human Subjects in Research
(45CFR46)” Se escogieron muestras al azar para el
procesamiento y se preparon lineas celulares inmortalizadotas,
de las cuales se hacian las extracciones de ADN.

El ADN de cada clon (BAC) fue digerido con la enzima de
restriccion Hindi y el tamafo de los fragmentos resultantes
fueron medidos por electroforesis en geles de agarosa. Los
patrones de restriccion generan un “fingerprint” (huella dactilar)
para cada BAC los cuales permiten diferenciarlos y distinguir el
grado de solapamiento con respecto a otros clones y asi poder
ensamblar los BACs (en fingerprint clone contigo)

Los clones con secuencias “fingerprint contigs” fueron
posicionadas a lo largo del cromosoma por la relacion con
marcadores STS de existencia genética y mapas fisicos. Estos
clones fueron unidos para ubicar especificamente los STSs por
pruebas de hibridacion y después por busqueda directa de las
secuencias de los clones. Para localizar “fingerprint clone
contigs” que no contengan marcadores conocidos, se
generaron nuevas “STSs” y fijadas en el cromosoma. Los
clones representativos fueron posicionados por “FISH.”
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Los solapamientos entre clones BAC proveen una rica
coleccion de SNPs. Mas de 1.4 millones de SNPs han sido
identificados por el solapamiento de clones y comparacion con
otras secuencias.

Debido a que el proyecto de secuenciamiento del genoma fue
compartido por veinte centros en seis paises, fue importante
coordinar la seleccion de clones en cada uno de los centros.

La mayoria de los centros se enfocd sobre cromosomas
particulares y el Internacional Human Genome Sequencing
Consortium, mantuvo el registro de clones para seguir la pista
de los clones seleccionados y sus progresos. En fases
posteriores el mapa global provee una vision integrada de los
datos de todos los centros, facilitando la distribucién del
esfuerzo para asi, maximizar la cobertura de todo el genoma.

Antes de comenzar el secuenciamiento extensivo sobre un
clon centros examinaron una muestra de 96 muestras de
secuencias leidas de cada subclase de la libreria para evaluar
el posible solapamiento con clones secuenciados previamente.

2.- SECUENCIAMIENTO

Los clones seleccionados fueron sujetos al secuenciamiento
por el sistema “Shotgun”. La aproximacion basica del
secuenciamiento “Shotgun” estuvo bien establecida y los
detalles de implementacién variaron en los centros. Los centros
difieren en el empleo del marcaje fluorescente empleados vy el
“cebador-coloreado” que usan.

La automatizacion también varia en cada centro, los cuales se
esforzaron para generar un sistema que procesaron mas de
100.000 reacciones de secuenciamiento en 12 horas (Fig 3. pg.
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867. Nature) en otras palabras los centros difieren en la
cantidad de datos (“secuencias en bruto”) obtenidas por cada
clon. La informacién de las secuencias de los diferentes
centros pueden ser directamente integradas a pesar de tal
diversidad; por esta razén los datos fueron analizadas y
ensambladas con el PHRED y PHRAD sofware packages.

Todos los contigo ensamblados de mas de 2 Kb fueron
colocados en bases de datos publicas en el espacio de 24
horas después de ensambladas.

NOTA:

Los centros alcanzaron la velocidad de 1000 nucledtidos/seg,
trabajando las 24 horas del dia y los 7 dias de la semana. Esto
generd un incremento de las secuencias disponibles en las
bases de datos publicas.

3.- ENSAMBLAJE DE LAS SECUENCIAS GENOMICAS.

Los procesos de solapamiento tienden a resolver problemas
generados con la naturaleza tan compleja de muchas
secuencias; que van desde la gran diversidad de clones y la
alta cantidad de secuencias repetidas en el genoma humano.
Estos procesos involucran tres pasos: filtrar, seleccionar y unir.

Los datos obtenidos fueron filtrados uniformemente para
eliminar contaminacion de secuencias no humanas y otros
artefactos que no han sido removidos por los centros
individuales.

Los clones secuenciados fueron asociados con clones
especificos sobre mapas fisicos para producir un “Layout”
(seleccion). En principio los clones secuenciados que
corresponden a un “fingerprinted BAC” pueden ser
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directamente asignados por un nombre para ese clon en
particular sobre el “fingerprint” basado en el mapa fisico. Sin
embargo, en la practica el laboratorio “mixups” ocasionalmente
realizd asignaciones incorrectas. Para eliminar cualquier
problema los clones secuenciados fueron asociados en el
“fingerprint clone contigs” en el mapa fisico por uso de la
secuencia de datos para calcular una lista parcial de
fragmentos de restriccion “in silico” y comparando con la base
de datos experimental de los BAC fingerprints. La comparacion
fue factible debido a que el tamano experimental de los
fragmentos de restriccion fue altamente exacta (entre 0.5 — 1.5
% del tamano real, para el 95% de los fragmentos de 6.000 a
12000 pb).

CONTENIDO DE GENES DEL GENOMA HUMANO.

Los genes (o regiones codificantes) comprenden solamente
una fraccion muy reducida del ADN humano, pero ellos
representan la funcion biolégica mas importante del genoma y
punto central del interés para los bidlogos. Ellos son el mayor
desafio—futuro para identificar la secuencia del genoma
humano.

El ultimo objetivo sera obtener una lista completa de todos los
genes humanos y sus proteinas codificantes, que serviran
como wuna “tabla periddica® para las investigaciones
biomédicas. Pero esto es un desafio muy dificil. En
organismos con genoma pequefos; la identificacion de mayor
nuamero de genes es mas rapida por la presencia de gran
numero de ORFs. En contraste, los genes humanos tienen
pequefios exones (algunos exceden 10 Kb); esto crea un
problema (sefal de ruido) en la prediccidn directa de los genes
para los programas de computadoras limitando con esto la
exactitud.
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En cambio, la prediccion computacional de genes humanos
debe ser altamente confiable sobre la disponibilidad de
secuencias de cDNA o sobre la conservacion de secuencias
con genes y proteinas de otros organismos. Esta aproximacion
es adecuada para gnes fuertemente conservados (como
histonas o ubiquitina), pero puede tener baja sensibilidad para
genes que cambian rapidamente (incluyendo genes cruciales
para la especiacion, determinacion sexual y fertilizacion).

ARNs NO CODIFICANTES.

Los bidlogos a menudo hablan de una estrecha relacion entre
genes y su producto codificante (la proteina), esto es
importante para recordar que gran cantidad de genes humanos
producen ARNs no codificantes (ncRNAs) como su ultimo
producto. Son algunas clases de ncRNAs:

-ARN de transferencia (ARNt)

-ARN ribosomal (ARNTr)

-ARN nucleolar pequefio (ARNsno)

-ARN nuclear pequefio (ARNsn)

Es muy comun encontrar ncRNAs en el genoma, aun sabiendo
la secuencia completa. Sin embargo, se pueden identificar
secuencias genomicas que sean homologos a genes conocidos
(ncRNAs) usando el programa BLASTN o en algunos casos
métodos mas especializados. Para los ARNt hay suficiente
informacion acerca de la estructura secundaria (de genes
verdaderos y pseudogenes) detallada para ser distinguidos con
alta sensibilidad.

Para otros ncRNAs, hay poca informacion estructural y se
emplean criterios operacionales de alta similaridad de
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secuencias (> 95% de semejanza entre secuencias) para
distinguir desde genes verdaderos a pseudogenes. Estos
asignamientos  son  eventualmente  necesarios para
reconciliarse con los datos experimentales.

GENES QUE CODIFICAN PROTEINAS

La identificacion de genes que codifican proteinas, en el
genoma humano es una de las aplicaciones mas importantes
de los datos secuenciados, pero también uno de los retos mas
dificiles. Actualmente se estan haciendo muchos esfuerzos
para crear un “Index” de proteinas.

EXPLORANDO LAS PROPIEDADES DE LOS GENES
CONOCIDOS.

Los alineamientos genomicos permiten un estudio de las
estructuras intron — exén y el contenido local GC, que son
valorados para estudios biomédicos, a causa de la conexién de
ellos con genes del mapa genético y citogenética; ademas de
su relacion con secuencias regulatorias.

Previos esfuerzos para estudiar la estructura de genes
humanos han sido interrumpidos o bloqueados por el tamafo
limitado de las muestras y las fuertes tendencias a favor de
genes compactos.

Hay considerables variaciones en el tamafio de los genes y el
de los intrones. Algunos genes tienen una longitud de 100 Kb;
el ejemplo mas largo conocido es el gen de “dystrophin” (DMD)
de 2.4 MB. El gen “titiu” tiene una secuencia codificando de
80.780 pb; también tiene el numero de exones mas grande y
un exon simple puede alcanzar un tamano de 17.106 pb.
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Es instructivo comparar las propiedades de genes humanos
con el de una oruga y una mosca. Para estos tres organismos
la tipica longitud de una secuencia codificante es parecida
(1311 pb para la oruga, 1497 pb para la mosca y 1340 para el
caso del humano) y los exones mas internos constan entre 50 a

200 pb (Fig. 2.13)
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Figura 2.13 Distribucién de los exones, intrones en
genomas secuenciados. a) Exones,
b) Intrones. c) Intrones cortos
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La evidente conservacién del tamano de los exones entre estas
tres especies sugiere una semejanza en la maquinaria de
“splicing”. Las secuencias ricas en purinas pueden potenciar el
splicing y es posible que estas secuencias sean requeridas
para asegurar un “splicing” correcto de exones muy cortos
(como los 42 exones humanos detectados que estan
constituidos por secuencias de 19 pb 0 menos).

En contraste con los exones, el tamafo de distribucion de los
intrones difiere sustancialmente en estas tres especies (fig.
213b, c). En la oruga y la mosca tienen una distribucion
estrechamente parecida en cuanto a la longitud de los intrones
(47 pb en la oruga y 59 pb para la mosca). El tamafo de los
intrones en humanos es mas variable, cuyo maximo se
encuentra en 87 pb, pero una longitud muy larga implica un
incremento significativo en el tamafo del gen.

La variacién en el tamafo del gen y el tamano de los intrones
puede estar en parte correlacionada con regiones ricas en
secuenciad GC las cuales tienden a ser regiones con una alta
densidad de genes (con algunos genes compactos); mientras
que las regiones ricas en AT tienden a ser pobres en genes
con algunos genes extendidos que contienen intrones de gran
tamano.

La correlacion de la densidad de genes con el contenido GC es
mostrado en la fig. 360a, b; la densidad relativa incrementa
significativamente con el aumento del contenido GC desde
30% a 50%. La correlacién parece ser debida principalmente al
tamafno de los intrones; los cuales disminuyen con el
incremento del contenido de GC (Fig.2.14c). En contraste la
longitud o numero de exones varia muy poco (Fig.2.14c).
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Figura 2.14 Contenido GC a) Distribucion del contenido GC en genes y en el genoma.
b) Densidad de genes como una funcién del contenido GC. c) Dependencia de la longitud
media de intrones y exones sobre el contenido GC

El gran numero de intrones en los humanos permiten analizar
sitios variantes de “splicing”, muy importantes debido a que
algunas proteinas pueden ser generadas a partir de un gen
simple, que puede ser utilizada para distintos niveles de
regulacion genético, lo que parece ser prevalerte en humanos.
Para profundizar mas los avances particulares del PGH
consultar la bibliografia.

APLICACIONES A LA MEDICINA Y A LA BIOLOGIA:
Las aplicaciones del PGH (algunas ya comentadas) son
infinitas sobre todo en el campo de la medicina y biologia:
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GENES CAUSANTES DE ENFERMEDAD:

Una aplicacion clave en las investigaciones del genoma
humano ha sido la habilidad para encontrar genes de
enfermedades, cuya funcidon bioquimica es desconocida por
cloneo posicional. Estos métodos involucran, mapeo de la
regidon cromosomal que contiene el gen por analisis asociado
de familias afectadas y entonces, exploran la regién para
encontrar el gen mismo (el cloneo posicional aunque tedioso es
una técnica poderosa para este tipo de trabajo). Por lo menos
30 genes causantes de enfermedades (Tabla 26. Pag. 912)
han sido clonados debido a los esfuerzos que dependen
directamente de las secuencias gendmicas publicadas.

Las secuencias genomicas han permitido revelar los
mecanismos de algunos sindromes originadas por deleccion
cromosomal (pérdida o arreglo de informacién genética en el
cromosoma). En algunos casos, las delecciones recurrentes
han sido encontradas como resultado de recombinacién
homdloga o entrecruzamiento desequilibrado entre
duplicaciones intracromosomales muy cercanas. Ejemplos de
este hecho, incluyen al sindrome velocardiofacial /DiGeorge,
que ocurre sobre el cromosoma 22 vy el sindrome de Williams-
Benren que es una deleccion recurrente sobre el cromosoma 7.

Las mutaciones en genes paralogos pueden originar una
enfermedad genética relacionada. El gen CNGAS3, codifica la
subunidad a del fotorreceptor ciclico de la compuerta —-GMP
del canal, el cual ha sido blanco de mutaciones en algunas
familias con achromatopsia. Investigacion computacional de la
secuencia genodmica revelaron que el gen CNGB3 corresponde
a la subunidad B del canal comentado [este gen no se
encontraba anteriormente en las bases de datos (EST)]. Este
gen CNGB3 también es causante de achromatopsia en otras
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familias. Otro ejemplo, conocido es el de los genes presenilin-
1 y presenilin-2; su mutacién puede causar enfermedades
tempranas de Alzheimer’s.

El conocimiento de estos genes, puede proveer una
oportunidad para intervenciones terapéuticas para intentar
reactivar genes no funcionales producto de alteraciones
(mutacion) en individuos que padecen de enfermedades
genéticas hasta ahora incurables, desde el punto de vista de la
medicina convencional.

BIOLOGIA BASICA:

Ademas de la aplicacion directa comentada sobre la medicina,
algunas aplicaciones similares son importantes para la biologia
celular y fisiologia basica. Para citar un ejemplo satisfactorio,
las secuencias publicas disponibles fueron usadas para
resolver un misterio que mantuvo a muchos investigadores
inquietos por algunas décadas: Las bases moleculares del
sabor amargo. Los humanos y otros animales son polimérficos
para ciertos sabores amargos. Recientemente, encontraron
que esto se trata de una region del genoma que representa
secuencias para el acoplamiento proteina G-Receptores. Estos
estudios son importantes para el descubrimiento de nuevas
familias de proteinas implicadas en los sabores y la
confirmacion experimental es la respuesta que se genera por
parte de los receptores en los cultivos celulares frente a
sustancias especificas de sabor amargo.

Considerables  progresos, se han logrado en el
secuenciamiento del genoma humano, pero falta mucho trabajo
por hacer para desentranar los mecanismos moleculares del
desarrollo humano, de las enfermedades, entre otros aspectos,
que permitiran entender los mecanismos adoptivos y evolutivos
en bienestar de la supervivencia.
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PROYECTO GENOMA HUMANO. SUS IMPLICACIONES Y
DESAFIOS ETICO-JURIDICOS.

Los resultados emergentes del desarrollo del Proyecto no se
hicieron esperar y sus implicaciones sociales no tardaron en
plantear la necesidad de reflexionar sobre las consecuencias y
su encuadramiento ético-juridico.

Ante el nuevo conocimiento se abrieron posibilidades -
literalmente- insospechadas, para las que no existian normas
de conducta previstas. Las fuentes: filoséficas, religiosas,
legales exhibian una diversidad de posturas ante lo que
aparecia como una panacea para enfermedades y debilidades
humanas a la vez que como una amenaza hacia la integridad
del ser humano tal y como hasta hoy se lo pensoé.

Por un lado, el dominio adquirido sobre las relaciones quimicas
del material cromosomatico permitié su manipulacion para la
creacion de nuevos productos y procesos de interés no soélo
terapéutico sino industrial en sus mas variadas aplicaciones, y
con ello la posibilidad y el deseo de apropiarse comercialmente
de tales contribuciones. El sistema de patentes que ya habia
protegido la propiedad de material viviente1[1] recibié un
aluvién de solicitudes reivindicando novedades biotecnoldgicas
y en 1980 -después de casi una década de lucha judicial- en el
caso Chakrabarty 2. la Suprema Corte de los Estados Unidos
de Norteamérica sefiald un camino sin retorno: la materia viva
es apropiable, no la natural pero si la artificial, la lograda en el
laboratorio y con aplicacion o uso industrial. La patente lograda
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para la bacteria de Chakrabarty muy pronto justifico intentos
que involucraron al ser humano3 y hoy existen patentes que
protegen métodos de diagndstico y productos terapéuticos
logrados a partir de las investigaciones genéticas en la especie
humana y métodos para modificar el genoma de mamiferos
(incluidos los hombres, a los que esta decididamente
destinado). Estas nuevas posibilidades: diagnosticar la
predisposicidon o presencia genética de enfermedades dio pie a
una nueva cuestion: la divulgacién de dicha informacion.

Los ordenamientos juridicos mas modernos ya habian
comenzado a consagrar la confidencialidad de la “informacion
personal” a partir de cuestiones de orden informatico y médico,
se le agrego, entonces, el genético como nuevo aspecto a
cubrir o delimitar. Los interesados en dicha “informacion” no
son solo los propios portadores de ella, sino sus empleadores,
aseguradores y familiares. Paralelamente, se discute el
derecho a “no conocer” esa informacion, especialmente en los
casos en que el diagnostico no trae -aun- la consecuente
terapia. Esta dependera del tiempo, pues se promete hallarla
en breve lapso, pero la investigacién que lleve a ella depende
de la investigacion no ya so6lo con cobayos de laboratorio sino
con los mismos seres humanos. La experimentacion en ellos
también ha de ser reglamentada y sus protocolos de
investigacion médico-cientifica sometidos a control no solo
cientifico sino social.

Por ultimo una de las mas vapuleadas pesadillas la constituye
la idea de la posibilidad de replicar seres humanos
asexualmente, a través de la copia de material celular humano
tal como lo han hecho los cientificos del Instituto Roslin de
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Escocia. En nuestro pais el decreto 200/96 del Poder Ejecutivo
prohibié la clonacién en seres humanos y el Consejo de
Europa: “la creacion de individuos idénticos a seres humanos
vivos 0 muertos”. Estos intentos legislativos chocan con la
imprecision de los términos cientificos adoptados respecto de la
voluntad que intentan plasmar, por un lado; y por otro, la
necesidad de no detener el promisorio y provechoso desarrollo
de la investigacion cientifica en el campo biolégico molecular.

La diversidad filoséfica y religiosa ya apuntada, la imprecisa
legislacion y las poderosas pretensiones empresariales hacen
dificil el desarrollo juridico en esta materia. EI debate entre
todos los miembros de los diferentes estamentos sociales es
imprescindible para definir el curso a adoptar: ;qué hombre,
qué sociedad deseamos legar a las futuras generaciones?

El hombre ha atravesado momento como el presente cuando
hubo de decidir sobre la esclavitud, sobre los derechos
humanos, sobre la discriminacion. Es de esperar que hoy lo
haga orientado, como entonces, no soélo por sus intereses
actuales sino por los de los hombres porvenir.

No hay que olvidar que lo que entendemos por Proyecto
Genoma consiste en principio en la obtencion de informacién
mas o menos en bruto, pero lo realmente importante empieza
después (en realidad, simultaneamente): dar sentido biolégico
a tal cumulo de informacién, es decir, extraer auténtico
conocimiento.

La "orgia de datos" que se nos viene encima habra de ser
"digerida" adecuadamente, impulsando nuevos avances a base
de sugerir nuevos enfoques, nuevos experimentos, renovadas
hipotesis de trabajo, todo ello retroalimentandose en un "circulo
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virtuoso" que abrira las puertas de una nueva era en las
Ciencias Biolégicas. Se habla por ello de una "Era
Postgendmica", en la que se iran integrando los conocimientos
acumulados en diversos "Atlas" del ser humano y de otros
seres vivos, en los que se podran interrelacionar de modo
funcionalmente significativo diversos niveles de comprension
de la materia viva: génico, gendmico, regulacion, biologia
celular, fisiologia, evolucion, etc. El impacto real de todo ello no
se puede prever, pero no cabe duda que el PGH sienta las
bases de un salto cualitativo y cuantitativo en nuestra vision del
mundo vivo.

Desde el mismo inicio del PGH los propios cientificos
plantearon la conveniencia de emprender, en paralelo a la
parte  técnica del Proyecto, estudios y debates
interdisciplinarios sobre los posibles impactos éticos, sociales y
legales derivados de la avalancha de datos genéticos que
suministrara esta magna empresa.

En 1989 se establece en los EEUU el subprograma "ELSI"
(Ethical, legal and social issues), ligado al Ministerio de energia
(DOE) y a los Institutos Nacionales de la Salud (NIH), como
parte esencial del PGH, y con una generosa financiacion, para
asesorar sobre temas éticos, sociales y legales al Parlamento y
al Gobierno, y para patrocinar actividades que promuevan la
educacion publica y el debate social sobre la secuenciacion del
genoma humano. Los otros proyectos nacionales, asi como la
coordinacion internacional (HUGO, UNESCO) cuentan
igualmente con secciones especificas del mismo tipo (en
Europa contamos con el ESLA, Ethical, social, and legal
aspects).
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Esta ha sido una iniciativa sin precedentes por parte de la
comunidad cientifica: por primera vez un gran proyecto tecno-
cientifico cuenta entre sus objetivos explicitos el analizar las
cuestiones y dilemas sociales que una nueva tecnologia puede
suscitar, con amplia participacion de filésofos, juristas,
responsables sociales, lideres religiosos, entre otros.

En el fondo late la preocupacién social sobre el uso/abuso de
los datos genéticos. La historia de las ideas eugenésicas
proyecta la sombra de la duda sobre si la informacion genética
servira para discriminar a individuos o poblaciones y para
inculcar derechos fundamentales, sobre todo en una sociedad
que se fuera impregnanda de prejuicios sobre el determinismo
genético de cualidades humanas (algo insostenible
cientificamente, pero que tiende demasiado a menudo a ser
susceptible de instrumentalizacion politica destinada a justificar
posibles discriminaciones e injusticias).
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GLOSARIO

Acido desoxirribonucleico (ADN): Es el componente quimico
dentro del nucleo de una célula que lleva las instrucciones para

elaborar los organismos vivientes

ADN mitocondrial: EI material genético de la mitocondria, los

organelos que generan energia para la célula

Alelo: Una de las formas variantes de un gen en un locus o de
un marcador particular en un cromosoma. Diferentes alelos de
un gen producen variaciones en las caracteristicas hereditarias

tales como el color del cabello o el tipo de sangre.

Amplificacion génica: Un aumento en el numero de copias de
un fragmento de ADN particular. Una célula tumoral amplifica o
copia segmentos de ADN en forma aberrante, como resultado
de las senales celulares y en ocasiones debido a dafios

causados por efectos ambientales.

Acido ribonucleico (ARN): El componente quimico que resulta
de la transcripcion del ADN. En el ARN, la letra U, que
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corresponde al uracilo, substituye a la T del ADN. En las
células encontramos tres tipos de ARN. EI ARN mensajero, el

ARN de transferencia y ARN ribosomal

Autosoma: Cualquier cromosoma diferente de los cromosomas

sexuales. Los humanos tienen 22 pares de autosomas.

Bacteria: Las bacterias son organismos unicelulares y pueden
ser benéficas o patdgenas. La mayoria de las bacterias pueden
vivir y replicarse fuera de un ambiente celular (extracelulares),
mientras otras requieren de otras células para poder replicarse

(intracelulares).

Biblioteca de ADNc: Una recoleccion de secuencias de ADN
generadas a partir de secuencias del ARNm. Este tipo de
biblioteca contiene s6lo ADN codificador de proteinas (genes) y

no incluye ADN no codificador

Cariotipo: Es el ordenamiento en base a numero y morfologia
de la constitucion cromosdémica de un individuo. En el caso de
los humanos es 46XX en el sexo femenino y 46XY en el sexo

masculino.
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Célula: Unidad basica de cualquier organismo viviente. Es un
compartimento lleno de agua, componenentes quimicos y
organelos que ademas contiene una copia completa del

genoma de ese organismo.

Centimorgan: Es una medida de la distancia genética qué nos
dice que tan cerca o lejos dos genes o dos marcadores
genéticos estan el uno del otro. Un certimorgan es equivalente

aproximadamente a 1 millén de pares de bases.

Centromero: Es la region de constriccion primaria en los
cromosomas humanos y es el sitio en donde las cromatides

hermanas se unen durante la mitosis y meiosis.

Cigoto: Huevo fecundado originado por la union de dos
gametos con fusion de sus nucleos, hasta el momento de

pasar a la forma de blastocisto y su implantacién en el utero.

Clonacion: El proceso de hacer copias de un fragmento
especifico de ADN, generalmente de un gen. Cuando los
genetistas hablan de clonacion, no se refieren al proceso de

hacer copias idénticas de todo un organismo.
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Clonacién o clonaje posicional: Un proceso empleado por los
genetistas para localizar los genes responsables de
enfermedades cuando se conoce poca o ninguna informacién

sobre las bases bioquimicas de ésta.

Codoén: Tres bases en una secuencia de ADN o ARN, las

cuales especifican un solo aminoacido.

Cromosoma: Un cromosoma es el resultado del
empaquetamiento del ADN y las proteinas previo a la division
celular para su segregacion posterior en las células hijas. Los
cromosomas se encuentran en el nucleo de las células y
diferentes especies tienen diferente numero y morfologia de
cromosomas. Los humanos tenemos 23 pares de cromosomas,
46 en total: 44 autosomas y 2 cromosomas sexuales. Cada uno
de los progenitores aporta un cromosoma a cada par, de
manera que los hijos reciben la mitad de los cromosomas de la

madre y la mitad del padre.

Cromosoma artificial bacteriano (BAC): Es un vector de
clonacion generado en el laboratorio que permite insertar
segmentos largos de ADN, de 100 000 a 200 000 bases,

provenientes de otras especies en el genoma de bacterias. Una
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vez que este ADN ha sido clonado dentro de la bacteria
huésped puede replicarse junto con el genoma bacteriano y asi

se pueden obtener muchas copias de él.

Cromosoma artificial de levadura (YAC): Es un cromosoma
artificial que se emplea como vector de clonacién de grandes
fragmentos de ADN de otras especies en el genoma de la
levadura. Los YACs se propagan junto con los otros

cromosomas de la célula de levadura.

Cromosoma sexual: Uno de los dos cromosomas que definen
el sexo genético de un organismo. Los humanos tienen dos
clases de cromosomas sexuales, uno se llama Xy el otro Y.
Las mujeres normales poseen dos cromosomas X y los

hombres normales poseen un cromosoma Xy uno Y.

Cédigo genético (ACTG): Las instrucciones contenidas en un
gen que le dicen a la célula cdmo hacer una proteina
especifica. A, T, G, y C son las "letras" del codigo genético y
representan las bases nitrogenadas adenina, timina, guanina y
citosina, respectivamente. Estas bases junto con un azucar y
un enlace fosfato constituyen los nucleétidos que son la unidad

fundamental del ADN. En cada gen se combinan las cuatro
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bases en diversas formas, para crear palabras de 3 letras que
especifican cual aminoacido es necesario en cada paso de la

elaboracion de la proteina.

Contigo: La construccion fisica del mapa del ADN a menudo
incluye el aislamiento de grandes fragmentos de ADN en
clones, como los YAC y los BAC. Estos clones se analizan para
determinar cuales contienen ADN en comun, o en otras
palabras cuales estan superpuestos. Estos clones contiguos
constituyen un "contig" donde los clones adyacentes tienen en
comun parte de su secuencia. Los "contigs" son importantes
porque brindan la posibilidad de estudiar un segmento del
genoma completo especialmente cuando se buscan genes con
ciertas caracteristicas y cuando se desea establecer la

secuencia de grandes fragmentos de un cromosoma.

Delecién: Un tipo especial de mutacién que consiste en la
pérdida de un fragmento de ADN de un cromosoma. La
delecién de un gen o de parte de un gen puede ocasionar una

enfermedad o una anomalia.
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Diploide: El numero de cromosomas en la mayoria de las
células, excepto en los gametos o células germinales. En los

humanos el numero diploide es 46.

Doble hélice: Es la estructura espacial del ADN que la
podriamos representar como una escalera enrollada en forma
de hélice o espiral sobre un eje central. Las estructuras
laterales de esta "escalera" estan formadas por moléculas de
azucar y fosfato y los "peldafios" estan compuestos por

nucledtidos unidos por enlaces de hidrégeno.

Electroforesis: Es la técnica por la cual mezclas complejas de
moléculas como proteinas, ADN o ARN se separan en un
campo eléctrico de acuerdo al tamafio y a su carga eléctrica. La
electricidad empuja las moléculas a través de los poros de un
gel, que es una sustancia firme como la gelatina. El gel puede
hacerse de manera que sus poros tengan distintas
dimensiones para separar las moléculas segun un rango
especifico de tamafos y formas. Las moléculas mas pequenas

migran mas rapido que las mas grandes.

Enzimas: Son proteinas que catalizan reacciones quimicas,

generalmente acelerandolas.
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Enzimas de restriccion: Grupo de enzimas, cada una de las
cuales se une al ADN en una secuencia de bases distinta y
produce fragmentos de oligonunucleotidicos de distintos

tamafos longitud.
Fago: Virus cuyo huésped es una bacteria.

Familia génica: Conjunto de genes que tienen en comun uno
o varios fragmentos de ADN, por haberse originado a partir de

un gen ancestral comun.

Fenotipo: Conjunto de caracteristicas observables de un
organismo o grupo, fruto de la interaccion entre su genotipo y

el ambiente en que éste se expresa.

Gameto: Célula germinal madura, funcional que contiene el
numero haploide de cromosomas de la célula somatica. Los
gametos provinientes de sexos opuestos (6vulo 'y

espermatozoide) se fusionan para formar el cigoto.

Gen: Unidad de herencia que ocupa una posicidon concreta en
el genoma (locus) y esta constituido por una secuencia de

ADN que codifica un ARN funcional.
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Gen candidato: Gen al que se hace responsable de una
enfermedad, tanto por la posicion que ocupa en el mapa
genomico (candidato posicional) como por las propiedades de

la proteina que codifica (candidato funcional).

Gen mutante: Gen que ha experimentado un cambio en su
secuencia de bases como pérdida, ganancia o intercambio de
material genético, lo que afecta a la transmisiéon normal y a la
expresion del caracter para el que codifica. Estos genes
pueden convertirse en inactivos o mostrar actividad reducida,

aumentada o antagonista.

Gen recesivo: Gen que solo se expresa si estan presentes

dos copias, una de cada progenitor.

Genoma: Complemento cromosomico basico que contiene

toda la informacion genética del individuo.

Genotipo: Conjunto de los alelos de un individuo en uno,

varios o todos sus loci.

Haploide: Célula u organismo con un solo complemento

cromosomico, como sucede en los gametos tras la meiosis. El
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numero haploide se simboliza con la letra N (en humanos, el

numero haploide es N=23 cromosomas).

Herencia: Proceso por el cual determinados rasgos o
caracteristicas se transmiten de padres a hijos. Implica la
separacion y recombinacion de genes durante la meiosis y las
posibles influencias posteriores sobre el material genético

durante la embriogénesis.

Heterocigoto: Célula o individuo diploide con alelos

diferentes en uno o mas loci de cromosomas homologos.

Hibridacion: Union entre dos individuos con fenotipos o
genotipos distintos, o bien procedentes de dos poblaciones o
especies diferentes. En biologia molecular, el emparejamiento
especifico entre cadenas complementarias de ADN o ARN.

Hibridacion in_situ fluorescente (FISH): Técnica usada para

localizar una sonda marcada en una region cromosémica,
haciéndola hibridar con el ADN de una preparacion de células

en interfase o en mitosis.

Homocigoto: Célula o individuo con alelos idénticos en uno o

mas loci de cromosomas homoélogos.
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Intrén: Secuencia de pares de bases en el ADN que genera

aquellas partes del ARN precursor que se escinde durante la

transcripcion y que no entrara a formar parte del ARN

mensajero por lo que no especificara la estructura primaria del

producto de los genes.

Kilobase (Kb): Unidad de tamafo de los acidos nucleicos,

correspondiente a una longitud de 1000 nucledtidos. En ADN

bicatenario se denomina kilopares de bases (Kbp).

Ligamiento: Tendencia de dos o mas marcadores genéticos

a heredarse juntos en una proporcién mayor a la explicada por

el principio de distribucion independiente que aumenta con

su proximidad al reducirse la probabilidad de ser separados
durante una reparacién del ADN o los procesos de replicacion

(fision binaria en procariotas, mitosis 0 meiosis en eucariotas).

Locus (plural=Loci): Posicibn que ocupa un gen en el

genoma.

Lugar de restriccién: Secuencia de nucledtidos que es

reconocida especificamente por una endonucleasa de

restriccion.
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Mapa de restriccion: Representacion lineal de los lugares (o

dianas) de restriccion contenidos en una secuencia de ADN.

Mapa fisico: Serie ordenada de genes y marcadores genéticos
localizados en un cromosoma mostrando las distancias fisicas

relativas (expresadas en pares de bases). Se construye

utilizando métodos fisicos: secuenciacién, mapas de restriccion

de clones solapantes, hibridacién in_situ, estudios de

delecciones, y otros.

Mapa génico: Serie ordenada de loci genéticos en un

cromosoma, deducida tanto por métodos genéticos (estudios

de ligamiento) como fisicos.

Mapa de ligamientos: Un mapa de las posiciones relativas de
los loci en un cromosoma basandose en las frecuencias con
que dichos loci se heredan juntos. Las distancias se miden en

centimorgans.

Mapeo: Término que designa colectivamente los distintos
procedimientos (tanto genéticos como fisicos) empleados en la

construccion de mapas génicos.
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Marcador genético: Locus genético con alelos facilmente
detectables, bien porque producen un fenotipo caracteristico o
porque pueden estudiarse por métodos moleculares. Son
utilizados en estudios de ligamiento y en la creacion de mapas

fisicos.

Marco de lectura: Cada una de las posibles lecturas de una
secuencia de ADN en forma de tripletes. Un marco de lectura

abierto es el que da lugar a un ARN mensajero traducible a

una proteina.

Meiosis: Division celular que tiene lugar durante la formacion
de los gametos en especies de reproduccion sexual, mediante

la cual una célula germinal diploide da lugar a cuatro gametos
haploides.

Nucledtido: Molécula constituida por una base nitrogenada,
una pentosa y un grupo de acido fosférico. Es la unidad basica

que compone los acidos nucleicos.

Oligonucledtido: Secuencia lineal de nucleétidos unidos por
enlaces fosfo-diéster, habitualmente no mayor de 50

nucleadtidos.
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Oncogén: Gen que induce una proliferacién celular

incontrolada.

p: En nomenclatura citogenética, brazo corto (del francés,

"petit") de un cromosoma.

Palindrome: Aplicado al ADN, se utiliza tanto para las

secuencias nucleotidicas que se leen igual en ambos sentidos

sobre la misma hebra (repeticiones invertidas en tandem) como
para las secuencias que se leen igual en sentido 5' a 3' sobre

hebras complementarias.

Par de bases: Dos nucleétidos complementarios en una

molécula de ADN bicatenario.

Pirimidinas: Un tipo de bases nitrogenadas de las cuales la
Timina se encuentra so6lo en el ADN, el Uracilo sélo en el ARN

y la Citosina en ambos.

Plasmido: Elemento genético extracromosdmico presente en
bacterias, consistente en una molécula circular de ADN
bicatenario. En biologia molecular se usan como vectores de

clonacion.
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Poligénico: Rasgo fenotipico o enfermedad causado por la

interaccion de varios genes.

Polimorfismo: Locus genético que esta presente en dos o
mas alelos distintos, de forma que el alelo mas raro tiene una
frecuencia mayor o igual a 1% (0,01) en la poblaciéon general.
Un polimorfismo puede ser transitorio (las frecuencias alélicas

tienden a cambiar debido a una ventaja selectiva) o estable

(las frecuencias alélicas permanecen constantes durante

muchas generaciones).

Procariota: Perteneciente al super-reino Procariotas, que
incluye los microorganismos que se multiplican por division

binaria y carecen de nucleo delimitado por envoltura nuclear.

Promotor: Region de ADN que contiene diferentes dominios

de unién a factores de transcripcidon y que determina el lugar

donde la ARN polimerasa comienza la transcripcion de un

gen.

Proyecto Genoma Humano: Proyecto conjunto de
investigacién de escala internacional que pretende establecer

el mapa y la secuencia de todos los genes humanos.
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Purinas: Un tipo de bases nitrogenadas que contienen dos
anillos (uno de seis y otro de cinco miembros). Las que forman

parte del ADN y el ARN son la Adenina y la Guanina.

g: En nomenclatura citogenética, brazo largo de un

cromosoma.

Radiacién ionizante: Las ondas electromagnéticas de alta
energia y los rayos constituidos por particulas en movimiento
que en su trayectoria disocian a las sustancias en iones.
Afectan directamente a los organismos vivos al interferir el
desarrollo celular. Sus efectos genéticos comprenden Ia
produccion de mutaciones en los genes Yy diversas

alteraciones cromosomicas.

Rasgo: Cualquier caracteristica determinada genéticamente
que se transmite asociada a un genotipo especifico. La
manifestacion del rasgo en el fenotipo puede producirse de

modo dominante o recesivo.

Recesivo: Rasgo fenotipico (y los alelos que lo determinan)
que sélo se expresa en el estado homocigoto o hemicigoto.
Los alelos recesivos se denominan con letras minusculas para

diferenciarlos de los dominantes.
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Recombinacién: Intercambio de material genético producido

por sobrecruzamiento durante la meiosis y, en ocasiones,

durante la mitosis.

Recombinante: Célula u organismo que resulta de la
recombinacion de genes en la molécula de ADN,
independientemente de si se ha producido de forma natural o

por medios artificiales.

Ribosa: Pentosa que entra en la composicion de los

nucleotidos.
RNA: Abreviatura inglesa que significa ARN.

Secuencia de consenso: Secuencia ideal que representa los

nucledtidos o aminoacidos que se encuentran con mayor

frecuencia en cada posicién de un fragmento de ADN o de una

proteina, respectivamente.

Segregacion: Proceso de separacion de los alelos de un

locus durante la meiosis: al separarse los dos cromosomas

homélogos de un par, cada alelo pasa a un gameto distinto.
En sentido mas amplio se aplica a la separacion de alelos y su
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distribucion a células hijas diferentes, que se produce tanto en

la meiosis como en la mitosis.

Separacién (Splicing): Eliminacién de los intrones y unién de

los exones en ARN durante la transcripcion.

Seudogén: Gen inactivo (no produce un producto proteico)
cuya secuencia tiene un alto grado de homologia con otro gen
funcional que estd en un locus distinto. Un seudogén
procesado es una copia de otro gen pero que carece de
intrones, tiene una pequefia cadena de poliadeninas y esta
flanqueado por repeticiones cortas; se piensa que proviene de

la integracion en el genoma de ARN maduro retro-transcrito.

Un seudogén no procesado (o tradicional) surge por
duplicacién de un gen y posterior acumulacién de mutaciones
inactivantes, y suele estar cerca del gen funcional del que se

origino.

Sonda: Fragmento marcado de ADN de cadena simple que al
hibridarse con fragmentos de ADN que tengan una secuencia
complementaria en un filtro de nitrocelulosa permite que éstos

sean detectados y localizados.
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STS: Acrénimo inglés de "Sequence-tagged site" (lugar con
una secuencia marcada). Fragmento corto (200 a 500 pb) de

ADN gendmico cuya secuencia es conocida y su posiciéon ha

sido determinada en el mapa fisico o genético. Esto permite

que sean usados como marcadores genéticos en el desarrollo

de mapas fisicos del genoma humano.

Telocéntrico: Cromosoma que tiene su centrémero en un

extremo.

Teldbmero: Extremo libre de los cromosomas lineales de

eucariotas. En humanos, el ADN de los teldbmeros esta
compuesto por repeticiones en tandem de la secuencia T-T-
A-G-G-G.

Transcripcion: Proceso de sintesis de una molécula de ARN

mensajero por accion de la ARN-polimerasa, tomando como

molde la cadena antisentido del ADN genémico. Este es el

primer paso de la expresion génica.

Traduccion: Proceso por el que se sintetiza un polipéptido

tomando un ARN mensajero como molde. Se lleva a cabo en

los ribosomas.
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Transcriptasa inversa: ADN-polimerasa ARN-dependiente, es
decir, complejo enzimatico que sintetiza una molécula de ADN

tomando un ARN como molde.

Transformacion: 1. Proceso de introduccion de ADN exdégeno
en una bacteria por medios fisicos o quimicos.2. Conversion de

una célula animal fenotipicamente normal en una célula con

crecimiento descontrolado, por accion de un virus oncogénico.
Se manifiesta ademas en alteraciones de la forma celular y en

la pérdida de inhibicion por contacto.

Transgénico: Célula u organismo que contiene en su linea

germinal un ADN exdégeno introducido experimentalmente.
Triplete: Sinénimo de coddn.
Uracilo: Base de pirimidina en el ARN.

Vector: En sentido amplio, sinénimo de vehiculo. Se aplica a
moléculas de ADN que se replican y sirven para transferir

fragmentos de ADN entre células (plasmidos, césmidos,

BACs, PACs, YACs, etc); a sistemas de transferencia de

genes utilizados en terapia génica (virus, liposomas, etc); o a
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organismos capaces de transmitir una bacteria o un parasito

(como el mosquito anopheles).

VNTR: Acrénimo inglés de "Variable number of tandem

repeats". Locus cuyos alelos difieren por tener un numero

variable de repeticiones en _tandem. Son muy polimorficos,

por lo que se utilizan como marcadores en estudios de
ligamiento y en la determinacion de identidad en medicina

legal.

X: En nomenclatura citogenética se refiere al cromosoma X.

Y: En nomenclatura citogenética se refiere al cromosoma

sexual masculino.

YAC: Acréonimo inglés de "Yeast artificial chromosome"
(Cromosoma artificial de levadura). Vector plasmidico de
clonaje que contiene en su ADN las secuencias del
centromero, del teldmero y la secuencia que controla la
replicacion auténoma del cromosoma, lo que posibilita el
clonaje de fragmentos de hasta tres millones de bases de

longitud.

Zigoto: Sindnimo de cigoto.
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