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INGENIERIA GENETICA O MANIFULACION DE LOS GENES

El presente articulo trata sobre las técnicas para fracciongr
&l DNA y colocarlo en moléculas portadoras que luego son
introducidas en células bacterianas. De esta manera es posi-
ble transferir informacion genéticg de un organismo g ofro
no relacionado, en donde el DNA transferido se duplica v
expresd.

INTRODUCCION

El mundo estd poblado de organismos que han surgido por
evolucion de especies que han retenido su identidad basica a
través de generaciones sucesivas, Esto se¢ debe a la existencia
de barreras biolégicas que impiden el intercambio de infor-
magidn genética entre organismos no relacionados. Por o
tanto, los organismos hibridos formados por la unidn de
organisinos disimiles son poco frecuentes,

La unidad bdsica de la interrelacidn bioldgica es la especie.
En organismos que se reproducen sexualmente, la especie se
define por la habilidad de sus miembros de reproducirse en-
tre sf; cruzarseé sexualmente y compartir una dotacion ge-
nética comiin, Las caracteristicas que determinan cada espe-
cie dependen de los genes que posean, asi que la individuali-
dad de la especie se debe a la habilidad para impedir el
intercambio biologico del material genético enire grupos de
‘organismos no relacionados,

La conservacion de la individualidad penética es alin mis
acentuada en organismos inferiores, tales como bacterias. Se
ohserva por ejemplo que las diferentes especies bacterianas,
por similarss que sean, no intercambian informacidn genéti-
¢a aunque ocupen el mismo habitat. Sin embargo, existen
excepciones, gracias a los plasmidios que se encuentran en
algunas bacterias.

Los plasmidios son particulas de DNA Llibres en el citoplas-
ma, con capacidad de autoduplicarse, Algunos pueden con-
tener hasta 30 genes. Un gran numero de plasmidios que
hzn sido estudiados intensamente en fa @ltima década, con-
fieren a la bacteria portadora la habilidad de resistir a varios
. antibibticos. Por ejemple, se ha encontrado que las bacte-
rias Escherichia coli (bacilo de colon) resistentes a los anti-
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bidticos, contienen plasmidios designados factor R, por
conferir resistencia,

Dichos plasmidios llevan informacién genéiica para ctertas
enzimas que de alguna manera pueden interferir la accidn
de antibiéticos especificos. (Watanabe, 1967).

Algunas veces los plasmidios toman genes del cromosoma
bacteriano ¥ los transfiere a otras especies bacterianas rela-
cionadas. Otras veces, pueden integrarse al DNA cromoso-
nal de la célula receptora. Esta transferencia de genes entre
especies diferentes, por medio de elementos extracromoso-
mijcos ha jugado un papel importante en la evolucion de las
bacterias, pero no es frecuente en la naturaleza. Si esto
fuera frecuente, las bacterias comnnes no hubieran conser-
vado tan intactas sus caracterssticas durante gl gran nimero
de generaciones bacterianas.

Utilizando el procedimiento llamado Ingenieria de os plas-
midios o ingenieria genética se pueden transferir genes de
una especic a otra en el laboratorio y propagar clones o
lineas celulares genéticamente iguales, todas las cuales han
recibido molé¢ulas compuestas de diferentes DMA. Por me-
dio de la ingenietia panética se puede crear una gran canti-
dad de combinaciones genéticas que luego son propagadas
en los microorganismos. Desde 1973, A.C.Y. Chang ¥ S.N.
Cohen de la Universidad de Stanford y Herbert W. Boyer
cor. Robert Helling en 1a Universidad de California en San
Francisco, lograron construir en el tubo de ensavo molécu.
las de DNA bioldgicamente funcionales en las que se combi-
na informacion genética de dos Plasmidios diferentes, encon-
trados en E. coli. Las moléculas resultantes fueron inserta-
das en células de E, coli donde se duplicaron y expresaron
b informacion genética de ambos plasmidios parentales,
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En la segunda etapa unieron genes de plasmidios de Seaphy-
lococcus aureus con segmentos de plasmidics de £ coli,
Estas moléculas con DNA de dos especies no relacionadas se
introdujeron en células de £, coff donde los genes extrafios
a E. coli expresaron sus propiedades bioldgicas originales.

Aplicando el mismo procedimiento, los investigadores J. F.
Morrow de Stanford, H. M. Goodman de San Francisco v §.
N. Cohen insertaron en células de £ coli algunos genes
procedentes de la rana Xenopus lzevis,

A las meléculas compuestas de segmentos de DNA de dife-
rentes especies, se les llamé quimera de DNA por su simili-
tud a las quimeras mitoldgicas (criaturas con cabeza de
ledn, cuerpo de cabra y cola de serpiente).

La ingenierra genética comprende técnicas bioquimicas y
bioldgicas que han sido posibles, gracias a una serie de des.
cubrimientos hechos en la década comprendida entre 1960
y 1970,

El procedimiento necesita cuatro elementos esenciales:

1)  Un método para romper y unir diferentes moléculas
de DNA procedentes de distintas especies.

2)  Un portador de genes, que pueda duplicar su propio
DNA y el DNA extrafio que transfiera,

3)  Una manera de introducir la molécula de DNA com-
puesta en una célula bacteriana funcional,

4)  Un método para seleccionar, a partir de una gran po-
blacién de células, un clon de oélulas receptoras que
hayan adquirido la quimera molecutar,

Enzimas Utlizadas Para Unir Diferentes Segmenios de
DNA,

El DNA, en la mayoria de los organismos, estd conformado
por dos cadenas de polinuglestidos complementarios. Cads
nucledtido consta de un aziicar desoxirribosa, un fosfato v
una de las cuatrc bases nitropenadas: Adenina(A), timi-
na(T), guanina(G) y citosina(C). Los azlcares y fosfatos
forman el equeleto del filamento. Dos nucleétid os adyacen-
tes se conectan por medio de un enlace fosfodiester entre el
carbon 5 de un aziicar y el carbén 3 del azicar siguiente
(Fig. 1).

La DNA ligasa fue descubierta desde 1967 en cinco labora-
torios diferentes, Esta enzima, bajo ciertas condiciones,
puede unir extremos libres de las cadenas sencillas del DNA.
Para ésto sintetiza ¢l enlace fosfodiester entre dos nucledti-
dos adyacentes,

En 1970 el grupe de investigadores de Gobind Khorana en
Wisconsin, encontré que la DNA ligasa producida por el
bacteriofago T4 puede catalizar la formacidn del enlace fos-
fodiester para unir log segmentos rotos de la doble cadena
del DNA, para lo cual es necesario que I8s extremos de los
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Figura 1. En la parte superior, la enzima DNA LIGASA repzara la
la ruptura en una de las cadenas del DNA, Fn la parte inferior se
representa la doble cadena de nucledtidos, cada nucleétida confor-
mado por un azucar, un grupo fosfato ¥ una de las cuatro bases ni-
trogenadas: Adenina (A), Timina (T), Guanina (G}, Citosina ().
En 1 se observa la ruptura entre el fosfate de un nucledtida v el
azlicar del nucledtido adyacente. En If la rupturs ha sido reparada
por la sintesis del enlace fosfodiester entre el aziicar y ¢l fosfato.

dos segmentos estén muy cerca, Se requicre, por o tanto,
un mecanismo que aproxime los dos extremos de las cade-
nas del DNA, para que |a ligasa pueda actuar.

Peter Lobban, Dale Kaiser y atros en el laboratorio de Stan-
ford desarrollaron una ingeniosa manera de acercar los ex-
tremos rotos del DNA. Se basaron en el conacimiento de
que los extremos libres de las moléculas de DNA se pueden
unir por apareamiento de bases, siempre que ambos extre-
mos estén formados por secuencias sencillas de nucledtidos
complementarios, de tal manera que las adeninas se unan
por puentes de hidrégeno con las timinas y las guaninas con
las citosinas.

Sabiendo que la enzima terminal transferasa, cataliza la adi-
cidn secuencial de bases, especialmente en fos extremos 3
de las cadenas sencilias del DNA, aprovecharon dicha enzi-
ma parad agregar bases complementarias a los extremos de
dos moléculas diferentes de DNA, de tal manera que, luego
€503 exiremos s¢ ztraen y forman puentes de hidrogeno
entre las bases complementarias. Quedan asi, muy proxi-
mos los nucledtidos adyacentes de los extremos, por lo
tanto pueden uvnirse utilizando la enzima DNA ligasa.

Métodos Para Unir Dos Moléculas de DNA Utilizando lo
Enzima Termingl Transferasq.

Berg, (1974} por medio de los siguientes pasos logré unir
dos moléculas DNA:

1) Aislamiento de] DNA del bacteriéfago P.22 v del vi-
rus animal SV40. Ambos virus tienen DNA circular,
por lo tanto, se deben romper las moléculas para
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obtener DNA lineal con extremos libres qﬁe Tuego
serdn progesados (Fig.2). Fl rompimiento del DNA se
hace con la enzima endonucleasa Eco R1 que por sus

propiedades especiales (que se explicardn mds adelan-

te), st utilizd posteriormente en un procedimiento
difesente para elborsr el primer gen combinado fun-

cional,
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Fipura 2. Procedimiento para unir dos mokéculas de DNA utilizando
la enzitna TERMINAL TRANSFERASA. En el 1er. paso, la maolécu-
ta circular de DNA es rata por medio de una endonucleasa, En el
2do. paso, las moléculas lineales de DNA son puestas bajo la accién
de la exonncleasa de lambda que corta los nucledtidos en los extre-
mos 5° de czda cadena (extremo en el que el grupo fosfato se une
al carbeno No.5). En el 3er, paso, la enzima terminal transferasa
agrega nucleotidos del mismo tipo al extremo 37 de la cadena de
DNA (extremo con un OH en el carbono No.3). A una especie de
DNA se le aprepa adenosin trifosfaro (ATP); a 1a otra especie se le
agrega timidina trifosfate (TTP). En el 4to. paso se mezclan las dos
especies de DNA y las bases de los extremos complementarios de las
dos moléculas, se unen por puentes de Hidrogeno. En el Sto. pase,
1a DNA polimerasa agrega nucledtidos para llenar los vaclos que han
quedado en las cadenas sencillas. En el 6to. paso, la DNA ligasa selta
los nucledtidos adyacentes de las dos moltéculas que se combinaron.

2}  Las moléculas lineales se tratan con una enzima exo-
nucleasa, producidas por ¢l bacteriéfago lambda. Esta
exonuclessa, corta los nucledtidos a partir de los ex-
tremos libres 5* de las moléculas de DNA, dejando asi
en cada extremo una cadena sencilla libre que terming
en el carbtn 3’; a éstos extremos libres se les puede
agregar una serie de nucleStidos complementarios,

3) Con ayuda de la enzima terminal transferasa, se agre-
ga una serie de nucledtidos “A.” en los extremos 3’
Libres de una de las moléculas de DNA ¥ se adiciona
una serie de nucledtidas “T°" en los extremos 3 libres
del DNA de la otra especie.

4)  Se mezcla lns diferentes moléculas de DNA. Como los
segmentos de las dosespecies ticnen extremos comple-

mentarios, se pueden aparear uno con el otro y usirse

por puentes de hidrégeno, formando asi moléculas de

DNA combinadas, Para llenar los vacios que hubieran

quédado ep les extremos 5° de los segmentaos origina-

les, los investigadores agregaron nucledtidos y dos
" gnzimas: Exonucleasa I1f y DNA polimerasa.

5y  Por Gltimo, se utiliz6 la DNA ligasa para sintetizar los
enlaces fosfodiester que unen los nucledtidos adya-
centes y asi cerrar el ¢irculo.

Meétodo Simplificads Para Combinar Segmentos de DN A sin
Usar Ia Enzima Terminal Transferasa,

Este método utiliza la enzima endonucleasa de restriccitn
Eco RI para producir fragmentos de DNA con extremos
libres complementarios que luego se combinan. No se re-
quiere la adicion de nuddtidos complementarios mediante
la acci6n de la enzima terminal transferasa.

Durante los afios 1970-1972 se descubrif que la endonu-
cleasa Eco RI es una enzima de restriccion, que solo recono-
ce una secuencia especifica de seis bases en el DNA que lee
en la direccidn 5° hacia 3' (5° GAATTC_’B’ 3(’ CTTAAG 5"
¥ en forma estricta sdlo rompe el enlace entre las bases G A.

Esta endonucleasa Ece RI, aislada por Robert N. Toshimori
¢n e laboratorio de Boyer en S8an Francisco, introduce rup-
turas en las dos cadenas de DNA. Debido al arreglo simétri-
co de las secuencia de nucleétidos que s¢ complementan en
las dos direcciones opuestas, las rupturas en las dos cadenas,
s6lo quedan separadas por la secuencia de cuatro nucledti-
dos, complementarios (Fig. 3). En esta forma la endonu.
cleasa Eco RI produce en un solo paso moléculas lineales de
DNA con extremos libres complementarios que pueden
adherirse facilmente. Estas mol8culas son equivalentes a las
que s¢ obtienen con la enzima terminal transferasa, por
medic de procedimientos mds complicados.

(b}

Figura 3. Accidn de iz endonucleasa de zestriccién Eco RI. (a) Se-
cuencia de nucledtidos que conformsn el sitio especifico de aceién
de la endonucieasa. Las fe

de la endonucleasa. Las flechas verticales indican que la enzima
rompe especificamente entre G ¥ A. (b). Se observa que la enzima
rompe las dos cadenas compiementarias de DNA. Tales ruptiuras
producen fragmentos de DNA con extremos ¢e cadena sencilla,
compuesto cada unc por cuatre bases complemen tarias. Por lo tan-
to, todos los fragmentos que produzea esta enzima se pueden unir
entre 1.
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Las moléculas circulares de DNA, rotas por medio de la
enzima Eco Ri, pueden luego universe con otras por forma-
cidn de puentes de hidrégeno entre las bases comple menta.
rias de los extremos libres y después pueden ligarse los nu-
cleétidos adyacentes por medio de la enzima DNA ligasa.

En este primer paso de la ingenieria genética vemos que
pueden combinarse diferentes fragmentos de DMA, utilizan-
do un método simple que sélo requiere dos enzimas:

a)  La endonucleasa Eco RI para romper moléculas circu-
lares de DNA en puntos especificos, dando como
resultado fragmentos lineales con extremos comple-
mentarios.

by La DNA ligasa para unir, por medio de un enlace
fosfodiester, dos nuclestidos adyacentes pertenecien-
tes a dos particulas diferentes de DNA,

MECANISMO PARA OBTENER
EL PORTADOR DE GENES

Como {2 mayoria de los fragmentos libres de DNA no tie-
nen capacidad de autoduplicarse, es necesario integrar lns
segmentos de DNA (genes que se estin manipulando), =n
moléculas especiales de DNA que tengan la propiedad de
autorreproducirse en un sistema biolégico determinado {cé-
luta bacteriana). ' '

En un principio se creyé que algunos bacteriofagos, como el
virus lambda, serian las moléculas mds apropiadas para ser-
vir como vehiculo en la manipulacién de genes; pues estos
vitus ocasionalmente toman por recombinacién pequefios
segmentos del DNA de £ colf v lo transfieren a otras célu-
las. Sinembargo, no fueron los virus, sino los plasmidios los
que sirvieron como vehiculos para introducir genes extrafios
en células bacterianas y los que han proporcionado un me-
canismo para la duplicacion y seleccién del DNA exiraiio.

Los plasmidios (factor R) se pueden aislar por centrifuga-
cion en gradiantes de densidad v las moléculas se caracteri-
zan por medio de técnicas bioquimicas y fisicas (Clowes,
1973).

Utitizando 12 enzima Eco Rl se rompe en varios sitios espe-
cificos el DNA circular de doble cadena de los plasmidios
aislados, Los diferentes fragmentos son separados por cen-
trifugacién, para luego estudiar las propiedades genéticas v
fisicas de cada uno de los fragmentos aislados. De esta ma-
nera {Cohen, Chang y otros lograron aislar un segmento de
DNA que conserva la informacion genética para autodupli-
carse en ka bacteria E. coli y para conferir resistenciz a la
tetraciclina. A este segmento lo llamaron plasmidio pSC
101 el cual equivale a la doceava parte del plasmidio paren-
tal. El plasmidio pSC 101, por unién de sus extremos cohe-
sivos, mantiene la forma circular. Tiene ka ventaja de que la
enzima Eco Rl lo rompe por un sélo punto especifico sin
afectar su habilidad para autoduplicarse, ni su resistencia a
la tetraciclina.
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Por estas propiedades, s¢ escogié el plasmidio pSC 101
“ocomo vehiculo para introducir en £, coli, un segmento dife-

rente de DN A incapaz de aoduplicarse por s{ solo.

MECANISMO PARA INTRODUCIR EL DNA
EXTRANO EN CELULAS BACTERIANAS

Primero % mezclaron los plasmidios pSC 101 con ¢l DNA
de otros plasmidios de E, colf que confiere resistencia con-
tra el antibidtico kanamicina, La mezcla de los dos tipos de
DNA se sometid a la accién de la enzima Eco RI con el fin
de romper las moléculas circulares. Luego, las moléculas
lineakes del plasmidio pSC 101 se unen por medio de puen-
tes de hidrdgeno con log extremos rotos complementarios
del DNA del otro plasmidio diferente, (Fig. 4). A continua-
cidn se suturaron los nuclétidos adyacentes por medio de l1a
enzima DNA ligasa, =~ = a
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Figura 4. Proceso para unir un fragmento de DNA extrafio al plas-
midie pSC 101 e introduccion en este plasmidio “quimera’ en bac-
terias E. coli. En la parte superior izquierda, el plasmidio pSC 101 es
roto por la endonucleasa Eco RI en un punto especifico que no
interfiere con los genes de replicacién ni con los genes para la resis-
tencia ala tetraciclina. En la parte superior derecha, el DNA extrafio
es Toto en diferentes sitios especificos por la and onucleasa Eco RI,
Los fragmentos resultantes pueden contener entre 4.000 a 16.000
pares de nucledtidos. En la parte media, un fragmento de DNA ex-
trafio s¢ wne al DNA del plasmidio pos medio de puentes de Hidrd-
Beno entre bases complementarias, y la enzima DNA ligasa sella ios
nucleétidos adyacentes. En la parte inferior, el plasmidio quimera
es introducido en E. coli por medio de transformacidn, y el DNA
extrafio se duplica gracias a los genes replicadores del plasmidio.
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Fl plasmidic “quimera” resultante, conformado por la
union del plasmidio pSC 101 con el DNA del plasmidio
resistente a la kanamicina, se introdujo par medio de trans-
formacién a células de E. coli sensibles a los antibidticos,
tetraciclina y kanamicina. Para lograr éxito en la transfor-
macidn, las bacterias E. coli se trataron previamente con
cloruro de calcio con el fin de permeabilizar sus membra-
nas, de tal manera que dejaran pasar moléculas pequeilas de
DNA. Se encontrd, que una de cada millon de bacterias
recibid-el plasmidio quimera.

METODO PARA SELECCIONAR EL
CLON DE CELULAS TRANSFORMADAS

Las bacterias que por transformacién han recibido el plas-
‘midio quiera se pueden identificar porque se vuelven resis-
tentes a ambos antibidticos, tetraciclinag v kanamicina. Estas
son las fnicas bhacterias que pueden crecer en un medio
selectivo que contenga tetraciclina ¥ kanamicina. Cuando se
aislaron los plasmidios del clon de bacterias transformadas,
se comprobd que dichos plasmidios contenian tode el DNA
del segmento pSC 101 con informacion para la resistencia a
la tetraciclina y otro pequeiio fragmento de DNA que lleva-
ba la informacién para la resistencia a la kanamicina. Este
plasmidio combinado pudo autoduplicarse gracias a que el
segmento pSC 101 llevaba los genes del replicador. Los re-
sultados confitman que el pSC 101 podria servir como ve-
hiculo para introducit en £, coli, un segmento diferente de
DNA incapaz de duplicarse por 51 solo,

A los pocos meses de haber realizado este experimento, se
utilizé ¢l mismo procedimiento en diferentes laboratorios
con e] fin de introducir en células bacteriana y animales,
DNA procedente de diferentes especies. Por ejemplo, en un
experimento que efectuaron Chang v Cohen, el DNA del
plasmidio pSC 101 le unieron al DNA del plasmidio pl 238
que se encuentra eén el S, qureus. Este plasmidio pl 258
confiere resistencia a la penicilina. Asi que, la bacteria
transformada expresd resistenciz a la penicilina por la infor-
macién del plasmidio pl 258 de S, aureus v resistenciza &
tetraciclina, codificada por el plasmidio pSC 101 de E. cofi,
Luego se encontrd que estas células bacterianas resistentes a
los dos antibidticos, comtenian DNA correspondiente al
plasmidio pl 258 estafilococal ¥ al plasmidio pSC 101 de £,
coli.

La proliferacién v exptresién en £, coli de genes derivados
de un organismo incapaz de intercambiar genes con esta
bacteria, representaba un puente entre las dos especies. El
hecho de que genes extrafios se unieran a un plasmidio, ya
era un indicio de que eran ficiles de aislar v purificar en
grandes cantidades para estudios posteriores.

Haciendo uso del procedimiento descrito, potencialmente el
plasmidic pSC 101 podria servir para introducir moléculas
de DNA de organismos superiores en huéspedes bacterianos,
facilitando asi la aplicacion de la genética bacteriana y las
técnicas bioquimicas al estudio de los genes animales.

Con el fin de introducir genes de animales superiores en
bacterias, varjos investigadores (Morrow, et al, 1974), toma-
ron de la rana Xertopus laevis, ciertos genes que hsbian sido
bien caracterizados y se podian aislar en cantidades aprecia-
bles. Estos genes codificaban un precursor de los ribosomas
¥ s¢ podian identificar en ¢l caso de que lograran propagar-
se en las bacteriaz. Dichos genes se unieron al plasmidio p8C
101 resistente a la tetraciclina, (Fig. 5).

Figura 5. Plasmidio quimérico conflormado por DNA de un plas-
midio ¥y DNA de rana.

El Plasmidio “‘quimera” se introdujo por transformacién a
las bacterias F. coli y cuando se anakizaron las céhulas trans-
formadas, sé encontré que los genes de las células animales
s estaban autorreproduciendo peneracién tras generaciom
en las bacterias a través de las funciones autoduplicadoras
de loz plasmidios. Ademds, se observé que en las células
bacterianas, el DNA de las ranas transcribio su secuencia
especifica de nucledtidos a un RNA — m,

Fuera del plasmidio pSC 101 s¢ han descubieric otros dos
plasmidios con las mismas propiedadss, o sea, que la enzima
Eco Rl las rompe por un solo sitio sin interferir con los
genes esenciales.

Investigadores de las Universidades de Edinburg y Stan-
ford han desarrollado mutaciones en e virus lambda con el
fin de adecuarlo para que sirva de vehiculo en la manipula-
cion de genes.

También se han descubierto otras endonucleasas que produ-
cen extremos cohesivos en los segmentos de DNA, péro los
rompen en sitios diferentes a los especificos para la enzima
Eco RI. '

La posibilidad de proliferar y estudiar genes de toda clase
de animales en células bacterianas han aumentado intensa-
mente, En la actualidad se estd estudiando la organizacioén
de cromosomas complejos, tales como los de Drosophila,
multiplicando genes de estos animales en bacterias,

La manipulacién de genes abre las puertas para construir
cBlulas bacterianas que puedan crecer ficiimente sin mayor
costo ¥ que lleguen 2 sintetizar una variedad de substancias
bicldgicas tales como anticuerpos, hormonas o enzimas que
puedan convertir directamente la fuz solar en substancias
alimenticias o energra utilizable.
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