PATRONES
DE HERENCIA
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Ideas fundamentales

La existencia de genes puede inferirse observando ciertas
proporciones fijas en la descendencia de cruzamientos entre
variantes fenotipicas.

La diferencia fenotipica discreta en un caricter estd determinada
a4 menudo por una diferencid.en un solo gen.

En plantas y animales, cada gen estd presente en dos copias por
célula, una en eada miembro de un~par CrOmosomico.
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28 Capitulo 2 Patrones de herencia

1 gen, la unidad funcional bdsica de la herencia, es el

foco de atencién de la Genética moderna. En todas las

Ifineas de investigacién genética, el gen constituye el
hilo unificador comiin de una gran variedad de estudios experi-
mentales. En este capitulo, analizaremos los patrones segtin los
cuales se heredan los fenotipos en plantas y animales, y veremos
que estos patrones son regulares y predecibles. Precisamente,
fueron estos patrones hereditarios regulares los que primero lle-
varon al concepto de gen, y por aqui es por donde comenzare-
mos nuestra historia.

El concepto de gen (aunque no la palabra) fue propuesto por
primera vez en 1865 por Gregor Mendel. Hasta entonces, se ha-
bian realizado pocos avances en el entendimiento de los meca-
nismos de la herencia. La noci6n que prevalecia era que el esper-
matozoide y el o6vulo contenfan un conjunto de esencias
originadas en las distintas partes del cuerpo del organismo pa-
rental; durante la concepeidn, estas esencias se mezclaban de
alguna forma para influir en el desarrollo del nuevo descendien-
te. Esta idea de herencia mezclada surgi6 para explicar el hecho
de que la descendencia muestra normalmente caracteristicas que
son similares a las de ambos progenitores. Sin embargo, habfa
problemas obvios asociados con esta idea, uno de los cuales es
que la descendencia no es siempre una mezcla intermedia de las
caracterfsticas de los padres. Los intentos para mejorar y exten-
der esta teoria, originalmente concebida por Aristételes, no lle-
varon a un mejor entendimiento de la herencia.

Como resultado de su investigacién con plantas de guisante,
Mendel propuso una teorfa de herencia particulada. De acuer-
do con esta teorfa, los caracteres estdn determinados por unida-
des discretas que se heredan intactas a lo largo de las generacio-
nes. Este modelo explicaba muchas observaciones que no eran
explicadas por la hipdtesis de la herencia mezclada. También
sirvié como marco para un posterior y mds detallado entendi-
miento de los mecanismos de la herencia.

La importancia de las ideas de Mendel no se reconocié hasta
cerca de 1900 (después de su muerte). Su trabajo escrito fue
entonces descubierto de nuevo por tres cientificos, después de
que cada uno de ellos hubiera obtenido de forma independiente
el mismo tipo de resultados. El trabajo de Mendel constituye el
prototipo del andlisis genético. Establecié una forma de enfoque
I6gico y experimental al estudio de la herencia que todavia se
emplea hoy en dia. Por ello, aunque la siguiente descripcién es
histérica, la secuencia experimental es la misma que utilizan ac-
tualmente los genetistas.

Los experimentos de Mendel

Gregor Mendel naci6 en la region de Moravia, que en aquella
época formaba parte del Imperio Austrohtingaro. Al final de sus
estudios superiores, se incorporé al monasterio agustino de San-
to Tomds en la ciudad de Briinn, la actual Brno de la Repiiblica
Checa. Su monasterio estaba dedicado a la ensefianza de la cien-
cia y a la investigacién cientifica, de modo que Mendel fue en-
viado a la universidad de Viena con el fin de obtener su titulo
docente. Sin embargo, suspendié los exdmenes y volvid al mo-
nasterio de Briinn. Alli se embarcé en un programa de investiga-
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Figura 2-1. Esquema de una flor de guisante con Ia quilla cortada y
abierta para exponer los érganos reproductores. También se muestra un corte
del ovario. (Segin J. B, Hill, H. W, Popp y A. R. Grove, Ir., Botany. Copyright
Y1967, MeGraw-Hill.)

ciodn sobre la hibridacion de plantas que le llevé péstumamente a
ser reconocido como el fundador de la ciencia de la Genética.

Los estudios de Mendel constituyen un ejemplo sobresaliente
de la correcta utilizacién del método cientifico. Eligié un mate-
rial de investigacién muy adecuado para el estudio que queria
realizar, disefié sus experimentos muy cuidadosamente, recogi6
gran cantidad de datos y utilizé el andlisis matemdtico para de-
mostrar que los resultados obtenidos eran coherentes con su hi-
potesis. Las predicciones de la hipétesis se comprobaron otra
vez en una nueva serie de experimentos.

Mendel estudié el guisante de jardin (Pisum sativum) por dos
razones principales. En primer lugar, disponia en el mercado de
una amplia variedad de guisantes de distintas formas y colores,
que podian identificarse y analizarse ficilmente. En segundo lu-
gar, los guisantes pueden autopolinizarse o cruzarse mediante
polinizacién cruzada. El guisante se autopoliniza porque las par-
tes masculinas (anteras) y las femeninas (ovarios) de la flor (que
producen, respectivamente, el polen y los 6vulos) estdn encerra-
das por dos pétalos fusionados que forman un compartimiento
denominado quilla (Fig. 2-1). El jardinero, o el investigador,
puede cruzar dos plantas de guisante a voluntad (polinizacién
cruzada). Para ello, se eliminan las anteras de una planta antes de
que éstas se hayan abierto para soltar el polen, operacién que se
denomina emasculacién y que se hace para prevenir la autopolini-
zacion. El polen de la otra planta se transfiere al estigma recep-
tor con la ayuda de un pincel o con la propia antera (Fig. 2-2). De
esta forma, el investigador puede elegir entre la autopolinizacién
o la polinizacién cruzada de las plantas de guisante.

Otras razones prdcticas para la eleccién de Mendel fueron que
los guisantes eran baratos y ficiles de obtener, que ocupaban
poco espacio, que tenfan un tiempo de generacién corto y que
producian muchos descendientes.

Plantas que difieren en un solo caracter

Mendel eligié siete caracteres para su estudio. En este contexto,
la palabra cardcter significa una propiedad especifica de un or-



Figura 2-2.  Una de las técnicas de polinizacidn cruzada artificial, realizada
con Mimulus gartatus, 1a lamada flor del mono amarillo. Para transferir el polen,
el experimentador aplica anteras del parental masculino sobre el estigma de una
flor emasculada, que actia como parental femenino. (Anthony Griffiths,)

Semillas lisas o rugosas

Semillas amarillas o verdes

i

Pétalos purpuras o blancos
Vainas maduras hinchadas
o hendidas
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Vainas inmaduras verdes

Flores axiales o tarminales
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ganismo; los genetistas usan este término como sinénimo de ca-
racteristica o rasgo.

Para cada uno de los caracteres escogidos, Mendel obtuvo li-
neas de plantas que habfa cultivado durante dos afios, para ase-
gurar que fueran lfneas puras. Una linea pura es una poblacién
que produce descendencia homogénea para el cardcter especifico
en estudio; todos los descendientes obtenidos por autopoliniza-
cién o fecundacién cruzada entre los individuos de la poblacién
son idénticos para dicho caricter. Asegurdndose de la pureza de
las lineas, Mendel dio un primer paso inteligente: habia estableci-
do una situacién fija de partida para sus experimentos futuros, de
forma que cualquier variacién observada en su investigacién tras
una manipulacion deliberada serfa cientificamente significativa;
habia establecido, de hecho, un experimento control.

Dos de las lineas de guisantes estudiadas por Mendel demos-
traron ser homogéneas para el cardcter color de la flor. Una linea
presentaba flores pirpuras y la otra flores blancas. Cualquier
planta de la linea de flores piirpuras (ya fuera autopolinizada o
cruzada con otra de la misma linea) producia semillas que, en
todos los casos, daban lugar a plantas con flores piirpuras. Si, a
su vez, estas plantas eran autopolinizadas o cruzadas con la mis-
ma linea, sus descendientes también presentaban flores pirpu-
ras, y asi sucesivamente. De la misma forma, la linea de flores
blancas sélo producia flores blancas de generacién en genera-

-ci6n. Mendel obtuvo siete parejas de lineas puras para siete ca-

racteres, diferencidndose cada pareja s6lo respecto de un caréc-
ter (Fig. 2-3).

Puede decirse que cada pareja de las lineas de plantas de Men-
del muestra diferencia en un cardcter: una distincién clara en-
tre dos lineas de organismos (o entre dos organismos) con res-
pecto a un cardcter determinado. Contrastar fenotipos para un
determinado cardcter constituye el punto de partida del anilisis
genético. Las diferentes lineas (o individuos) representan las di-

Tallos largos o cortos

Figura 2-3. Las siete diferencias en los caracteres estudiados por Mendel. (Segiin S. Singer v H. Hilgard, The Biology of People. Copyright © 1978,

W. H. Freeman and Company).
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ferentes formas que el cariicter puede tomar: pueden denominar-
se formas del cardcter, variantes del cardcrer o fenotipos. El
término fenotipo (que proviene del griego) significa literalmente
«la forma que se muestra», y es ¢l término utilizado actualmente
por los genetistas. Aunque palabras como gen y fenotipo no fue-
ran acunadas ni utilizadas por Mendel, las usaremos aqui al des-
cribir sus resultados e hipdtesis.

La Figura 2-3 muestra los siete caracteres del guisante estu-
diados por Mendel, cada uno representado por dos fenotipos di-
ferentes. La descripeion de los caracteres es algo arbitraria. Por
ejemplo, podemos tratar las diferencias en el cardcter color al
menos de tres formas:

Caracter Fenotipos

Color de la flor
Flores puirpuras
Flores blancas

Pirpura o blanco
Presentes o ausentes
Presentes o ausentes

Afortunadamente, la forma en que describamos los caracteres
no altera los resultados finales del andlisis, excepto en cuanto a
las palabras empleadas.

Volvamos ahora al trabajo de Mendel sobre las lineas puras
para el color de las flores. En uno de sus primeros experimentos,
Mendel poliniz6 una planta de tlores pirpuras con polen obteni-
do a partir de una planta de flores blancas. Estas plantas de li-
neas puras constituyen la generacién parental (P). Todas las
plantas resultantes de este cruzamiento presentaron flores de co-
lor pirpura (Fig. 2-4). Esta generacidn de descendientes se deno-
mina primera generacion filial (F,). Las generaciones subsi-
guientes obtenidas por autopolinizacién se denominan F,, F, y
asi sucesivamente.

Transferencia

de polen
con

escobilla

Eliminacion
de las anteras

Blanca

Plrpura

Todas
purpuras

v Y

Figura 2-4. Cruzamicnto de Mendel de fores piirpuras ¥ x flores blancas 3.

Mendel realizé también cruzamientos reciprocos. Para la
mayoria de las plantas, cualquier cruzamiento puede realizarse
de dos formas, segtin qué fenotipo se utilice como masculino (3)
o femenino (2). Por ejemplo, los cruzamientos

fenotipo A € x fenotipo B §
fenotipo B § x fenotipo A 3

son cruzamientos reciprocos. El cruzamiento reciproco de Men-
del, en el que polinizé una tlor blanca con polen de una planta de
flores piirpuras, produjo el mismo resultado (todas las plantas
con flores puirpuras) en la F, (Fig. 2-5). Mendel concluyé que no
importaba el modo en que se realizara el cruzamiento, Si uno de
los parentales puros tiene flores pirpuras v el otro tiene flores
blancas, todas las plantas de la F, presentan flores pirpuras. El
color piirpura de las flores de la generacién F, es idéntico al de
las plantas parentales de flores pirpuras. En este caso, la heren-
cia no es una simple mezcla de los colores piirpura y blanco para
dar lugar a algtin color intermedio. Para mantener la teorfa de la
herencia por mezcla, habria que asumir que el color piirpura es,
de alguna manera, «mads fuerte» que el color blanco y elimina
completamente cualquier traza del fenotipo blanco en la mezcla.

A continuacion, Mendel dejé que las plantas de la F, se auto-
polinizaran, permitiendo que el polen de cada flor se depositara
sobre su propio estigma. Obtuvo 929 semillas (individuos de la
F,) y las sembré para obtener plantas de ellas. Curiosamente,
algunas de las plantas resultantes tenfan flores blancas; el fenoti-
po blanco habia reaparecido. Entonces Mendel hizo algo que
marca, mejor que ninguna otra cosa, el nacimiento de la Genéti-
ca moderna: contd el nimero de plantas de cada fenotipo. Este
procedimiento habfa sido usado rara vez, o nunca, en los estu-

4
P Purpura Blanca
F, Todas
purpuras
¢ /
Fig ura 2-5. Cruzamiento de Mendel de flores blancas 5 % Nores pirpuras 3.
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CUADRO 2-1. Resultados de todos los cruzamientos de Mendel en los que los parentales diferian en un solo caracter

Fenotipo parental F,

Todas lisas
Todas amarillas
Todos purpuras
Taodas hinchadas
Todas verdes
Todas axiales
Todos largos

1. Semilla lisa x rugosa

2. Semilla amarilla x verde
3. Pétalos pirpuras x blancos
4, Vaina hinchada x hendida
5. Vaina verde x amarilla

6. Flores axiales x lerminales
7. Tallo largo x corto

L

— i ——__
. Proporcion F,
5474 lisas; 1850 rugosas 2.96:1
6022 amanllas; 2001 verdes 3.01:1
705 purpuras; 224 blancos 3.15:1
882 hinchadas; 299 hendidas 2.95:1
428 verdes; 152 amarillas 2.82:1
651 axiales; 207 terminales 3141
787 largos;: 277 cortos 2.84:1

dios sobre herencia anteriores al trabajo de Mendel. De hecho,
otros habian obtenido resultados extraordinariamente similares
en estudios sobre cruzamientos, pero no contaron los individuos
de cada clase. Mendel anoté 705 plantas de flores pirpuras y 224
de flores blancas, y se dio cuenta de que la proporcion 705:224
es casi igual a la proporcién 3:1 (de hecho, es 3.1:1),

Mendel repitio los mismos cruzamientos con las otras seis pa-
rejas de plantas de guisante que se dilerenciaban en un solo ca-
récter. Encontré la misma proporcién 3:1 en la generacion F,
para cada una de las parejas (Cuadro 2-1). Para entonces, Men-
del habfa empezado a tener pocas dudas sobre la importancia de
la proporcidn 3:1 y traté de buscar una explicacién para ella. En
todos los casos, uno de los fenotipos parentales desaparecia en la
F, para volver a manifestarse en la cuarta parte de los individuos
de la F,. Por ejemplo, el fenotipo blanco faltaba por completo en
la generacion F, pero volvia a aparecer (en su forma original) en
la cuarta parte de las plantas de la F,.

Resulta muy dificil explicar estos resultados en términos de
herencia mezelada. Aun cuando las flores de la generacién F,
presentaban color pirpura, era evidente que las plantas mante-
nian el potencial para producir descendientes de flores blancas.
Mendel infirid que las plantas de la F, reciben de sus progenito-
res la capacidad para producir tanto el fenotipo plrpura como el
blanco y que, mas que mezelarse, estas capacidades se mantie-
nen y transmiten a las generaciones siguientes. ¢ Por qué, enton-
ces, no se expresa el fenotipo blanco en las plantas de la F?
Mendel utilizé los términos dominante y recesivo para descri-
bir este fendmeno, aunque sin explicar su mecanismo. El fenoti-
po ptirpura es dominante sobre el blanco, y el fenotipo blanco es
recesivo frente al purpura. Asi, la definicion operativa de domi-
nancia se establece por el fenotipo de la F| tras el cruzamiento
entre dos lineas puras. El fenotipo parental que aparece en tales
individuos de la F, es, por definicion, el fenotipo dominante.

Mendel avanzd un paso mds para demostrar que la clase de
individuos de la I, que manifestaba el fenotipo dominante esta-
ba compuesta en realidad por dos subclases genéticamente dis-
tintas. En este caso, él estaba analizando el color de la semilla.
En el guisante, el color de la semilla estd determinado por la
constitucién genética de la propia semilla, y no por la del paren-
tal femenino, como ocurre en algunas otras especies vegetales.
Esta autonomia resulta muy atil, porque el investigador puede
considerar cada guisante como un individuo y observar directa-
mente el fenotipo, sin necesidad de hacerlo crecer hasta dar una
nueva planta, como ocurre en ¢l caso del color de la flor. Tam-
bién significa que pueden analizarse muchos mds individuos y

que los estudios pueden extenderse a las gencraciones posterio-
res. Los colores de las semillas utilizados por Mendel fueron el
amarillo y el verde. Cruzd una linca pura de semillas amarillas
con otra de semillas verdes y observd que todos los guisantes de
la F| eran amarillos. Simbdlicamente:

P amarillo x verde

|

F, todos amarillos

Asi, por detinicion. amarillo es el fenotipo dominante y verde es
el recesivo.

Mendel desarrollo plantas F, a partir de estos guisantes de la
F, y dejo que se autopolinizaran. Los guisantes que se desarro-
llaron en las plantas de la F, constituian la generacion F,. Obser-
v6 que en las vainas de las plantas de la F, res cuartas partes de
los guisantes F, eran amarillos y una cuarta parte eran verdes:

F, todos amarillos (autocruzamiento)
. 3 amarillos
2 1

= 3 verdes

De nuevo, encontramos aqui una proporcion fenotipica 3:1 en la
F,. Mendel tomd una muestra de 519 guisantes amarillos de la I,
y los sembra para obtener plantas a partir de ellos. Cada una de
estas plantas de la F, se autopolinizé, anotindose el tipo de gui-
santes que desarrollaron. Mendel comprobé que 166 de las plan-
tas produjeron sélo guisantes amarillos. mientras que las restan-
tes 353 plantas produjeron una mezcla de guisantes amarillos y
verdes en proporcion 3:1. También hizo crecer plantas a partir
de guisantes verdes de la F, que, tras la autopolinizacion, dieron
lugar s6lo a guisantes verdes. En resumen, todos los guisantes
verdes de la F, eran evidentemente lincas puras, igual que la
linea parental verde. Pero de los guisantes amarillos de la F,, dos
tercios eran como los amarillos de la F| (que producian semillas
amarillas y verdes en proporcién 3:1) y un tercio eran como la
linea pura parental amarilla. Asi pues, el andlisis de estas autofe-
cundaciones revelo que bajo la aparente proporcion fenotipica
3:1 de la generacion F, existia una proporcion 1:2:1 subyacente:

; amarillos puros
1 amarillos
; amarillos «impuros»

; verdes —— & verdes puros






Es conveniente introdueir ahora algunos términos nuevos, Los
individuos representados como A/a se denominan heterocigotos
0, a veces, hibridos, mientras que los individuos de una linea
pura se denominan homocigotos. En tales vocablos, heterao- sig-
nifica «diferente» y homo- significa «idéntico». Asi, de una
planta A/A se dice que es homocigética dominante, y una plan-
ta a/a es homocigdtica para el alelo recesivo, u homocigdtica
recesiva. Como se vio en el Capitulo 1, la constitucién genética
respecto a uno o varios caracteres en estudio se denomina geno-
tipo. Por ejemplo, Y/Y e Y/y son genotipos diferentes, aunque
ambos tipos de semillas presenten el mismo fenotipo (amarillo).
En tal situacién, puede pensarse en el fenotipo simplemente
como la manifestacién externa del genotipo subyacente. Obser-
ve que en la proporcién fenotipica 3:1 de la F, subyace una pro-
porcién genotipica 1:2:1 de Y/Y:Y/y:v/y.

Es conveniente hacer notar que, en términos estrictos, las ex-
presiones dominante y recesivo deben aplicarse al fenotipo. El
fenotipo dominante se establece por la apariencia de la F. Sin
embargo, un fenotipo (que es una mera descripeién) no puede en
realidad ejercer dominancia. Mendel demostré que la dominan-
cia de un fenotipo sobre otro se debe realmente a la dominancia
de un miembro del par génico sobre el otro.

Hagamos una pausa para profundizar en la importancia de
este trabajo. Lo que Mendel hizo fue desarrollar un esquema
analitico para la identificacidn de genes que regulan cualquier
cardcter o funcidn bioldgica. Tomemos como ejemplo el color
de los pétalos. Comenzando con dos fenotipos diferentes (parpu-
ray blanco) de un cardcter (color del pétalo), Mendel fue capaz
de demostrar que la diferencia estaba causada por un par génico.
Los genetistas modernos dirian que el andlisis de Mendel habia
identificado un gen para el color del pétalo. ;Qué significa esto?
Significa que, en estos organismos, hay un gen que ejerce un
efecto profundo sobre el color de los pétalos. Este puede existir
en diferentes formas: una forma dominante (representada por C),
que determina pétalos purpuras, y una forma recesiva (represen-
tada por ¢), que determina pétalos blancos. Las formas C'y ¢ son
alelos (formas alternativas) de ese gen responsable del color de
los pétalos. Se les asigna la misma letra para indicar que los
alelos son formas de un gen. En otras palabras, podemos decir
que hay un gen, llamado fonéticamente «ce», con los alelos C'y
c. Cualquier planta individual de guisante tendrd siempre dos

Procedimiento experimental
2. Cruzar ambas lineas.

3. Autopolinizar los individuos de la F,.

Resultados:

Inferencias:
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copias del gen «ce», que forman un par génico, y los miembros
reales del par génico pueden ser C/C, Clc o ¢/c. Observe que,
aunque los dos alelos de un gen pueden producir efectos distin-
tos, ambos afectan al mismo carécter. La ruta bdsica del andlisis
mendeliano para un cardcter se resume en el Cuadro 2-2.

COROLARIO #esssvssrinswsnnsnnanypass L T P o o 5

La existencia de genes se infirié originalmente (y todavia
se infiere hoy dia) observando proporciones matematicas
precisas en la descendencia de dos individuos parentales
genéticamente diferentes. : :

e S

R

Bases moleculares de la Genética mendeliana

Consideremos algunos de los términos de Mendel en el contexto
de la célula. Primero, ;cudl es la naturaleza molecular de los
alelos? Cuando alelos como A y a se analizan a nivel de DNA
empleando técnicas modernas, generalmente se descubre que €s-
tos son idénticos en gran parte de su secuencia y que sélo se
diferencian en uno o pocos nucleétidos de los millares que los
conforman. Vemaos, por tanto, que los alelos son realmente ver-
siones diferentes del mismo gen bisico, Visto de otra forma, gen
es un término genérico, y alelo un término especifico (el gen
para el color del guisante tiene dos alelos, responsables de los
colores amarillo y verde). El siguiente esquema representa el
DNA de dos alelos de un gen. La letra «x» representa una dife-
rencia en la secuencia de nucledtidos.

Aol | e )
Alelo 2

¢Qué hay acerca de la dominancia? Hemos visto que, aunque
los términos dominante y recesivo se definen en funcién del fe-
notipo, los fenotipos reflejan claramente las diferentes acciones
de los alelos. Por tanto, podemos usar legitimamente los térmi-
nos alelo dominante y alelo recesivo para designar a los determi-
nantes de los fenotipos dominante y recesivo. Existen varios fac-
tores moleculares distintos que pueden hacer que un alelo sea
dominante o recesivo. Una situacion comiin es que el alelo do-
minante determine una proteina funcional y que el alelo recesivo
provoque la ausencia de la proteina o dé lugar a una forma

CUADRO 2-2. Resumen del modus operandi para esta blecer un modo de herencia mendeliana simple

1. Elegir lineas puras que se diferencien en un cardcter (flores pirpura y flores blancas).

La F, es toda pilirpura; en la F,, } parpuras y | blancas.

l. La diferencia en el cardcter estd controlada por un gen principal para el color de la flor.

2. El alelo dominante de este gen determina pétalos piirpuras; el alelo recesivo, pétalos blancos.

Interpretacion simbolica:

Caracter Fenotipo Genotipo

Alelo Gen

Color de la flor Piirpura (dominante)

Blanco (recesivo)

C/C (homocigoto dominante)
Cle (heterocigoto)
ele (homocigoto recesivo)

C (dominante)

Gen para el color de la flor
¢ (recesivo)
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no funcional de la proteina. En el heterocigoto, la proteina pro-
ducida por el alelo funcional es suficiente para las necesidades
normales de la célula; asi, el alelo funcional actia como domi-
nante. Un ejemplo de la dominancia de un alelo funcional en un
heterocigoto se presentd al tratar el caso del albinismo en el Ca-
pitulo 1. La idea general puede presentarse como una férmula:

A mis a = Ala
(proteina funcional) mas (proteina no funcional) = funcién

¢ Cudl es la base celular de primera Ley de Mendel, la segre-
gacion igualitaria de los alelos durante la formacidn de los ga-
metos? En un organismo diploide como el guisante, todas las
células del organismo contienen dos dotaciones cromosdmicas.
Los gametos. sin embargo, son haploides y contienen una sola
dotacidn. Los gametos se forman como consecuencia de divisio-
nes celulares especializadas de células diploides del tejido repro-
ductor (ovarios y anteras). Estas divisiones celulares especiali-
zadas estdn acompafiadas por divisiones de los micleos que
reciben la denominacion de meiosis. Los movimientos cromosé-
micos estrictamente programados que ocurren durante la meio-
sis provocan la distribucién igualitaria de los alelos a los game-
tos. En la meiosis de un heterocigoto A/, el cromosoma
portador de A es empujado en la direccion contraria a la del
cromosoma portador de a; por tanto, la mitad de los gametos
resultantes llevan A y la otra mitad, a. Esta situacién puede re-
presentarse simplificadamente de la siguiente manera (la meio-
sis se detallard en el Capitulo 3):

iye—— S ——
A /2
a \_| a

2

La fuerza que empuja a los cromosomas hacia los polos celula-
res estd generada por el huso acromdtico, una serie de microti-
bulos constituidos por la proteina tubulina. Los microtibulos se
unen a los centrémeros de los cromosomas mediante interaccion
con una serie especifica de protefnas localizadas en el propio
centromero. La coordinacion de estas interacciones moleculares
es compleja, pero constituye la base de las leyes de la transmi-
sion hereditaria en los eucariotas.

Plantas que difieren en dos caracteres

Los experimentos de Mendel descritos hasta el momento son el
resultado de cruzamientos entre dos lineas puras parentales que
difieren en un solo caricter. Como hemos visto, tales lineas pro-
ducen descendientes F, heterocigotos para un gen (genotipo
Ala). Estos heterocigotos se denominan a veces monohibridos.
La autopolinizacion o el cruzamiento cruzado entre individuos
de la F, heterocigotos idénticos (simbdlicamente Ala x Ala) se
denomina cruzamiento monohibrido, y fue este tipo de cruza-
miento el que produjo en la descendencia las interesantes pro-
porciones 3:1 que sugirieron el principio de la segregacién igua-
litaria. Mendel continué su trabajo analizando la descendencia
de lineas puras que diferian en dos caracteres. Ahora necesita-

mos una simbologia mds general que nos permita representar
genotipos que incluyan dos genes. Si dos genes estdn en diferen-
tes cromosomas, los pares génicos se separan por un punto y
coma, por ejemplo, A/a ; Bfb. Si estan en el mismo cromosoma,
los alelos de uno de los cromosomas se escriben juntos y se sepa-
ran de los alelos del otro cromosoma con una barra inclinada,
por ejemplo, AB/ab o AblaB. No existe un simbolo aceptado
para la situacion en la cual se desconoce si los genes estdn en el
mismo o en distintos cromosomas. Para esta situacion, separare-
mos los genes con un punto, por ejemplo, Ala - B/b. Al doble
heterocigoto Ala - B/b se le conoce como dihibrido. Estudiando
cruzamientos dihibridos (A/a - B/b x Ala - B/b), Mendel descu-
brio otro principio importante de la herencia.

Los dos caracteres concretos con los que Mendel comenzo
este andlisis fueron la forma y el color de las semillas. Ya hemos
tratado sobre el cruzamiento monohibrido para el color de la
semilla (¥Y/y % Y/y). que produjo una proporcién de 3 amarillos: 1
verde entre la descendencia. Los fenotipos de la forma de la
semilla eran liso (determinado por el alelo R) y rugoso (determi-
nado por el alelo r). El cruzamiento monohibrido R/r x R/r pro-
dujo una proporeién en la descendencia de 3 lisos:1 rugoso
(Cuadro 2-1 y Fig. 2-8). Para realizar un cruzamiento dihibrido,
Mendel partié de dos lineas parentales puras. Una de ellas tenia
semillas rugosas y amarillas. Como Mendel carecia del concepto
de localizacién cromosdmica de los genes, debemos usar el pun-

Figura 2-8. Guisantes lisos (RIR 0 RIr) y rugosos (rfr) en la vaina de una
planta heterocigélica (R/r) autopolinizada. En esta vaina, las proporciones
fenotipicas resultan ser exactamente 3:1, precisamente las esperadas como media
entre los descendientes de una autopolinizacion como ésta, (Estudios moleculares
recientes hun demostrado que el alelo para el fenotipo rugoso empleado por
Mendel se debe a la insercidn en el gen de un fragmento de DNA movil, del tipo
que trataremos en el Capitulo 20.) (Madan K. Bhatacharyya.)









Fstas fueron las proporciones que Mendel obtuvo, perfecta-
mente coherentes con sus prediceiones. Se obtuvieron resultados
similares en todos los cruzamientos dihibridos, y éstos y todos
los otros Lipos de pruebas que realizo, demostraron que habia
concebido un modelo sélido, que explicaba los patrones de he-
rencia observados en sus cruzamientos con el guisante.

El tipo de cruzamiento que acabamos de considerar. de un
individuo de genotipo desconocido con un homocigoto recesivo
completo, se denomina actualmente cruzamiento de prueba. El
individuo recesivo se denomina individuo de prueba. Puesto
que este individuo sdlo aporta alelos recesivos, el genotipo de
los gametos producidos por el individuo desconocido puede de-
ducirse a partir de los fenotipos de la descendencia.

Cuando se redescubrieron los resultados de Mendel en 1900,
sus principios se analizaron en un amplio espectro de organis-
mos eucaridticos (organismos cuyas células contienen niicleo).
Los resultados de estas pruebas demostraron que los principios
mendelianos eran de aplicacidn general. Las proporciones men-
delianas (como 3:1, 1:1, 9:3:3:1 v 1:1:1:1) fueron exhaustiva-
mente comprobadas, sugiriendo que la segregacion igualitaria y
la segregacion independiente son procesos hereditarios funda-
mentales observados, de forma general. en la natraleza. Las
leves de Mendel no son meramente leyes sobre los guisantes,
sino leyes generales sobre la genética de los organismos eucarié-
ticos. La estrategia experimental utilizada por Mendel se puede
aplicar de forma general a las plantas. Sin embargo, en algunas
plantas y en la mayoria de los animales, resulta imposible em-
plear la autofertilizacion. Este problema puede evilarse cruzan-
do genotipos idénticos. Por ejemplo, un animal F, resultante del
cruzamiento entre parentales de diferentes lineas puras puede
cruzarse con sus hermanos (o hermanas) para producir una F..
Los individuos de la F, son idénticos para los genes en estudio,
de modo que el cruzamiento F, es equivalente 4 una autofertili-
zacion,

Métodos para el cdlculo de proporciones
genéticas

Una parte importante de la Genélica actual se ocupa de la pre-
diccion de los tipos de descendientes producidos tras un cruza-
miento y del cdlculo de sus frecuencias esperadas, en otras pala-
bras, de su probabilidad. Ya hemos examinado dos métodos
para hacer esto: los diagramas de Punnett y los diagramas rami-
ficados. Los diagramas de Punnett pueden emplearse para de-
mostrar la existencia de patrones hereditarios basados en un
gen, dos genes (como en la Fig. 2-10) o mis. Tales diagramas
constituyen una buena herramienta grafica para representar a la
descendencia, pero realizarlos consume mucho tiempo. Incluso
la ejecucion del diagrama de Punnett de 16 compartimientos
mostrado en la Figura 2-10 lleva tiempo, pero para un trihibri-
do hay 2°, es decir, 8 tipos gaméticos diferentes, y el diagrama
de Punnett tendria 64 compartimientos en este caso. El dia-
grama ramificado (parte superior derecha de la pdgina) es mads
ficil, y puede adaptarse a la determinacién de proporciones
gaméticas, fenotipicas o genotipicas, como se ilustra para un
dihibrido A/a ; B/b (en el diagrama, el guién significa que el

M¢étodos para el calculo de proporciones genéticas 37

alelo puede estar presente en cualquicra de sus formas, domi-
nante o recesivo),

Observe que el «irbol» de ramas de los genolipos es bastante
dificil de manejar incluso en este caso, que usa dos genes, por-
que hay 3% =9 genotipos. Para tres genes, hay 3" = 27 genotipos
posibles.

Genotipos de
los descendientes

Fenotipos de
los descendientes

de una autofertilizacion de una autofertilizacién  Gametos
L B/B 2 Bf— 1B
] 4 2
'1,1//14:'3 B/B A/ ' LA il
\ Lb/b \‘ Lbfb \ 1h
1 1B— iB
/ - B/B » Wi i A
Ala=—L BN oL . 3¢ N
% h’ﬂ? ll JJ/!J? % b
LB/B

2

tata —1 B/

e Lo/

La aplicacion de reglas estadisticas simples cs el tercer méto-
do para calcular las probabilidades (frecuencias esperadas) de
los fenotipos o los genotipos especificos resultantes de un cruza-
miento. Las dos reglas de probubilidad que se necesitan son la
regla del producto y la regla de la suma. que consideraremos
cn este orden,

La regla del producto establece que la probabilidad de que
ocurran a la vez dos hechos independientes es el producto
de sus probabilidades independientes.

L e

Los posibles resultados de tirar los dados siguen las reglas del
producto, porque el resultado obtenido en un dado es indepen-
diente del resultado de los otros dados. Consideremos como
ejemplo dos dados y calculemos la probabilidad de que tras ti-
rarlos, nos salgan dos cuatros, La probabilidad de que nos salga
un cuatro en un dado es | porque el dado tiene seis caras, sélo
una de las cuales es un cuatro. Esta probabilidad se representa de
la siguiente forma:

p (de que salga un cuatro) =}

Asi, mediante ¢l uso de la regla del producto, la probabilidad
de que nos salga un cuatro en ambos dados es | X | = 3, que se
escribe

p (de que salgan dos cuatros) =} x + =&

La regla de la suma establece que la probabilidad de que
ocurra uno de dos posibles sucesos excluyentes es la suma
de sus probabilidades independientes.

B R e A |

La regla del producto se refiere a la probabilidad de que ocu-
rran los resultados A y B. La regla de la suma se refiere a la
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probabilidad de que ocurran los resultados A o B. También po-
demos emplear el ejemplo de Tos dados para explicar la regla de
la suma. Ya hemos calculado que la probabilidad de que salgan
dos cuatros es 1, y haciendo el mismo tipo de cdlculo, resulta
obvio gue la probabilidad de que salgan dos cincos serd la mis-
ma, 1. Ahora podemos caleular la probabilidad de que nos sal-
gan dos cuatros o dos cincos. Como los resultados son mutua-
mente excluyentes, la regla de la suma nos dice que la respuesta
s v + + = . Esta probabilidad sc representa de la siguiente

forma:

p (de que salgan dos cuatros o dos cincos) = Ea=ak

Consideremos ahora un ¢jemplo genético. Supongamos que
tenemos dos plantas, una de genotipo Ala ; bib . Cle ; DId : Efe y
otra de genotipo Afu ; Blb : Clc ; did : Ele. Supongamos también
que, tras el cruzamiento entre estas dos plantas, queremos recu-
perar una planta de genotipo ala 1 blb ; cle i dld ; efe (quizds para
utilizarla en un cruzamiento de prueba). Para calcular cudntos
descendientes debemos sembrar para tener una probabilidad ra-
zonable de obtener el genotipo deseado, necesitamos calcular la
proporcién de descendientes que esperamos que tengan dicho
genotipo. Si suponemos que todos los genes segregan indepen-
dientemente podemos hacer este cdlculo fdcilmente utilizando la
regla del preducto. Considerarcmos las einco parejas indepen-
dientemente, como si realizdramos cinco cruzamientos distintos,
y multiplicaremos las probabilidades obtenidas para llegar a la
respuesta final.

De Ala % Ala, la cuarta parte de los descendientes serd afa
(véanse los cruzamientos de Mendel): de b/b x Bfb, 1a mitad de
los descendientes serd b/b; de Cle x Cle, la cuarta parte de los
descendientes serd c/c; de Did x did, 1a mitad serd d/d; de Efe %
FE/e, la cuarta parte serd e/e. Asi, la probabilidad total (o frecuen-
cia esperada) del genotipo ala ; bib ; cfc : did ; ele serd Ixixix
% 5 % | = 51, - Sabremos asi que necesitaremos analizar cientos de
descendientes para contar con la probabilidad de obtener al me-
nos una planta del genotipo deseado. Este cdlculo de probabili-
dades se puede emplear también para predecir [recuencias feno-
tipicas o gaméticas. De hecho, hay miles de usos de este método
en el andlisis genético, muchos de los cuales los encontraremos
en capitulos posteriores.

Cromosomas sexuales y herencia
ligada al sexo

La mayorfa de los animales y muchas plantas muestran dimor-
fismo sexual; en otras palabras. un individuo puede ser macho o
hembra. En la mayoria de estos casos, el sexo estd determinado
por cromosomas sexuales especiales. En estos organismos hay
dos clases de cromosomas, los cromosomas sexuales y los
autosomas (los cromosomas que no son los sexuales). Las re-
glas de la herencia consideradas hasta ahora, con el andlisis de
Mendel como ejemplo. son las reglas de los autosomas. La ma-
yoria de los cromosomas de un genoma son autosomas. Los cro-
mosomas sexuiles se presentan en un nimero menor y, general-
mente, sélo hay un par en los organismos diploides.

Adulto

Segundo estadio larvario

Tercer estadio larvario

ldia

Figura 2-11.

del vinagre.

Ciclo de vida de Drosophila melanogaster, la mosca comin

Veamos como cjemplo la situacién en la especie humana.
Las células corporales humanas tienen 46 cromosomas: 22 pa-
res de autosomas homoélogos mis 2 cromosomas sexuales, En
las mujeres hay un par de cromosomas sexuales idénticos, cada
uno de los cuales se denomina ecromosoma X. En los varones
hay un par no idéntico, formado por los cromosomas X ¢ Y. El
cromosoma Y es considerablemente menor que el X. Durante
la meiosis en las mujeres, los cromosomas X se emparejan y
scgregan como si fueran autosomas, de manera que cada Gvulo
recibe un cromosoma X. Se dice, por tanto, que el femenino es
el sexo homogamético. Durante la meiosis en los varones, los
cromosomas X € Y sc emparejan a lo largo de una pequena
rcgion, lo cual asegura que ambos cromosomas segreguen
igualitariamente, de forma que la mitad de las células espermi-
ticas recibirin el cromosoma X y la otra mitad el cromosoma
Y. Se dice. por tanto, que el masculino es ¢l sexo heteroga-
mético.

CUADRO 2-3. Determinacion cromosomica del sexo
en Drosophila y en la especie humana
e === ——— —

CROMOSOMAS SEXUALES

Especie XX XY XXY X0
Drosophila Q a ¥ 3
Hombre a 4 3 2




(a) Flor femenina

(b}
Figura 2-12.

Dos especies de plantas dioicas. (a) Osmaronia divica,
1b) Awrunens dioicus. (Parte a, Leslic Bohm: parte b, Anthony Griffiths.)

La mosca del vinagre Drosophila melanogaster ha sido uno
de los organismos de investigacion mds importantes en Genéti-
ca; su corto y sencillo ciclo de vida contribuye a su utilidad en
este aspecto (Fig. 2-11), Las moscas del vinagre también tienen
hembras XX y machos XY. Sin embargo, el mecanismo de de-
terminacion del sexo en Drosophila es diferente al de los mami-
feros. En Drosophila, el nimero de cromosomas X determina el
sexo: dos X dan lugar a una hembra y un X da lugar a un macho.
En los mamiferos, la presencia del cromosoma Y determina el
sexo masculino y la ausencia del Y determina el sexo femenino.
Esta diferencia se pone de manifiesto en el fenotipo sexual de los
tipos cromosémicos anormales XXY y XO, como se muestra en
el Cuadro 2-3. Sin embargo, pospondremos una discusién a fon-
do sobre este tema hasta el Capitulo 23.

Las plantas vasculares presentan varios tipos distintos de de-
terminacion del fenotipo sexual. Las especies dioicas muestran
dimorfismo sexual semejante al de los animales, con plantas fe-
meninas con flores que sélo contienen ovarios y plantas mascu-
linas con flores que sélo contienen anteras (Fig. 2-12). Algunas
plantas dioicas, pero no todas, presentan una pareja de cromoso-
mas no idénticos asociados con el sexo (y que probablemente lo
determinan). De las especies con cromosomas sexuales no idén-
ticos, una gran proporcion presenta el sistema XY, Por ejemplo,
la planta dioica Melandriunm album tiene 22 cromosomas por
célula: 20 autosomas mds 2 cromosomas sexuales, con hembras
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Region
diferencial del
cromosoma Y

Region
diferencial del ¢
cromosoma X
Region diferencial
del cromosoma X

b Region diferencial
ﬁ del cromosoma Y

} Region
homadloga

Region /|

homologa LW W/ .
XY X Y

|
. } Region
I homdloga

Homo sapiens Melandrium album

Flg ura 2-13. Regiones dilerenciales y de emparcjamiento de los
cromosomas sexuales humanos y de la planta Melandrinm albuim. Las
regiones se localizaron observande por donde emparejan los cromosomas
durante la meiosis y por donde no 1o hacen,

XX y machos XY. Otras plantas dioicas no tienen parejas de
cromosomas visiblemente diferentes; puede que tengan cromo-
somas sexuales, pero éstos no son distinguibles visualmente.

Los citogenetistas han dividido los cromosomas X e Y de al-
gunas especies en regiones homdlogas y no homélogas. Estas
tltimas se denominan regiones diferenciales (Fig, 2-13). Los ge-
nes de las regiones diferenciales no tienen contrapartida en el
otro cromosoma sexual. En los machos, los genes de las regiones
diferenciales son hemicigoticos («medio-cigdticos»). Los genes
de la region diferencial del cromosoma X muestran un patrén de
herencia denominado ligamiento al X; los de la regién diferen-
cial del cromosoma Y muestran ligamiento al Y. Los genes de
laregién homéloga muestran lo que podriamos llamar ligamien-
to al X y al Y. En general, se dice que los genes de los cromoso-
mas sexuales estdn ligados al sexo,

Los genes de las regiones diferenciales de los cromosomas
sexuales muestran patrones de herencia relacionados con el
sexo. Los patrones de herencia de los genes de los autosomas
dan lugar a descendientes masculinos y femeninos con las mis-
mas proporciones fenotipicas, como estd tipificado en los datos
de Mendel (por ejemplo, ambos sexos presentarian una propor-

Figura 2-14.

otra de ojos blancos. (Carolina Bielogical Supply.)

Una mosca Drosophila melanogaster de ojos rojos y
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cion 3:1). Sin embargo, los cruzamientos en los que se analiza la
herencia de genes ligados al sexo muestran a menudo descen-
dientes masculinos v femeninos con diferentes proporciones fe-
notipicas. De hecho, para genes de localizacién cromosdmica
desconocida. este patrén constituye una prueba diagndstica ex-
perimental de que los genes en estudio estdn en los cromosomas
sexuales. Tomemos Drosophila como ejemplo. En la estirpe sil-
vestre. ¢l color normal de los ojos es el rojo, pero se dispone de
lineas puras de ojos blancos (Fig. 2-14). Esta diferencia fenotipi-
ca estd determinada por dos alelos de un gen situado en la regién
diferencial del cromosoma X. Cuando se cruzan machos de ojos
blancos con hembras de ojos rojos, toda la descendencia de la F,
presenta ojos rojos, lo que demuestra que el alelo que determina
el color blanco es recesivo. El cruzamiento de machos y hem-
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Figura 2-15.

bras de la F, de ojos rojos da lugar a una proporcion 3:1 de ojos
rojos y blancos en la F,, pero todas las moscas de ojos blancos
son machos. Este patrén de herencia se explica porque los alelos
estdn localizados en la regién diferencial del cromosoma X, es
decir, por ligamiento al X. Los genotipos se muestran en la Figu-
ra 2-13. El cruzamiento reciproco produce resultados diferentes.
Un cruzamiento reciproco entre hembras de ojos blancos y ma-
chos de ojos rojos da lugar a una F, en la cual todas las hembras
ticnen 0jos rojos y todos los machos tienen ojos blancos. La mi-
tad de la F, estd formada por moscas de 0jos rojos y la otra mitad
por moscas de ojos blancos, en ambos sexos. Por tanto, en el
ligamiento al sexo, no sélo encontramos ejemplos de proporcio-
nes fenotipicas diferentes en los distintos sexos, sino también de
diferencias entre los resultados de los cruzamientos reciprocos.
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Explicacion de los diferentes resultados que se obtienen en cruzamientos reciprocos entre ejemplares de Drosophila de ojos

rojos (en la figura, «rojo») y de ojos blancos (en la figura. «blanco»). (En Drosophila, asf como en otros sistemas experimentales, se utiliza el signo +en
superindice para denotar al alelo normal o silvestre. En este cuaso, w™ = rojo y w = blanco.)



En Drosophila. el color de los ojos no tiene nada que ver con la
determinacion del sexo, con lo que vemos que los genes de los
cromosomas sexuales no estin necesariamente relacionados con
la funcidn sexual. Lo mismo ocurre en humanos, en donde los and-
lisis de genealogias revelan la existencia de muchos genes ligados
al sexo, de los cuales pocos tienen que ver con la funcidn sexual.

La herencia ligada al sexo muestra, de forma regular,
diferentes proporciones fenotipicas en los dos sexos de la
descendencia, asi como diferentes proporciones en los
ruzamientos reciprocos.

e S

Genética humana

Los apareamientos humanos, como los de los organismos experi-
mentales, muestran patrones de herencia del tipo descubierto por
Mendel (herencia autosémica) y patrones de ligamiento al sexo.
Como no se pueden realizar cruzamientos controlados en la espe-
cie humana, los genetistas deben recurrir al escrutinio de archivos
familiares, con la esperanza de que se hayan producido cruza-
mientos informativos por azar. El escrutinio de archivos familia-
res se denomina andlisis de pedigries o andlisis de genealogias.
Un miembro de una familia que atrae la atencion del genetista se
llama propositus. Normalmente, el fenotipo del propaositus es raro
en algiin aspecto (por ejemplo, el propositus puede ser enano). El
investigador sigue entonces el rastro del fenotipo en la historia
familiar v dibuja un drbol gencaldgico, o pedigri. empleando para
ello los simbolos normalizados que se indican en la Figura 2-16.

Muchos pares de fenotipos humanos opuestos estin determina-
dos por parejas de alelos. Los patrones de herencia en los andlisis
de pedigries pueden revelar dicha determinacion alélica, pero las
pistas que aporia el pedigri han de ser interpretadas de modo dife-
rente, dependiendo de si uno de los fenotipos opuestos es una
enfermedad rara o si ambos fenotipos de un par son formas comu-
nes (morfos) de un polimorfismo. Las enfermedades hereditarias
raras (poco frecuentes) son competencia de la Genética médica.

Genética médica

Enel estudio de enfermedades poco comunes, pueden detectarse
cuatro patrones generales de herencia por andlisis de pedigries:
autosdmicas recesivas, autosémicas dominantes, recesivas liga-
das al cromosoma X y dominantes ligadas al cromoma X.

Enfermedades autosémicas recesivas. El fenotipo afectado
de una enfermedad autosoémica recesiva estd determinado por un
alelo recesivo. y el fenotipo no afectado estd determinado por el
correspondiente alelo dominante. Por ejemplo. la enfermedad
humana fenilcetonuria (PKU) se hereda de forma mendeliana
simple como un fenotipo recesivo, donde la PKU estd determi-
nada por el alelo p y la condicién normal por P. Asi. las personas
que sufren la enfermedad serdn de genotipo p/p y los no afecta-
dos, PIP o Pip. ;Qué caracteristicas de un pedigri nos revelarian
este tipo de herencia? Dos pistas clave son (1) que la enfermedad
aparece generalmente entre la descendencia de padres no afecta-
dos, y (2) que los individuos afectados son indistintamente varo-
nes y mujeres. Cuando sabemos que las proporciones fenotipi-
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Figura 2-16. Simbolos que se utilizan en el andlisis de pedigries
humanos (Segin W, F. Bodmer y L.L, Cavalli-Sforza, Generics, Evolusion
and Man. Copyright © 1976 W, H. Freeman and Company.}

cas en varones y en mujeres son las mismas, podemos asumir
que se trata de herencia mendeliana simple vy no de herencia
ligada al sexo. El siguiente pedigrf tipico ilusira el aspecto clave
de la aparicion de hijos afectados de padres sanos.

A partir de este drbol genealdgico podemos deducir de forma
inmediata que se trata de herencia mendeliana simple, siendo ¢l
alelo recesivo el responsable del fenotipo anormal (indicado con
simbolos negros). Ademds, podemos deducir que ambos paren-
tales son heterocigéticos, es decir, A/e; ambos deben llevar un
alelo a, ya que cada uno de ellos ha transmitido este alelo a cada
hijo enfermo, y deben llevar un alelo A porque ambos son fenoti-
picamente normales. Podemos asignar a los hijos (en el orden de
la figura) los genotipos A/—, ala, ala y Al-. Asi pues, el pedigri
puede representarse como:

Aa T Ala

A~ ala ala A/~
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Figura 2-17.  Pedigri de un fenolipo recesivo poco comiin determinado

por el alelo recesivo a. Normalmente, los pedigries no incluyen los simbolos
génicos, pero en este caso se han incluido los genotipos como referencia. Obsérvese
que los individuos 11-1 y 11-5 se introducen en la familia desde fuera;

se supone que son normales porque la condicidn hereditaria que se analiza es
muy poco frecuente. Obsérvese también que no es posible estar seguro del genotipo
de algunos individuos de fenotipo normal; tales individuos se indican como A/—

Observe que este pedigri no apoya la hipétesis de herencia rece-
siva ligada al cromosoma X, porque segtin esa hipétesis, una hija
afectada debe tener una madre heterocigota (lo cual es posible) y
un padre hemicigoto, lo que es claramente imposible, porque
habria expresado el fenotipo de la enfermedad.

Observe otro aspecto interesante del andlisis de pedigries:
aunque operen las reglas mendelianas, rara vez se observan en
una familia las proporciones de Mendel, dado ¢l escaso tamano
de 1a muestra. En el ejemplo anterior, observamos una propor-
cién fenotipica 1:1 en la descendencia de un cruzamiento mono-
hibrido. Si la pareja hubiera tenido, por ejemplo, 20 hijos, la
proporcién habria sido algo parecido a 15 hijos sanos y 5 con
PKU (una proporcién 3:1), pero cualquier proporcién es posible
en una muestra de tan sélo cuatro hijos y, en general, puede
encontrarse cualquier proporcion.

Los pedigries de enfermedades autosémicas recesivas apare-
cen con muchos simbolos claros y pocos simbolos negros. Una
enfermedad recesiva aparece en grupos de hermanos, en tanto
que los miembros de generaciones anteriores y posteriores no
suelen estar afectados. Para entender por qué esto es asi, es im-
portante comprender ciertos aspectos de la estructura genética
de las poblaciones en las que aparecen estas enfermedades poco
comunes. Por definicién, si la enfermedad es poco comin, la
mayor parte de las personas no son portadoras del alelo anormal.
Ademis, la mayoria de las personas que s llevan el alelo anor-
mal son heterocigotas, mds que homocigotas. La razén bédsica de
que los heterocigotos sean mds frecuentes que los homocigotos
recesivos es que, para ser un homocigoto recesivo, ambos padres
deben llevar el alelo a, pero para ser un heterocigoto, sélo uno de
los padres debe llevar un alelo a.

Los genetistas cuentan con un sistema cuantitativo que les
permite relacionar la rareza de un alelo recesivo con la alta o

baja frecuencia de heterocigotos u homocigotos en la poblaci6n.
Para ello, se obtienen las frecuencias relativas de los genotipos
en una poblacién suponiendo que ésta se encuentra en equilibrio
Hardy-Weinberg, que serd tratado en detalle en el Capitulo 24.
De acuerdo con esta suposicién simplificada, si las proporciones
relativas de dos alelos A y a en una poblaci6n son p y g, respecti-
vamente, entonces las frecuencias de los tres posibles genotipos
vienen determinadas por p? para A/A, 2pg para Ala 'y ¢ para ala.
Utilicemos un ejemplo numérico para ilustrar este concepto. Si
suponemos que la frecuencia de un alelo recesivo g causante de
una enfermedad es 1/50, entonces p es 49/50, la frecuencia de
homocigotos con la enfermedad es ¢* = (1/50)* = 1/250 y la
frecuencia de heterocigotos es 2pg = 2 x 49/50 x 1/50, aproxi-
madamente 1/25. Asi, en este ejemplo vemos que los heteroci-
gotos son aproximadamente 100 veces mds frecuentes que los
que sufren la enfermedad y esta relacién aumenta cuanto mds
raro sea el alelo recesivo. La relacidn entre heterocigotos y ho-
mocigotos recesivos para un alelo poco comtn se muestra en el
siguiente esquema. Observe que las frecuencias alélicas p y ¢
pueden usarse como las frecuencias gaméticas en ambos sexos.

Gametos masculino: g
p (frecuencia de A) (frecuencia

i de a)
o
c
=
@
£ p Pq
+ (frecuencia (frecuencia {frecuencia
g deA de A/A) de Ala)
a
E
o
(G}

g (frecuencia
de a)

(frecuencia
de a/a)

pq (frecuencia de A/a)

La aparicidén de un individuo afectado depende generalmente de
la unién al azar de heterocigotos no emparentados. La consanguini-
dad (matrimonios entre parientes) incrementa la probabilidad de
que el matrimonio sea entre dos heterocigotos. En la Figura 2-17 se
muestra el caso de un matrimonio entre primos. Los individuos
I1I-5 y 111-6 son primos hermanos y tienen dos hijos homocigotos
para el alelo poco frecuente. En la figura puede observarse que un
ancestro heterocigoto puede dar lugar a muchos descendientes tam-
bién heterocigoto. Asf, dos primos pueden llevar el mismo alelo
recesivo raro heredado de un antecesor comiin. Para que dos perso-
nas no emparentadas sean heterocigotas, deben haber heredado el
alelo recesivo de ambas familias. Los matrimonios entre parientes
acarrean pues un riesgo mucho mayor de producir fenotipos anor-
males por homocigosis de alelos recesivos que los matrimonios
entre personas no emparentadas. Por esta razén, los matrimonios
entre primos hermanos dan cuenta de una gran proporcién de
enfermedades recesivas en las poblaciones humanas.

;. Qué ejemplos hay de enfermedades humanas recesivas? La
PKU ha servido anteriormente como ejemplo de andlisis de pedi-
gries, pero ;en qué consiste dicho fenotipo? La PKU es una enfer-




medad relacionada con el procesamiento del aminodcido fenilala-
nina, un componente de todas las proteinas que ingerimos como
parte de nuestra dieta. La fenilalanina se convierte normalmente
entirosina por la accién de la enzima hidroxilasa de la fenilalanina:

hidroxilasa de
la fenilalanina

fenilalanina tirosina

Sin embargo, si una mutacién en ¢l gen responsable de esta enzima
aliera su secuencia de aminodcidos cerca del centro activo, la enzi-
ma no puede unir ni transformar la fenilalanina (su sustrato). Por
ello, la fenilalanina se acumula en el cuerpo y es convertida a su vez
en dcido fenilpinivico, un compuesto que interfiere con el desarro-
llo del sistema nervioso, lo que conduce a un retraso mental,

hidroxilasa de
4 . la fenilalanina .
fenilalanina tirosina

L 4cido fenilpirgvico

Actualmente, los recién nacidos son examinados de forma rutina-
ria para detectar este fallo metabdlico. Si se detecta el defecto, se
disminuye la cantidad de fenilalanina consumida mediante una
dieta especial, pudiendo detenerse el desarrollo de la enfermedad.

La fibrosis quistica es otro ejemplo de enfermedad heredada
segtin las reglas mendelianas como un fenotipo recesivo. El ale-
lo que causa la enfermedad se aisl6 en 1989, pudiéndose deter-
minar su secuencia de nucleétidos, Ello ha permitido entender la
funci6n del gen en personas afectadas y no afectadas, y abre la
esperanza a un tratamiento mds efectivo. La fibrosis quistica es
una enfermedad cuyo sintoma mds importante es la secrecidn de
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una gran cantidad de mucosidad en los pulmones, lo que provoca
la muerte por varias causas, aunque normalmente ésta se precipita
por infeccién de las vias respiratorias superiores. La mucosidad
puede extraerse por medio de agitadores mecinicos, y la infeccion
pulmonar puede evitarse mediante el uso de antibidticos; por tan-
to, tratindose adecuadamente, los pacientes con fibrosis quistica
pueden vivir hasta la edad adulta. La fibrosis quistica estd causada
por un defecto en una proteina que transporta iones cloruro a tra-
vés de la membrana celular. La alteracion del equilibrio salino
resultante cambia la constitucién de la mucosidad pulmonar.
El albinismo, que sirvié como modelo de la determinacion
alélica de fenotipos opuestos en el Capitulo |, también se hereda
de forma autosémica recesiva. La naturaleza molecular de un
alelo causante de albinismo se esquematiza en la Figura 2-18.
Este esquema muestra la herencia autosémica recesiva en un pe-
digri, asf como la naturaleza molecular de los alelos implicados.
En este ejemplo, el alelo recesivo a estd causado por un cambio
en un par de bases que introduce un codén sin sentido (fin de
traduccién) en medio del gen, lo que da lugar a un polipéptido
truncado. Por casualidad, la mutacién también introduce una nue-
va diana para una enzima de restriccion. Asi, una sonda especifica
del gen detecta dos fragmentos en el caso de a y un solo fragmen-
to en A. (Otros tipos de mutaciones producirian otros efectos al
nivel detectado por los andlisis Southern, Northern y Western).
En todos los ejemplos citados hasta el momento, la enferme-
dad estd causada por un alelo que da lugar a una proteina defec-
tuosa. En los heterocigotos, el tinico alelo funcional aporta una
cantidad de protefna activa que resulta suficiente para las funcio-
nes celulares. Esta situacién se conoce como haplosuficiencia.
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Figura 2-18.
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COROLARIQ «rervenennnnnsssnninnaannnns e
i En los pedigries, las enfermedades autosémicas recesivas

ar

En las enfermeda-
des autosémicas dominantes, el alelo normal es el recesivo y el
anormal es el dominante. Podria parecer paradéjico que una en-
fermedad poco frecuente pueda ser dominante, pero recuerde
que dominancia y recesividad son simplemente un reflejo de c6-
mo actian los alelos, y que no se definen en funcién de su abun-
dancia en la poblacién. Un buen ejemplo de enfermedad domi-
nante poco frecuente con herencia mendeliana es la pseudo-
acondroplasia, un tipo de enanismo (Fig. 2-19), En este caso, las

Enfermedades autoséomicas dominantes.
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Figura 2-20. Pedigri de un fenotipo dominante determinado por un alelo
dominante A. En este pedigri se han deducide todos los genotipos.

o

Figura 2-19. El fenotipo humano
pseudoacondroplasia, ilustrado por una familia de cinco
hermanas y dos hermanes. El fenotipo ests determinado
por un alelo dominante, que llamamos D, que entorpece
el crecimiento 6sco durante el desarrollo. La mayor
parte de los miembros de 1a poblacién humana pueden
representarse como d/d con respecto a este gen. Esta
fotografia fue tomada a la llegada de la familia a Isracl
tras el final de la Segunda Guerra Mundial
(UPL/Bettmann MNews Photos.)

personas de estatura normal son genotipicamente d/d y el fenoti-
po enano puede ser, en principio, D/d o D/D. Sin embargo, se
piensa que en los individuos D/D las dos «dosis» del alelo D
podrian producir un efecto tan grave que este genotipo es letal,
Si ello es cierto, todos los acondropldsicos son heterocigotos.
Al estudiar un pedigrt, las pistas mds importantes para identi-
ficar una enfermedad dominante con herencia mendeliana son
que el fenotipo enfermo tiende.a aparecer en cada generacion del
pedigri y que los padres y madres afectados transmiten el fenoti-
po tanto a los hijos como a las hijas. De nuevo, la presencia de
ambos sexos entre los descendientes afectados descarta el modo
de herencia ligado al sexo. La enfermedad aparece en cada gene-
racién porque, normalmente, el alelo anormal presente en un in-
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Porcentaje de personas afectadas
por la enfermedad, de entre todas
|as portadoras del alelo
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Figura 2-21. Edad de aparicién de la enfermedad de Huntington. La gréfica

muestra que las personas portadoras del alelo no muestran generalmente los
sintomas de la enfermedad hasta que han superado la edad de tener hijos.




dividuo debe proceder de un ancesiro de la gencracion anterior,
Los alelos anormales también pueden surgir de nove por muta-
cion, Esto es relativamente raro, pero tal posibilidad debe ser
tenida en cuenta. Un pedigri tipico de una enfermedad dominan-
te se muestra en la Figura 2-20. Advicrta, una vez mis, que las
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que la mayorfa de los alectados son heterocigotos, y préctica-
mente todos los emparejamientos en los que estd implicada una
enfermedad dominante son del tipo A/a x a/a. Por tanto, cuando
se computan globalmente los descendientes de muchos de estos
matrimonios, se espera una proporcion I:1 entre individuos no

proporciones mendelianas no se observan necesariamente cn las
familias. Como ocurre con las enfermedades recesivas, los indi-
viduos poseedores de una copia del alelo raro (Afa) son mucho
mds frecuentes que los que poseen dos copias (4/4), de modo

afectados (a/a) y afectados (Ala).

La enfermedad de Huntington es un ejemplo de enfermedad
heredada como un fenotipo dominante que estd determinado por
un alelo de un solo gen. El fenotipo consiste en una degenera-
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Figura 2-22.  Algunos fenotipos ruros de manos huminas. (a) (derecha) Polidactilia, fenotipo dominante caracterizado por la
presencia de dedos extras en pies, manos o ambos, determinado por el alelo P, En el pedigri que sc acompana (izquierda), se indica el nimero
de dedos de las manos en la linea superior, y ¢l de dedos de los pies en la linea inferior, {Obsérvese la variabilidad de Ja expresién

del alelo P, tema que veremos en detalle en el Cap, 4.) (b) (deveeha) Braquidactilia, fenotipo dominante de dedos cortos,

determinado por el alelo 8. Obsérvese los huesos terminales de los dedos de la mano, muy cortos en comparacidn con los dedos de

una mano normal. El pedigri de una fanulia con braquidactilia muestra un patron de herencia tipico de una enfermedad dominante poco
frecuente. Todos los individuos alectados son 876, v lus no alectados son b, (Parte a, foto * Biophoto Associates/Science Source;

parte b, basado en C. Stern, Principles of Human Genetics, 3.7 ed., Copyright * 1973, W. H. Freeman and Company.
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Figura 2-23,
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Piebaldismo. raro fenotipo humano dominante. Aunque el fenotipo se encuentra esporddicamente en todas las

razas, sus detalles caracterfsticos se observan mejor en las personas de picl oscura. (i) Las fotograffas mucstran la vista de frente v de espalda
de fos individuos afectudos 1V-1, 1V-3, 1-5. TTI-8 y 1HI-9 del pedigri familiar que aparece en (b). Observe lu variacidn de la expresion

del gen del piehaldismo entre los miembros de la familia. (¢) Un pedigri mds numeroso, de una familia noruega. Se cree que

esta enfermedad se debe a un alelo dominante que interfiere con la migracion de los melanocitos (las células productoras de melaning)

desde la superficie dorsal a la ventral, durante ¢l desarrollo. Particularmente caracleristica es la mancha blanca en la frente, a menudo

scompaniada de un mechdn de cabello blance, La misma condicidn hdsica se conoce en ratones (d). en los que. de nuevo, los

melanocitos dejan de cubrir la pane superior de la cabeza v la superficic ventral,

El piehaldismo no es una forma de alhinismo; las células de las manchas blancas poseen el potencial genético para fabricar melaning,

pero como o son melinocitos, ne estdn programadas para hacerlo. En el albinismo verdadero, las células carecen del potencial para
fbricar mefanina, (EI DNA del alelo del piebaldismo ha sido idemificado recientemente como un alelo del gen e-kir, un tipo de

gen conocido coma protooncogén.) (Partes a v b de 1. Winship, K. Young, R. Martell, R. Ramesar, D, Curtis v P. Beighton, «Piebaldism:
An Autonomous Autosemal Dominant Entityy, Clinical Geneties, 39, 1991, 330: parte ¢ de C. Stern, Principles of Humean Genetics, 3.
ed.. Copyright 1 1973, W, H. Freeman and Company: parte d de R A, Fleischman, University of Texas, Southwestern Medical

Center, Dullas -
Human Development Defect Piehald Ty

cion neuronal que provoca convulsiones y muerte prematura,
Sin embargo. es una enfermedad de manifestacion tardia, no
apareciendo generalmente los sintomas hasta después de que los
individuos hayan comenzado a tener descendencia (Fig. 2-21).
Cada hijo de un portador del alelo anormal tiene una probabili-
dad de un 50 % de heredar dicho alelo v la enfermedad asociada
al mismo. Esta trdgica situacion ha llevado a realizar grandes
esfuerzos para identificar a las personas portadoras del alelo
anormal antes de que aparezcan los primeros sintomas de la en-
fermedad. La aplicacion de técnicas moleculares ha dado como
resultado un procedimiento de escrutinio muy prometedor,

Otras condiciones dominantes poco [recuentes son la polidac-
tilia (mayor nimero de dedos) y la braquidactilia (dedos cortos),
mostradas en la Figura 2-22. v un fenotipo de piel moteada, mos-
trado en la Figura 2-23, conocido como piebaldismo.

En los pedigries de enfermedades autosémicas dominantes
mendelianas aparecen en cada generacién tanto varones
afectados como mujeres afectadas, ocurriendo también
varones y mujeres afectados transmiten Ia

Enfermedades recesivas ligadas al cromosoma X.  Los feno-
tipos que muestran herencia recesiva ligada al X muestran tipi-
camente los siguientes patrones en los pedigries:

1. Muchos mis varones gue mujeres muestran el fenotipo a
analizar, Ello se debe a que una mujer sélo puede estar afec-
tada si anto su padre como su madre son portadores del
alelo (por ejemplo, X'/X x X/Y) mientras que para que un
varon presente el fenotipo sélo es necesario que la madre
sea portadora del alelo correspondiente. Si el alelo recesivo
es muy poco frecuente, casi todos los individuos que presen-
ten el fenotipo serdn varones.

2. Ningin descendiente de un varén afectado estard afectado,
pero todas sus hijas resultan ser «portadoras» del alelo rece-
sivo que gueda enmascarado por su condicion heterocigdti-
. La mitad de los hijos varones de estas portadoras estardn
afectados (Fig. 2-24). Observe que en fenotipos frecuentes
ligados al cromosoma X, este patrén quedard oscurecido por
el hecho de que el alelo recesivo puede heredarse tanto de

-véase también R, AL Fleischman, D, L. Saltiman, V. Stastny v 8. Zneimer, «Deletion of the e-kir Protooncogene in the
aite, Praceedings of the National Academy of Sciences of the United States of Ameriva 88, 1991, [0 885,)

una madre heterocigota como del padre.

3. Ninguno de los hijos de un vardn afectado mostrari el feno-
tipo en estudio. ni transmitird el fenotipo a su descendencia.
La razon de esta ausencia de transmision varon-vardn es que
un hijo varon obtiene su cromosoma Y del padre, por lo que
normalmente no heredara también el cromosoma X de éste.

En el andlisis de pedigries de alelos poco frecuentes ligados al
cromosoma X, s¢ supone que una mujer normal de genotipo des-
conocido es homocigota a menos que haya pruebas en contra de
ello,

Quizds el ejemplo mads conocido de herencia recesiva ligada
al cromosoma X sea el de la ceguera a los colores verde vy rojo.
Las personas con esta enfermedad son incapaces de distinguir el
rojo y el verde. y ven ambos colores como uno solo. Los genes
para la vision del color han sido caracterizados a nivel molecu-
lar. La vision del color se basa en la presencia en la retina de tres
tipos diferentes de células llamadas conos, cada uno de los cua-
les es sensible a luz de longitudes de onda del color rojo. del
verde o del azul. Los determinantes genéticos de los conos sensi-
bles al rojo y al verde estin en el cromosoma X. Como ocurre
con otros fenotipos recesivos ligados al cromosoma X, hay mu-
chos mds varones que mujeres con este fenotipo.

Otro ejemplo gue nos resulta familiar es el de la hemofilia, un
fallo en la coagulacion de la sangre, Para que la sangre coagule.

I
I XAy
3
] il
1 )
1 2 4

XU XA XA XAxA

Figura 2-24.

N se manifiestan en los varones v son portados por sus hijas en la siguiente

Pedigri que ilustra como los alelos recesivos ligados il

generacion sin que se exprese en ellas, para expresarse de nuevo en
sus hijos varones. Observe que HI-3 y -4 no se distimguen fenotipicamente.
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Figu ra 2-25. Transmisién de la hemaofilia, una condicion recesiva ligada al cromosoma X, en varias familias reales europeas,
Un alelo recesivo causante de la hemofilia (Fallo en la coagulacion de la sangre) aparecio en las células reproductoras de 1a Reina Vicloria,
o uno de sus padres, por mutacion. Bste alelo se extendic a otras familias reales por matrimonios entre ellos. {a) Este pedigri parcial
muecstra varones afectados y mujeres portadoras (heterocigotas). Para mayor claridad, se han omitido la mayoria de los familiares
que entraron en el pedigri por casamiento. ;Puede predecir la probabilidad de que el alelo recesivo siga presente en algin miembro
de la familia real britdnica? (h) Bl cuadro muestra a la Reina Victoria rodeada por sus numerosos descendientes, (Parte a, segtin C. Stern,
Frinciples of Human Genetics, 3.7 ed. Copyright @3 1973 W.H. Freeman and Company; parle b, Royal Collection, S James's Palace.
Copyright Her Majesty Queen Elizabeth 11}
muchas proteinas deben interactuar de una forma secuencial. El El alelo original de 1a hemofilia de este pedigri aparecié espon-
tipo mds frecuente de hemofilia se debe a la ansencia o mal fun- tdneamente (por mutacién) en las células reproductoras de los
cionamiento de una de estas proteinas, denominada Factor VIil. padres de la Reina Victoria o bien en ella misma. Alexis, hijo del
Los casos mas conocidos de hemofilia se encuentran en el pedi- dltimo zar de Rusia, heredd el alelo de la Reina Victoria, que era

gri de varias familias reales europeas emparentadas (Fig, 2-25). abuela de su madre, Alejandra. Hoy dia. la hemofilia puede ser




Flgura 2-26. Cuatra hermanos con sindrome de feminizacian testicular
{insensibilidad congénita a los andrdzenos). Los cuatro individuos de la

Toografin tienen 44 autosomas mis un cromosoma X v otro Y, pern 1odos
han heredado el alelo recesivo ligado al X que conliere insensibilidad a los
andrigenos (hormonas masculinasy, Una de sus hermanas (no mostrada) era
portadirs XX 3 wvo un hijo que también desarrolli el sindrome de
feminizacion testicular, (Leonard Pinsky, MeGill University.)

tratada médicamente. pero hubo un tiempo en gue era potencial-
mente mortal, Es interesante hacer notar que en el Talmud judio
se dictan reglas para admitir excepciones a la norma obligatoria
de circuncidar a los varones, reglas que muestran claramente que
la forma de transmision de la enfermedad a ravés de mujeres
portadoris no afectadas era bien conocida en la antigliedad. Por
ejemplo. un varén recién nacido quedaba exento de la circunci-
sion si los hijos de alguna hermana de su madre habiuan sangrado
profusamente durante la circuncision.

La distrofia muscular de Duchenne es una enfermedad mor-
tal, igada al X y recesiva. El fenotipo consiste en debilitamiento
y atrofia de los masculos. Generalmente, la enfermedad comien-
za a manifesturse antes de los seis afios, obliga al uso de silla de
ruedas a los doce v suele provocar la muerte a los veinte. El gen
responsable de la distrofia muscular de Duchenne ha sido ya
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Flgura 2-27.  TPedieri que muestra que todas las hijas de un vardn que
expresa un fenotipo dominante ligado al X también presentarin el fenotipo.
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Figura 2-28.  Pedigrt que muesira que todas las hembras afectadas

ot g 1
por una condicion deminante lizada al X son normalmente helerocigotas, que
transmitirdin Ta condicidn a la mitad de sus hijos y <us hijas.

aislado y se sabe que determina una proteina muscular, la distro-
fina. Este descubrimiento abre nuevas esperanzas para un mayor
entendimiento de la fisiologia de esta enfermedad v. en dltima
instancia. para su tralamiento.

Un fenotipo recesivo y ligado al X, poco frecuente, y que re-
sulta interesante desde el punto de vista de la determinacidn del
sexo es el conocido coma sindrome de feminizacion testicular,
cuya frecuencia es de alrededor de | de cada 65 000 varones.
Las personas que sufren de este sindrome son cromosémicamen-
te varones, con 44 autosomas mds un X y un 'Y, pero se desarro-
lan como mujeres (Fig. 2-26). Presentan genitales externos fe-
meninos, una vagina ciega y carecen de titero. Pueden aparecer
testiculos, situados en los labios de los genitales 0 en el ahdo-
men. Aungue muchas de estas personas estdn felizmente casa-
das, son por supuesio estériles. Este sindrome no revierte me-
diante tratamiento con hormonas masculinas (andrégenos) por
lo que se la denomina en ocasiones sindrome de insensibilidad a
andrdgenos, La razén de esta insensibilidad es que el receptor de
andrigenos no es funcional. de modo que la hormona masculina
no puede tener efecto sobre los drganos diana implicados en la
masculinidad. En la especie humana se genera feminidad cuan-
do no funciona el sistema determinante de la masculinidad.

Enfermedades dominantes ligadas al cromosoma X. Estas
muestran las siguientes caracleristicas:

1. Los varones afectados transmiten la condicion a todas sus
hijas y no lo hacen a ninguno de sus hijos varones (Fig. 2-27).

2. Las mujeres heterocigotas afectadas casadas con varones
sanos transmiten el defecto a la mitad de sus hijos, tanto
varones como hembras (Fig. 2-28).

En humanos se conocen pocos casos de fenotipos dominantes
ligados al X. Uno de ellos es la hipofosfatemia. un tipo de ragui-
lismo resistente al tratamiento con vitamina D,

Inactivacion del cromosoma X

En un estado temprano del desarrollo de las hembras de mamife-
ro, uno de los cromosomas X de cada célula es inactivado. El
cromosoma X inactivado se condensa mucho y se hace visible
COIMO Un cuerpo que se tifie intensamente y que s conoce como
el corpidsculo de Barr (Fig. 2-29). Sorprendentemente, el esta-
do inactivo persiste a lo largo de todas las divisiones mitdticas
subsiguientes que dan lugar al cuerpo adulto del animal. El pro-
ceso de inactivacion ocurre al azar, afectando a cualquiera de los
cromosomas X. Como consecuencia de esta inactivacion. el cuer-
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Figura 2-29.  Un corpisculo de Barr, cromosoma X condensado e
inactivado, en el nicleo de una célula de una mujer normal. Los hombres no tienen
corpisculos de Barr. El niimero de estos corpiisculos que aparecen en una
célula es siempre igual al ndmero tolal de cromosomas X menos uno.

(Karen Dyer Montgomery.)

po adulto de la hembra es una mezcla, o mosaico, de células con
cualquiera de los dos genotipos posibles respecto al cromosoma X
(Fig. 2-30). Durante el crecimiento y el desarrollo de los tejidos,
las cé€lulas descendientes por mitosis de una célula progenitora
permanecen a menudo cercanas unas a otras, de forma que si una

Cromosoma X de un progenitor
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Figura 2-31.  Gata calicé. Tanto las gatas calicd como las gatas carey
son heterocigotas para dos alelos, O (naranja) ¥ o (negro), de un gen que controla
el color del pelaje. Las manchas de color naranja y negro se deben a la
inactivacién del cromosoma X. Las manchas blancas se deben a un determinante
genético distinto, presenfe en las gatas calicd, pero no en las gatas carey.
(Anthony Griffiths.)

hembra es heterocigota para un gen que se expresa en dicho tejido
y que estd ligado al X, los dos alelos del heterocigoto se manifies-
tan en forma de sectores o parches. Un fenotipo en mosaico que
nos resulta familiar es el patrén de pigmentacién del pelaje de
las gatas carey y calicd (Fig. 2-31). Se trata de hembras heteroci-

Cromosema X del otro progenitor

Figura 2-30. Inactivacion
del cromosoma X en los mamiferos.
El cigoto de una hembra de
mamifero heterocigota para un

gen ligado al X da lugar a un adulio
masaica, compuesto por dos

lineas celulares que expresan

uno u otro de los alelos del gen
heterocigota, porque uno u otro de los
cromosomas X se inactiva

en todas las lineas celulares, Para
mayar claridud, la inactivacion

se muestra en el estado de

Muosaico adulto ;

{7 Muchas mitosis¢f Y

dos células, pero puede tener

o

Sector de células que expresan séla el alelo A®

Sector de células que expresan solo el alelo A’

lugar en otros estados del desarrollo,
tambign de escaso nidmero de células,




Figura 2-32.
somaticn en tres generaciones de W
mujcres helerocigotas para

Muosaicismo

Ta displasia cotodérmica anhidrdtic.
sindrome Tigado al sexo consistente
en b ansencia de glindulas
sudoriparas. Las zonas sin estas
glandulas se muestran de color verde.
Lu extension v loculizacion de

los diterentes 1ejidos se debe

al wear, pero todas las mujeres
muestran ¢l caracieristico patrén de
masaico.

sotas para los alelos O (que determina pelaje de color naranja) y
a (que determina pelaje de color negro). La inactivacion del cro-
mosoma portador de O produce un parche negro que expresa o,
mientras que la inactivacién del cromosoma portador de o pro-
duce un parche naranja que expresa el alelo O.

Aunque todas lus mujeres tienen un cromosoma X inactivado
en cada una de sus células, la inactivacion sélo se manifiesta si
lamujer es heterocigota para un gen ligado al X. Ello es particu-
larmente notable si, como en las galas carey, el fenotipo se ma-
nifiesta en la parte exterior del cuerpo. Tal es el caso de la enfer-
medad conocida como displasia ectodérmica anhidrotica, Los
varones portadores del alelo responsable (llamémosle o) en esta-
do hemicigdtico carecen de glandulas sudorfparas. Una mujer
heterocigota (D/el) es un mosaico de sectores D y d esparcidos
por lodo el cuerpo. como se muestra en la Figura 2-32.

Curiosumente, la hipotesis de que el gen que produce el sin-
drome de feminizacidn testicular estd localizado en el cromoso-
ma X se confirmd cuando se demostrd al microscopio que la
mitad de los libroblastos de mujeres heterocigdticas para ¢l gen
podian unir andrégenos. pero no la otra mitad. Es conveniente
hacer notar que

a inactivacidn del cromosoma X se suprime en
el tejido germinal femenino, de manera gue ambos cromosomas
X se transmiten a los dvulos.

Herencia ligada al Y

Los genes de la region diferencial del cromosoma Y humano son
heredados sélo por los varones, siendo transmitida la regién de
padres a hijos varones. El gen TDF desempena un papel primor-
dial en la determinacién de la masculinidad. ya que es responsable
de la sintesis del factor determinante de los testiculos. El gen
TDF hu sido localizado en la regidn diferencial del cromosoma Y
(véase el Capitulo 23). Sin embargo, aparte de Ta propia masculi-
nidad, no se ha demostrado rotundamente el ligamiento al Y de
ningdn fenotipe humano. Como posibilidad. s¢ ha propuesto la
presencia de pelos en el borde de la oreja (Fig. 2-33). Este fenoti-
po es extraordinariamente raro en las poblaciones de la mayorfa
de los paises, pero es mis frecuente en las poblaciones de lu India,
Un genetista indio, K. Dronamraju. estudio el fenotipo en su pro-
pia familia. Todos los varones de la familia descendientes de un
mismo antepasado vardn mostiraban dicho cardcter. En otras fa-

Genética humana 51

Figu ra 2-33. Bordede I oreja peludo. Se ha propuesto que este
fenotipo puede deberse o un alelo de un gen ligado al Y. (Tomado de C

Stern, W, R, Centerwall ¥ 8. S, Sarkar, The American fowrnal of Hiwman Genetics,
16, 1964, 467, Reproducido con permiso de Grine & Stratton, Inc.)

miliag indias, sin embargo, log varones parecen transmitir el fe-
notipo solo a algunos de sus hijos varones, lo cual ha hecho que
las pruebas de ligamiento al Y no se consideren concluyentes.

Polimorfismos autosomicos humanos

En el Capitulo 1 se explics que un polimorfismo es li coexistencia
en una poblacion de dos o varios fenotipos eomuuies de un cardcter.
Los fenotipos alternativos de un polimorfismo se heredan a menu-
do como alelos de un solo gen. En la especic humana hay muchos
ejemplos, Considere. por ejemplo, los siguientes dimorfismos: ojos
azules u ojos marrones, pelo oscuro o pelo rubio. presencia o ausen-
cia de hoyuelos en la barbilla, presencia o ausencia del «pico de
viuda» y Iébulos de la orcja separados o pegados a la mejilla.
La interpretacién de los pedigries de dimorfismos es diferente
de la realizada para el caso de las enfermedades raras porque. por
definicidn, ambas formas de un dimorfismo son frecuentes. Anali-
cemos un pedigri de un dimorfismo humano interesante. La ma-
yoria de las poblaciones humanas son dimdriicas para la capaci-
dad de percibir el sabor del compuesto feniltiocarbamida (PTC).
Ello significa que las personas pueden. bien detectarlo como un
sabor amargo desagradable o. para gran sorpresa e incredulidad
de €stos, no percibirlo en absoluto. En el pedigri de la Figura 2-34
podemos observar que dos «perceptores» pueden tener hijos no
perceptores. Esto indica claramenie que ¢l alelo responsable de la
capacidad para percibir el sabor es dominante, y que el alelo para
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el cardcter no perceptor es recesivo. Observe, sin embargo, que
casi todas las personas que se introducen en esta familia portan el
alelo recesivo, bien en heterocigosis o bien en homocigosis. Tal
pediari difiere, por tanto, de los que incluyen anomalfas recesivas
raras, para las cuales se asume normalmente que todos los indivi-
duos que entran en la familia son homocigotos normales. Como
ambos alelos PTC son frecuentes. no es sorprendente que todos
los miembros de la familia menos uno estén casados con porta-
dores de al menos una copia del alelo recesivo.

El polimorfismo constituye un fenémeno genético muy inte-
resante. Los genetistas de poblaciones han quedado sorprendi-
dos al descubrir el alto grado de polimorfismo que hay, general-
mente, en las poblaciones naturales de plantas y animales.
Ademds. aunque la genética de los polimorfismos es sencilla, hay
muy pocos polimorfismos para los que exista una explicacion si-
tisfactoria sobre la coexistencia de los morfos. Pero el polimorfis-
mo estd muy extendido a todos los niveles del anilisis genético,
incluso a nivel de DNA. De hecho, los polimorfismos observados
en ¢l DNA han sido muy valiosos como puntos de referencia
(marcas) que ayudan a los genetistas a encontrar su camino en la
exploracion de los cromosomas de los organismos complejos.

Un tipo til de marca molecular cromosémica, o marcador, es
el polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccién,
o RELP (del inglés, Restriction Fragment Length Polymorp-
hism). Vimos en el Capitulo 1 que las enzimas de restriccién son
enzimas bacterianas que cortan el DNA en secuencias especifi-
cas del genoma. Las secuencias dianas no tienen significado bio-
légico en organismos distintos a las bacterias —ocurren por puro
azar—. Aunque, generalmente, las dianas de restriccién apare-
cen consistentemente en sitios especificos. algunas veces un si-
tio concreto estd ausente en uno de los dos cromosomas, o apare-
ce un sitio extra en uno de ellos. Si tal diana de restriccién
(ausente o presente) flanquea una secuencia con la que hibrida
una sonda. la hibridacién tipo Southern dard como resultado un
polimorfismo o RFLP. Considere este ejemplo sencillo de un
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Figura 2-34.  Pedigri para la capacidad de percibir el sabor del

compuesto quimico PTC.

cruzamiento en el que un cromosoma de uno de los progenitores
contiene una diana extra que no aparece en los otros cromoso-
mas de ese tipo:

Mujer Varén
- ), S S
Sonda Sonda

La hibridacién Southern mostrard dos bandas en la mujer y una
sola en el varén. Los fragmentos «heterocigéticos» se heredarin
exactamente igual que un gen. Podriamos escribir el cruzamien-
to anterior como:

largo/corto % largo/largo
y los descendientes serdn 3 largo/corto
1 largo/largo

de acuerdo con la ley de la segregacién igualitaria.

Las poblaciones de plantas y animales (incluyendo la
especie humana) son muy polimérficas. Los morfos
opuestos estan generalmente determinados por alelos que
se heredan con un patrén mendeliano simple.

e e L e e

El trabajo de Mendel ha resistido el paso del tiempo y nos ha
proporcionado el trabajo preliminar bdsico para todos los estu-
dios de Genética moderna. Fue la primera persona que presté
atencién a la regularidad matemdtica de los patrones heredita-
rios. A partir de estos patrones fue capaz de realizar deducciones
sobre la naturaleza fundamental de la herencia. Los genetistas
actuales siguen utilizando hoy dia la misma estrategia que em-
pleé Mendel. Y, atin asi, su trabajo permanecié sin ser reconoci-
do y fue rechazado hasta 35 afios después de su publicacion.
(Por qué? Hay muchas razones posibles, pero aqui considerare-
mos sélo una. Quizds fue asi porque la ciencia bioldgica de
aquel tiempo no supo aportar pruebas sobre la existencia de nin-
guna unidad fisica real en las células que pudiera corresponderse
con las particulas genéticas de Mendel. Los cromosomas no ha-
bian sido estudiados todavia, la meiosis no habfa sido descrita e,
incluso, se desconocian los detalles sobre el ciclo de vida de las
plantas. Sin este conocimiento bdsico, podria haber parecido que
las ideas de Mendel constitufan meros juegos matematicos.

Sobre la puerta de entrada del Musco de Mendel, en Brmo, hay
una frase melancélica escrita por Mendel en checo: «MA DOBA
PRIJDE», que significa «Mi tiempo llegari». El tiempo de Men-
del llegé: durante el siglo xx florecieron la investigacion y el en-
tendimiento de la herencia, como resultado de los estudios semina-
les de Mendel realizados en el diminuto jardin de un monasterio.
Sus «factores» hipotéticos (genes, como los llamamos actualmente)
son una realidad molecular bien entendida, e incluso se estdn carac-
terizando genomas completos. Es posible comenzar con las tltimas
investigaciones sobre clonacion, terapia génica. seres transgénicos,
el proyecto genoma humano y muchos otros. y rastrear hacia el
pasado a lo largo de la literatura hasta llegar a aquel tinico ar-
ticulo titulado «Experimentos de hibridacién de plantas», pre-
sentado en 1865 ante la Sociedad de Historia Natural de Briinn.






BASES
CROMOSOMICAS

DE LA HERENCIA

osomas en escobilla.
Los eromosomas de las hembras de algunos animales adoptan este
pecto de escobillas durante la fase meidtica diplotene. Se cree que la
ieura en escobilla refleja la organizacion interna de todos los
psomas: un esqueleto central (de aspecto brillante en esta
a) del que se proyectan unos lazos laterales (en rojo). formados
a molécula continua de DNA, plegada v asociada a histonas.
Roth y J. Gall )
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Ideas fundamentales

Los genes forman parte de los cromosomas.

La mitosis es la divisién nuclear que da lugar a dos nucleos
hijos, cada uno de los cuales contiene idéntico material genético
que el niicleo original.

La meiosis es la division nuclear mediante la cual una célula

reproductora con dos dotaciones equivalentes de cromosomas.
se divide dos veces para dar cuatro productos meidticos, cada
uno de los cuales contiene una sola dotacion de cromosomas.

Las leyes de Mendel sobre la distribucién igualitaria y la
segregacion independiente se basan en la separacion de los
miembros de cada pareja cromosémica y en la independencia de
los distintos pares cromosomicos, fendmenos que ocurren
durante la meiosis.

Los cromosomas pueden identificarse con el microscopio
mediante el empleo de varios marcadores visibles.

Un cromosoma estd formado por una unica molécula de DNA
muy larga.

El DNA esti enrollado alrededor de complejos de proteinas que.
a su vez, se enrollan y forman lazos y nuevos enrollamientos
sobre si mismos hasta formar el cromosoma.

Una gran proporcion del DNA eucaridtico estd presente en
varias copias.

La mayoria del DNA repetido posee una funcién desconocida.






ciadel nimero de cromosomas de una célula a otra dentro de un
‘organismo, de un organismo 4 otro de la misma especie y de
generacion en generacion en esa especic. En consecuencia, se
anted la siguiente pregunta: (Como se mantiene el nimero de
cromosomas? La pregunta se resolvio observando con el micros-
io el comportamiento de los cromosomas durante la division
celular: de tales observaciones surgid la hipdtesis de que los cro-
‘mosomas son las estructuras portadoras de los genes.

La mitosis es la divisidn nuclear asociada a la division de las
 Células somdticas (las células de un organismo eucaridtico que
10 van a convertirse en celulas sexuales). Las etapas del ¢iclo de
vision celular (Fig. 3-1) son similares en la mayoria de los
organismos, Las dos partes fundamentales del ciclo son la inter-
fase (que abarca la fase G . Ja fase de sintesis v la fase G,y la
“mitosis. El acontecimiento clave de la interfase tiene lugar en la
fas\‘: S (fase de sintesis) en la cual se replica el DNA de cada
“cromosoma. La consecuencia de la replicacion del DNA es que
todos los cromosomas estin compuestos por dos cromatidas

Desarrollo histdrico de la teoria cromosémica 69

hermanas. que se extienden longitudinalmente una junto a la
otra. Estas cromatidas hermanas no se observan durante la inter-
fase. pero se hacen visibles durante la profase, una etapa tem-
prana de la mitosis durante la cual los cromosomas se contraen
en una serie de estructuras espirales que pueden desplazarse mis
ficilmente. Una version simplificada de los principales aconte-
cimientos de la mitosis se muestra en la Figura 3-2. La siguiente
etapa es la metafase. en la cual cada pareja de cromatidas her-
manas se sittia en el plano ecuatorial de la célula. En la anafase,
las cromdtidas hermanas son empujadas a los polos opuestos de
la célula mediante microtibulos que se unen a los centromeros.
Los microtibulos forman parte del huso acromatico. una seric
de fibras paralelas que se extienden de un polo a otro de la célu-
la. El proceso de separacidn de las cromdtidas se completa en la
telofase, durante la cual Ja membrana nuclear se reconstituye
alrededor de cada nicleo vy la célula se divide en dos células
hijas. Cada una de ellas hereda una cromatida de cada pareja de
cromdtidas hermanas, obteniendo asi una copia de cada cromo-

Células hijas
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Figura 3-2.
en células diploides (2o, diploide; », haploide), Se mucstran otras versiones
detalladas en las Figoras 3-3 y 3.4,

Representacion stimplificada de Ta mitosis v 1o metosis
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1 Leptotene

Profase I: Leptotene. Los cromosomas se hacen visibles v aparecen coma hilos
largos y delgades. El proceso de contraceidn cromosamica continia durante el
leptotene v & lo largo de toda Iz profase. Se forman a lo largo de cada
rromosoma pegquenas areas de engrosamiento deromomeres), qua dan a los
cramosomas el aspecto de collares de perlas,

2 Zigotene

Profase I: Zigotene, Los cromosomas se emparajan de Torma activa, haciéndose
svidente gue la dotacién cremaosomica de un meiocito esta formada, an realidad,
por dos defaciones cromosomicas completas. De modo gue cada cromoesama
tiene un eromosnma companers, al que se va adosando progresivamente

{sinapsis), lada & lado, como una cremallera.

3 Paguitene

Profase I: Paquitenc. Esta etapa se caracteriza por |a preaencia de gruesns
cromosomas en sinapsis. Asi pues, el numara de pares homdlogos de
cromosomas en el nucleo es igual al numera n. A menuds sa obsarvan en
paguitena los nucléolos de forma muy pronunciada. Los cromomeros guedan
alineados de forma precisa en los homidlogos apareados, dando lugar a un
patron especifico para cada par.

4 Diplotene

Frotase |. Diplotane. Aungue cada cromosoma homdlogo parezea estar formaco
por una sola fibra durante leptotene, el DNA va se habia replicado en realidad
durante la fase S prameidtica. Esto se manifiesta durante el diplotens como un
dasdoblamiento longitudinal de cada homdloga apareada. Puesto que cada
migmbro de un par hamologo da lugar a dos cromatidas hermanas, la estructura
en sinapsis consiste ahora en un manojo de cuatra cromatidas homologas, En
diplotens, el apareamiento de los homélogos se hace menos compacto; de
hecho, parecen repelerse una al atro y, al separarse ligeramente, se observan
estructuras en forma de cruz |quiasmas) enlre |as cromaiidas no hermanas: Cada
grupo homologe de cuatro tiens generaliments UNo o mMas quiasmas.

5 Diacinesis

Profase I Diacinesis. Esta alapa se diferencia muy poco de la diplatene, excepto
porque ocurra Una mayor contraccion cromosomica. Al final de la diacinesis, las
dargas fibras filamentosas de la interfaze han sido sustituidas por unidades
compactas gue san muche mis manejables para los desplazamisntos
producidos durante la division meiotica.

7 Anafase temprana | 8 Anafase tardia |

a los polos. Cada une da los miembros de un par homologa se mueve hacia
polos upuestos,

& @
& @

11 Profase |

e Wb

Prafase Il: La prasancia dal nimero
haploide de cromosomas en estado
condensado caracteriza la profase

14 Telofase Il

Telofase Il Los nucleas vuelven a
formarse alrededar de (o8 cramosomas en

in.)

Anafase | La anafase comienza cuando los cromosomas se mueven en direscion

12 Metafase |

Metafase |l Los cromosamas se arganizan en el plana
ecuatorial durante la metafasa |, En este momento, lag
cromatidas a menudo se separan entre si parcialmente
en lugar de estar irmemente adosadas como en la.

6 Metafase |

Metafase |: La membrana nuclear v los nucléolos desaparecen durante la
metafase |, y cada par de hamalogos ocupa un lugar en el plang scuatonal, En
asta etapa de la meiosis, los centromeros no se dividen; esta falta de division
representa una gran diferencia con respecto a la mitosis. Los dos centrdmeros de
cada par de cromosomas homologes se unen a las fibras dal huso de polos
opuestos.

9 Telofase | 10 Interfase

Telofase |: La telofase y |3 interfase rasultante, denominada intercinesis, no son

universales. En muchos organismos astas etapas no axisten, no se vualve a
formar la membrana nuclear v las células pasan directaments a la meiosis |, En
olros organismos, la tefofaze | v la intercinesis son muy breves; los cromosomas
se-alargan y se hacen difusos, v la membrana nuelear vuelve a formarsa. En todo
case, nunca hay sintesis de DNA an este momento y el estade genético de |os
CrOMOSDIMAas no varia.

13 Anafase Il

Anafase |I: Los centromeros se separan y
las cromatidas hermanas son arrasiradas
hacia polos apuestos por las fibras del

15 Tétrada

16 Granos jovenes de polen

Enlas anteras de fa flor, 10s cuatro productos de [a meiosis se
diferencian en granos de polen. En otros arganismos, la diferenciacian
da [ugar a otros tipes de eslructuras & partir de los productos meioticos,
como los espermatozoides de los animales.

3-4.  La meiosis y la formacion del polen. Las fotografias provienen de Liliun regale. Notaz Por simplicidad, se representan varios quiasmas cntre
fmde las cromatidas: en la realidad. pueden tomar parte las euatro cromdtidas. {De 1, McLeish y B, Snowd, Loating i Chromosemes. Capyright 15 1958, St Martin’s,






'ﬂgura 3-6.  Las dos formas, tgualmente frecuentes, de segregacion de un
par heteromorto y un cromosoma desapareado para formar gametos. seaiin como
s observo Carothers,

Naormal

Arrollado Brillante Combado Alargado

Erizado Arrugado Microcarpico Reducido

Poinsetia Espinaca Guante Acebo

] Figura 3-7.  Frutos de plantas de Darura, cada una de ellus con un
cromosoma extra distinto. Su uspecto earacteristico indicd que cada
cromosoma es diferente de Tos demis. (De B W, Sinnot, L. C. Dunn y

i Dobzhansky, Principles of Generies. 5. ed.. MeGraw-Hill Book Company.
Nueva York,)
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ninguin companero. Carothers aprovecho estos cromosomas anor-
males como marcadores citoldgicos de la conducta de los cromo-
somas durante su segregacion. En nticleos anafdsicos, contd el
nimero de veces que cada cromosoma del par heteromorfo migra-
ba al mismo polo que el cromosoma sin comparniero (g, 3-6),
Observa que las dos alternativas posibles ocurrian con la misma
frecuencia. Aungue estos cromosomas anormales no son cierta-
mente tipicos, los resultados sugerfan que los cromosomas no
homdlogos se distribuyen de manera independicente,

Otros investigadores sostenfan que todos los cromosomas te-
nian la misma estructura fibrosa, sin que se detectaran diferen-
cias cualitativas entre cllos. Ello sugerfa que todos los cromoso-
mas estdn hechos del mismo material. Merece la pena introducir
el analisis que contrarresta este argumenlo, ¢n su secuencia his-
Wricu, En 1922, Alfred Blakeslee realizd un estudio de los cro-
mosomas del estramonio (Dature stramoninm), que tiene 12 pa-
res de cromosomas. Obtuve doce variedades diferentes, cada
una de las cuales tenia los 12 pares de cromosomas normales
mids un cromosoma extra de un par determinado, Blakeslee ob-
servo que cada variedad era fenotipicamente distinta de las otras
(Fig, 3-7). Este no seria ¢l resultado esperado si fueran iguales
tndos los cromosomas no homologos.

Todos estos hallazgos indicaban que lu conducta de los cro-
mosomas se corresponde estrechamente con la de Tos genes.
Desde luego. ello hactu atractiva la teoria de Sutton-Boveri. pero
hasta la fecha no existfan pruebas concluyentes de que los genes
estuvieran situados en los cromosomas. El razonamiento estaba
simplemente basado en correlaciones. No obstante. nuevas ob-
servaciones aportarian tales pruehas. que aparccieron con el des-
cubrimiento del ligamiento al sexo.

Descubrimiento del ligamiento al sexo

En los trabajos analizados hasta ahora. sin importar cudl fuera el
sexo del parental de una u otra variedad en estudio, los cruzamien-
tos reciprocos producian el mismo resultado, twl y como habia
demostrado Mendel. L. Doncaster y G. H. Raynor descubricron la
primera excepeion a esti situacion en 1906, Estudiaban el color
del ala de un lipo de mariposa (Abravas), empleando dos lineas
diferentes: una con alas claras y otra con alas oscuras. Si se cruzan
hembras de alas claras con machos de alas oscuras, todos los des-
cendientes tienen alas oscuras, indicando que el alelo para el color
claro es recesivo. Sin embargo, en el cruzamiento reciproco (hem-
bra de alas oscuras x macho de alas claras). todas las hembras
descendientes tienen alas claras y todos los machos descendientes
tienen alas oscuras. Por tanto, este par de cruzamientos reciprocos
no da resultados similares, y el fenotipo del ala del segundo eruza-
miento esta condicionado por el sexo de la mariposa. Observe que
las hembras descendientes de este segundo cruzamicento son feno-
tipicamente similares a su padre, igual que los machos son simi-
lares a su madre. Consideremos otro ejemplo similar.

William Bateson estudiaba la herencia del tipo de pluma de
los pollos. Una linea tenia plumas que alternaban bandas de co-
lor claro y oscuro, fenotipo conocido como listado, Otra linea.
no listada, tenfa plumas coloreadas de modo uniforme. En ¢l
cruce de machos listados con hembras no listadas, todos los des-
cendientes eran listados, demostrandose asi que el alelo no lista-
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(:Flgura 3-14.  Ciclo de vida de un organismo diploide,

diploide de la planta. apareciendo como una estructura especial,
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haploides da lugar a un cigoto diploide que. mediante mitosis.
genera un organismo multicelular.

En la Figura 3-15. se muestra la meiosis de un organismo dihi-
brido. El genotipo de la célula es Afa ; B/, y se muestran los dos
pares de alelos. A/e v B/b. en dos parejas de cromosomas distin-
tos. Esta célula hipotética contiene cuatro cromosomas: un par de
homalogos lurgos v un par de homologos cortos. Las diferencias
de tamafios entre distintos pares de cromosomas son frecuentes.

Enla Figura 3-15. las partes 4 v 4" indican dos patrones distin-
tos de segregacion de alelos producidos por uniones diferentes
del huso acromdtico a los centrdmeros que se dan con igual fre-
cuencia en la anafase I. La meiosis produce entonces cuatro ¢é-

otras plantas. como los musgos y los helechos. el estado ha- 4
ploide si aparece como una forma de vida independiente. Interfdce. Ceamasomias il
3 o " i g no apareados. . -
(Presentan genética mendeliana todos estos ciclos de vida? La r .f} i
contestacion es que el patrén de herencia mendeliana se da en e T e D
“cvalquier organismo en cuyo ciclo de vida aparezca la mejosis, |
yaque las leyes de Mendel se basan en dicho proceso. Todos los
grupos de organismos mencionados, excepto las bacterias. utili- 2
E e 3 > Profase. Los cromosomas
zan la meiosis como parte de su ciclo de vida. y las centromeros ya se A
han replicado, pero los
centrimeros no se
I i han saparado. t"‘,
Diploides ﬁA )
‘La Figura 3-14 resume de manera muy esquematica el ciclo di- 4
ploide, que es el ciclo de Ta mayorfa de los animales (incluyendo v
“ala especie humana). El organismo adulto estd constituido por A B
eélulas diploides. v Ta meiosis tiene lugar en células diploides Profase Sinapsis - —
especializadas. los meiocitos, los cuales se encuentran en las g6 Pecibmontnys a b
falizadas. los citos. los cuales se encuentran en las go- e e -
adas (testiculos v ovarios). Los productos de la meiosis son log P a
“gametos (ovulos v espermatozoides). La fusion de los gametos » A
i J»" \‘\ El otro tipo de ,/( \\
Anafase. Los centromeros, : A 4,% E{;n;lil&icmn A o ,::.f.
unidos a las fibras del huse, A B de: sl i P
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Figura 3-18.

ferl 8¢ encuentra en un cromosomas distinto,

Mitosis en una célula haploide de genotipo A 2 &, Cada

‘0hifas. Las hifus penetran por el sustrato y también enviun ramas
éreas que contienen unas células Hlamadas conidios (las esporas
exuales). Estos se desprenden y dispersan para formar nuevas
‘eolonias o, alternativamente. actian como gametos masculinos,
ndiéndose con la estructura materna de un individuo distinto
(Fig. 3-19). que ha de ser de un tipo sexual opuesto. En los hongos
o existen sexos verdaderos y todos los cultivos haploides se desa-
rollan de forma similar. No obstante, las poblaciones contienen
tipos sexuales distintos determinados genéticamente. En Newrospo-
ra, hay dos tipos sexuales denominados A v 4, v la fase meidtica (o
~sexnal) del ciclo de vida puede tener lugar sélo si se unen dos indi-
iduos haploides de tipo sexual distinto. Los tipos sexuales pueden
nsiderarse como «sexos fisioldgicoss». Aunque esta definicion
)¢5 del todo apropiada, resulta Gl para enfatizar las diferen-
no observables que se dan entre los dos tipos sexuales,

El gameto femenino gueda dentro de un nudo especializado
hifas. Su ndcleo haploide se empareja lucgo con un niicleo
ploide masculino, sulricndo ambos varias divisiones mitdricas
e dan lugar a numerosas parejas de nicleos, Los dos nicleos
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de cada pareja se fusionan al final para formar los meiocitos
diploides. Entonces tiene Tugar la meiosis, generdndose en cada
meiocito cuatro nticleos haploides. que representan los cuatro
praoductos meioticos. Por motivos desconocidos, los cuatro ni-
cleos se dividen mitoticamente, dando como resultado ocho ni-
cleos, que se convierten en ocho esporas sexuales con forma de
balén de rughy, denominadas ascosporas. Las ascosporas son
expulsadas desde un cuerpo fructifero con forma de botella, de-
sarrollado a partir del nudo de hilias que contenia inicialmente el
gameto femenino, Las ascosporas se pueden recoger y sembrar
por separado en tubos de ensayo, donde cada una de ellas da
lugar, por mitosis, a un nuevo individuo (Fig. 3-20).

AQué caracteristicas podemos analizar en este organisma’?
Una es la coloracion de los conidios, de la que se encuentran

Las esporas
sexuales maduran

Peritecios [
con ascas

.-

S LI
P T e
i e 8

Meiosis

Division sincrénica v fusion hasta
formar los meiocitos diploides

Fecundacion
. cruzada

ol .

Mucleo materna
de tipo sexual 4

MNucleo materno
de tipo sexual a

Figura 3-19.  Ciclo de vida de Newrospory crassa, ¢] hongo anaranjado
del pun. La autolecundacion no es posible en esia especte: exisien dos npos
sexuales, determinados por los alelos A v o de cierio gen. Un eruzimiento
lendrd éxito solo sies del tipn A = w. Una espora asexval del sexo

opuesto se fusiona con un pelo receptivo, y un nicleo desciende a 1o largo del pelo
hasta emparejarse con un nicleo del nddulo de eélulas. Los nidcleos A y a

s aparcan, sufren entonces una serie de nutosis sineronicas v, finalmente,

se Tunden para Tormar los metocitos diploides.
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variantes respecto al tipo silvestre anaranjado. La Figura 3-21
muestra un cultivo normal y cultivos de alzunas de las variantes
de eolor, incluyendo una albina. Otra posible caracteristica es la
morfologia de las colonias, para la cual se conocen dos fenotipos
diferentes. uno normal, de apariencia esponjosa, y otro mis
compacto, denominuado colonial.

Si cruzamos un cultivo esponjoso v anaranjudo con otro colonial
y albino de tipe sexual contrario, y aislamos v cultivamos 100 as-
cosporas, encontraremos las siguientes proporciones de fenotipos:

2

h
R

- esporjosos v anaranjados

3
L
o
=

‘ coloniales v albinos

- esponjosos v albinos

b
hoLh
w

I
N

¢ coloniales y anaranjados

En total, la mitad de la descendencia es esponjosa v la mitad
colonial. Par tanto, esta diferencia lenotipica debe estar determi-
nada por dos alelos de un mismo gen que han segregado igualita-
riamente en la meiosis, Podemos Namar a estos alelos col™ (es-
ponjoso) v col (colonial). Lo mismo es cierto para ¢l otro
cardcter: la mitad son de color anaranjado y la otra mitad albi-
nos, de modo que la dilerencia fenotipica en el color estd tam-
bién determinada por una pareja de alelos, que podemos deno-
minar /" (anaranjado)} v af (albino). Los cultivos parentales v
los cuatro tipos de descendientes pueden representarse como:

Parentales
col™ ;al” *® col > al
(esponjoso, anaranjado) (colomal. albino)
Descendientes
" _ ) col' s al” (esponjoso, anaranjado)
F:gura 3-20. () Cruzamicnto de Newrospora realizado en una placa i , :
EH G i R g L col ;al {colonial. albino)
de Perri (a Lo fzquierda). Las numerosas esferas pequenas de color negro son o 2 .
cuerpos fructiferos en los gue se ha producido la meiosis: las ascosporas col” L al (esponjoso. albino)
(espotis sexuales) fueron provectadas v aparecen como una pelicula col @ al {colonial, ‘lliil['alll_iillifl)
fina de polve sobre la humiedad condensads en lu wpa (que ha sido levantada X ; .
v colocada boca arribi i Ta derecha de la pluca de Pewri, (b) Una gradilia La proporcién 1:1:1:1 es el resultado de la segregacion inde-
de cultivos descendientes, producido cada uno de ellos u parnr de pe-ndie-m'c. como se muestra en ¢l csquema ramificado hingiC]‘I[Ci

und ascospord aislada. (Anthony Griffithy, |
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Vemos. pues. que las leyes de Mendel son vilidas incluso en
un organismo tan sencillo como Nevrospora.

Alternancia haploide/diploide

El ciclo de vida de un organismo con alternancia de generacio-
nes consta de dos tases: una diploide y otra haploide. General-
mente, una de las fases es mds prominente que la otra. De modo
que. lo que todos reconocemos como una planta de helecho es el
estado de esporofito diploide, fuse en que tiene lugar la meiosis
v se producen las esporas sexuales. No obstante, el organismo
tiene otro estado independiente haploide, pequeno v fotosintét-

Figura 3-21.  variantes de color del honga Newrospor determinadas

genéticamente. El tpo silvestre, de color naranja, aparece a la derecha. junto 4
lus variantes, empezando por Ly izquierda. albina, amarilla v marron. Sus :
senutipos son: silvesire (al* - wo™ - ad*1, dlbine (- vio" - ad™. co, mas dificil de reconocer sobre el suelo del bosque, ¢l game-

amarillo (el < vio - wd "y y marén (al' - vlo' o ad). (Anthony Griffiths.) tofito. En el musgo. la planta verde es el estado haploide y ¢l
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Figura 3-22.
masculing se desarrolla o partir de un meiocitn del drguno correspondiente (horla
supenior). El gametotito femenino se produce a partir de un meioein de Ja
mazorca. Una célula espermiitica del gametofitn masculing se fusiona

com el niclen ovular del gametofito femenine, Tormindose asi un o 2oto

diploide que se desarrolly husta formar un embrico, Lo otra cdlula espermiticn se
funde con dos niicleos cenrales del gametolito femenino, formandose una

¢elula triploide (31 que seneri el wjido del endospermo gue rodes

Alternancia de generaciones en ¢l maiz. El gemetofito

alembricin. Bl endospermo constituye el alimento del embrion durante 1
- germinacion de Ja semilln.  Qué pane del esquemsy representa 1a fase haploide?
Qué parte representa la fase diploide?

tallo marron que crece de la planta es un esporafito diploide
Jindependiente que. en realidad. vive parasitandola,

En las plantas con flor, la forma verde principal es el esporofito
diploide, Los gametofitos haploides de las plantas con flor son
extremadamente pequenios y dependientes de la forma diploide.
Dichos gametofitos se encueniran en la flor, Cuando vcurre la
meiosis en los meiocitos de la antera y el ovario. los productos
haploides resultantes se llaman esporas. Las esparas sufren unas
pocas divisiones mitdticas y generan un gametofito haploide multi-
celular pequedio. EI gametofito masculino de las plantas con semilla
-esconocido como grano de polen. La Figura 3-22 muestra coma en
las plantas con flor, las células del gametofito actian en la fecunda-
¢idn como Gvulo o célula espermatica. La Figura 3-23 muestra
i esquema general del ciclo con allernancia de generaciones.

En musgos y helechos, las eélulas espermidticas, que som muy
~moviles, deben desplazarse de un gametofito a orro. sobre una
pelicula de agua, para efectuar la fecundacion. Veamos un posi-
ble cruzamiento a realizar con un musgo. El caracter a cstudiar
puede manifestarse en el gametofito o en el esporofito. Suponga

—> Esporofito
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Esporofito €
adulto 2n adulto 2n
| |
Meiosis Meiosis
f \
/./\\ ../.t\‘
e A A 7 n
Esporas | |
sexuales | Muchas Muchas | Esporas
-)-rnitosisj i—mitaa?s € sexuales
Gametofito Gametofita
adulto n aduito n
Mitosis Mitosis ‘
Muchas l l Muchas
mitosis Gametos n Gametos n mitosis

4 | [ A
v v |
Cigota 2n Cigoto2n ———————

Figura 3-23.  Aliernancia de las fases diplowle ¥ haploide en ¢l ciclo
de vida de lus plantas,

que tenemos un gen cuyos alelos afectan a las <hojas» del game-
tofito, siendo v un alelo que produce hojas de borde ondulado v
w' un alelo que produce hojas de borde liso. Suponga también
que otro gen distinto afecta al color del esporotito, siendo 7 res-
ponsable del color rajo v #* de la coloracion marrén normal.
Feeundamos un gametofito de hojas lisas (poriador, sin manifes-
tarlo, del alelo ) con gametos masculinos de un gametofito de
hojus de borde ondulado y portador de #* (Fig. 3-24). Por tanto.
¢l eruzamiento es w™rx o

Sobre el propio gametofito, se desarrolla un esporofito diploi-
de de genotipo w /w1 7/ que resulta ser de color marrén (ya
que el rajo es recesivo), Las células de este esporofito actian
como meiacitos. v se producen esporas sexuales (productos de la
meiosis) en lus siguientes proporciones:

25% wt ot

Esporofita marrén (2n)
wiw e
!

Transferencia
de gametos
masculinos en una
pelicula de agua

Meiosis

Localizacion de los )
gametos femeninos

Esporas sexuales

- Gametofitos
{ .—'—"'"_F‘. (ﬂ} HH_“';-‘

S

Gametofito (n con Gametofito (n) con
«hojas» lisas «hojasy arrugadas
woor S

Nuevos gametofitos

Figura 3-24.  Esquema de a berencia mendelinng en un crazamicento
hipotetico en un musgo. Las alrernativas v’ o w se manifiestan solo on la fase de
gametalito haplowde. mientrus que + o r se manifiestan soka en Ja fuse de
esporifilo diploide,
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Solo podremos observar el cardcter de la hoja en estos gametofi-
tos. Para averiguar qué individuos son #* y cudles r, deberdn
realizarse los cruzamientos adecuados entre ellos.

De nuevo, las leyes de Mendel describen fielmente un fend-
meno hereditario. Se trata, simplemente, de no perder de vista el
grado de ploidia de cada fase del ciclo de vida y observar la
aparicion de proporciones mendelianas sencillas.

Las leyes mendelianas son aplicables a los productos de la
meiosis de cualquier organismo, siendo su formulacién

general la siguiente:

1. En la meiosis, los alelos de un gen se distribuyen

igualitariamente entre los productos haploides

Formacion de crométidas

Replicacion del DMA

Diploide homocigotico b'/b”

bt G
b e — | G ] / PN NSNS NS NSNS NSN
C - - — - - L | RN AN \
ps J C G
b LINS NP NSNS NS NT NS N
G
b s SINL NSNS NSNS NSNS
T i TN ;
C s =" e — SINLPNILTNPNL TN INTN
" — C C
b b |—y—' PNSND NSNS NSNS NS N,
Diploide homocigotica b'/b
b G
e < L l_lG SL NP NSNS NSNS NSNS N,
| — — — ,k — Sl W N NV NV V7 V7 VN
e r C {
b FLNL NS NSNS NSNS N
C
A
bt " SIS NS NSNS NN NN
S
. — e ] c - || memaarsersersersers.
= =it o i
b b Lt i} SPNL NSNS NSNS NSNS N
b T
Diploide homocigotico /b
b A
b b —a 1 / ITNPNLNT NSNS NSNS
C ess = E—-——-—w——-f: TPMPNEIPNPNLPNLT TN, \
bose) i A
b FLNS NS NSNS NSNS NS
A
b I /, LSNP NL NS NSNS NSNS
———— . ( — 3
C -~ = ¢ - Y Y Y NV Y VAV N \
b e - T ;
b | ES | SINS NSNS NSNS NSNS
5 T
Haploide b g
G
b e E— g | S NS NSNS NSNS NSNS
¢ e — - | omememainsenasrsaracna 3
{ o c -
b LINS NSNS NP NS NSNS
C
Haploide b
b A
b . o b r_A—l / PSP NS NSNS NSNS NN
4 o o 2 —— PSP PPN PN S
o T b
b LIS NSNS NSNS NS NTN

T

Flg ura 3-25. Relacidn entre la formacion de cromatidas y la rephicacidn subyacente del DNA, Se representan tres células diploides y dos células haploides
de genotipos diferentes. Bl alelo silvestre se denomina &' v su alelo mutante f. El alelo mutante b se ha formado por sustitucidn de un par de bases G C del tipo silveste

por un par de bases AT en el alelo mutante.




es moleculares de la mitosis y la meiosis

que, a nivel genético. un cromosoma es una sola molé-
NA. La célula y la divisidn celular son posibles gracias
licacion del DNA. que tiene lugar durante la fase S previa
sion. Dicha replicacion genera dos cromédtidas herma-

n una célula diploide a*/a

Replicacion
premitdtica

en una célula diploide a*/a

Replicacion
premeidtica

Figura 3-26.
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nas. La Figura 3-25 muestra la formacién de las cromdtidas a
nivel del DNA. Los acontecimientos de mitosis y meiosis pue-
den representarse, a nivel del DNA, como muestra la Figura 3-26
para un individuo diploide heterocigotico.

La adhesion y el apareamiento de los cromosomas son tam-
bién propiedades moleculares claves. Tanto en la mitosis como

Segregacion de las cromatidas

2n
NSNS
NN
2n
Segregacion de ot
las croméatidas
n

Representacion simplificada de ln mitosis v o meiosis al nivel del DNA, En ambos casos.
se parte de una célula diploide de genotipo a'fa.
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Figura 3-27. Complejo sinaptonémico. (2) En Hyalephora cecropia,

un gusanoe de seda, el ndmern cromosomico normal de los machos es 62,
produciéndose 21 complejos sinaptonémicos. Uno de los cromosomas (centra) del
individuo que se muestra aqui, estd representado tres veces, Este tipo

de cromosomi se denomina trivalende, Bl DNA ¢std organizado en lazos
regulares alrededor del complejo sinaptonémico. La estructura densa y negra gs el
nucléalo. (b Complejo sinaptonémico normal de Liliwm tvromum, Observe

(a la derechia) 1os dos elementos laterales del complejo sindptonémico

y observe tambien (a lu izquierda) un cromosoma no apareado. mostrando

el micleo central correspondiente a uno de los elementos laterales (Por cortesia de
Peter Moens. )

en la meiosis, las cromdridas hermanas se mantienen unidas a lo
largo de su longitud hasta que se separan en la anafase de la
mitosis o en la anafase [1 de la meiosis. La adhesion de las
cromdtidas hermanas se debe a unas protefnas adhesivas espe-
ciales. El emparejamiento de los cromosomas homdlogos en la
meiosis se consigue gracias a unos ensamblajes moleculares de-
nominados complejos sinaptonémicos. que se sittian a lo largo
de y entre los cromosomas homélogos apareados (Fig. 3-27).
Aunque la existencia de los complejos sinaptonémicos se cono-
ce desde hace tiempo. el funcionamiento exacto de estas estrue-
turas todavia se estad estudiando.

Las fibras del huso acromdtico son las que proporcionan la
fuerza motriz de la mitosis y la meiosis (Fig. 3-28). Durante la
divisién nuclear. se forman las fibras del huso de manera que
eéste queda paralelo al eje de la célula y conecta ambos polos.
Las fibras del huso estin constituidas por polimeros de una pro-
tefna llamada tubulina. El centrdmero del cromosoma es una se-
cuencia especifica de DNA que es esencial para el movimiento
de las cromdtidas durante la division celular. Cada centrémero
actia como un sitio de unidn para un complejo multiproteico

(b}

Figura 3-28.  Muarcado fluorescente del huso acromatico (en verde)
v de los cromosomas (en azul) durante Ja mitosis; (a) antes de que las cromatidas
se separen: (b) durante la separacion de Jas cromdtidas, (De 1. C. Waters.
R W. Cole vy C. L. Rieder, L. Cefl Bind, 122, 1993 361, Coresia de C. L. Rieder.)
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CUADRO 3-1. Numero de pares de cromosomas de diferentes especies de plantas y animales |
Numero de Numero de
Nombre pares de Nombre pares de
comun Especie cromosomas comun Especie cromosomas
Mosguito Culex pipiens 3 Trigo Triticum aestivim 21
Mosca doméstica Musea domestica 6 Hombre Homo sapiens 23
Cebholla de jardinerfa Allium cepa 8 Patata Solanum tuberosum 24
Sapo Bufo americanus 11 Vaca Bos laurus 30
Arroz Oryza sativa 12 Burro Equus astius 31
Rana Rana pipiens 13 Caballo Equus caballus 32
Caimdn Alligator mississipiensis 16 Perro Canis familiciris 39
Gato Felis domesticus 19 Pollo Gallus domesticus 39
Ratdn doméstico Mus musculus 20 Carpa Cyprinus carpio 52
Mono rhesus 21

CUADRO 3-2. Cromosomas humanos

Representacién Longitud indice
Grupo Numero esguematica relativa® centromerico”
Cromosomas grandes
A 1 @ 8.4 48 (M)
2 & 3.0 39
3 L 6.8 47 (M)
B 4 @ 6.3 29
5 & 6.1 28
Cromosomas medios
(& 6 ® 59 39
7 @ 5.4 39
8 ® 49 34
9 o 4.8 35
10 ® 46 24
1 ® 4.6 40
12 ® 47 30
D 13 e W 37 17 (A)
14 T 36 19 (A)
15 D 3.5 20 (A)
Cromosomas pequefios
E 16 S 34 41
17 G O 33 34
8 e 29 31
F 19 T 27 47 (M)
20 P 26 45 (M)
G 21 TRy e 19 3l
2 ST g 20 30
Cromosomas sexuales
X . 3.1 (grupo ©) 40)
i 2.2 (grupo () 27 (A)

* Porcentaje respecto a la longitud total conjunta de una dotacion haploide de 22 awtosomas.

T Porcentaje que ocupd el brazo corto respecto a la longitad total del cromosoma: Las cuatro cromosomas mds metacéntiicos estdn schalados con una (M): los cuateo

s ACTOCETHIICOS, COn M (A).




[a) Telocéntrico {b) Acrocéntrico (e} Metacentrico

?ngra 3-30. Clasificacion de los cromosomas segin la posicidn del
“gEnfomern. Ln cromosoma teloceéntrico tiene su centromero en el extremo:
eindo el cromosoma se desplaza hacia un polo de la célula. durante

: dnafase de la division celular, tiene el aspecte de un pequeno baston, Un
.’E'n'lrlnsnma acrocéntrico liene su centromiero entre el extremo v el centro del
Cgomosoma: durante el desplazamiento de la anafase, ¢l cromosoma tiene
fomia de J. Un cromosoma metacéntrico tiens su centrémero en el

Lo y duranie la anafise tiene forma de V,

sirve para clasificarlos en distintos grupos. De modo que pueden
Jidentificarse anomalias en, por indicar un ejemplo, «uno de los
‘somosomas del grupo de tamaiio A».

Centromeros

(Bl centromero es la regién del eromosoma a la que se unen las
fibras del huso. La region centromérica se observa normalmente
“tomo un estrechamiento y su posicion define la relacion entre
las longitudes de los dos brazos cromosémicos. Esta relacion es
A caracteristica muy util para la identificacion de los cromoso-
s (Cuadro 3-2). Segtin las posiciones de sus centrémeros, los
cromosomas se clasifican en telocéntricos (con el centromero
£ un extremo), acrocéntricos (cerca del extremo) o metacén-
ricos (en el centro).
La posicion del centrdmero no solo determina la relacion de
ongitud entre los brazos, sino también la forma de los cromoso-
mas cuando migran a los polos opuestos en la anafase. En este
‘periodo. los cromosomas pueden tener formas distintas. desde
\n bastoncillo hasta forma de J o de V (Fig. 3-30). En ciertos
Corganismos, como en los lepiddpteros. los centrémeros son «di-
057, debido a que las fibras del huso se unen a lo Targo de todo
el cromosoma.

‘Posicion de los organizadores nucleolares

Los nucléolos son estructuras esféricas que contienen RNA ri-
bosémico, un componente importante de los ribosomas. Los dis-
intos organismos difieren con respecto a los nucléolos. que va-
rian en nimero desde sélo uno hasta muchos por dotacion
- cromosomica. Las células diploides de muchas especies solo tie-
nen un par de nucléolos. Estos estdn asociados a estrechamientos
de los cromosomas denominados organizadores nucleolares
C(Fig. 3-31), que se encuentran en posiciones muy especiticas
‘deniro de la dotacién cromosémica. Los organizadores nucleola-
8 contienen los genes que determinan los RNA ribosémicos,
' posiciones de los nucléolos, al igual que las posiciones de
Ibs centromeros, son marcadores muy ttiles para el andlisis cito-

- zenético.
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Figura 3-31. & sadiecio vy =l oremizator muckestsr del hongo haploide
Neurospora. {Namboon Ragn. )

Distribucion de ios cromomeros

Los cromémeres son engrosamientos iocalizados  Io largo del
cromosoma, parecidos a as coentas de oollar, gue se observan
durante la profase de ia milosis v ia meiosis. 1as posiciones de
los cromimeros nenden 2 ser fijas en los cromosomas homGic-
205, Aunque los cromomeros son muy buenos marcadores, si
naturaleza molecular es desconocida.

Patrones de heterocromatina

Cuando los cromosomas se tratan con compuestos quimicos que
reaccionan con el DNA. como el reactivo de Feulgen, se ponen de
manifiesto regiones de distinta intensidad de tincion. Las regiones
que se tifien muy intensamente se conocen como heterocromati-
na y las regiones que se tifien menos se llaman eucromatina. Esta
distincion refleja el grado de compactacion o enrollamiento del
DNA en el cromosoma. La heterocromatina puede ser constitutiva
o facultativa. La heterocromating constitutiva es una caracteristi-
ca permanente de un sitio especifico del cromosoma y. en este
sentido, es una propiedad hereditaria. La Figura 5-15 muestra al-
gunos ¢lemplos significativos de heterocromatina constifutiva en
el tomate. Como su nombre indica. la heterocromatina facultativa
aparece a veces, ue no siempre, en una posicion cromosémica
determinada. Los patrones de heterocromalina v eucromatina de
los cromosomas constituyen buenos marcadores citogenéticos,

Patron de bandas

Ciertos métodos especiales de tincién cromosomica han puesto
de manifiesto la existencia de series intrincadas de bandas (rayas
transversales) en una amplia gama de organismos. Las posicio-
nes y tamanos de las bandas son muy especificas de cada cromo-
soma. Uno de los patrones de bandas basicos es el producido por
el reactivo Giemsa, un colorante que tifie el DNA ras la diges-
tién proteolitica suave de los cromosomas. Dicho reactivo gene-
ra un patron de regiones tefiidas débilmente (bandas G claras) y
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Figura 3-32.

32

regiones tenidas intensamente (bandas G oscuras). La Figura 3-
muestra un cjemplo de los patrones de bandas G en los cromoso-
mas humanos. Estos patrones de bandas son constantes dentro
de cada especie. En la dotacion completa de 23 cromosomas
humanos. existen aproximadamente 830 bandas G oscuras visi-
bles en la metalase mitética. Estas bandas resultaron muy dtiles
para subdividir las distintas regiones de los cromosomas, de modo
que a cada una de ellas se le ha asignado un nimero especifico.

Se pensuba que la diferencia entre las bandas claras v oscuras
estaba relucionada con las diferentes proporciones de bases: las
bandas G claras serfan relativamente ricas en pares GC y las ban-
das G oscuras en pares AT. Sin embargo. en la actualidad se pien-
sa que la diferencia en la proporcion de bases es demasiado pe-
quefia para dar cuenta de los distintos patrones de bandas. Parece
que ¢l factor crucial es la densidad de empaquetamicnto de la
cromatina: las regiones G oscuras se encuentran mis densamente
empaquetadas. con enrollamientos mds estrechos, que dan lugar a
una mayor densidad de DNA para la incorporacion del colorante.

Ademis. se han establecido algunas otras conclusiones. Por
cjemplo, estudios con desoxinucledtidos marcados han demos-
trado que las bandas G claras corresponden a zonas de replica-
cion temprana. Mas aiin, si se emplea RNA mensajero polisémi-
co (poli-ribosémico. que corresponde a los genes gue se estidn
transcribiendo activamente) para marcar los cromosomas in sifu,
la mayor parte de la marca se incorpora en las regiones G claras,
lo cual sugiere que estas regiones contienen la mayoria de los
genes activos. De este andlisis, se concluvd que la densidad de
genes dctivos es mayor en las bandas G claras,

Nuestra vision de las bandas cromosomicas se basa sobre todo
en como se tifen los cromosomas durante la metafase mitética.
Sin embargo, los dominios revelados por las bandas metafdsicas
deben estar presentes también durante la interfase, en las mismas
posiciones relativas. formen bandas o no,

Cromosomas de un hombre witldos con Giemsa para mostrar las handas

Un sistema especial de bandas que los citogenetistas han utili-
zado durante muchos afios ¢s caracteristico de los denominados
cromosomas politénicos de ciertos drganos de insectos diple-
ros. Los cromosomas politénicos se desarrollan de la siguiente
mancra. En tejidos sceretores. como los tubos de Malpighi, rec-
to, intestino, almohadillas de las patas y glindulas salivales de
dipteros. los cromosomas replican muchas veces su DNA sin
que Cste se separe en diferentes cromdtidas. A medida que ¢l
cromosoma aumenta su nimero de réplicas, se alarga v se engro-
sid. Este manojo de réplicas da lugar al cromosoma politénico.
Tomemos como ejemplo a Drosophila. EI ndmero 2n de este
insecto es ocho, pero las células de los organos especiales sélo
contienen cualro cromosomas politénicos. Hay cuatro cromoso-
mas, y no ocho, porque durante este proceso especial de replica-
¢ion, los miembros de cada par homélogo se unen de forma ines-
perada. Ademds. los cvatro cromosomas politénicos quedan
unidos a una estructura denominada cromocentro, que es una fu-
sion de las regiones heterocromatinicas localizadas alrededor de
los centrdmeros de los cuatro pares de cromosomas. El cromocen-
tro de los cromosomas de las glindulas salivales de Drosophila
se muestra en la Figura 3-33, donde las letras L y R se refieren a
los brazos derecho e izquierdo, asignados de forma arbitraria.

Ao largo de un cromosoma politénico se observan bandas
transversales. Estas bandas son mucho mds numerosas que lus
bandas Q. G 0 R, observindose por centenares en cada cromoso-
ma. Las bandas varfan en anchura y morfologia. de modo que el
patron con el gue aparecen en cada cromosoma es Gnico v carac-
teristico. Ademds, hay regiones que 4 veces aparecen hinchadas
(puffs o engrosamientos cromosémicos) v a veces muy disten-
didas (anillos de Balbiani). Estas regiones corresponden a zo-
nas de sintesis de RNA. Estudios maoleculares recientes han de-
mostrado que en cualquier regidn cromosdmica de Drosophila
hay mds genes que bandas politénicas vy, por tanto. las bandas
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Figura 3-34.  Los marcadores que caracierizan a los cromosemas del maiz,

no se corresponden con genes. De modo similar, no estd claro el
significado del patrén de bandas de los cromosomas de animales
vertebrados. No obstante, como se ha mencionado anteriormente.
se piensa que las bandas cromosdmicas estin relacionadas con
diferencias en el grado de condensacion del DNA y que la mayo-
ria de los genes activos residen en las regiones de bandas claras.

Mediante Ta utilizacion conjunia de los marcadores cromosa-
micos disponibles, los citogenetistas pueden distinguir los cro-
mosomas individuales de muchas especies. Como ejemplo. la
Figura 3-34 muesira un mapa de los marcadores eromosomicos
del genoma de maiz. Observe como éstos permiten distinguir
con el microscopio cada uno de los 10 cromosomas.

ERNGERRIGE - avmvveonhons Sxatmmmne b er sttt s

Propiedades como la longitud, la relacion de tamafio entre
los brazos, la heterocromatina, el nimero y la posicion de
los engrosamientos, el nimero y la localizacién de los

s 2 sl it ket

Flg ura 3-33.  Los cromosomas politénicos
forman un cromocentro en una glindula salival de
Drasophila. (a) Cromosomas en metatase mitdtica, con
los brazos representados por distintos sombreados,

(b} La heterocromatina se condensa para formar

¢l cromocentro. (o} Fologralia de cromosomas
politénicos. (Tom Kaufman.)






Si cada cromosoma contuviera mds de una molécula de
se esperaria que el nimero de bandas fuera mayor que el
0 de cromosomas. Esta técnica de separacion no puede
I[SS con Ol'gill'liSmOS Cuyos Cromosomas son muy grandes
hombre y Drosophila) porque las moléculas de DNA
demasiado largas para moverse a través del gel, pero,
do, todas las pruebas apuntan al principio general de que
mosoma contiene una tnica molécula de DNA.

n de las histonas en el empaguetamiento
NA

isto que. siendo la longitud de una molécula de DNA
ico mayor que la longitud del propio cromosoma,
tir un sistema eficaz de empaquetamiento. ; Cudles son
ismos exactos que permiten empaguetar ¢l DNA ¢n
omas? ;Como se convierte la larguisima cinta de DNA

Estructura tridimensional de los cromosomas 4‘9

(b)

Figura 3-37. Micrografias electronicas
reatizadas por Fritz Thomas v Theo Koller
donde se demuestra la condensacion de

la cromatina con concentraciones

crecientes de sales. Con concentraciones
muy bajas de sal, como en (a), lu cromatina
ferma una fibra relajada de unos 10 nm

de espesor; los nucleosomas se encuentran
unidos por tramos cortos de DINAL

A uny tuerza idnica cercana a la de las
condiciones fisioldgicas, como en (d), la
cromating forma una fibra mas griesa. de unos
30 nm de espesor. El origen de este
solenoide puede deducirse mediante el
examen de la cromating con fuerzas idnicas
crecientes intermedias, como en (h) v (c).
Esta estructura se produce por un
enrollamiente compacto del filamento
nueleosémico. La cromatina se observa aqui
(d} aumentada 80 000 veces.

en el bastoneillo relativamente grueso y denso que es el cromo-
soma? La mezcla completa de materiales de los que se compo-
nen los cromosomas recibe el nombre general de cromatina. Se
trata de DNA y proteinas. Si se extrae la cromatina y se somete a
diferentes concentraciones de sal, se observan al microscopio
electronico diferentes grados de compuctacion o condensacian
(Fig. 3-37). A baja concentracién salina, se observa una estruc-
tura de unos 10 nm de didmetro que se asemeja a un collar de
perlas. EI hilo que une las cuentas del collar puede digerirse con
la enzima DNasa, de lo que podemos inferir que el hilo estd
formado por DNA. Las cuentas del collar se denominan nucleo-
somas, (ue consisten en complejos de DNA y unas proteinas
cromosomicas especiales que reciben el nombre de histonas. La
estructura de Jas histonas estd notablemente conservada en el
amplio abanico de los organismos eucarioticos v los nucleoso-
mas siempre estan formados por un octimero compuesto por dos
unidades de cada una de las histonas H2A. H2B, H3 y H4. El
DNA da dos vueltas alrededor de cada octdmero, como se apre-
cia en la Figura 3-38a. Cuando se aumenta la concentracion de
sal, el collar de nucleosomas asume gradualmente una forma
enrollada denominada solenoide (Fig. 3-385). El solenoide que
aparece it vitro tiene un didmetro de 30 nm y corresponde. proba-
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(a) Figura 3-38. (a) Modelo de un nucleosoma

que muestra al DINA enrollado dos veces alrededor de un
octamero de histonas. (b) Dos vistas de un modelo del
solenoide de 30 nm con los octdmeros de histonas
representados como discos de color morado. (lzqurerda)
Vista luteral parcialmente desenrollada, (Derecha)

Vista desde un extremo. Se muesira a la hastona

adicional HI rodeando a la parte central de la espiral.
donde probablemente actiia como estabilizador. Al ir
aumentando la concentracion de sales, los nuclecsomas se

cierran para formar el solenoide, con seis nuclensomas
por vuelta. (Parte a. Alan Wolfte y Van Moudrianakis.
Parte b, de H. Lodish, I, Baltimore, A. Berk,

5. L. Zipursky, P. Matsudaira v J. Darnell, Molecular
Cell Bigdogy, 37 ed, Copyright [© 1995, Scientific
American Books.)

(b)

Nucleo octamérico de histanas

30 nm

Histona H1 i

DA

7

L.
Histana H1

et

MNucleosoma

blemente, a las estructuras en forma de espagueli que aparecen in
vive y que se mostraron en la Figura 3-35. El solenoide mantiene su
forma mediante otra histona, H1, que se dispone en el centro a lo
largo del gje de la estructura. como se muestra en la Figura 3-38b.

Vemos, pues. que para conseguir este primer nivel de empa-
quetamiento, el DNA se enrolla alrededor de las histonas, que
actian. de alguna forma, como bobinas de hilo. Un nuevo enrolla-
miento genera la conformacidn en solenoide. Sin embargo, se re-
quiere un grado adicional de compactacion para convertir a los so-
lenoides en la estructura tridimensional que llamamos cromosoma.

Enrollamientos de orden superior i

-

Muchos estudios citogenéticos indican claramente que los cro-
mosomas estan visiblemente enrollados; la Figura 3-39 muestra

Figura 3-39.  Dibujo que representa los cromosomas de un proloZzoo en

la profase meidtica ¥ que muestra los distintos grados de enrollamiento v
superenrollumicnto visibles con el microscopio Gptico. Se muestran dos
cromosomas grandes, uno en color amarillo y otra en naranja; la progresion es de (@)
a (d). (a} S¢ observa enrollamiento, aungue son aparentes las zonas duplicadas,

(b) La duplicacion estd bastante avanzada, (¢) Comienza el superenrallamiento.
() El superenrollamiento esta bastante avanzado. (De L. R, Cleveland,

«The Whole Life Cycle of Chromosomes and Their Coiling Systemss, Transactions
af the American Philosophical Socterv. 39, 1049, 1)




Figura 3-41.  Modclo de
laestruetura del cromosoma, A la
Jequierda se muestra un

enrollamiento compacto, e
representarfa la metalase: en cste
casn, [0 lazos estin muy

densamente empugquetados y

$ilo se observa su parte exterior. En
los extremos Tibres, los solenoides
se muestran desenrolludos.

pira dar una idea de la escaly
relativa. A la derecha se muestra una
gatruciura superenrollada mas
relajuda, comao se ohserva

g0 ki interfase.
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Figura 3-40. Micrografia electronica de un cromosomi en metafuse

e una eélula humana cultivada, Observe ¢l anmazon interno, a partir del cual Las
cadenas de DNA se extenden hacia fuera. No s¢ aprecian eatremos visibles

en la parte mas externa. Incluso a mayor aumento, se observa cliramente

que cada Tazo comicnzes y terming cerca de lu misma region del esqueleto, (De

W, K. Baumbach y K. W. Adolph. Cold Spring Harbor Svapositnt on Quanifiaie
Biedurgy, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N, Y., 1977

un buen ejemplo del niclea de un protozoo. Mientras que cl
didmetro de los solenoides es de 30 nm, el didmetro de estos
elementos enrollados es el mismo que el del cromosoma durante
la divisién celular, frecuentemente unos 700 nm. ;Qué produce
estos superenrollamientos? Una pista interesanie se obtiene al
observar cromosomas a los que hemos desprovisto de histonas
por métodos quimicos. Tras este tratamiento, los cromosomas
presentan un cuerpo central densamente tefiido, formado por
proteinas no histonicas y denominado armazén interno, como
se ve en la Figura 3-40 v en la micrografia electronica de la
portada de este capitulo. Proyectindose lateralmente a partir del
armazon, se observan los lazos de DNA. A mayor aumento, en
las micrografias electronicas queda claro que cada lazo de DNA
comienza y termina en el armazoén. Bl armazon interno esta
compuesto basicamente por la enzima topoisomerasa 11, que es
capay de pasar una cadena de DNA a través de otra que ha sido
previamente cortada, Evidentemente, el armazon interno organi-
za la compleja madeja de DNA durante la replicacion. evitando
los posibles problemas derivados del desenrallamiento de las ca-
denas de DNA en ese momento crucial. En cualquier caso, estd
bien establecido que existe un armazon en los cromosomas
eucarioticos y que parcee ser un elemento de organizacién fun-
damental de dichos cromosomas.

- DNA
", Nucleosomas

Esqueleto

Solenoide de 30 nm
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Figura 3-42.  Alsunos deminios de un lazo, cartogratiados en Brosophila.
Se muestran varias loch génicos ¥ las reeiones de union al armazon mlemo (SAR),

Volvamos ahora a la cuestion de camo se produce ¢l superen-
rollamiento del cromosoma. Las mejores pruebas sugieren que
los solenoides se organizan en lazos que emanan de la matriz
central del armazén que. a su vez, tiene forma de espiral. Una
idea general de esta estructura aparece en la Figura 3-41, que
ofrece una representacion de un cromosoma poco enrollado de
una célula en mterfase v de un cromosoma enrollado de forma
mds compacta durante Ta metatase. (Como se unen los lazos al
esqueleto? Parece que hay regiones especializadas del DNA de-
nominadas regiones de unién al armazén (SAR. del inglés
Scaffold Altachment Regions). Pruebas de ello son las siguien-
les. Sise trata la cromatina sin histonas con enzimas de restric-
cion. los lazos de DNA se liberan del esqueleto. pero ciertas regio-
nes especiales permanecen unidas al mismo. Estas regiones son
resistentes a la digestion con exonucleasas v se ha demostrado que
hay proteinas unidas a ellas, En el caso de Drosophila, cuando se
eliminan las proteinas mediante digestion con proteasas, se de-
muestra que las regiones de DNA que estaban unidas a dichas
proteinas contienen secuencias conocidas por ser especificas para
la unién de la topoisomerasa. Es probable, pues, que estas regio-
nes sean luas SAR que unen los lazos al armazon. Algunos lazos
coneretos de Drosophifa que han sido cartografiados aparecen en
la Figura 3-42. El tamanio de estos lazos varia entre 4.5 y 112 Kh,
Las SAR estin s6lo en zonas del DNA que no se transcriben.

COROLARIO ----+----

En los niveles progresivos de empaguetamiento

cromosomico,

1. El DNA se enrolla sohre los nucleosomas, que actian
como bobinas de hilo.

2. Laristra de nucleosomas se enrolla formando un
solenoide.

3. Elsolenoide forma lazos anclados a un esqueleto central.

4. El esqueleto umdna ios Iazos se dispone en un

soleno}de; ig:

Naturaleza de la heterocromatina
y la eucromatina

;Cudl es la base molecular de las regiones tenidas intensamente
Hamadas heterocronating v de las tefidas con menos intensidad
Namadas eucrometinag (Fig. 3-43)7 Experimentos de cartografia
cromosomica demuesiran que la mayorfa de los genes activos se
detectan mediante mutaciones siluadas en la eucromatina. La
eucromating se tifie con menos intensidad porque estid cmpagueta-
da de Torma mas relajada, y 1o idea general es que dste s el estado
miis compatible con la transeripeién v la actividad génica. En la

Figura 3-43.  Posiciones que ocupa Lo heterocromatina en Drosophila,

C representa los centrimerns y NO los oreganizadores nuclealares, Bl eromosomy
2 contiene uny constriceion cromosdmica secundaria, La heterocromatina
SErepresenta en 1ona mids oscuro (en dzul), (De A, Hilliker y €, B,

Sharp, Clromosome Stevecisere and Funetion: 1P Gustalson v Ro Appels.

eds. Flenum, 1988, pag, 91-95.)

mayoria de los organismos. la heterocromatina aparcce flan-
queando los centromeros. pero algunos ¢cromosomas completos,
como el cromosoma Y de Drasophila, son heterocromaticos.
Los estudios mds completos sobre genética de la heterocroma-
tina se han realizado en Drosophila. Algunos genes esenciales de
este organismo estan situados en la heterocromatina, aungue se
desconoce la funcion de la mayoria de dichos genes. La fraccidn
de heterocromatina de Drosophila en la cual se cartogralian genes
es solo /100 de la fraccion de eucromatina de Dirosophila que
se cartogralfa como genes. Por tanto, existen largos tramos de
DNA entre los genes funcionales, Observe que existe una clara
diferencia en la actividad génica de las dos clases de cromating,
Si pensamos en la arquitectura de [0s cromosomas, Lna pregun-
ta de interés es en qué difiere la heterocromatina de la eucromati-
na y. mds importante, cémo se mantiene esta diferencia. En primer
lugar, como hemos visto, la diferencia es ¢l grado de condensacidn,
No se sabe siesta diferencia es similar @ la que existe entre cromo-
somas interfisicos y metafdsicos (en otras palabras. una diferencia
en la intensidad del enrollamiento. como muestra la Fig. 3-41) 0
si existen otras diferencias estructurales, La cuestion de como se
mantiene esta dilerencia entre cucromating v heterocromating
también es dificil de contestar. De hecho, la respuesta no se co-
noce actualmente, pero estd sujeta a una intensa investigacion

La eucromatina contiene la mayoria de los genes activos.
La heterocromatina esta mas condensada y se tifie mas
intensamente.

P IR runnre

Organizacion de las secuencias

JComo estan dispuesios los genes sobre los cromosomas? ; Qué
proporeion del DNA cromosdmico total corresponde a genes ac-
tivos o potencialmente activos? ;Cudl es la naturaleza del DNA
gue se encuentra entre los penes? BEn este apartado respondere:
mos a alg

as preguntas. Como en la mayoria de los
aspectos de la investigacion, la situacton resultd ser mids comple-
Ja de lo esperado v reveld algunas sorpresas.
Algunos de los primeros resultados signilicativos vinieron de
estudios en los que muestras de DNA de nticleos eucarianicos se
calentaban, para separar lus dos cadenas de Ta hélice dohle. y s
dc'] than luego enfriar. Siempre gue se hace esto, v debido a los
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DMNA eucaridtico

Genes funcionales
de copia dnica

DNA de secusncia repetida

DNA separador

Secuencias funcionales
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Figura 3-44.

Clasificacion del DNA eucariatico

movimientos aleatorios de las moléculas en disolucion. las se-
cuencias complementarias, como aquellas que inicialmente esta-
han unidas por puentes de hidrdgeno en la hélice doble, acaban
encontrindose con el tiempo unas con otras. Este proceso se de-
nomina reasociacion. Sin embargo, la reasociacion del DNA en
estos estudios era sorprendentemente mis rdpida de lo que se
esperarfa para ¢l encuentro de las dos cadenas separadas del gen.
Para explicar la cinética de reasociacién habiu que postular la
existencia de una clase de DNA que estd presente en el genoma
en miltiples copias. Este DNA ha recibido el nombre de DNA
repetido. Los genes de copia tinica acaban por reasociarse, aun-
que se toman mas tiempo para hacerlo. Ahora sabemos que hay
varias clases de DNA repetido. Podemos clasificar ¢l DNA
eucaridtico como se muestra en la Figura 3-44. El tipo de DNA
al que hasta ahora hemos venido dedicando 1oda nuestra aten-
cion en este libro, los genes de copia tinica (Fig. 3-45), estdn
embebidos en un entramado variado de DNA repetidos.

Secuencias repetidas funcionales

Familias de genes dispersos. Varios tipos de protefnas estdn
cifradas en familias de genes homdlogos distribuidos por todo el
genoma, Tales familias pueden estar compuestas por s6lo unos
pocos genes o por muchos, como ilustran algunos ejemplos: ac-
tinas, de 5 a 30 genes; queratinas. mds de 20; cadena pesada de
la miosina. de 5 a 10; tubulinas. de 3 a 15; protefnas de la en-
vuelta del huevo en insectos, 50: globinas, hasta 5; regidn varia-

Figura 3-45,

sonda fluorescente especifica de un gen con una sala copia por detacian

Cromosomas sometidos o hibridacion in sit con una

cromosomica (eh gen de una proteina museular en este caso). Sdlo un locos
muestra puntos [uorescentes, correspondientes o la sonda anida al gen de la

proteima muscular, (De Peler Lichter ef al., Science 247, 1990, 64.)






3-48. Localizacicn por autorradiografia del DNA de ratdn de
seqeilli en los centromeros. Se afiadié una sonda radiactiva de DNA de
sencilla a los cromosomas, cuyo DNA habia sido desnaturalizado.

que todos los cromosomas de ratdn tienen el centromero

1. (De M. L. Pardue y G. 1. Gall. Science 168. 1970, 1356.)

que flanquean los centrémeros. Puede haber una o va-
es basicas, pero normalmente su longitud no es ma-
0 bases. En Drosophila melanogaster. por gjemplo., apa-
secuencia AATAACATAG repetida en tindem alrededor
los centromeros. lgualmente, en el conejillo de Indias,
13 corta CCCTAA se repite en tdndem a ambos lados
ntrémeros. En la Figura 3-48 se muestra un experimen-
‘ado in situ con DNA satélite de raton,

0 las repeticiones centroméricas son una muesira no re-
a del DNA gendmico. su contenido en G + C puede
cativamente distinto del resto del DNA. Esta es la ra-
que el DNA forme una banda separada en un gradiente de
e cesio. El DNA centromérico repetido carece de fun-
ostrada. tampoco sabemos qué relacidn tiene con la he-
ina 0 con los genes presentes en la misma. Algunos
mos contienen una cantidad asombrosa de este DNA: el
satélite centromérico de canguro, por ejemplo, constituye
2] 50 % de su DNA total.

Una clase especial de repeticiones en tdndem muestra
16 en el nimero de éstas entre diferentes loci y entre dis-
individuos de la misma especie. Este tipo de repeticiones
minan VNTR (del inglés, Variable Number of Tandem
‘nimero variable de repeticiones en tindem). Los loci
humanos estan formados por tramos de 1 a 5 Kb, consti-
run nimero variable de repeticiones de una unidad de
100 nucledtidos de larga. Si se dispone de una sonda
y se trata el DNA gendmico completo con una enzima
i6n que no cuenta con un punto de corte dentro de la
deVN'TR la técnica Southern permite poner de manifiesto
 mimero de bandas de tamafios distintos que se unen a la
Dada la variacion de un individuo a otro en el ndmero de
ciones en tindem. la serie de fragmentos que aparecen en
iografia del Southern resulta ser especifica de cada
En realidad. los patrones de distribucion de bandas se
1 como huella digital del DNA y son de uso corriente en
ina forense (Capitulo 14).

Organizacion de las secuencias 0

Otro tipo de DNA rependo disperso consiste en repeticiones de
dinucledtidos. Este tipo de DNA repetido se denomina DNA mi-
crosatélite. Aunque los microsatélites no se incluyen normalmente
en la clase VNTR, son en realidad regiones dispersas de DNA com-
puestas de un nimero variable de dinucledtidos repetidos en tin-
dem. Dado gue el nimero de repeticiones varia entre distintos indi-
viduos. este tipo de DNA ha sido muy 1itil para obtener una gran
coleceion de marcadores moleculares para cartografiar grandes ex-
tensiones del genoma humano. como veremos en el Capitulo 14.

Secuencias derivadas de transposiciones. Gran parie del geno-
ma eucaridtico estd compuesto por elementos repetidos que se
han propagado en el genoma haciendo copias de sf mismos y que
pueden trasladarse a otras posiciones. Dichos elementos reciben
¢l nombre genérico de elementos genéticos transponibles y se des-
criben en detalle en el Capitulo 20. Los que se trasladan en forma
de DNA se denominan transposones. El material genético de mu-
chos organismos contiene multiples copius de estos elementos, 0 de
versiones truncadas de los mismos, dispersos por todo el genoma.
Otro tipo general de secuencias transponibles corresponde a
los retrotransposones (Fig. 3-49), secuencias que se han exten-
dido por todo el genoma mediante la accion de la transeriptasa
inversa. una enzima que fabrica una cadena de DNA a partir de
una de RNA. Una clase de esta categoria consiste en secuencias
repetidas cuya estructura estd relacionada con la de los retrovi-
rus. Se desplazan mediante la transcripeion inversa de sus trans-
critos de RNA en DNA, que entonces se inserta por todo el geno-
ma. Ejemplos de tales retrotransposones son los elementos copia
de Drosophila (secuencias de 5 kb presentes en unas 50 copias por
genoma) y los elementos Ty de levadura (secuencias de 6 kb. con
unas 30 copias completas por genoma). Los LINE (del inglés,
Long INterspersed Elements, elementos intercalados largos) de
mamiferos son retroelementos no viricos de 1 a 5 Kb que estdn
presentes en 20 000 a 40 000 copias por genoma humano.

1kb
| MEROTETN |
(a) MoMLY. i — - v
gag pol env
(h) Copia == - — 4
gag pol
d o
(c) Ty o — :
gag pol
ORF1 ORF2
(d) L1 AAA
pol?

Figura 349, Estuctura de cuato reiroelementos presentes en genomas
eucanicos: gag, pol y env son genes viricos; ORF1 y ORF2 son genes de funcidn
desconocida; AAA es la cola de poli(A) (presente en los mRNA): los wifngulos
indican repeticiones directas. (a) Un retrovitus, el virus de la lencermia

murina Moloney. (b Un retrotransposon de Drosophila, Copia. (¢) Un retrotransposon
de levadura, Tyl. (d) Una secuencia LINE humana, L1. (De ). R. 8. Fincham,
Generic Analvsis: Principles, Scope and Objectives. Blackwell, 1994.)









[ RANSFERENCIA
GENICA
EN BACTERIAS
Y SUS VIRUS

1s bacterianas en un medio de tincién.

las Lac™ son blancas. Las colonias Lac' se tifien de rojo.

1. Miller. )

D T T T T T

Ideas fundamentales

El factor de fertilidad (F) permite la transferencia de DNA de
una célula bacteriana a otra mediante el proceso de conjugacién.

El factor F puede hallarse libre en el citoplasma o integrado en el
cromosoma bacteriano.

Si F se integra en el cromosoma, pueden transferirse marcadores
cromosémicos durante la conjugacion.

Los bacteriGfagos también pueden transferir DNA de una célula
bacteriana a otra.

El proceso de transduccion generalizada consiste en la
incorporacion aleatoria de fragmentos cromosémicos en la
capside de ciertos fagos bacterianos y su transferencia a otras
células mediante infeccidn.

Durante la transduccién especializada, se produce la
incorporacién accidental en el genoma del fago de genes
especificos de la bacteria cercanos a su sitio de integracién y su
transferencia a otras células por infeccion.

Los diferentes métodos de transferencia génica existentes en
bacterias permiten a los genetistas elaborar mapas detallados de
los genes bacterianos.
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asta ahora, nos hemos ocupado casi exclusivamente de

los genes empaquetados en cromosomas localizados

en el interior del niicleo de organismos eucaridticos. Sin
embargo, gran parte de la historia de la Genética y del analisis
genético actual (en particular, la Genética molecular) esté relacio-
nada con organismos procaridticos, que no presentan un nicleo
diferenciado, y con los virus. Aunque los virus comparten con los
organismos vivos algunas de sus propicdades caracteristicas, mu-
chos bidlogos consideran a los virus entidades diferentes que en
ciertos sentidos no se parecen a los seres vivos. No son células: no
pueden crecer o multiplicarse por si mismos. Para reproducirse,
han de parasitar a células vivas y utilizar su macquinaria metaboli-
ca. No obstante. los virus tienen propiedades hereditarias que pue-
den someterse a andlisis genético. El analisis genético de las bac-
terias y sus virus ha constituido una fuente de descubrimientos
que han sido esenciales para comprender la naturaleza y la estruc-
tura del material genético, del codigo genético y de la mutacion.

Los procariotas son las bacterias y las algas verdeazuladas,
ahora clasificadas como cianobacterias. Los virus que parasitan
a las bacterias se denominan bacteriéfagos o, simplemente, fa-
gos. Los trabajos pioneros realizados con bacteriéfagos han
aportado mucha de la informacion actual sobre virus causantes
de tumores y otros virus de animales y plantas,

En comparacidn con los eucariotas, los organismos procarioti-
cos v 1os virus presentan cromosomas muy sencillos que no estin
localizados en un compartimiento delineado por la membrana nu-
clear. Debido a que son monoploides, estos cromosomas no sufren
meiosis; aunque pasan por etapas andlogas a la meiosis. El enfoque
del andlisis genético de la recombinacidn en estos organismos es
sorprendentemente similar a la utilizada en eucariotas.

Como trataremos en detalle en este capitulo, existen varios
mecanismos diferentes que permiten a las bacterias recombinar,
En el primer proceso que estudiaremos, la conjugacion, una cé-
lula bacteriana transfiere fragmentos de DNA a otra mediante
contacto directo entre las células. Asimismo, una célula bacte-
riana puede tomar un fragmento de DNA del medio ambiente e
incorporarlo a su propio cromosoma, proceso denominado
transformacion. Ademds, ciertos virus bacterianos toman oca-
sionalmente un fragmento de DNA de una bacteria y lo inyectan
en otra, que puede incorporarlo en su cromosoma, mediante un
proceso conocido como transduccién.

Aspectos practicos del trabajo
con Microorganismos

Las bacterias pueden cultivarse en medio liquido o en una super-
ficie solida, como el gel de agar, siempre que el medio contenga
los ingredientes nutritivos basicos. En un medio liguido, las bac-
terias se dividen por fisién binaria: se multiplican geométrica-
mente hasta que 1os nutrientes se agotan en el medio o hasta que
se acumulan productos residuales toxicos que detienen el creci-
miento de la poblacidn, Con una pipeta, se puede inocular una
pequefia cantidad de cultivo liguido en crecimiento en una placa
de Petri que contenga medio con agar, y extenderla sobre la su-
perficie con un asa de siembra estéril. Este proceso se conoce
como siembra en placa (Fig. 7-1). Cada célula se divide enton-

Suspension de

) ; Siembra por extensitn
S5 células bacterianas

de la suspansian celular
sobre una placa de Patri

can gel de agar
Incubacion

Calonias visibles
{cada una es un clon
de la célula individual
correspondiente)

Placa de Petri  Células individuales
con gel de agar (no observables
a simple vistal

Figura 7-1.  Métodos para el cullivo de bacterias en el laboratorio.
Unas pocis células baclerianas que han estado creciendo en un medio liquido cor
nutrientes se¢ exticnden sobre un medio con agar gue contiene también los
nutrientes necesarios. Cade una de estas células originales se divide
repetidamente por fisidn binaria, dando lugar a una colonia. Todas las células
de una colonia, procedentes de una misma célula, tendran el mismo genotipo

¥ fenotipo.

ces por fisién binaria. Debido a que las células estin inmoviliz.-
das en el agar, todas las células hijas permanecen juntas en u
grupo. Cuando esta masa celular alcanza mas de 107 células, sc
hace visible a simple vista como una colonia. Si la muestra sem-
brada inicialmente contiene muy pocas células, cada colonia in-
dividual de la placa procederd de una Gnica célula original. Lo:
miembros de una colonia que derivan de un solo antepasado ge-
nético comiin constituyen un clon.

Las bacterias silvestres son prototrofas: pueden formar cole
nias en medio minimo (un sustrato gue sélo contiene sales ino-
ginicas, una fuente de carbono y energia, y agua). Los clone

Simbolo Caracter o fenotipo asociado al simbolo

bio™ Requiere suplemento de biotina en el medio minimo.
arg” Requiere suplemento de arginina en el medio minimaf.
et Requiere suplemento de metionina en ¢l medio mlmmq
lac Incapaz de utilizar lactosa como fuente de carbono.
gal” Incapaz de utilizar galactosa como fuente de carbono,
str’ Resistente al antibidtico estreptomicina. b

Sensible al antibiGtico estreptomicina.




mutantes se identifican porque son auxdétrofoes: no crecerdn a
menos que el medio contenga uno o mds nutrientes especificos
(por ejemplo: adenina, o treonina y biotina). Ademds, las estir-
pes silvestres son sensibles a ciertos inhibidores del crecimiento,
como la estreptomicina, mientras que los mutantes resistentes
forman colonias aunque esté presente el inhibidor. Estas propie-
dades permiten a los genetistas distinguir diferentes fenotipos
entre las colonias sembradas.

Fara muchos caracteres, el fenotipo de un clon se determina
ficilmente mediante reconocimiento visual o pruebas quimicas
sencillas. El fenotipo de una colonia se corresponde entonces
con el de la célula original que dio lugar al clon, determindndose
asi las frecuencias de los diferentes fenotipos en la muestra sem-
brada. El Cuadro 7-1 incluye algunos fenotipos bacterianos y sus
simbolos genéticos.

Conjugacién bacteriana
[

En este apartado y en los siguientes se describe el descubrimien-
to de la transferencia de genes entre bacterias, y se explican los

met” bio thrt leu™ thi*

Figura 7-2. Demostracion de Lederberg v Tatum de la

i
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diferentes tipos de transferencia v su empleo en la Genética bac-
teriana. En primer lugar consideraremos la conjugacién, que re-
quiere un contacto directo entre las células. La conjugacion fue el
primer método de transferencia génica estudiado en detalle.

El descubrimiento de la conjugacién

i Poseen las bacterias alglin proceso similar a la reproduccién
sexval y la recombinacion? Esta pregunta fue respondida en
1946, gracias al sencillo y elegante trabajo experimental de Jos-
hua Lederberg y Edward Tatum, quienes estudiaban dos estirpes
de Escherichia coli con requerimientos nutritivos distintos. La
estirpe A crecia en medio minimo s610 si s¢ afadia metionina v
biotina: la estirpe B crecfa en medio minimo sélo si se afadia
treoning, leucina y tiamina. Asi que la estirpe A puede represen-
tarse como mei” bio” thr™ leu” thi” v la estirpe B como mer* bio*
thr™ lew” thi”. La Figura 7-2a explica de forma simplificada la
idea del experimento. En este caso, las estirpes A y B se mezclan,
y algunos de los descendientes se muestran ahora silvestres, pues
han recuperado la capacidad de crecer sin la adicién de suple-
mentos. La Figura 7-2b ilustra el experimento con més detalle.

P/

v
Se mezclan {)L

Algunos
descendientes

(a)

A B
Mezcla

met* bio* thr leu~thi~

) §
Se lavan las células Se lavan las células Se lavan las células
¢ 4
Se siembran ~10%células  Se siembran ~10%células  Se siembran ~10%células
Il i
W Y

recombinicion genética entre células bacterianas. Las células del tipo
Ao del npo B no pueden crecer en un medio minimo (MM) sin
suplementos, puesto que A ¥ B Tlevan mutaciones que provocan
mcapacidad de sintetizar los constituyentes necesarios para

el grecimiento celular. Sin embargo, si se mezclan las eflulas A con las
B durante unas horas y luego se siembran en una placa, aparceen
unias pocas colonias en la placa de agar. Cada una de estas

colanias deriva de una sola eélula en la cual ha habido un
inlercambio de material genélico; por tanto, son capaces de

sintetizar fodos los constituyentss necesarios del mewbolismo,

Mo crecen
colonias

Mo crecen
colonias

met” bio* thr* leu* thi*
Colonias prototrofas
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Lederberg y Tatum sembraron bacterias en placas que conte-
nian medio minimo sin suplementos. Algunas placas se sembra-
ron s6lo con bacterias de la estirpe A, otras s6lo con bacterias de
la estirpe B, y otras con una mezcla de bacterias de las estirpes A
y B que se habian incubado conjuntamente durante varias horas
en un medio liguido que contenia todos los suplementos, En las
placas donde se sembré solo la estirpe A o solo la estirpe B no
aparecieron colonias, demostrando que la restauracion de la pro-
totrofia (la capacidad de crecer en medio minimo sin suplemen-
tas) no se habia producido por mutaciones revertientes. Sin em-
bargo. en las placas que contenian la mezcla de las dos estirpes
aparecieron colonias con una frecuencia de 1 cada 10 000 000
de células sembradas (en notacion cientifica, 1 x 10°7). Esta ob-
servacion sugeria que habia ocurrido algin tipo de recombina-
cion entre los genomas de las dos estirpes que habia dado lugar a
individuos prototrofos.

Necesidad de contacto fisico entre las células

Podria pensarse que las células de dos estirpes no intercambian
en realidad genes, sino que liberan sustancias que las otras célu-
las pueden absorber y utilizar para crecer. Esta posibilidad de
«alimentacion cruzada» fue descartada por Bernard Davis. Cons-
truyé un tubo con forma de «U» en el cual los dos brazos de la U
estaban separados por un filtro de tamafio de poro pequefio. Los
poros del filtro eran demasiado pequefios para permitir el paso de
bacterias. pero suficientemente grandes para permitir el trasvase
de medic liguido y de las sustancias disueltas en él (Fig. 7-3).
Colocd la estirpe A en un brazo y la estirpe B en el otro. Después
de incubar las estirpes durante un tiempo, analizé el contenido

Tapon de
algodon s &) =— Presiin
poroso 5 0 suceion
1
Estirpe A Estirpe B
Filtro fino
Figura 7-3. Experimento que demuestra la necesidad de contacto

fisico entre las células bacterianas para que tenga lugar Ja recombinacion
genética. Una suspensidn de una estirpe bacteriana incapaz de sintetizar ciertos
nutrientes se coloca en une de Jos brazos del tubo con forma de U, Olra
estirpe incapaz genéticamente de sintetizar distintos metabolitos necesarios

se coloca en el otro braze. El Tiguido se wransiiere entre los brazos mediante la
aplicacion de presidn o succion, pero las oélulas no pasan a través del filiro
central. Tras varias horas de incubacion, se siembran las células, pero

no erecen colonias en el medio mimimo.

de cada brazo para averiguar si habfan aparecido células capaces
de crecer en el medio minimo y no encontré ninguna. En otras
palabras, el conracto fisico entre las dos estirpes era impreseindi-
ble para que se obtuvieran células silvestres. Parecia que se esta-
ba produciendo algiin tipo de transferencia génica y que se esfa-
ban obteniendo recombinantes genéticos reales.

El descubrimiento del factor de fertilidad (F)

in 1953, William Hayes determind que la transferencia genética
ocurria en una sola direccion en los tipos de cruzamientos gue
realizaba. Por tanto, la transferencia de material genético en £
coli no es reciproca. Una célula actia como donante y la ot
célula como receptora. Al principio, este tipo de transferencia uni-
direccional de genes se equipard a la existencia de diferencias
sexuales, denominando «macho» al donante y <hembras a la re-
ceptora. No obstante, este tipo de transferencia génica no es una
verdadera reproduccion sexual. En el caso de la transferencia
genética bacteriana, un organismo recibe informacion genélica de
una célula donante. y la célula receptora cambia en funcion de ls
informacion recibida. En el caso de la reproduccion sexual, los
dos organismos donantes participan igualmente (o cast 1igualmenie]
en la formueion de un organismo nuevo y s6lo en casos excepeio-
nales coalquiera de los donantes experimenta algin cambio.

COROLARIDY sivesscisias snasassvnnnanmnsisaiing

La transferencia de material genético en E. coli no es
reciproca. Una de las dos células actila como donante y

Pérdida y recuperacion de la capacidad de transferir., Ha-
yes descubrio casualmente una variante de su estirpe donante ori-
ginal que cuando se cruzaba con la estirpe receptora no producia
recombinantes. Aparentemente, las células del tipo donante ha-
bian perdido la capacidad de transferir material genético y se hu-
bian convertido en células de tipo receptor. Al analizar esta va-
riante donante «estéril», Hayes se dio cuenta de que E. coli podia
perder y recuperar su fertilidad (capacidad de actuar como donante)
con relativa facilidad. Hayes sugirid que la capacidad para actuar
como donante era una propiedad hereditaria conferida por cl factor
de fertilidad (F). Las estirpes portadoras de F son capaces de donar

Figura T-4.  Las bacterias transfieren plismidos (circulos de DNA),
mediante conjugacion. Una célula donanle extiende una o mds proyecciones (pill)
que se adhieren a 1a célula receptora v la atraen para unirse a ella. {Oliver
Meckes/MPI-Tithingen, Photo Researches, |
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los v se designan F*. Las estirpes carentes de F no pueden donar
lelos. siendo las receptoras. Tales estirpes se designan F~,

ansferencia del factor I durante la conjugacién. Hayes
ervd que los genotipos recombinantes para los genes marca-
res aparecian con una frecuencia relativamente baja en los
eruzamientos bacterianos, si bien el lactor F parecia transmitirse
‘muy eficazmente durante el contacto fisico o conjugacion. Pa-
haber algtin tipo de «transferencia infecciosa» del factor F.
Ahora sabemos mucho mis sobre el proceso de conjugacion y
re el factor I, que es un tipo de pldsmido que se puede repli-
caren el citoplasma de modo independiente del cromosoma hos-
pedador. Las Figuras 7-4 y 7-5 muestran como las bacterias
Aransfieren pldsmidos del tipo del factor F. El plasmido F dirige
asintesis de pili, unas proyecciones que inician el contacto con
it célula receptora (Fig. 7-4), adhiriéndose a ella y permitiendo
il DNA de F pasar a la célula receptora a través de un poro. Se
transficre una de las cadenas de DNA de F y luego la replicacidn
el DNA restaura la cadena complementaria tanto en el donante
~como en el receptor. Esta replicacion tiene como resultado que
permanezca una copia de F en el donante y aparezca otra en el
receptor, como muestra la Figura 7-5.

Las estirpes Hfr

Las investigaciones dieron un giro muy importante cuando Luca
.Cavalll Sforza obtuvo una nueva clase de ¢élulas a partir de una
estirpe F7. Al cruzarla con células F~, esta nueva estirpe produ-
el recombinantes para marcadores genéticos con una frecuen-
cia 1000 veces superior a la observada en una estirpe F* normal.
Cavalli-Sforza la denomind estirpe Hfr (del inglés, high fre-
quency of recombination) para indicar una alta frecuencia de
recombinacion. En los cruzamientos Hiv » F . practicamente
ninguno de los parentales F~ se convertia en F™ o en HIfr. Esto
contrasta con los cruzamientos F* x F~, en los cuales una gran
proporcién de parentales F~ se convierten en F* por la transfe-
rencia del Tactor F. La Figura 7-6 ilustra este concepto. Resultod
“aparente gque una estirpe Hfr es el resultado de la integracion del
factor F en el cromosoma, como indica la Figura 7-6a.

- Ahora bien, durante la conjugacién entre una célula Hir y una
[, una parte del cromosoma de la Hfr se transfiere junto con F.
La rotra aleatoria del fragmento cromosémico interrumpe la
transferencia antes de que se haya transferido el cromosoma com-
pleto. El fragmento cromosdmico transferido puede entonces re-
combinar con el cromosoma de la célula receptora. Claramente,

dos hacterias durante Ta conjugacidn. (h)
Después se forma un puente (bdsicamente un
poro) entre las dos células. A continvacion.

una cadena de DNA del plasmido

pasaa la bacteria receptora, y a partir de
cada cadena sencilla se forma una doble,

(b

fjj F integrado \I
F se integra en el cromosoma hospedador

(a)

Se transfiere una sola cadena de F, junto con una copia de parte
de! cromosoma hospedador, a una célula receptora, en la cual
se sintetiza la segunda cadena de DNA.

Una copia del cromosoma hospedador con F integrado (generada
por replicacion) permanece en la célula donante tras la replicacion
de la otra cadena sencilla.

(b}

Figuta 7-6.  Transferencia de marcadores eromosomicos de £, eoli
mediada por F. {a) En ocasiones, el factor F libre se integra en el cromosoma de
L.oeolic (b} Cusndo el Factor F integrado se transfiere & otra célula de E. coli
durante la conjugacion, se lleva junto a €l coalquier segmento de DNA

de E. coli adyacenie, tansfiriendo asi marcadores cromosomicos del hospedador
a una nueva célula
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el bajo nivel de transferencia de marcadores genéticos observado
por Lederberg y Tatum (véase Fig. 7-2) en el cruzamiento F" x F~
se puede explicar por la presencia de unas pocas células Hfren la
poblacion, Cuando estas células se aislan y purifican, como hizo
Cavalli por primera vez, se transtieren entonces marcadores cromo-
sémicos con alta frecuencia, debido a que todas las células son Hir.

Determinacién del ligamiento mediante
conjugacion interrumpida

La naturaleza exacta de las estirpes Hfr quedd establecida en el
afio 1957, cuando Elie Wollman y Frangois Jacob estudiaban el
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Figura 7-7.  Experimentos de conjugacion interrumpida con E. coli.

Se cruzan células F~ str” con células Hfr str', Las células F~ otienen una serie de
mutaciones (indicadas por los marcadores genélicos azi, ton. lac v gal) que

les impiden llevar a cabo determinadas reacciones metabolicas. Por

el contrario, las células Hir son capaces de realizar lodas estas reacciones.

Tras la mezcla de los dos tipos de ¢élulas, se recogen muestras a distintos tiempos,
e disgregan las células en una batidora, para interrumpir la conjugacion

entre ellas, y se siembran en un medio con estreptomicina. El antibidtico
elimina las células HIr, pero permite el crecimiento de las células

F ., que son analizadas para comprobar si son capaces de Hevar a cabo los cuatro
pasos metabalicos. (a) Grafica que muestra la frecuencia de recombinantes

para cada marcador metabdlico con respecto al tempo transcurndo

de apareamiento antes de la interrupeicn. La transferencia del alelo donante
para cada paso metabdlico depende del tiempo que se deja transcurrir la
conjugacion, (b) Representacion esquemdrica de la transferencia de marcadores a
lo largo del tempo (Parte a modificada de E. L. Wollman, F. Jacob y W,
Hayes, Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology 21, 1956, 141.)

patrén de transmision de genes de células Hfr a células F~ duran-
te un cruzamiento. Cruzaron una estirpe Hfr stra* b" ¢ d" can
una estirpe F~s1r" a™ b~ ¢ d~. Después de mezclarlas, tomaron
muestras a intervalos especificos de tiempo. Pusieron cada una dﬁ
las muestras en una batidora de cocina durante unos pocos segun-
dos para separar las parejas de células en conjugacion y las sem-
braron en un medio que contenia estreptomicina para eliminara
las células donantes Hfr, El proceso se llama conjugacién inte-
rrumpida. A continuacion, analizaron la presencia de marcado-
res del donante en las células str”. Aquellas células st portadoras
de marcadores del donante han debido participar en el proceso de
conjugacion y se denominan exconjugantes. La Figura 7-7a mues-
tra una grafica de los resultados; azi’, ton”, lac* vy gal™ correspon-
denaa®™b" ¢* yd* en nuestra descripcion general del experimen-
to. La Figura 7-7b ilustra la transferencia de los marcadores.

Lo mds sorprendente de estos resultados es que cada uno de
los alelos del donante aparecié por primera vez en los receptores
F~ en un momento concreto tras el comienzo de la conjugacidn,
y en un orden caracteristico. Ademds, el porcentaje maximo de
células portadoras de un alelo donante determinado era menor
para aquellos marcadores del donante que entraban mads tarde. |
Teniendo en cuenta todas estas observaciones, Wollman y Jacob |
concluyeron que la transferencia de los genes comienza en un |
punto fijo del cromosoma donante. denominado origen (0), y
contintia de manera lineal.

CORDLARID o risiiiimisfusssie bt s ciimaa i

El cromosoma de la estirpe Hfr, que originalmente es _
circular, se desenrolla y se transfiere a la célula F~ de modo
lineal. La apertura del cromosoma y su transferencia

i _concreto situado en un extremo.

Wollman y Jacob se dieron cuenta de que serfa facil construir
mapas de ligamiento a partir de los experimentos de conjugacion
interrumpida utilizando como medida de «distancia» el tiempo
que tarda en entrar un alelo del donante después de que se haya
iniciado la conjugacion. La unidad de distancia en este caso esel
minuto. De modo que, si un alelo donante 6" entra en la célula
F~ 10 minutos después que ¢ ', entonces a™ y b™ estdn separados
por 10 unidades (Fig. 7-8). Como en el caso de los mapas basa-
dos en frecuencias de recombinacion, estos mapas de ligamiento
son puramente interpretaciones genéticas, pues en aquellos
tiempos no se conocia la base fisica del proceso,

0 5 10 15 20 25 Minutos
(0] azi  ton lac gal
Figura 7-8.  Mapu cromosémico basado en los datos de la Figura 7-7.

Puede construirse un mapa de ligamiento del cromosoma de E. celi a partr de
experimentos de conjugacién interrumpida, utilizando el tiempo en que
empieza a aparceer cada alelo donante tras el inicio de la conjugacion. La
unidad de distancia es el minuto, La flecha hacia la izquierda indica la direccion
de la transferencia de los alelos del donante.



rcularidad del cromosoma e integracién de F

Cuando Wollman y Jacob permitieron que los cruzamientos
Hir x F- prosiguieran durante dos horas antes de tratar con la
tian en Hfr. En otras palabras, una parte importante de F (la
¢ del extremo que ahora sabemos que confiere la «masculi-

mo tltimo elemento del «cromosomas lineal. Ahora, tenemos
mapa siguiente, en el que la flecha indica el proceso de trans-

Sin embargo, cuando se construyeron mapas de ligamiento
por conjugacion interrumpida y andlisis de los tiempos de entra-
daa partir de estirpes Hfr aisladas independientemente. se obser-
yaron diferencias de una estirpe a otra.
Estirpe Hfr

O thr pro lac pur gal his gly thi F
1 QO thr thi gly his gal pur lac pro F
2 QO pro thr thi gly his gal pur lac F
3 O pur lac pro thr thi gly his gal F
2

AB 31 Q thi thr pro lac pur gal his gly F

A simple vista, parece haber una reorganizacion al azar de los
gcnes. Sin embargo, existe un patron; los genes no ocupan posi-
ciones aleatorias en cada estirpe. Por ejemplo, observe que en
todos los casos el gen his estd situado entre gal v gly. Esto es
Jplicable a cualquiera de los genes. a menos que aparezca en uno
e los extremos del mapa de ligamiento. El orden de transferen-

la)

(b}

thi gly his gal pur lac pro thr

gal his gly thi thr pro lac pur

3

Figura 7-9.

¥ la dircecitn de a transferencia,

thr thr
thi pro thi pro thi
aly lac gly lac gly
his our his pur his
gal gal
H 1

pro lac pur gal his gly thi thr

gly his gal pur lac pro thr thi
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cia de los marcadores no es constante. En dos estirpes Hfr, por
ejemplo, el gen his se transfiere antes que el gen giy (his estd
mds proxime a O), pero en tres de las estirpes, el gen gly se
transfiere antes que fis.

;Coémo podemos explicar estos resultados? Allan Campbell
propuso una hipétesis sorprendente para la época: supongamos
que en una bacteria masculina F*, el factor F es un elemento
citopldsmtico pequenio (y, por tanto, se transfiere facilmente a
una célula F~ durante la conjugacion). Si el eromosoma de la
bacteria F* fuera circular, cualquiera de los cromosomas linea-
les Hfr podrian generarse simplemente por insercion de F en el
circulo, en la posicion y la orientacion adecuadas (Fig. 7-9).

De esta hipdtesis se derivan varias conclusiones (confirmadas
posteriormente)

1. La orientacion en la que se integra F determina la polaridad
del cromosoma Hfr, como se indica en la Figura 7-9q.

2. Un extremo del factor F integrado es ¢l origen, donde co-
mienza la transferencia del cromosoma Hfr; el término, en
el otro extremo de F, no se transfiere, @ menos que todo el
cromosoma lo hubiera hecho antes. Como el cromosoma se
rompe con frecuencia antes de transferirse por completo, y
como lo que confiere la masculinidad es el término de F,
solo una pequeiia proporcion de las células receptoras se
convierten en células masculinas.

Como puede explicarse entonces la integracion de F? Woll-
man y Jacob propusieron que algin tipo de recombinacion en-
tre F y el cromosoma de la célula F' generaria el cromosoma
Hfr. Campbell contribuyd con una brillante aportacion a esta
idea. Propuso que si F. como el cromosoma, fuera circular, un
hecho de recombinacion entre los dos circulos produciria un

thr thr thr
pro thi pro thi pro
lac gly lac gty lac
pur his pur his pur
gal gal gal
2 3 312

lac pur gal his gly thi thr pro

B Fector de fertilidad
} Origen {primero en entrar)
312 B 1ermino (altimo en entrar}

Circuluridad del cromasoma de £, coli. (a) Mediante el uso de diferentes estirpes Hir (H. 1, 2, 3, 312)

gue contienen el factor de fertilidad integrado en diferentes sitos del cromosomet v en distinta orientacion, 1os experimentos de
conjugacion interrumpida indican que el cromosoma es circular. Se muestra el punto de movilizacion (origen) de cada
estirpe. (b) Orden lineal de transferencia de marcadores de cada estimpe Hfr; las puntas de flecha indican el origen
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Cromosoma
de E. coli

Figura 7-1 0. Integracian del factor F en el cromosoma de £. coli
mediante recombinacidn, Se muestran los marcadares hipotéticos de F 1 ¥ 2 para
indicar la direccién de la insercion. El origen (O} es el pumo de movilizacion
en el cual comienza la integracion; la regidn de aparcamiento es homologa

a una regidn del cromosoma de B coli; a-d son los genes gue representan

¢l cromosoma de £, cofi. Los genes sexuales de I son responsables

del fenotipn F*. Las regiones de apareamiento (rayadas) son idénticas en el
plismido v el cromosoma. y derivan de unos clementos moviles denominados
secuencias de insercitn (véase Cap, 20), En este ejemple, la célula Hir
senerada por la insercion de F transleriria sus genes en el orden o, o, ¢, b,
;Cudl serfa el orden de transferencia s1 I se insertara en los demas sitios
homdlogos?

tunico circulo de mayor tamano en el que F quedarfa integrado
(Fig. 7-10).

Suponga ahora que T estd constituido por tres regiones dife-
rentes. como se indica en Ta Figura 7-1(). Si el cromosoma bacte-
riano tuviera varias regiones homdlogas que pudieran empare-
jarse con la regidn de apareamiento de F. podrian generarse
ficilmente distintos cromosomas Hir por recombinacion en esos
sitios.

La circularidad del cromosoma y del factor F parecian ini-
cialmente conceptos bastante inverosimiles, inferidos tnica-
mente a partir de datos genéticos: la confinmacidn de su reali-
dad fisica llegd sélo algunos afios mds tarde. El modelo de
integracion de recombinacion directa también fue confirmado
posteriormente.

El factor de fertilidad existe por tanto en dos estados: (1) en
estado de plasmido, como elemento citopliasmico F libre que se
transfiere con facilidad a las ¢élulas receptoras F .y (2) en esta-
do integrado. como parte de un cromosoma circular que dnica-
mente se transfiere en momentos tardios de la conjugacion. El
término episoma (literalmente, «cuerpo adicional») fue acufiado
para designar a una particula genélica que presenta esos dos cs-
tados caracteristicos. Una célula portadora de F en estado libre
se denomina F*, una ¢élula con F en estado integrado se denomi-
na Hir, y una ¢élula sin F se denomina F~. En la actualidad, el
término plasmido se emplea para cualquier elemento circular en
¢l citoplasma con capacidad de replicacién autdnoma, y el témi-
no «episomas se Usa en raras ocasiones.

1 b € d a 2
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Direccion de transferencia

Factores R

En los afios 50 se descubrio en hospitales japoneses una propie-
dad espantosa de Tas bacterias patogenas. La disenterfa bacturi'af-_'
na estd cansada por una bacteria del género Shigella. Inicialmen-
te, se habia comprobado que esta bacteria era sensible a un
amplia gama de antibidticos, que fueron empleados para contro-
lar la enfermedad. Sin embargo, en los hospitales japoneses, [as
estirpes de Shigella nisladas de enfermos con disenterfa resulte-
ron ser resistentes simultdneamente a muchos de estos farmacos,
incluyendo la penicilina, la tetraciclina. la sulfanilamida, la es-
treptomicina y el cloranfenicol. Este fenotipo de resistencia mil-
tiple se heredaba como un paquete genético tinico, y podfa ser
transmitido de manera infecciosa, no sélo a otras estirpes de Shi-

enéticos transferidos

Caracteristica

Ejemplos de plasmido
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gella sensibles, sino también a otras especies de bacterias rela-
cionadas. Hsta propiedad es extraordinariamente provechosa
para la bacteria patdgena, y sus consecuencias en la ciencia mé-
dica fueron terribles. En cambio, desde el punto de vista del ge-
netista, esta situacion es muy interesante. El vector que transpor-
laba estas resistencias de una célula a otra resulté ser un elemento
con capacidad de replicacién autonoma, similar al factor F. Estos
factores R (de «resistencia») se transfieren rdpidamente por
conjugacién. tal como ocurre con la particula F de E. coli.

De hecho, estos factores R fueron los primeros de muchos
otros factores semejantes a F que se descubrieron mds tarde. Se
ha comprobado que estos elementos, que existen en el citoplas-
ma en forma de plasmidos, llevan diferentes tipos de genes bac-
(erianus. El Cuadro 7-2 muestra tan sélo algunas de las caracte-
Iisticas que pueden ser transportadas por los pldsmidos.

Mecanismos de transferencia

(Muere una célula Hfr después de donar su cromosoma a una
célula F~7 La respuesta es no (salvo que el cultivo se trate con
estreptomicing). El cromosoma Hfr se replica mientras se trans-
fiere una cadena sencilla a la célula F: esto garantiza que quede
un cromosoma completo en la célula donante después de la con-
Jugacién. La cadena transferida se replica en la c€lula receptora,
ylos genes de la célula donante pueden incorporarse por recom-
binacion al cromosoma de la célula receptora, generando una
élula recombinante. Si esto no ocurre, los fragmentos de DNA
transferidos se pierden en la célula receptora durante la divisién
celular.

Suponemos que el cromosoma de la F~ es también circular,
‘porgue la célula receptora 7, cuando recibe el factor F de una

Figura 7-11.  Resumen de los distintos acontecimientos
que tienen lugar en el ciclo de conjugacion de £ coli.
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célula F*, se convierte inmediatamente en una célula F', de la
cual puede derivarse luego una célula Hfr.

Surge la imagen de un cromosoma circular desenrollando una
copia de si mismo, que es luego transferida de forma lineal a la
célula F~. ;Como se consigue la transferencia? Los estudios de
microscopia electronica muestran que las células Htr y F* po-
seen unas estructuras fibrosas, los pili F, que sobresalen de su
pared celular, como muestra la Figura 7-4. Los pili F facilitan el
contacto entre las células, durante el que ocurre la transferencia
del DNA a través de poros de la célula F~.

El proceso de conjugacion de E. coli

Revisemos ahora los distintos aspectos del proceso de conjuga-
cion de E. coli (Fig. 7-11) en cuanto a las diferencias entre las
células F~, F* y Hir, ya que estas diferencias representan un re-
sumen del ciclo.

Las estirpes I~ carecen del factor F y no pueden transferir DNA
por conjugacién. Sin embargo. actiian como receptoras del DNA
transferido por las células F* o Hfr durante la conjugacion.

Las células F* contienen el factor F en su citoplasma y. por
tanto, pueden transferirlo de modo eficaz a las ¢élulas F~ du-
rante la conjugacién.

Las células Hfr contienen el factor F integrado en el cromo-
soma bacteriano y no en el citoplasma.

Una estirpe F* transfiere marcadores cromosomicos porgue,
en cualquier poblacién de células F*, una pequena proporcion de
células (aproximadamente 1 de cada 1000) se ha convertido en
Hfr por integracién de I en el cromosoma bacteriano. Como los

3
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experimentos de conjugacion suelen realizarse mezclando 107-
10% células del donante y del receptor, la poblacién contendri
varias c€lulas Hfr diferentes, derivadas de integraciones inde-
pendientes de F en varios sitios distintos del cromosoma. Por
tanto, cuando distintas células de la poblacién transfieren marca-
dores cromosomicos, la transterencia comienza en distintos pun-
tos del cromosoma. El resultado es la transferencia casi por igual
de cualquier marcador cromosdmico, aunque con baja frecuen-
cia, Este tipo de transferencia mediada por células F* es la que
Lederberg y Tatum observaron cuando descubrieron la transfe-
rencia génica en bacterias,

En una poblacidn F*, cada una de las células Hfr con un factor
Fintegrado puede dar origen a una nueva estirpe Hfr si se aisla y
se utiliza para iniciar un clon.

Las estirpes Hfr se originan a partir de un clon de ¢élulas Hfr
en las cuales ha tenido lugar una integracion espeeifica del fac-
tor F en el cromosoma bacteriano. Por tanto, todas las células de
una estirpe Hir determinada contienen una copia de F integrada
exactamente en la misma posicién del cromosoma.

En comparacién con las células F*, en las que sélo una peque-
na fraccion de las células tiene F integrado en el cromosoma. las
poblaciones Hfr transfieren marcadores cromosémicos a las cé-
lulas F~ con una frecuencia elevada. Ademas, en cualquier estir-
pe Hir, los marcadores se transfieren desde un punio fijo y en un
orden determinado. Esto también contrasta con lo que ocurre en
las poblaciones de células F*, donde Tas células Hfr transficren
marcadores cromosémicos sin ningtin orden particular, debido a
que el factor F se integra en distintos puntos del cromosoma en
diferentes células F*,

En un cruzamiento Hfr x F~, las células F no se convierten en
HiT o en F*, excepto en raras ocasiones, porque el cromosoma

A\
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Mo es viable

Fragmento
no viable

a
O =
e
S

Viable
le)

Figura 7-12. Recombinacion entre exogenote y endogenote en un
merocigoto. () B merocigoto. (b) Un iinico entrecruzamientn genera un
cromosoma lineal parcialmente dipleide. (¢) Un nimere par de entrecruzamientos
conduce a fa formacion de un circulo més un fragmento lineal,

Hfr casi siempre se rompe antes de que el término de F se trans
fiera a la célula F~,

Recombinacién entre genes marcadores
después de la transferencia

Hasta ahora, s6lo hemos estudiado el proceso de transferencia de
informacidn genética entre los individuos que participan en un
cruzamiento. La existencia de esta transferencia se infiere a par-
tir de la aparicidn de recombinantes entre los descendientes del
cruzamiento. Sin embargo, antes de que se produzea un recom-
binante estable, los genes transferidos deben integrarse o incor-
porarse en el genoma del receptor mediante un mecanismo de
intercambio. Consideraremos ahora algunas de las propiedades
caracteristicas de este intercambio,

El intercambio genético en procariotas no se produce entre Jos
dos genomas completos (como ocurre en eucariotas); mds hien,
tiene lugar entre un genoma completo. el de la célula F-, denomi-
nado endogenote, y otro incampleto, del donante, denominado
exogenote. De hecho, lo que obtenemos es un diploide parcial ¢
merocigoto. La genética bacteriana es la genética de la merocigo-
sis. La Figura 7-12a presenta ¢l esquema de un merocigoto,

Un solo hecho de recombinacion no seria muy til para gene-
rar recombinantes viables. porque el circulo se romperia y se
formarfa un cromosoma lineal extrafio, parcialmente diploide
(Fig. 7-12h). Para mantener intacto el circulo, debe producirse
un nimero par de entrecruzamientos (Fig. 7-12¢). El fragmento
producido como resultado de este tipo de recombinacidn es sélo
un genoma parcial, que generalmente se pierde durante el creci-
miento celular posterior. Por tanto, no sobreviven los dos pro-
ductos reciprocos de la recombinacion (sélo lo hace uno de
ellos). Un aspecto unico del intercambio genético en bacterias es
que en la mayoria de los casos podemos olvidarnos de los pro-
ductos reciprocos de la recombinacion.

COIR O AR cgnisdsaninsmmrais st s i e o e
En la genética ba

El gradiente de transferencia

El merocigoto es un diploide parcial y algunos genes no llegan
ni siquiera a participar en el proceso. Para apreciarlo mejor, vol-
vamos a fijarnos en las consecuencias de la transferencia génica,
En la ¢élula receptora, normalmente, sélo aparece un fragmento
del cromosoma donante, debido a que el proceso de conjugacion
se inlerrumpe espontdneamente, de manera que rara vez se trans-
fiere el cromosoma completo. Una vez que la transferencia ha
comenzado, la rotura espontdnea puede ocurrir en cualquier mo-
mento. Esta situacion genera un gradiente de transferencia na-
tural y hace cada vez menos probable que la célula receptora
reciba los marcadores genéticos mds tardfos («tardios» se refie-
re, en este caso, 4 los marcadores que estdn cada vez mas aleja-
dos del origen y se transfieren, por tanto. més tarde). Por ejem-
plo, en un cruzamiento en el que la estirpe Hfr donante transfiere






(a} Integracion solo del marcador tardio
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Figura 7-13.  Incorporacian de un marcador tardio en un cromosoma
F~de E. coli. Después del cruzamiento con una cepa Hfr, se selecciona el marcador
len™, que se transfiere tardiamente, Los marcadores tlempranos (arg™ y met™)
pueden ser o no incerporados, dependiendo del sitio donde ocurre la
recombinacicn entre el fragmento Hfr ¥ el cromosoma . Come se indica

en (¢), se producivin entrecruzamientos en aleuno de estos intervalos el 3 % de las
veces, que generarin recombinantes few® arg ™ mei” (a) y leu” arg’ met

(h). Los entrecruzamicntos que ocurren fuera de estos intervalos pueden

generar &l recombinante few” urg® mer’ (). El recombinante few” arg met!
requiere dos entrecruzamientos adicionales (d),

carporar parte del [ragmento entrante en el cromosoma F~, Debe
producirse un hecho de recombinacion a cada lado del marcador
seleccionado (lewr). Asi, en la Figura 7-13. un entrecruzamiento
debe producirse a la izquierda del marcador lew vy el otro a la
derecha. Supongamos que la distancia en el mapa entre cada mar-
cador es 5 w.m. (un 5 % de recombinacion). En un 5 % del total de
recombinantes leu™, el segundo entrecruzamiento ocurrird entre
arg y arg (Fig. 7-134): en otro 5 % de los casos. el segundo entre-
cruzamiento ocurrird entre arg v mer (Fig. 7-13b). Esperariamos
entonces que el Y0 % de los recombinantes leu™ seleccionados
fueran arg ™ met”, va que el segundo entrecruzamiento ocurre fue-
ra del intervalo lew-arg-met (Fig. 7-13¢) en un 90 % de los casos.
También esperariamos que un 5% de los recombinantes len™ fue-
ran arg ~ mei~, como resultado de un entrecruzamiento entre leu y
arg. vy que otro 5% de los recombinantes lex” fueran arg”® met™,
producidos por recombinacion entre arg y mer. En realidad. simple-
mente estamos determinando el porcentaje de veces que el segundo
entrecruzamiento ocurre en cada uno de los tres intervalos posibles.

—® leu'arg met’

—® leutarg met*

En un cruzamiento como el deserito. hay una clase de recom-
binantes que requiere dos hechos de recombinacicn adicionales
(Fig. 7-13d). En este caso, los recombinantes lew™ arg™ met’
necesitarian cuatro entrecruzamientos en lugar de dos. Estos re-
combinantes raramente se observan. debido a que su frecuencia
se ve muy reducida en comparacion con las otras dos clases.

Transferencia infecciosa de genes marcadores
por episomas

El trabajo de Edward Adelberg llevé al descubrimiento de la
transferencia de genes con alta frecuencia mediada por episo-
mas. Cuando en 1959 inicid sus estudios sobre recombinacion,
la estirpe Hfr concreta con la que trabajé producia células F~,
por lo que las frecuencias de recombinacion no eran nuy altas.
Adelberg denomind F* 4 este Tactor de fertilidad concreto paru
distinguirlo del factor F normal, por las siguientes razones:

1. Laestirpe F~ portadora del factor F* volvia a convertirse en
estirpe Hfr mucho mds frecuentemente que lus estirpes tipi-
cas F*,

2. F siempre se integraba en la misma posicidn. dando Tugar al
cromosoma Hir original. (Recuerde que las estirpes Hir de-
rivadas al azar de machos I’ tienen los orfzenes de transfe-
rencia en posiciones distintas).

;,Como podrian explicarse estas propiedades caracterfsticas
de F'? La respuesta llegd cuando se obtuvo otro factor F' a partir
de una estirpe Hfr en la que el locus lac ™ se encontraba cerca del
extremo terminal del cromosoma Hir (se transferia muy tarde).
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Figura 7-14.  Formacion y reintegraeion de un fuctor I, en este caso
Flac. (a) F aparece ntegrado entre los alelos ton v lac” de una estirpe HEr, (b y
¢} La escision y separaciin errdnea incluye al locus lae, produciendo una
particula F lac ", (d) La transferencia de la particula F' fae a una estirpe
receptora F™ Jae™ genera un diploide parcial Flae 'Wae™, (De G, S, Stent v

R. Calendar, Molecitlar Genetics, 2. ed, Copyright € 1978 por W. H. Freeman
and Company, Nueva York.)

Utilizando esta estirpe Hfr lae™, Francois Jacob y Adelberg en-
contraron un derivado F* que transferia lae ™ a estirpes recepto-
ras F~ lac™ con una frecuencia muy elevada. Ademas, las células
receptoras que se comportaban como F' lac* producian en oca-
siones células hijas F~ lac™ con una frecuencia de 1 x 107, Por
tanto, el genotipo de los receptores parecia ser F lac'lac .

Ahora ya tenemos la pista: F' es un elemento citopldsmico que
lleva parte del cromosoma bacteriano. De hecho, no es mds que
un factor F que ha integrado un fragmento del cromosoma de la
¢élula hospedadora. En 1a Figura 7-14 se ilustra el proceso por el
que se origina y se reintegra. Este factor F' concreto se conoce
como F-lac, porque el fragmento cromosdmico incorporado
contiene el gen lac. Se han aislado factores F' con muchos genes
cromosoémicos diferentes y se han denominado de una forma
acorde. Por ejemplo, los factores F' portadores de gal o trp sc
conocen como F-gal o F'-trp, respectivamente. Puesto que las
celulas F lae™/lae™ presentan fenotipo Lae™, podemos deducir
que fae " es dominante sobre lue ™. Como veremos més adelante,
en el Capitulo 11, las relaciones de dominancia-recesividad en-
tre alelos aportan una informacion muy ttil a la hora de interpre-
tar la funcidn de un gen,

La diploidia parcial de segmentos especificos del genoma
puede generarse utilizando un conjunto de F’ originados a partir
de estirpes Hfr, Las células I se seleccionan determinando si
hay transferencia infecciosa de genes normalmente tardios de

Transformacion bacteriana 219

G 107
5 E
tn
Bie
5on 10°
"
ESs
5E 3
— )
B 38
=
582
o ST T
=26
BES
o=
o
B 10"
3 g
Z o
10°

107 10¢ 10°8 10 10 107

Concentracion de DNA str” (mg/mL)

Figura 7-15,  Twansferencia genélica de la resistencia a estrepionicina
s’y a células de £ coli sensibles a estrepiomicing (s, La abtencién de
transformantes str” entre las células s depende de la concentracion

de DNA sor” utilizada: (De G 5. Stent y . Calendar, Molecutar Genetics,
2% ed. Copyright () 1978 por W. H. Freeman and Company, Nueva York.)

una estirpe Hir espeeifica. Algunas estirpes F' llevan fragmentos
muy grandes (hasta una cuarta parte) del cromosoma bacteriano:
si se utilizan marcadores adecuados, los merocigotos generados
pueden ser utilizados en estudios de recombinacion.

Durante la conjugacion entre un donante Hfr y un receptor
F~, los genes del donante se transfieren linealmente a la
célula F- a través del cromosoma bacteriano, siendo el
factor de fertilidad el filtimo que se transfiere

Durante la conjugacion entre un donante
e 43 Py it rocaptor P piscie pro

Transformacion bacteriana

Algunas bacterias cuentan con otro método de transterencia de
DNA y produccidn de recombinantes que no requiere conjuga-
cion. La conversién de un genotipo en otro por la introduccién
de DNA exdgeno (es decir, fragmentos de DNA de una fuente
externa) recibe la denominacidn de transformacidn. Este pro-
ceso fue descubierto en Streptococcus pnewmoniae, en 1928, por
Frederick Griffith. En 1944, Oswald T. Avery, Colin M.
MacLeod y Maclyn McCarty demostraron que el «principio
transformantes era el DNA. Ambos resultados constituyen hitos
historicos en la elucidacidn de la naturaleza molecular de los
genes, Trataremos este trabajo con mis detalle en el Capitulo 8,

Tras la demostracion de que el DNA era el agente que deter-
minaba el componente polisacaridico de S. preumoniae. se de-
mostro la existencia de transformacidn para otros genes, tales
como los que confieren resistencia a antibidticos (Fig. 7-15). El
principio transformante, DNA exdgeno. se incorpora al cromoso-
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Figura 7-16. Tmna bacteria en el proceso de transformacién (a) recoge
DNA libre procedente de una célula bacteriana muerta. Complejos de unidn

a DNA localizados en la superficie de la bacteria incorporan el DNA

(circulo ampliado) v las enzimas degradan una cadena de DNA hasta
nucledtidos. mientras que la otra cadena se integra én el cromosoma de la bacteria
(b). (Modificado de R. V. Miller, «Bacterial Gene Swapping in Nature.»
Copyright © 1998, por Scientific American, Inc. Todos los derechos reservados.)

ma bacteriano mediante un proceso de rotura e insercién andlogo
al descrito para los cruzamientos Hfr x F~ de la Figura 7-12. Sin
embargo, observe que durante la conjugacidn, el DNA se transfie-
re desde una célula viva a otra mediante un contacto intimo, mien-
tras que en la transformacion. la célula adquiere fragmentos aisla-
dos de DNA externo. La Figura 7-16 describe este proceso.

Analisis del ligamiento por transformacién

La transformacion ha sido un instrumento muy ttil en varias
areas de la investigacion con bacterias. Mds adelante trataremos
su aplicacion en algunas de las téenicas de Ingenieria genética.
En este apartado. examinaremos su utilidad en relacién con la
obtencion de informacién de las relaciones de ligamiento.
Cuando se extrae DNA (el cromosoma bacteriano) para reali-
zar experimentos de transformacién, es inevitable que se pro-
duzca la ruptura parcial del DNA en fragmentos mds pequenos, Si
dos genes donantes estdn situados muy préximos en el cromoso-
ma, existe una alta probabilidad de que ambos se transfieran en el
mismo fragmento de DNA transformante y se produzca, por tanto,
una transformacién deble. Por el contrario, si los genes estdn
muy separados en el cromosoma, lo mds probable es que estén
contenidos en segmentos transformantes diferentes v la frecuencia
de transformantes dobles serd igual al producto de las frecuencias
de transformacicn de cada gen por separado. Por tanto, debe ser
posible comprobar un estrecho ligamiento entre dos genes me-
diante el andlisis de la desviacién de la regla del producto,
Desgraciadamente, hay varios factores que complican la si-
tuacion, de los cuales el mds importante es que no todas las célu-
las de una poblacion bacteriana se encuentran en estado de com-
petencia para ser transformadas. Debido a que las transformaciones
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Figura 7-17. £l fago T4, representado en su estado libre v en el
momenta de infectar & una célula de E. coli. Durante el proceso de infeccién,
el fago inyecta su DNA dentro de la célula a través del hueco de l1a cola

En la parte derecha. el fago se ha desensamblado en sus diferentes
componentes para mostrar su estructura tridimensional extraordinariamente
organizada. (Modificado de R. S. Edgar y R. H. Epstein, «The Genetics of a
Bacterial Viruss, Copyright (© 1965 por Scientific American. Inc. Todaos

los dercchos reservados.)

Figura 7-18. Ampliacion del fago T4 de E. coli que muestra su
estructura en detalle; obsérvese la cdpsida, 1a cola y las fibras de la cola. El
lago T4 fue empleado por Benzer en sus experimentos sobre 1a naturaleza del gen
+IT (de lisis rapuda). (Fotografia de Jack D. Griffith.)




'tiduuies se expresan como proporciones, el éxito de la regla
producto obviamente depende del tamafio absoluto de estas
uporciones. Hay modos de caleular la proporcion de células
Bmpetentes. pero en este momento no es necesario que desvie-
mos nuestra atencion a este tema. Puede ampliar sus conocimien-
ssobre el andlisis de ligamiento por transformacion. resolviendo
uode los problemas que aparecen al final del capftulo, en el que
esupone un 100 % de competencia en las células receptoras.

Genética de bacteriéfagos

Eneste apartado, describiremos como se realizan los cruzamien-
s con virus que infectan bacterias (fagos) y los experimentos

nfeccion de bacterias por fagos

Lamayoria de las bacterias son susceptibles al ataque por bacte-
i6fagos, que literalmente significa «comedores de bacteriass,

iqura 7-19.

Micrografia de un bacteriéfago adsorbiéndose a una bactena

Descendientes
maduros de i

?Figura 7-20. Particulas descendientes del fago i madurando dentro
e una célula de E. coli. (Jack D. Griffith.)
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Un fago estd constituido por un «cromosoma» de dcido nucleico
(DNA o RNA) rodeado por una cubierta de moléculas de protei-
na. Una serie de fagos bien estudiados son los que se conocen
coma T1, T2, etc. Las Figuras 7-17 y 7-18 muestran la estructura
de un fago perteneciente a la serie denominada fagos T-par (T2,
T4, etc.)
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Figura 7-21. Ciclo litico de un bacteriéfago de transduccion generalizada,
(Modificado de 1. Darnell. H. Lodish, y D. Baltimore, Malecular Cell Biolagy.
Copyright © 1986 por W. H. Freeman and Company.)
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Césped
opaco
de bacterias

Areas claras
o halos

Figura 7-22.  Aspecio de los halos praducidos por un fago. Se extienden
unos pocos fugos sobre una placy de medio sdlido que contiene un césped

de E. coli bien crecido. Cada fago infecta una céluls bacteriuna, dando

lugar a 100 o mds fagos descendientes que son liberados por lisis de ln ¢élula
de E. coli y que a so salida infectan a células vecinas, Estas, a su vez, sufren
el mismo proceso, que continda hasta que aparece una zona clara o halo,

sobre el césped de bacterias. (De G. S, Stent, Molecular Biotazgy of

Bacterial Viruses. Copyright © 1963 por W. H. Freeman und Company.)

Durante la infeccion, el fago se adsorbe a una bacteria e in-
yecta su material genético dentro del citoplasma (Fig. 7-19). La
informacicn genética del fago pasa entonces a controlar la ma-
quinaria de la célula bacteriana, desconectando la sintesis de
componentes bacterianos y redirigiendo los materiales de sinte-
sis de la bacteria hacia la fabricacion de componentes del fago
(Fig. 7-20). (La utilizacién de la palabra informacicn tiene inte-
rés en este contexto, ya que significa literalmente «dar formas.,
Y ése es precisamente el papel del material genético del virus:
suministrar 6rdenes para crear formas. En este caso, la forma es
la estructura elegantemente simétrica de los nuevos fagos). Fi-
nalmente, se libera un elevado nimero de fagos descendientes
cuando se rompe la pared de la célula bacteriana. Este proceso
de rotura se denomina lisis.

Pero ;como podemos estudiar el fendmeno de la herencia en
fagos. si €stos son tan pequenos que s6lo son visibles al microsco-
pio electronico? En el caso de los fagos. no se producen colonias
visibles mediante siembra en placa, pero podemos producir una
manifestacion visible de las bacterias infectadas aprovechando al-
gunas propiedades de Jos fagos. Veamos las consecuencias de la
infeccion de una bacteria por un fago. La Figura 7-21 nos mues-
tra la secuencia de acontecimientos en el ciclo de infeccidn que
lleva a la liberacidn de los fagos descendientes fuera de la célula
lisada. Tras la lisis, los fagos descendientes infectan a las bacte-
rias vecinas. Este fenémeno produce un incremento exponencial
del nimero de células lisadas. Quince horas después del comien-
zo de un experimento de este tipo, los efectos son detectables a
simple vista, observindose un drea clara, calva o halo de lisis,
en el césped opaco de hacterias que crecen sobre la superficie de
una placa con medio sélido (Fig. 7-22), Dependiendo del genoti-
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Estirpe 1 de E. coli

Figura 7-23.

Infeceion mixta de E. eoli por dos fagos.

po del fago. estos halos pueden ser grandes o pequeiios. claros o,
turbios, etc, Por tanto, la morfologia del halo es un cardcter del
fago que puede ser objeto de andlisis. Otro cardcter fenotipico de
los fagos que puede ser analizado genéticamente es el espectro
de hospedadores. ya que los fagos pueden diferir en las estirpes
bacterianas que infectan y lisan. Por ejemplo, algunas estirpe

bacterianas son inmunes a la adsorcién o a la inyeccion del ma-
terial genético de ciertos fagos especificos.

Cruzamientos con fagos

(Pademos cruzar dos fagos de la misma manera en que cruza-
mos dos estirpes bacterianas? Podemos ilustrar el proceso uﬁh;?
zando un cruzamiento entre fagos T2, estudiados originalmente.
por Alfred Hershey. Los genotipos de dos estirpes parentales son
h™r'y h" 7. Los alelos corresponden a los siguientes fenotipos:
h~ infecta a dos estirpes diferentes de E. coli (que podemos lla-
mar estirpes 1 y 2): /i” infecta exclusivamente a la estirpe 1577
lisa las células con rapidez, produciendo asi halos grandes; y #*
lisa las células lentamente, produciendo halos pequedos.

En el cruzamiento, se infecta la estirpe | de E. coli con los dos
tagos parentales T2, en una relacién de fagos:bacterias (denomi-
nada multiplicidad de infeccién) suficientemente alta para ase-
gurar que una gran proporcion de eélulas sean infectadas simul-
tineamente por ambos tipos de fagos. Este tipo de infeccion
(Fig. 7-23) se denomina infeccién mixta o infeccién doble. El
lisado de fagos (la descendencia) se analiza mediante su exten-
si6n sobre un césped de bacterias compuesto por una mezcla de
las estirpes | y 2 de E. coli. Pueden distinguirse cuatro tipos de’
halos (Fig. 7-24 y Cuadro 7-3). Estos cuatro genotipos pueden.
clasificarse fdcilmente como parentales (5~ 7" y A~ r7) vy recom-




I Fenotipos de los halos producidos por los descendientes
eruzamiento h-p' % it ro. Se afiaden suficientes fagos de cada genotipo para
arque la mayoria de las bacterias serd infectada al menos por un fago
eadaupo Tras la lisis celular, se recogen los lagos descendientes

afisden 4 un césped apropiado de E. coli. Pueden distinguirse cuatro

pos entre los halos, dos que corresponden a los dos tipos parentales y otros
dlos recombinantes. (De G, S. Stent, Molecular Biology of Bacterial

i Copyright i€ 1962 por W. H. Freeman and Company.)

antes (1~ r* y fi7 r7). pudiendo calcularse la frecuencia de
nbinacién del modo siguiente:

th*r"y + (™ r7)

n.” de halos totales

RF =

Si suponemos que recombinan los genomas completos de los

0s, pueden ocurrir entrecruzamientos sencillos que dan lugar
productos reciprocos viables, al contrario que en los cruza-
tos bacterianos donde se requieren dos hechos de recombi-
itn. Sin embargo. el andlisis de los cruzamientos de fagos
i sujeto a ciertas complicaciones. En primer lugar, pueden
ir varios ciclos de intercambio en el interior del hospeda-
un recombinante producido inmediatamente después de la
eccion puede sufrir otros intercambios posteriormente. En se-
ndo lugar, puede producirse la infeccién doble tanto de fagos
iéticamente similares como de fagos diferentes. Por tanto, su-
niendo el caso de dos fagos parentales P, v P,, ademds del
miento de interés P, x P,, ocurren al mismo tiempo cruza-
tos P, x P, y P, x P,. Por estos dos motivos, los recombi-
es obtenidos en los cruzamientos entre fagos son el resulta-
de un conjunto de hechos, mas que de hechos de intercambio
ividuales bien definidos. No obstante, siempre que el resto de
wdiciones sean iguales, el cilculo de la RF es un indice vélido
distancias de mapa en fagos.
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LUADRD 7-4. Fenotipos de halos prod uc;doa med:ante

Estirpe de E. coli

Estirpe del fago T4 B K

rll Grande, redondo No produce halos
i G s quuenci, irregular chneﬁ__' rregular
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Para estudiar el proceso de recombinacion en fagos, se
ponen en contacto los cromosomas parentales en una
‘misma célula hospedaeiofa mediante infeccién mlxta Los

El sistema r//

Los trabajos de Seymour Benzer en los anos eincuenta refinaron
el andlisis de los cruzamientos con fagos hasta tal punto que
podian detectarse frecuencias muy pequenas de recombinacion.
Su trabajo condujo a una mayor comprensién de la naturaleza de
la estructura fina del gen. que consideraremos detalladamente en
el Capitulo 9. La clave de su trabajo fue el desarrollo de un
sistema que permitia la seleccion de recombinantes raros. Dicho
sistema ufiliza los genes rff del fago T4,

Un tipo de fago mutante producia halos muy grandes e irregu-
lares, de modo que llamé a estos fagos mutantes » (de lisis rdpi-
da). Benzer analizd genéticamente los mutantes r y localizo las
mutaciones responsables para el fenotipo r en dos lociz #f y ril.
Luego se concenurd en los mutantes /1.

Fue una propiedad extraordinaria de los mutantes #// la que
hizo posible el trabajo de Benzer: los mutantes #/7 tienen un es-
pectro de hospedador distinto al de los fagos silvestres. Como
hospedadores del fago T4 pueden usarse dos estirpes de £. coli
diferentes, aunque relacionadas, llamadas B y K(4). Con ambas
bacterias. puede distinguirse entre fagos mutantes rfl y silves-
tres. £, coli B permite el crecimiento de ambos, aunque los halos
que aparecen son de tamano distinto: los fagos silvestres produ-
cen halos pequefos y los mutantes // producen halos grandes.
E. coli K., abreviacién de E. coli K(4), no permite el crecimiento
de los mutantes r/l, pero si el de los fagos silvestres. Los mutan-
tes ril son mutantes condicionales. es decir, mutantes que pue-
den crecer en una serie de condiciones, pero no en otras. Se dice
que £ coli B es permisiva para los mutantes #J7, porque permite
su multiplicacion, mientras que E. coli K se considera no permi-
siva para dichos mutantes, porque no permite su multiplicacion,
El Cuadro 7-4 muestra las caracteristicas de crecimiento y mor-
fologia del halo de estos lagos en cada estirpe hospedadora.

Sistemas de selecciéon en cruzamientos
genéticos con fagos

Benzer cruzd varios mutantes r/f del fago T4 vy calculd las fre-
cuencias de recombinacién. que utilizé posteriormente para lo-
calizar las mutaciones en la region del gen #I1.
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Mutante 1/

(a)

Tipo
silvestre

Mutante
doble

(e (d
Figura 7-25.

Veamos como se realiza esto. Supongamos que deseamos cru-
zar dos mutantes p// y recuperar fagos recombinantes silvestres.
Ya que tanto los fagos silvestres como los mutantes #I7 forman
halos distinguibles unos de otros, podemos cruzar dos mutantes
ril distintos en E. coli B y examinar su descendencia sobre la
propia estirpe £. coli B (Fig. 7-25, fotogratia superior de 1a dere-
cha), esperando encontrar algtin halo pequeiio silvestre entre los
halos parentales grandes #/1. Si la frecuencia de recombinacién es
suficiente para producir un nimero de halos silvestres del orden
del 2 al 3 % o mds, este procedimiento bastarfa. Sin embargo, si
la recombinacion fuera menor del | %, el trabajo necesario para
elaborar el mapa de muchas mutaciones r/{ seria abrumador,

No obstante, en vez de sembrar los fagos descendientes del
cruzamiento en E. coli B, podriamos sembrarlos en E. coli K(4)

Estirpe B
. de E. coli

Mutante
doble

El proceso de recombinacion permite que fragmentos de DNA de dos mutantes de fugos diferentes

se combinen en una nueva moléeula de DNA, gue puede contener las mutaciones de ambos fagos o ninguna de ellas, Los
mulantes oblenidos de los diferentes cullivos se mezclan con un cultivo de la estirpe B de £, coli, El cruzamicnto ocurre
cuando el DNA de cada uno de los fagos mutantes infecta a un solo bacilo, La mayoria de las réplicas de DNA

son similares a un tipo de fago o al otro. pero, en ocasiones, la recombinacidn genera un mutarite doble o un recombinante
de tipo silvestre, que no contiene ninguna mutacion. Al sembrar fu descendencia de cada cruzamiento sobre la estirpe B,
tedos crecen con éxito, produciendo muchos halos. Al sembrar sobre la estirpe K, sdlo los recombinantes del tipo

silvestre son capaces de crecer. Puede detectarse un solo recombinante silvestre entre unos 100 millones de descendientes.
{De 8. Benzer, «The Fine Structure ol the Gene.» Copyright © 1962, Scientific American, Inc. Todos los derechos reservados. )

(b)

Tipo Halos sobre la :
silvestre estirpe B de E. coli

i

Halos sobre la
estirpe K de E. coli

(e)

(Fig. 7-25. fotografia inferior de la derecha), en la cual sélo cre-
cerfan los fagos recombinantes silvestres. Asi detectarfamos log
fagos recombinantes con toda facilidad, incluso si la frecuencia
de recombinacién fuera muy baja (digamos. 0.01 %) ; Por qué?
Porque un lisado de fagos (mezcla de fagos producida tras la
lisis de las bacterias) tipica de tales infecciones (esté o no impli-
cado un cruzamiento) contiene mas de 107 fagos por mililitro, Si
mezelamos (.1 mL de dicho lisado con (1.1 mL de bacterias E
coli K, y la frecuencia de recombinacion es del 0.01 %, tendre-
mos mds de 107 (100 000) fagos silvestres recombinantes que
han infectado a las bacterias. (En la prictica, se emplean dilucio-
nes crecientes del lisado de fagos hasta que se produzca un ni-
mero de halos Ficilmente cuantificable). De esta manera, pode-
mos darnos perfecta cuenta del poder de resolucion del sistema



rll-E. coli B/K. En un solo mililitro podemos encontrar un re-
combinante o revertiente entre 10 individuos. ;Compare esto
con el intento de encontrar un recombinante entre 10° moscas
Drosophila 0 107 ratones!

Una vez realizado el cruce, necesitamos determinar la fre-
cuencia de recombinacion. Para ello, en primer lugar, contamas
el nimero de particulas viricas activas, o unidades formadoras
de halos (ufh) que crecen sobre E. coli K (recuerde que éstos son
s6lo fagos recombinantes silvestres) y sobre E, coli B (éstos re-
presentan el total de los fagos descendientes. puesto que todas
las particulas viricas crecen en la estirpe B). La frecuencia de
recombinacién puede calcularse dividiendo el doble del nimero
de uth sobre E. coli K por el niimero de uth sobre E. coli B ;Por
qué usamos el doble de ufh sobre E. ¢oli K7 Para tener en cuenta
los recombinantes que son mutantes dobles y que no se detectan;
dichos mutantes deben estar presentes en la misma proporcién
que los recombinantes silvestres,

Finalmente. en un cruzamiento de este tipo es necesario sem-
brar por separado cada lisado parental sobre E. coli K para deter-
minar cudntos revertientes silvestres habia en la poblacién. Las
mutaciones de reversion ocurren con una frecuencia muy baja.
pero real. Es importante calcular esta frecuencia, y compararla
con la frecuencia de recombinacion calculada. para estar seguro
de que tal recombinacion ha ocurrido y no se trata simplemente
de la reversion de los tipos parentales.

En resumen. el uso que dio Benzer al sistema 7/ v a dos hos-
pedadores bacterianos distintos le proporciond un método de se-
leccion de hechos poco frecuentes, evitando el eserutinio de gran
namero de halos.

Benzer rentabilizo el fantastico poder de resolucion
ivado del empleo de un método de seleccién para
S :

Transduccién

Algunos fagos son capaces de movilizar genes bacterianos y
transferirlos de unas bacterias a otras por medio de un proceso
denominado fransduccion. Por tanto, la transduccién constituye
un mecanismo de transferencia genética entre bacterias, adicio-
nal a los que ya hemos considerado: la conjugacion. la transfe-
rencia infecciosa de episomas y la transformacion.

Descubrimiento de la transduccién

En 1951. Joshua Lederberg y Norton Zinder estudiaban procesos
de recombinacion en la bacteria Salmonella rvphimurium, apli-
cando las téenicas que va habian sido utilizadas eficazmente en E.
coli. Estos investigadores utilizaron dos estirpes diferentes: una de
ellas era de genotipo phe ™ trp™ tyr™ y la otra era mer™ his™ (no nos
preocuparemos de momento sobre la naturaleza de estos marca-
dores. s0lo tendremos en cuenta que los alelos mutantes confieren
auxotrofia), Cuando cualquicra de las dos estirpes se sembraba en
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placas de medio minimo, no se observaban células silvestres. Sin
embargo, tras mezclar las dos estirpes, aparecian células silvestres
en una frecuencia aproximada de | de cada 10°. Hasta ahora, la
situacion parece similar a la recombinacion en E. cali.

Sin embargo, en este caso también obtuvieron recombinantes
en un experimento con un tubo en U, en el que el filtro impedia
el contacto celular (conjugacion). Variando el tamafio de poro
del filtro que separaba los dos brazos, encontraron que el agente
responsable de la recombinacion tenfa un tamafio parecido al del
virus P22, un fago atemperado de Salmonella. Estudios adicio-
nales reforzaron la idea de que el vector que permitia la recom-
binacion era efectivamente el fago P22, El agente filtrable y P22
tienen propiedades idénticas en lo que respecta a tamano, sensi-
bilidad « antisueros ¢ inmunidad a enzimas hidroliticas. De este
modo, Lederberg y Zinder. en lugar de confirmar la conjugacién
en Salmonelia. descubrieron un nuevo tipo de transferencia ge-
nética mediada por virus que denominaron transduccién. Du-
rante el ciclo litico. algunas particulas viricas incorporan genes
bacterianos que mas tarde son transferidos a otro hospedador,
donde el virus introduce su contenido. Posteriormente, se ha de-
mostrado gue la transduccion es bastante comun tanto en los
fagos atemperados como en los virulentos.

Hay dos tipos de transduccion: generalizada y especializada.
Los fagos de transduceién generalizada pueden transferir cual-
quier parte del cromosoma de la bacteria que infectan, mientras
que los fagos de transduccion especializada tnicamente llevan
consigo partes especificas del cromosoma bacteriano.

Transduccion con fagos y transduccion
generalizada

Como se originan los fagos transductores? En 1956. K. Ikeda y
J. Tomizawa clarificaron esta cuestion realizando unos experi-
mentos con el fago P1. un fago atemperado de E. coli. Observa-
ron que cuando una célula donante no lisogénica se lisaba como
consecuencia de una infeccion por P1, el cromosoma bacteriano
se rompia en fragmentos pequefios. Ocasionalmente, las particu-
las de fago en formacién empaquetaban accidentalmente DNA
bacteriano en la cdpsida en lugar del DNA del fago. dando ori-
gen al fago transductor.

Debido a que las proteinas de la cdpsida determinan la capaci-
dad del fago para atacar a una célula, tales fagos transductores
pueden adsorberse a la célula bacteriana e inyectar su contenido,
que en este caso son genes bacterianos donantes. Cuando se in-
yecta el contenido de un fago transductor al interior de una célu-
la recipiente, se crea una situacion de meroploidia en la cual los
genes fransducidos pueden incorporarse por recombinacién
(Fig. 7-26). Puesto que puede transducirse cualquier marcador
de la célula hospedadora. este tipo de transduccién se denomina
transduccion generalizada.

Los fagos P1 y P22 pertenecen a un grupo que muestra transduc-
cion generalizada (es decir. transfieren practicamente cualquier gen
del cromosoma hospedador). Durante su ciclo de vida, P22 proba-
blemente se inserta en el cromosoma hospedador en forma de pro-
fago, mientras que P1 permanece independiente como un gran plis-
mido, pero ambos fagos son capaces de transducir marcadores
por empaquetamiento erréneo de la cdpsida durante la lisis.
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Bacteria donante

Bacteria transducida

Figura 7-26.

Analisis de ligamiento mediante experimentos
de transduccion

La transduccion generalizada puede utilizarse para obtener in-
formacion del ligamiento entre genes bacterianos si lales genes
estan suficientemente cercanos para que el fago pueda incorpo-
rarlos y transducirlos como un solo fragmento de DNA. Por
ejemplo, supongamos que queremos medir el grado de ligamien-
to entre los loci met y arg de E. coli. Realizamos un cruzamiento
entre una estirpe met™ arg”’, v otra met” arg”. Podemos incubar
el fago P1 con l1a estirpe donante met™ arg*, permitir la infeccion
con P1 de la estirpe mer™ arg™, y seleccionar luego las colonias
met™. Determinariamos entonces qué porcentaje de las colonias
met ' son también arg’. Las estirpes que han sido transducidas
tanto para meft como para arg”, se denominan cotransductantes,
El grado de ligamiento se expresa como frecuencias de cotrans-
duccion (Fg. 7-27). Cuanto mayor sea la frecuencia de cotransduc-
cién, menor serd la distancia entre los dos marcadores genéticos.
En una extension de este andlisis, podemos estimar el tamafio
del fragmento cromosdmico que es capaz de incorporar un fago,
realizando el siguiente tipo de experimento con el fago Pl:

Donante feu " thr' azi” — recipiente leu™ thr™ azi®

Podemos seleccionar uno o mas marcadores del donante en el
recipiente y después (siguiendo la metodologia de la genética de

Mecanismo de transduccidn generalizada. En realidad, sélo una pequena proporcion de los fagos
descendientes (1 de cada 10 000) contiene genes de la estirpe donante.

Fagos portadores
de genes del donante

Bacteria receptora

Marcadores no
seleccionados

Marcador

Experimento  seleccionado

la merocigosis) buscar la presencia de los otros marcadores
seleccionados, tal como se indica en el Cuadro 7-5. El experimen
to | de el Cuadro 7-5 nos dice que len esta relativamente cere
azi y lejos de thr, dejdndonos con dos alternativas posibles:

1 1 1
T 1

I
thr lew azl

il 1 [}
I

I T
thr azi leu

El experimento 2 nos dice que len estd mas cerca de g::_s_
azi, por lo que el mapa debe ser:

T T
thr lew  azi
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Figura 7-28.
vida alternativos de un fago
atemperado v su célula hospedadora.
(De A. Lwoll, Bacieriological
Reviews 17, 1953, 269.)

Ciclos de

COROLARIO +vivissrsnsmsnnmonsas T N P R e

Los fagos virulentos no pueden convertirse en profagos;
son slem re li t|cos. Los fagos atemperados puede

Base genética de la lisogenia

¢ Cudl es la naturaleza del profago? Tras la induccidn, el profago
es capaz de dirigir la produccién de fagos maduros completos,
de modo que todo el genoma del fago debe estar presente en el
fago. Pero, ;es el fago una particula pequefia que se encuentra
libre en el citoplasma bacteriano, o estd de algin modo asociado
al genoma bacteriano? Casualmente, la estirpe original de £, coli
utilizada por Lederberg y Tatum (pag. 209) resultd ser lisogéni-

{a) Bacteria no inmune — Lisis
{induccian cigotica)

(b} Bacteria inmune -

Figura 7-29.

= No hay lisis

Induccion cigdtica.

Infeccion

. Ciclo lisogénico

Induccion

ca para un fago atemperado denominado lambda (4). El fagﬂ___' i
se ha convertido en el fago mas estudiado y mejor caracterizad
Los cruzamientos entre células F' y F~ han proporcionado resul:
tados interesantes. El cruzamiento F* x F (1) produce receplores:
recombinantes lisogénicos, mientras que el cruzamiento recirpo-
co F*(4) x F~, casi nunca produce recombinantes lisogénicos.

Estos resultados se hicieron mas comprensibles cuando se de
cubrieron las estirpes Hfr. En el cruzamiento Hfr x F7(2), se obti
nen facilmente exconjugantes lisogénicos F~ con genes Hfr. §
embargo, en el cruzamiento reciproco Hfr(2) x F. entre los ex-
conjugantes aparecen los primeros genes que se transtieren a par-
tir del cromosoma Hfr, pero no se observan recombinantes pa
los marcadores tardios (aquellos que se transfieren después
cierto tiempo de iniciada la conjugacion). Ademads, casi nunca:
obtienen exconjugantes lisogénicos en este cruzamiento recipro-
co. ;Como podrian explicarse estos resultados? Estas observacio
nes tendrfan sentido si el profago 4 se comportara como un log
genético bacteriano (es decir, como parte del cromosoma bacte-
riano). En experimentos de conjugacidn interrumpida, el profi-
o / siempre entra en la célula F~ en un momento especifico,
estrechamente ligado al locus gal. Por tanto. podemos situar al
profago A en un locus concreto proximo a la region gal.

En el cruzamiento entre una estirpe Hfr lisogénica y una esir
pe recipiente F~ no lisogénica (no inmune), la entrada del profa-
20 / a la célula no inmune induce el ciclo litico de inmediato,
proceso denominade induccién cigdotica. Sin embargo,
cruzamiento Hir(1) x F7(4), se obtiene Ficilmente cualquier ti
de recombinante: es decir, no hay induccidn del profago y
consecuencia no se produce lisis (Fig. 7-29). Parece como si
citoplasma de la célula F~ pudiera encontrarse en dos estad
diferentes (dependiendo de i la célula contiene o no un pro
de /), de manera que el contacto entre un profago entrante y
citoplasma de una célula no inmune induciria inmediatamente
ciclo litico. Ahora sabemos que un factor citopldsmico determi-
nado por el profago reprime la multiplicacion del virus. La en-
trada del profago en un ambiente no lisogénico diluye inmedi
tamente este factor represor y entonces el virus se reproduce.
Pero si el virus determing el factor represor, ;por qué no se repri-
me a sf mismo? Claramente lo hace, porque una fraccidn de las

(]
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- = /

’ gal f; fa-\

\ ‘

Cromosoma de E. coli

Figura 7-30.  Modelo de Campbell de integracién del fago / en el
cromosoma de £ coli. Se produce un hecho de recombinacion reciproco entre un
sitio de integracién especitico presente en el DNA eircular de 2 v una regidn
tonereta del cromesoma de la bacteria situada entre los genes gal v bio.

‘células infectadas se convierte en lisogénica. Se produce una
competencia entre las sefiales génicas de A necesarias para la re-
produccion y aquellas necesarias para la represidn. El modelo de
un represor citoplasmico determinado por el fago explica la inmu-
nidad de las bacterias lisogénicas, ya que cualquier fago infectan-
e nuevo encontrariz inmediatamente un represor v seria inactiva-
do. En el Capitulo 11 discutiremos con mds detalle este modelo.

Integracion del profago

;Como se integra el profago en el genoma de una bacteria’
Allan Campbell propuso en 1962 que /4 lo hace mediante un

I"{a! Produccién de un lisado inicial

i Mezcla

gal’ bfG% = gal” bio*
{i) Escisian normal

|. [b] Transduccién con el lisado inicial

(i} Transductantes lisogénicos

Adgal Fago coadyuvante

(ii) Transductantes producidos por recombinacion
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hecho de recombinacion reciproca entre los cromosomas circu-
lares de / y de E. coli, como se muestra en la Figura 7-30. El
entrecruzamiento ocurre entre una regién especifica de /, el sitio
de integracion de 4, y una regién del cromosoma bacteriano
situada entre los genes gal y bio, yva que £ se integra en esa
posicién en el cromosoma de E. coli.

Un aspecto atractivo del modelo de Campbell es que permite
hacer predicciones que pueden ser comprobadas por los genetis-
tas utilizando el fago 4:

1. Laintegracion del profago en el cromosoma de E. coli debe-
ria provocar un aumento en la distancia genética entre los
marcadores baclerianos adyacentes, como se aprecia en la
Figura 7-30 para gal y biv. De hecho. los estudios demues-
tran que el tiempo de entrada y las distancias de recombina-
¢ion entre los genes bacterianos aumentan como consecuen-
cia de la lisogenia.

2. La delecion de fragmentos bacterianos adyacentes al sitio
de integracion del profago deberian delecionar genes del
fago, al menos algunas veces. Los estudios experimentales
también confirman esta predicecion.

Transduccion especializada

Ahora podemos comprender el proceso de transduccidn espe-
cializada, mediante ¢l cual sélo pueden transducirse ciertos
marcadores de la célula hospedadora.

El tago lambda es un buen ejemplo de fago transductor espe-
cializado. Como protfago.  siempre se integra entre las regiones
gal y bio del cromosoma del hospedador (véase Fig. 7-30). En
experimentos de transduccién, A sélo transduce los genes gal y
bio. Visualicemos el mecanismo de transduccion de 4.

LLa recombinacidn entre regiones de A y del cromosoma bacte-
riano estd catalizada por un sistema enzimdtico especifico. Di-
cho sistema normalmente asegura que A se integre siempre en el

gal” bio*

(i) Escision anormal rara

Flgl..l ra7-31. Mecanismo de transduccion gspecializada
del fago 2. (a) El cultivo bacteriano hisogémco puede
producir particulas £ normales o, con muy baja

frecuencia, una particula anormal Jdgal, que es una

particuly transductora, {b) La transduccién con ese lisado

2
— —_——
— -

== —_—
gal bio® gal

bio

mixte puede producir transductantes gal® por la incorporacion
simultinea de Adgal y un fago 4 silvestre.
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mismo sitio del cromosoma y cuando se induce el ciclo litico
(por ejemplo. con luz ultravioleta), asegura gue el profago 4 se
separe de modo preciso en el sitio correcto para dar lugar al
cromosoma normal y circular de 4. Con muy baja frecuencia, se
produce una escision anormal del profago. dando lugar a parti-
culas del fago portadoras de un gen préximo al sitio de integra-
cion y dejando atrds algunos genes del fago (Fig. 7-31a). Los
genes adyacentes en el caso del fago A, son gal a un lado y bio al
otro. Las particulas resultantes son defectuosas, ya que algunos
de sus genes han quedado en el cromosoma del hospedador vy,
por ello. se denominan Adgal (A-defectuoso gal), o idbio. Estas
particulas defectuosas portadoras de genes adyacentes pueden
empaquetarse en las cdpsidas de los fagos e infectar a otras bac-
terias. En presencia de una segunda particula de fago silvestre,
mediante una infeccion doble, la particula /degal puede integrar-
se en el sitio de integracion de Z del cromosoma (Fig. 7-315). De

este modo, los genes gal se transducen en este caso a una segun-
da célula hospedadora. Este mecanismo de transduccion se de-
nomina transduccion especializada. porgue se limita a genes que
estan muy préximos al profago integrado inicialmente,

EORDLARND i st s omiibsistahe s Sy s g

La transduccion se produce cuando los fagos que se estan
formando incorporan genes del hospedador vy los transfieren
a otras células bacterianas. En la transduccion generalizada
el fago puede transferir cualquier gen del hospedador.
Ocurre cuando los fa estan empaquetandose

Figura 7-32. ® mapa genético de £, coli de 1963, Las unidades son los minutos, basadas en experimentos de
conjugacion interrampida v medidas a partir de un ongen localizado arbitrariamente. Los asteriscos hacen referencia a

los marcadores que no han sido localizados en el mapa con tanta precision como los demds. (De G, S. Stent, Molecular Biology
of Bacterial Virnses, Copyright © 1963, W. H. Freeman and Company.)
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Figura 7-33.  Representacion lineal de una seccion de 5 minutos del mapa de ligamienta de 100 minutos de £,
coli de 1990, Los marcadores entre paréntesis no estin cartografiados de forma precisa: aquellos marcados con asteriseos estdn
cartografiados de forma mis precisa que los que estdn entre paréntesis, pero lodavia no se conocen exactamente. Las
[echas sobre los genes y agrupaciones de genes mdican ln direccion de transeripeion de esos loci, (De B ). Bachmeann,
«Linkage Map of Escherichia coli K-12, Ed. 8.» Micrebiological Reviews, 34, 1990, 130-197).
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Figura 7-34. Correlacion entre los mapas gendético v [isico. (a) Marcadores del mapa genético de 1990 en la regidn
prasima i los minutos 60 y 61, (h) Posicion exacta de cada gen. basada en 1o secoencia completa del genoma de £ coli.
{Por simplicidad. no aparceen todos los genes en la figura). Los cuadrados pequefios representan gencs y supuestos

genes. Cada color representa un tipo de funcian diferente. Por gjemple, el rojo denota una funcidn reguladora y el azul
oscuro denota lus Tunciones de replicacidn, recombinacion y reparacion del DNAC Se indica la correspondencia del orden de los
genes ¢n los dos mapas.

Cartografia del Ccromosoma de E. {.'U”,. pef'“]iliendo asi comparar la pUHiL_‘iijﬂ exacta de los
marcadores del mapa genético con la posicion correspondien-
Combinando las téenicas de conjugacidn interrumpida, analisis te a la secuencia lineal de DNA respectiva en la que estdn

dB ]IUJI’TIIEHIO por recombmaunn transformacidn v transduc-

cifrados. La Figura 7-34 muestra la comparacion de un seg-
cion. se han elaborado algunos mapas cromosomicos hacteria-

mento en ambos mapas. Claramente, el mapa genético corres-
nos muy detallados. Actualmente, los marcadores genéticos nue- ponde de manera precisa a las posiciones relativas
vos suelen localizarse primero en un segmento de unos 100a 15 fisico.
minutos, utilizando para ello una serie de estirpes Hfr que trans-
fieren DNA a partir de diferentes puntos a lo largo del cromoso-
ma. Esto permite seleccionar marcadores dentro del intervalo,
que son utilizados luego en experimentos de cotransduccion con
el fago PI.

En el afio 1963, el mapa de E. coli (Fig. 7-32) va detallaba
lag posiciones de aproximadamente 100 genes. Tras 27 anos de
refinamiento posterior, el mapa de 1990 indica la posicion de
mis de 1400 genes. La Figura 7-33 muestra una porcion de 5

minutos del mapa de 1990 (que estd ajustado a una escala de 2. La herencia de marcadores genéticos mediante transferencia

100 minutos), La complejidad de estos mapas ilustra el poder conjugativa de DNA por estirpes Hfr, transformacion de
de resolucion y la sofisticacidn del andlisis genérico. ;Hasta segmentos del cromosoma donante y transduccion generali-
qué punto estos mapas corresponden a la realidad fisica? En zada son procesos que comparten una propiedad importante.
1997, se obtuvo la secuencia de DNA del genoma completo En todos estos procesos, se introduce un fragmento de DNA

Revision de la transferencia génica
bacteriana
1. La transferencia de genes entre bacterias puede llevarse a

cabo mediante conjugacion, transformacion y transduccion
mediada por fagos.



en la célula receptora, que debe sufrir dos hechos de recom-
binacién para que sea integrado en el cromosoma vy hereda-
do posteriormente. Los fragmentos que no se incorporen, no
pueden replicarse y por consiguiente, se diluyen y desapare-
cen de la poblacién de células hijas.

La transferencia conjugativa de factores F' portadores de ge-
nes bacterianos y la transduccién especializada de ciertos
marcadores genéticos son procesos similares en el sentido de
que en ambos casos se introduce eficazmente un conjunto
limitado y especifico de genes bacterianos en la célula reci-
piente. Para su ransmision no es necesario que 0CurTa recom-
binacion normal, como en el caso de la herencia de fragmen-
tos de DNA. Después de la transferencia de F, el factor F' se

(a) Conjugacion
Factor F

Bacteria con
los alelos
abyc

Transferencia
durante la
conjugacion,
tras la integracian

{b) Transformacion

del Factor F

Capituolo 7 Transferencia génica en bacterias y sus virus

replica en el citoplasma bacteriano como una entidad separa-
da. Por otro lada, el DNA del fago transductor especializado
se integra en el cromosoma bacteriano mediante un sistema
de recombinacidn especifico de ese fago. En ambos casos, se
produce un diploide parcial (merodiploide), ya que los dos
procesos permiten la herencia simultinea del gen transferido
y del alelo correspondiente en la célula recipiente,

4. La transferencia génica puede utilizarse para cartografiar
el cromosoma bacteriano. Los cruzamientos con estirpes
Hfr se utilizan primero para localizar una mutacién en una
regién determinada del cromosoma. Posteriormente, la
transduccién generalizada proporciona una localizacion
mas precisa.

Origen

Recombinacion

Extremo
del factor F

Lisis celular

Fragmentos
libres de DNA

{e) Transduccion

Cubierta

Virus £ b -
virica vacia

Fragmento
del :
| cromaosoma
| bacteriano

Lisis celular

Infeccion

MNuevas
particulas
viricas

Bacteria DNA virico

Figura 7-35.

Fragmento tomado
por una nueva bacteria

= —

Recombinacion

Infeccion |

sombinacion

Otra
bacteria

Pracesns de recombinacion en bacterias. La recombinacion bacteriana requicre que una eélula reciba

un alelo de otra célula. (2) En el proceso de conjugacion, un elemento citoplismico, como el factor de fertilidad (F), se integra
en el cromosoma de la celula bacieriana, Durante el contacto célula-célula, el factor integrado puede transferir todo o

parte de ese cromosoma a olra célula cuyo cromosoma contenga alelos de los genes presentes en el fragmento

transferido, Este recombina con el segmento homdlogo del cromosoma de la célula receptora: en el ejemplo mostrado

aqui, el alelo B sustituye al alelo b, (b) En el proceso de ransformacidn, un segmento de DNA portador de un determinado alelo
es captado del medio ambiente por una célula cuyo cromosoma leva un alelo con el que puede empargjar: los alelos (en
nuestro cjemplo, By b) se intereambian por recombinacién homéloga. (¢) En el proceso de transduccion. después

de que un fago haya infectado a una célula bacteriana, una de las particulas del fago sintetizadas de novo wma un segmento
de DNA bucteriano en lugar del DNA virico. Cuando esta particula infecta a otra célula, inyects el DNA bacteriano, que
recombina con un segmento homologo de la segunda célula, produciéndose asi el intercambio de cualquiera de

los alelos carrespondientes (en nuestro gjemplo, A v a).
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Cromosomas en arlequin. (Sheldon WolflfUniversity of California,
San Franciseea.)
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Ideas fundamentales

Células bacterianas que expresan un fenotipo determinado
pueden ser transformadas en células que expresan un fenotipo
diferente; el agente transformante es el DNA,

Ciertos experimentos con fagos T2 marcados han permitido
establecer que el material hereditario es el DNA.

James Watson y Francis Crick demostraron que la estructura del
DNA es una hélice doble. Cada hélice es una cadena de
nucledtidos unidos por enlaces fosfodiésteres. Las dos cadenas
helicoidales se mantienen unidas mediante puentes de hidrégeno
especiticos entre pares de bases.

La estructura del DNA ascgura la fidelidad de la replicacion
porque la complementariedad entre las bases viene determinada
por el establecimiento de puentes de hidrégeno especificos.
La replicacién del DNA es semiconservativa, en cuanto que
cada molécula doble hija contiene una cadena parental y otra
recién sintetizada.

Se han caracterizado muchas de las enzimas que participan en la
sintesis del DNA.
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1 esclarecimiento de la estructura del DNA por James
Watson y Francis Crick, en 1953, fue uno de los descu-
brimientos mds excitantes de la historia de la Genética.
Abrid el camino a la comprensién en términos moleculares de la
herencia y de la forma de actuar de los genes. Antes de que
veamos como se logré resolver la estructura del DNA, resumamos
qué se conocia sobre los genes y sobre el DNA en el momento en
que Watson y Crick iniciaron su histérica colaboracion:
1. Se sabia que los genes —los «factores» hereditarios descri-
tos por Mendel— estaban asociados a caracteres concretos,
pero se desconocia su naturaleza fisica.

2. lateoria «un gen-una enzima» (descrita con mas detalle en
el Cap. 9) postulaba que los genes controlan la estructura de
las proteinas.

3. Se sabia que los genes estaban situados en los cromosomas.

4. Se descubrid que los cromosomas se componian de DNA y
proteina.

5. Las investigaciones de Frederick Griffith y. subsecuente-
mente, las de Oswald Avery y sus colaboradores apuntaban
al DNA como el material genético. Tales investigaciones,
que se describen aqui, demostraban que las células bacteria-
nas que expresan un fenotipo determinado pueden ser trans-
formadas en c¢élulas que expresan un fenotipo distinto, y que
el agente transformante es el DNA.

El material genético: DNA

La naturaleza fisica del gen fascind a los cientificos durante
afios. Una serie de experimentos que se iniciaron en la década de
1920 acabaria por revelar que el material genético es el DNA,

El descubrimiento de la transformacion

En 1928, en el curso de sus experimentos con la bacteria Strepio-
coccus pnewmoniae, Frederick Griffith hizo una misteriosa obser-
vacion. Esa bacteria, causante de la neumonia humana, es normal-
mente letal para los ratones. Sin embargo, han aparecido distintas
estirpes de esta especie bacteriana que difieren en cuanto a su
virulencia (capacidad para provocar la enfermedad o la muerte),
Griffith utilizo en sus experimentos dos estirpes que se distinguiin
por el aspeclo de sus colonias crecidas en cultivos de laboratorio.
Las células de una de las estirpes, un tipo virulento normal, estin
rodeadas por una cdpsula de polisacdridos que le da a las colonias
una apariencia lisa: de ahi que ésta sea denominada estirpe §. Las
células de la otra estirpe de Griffith, un tipo mutante no virulento
que se reproduce en los ratones pero no es letal, carecen de est
cdpsula de polisacdridos, lo cual hace que las colonias tengan una
apariencia rugosa; ésta se denomina estirpe R.

Gritfith matd algunas células virulentas, hirviéndolas, ¢ in-
yectd las células muertas en ratones. Los ratones sobrevivieron.

Estirpe H"’
0”'

6“
N —®,
— S g g\g_ i
El ratén muere El raton sobrevive

Estirpe S
(a) {b}
99 Estirpe R

0

Estirpe S muerta El ratan sobrevive

por calor

por calor

Figura 8-1.

Estirpe S muerta

(d)

Primera demostracion de la transformacidn bacteriana. (al El ratdon muere tras inoculacion con la

estirpe virulenta S. (b} El ratén sobrevive a la inoculacién con la estirpe R, (¢) El ratén sobrevive 4 la inoculacidn con Ta
estirpe § muerta por calor. (d) El raton muere tras inoculacion con una mezcla de la estirpe R viva y la estirpe S

muerta por calor, De wlgumy manera, la estirpe S muerta transforma a la estirpe R en virulenta, Las partes a, by ¢
constituyen los controles de este experimento. (Tomado de G. 5. Stent y R. Calendar, Malecuiar Generics. 2. ed. Copyright
77 1978 de W. H. Freeman and Company. Segin R. Sager y F. 1, Rvan. Cell Heredity. Wiley, 1961.)
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Figura B8-3. El experimento de Hershey y
Chase. que demuestra que ¢l material genético del fago
es DNA. no proteina. El experimento emplea dos

preparaciones de bacteridfagos T2, En una .

de ellas. las proteinas de la cublerta estan marcadas
con azufre radioactivo (7S}, ausente del DNA. En

la otra, el DNA estd marcado con fasforo

radioactivo (“P). ausente de las proteinas. Sdlo

¢l PP es inyectado dentro de £ cofi, demostrando que
el agente necesario para fa produceion de nuevos
fagos es el DNA.

Nucledtidos puricos

Fosfato

{adenina, A)

-— Azlcar
desoxirribosa

5 -fosfato de desoxiadenosina (dAMP)

Nucleotidos pirimidinicos

-=— Citosina {C)

OH H
b -fosfato de desoxicitidina (dCMP)

Estructura y replicacion del DNA

-

-— Base nitrogenada

i \ 5 i

- - x
e § ‘:. Fl
- ,;ed;j""‘ kit

La mayoria de
la radiactividad
aparece agui

Fantasmas
z(del fago

E. coli l f
-

ey Fantasmas
x ‘ del fago

La mayoria de

P i la radiactividad
aparece en las
bacterias y pasa
a los fagos
descendientes

>k |

Batidora

e
o

=— Guanina (Gl

OH H

5 -fosfato de desoxiguanosina (dGMP)

-— Timina (T)

OH H
5 -fosfato de desoxitimidina (dTMP)

Flgu ra 8-4. Eswucwra guimica de los cuatro nucledtidos (dos con bases piricas y dos con bases pirimidinicas)
que constituyen los componentes fundamentales del DNA. El azicar se denomina desoxirribosa porque es una vananie del

dzicar comin ribosa, gue tene un dtomo méds de oxigeno.




S-monofosfato de timidina (o desoxitimidilato. o dTMP). Sin
embargo. resulta mds comodo referirse a cada nucleétido por la
abreviatura de su base (A, G, C y T, respectivamente). Dos de
las bases, adenina y gnanina, son de estructura similar y se deno-
minan purinas. Las otras dos bases, citosina y timina. también
son similares v se denominan pirimidinas.

Después de que se hiciera evidente el papel central del DNA
en la herencia. muchos cientificos se dispusieron a determinar su
estructura con exactitud. | Cémo puede una molécula con un ran-
go tan limitado de componentes distintos almacenar la inmensa
variedad informativa de las estructuras primarias de todas las
proteinas de los seres vivos? Los primeros que tuvieron éxito en
el empefio de encontrar una estructura razonable para el DNA
—Watson y Crick. en 1953— trabajaron con dos tipos de pistas.
En primer lugar, Rosalind Franklin y Maurice Wilkins habfan
acumulado gran nimero de datos de difraccién de rayos X sobre
la estructura del DNA. En estos experimentos, se dirigen rayos
X sobre fibras de DNA y se recoge la difraccién de los rayos
sobre una pelicula fotogrifica, en la que los ravos producen
manchas. El d4ngulo de difraccién representado por cada mancha
de la pelicula suministra informacion sobre la posicién en la mo-
lécula de DNA de un dtomo, o ciertos grupos de dtomos. Este
procedimiento no es ficil de llevar a cabo (ni de explicar). y la
interpretacién de las distribuciones de manchas resulta muy difi-
cultosa. Los datos disponibles sugerfan que el DNA es largo y
muy fino. y que consta de dos partes similares que corren parale-
lamente una a otra a lo largo de la molécula. Los datos de rayos
X demostraban también que la molécula es helicoidal (como una
espiral). Se presentaban otras regularidades en la distribucién de
manchas, pero nadie habia pensado todavia en una estructura
tridimensional que diera cuenta exacta de esos parrones de man-
chas.

El segundo tipo de datos a disposicion de Watson y Crick
procedia del trabajo realizado varios afos antes por Erwing
Chargaff. Estudiando una variada gama de DNA de diferentes

Proporciones molares de las bases* de DNA de distintos origenes
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organismos (Cuadro 8-1), Chargaff estableci ciertas reglas em-
piricas sobre las cantidades de cada componente del DNA:

1. Lacantidad total de nucledtidos pirimidinicos (T + C) es siem-
pre igual a la cantidad total de nucleétidos piricos (A + G).

2. Lacantidad de T es siempre igual ala de A, y la cantidad de
C es siempre igual a la de G. Pero la cantidad de A + T no es
necesariamenie igual a la de G + C, como puede verse en la
dltima columna del Cuadro 8-1. Este cociente varia entre
distintos organismos.

La hélice doble

La estructura que disefiaron Watson y Crick a partir de esas pis-
tas es una hélice doble. parecida a dos muelles entrelazados.
Cada muelle (hélice) es una ristra de nucledtidos unidos por en-
laces fosfodiésteres. en los que un grupo fosfato forma un puen-
te entre grupos —OH de dos residuos de aziicar adyacentes. Los
dos «muelles» (hélices) se mantienen juntos mediante puentes
de hidrégeno. en los que dos dlomos electronegativos «compar-
ten» un proton entre las bases. Los puentes de hidrégeno se for-
man entre dtomos de hidrégeno con una pequefia carga positiva y
dtomos aceptores con una pequefia carga negativa. Por ejemplo,

Cada dtomo de hidrogeno de un grupo NH, es ligeramente posi-
tivo (6%) porque el dtomo de nitrégeno atrae a los electrones
implicados en el enlace N—H, dejando asi al dtomo de hidrége-

Organismo Tejido Adenina Timina Guanina Citosina T
G+C
Escherichia coli
(K12) - 26.0 23.9 249 s 1.00
Diplocoecus
preunoniae g 29.8 31.6 20.5 18.0 1.59
Mycobacterium
tuberculosis = 15.1 146 349 354 042
Levadura — 313 329 18.7 17.1 1.79
Paracentrotus
Iividus
(erizo de mar) Esperma 32.8 32:1 17.7 18.4 1.85
Arengue Esperma 27.8 27.5 222 226 1.23
Rata Medula osea 28.6 284 214 TS 1.33
Hombre Timo 30.9 294 199 19.8 1.52
Hombre Higado 303 30.3 19.5 19.9 £53
Hombre Esperma 30.7 31.2 19.3 18.8 1.62

_* Expresadas en moles de nitrégeno _qﬁ_ns_t"i;nyen_tc por cada 100 atomos gramo de fostato del hidrolizado.

Fuente: E. Chargaff y 1. Dav'i_ds_.pn,tc'ds.- .

t¢ Nucleic Acids. Academic Press, 1955.
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no ligeramente escaso de electrones. El dtomo de oxigeno tiene
seis electrones suellos en su capa externa que lo hacen ligera-
mente negativo (47). Se forma, pues, un puente de hidrégeno
entre un H y un O. Los puentes de hidrégeno son enlaces muy
débiles (del orden sélo del 3 % de la fuerza de un enlace quimico
covalente) pero, como veremos, esta debilidad juega una fun-
cidn importante en el papel de la molécula de DNA en la heren-
cia. Un aspecto quimico adicional importante: el puente de hi-
drégeno es mucho més fuerte si los dtomos implicados «apuntan
uno al otro» en las orientaciones mas idoneas.

Los puentes de hidrogeno se forman entre pares de bases y
estan indicados por lineas discontinuas en la Figura §-5, que
muestra una parte de la doble estructura emparejada, con las hé-
lices desenrolladas. Cada par de bases consiste en una purina y
una pirimidina, emparejadas segiin la regla siguiente: G empare-
jacon C.y A lo hace con T. En la Figura 8-6, un esquema simple
de la doble hélice, cada par de bases se representa por un «pali-
to» entre las «cintas» 0 «esqueletos azdcar-fosfato» de las cade-
nas de nucleotidos, Observe en la Figura 8-5 que las dos cade-

Figura 8-5. Doble hélice de DNA, desenrollada para mostrar los
esqueletos aziear-fosfato (en azul) v los cscalones de pures de bases {en

rojo). Los esqueletos corren en direcciones opueslas: 1os extremos s¢ denominan
5y 3' seain la orientacidn de los dtomos de carbono 5 v 37 de los anillos

de azdear, Cada par de bases consta de una purina, adenina (A) o

euaning (G), ¥ una pirimidina, timina (T) o citosini {C), conectadds mediante
puentes de hidrageno (lieas punteidas). (Tomada de R.E. Dickerson, «The
DNA Helix and How it is Read». Copyright @© 1983 de Scientific

American, Ine. Reservados todas los derechos.)

Figura 8-6. Modelo simplificadn de la estructura helicoidal del DNA,
Los palitos representan pares de bases, y las cintas representan los esqueleto
azicar-fosfato de las dos cadenas antiparalelas. Las distintas medidas se dun
en angstroms (| A=0.1nm)

nas corren en direcciones opuestas; se dice que son antiparale-
las, y (por razones aparentes en la figura) una se denomina
cadena 5 — 3" y la otra cadena 3’ — 5.

La doble hélice da cuenta perfectamente de los datos de rayos
X y también se ajusta muy bien a los datos de Chargaff. Estu-
diando las maguetas que hicieron de la estructura, Watson y
Crick notaron que el didmetro observado de la doble hélice (co-
nocido por los datos de rayos X) se explicarfa si una base pirica
empareja siempre (mediante puentes de hidrégeno) con otra piri-
midinica (Fig. 7). Tal emparejamiento explicaria la regulari-
dad (A + G} = (T + C) observada por Chargaff, pero predeciria
cuatro posibilidades: T+ A, T--- G, C+-A y C---G. Sin em-
bargo, los datos de Chargalf indicaban que T emparcja sdlo con
Ay C lo hace sélo con G. Watson y Crick demostraron que slo
esos dos emparejamientos tienen las conformacianes comple-
mentarias, tipo «llave-cerradurar», adecuadas para permitir le
formacion eficiente de los puentes de hidrégeno (Fig. 8-8).

Observe que el par G—C establece tres puentes de hidrogeno,
mientras que el par A—T establece solo dos. Predeciriamos que el
DNA que contenga muchos pares G—C serid mas estable que
el DNA gue contenga muchos pares A—T. En realidad, 1al pre-
diccién ha sido confirmada. La estructura del DNA explica pul-
cramente los datos de Chargaff (Fig. 8-9) y es consistente con
los datos de rayos X,



Imagen tridimensional de la doble hélice

Vistas en tres dimensiones, las bases aparccen méas bien como
estructuras planas que se apilan parcialmente unas sobre otras en
la estructura retorcida de la hélice doble. Este apilamiento de
bases coopera tremendamente a la estabilidad de la molécula al
excluir las moléculas de agua de los espacios entre los pares de
bases. (Este fendmeno se parece mucho a la fuerza estabiliza-

Pirimidina + pirimidina:
DNA demasiado fino

Purina + purina:
DNA demasiado grueso

Purina + pirimidina:
digmetro compatible
con los datos de rayos X

L

Figura 8-7. =E ¢mparejamiento de purinas y pirimidinas se corresponde
exactamente con el diimetro de la hélice doble de DNA, caleulado con los
datos de rayos X. (Tomado de R. E. Dickerson, «The DNA Helix

and How It Is Readw». Copyright /) 1983 de Scientific American, Inc.
Reservados todos los derechos.)

Adenina Timina
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dora que se percibe al introducir en el agua dos placas de cristal
unidas y se intenta. a continuacidn, separarlas). Posteriormen-
te, s¢ observé que habia dos formas de DNA en las fibras anali-
zadas mediante difraccién. La forma A estd menos hidratada
que la forma B, y es mds compacta. Se cree que la forma B del
DNA es la que se encuentra cominmente en las células vivas.

El apilamiento de las bases en la doble hélice genera dos sur-
cos en los esqueletos azucar-fosfato, Tales surcos se denominan
surco mayor y surco menor y pueden observarse ficilmente en el
modelo (tridimensional) de espacios atdmicos de la Figura 8-9a.

Implicaciones de la estructura del DNA

La elucidacidén de la estructura del DNA provocé una gran exci-
tacién entre los genetistas, y en todas las dreas de la Biologia,
por dos razones fundamentales. En primer lugar, la estructura
sugeria una forma obvia por la que la molécula puede ser dupli-
cada. o replicada, ya que cada base determina a su complemen-
taria mediante los puentes de hidrogeno. Hasta entonces, esta
propiedad esencial de la molécula genética habia sido un miste-
rio. En segundo lugar, la estructura hace pensar que quizds la
secuencia de pares de nucledtidos del DNA dicte la secuencia de
aminodcidos de la protefna determinada por un gen. En otras
palabras, algtin tipo de codigo genético podriza escribir informa-
cion en el DNA como una secuencia de pares de nucledtidos y
traducirla luego al lenguaje diferente de secuencias de aminodci-
dos de las proteinas.

)

Citosina

Guanina H

Figura 8-8. Encaje mediado por puentes de hidrdgeno, a modo de «llave v cerraduras. entre A v T y entre G
y O (Tomado de G.S. Stent, Molecular Biology of Bacterial Viruses. Copyright £ 1963 de W.IHL Freeman and Company).



Figura 8-9. (1) Modelo de espacios atémicos

de la doble hélice de DNA. (b) Representacion de un corto
segmento de pares de nucleGtidos desenrollado, en

el que se aprecia como los emparcjamicntos

A~—T y G—C generan las proporciones de Chargaff.
Este modelo corresponde a una de las diversas

formas del DNA, Tlamada forma B. (Parte «a» tomada
de C. Yanofsky, «Gene structure and Protein Structures.
Capyright [© 1967 de Scientific American, Inc.
Reservados todos los derechos. Parte «bx segtin en

A. Konberg, «The Synthesis of DNA». Copyright * 1968,
de Scientific American Ine. Reservados todos los
derechos.)

(b}

Estos datos basicos sobre el DNA son ahora familiares a casi
cualquiera que haya leido un texto de Biologia en la escuela pri-
maria o secundaria, o incluso periddicos y revistas. Pero trate de
trasladarse al escenario de 1953 ¢ imagine la excitacion de enton-
ces. Hasta ese momento, la evidencia de que el poco interesante
DNA era el material genético resultaba descorazonadora y decep-
cionante, Pero la estructura de Watson y Crick abria de repente la
posibilidad de explicar dos de los grandes «secretos» de la vida,
James Watson ha contado la historia de este descubrimiento (des-
de su peculiar punto de vista, fuertemente cuestionado por otros
participantes en esa historia) en un libro fascinante, titulado La
Doble Hélice, que revela el intrincado juego de enfrentamientos
entre personalidades, inteligentes apreciaciones, trabajo duro y
puro azar, que rodea a avances cientificos de esta importancia.

Estructuras alternativas

Ademads de las formas A y B del DNA, se ha encontrado un
nuevo tipe de estructura en cristales de un DNA sintético que
contiene residuos nucleotidicos G y C alternados en la misma
cadena. Este tipo de DNA, la forma Z. dispone su esqueleto en
zigzag y genera una hélice «a izquierdas», mientras que las for-
mas A y B del DNA son hélices «a derechas».
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Surco
menor

Surco

Replicaciéon del DNA

La transmision fiel de la informacion hereditaria depende de la
replicacién exacta del material genético. Esta seccién examina
los mecanismos de replicacién del DNA

Replicacion semiconservativa

La Figura 8-10 muestra un diagrama del posible mecanismo bi-
sico de replicacién propuesto por Watson y Crick, Los esquele-
tos de azucar-fosfato se representan como lineas y la secuenciz
de pares de bases es aleatoria. Imaginemos que la doble hélice es
como una cremallera que se abre a partir de un extremo (el infe-
rior de la Fig. 8-10). Vemos que, si la analogia de la cremallera
es vdlida, el desenrollamiento de las dos cadenas dejard expues-
tas las bases de cada una de ellas. Debido a la estricta restriccion
de emparejamientos impuesta por la estructura del DNA, cade
hase expuesta empargjard solo con su complementaria. Dada
esta complementariedad de bases, cada una de las cadenas ac-
tuard como molde, o plantilla, y empezard a reproducir una héli-
ce doble idéntica a la que se abrid. Se supone que los nuevos
nucledtidos incorporados proceden de una reserva de nucledt-
dos libres que estaria presente en la célula.



Si este modelo es correcto, cada molécula hija debe contener
una cadena de nucledtidos parental y ofra sintetizada de nuevo.
Esta prediccién se ha sometido a prueba tanto en procariotas
como en eucariotas. Pensando un poco veriamos que la molécula
de DNA parental podria estar relacionada con las moléculas hijas
de res formas diferentes. Estas formas diferentes se denominan
semiconservativa (el modelo de Watson y Crick), conservativa y
dispersiva (Fig. 8-11). En la replicacion semiconservativa, cada
hélice doble hija contiene una cadena parental y otra recién sinte-
tizada. En la replicacién conservativa. sin embargo, una hélice
doble hija estd formada por dos cadenas sintetizadas de nuevo,
conservandose la hélice doble parental. La replicacion dispersi-
va da lugar a dos moléculas hijas cuyas cadenas contienen sdlo
ciertos segmentos de DNA parental y otros sintetizados de nuevo.

El experimento de Meselson y Stahl

En 1958, Matthew Meselson y Franklin Stahl se propusieron distin-
quir experimentalmente entre esas tres posibilidades. Cultivaron cé-
lulas de E. coli en un medio que contenia un isétopo pesado del
nitrégeno (“N) en vez del isétopo ligero normal (“*N). El isétopo
pesado se incorpord a las bases nitrogenadas, que se incorporarian a
su vez a las nuevas cadenas de DNA. Tras muchas divisiones celu-
lares en presencia de "N, el DNA de todas las células deberfa estar
bien marcado con el 1s6topo pesado. A continuacion, separaron las
células del medio con N y las pusieron en un medio con “N,
tomando muestras después de una y dos divisiones celulares. Extra-
jeron el DNA de las células de cada una de estas muestras y lo
centrifugaron en una solucién de cloruro de cesio (CsCl).

Siel cloruro de cesio se centrifuga a gran velocidad (50 000 rpm)
durante muchas horas, los iones de cloruro v de cesio son empuja-
dos por la fuerza centrifuga hacia el fondo del tubo. Al final, se
establece un gradiente de iones Cs™ y CI” en el tubo, con mayores
concentraciones de ellos en el fondo. También las moléculas de
DNA en solucién son empujadas hacia el fondo por la fuerza centri-
fuga. Pero en su trayecto hacia el fondo encuentran una concentra-
cién de sal cada vez mayor que tiende a empujarlas de nuevo hacia
arriba, debido a la flotabilidad del DNA (su tendencia a flotar). Asi
pues, el DNA se «deposita» finalmente en cierta posicion del wbo,
justo donde la fuerza centrifuga compensa la flotabilidad de las molé-
culas en el gradiente de cloruro de cesio. La flotabilidad del DNA
depende de su densidad (la cual, a su vez, depende de la relacidn de
pares G—C a pares A—T). La presencia del is6topo mds pesado del
nitrdgeno cambia la densidad de flotacion del DNA. El DNA extrai-
da de células que han crecido durante muchas generaciones en medio
con N puede distinguirse con facilidad del DNA de las células que lo
han hecho en medic con N por la posicion de equilibrio que alcanzan
enel gradiente de cloruro de cesio. Tales muestras se denominan
familiarmente DNA pesado y ligero, respectivamente.

Meselson y Stahl comprobaron que una generacion después
de que las células pesadas se trasladaron a medio con “N el
DNA formaba una tinica banda, de densidad intermedia entre las
densidades de los controles pesado y ligero. Después de dos ge-
neraciones en medio con N, el DNA formaba dos bandas: una en
la posicion intermedia y la otra en la posicidn ligera (Fig. 8-12).
Este es el resultado esperado del modo de replicacién semicon-
servativa: de hecho. el resultado es compatible sdlo con este mo-
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TEE

Las dos cadenas de la doble
hélice parental se desenrollan,
y cada una determina una nueva
cadena hija mediante las reglas
de emparejamiento de las bases

Figura 8-10. El modelo de replicacién del DNA propuesto por Watson

v Crick estd basado en la especificidad de los puentes de mdrogeno entre los
pares de bases. Las cadenas complementarias aparecen en distinto color.

Este dibujo es una version simplificada de nuestra idea actual de cdmo ocurre

la replicacion, pero representa bien la idea basica sugenda por la esoructura de
Watson vy Crick. El hecho de que las cadenas nuevas pueden alargarse sdlo

en direccidn 3" a 3 aflade mavor complejidad al mecanismo real de Ja replicacion.
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Semiconservativa
{(Watson y Crick)

Conservativa g T e =
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Figura 8-11.  Tres formas allernativas de replicacién del DNA. El
modelo de Watson y Crick corresponde a la primera forma (semiconservativa). Las
lineas de color azul claro representan las cadenas sintetizadas de nuevo.

delo, si el experimento se inicia con cromosomas constifnidos
por hélices dobles individuales (Fig. 8-13).

Autorradiografia

El experimento con E. coli de Meselson y Stahl fue practicamen-
te repetido con cromosomas de células de raices de judia por
Herbert Taylor, en 1958, unlizando técnicas citoldgicas. Taylor
puso las células de rafz en una solucidn que contenia timidina
tritiada [timidina-(*H)], el nucledtido timidina marcado con un

Incubacion de células «pesadas» en N

Primera
generacidn

Cantroles Segunda

genearacion

IBN [ %'“1._ — --\'E’

Figura 8-12. Cenrrifugacién de DNA en un gradiente de cloruro de

cesio (CsCl). Los cultivos mantenidos durante muchas generaciones en medio con
PN 6 “N permiten establecer los controles de posicién de las bandas de

DNA pesado y ligero. respectivamente. Cuando células cultivadas en "N se
ransfieren a medio con "*N, 1a primera generacion produce una bunda de DNA
intermedia. y la segunda generacion produce dos bandas, una imermedia ¥

otra ligera.

isétopo radiactive del hidrégeno llamado rritio. Dejé que las cé-
lulas realizaran la mitosis en esta solucion. de manera que la
timidina-(*H) pudiera incorporarse al DNA. Lavé entonces las
puntas de raiz y las trasladd a una solucién que contenia timidina
no radiactiva. La adicion de colchicina a esta preparacion inhibe
la formacién del huso acromdtico, de manera que los cromoso-
mas metafdsicos no se separan y las cromdtidas hermanas per-
manecen unidas entre si por el centrémero.

La localizacién celular del *H puede hacerse mediante auto-
rradiografia. Al descomponerse, el “H emite una particula beta
(un electrén con energfa). Si se coloca una ldmina de emulsion
fotogréfica sobre una célula que contiene *H. se produce una
reaccion quimica alli donde una particula beta choca con la
emulsién. Esta puede revelarse entonces como una fotografia,
de forma que las emisiones de las particulas beta aparecen
como granos o manchas negras. Ademds, la célula puede tefiir-
se para hacer visibles sus estructuras e identificar la fuente de
la radiactividad. La autorradiografia es un método en el que, en
efecto, estructuras celulares radiactivas «se fotografian a sf
mismas».

La Figura 8-14 muestra los resultados observados cuando se
anade la colchicina durante la divisién en timidina-(*H) o duran-
te la division mitdtica siguiente. Estos resultados pueden inter-
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Figura 8-13.  S5dlo ol modelo semicanservativo de replicacion del

DNA predice resultados como los de la Figura 8-12: una banda intermedia

en la primera generacidn v una intermedia ¥ otra ligera en la segunda generacion,
{Vease explicacion de los colares en la Fig. 8-11.) Recuerde que tras el

crecimiento en PN las células se pasaron a "N,



prefarse representando cada cromatida como una molécula dnica
de DNA que se replica de forma semiconservativa (Fig. 8-15).

Cromosomas en arlequin

Usando una técnica de tincion mds moderna, es posible visuali-
zar la replicacion semiconservativa de los cromosomas en mito-
sis sin necesidad de autorradiografia. En este método, se deja
que los cromosomas sufran dos ciclos de replicacidn en presen-
cia de bromodesoxiuridina (BUdR). El patron del marcado con
BUdR, que aparece en la Figura 8-16a, es el reciproco del de la
Figura 8-15, porque se emplea BUdR en las dos replicaciones,
en vez de ser sustituida por timina normal durante la segunda
replicacion, como en el procedimiento de la autorradiografia.
Entonces, se tifien los cromosomas con Giemsa y con un colo-
rante fluorescente; este método distingue entre las cromdtidas
hibridas, con una cadena que contiene BUdR vy otra cadena ori-
ginal (tenidas de oscuro), y las cromdtidas cuyas dos cadenas
contienen BUAR (de color claro), generando los llamados cro-
mosomas en arlequin (Fig. 8-165). (Observe, de paso. que los
cromosomas en arlequin son particularmente adecuados para de-
tectar intercambios entre cromatidas hermanas en la mitosis; en
la Figura 8-165b se ven dos ejemplos). Empleando técnicas simi-
lares, Taylor demostré que la replicacién cromosémica durante
la meiosis es también semiconservativa.

La estructura del cromosoma

Las Figuras 8-14 y 8-15 traen a colacion una de las grandes
cuestiones genéticas no resucltas todavia: un cromosoma cuca-
ridtico ;es esencialmente una dnica molécula de DNA envuelta
por una matriz de proteina? Dos hechos apoyan contundente-
mente gue, en efecto, asi es. En primer lugar, si hubiera muchas
moléculas de DNA en el cromosoma (ya sea dispuestas unas al
lado de ofras, extremos con extremos, u orientadas al azar), seria
casi imposible que los cromosomas se replicaran de forma semnii-
conservativa (yendo todo el material marcado a una crométida,
segiin los resultados de Taylor). Estudios con cromosomas aisla-
dos y largas moléculas de DNA apoyan la idea de que cada cro-
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lavado

Aspecto si se Fin de la Aspecto
afiade colchicina primera si se afiade
durante division colchicina
la primera durante
divisian la segunda
divisidn

Figura 8-14. Esguemu de la auworradiografia de cromosomas de

células cultivadas durante un ciclo de divisién en presencia del isétopo
rudiactivo del hidrégeno *H (iritio) y cultivadas después en un medio no
radiactivo durante una segunda division mitotica. Cada punto representa la huella
dejada por una purticuly de radiactividad,

mitida es una molécula tnica de DNA. El segundo hecho que
apoya la hipotesis de una tnica molécula es que el DNA y los
genes se comportan como si estuvieran unidos extremo con ex-
tremo en una Unica ristra o cadena, que llamamos un grupo de
ligamiento. Todos los datos de ligamiento (Cap. 5) nos dicen que
no necesitamos mas que una dnica serie lineal de genes por cada
cromosoma para explicar los fendmenos genéticos. Como vimos
en el Capitulo 3, se ha demostrado de forma convincente que un
cromosoma o cromdtida contiene en realidad una sola molécula
de DNA.

Figura 8-15. Interpretacidn de la Fizura 8-14 é
\

al nivel del DNA. Las lineus en wzul claro representan
cadenis radiactivas. En la segunda replicacian

(que tiene lugar en una solucidn no tritiady) tanto la cudena
hecha de *H como la cadena no Iritiada actian de

molde para la incorporacion de nucledtidos no radiactivos.
generandose una cromatida hibrida v otra no ribada.

Segunda
replicacion
Primera {sin 3H)
replicacion
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Figura 8-16. {a} Bsquema de la generacion

de cromosomas en arlequin. El método consiste en dejar
que los cromosomus pasen dos ciclos de replicacidn
cn presencia dz bromodesoxiuridina (BUdR),

que sustituye o ks tmidina en el DNA sintetizado

Wi

v (_&\rﬁ\?}w“

que aguellas con una cadena original y otra hecha

de BUAR aparccen mds oscuras. En la parte

superior (tlechas), aparece un cromosoma gue ha
sufrido dos intercambios entre cromdtidas hermanas,
(Fotogralia cortesia de Sheldon Wolf v Judy Bodycote. )

I

de nuevo, Al 1efir entonces los cramosomas con un al § ‘> ~ 24
colorante lMuorescente y con Giemsa, se produce $ ,} g }
el aspecto de Ja figura. (Las lineas de color % } &
azul claro representan las cadenas que han incorporado < ?&V Segunda )
BudR). (b) Fotegrafia de cromosomas en arlequin ; - )'\ replicacion
de células de ovario de hdmster chino (CHOY). Pl'i_mEI:E! N2 en BUdR =~ >
i . replicacidn & o
Las cromdtidas con dos cadenas que contienen en BUAR ; 3 \> b
BUdR aparecen mis claras en la fotografia, mientras \) X
> == s
-
Pod
2

La horquilla de replicacion

Una prediccién del modelo de replicacion del DNA de Watson
Crick es que, cuando estd siendo replicada. en la molécula de
DNA debe encontrarse una horquilla de replicacion. John
Cairns, en 1963, puso a prueba esta prediccién dejando gue el
DNA en replicacion de células bacterianas incorporara timidina
tritiada. Tedricamente, cada molécula hija sintetizada de nuevo
debe contener entonces una cadena radiactiva («caliente») y otra
no radiactiva («fria»). Tras variar el periodo y el nimero de ci-
clos de replicacion en medio «caliente», Cairns extrajo el DNA
de las células, lo puso en un portaohjetos y lo autorradiografid
para observarlo luego al microscopio éptico. Tras un ciclo de
replicacién en timidina-(“*H), aparecieron anillos de puntos en la
autorradiografia. Cairns interpreté los anillos como se muestra
en la Figura 8-17. En ¢lla resulta aparente también que el cromo-
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soma bacteriano es circular —hecho que se deducia también de
los datos genéticos descritos anteriormente (Cap. 7)—.

Durante el segundo ciclo de replicacidn, se vieron realmente
las horquillas predichas por el modelo, Ademds, la densidad de
granos en los tres segmentos era tal que podia interpretarse
como aparece en la Figura 8-18. Cairns observd toda clase de
tamanos en estos patrones autorradiograficos en forma de luna,
en correspondencia con el movimiento progresivo de la crema-
llera de replicacién, u horquilla, alrededor del anillo, Formas
como las que aparccen en la Figura 8-18 se llaman formas the-
ta (0).

Replicacién mediante el circulo rodante

La replicacidn de ciertas moléculas circulares, como las de los
plasmidos y ciertos virus, se produce por el mecanismo repre-
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Figura 8-17. izquierda: Autorradiogralia de un cramosoma bacteriano
después de un ciclo de replicacion en timidina tritiada. Segin ¢l modelo de
fepheucidn semiconservativa, una de las dos cadenas debe ser radiactiva
Derecha: Interpretacian de la autorradiogralfa, La linea azul claro representa
la cadena trtiada,

sentado en la Figura 8-19. Aqui, el corte mediante una nucleasa
genera un extremo 3'-OH libre al que se van afiadiendo los nu-
cledtidos. Como se ve en la Figura 8-19, conforme progresa la
sintesis, el otro extremo de la cadena es desplazado del circulo
de doble cadena y luego copiado. Podemos imaginar este despla-
ramiento de la cadena como resultado de que el circulo fuera
rodando. Como no hay un punto final de la replicacion, la sinte-
§is continia a menudo mds alld de una sola copia completa del
cireulo, generdndose concadenados (seric de cadenas enlaza-
das], de tamafio equivalente a varios anillos completos, que se-
rin procesados después por recombinacién para generar circulos
de tamafo normal.

El mecanismo de la replicaciéon del DNA

Watson y Crick razonaron, en primer lugar, que el apareamiento
de bases complementarias constituye la base de la fidelidad de la
replicacion del DNA: es decir, que cada base de la cadena molde
determina la base complementaria de la nueva cadena. Sin em-
bargo, actualmente sabemos que el proceso de replicacion del
DNA es muy complejo v que necesita de la participacion de
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Figura 8-18.  Irquierda: Awomradiagrafia de un cromosoma bacteriano
durante el segundo ciclo de replicacidn en timidina tritiada. En esta estructura
theta (1), la hélice doble recién replicada que cruza el circulo podria comener
ambas cadenas radiactivas (si la cadena parental fuera la radisctiva).

Derecha: La doble densidad del trazado radiactivo del autorradiograma

parece confirmar la interpretacidn que se hace aqui. Las hélices de color

azul claro representan las cadenas «calientess.
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3'-0H
Corte por
nucleasa

Nucleotidos anadidos
en el extremo 3'-0OH van
/ desplazando al otro extremo

5P

Direccidn de
la rotacién

e IO 5ep

La otra cadena es replicada
de forma discontinua

Figura 8-19. Replicacion mediante el anillo rodante. EI DNA sintetizado
de nuevo es el de color azul. La cadena desplazada es utilizada para una
replicacion discontinua. como se describe en el texto. (Segin D L.

Hartl y B W Jones. Generics: Principles and Analvsis, 4.* ed. Jones and
Barlett, 1998.)

muchos componentes diferentes, Vamos a examinar cada uno de
eslos componentes y comprobar cémo actdan juntos para pro-
porcionar el esquema actual de la sintesis de DNA en E. Coli, el
sistema de replicacién celular mas estudiado. En la seccidn ante-
rior, se introdujo el concepto de horquilla de replicacién. La Fi-
gura 8-20 proporciona un esquema detallado del movimiento de
la horquilla durante la replicacién del DNA.

Polimerasas de DNA

A finales de la década de 1950, Arthur Komberg consiguid iden-
tificar y purificar la primera polimerasa de DNA. una enzima
que cataliza la reaccion de replicacién:

dATP

+ polimerasa

dGTP | ge DNA d ,
DNA parental + + ——— DNA replicado

(cebado) dCTP
+
dTTP

Esta reaccion funciona sélo con la forma trifosfato de los nu-
cledtidos (como el rifosfato de desoxiadenosina, o dATP). Al
término de la reaccidn. la cantidad total de DNA puede ser hasta
20 veces la cantidad de DNA de entrada, de manera que el DNA
presente al final debe ser fundamentalmente DNA replicado. La
Figura 8-21 ilustra la reaccion de elongacién de la cadena, o reac-
cidn de polimerizacién. catalizada por las polimerasas de DNA.
Ahora sabemos que en E. coli hay tres polimerasas de DNA.
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Palimerasa de DNA Il
en cadena adelantada

Cadena adelantada /

Molde de la cadena v
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Primasa de RNA
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retrasada

Cebador de RNA

Topoisomsrasa

DNA parental

Proteinas de union
a DNA de cadena
sencilla

|

Fragmento
de Okazaki

Polimerasa de DNA Il
en cadena retrasada

Figura 8-20. Horquilla de replicacion del DNA.

La primera enzima purificada por Kornberg se denomina po-
limerasa de DNA I o pol 1. Esta enzima posee tres activida-
des que parecen localizarse en tres regiones distintas de la
molécula:

1. una actividad polimerasa que cataliza la elongacion de la
cadena en direccién 5 — 3,

2, una actividad exonucleasa 3' — 5' que elimina bases mal
aparcadas: y

Cadena cebadora

C

d

d

B

a

a

0] 0} o
I I ’ .
O—=P—Q—P—0—P |
| i U |\(_)— d
0_ 0_ 0 e

Figura 8-21. Reaceion de elongacion de la cadena catalizada por la

2 P
polimerasa de DNA, (Tomado de L. Stryer, Biochemustry, 4.° ed. Copyright ©
1995 de Lubert Stryer.»

Primosoma

3. unaactividad exonucleasa 3" — 3’ que degrada DNA de do-
ble cadena

Posteriormente, se identificaron en £, coli dos polimerasas adi-
cionales. pol I y pol III. A la enzima pol II no le ha sido asigna-
do un papel concreto, aunque quizds repare dafios del DNA. Pol
I11, junto con pol I, tiene un papel en la replicacion del DNA de
E. ¢coli (Fig. 8-20). El complejo completo, u holoenzima, de pol
I1I contiene al menos 20 subunidades polipeptidicas distintas.
aunque el «cuerpo central» catalitico estd formado sélo por tres
subunidades, alfa (2), epsilon (&) y theta (/). El complejo pol T
completard la replicacion de una molécula de DNA de cadena
sencilla si ya hay presente al menos un tramo pequefio de doble
cadena. El pequerio oligonucledtido que forma ese tramo de do-
ble cadena se denomina cebador.

Origenes de replicacion procariéticos

En E. coli, la replicacidn se inicia en un punto de origen fija,
pero progresa luego bidireccionalmente (con horquillas en mo-
vimiento a ambos extremos de la zona en replicacion), tal como
aparece en la Figura 8-22, terminando en un punto denominado
término. El origen unico se llama oriC vy estd situado en el mi-
nuto 83 del mapa genético. Tiene una longitud de 245 ph v con-
tiene varios elementos. como se muestra en la Figura 8-23. Pri-
mero hay una serie de secuencias casi idénticas de 13 pb en
tdandem, una a continuacién de otra. Hay también una serie de
sitios de unidn de una protefna, la proteina DnaA. Un paso
inicial de la sintesis de DNA es el desenrollamiento del DNA
en el origen, en respuesta a la unidn de la proteina DnaA. El
resultado de la replicacién bidireccional puede verse en la Figu-
ri 8-24, que ofrece una vision més completa de la replicacion del
DNA.
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Figura 8-22. Diagrama de la replicacién del DNA avanzando en las
dos direccipnes a partir del origen. (Tomado de A. Komberg, DNA syntiesis,
Copyright (0 1974, de W.H. Freeman and Company.)

Origenes de replicacién eucarioticos

Bacterias come E. coli emplean normalmente 40 minutos en
cada ciclo de replicacion-division celular, pero los en eucariotas,
la duracion del ciclo varia desde las |.4 horas de la levadura
hasta las 24 horas de las células animales en cultivo, pudiendo
durar de 100 a 200 horas en algunos casos. Los eucariotas tienen
que resolver el problema de coordinar la replicacién de mas de
un cromosoma, debiendo ademas replicar la compleja estructura
del propio cromosoma (véase la descripeion de la estructura cro-
mosomica del Cap. 3).

En los eucariotas, la replicacion progresa a partir de multiples
puntos u origenes. Ello puede demostrarse mediante un experi-
mento en el que exponemos brevemente una célula eucaridfica a
timidina-(H*). paso denominado pulso. y afiadimos luego timi-
dina «fria» (no marcada) en exceso, paso denominado caza, se
extrae entonces el DNA y se hace una autorradiografia. La Figu-
ra 8-25 muestra el resultado del experimento, con lo que pare-
cen ser distintos tramos de la molécula de DNA replicdndose

Sitios de union de la proteina DnaA

e

e GATCTNTTNTTTT
secuencia consenso /
A
LT

Secuencias de 13 pb
en tandem

.

\|

\Y\yu'

Figura 8-23. El origen de replicacion de £ coli, oriC, tiene una
longitud de 245 pb. Contiene tres secuencias casi idénucas de 13 nucledtidos,
dispuestas en Gindem, ¥ cuatro sitios de umon de lu proteing DnsA
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Figura 8-24.

simultineamente. La replicacién parece comenzar en diferen-
tes sitios de estos cromosomas eucarioticos. Un experimento
similar de pulso. caza y autorradiografia de la replicacion de
los cromosomas politénicos (gigantes) de Drosophila tevela
muchas regiones en replicacién dentro de un mismo brazo cro-
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Autorradiografia
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F!gl.l ra 8-25. Una forma de replicacion del DNA, revelada por
autorradiografia. Una célula es expuesta brevemente a timidina —"H) (pulso)
y transferida luego a tmiding no radioactiva (1fa) en exceso (caza). Se
extiende el DNA sobre un portachjeto y se awtorradiograffa. Segin la
interpretacion que se muestra, habria vanos puntos de replicacion en una
misma hélice doble de DNA.

| 'v l \“) l '
!.-.‘1. ; i : i :’5“\“ wed :“5;|
“*%”l‘ (i .'. ;‘..1_11 ")/‘/}*w( [§ Ig;.l“!

Figura 8-26. TForma de replicacion de un cromosoma de Drosophila
revelada por autorradiograliz, En un mismo cromosoma se ven varios puntos de
replicacion, sciialados con flechas.

mosdmico (Fig. 8-26). Asi y todo, no hay una prucha contun-
dente de que estas regiones correspondan en realidad a dife-
renfes puntos de iniciacién de una dnica molécula de DNA.
Sin embargo, experimentos realizados con la levadura indi-
can la existencia de unos 400 origenes de replicacidn distri-
buidos a lo largo de los 17 cromosomas de ese organismo, y en
humanos se estima que existen mas de 10 000 horquillas de re-
plicacién.

Iniciacion de la sintesis de DNA

Las polimerasas de DNA pueden alargar una cadena, pero no
iniciar su sintesis. Por tanto, como ya se ha comentado, la sin-
tesis de DNA debe iniciarse a partir de un cebador, un corto
oligonucledtido que genera un tramo de DNA de dos cadenas.
La accién del cebador en la replicacion del DNA puede verse
en la Figura 8-27 (véase también la Fig. 8-20). Los cebadores,
de RNA, son sintetizados bien por la polimerasa de RNA o
bien por una enzima denominada primasa. Esta sintetiza un
fragmento corto de RNA (de unos 30 pb de largo) complemen-
tario de un tramo especifico del cromosoma. La cadena es alar-
gada luego como DNA por la polimerasa de DNA. La primasa
de E. coli forma un complejo con el DNA molde y otras protei-
nas adicionales, como DnaB, DnaT, Pri A, Pr1 B v Pri C. El
complejo completo recibe el nombre de primosoma (véase
Fig. 8-20).

Las cadenas adelantada y retrasada

Las polimerasas de DNA sintetizan cadenas nuevas sélo en di-
reccion 3° — 3y, por ianto, dado el antiparalelismo de la molé-

Avance de

la horguilla

Helicasa

a DNA de cadena
sencilla

Primasa

Cebador —
de RNA

DNA

Cebador

3 '%/de RNA

Figura 8-27.
de RNA

Iniciacion de la sintesis de DNA mediante un cebador

cula de DNA, se desplazan sobre la cadena molde en la direc-
cion 3’ — 5 de ésta. Como consecuencia de esta polaridad,
mientras una de las cadenas nuevas. la cadena adelantada, se
fabrica de forma continua, la otra, l1a cadena retrasada, debe
fabricarse de forma discontinua, a pequefios trozos, como puede
observarse en la Figura 8-28 (véase también la Fig. 8-20). La
adicion de nucledétidos a lo largo de la cadena molde de la cade-
na retrasada debe producirse hacia el extremo 5 de dicha cadena
molde (porque la replicacion siempre progresa a lo largo del
molde en la direccién 3" — 5" de éste, de manera que la cadena
nueva crezca en direccidn 5 — 3. Asi pues, la nueva cadena
debe crecer en direccion opuesta al movimiento de la horquilla
de replicacién. Conforme el movimiento de la horquilla expone
una nueva seccién del molde de la cadena retrasada, se inicia un
nuevo tramo de cadena retrasada que crece alejandose de la hor-
quilla hasta que se para en el fragmento anterior. En E. coli, la
pol TT lleva a cabo la mayor parte de la sintesis de ambas cade-
nas del DNA, v la pol I rellena los huecos dejados en la cadena
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Figura 8-29. Lu reaccién catalizada por la hzasa de DNA (Enz) une

el extremo 3'-OH de un fragmemo al exirerno 5 fosfate del {ragmento advacente.

(Tomado de H. Lodish. D. Baltimore, A. Berk, 8. L. Zipursky. P. Matsudaira
¥ 1. Damell, Molecular Cell Biolagy, 3.7 ed. Copynight « 1995 de
Scientific American Books, Inc.)
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Figura 8-28. La sitesis de DNA se praduce de forma continua en
la cadena adelantada v discontinua en la cadena retrasada.

retrasada, que son luego sellados por la enzima ligasa de DNA.
La ligasa de DNA une frozos sueltos de DNA catalizando la
formacion de un enlace fosofodiéster entre el extremo 5’ fosfato
de un nucleétido emparejado a su complementario y un grupo 3'
OH adyacente, como se muestra en la Figura 8-29. Es la tinica
enzima capaz de sellar cadenas de DNA. La Figura 8-30 muestra
la sintesis de la cadena retrasada y la reparacidn de huecos en
detalle. Los cebadores necesarios para la sintesis discontinua de
la cadena retrasada son fabricados por la primasa (paso «a»).
Luego son alargados por la polimerasa de DNA (paso «b») apa-
reciendo fragmentos de DNA que fueron detectados por primera
vez por Reiji Okazaki y se denominan por ello fragmentos de
Okazaki. La actividad exonucleasa 5' — 3’ de la enzima pol |
elimina los cebadores (paso «c»). y la misma enzima rellena con
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Avance de 5
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Figu ra 8-30. Esquema general de wna horquilla de replicacidn (arriba)
¥ pasos sucesivos de la sintesis de la cadena retrasada. (Tomado de H. Lodish,
D. Baltimore, A. Berk. 5. L. Zipursky, P. Matsudaira y I. Damnell. Molectlar
Cell Biology. 3. ed. Copyright £ 1995 de Scientific American Books, Inc.)
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Figura 8-31.

Un bazo en 1z cadena molde de la cadena retragada permite que un dimern de 1a holoenzima

polimerasa Il se sitie en la harquilly de replicacion y fabrique las dos cadenas hermanas. (Cortesiz de A, Kornberg.
Tomado de L. Stryer, Biochesastry, 4" ed. Copyright (3 1993 de Lobert Suyer.}

DNA los huecos, que son sellados por 1a ligasa de DNA (paso «d» .
La Figura 8-31 muestra un mecanismo propuesto para permitir que
una misma molécula dimérica de la holoenzima participe en la sin-
lesis tanto de la cadena adelantada como de la cadena retrasada.
Dicho mecanismo propone la formacion en la cadena molde de
la cadena retrasada de un lazo que permite a un tnico dimero
de la enzima pol 11 generar ambas cadenas hermanas. Tras
avanzar unos 1000 pares de bases, la enzima pol ITT sollaria al
segmento de doble cadena retrasada, dejando que se forme un
nuevo lazo,

Replicacion de los extremos de los cromosomas

Los extremos de los cromosomas crean un problema especial
para el proceso de replicacion, La Figura 8-32 presenta dicho
problema. Considerando a la cadena adelantada, la extension del
polinucledtido durante la replicacion puede llegar siempre al ex-
tremo sin problemas, ya que viene cebada desde atréds. La cadena
retrasada, sin embargo, alcanza un punta en su extremo sobre el
que sumodo de cebar con RNA no puede actuar, queda un tramo
sin polimerizar y se produciria un acortamiento del cromosoma.
Para resolver este problema, los extremos de los cromosamas,
llamados telomeros, contienen repeticiones en tdndem de se-
cuencias cortas de DNA. En el ciliado Tetrahymena, por ejemplo,
la secuencia repetida es TTGGGG; en humanos, es TTAGGG.
Estas repeticiones no determinan un producto proteica o un
RNA, sino que juegan un papel definido en 1a replicacién, Una

Extremo del cromosoma
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Flgura 8-32. prablema de la replicacidn de los extremos de los
cromosomas. No hay forma de scebars el dltimo tramo de Ia cadena retrasada
el cromosoma se irla acortando,
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que actila como molde para la adicion de una s

La telomerasa contiene una pequefia molécula de RNA

iencia complementaria de DNA
al extremo 3’ de Ja hélice doble. En el ciliado Tetrafvimena, la secuencia de
DNA afiadida es TTGGGG.

enzima llamada telomerasa afade esas secuencias cortas a los
extremos de los cromosomas. La proteina telomerasa es un
miembro de la clase de enzimas denominadas transcriptasas in-
versas, empleadas en siluaciones especiales en las que se sinteti-
za DNA a partir de RNA. La telomerasa lleva una pequefia mo-
lécula de RNA, parte de la cual actia como molde en la
polimerizacion de la unidad telomérica repetida que se afiade al
extremo 3. En Terrahvinena, por ejemplo, la secuencia en el
RNA es 3-AACCCC-5', que actia como molde para la unidad
telomérica repetida 5'-TTGGGG-3 (Fig. B-33). El DNA adicional
puede actuar entonces como molde para la sintesis de la cadena
retrasada. Este proceso contrarresta la tendencia al acortamiento
durante la replicacién normal. La Figura 8-34 muestra las posicio-
nes del DNA telomérico, reveladas mediante hibridacidn in situ.
En varios tejidos somadticos humanos se ha demostrado acorta-
miento gradual con la edad de la longitud de los teldmeros. Ade-
mas, fibroblastos humanos en cultivo muestran un progresivo
acortamiento telomerico hasta que finalmente mueren. Tales ob-
servaciones han llevado a la teorfa telomérica del envejecimien-
to, cuya validez estd siendo ahora sometida a comprobacion.

Helicasas y topoisomerasas

Las helicasas son enzimas gue rompen los puentes de hidrégeno
que mantienen unidas en la doble hélice a las dos cadenas del
DNA. La reaccion requiere hidrélisis de ATP. Entre las helica-
sas de E. coli se encuentran las proteinas DnaB v Rep. La protei-
na Rep parece ayudar a desenrollar la hélice por delante de la
polimerasa (véase la Fig. 8-20). El DNA desenrollado es estabi-
lizado por la proteina SSB (del inglés. single-stranded binding)
que se une a DNA de cadena sencilla e impide la regeneracion
de la doble hélice.

La accidn de las helicasas durante la replicacidn genera retor-
cimientos del DNA circular que deben ser eliminados para que
continie la replicacion. El DNA circular puede sufrir enrolla-
mientos y retorcimientos, como los que pueden introducirse en
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Figura 8-34.

especifica de elomeros que ha sido acoplada u un compuesto gue, al microscopio,

Cromosomas hibridados in site con una sonda de DNA

emite fluorescencia en amarillo. La sonda se une a ambos extremos de cada
cromdtida hermana. En la parte inferior de la fotograffa aparece un
nucleo intacto. (Robert Movzis,)

una gomilla. Los superenrollamientos son generados y elimi-
nados por enzimas denominadas topoisomerasas. una de las
cuales es la llamada girasa de DNA (Fig. 8-35). Las topoisome-
rasas pueden también generar (concadenar) o eliminar (desen-
cadenar) nudos o enlaces en una cadena. Hay dos tipos basicos
de topoisomerasas. Las enzimas de tipo I provocan una incision
en una de las cadenas del DNA de doble cadena. Las enzimas de
tipo II provocan la rotura de ambas cadenas. En E. coli, las enzi-
mas topo [ v topo I1I son ejemplos de enzimas de tipo L. mientras
que la girasa es una enzima de tipo I

El desenrollamiento de las cadenas de DNA para abrir la hor-
quilla de replicacion genera retorcimientos extras en otras regio-
nes, y €l superenrollamiento relaja la tension de esos retorci-
mientos (Fig. 8-36). La girasa es necesaria para eliminar
superenrollamientos positivos generados por delante de la hor-
quilla de replicacion.

Correccion mediante exonucleasa

Tanto la polimerasa de DNA 1 como la polimerasa de DNA 11
poseen una actividad exonucleasa 3' — 5’ que funciona como
«lectoras y «correctora de pruebass. detectando apareamientos
incorrectos que se hayan introducido erroneamente durante la
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Fig ura 8-35. Ssuperenrollamicnto catalizado por la girasa de DNA.

L replicacion del DNA genera superenrollamientos «positivoss, gue aparecen en
la parte inferior del dibujo, debidos a la rotacidn rdpida del DNA en la
horquilla de replicacidn. La girasa abre y cierra enlaces fosfodiesteres,
relajando asi el superenrollamiento, tal como aparcee agui (DNA relujada).

La girasa también puede generar superenrollamientos en la direccion contraria,
Hlamados superenrollamicntos pegarivos: estos dltimos facilitan la disociacidn
de la doble hélice. (Segun L. Stryer, Biochemisiry, 4. ed., Copyright

i 1995, de Lubent Stryer.)

polimerizacion y elimindndolos. La actividad correctora de la
enzima pol Il se localiza en la subunidad &, que debe estar unida
a la subunidad x para realizar su funcidn correctora con maxima
eficacia (Fig. 8-37). Las estirpes que carecen de una subunidad &
activa muestran una mayor tasa de mutacion (véase Cap. 16). La
Figura 8-38 muestra la eliminacion de un residuo de citosina que
ha sido emparejado erréneamente con una adenina. Comao puede
observarse, la hidrélisis se produce en el extremo 5" de la base
mal apareada; la eliminacion de una base incorrecta deja el gru-
po 3'-OH de la base precedente, sobre el que puede ahora conti-

Figura 8-36. Accion giratoria de
la topoisomerasa durante la replicacion. Por
delante de la horquilla de replicacidn se

G
(=g

van acumulando retorcimientos &
{superenrollamientos positivos) conforme Anillo molde S
se van separando las dos cadenas. Para cerrado 3
eliminarlos, se necesita una topoisomerusa que  covalentements 2‘
actia como un girador (a moedo de o

cojinete), que permite una replicacion Lo
continuada. (Tomado de A. Komnberg y T. AL
Buker, DNA Replicaiion, 2.7 ed, Copynight
0 1992 de W, H. Freeman and Company.)

s /N f‘-\l\‘._,ll

nuar libremente el crecimiento de la cadena, aceptando el nu-
cledsido trifostatado correcto (timidina, en este caso).

Observe que esta actividad exonucleasa se produce sobre el
extremo 3’ de la cadena en crecimiento (es, por tanto, 3' - 57,
La necesaria coordinacion de la actividad exonucleasa con la
elongacion de la cadena ayuda a explicar por qué la replicacidn
va en direccion 5 — 3. Como vimos anteriormente, las nuevas
bases se afiaden cuando el grupo 3° OH de la tiltima desoxirribosa
de la cadena en crecimiento ataca al fosfato de alta energfa del
nucledsido trifosfatado que va a ser afiadido (véase Figura 8-21).
Asf se produce el crecimiento 3" — 3'. Es concebible que la repli-
cacion fuera en direccién 3' — 3 (en la Fig, 8-21, el trifosfato §
de la parte inferior serfa la dGltima base de la cadena, y el 3' OH
gue lo atacarfa seria el del nucledsido trifosfatado a ser anadido a
la cadena). Sin embargo, si la replicacion fuera en esta direccion,
las escisiones de la exonucleasa deberfan producirse sobre el ex-
tremo 5° de la cadena. Cuando fuera eliminada una base mal apa-
reada, quedaria un grupo 5" OH al final de la cadena en crecimien-
to. El grupo 3" OH del nuevo nucledsido trifosfatado que debiera
incorporarse ahora se encontraria con ese grupo 3" OH, en vez de
con el 5 trifosfato de alta energia necesario para la formacidn del
enlace. Este no se formaria y la elongacion de la cadena se para-
ria. Por eso la replicacion no va en direccion 3° — 5.

Polimerasas de DNA eucari6ticas

En eucariotas superiores se encuentran al menoes cinco polimera-
sas de DNA, o, fi, v, ¢ v & Las polimerasas del nicleo oy 0
ejercen papeles similares a la pol I de E. coli. La polimerasa fi
actda en la reparacion del DNA y en el relleno de huecos. La
polimerasa 7 se encuentra en las mitocondrias y parece tomar
parte en la replicacion del DNA mitocondrial.

Aplicaciones experimentales
de la complementariedad entre secuencias
de bases

En 1960, Paul Doty y Julius Marmur observaron que al calentar
el DNA a 100 °C se deshacen todos los puentes de hidrdgeno
entre las dos cadenas complementarias, y el DNA pasa a ser de
cadena sencilla (Fig. 8-39). Si la solucién se enfria lentamente,
vuelve formarse DNA de cadena doble. Este proceso de reaso-
ciacién ocurre cuando dos cadenas colisionan de tal mancra que
las secuencias de bases complementarias se alinean y reconstitu-
ven la hélice doble original. Como se muestra en la Figura 8-39,
la reasociacion de cadenas complementarias es muy especifica,
y ello constituye la base de muchas técnicas importantes en Bio-

i Cadenas
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_"{7 Replicacion desenrolladas
d
Z
>
=
2
= Region
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Figura 8-37. Correccién de pruebas del complejo pol 111 z-: 1 Tomado
de A, Kornberg v T. A, Buker, ONA Replicarion, 2 ed, Copyright © 1992
de W, H. Freeman damnd Company.)

logia molecular, tales como la identificacidn de tramos especifi-
cos de DNA mediante hibridacién y el aislamiento de fragmen-
tos concretos de DNA empleados en clonacion, como se explica
en el Capitulo 12, La Figura 8-40« muestra un perfil cinético tipi-
code la disociacion del DNA con el aumento de la temperatura, A
una remperatura caracteristica de cada tipo de DNA. éste empieza
a «desnaturalizarse». Se define la temperatura de fusién. 7. como
la temperatura a la que la mitad de las moléculas estin desnatura-
lizadas en cadenas sencillas, La temperatura de fusion depende de
la proporcidn de pares G : C, porgue tales pares de bases estable-
cen tres puentes de hidrégeno, mientras que los pares AT se
mantienen unidos por dos puentes de hidrogeno. Como aparece
en la Figura 8-40b, cuanto mayor es la proporcion de pares G; C.
mayor es la temperatura de fusion.

El descubrimiento de Doty vy Marmur de que. en solucion,
cadenas sencillas separadas de una hélice doble se enlazan unas
con otras. debido al emparejamiento complementario de sus ba-
ses. llevo o diversas aplicaciones experimentales que han tenido
un efecto enorme en la investigacion en Genética molecular,

1. Andlisis de la estructura genoniica, Si se disocia DNA ge-
némico total v luego se le deja renaturalizar, se observan

Calar, Ol—!

5t

Estado nativo

Figura 8-39.

Estado desnaturalizado de cadena sencilla
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Figura 8-38.

Accion exonuclessa 3 — 53 de Ta polimerasa 11

distintas fases en el proceso de reasociacion. Hay una fase
inicial de reasociacidn muy répida. Esta fase corresponde al
DNA muy repetido, porque existen muchas coplas por ge-
noma de ese DNA. Estas copias se encuentran unas a otras
con mis rapidez que los genes (nicos, presentes en una sola
copia por genoma haploide. Las fracciones que luego van
reasocidndose progresivamente contienen DNA cada vez
menos repetido. reasocidndose al final las secuenciag (ini-
cas. Este comportamiento permitié a los cientificos aislar y
caracterizar las distintas clases de DNA repetido. Tal carac-
terizacion permitid. a su vez, caracterizar de forma general
genomas de organismos de la mayorfa de los grupos taxond-

3

Renaturalizacion
[requiere
condiciones
especiales)

Estado renaturalizado

Desnaturalizacion y renaturalizacion de moléculas de DNA de doble cadena.
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Frgu ra 8-40. {ta) Absorcion de luz ultravioleta (longitud de onda de 260 nm) de soluciones de DNA de cadena
sencilla y de doble cudena. Conforme se van disociando tramos de DNA de doble cadena, la absorcidn de csos tramos
aumenta casi dos veces. La temperalura a la gue la mitad de las bases del DNA de dable cadena se han desnaturalizado
se denomina 1. (b) Curvas de desnaturalizaciin de DNA. Se representa [a absorbencia relativa a la de 25 °C

[remie a la temperatura. (La longitud de onda de Ia luz incidente era de 200 nm.) La T del DNA de E. coli es 69 'C
[20% de pares GC) y 76 C lu del DNA de Pyewdomonas aeruginosa (68 % de pares GC). (Parte «b» tomada de L. Stryer,
Biochemiziry, 4. ed. Copyright &7 de Lubert Stryer.)

micos, ofreciendo otra estrategia de comparacién evolutiva
al nivel genético.

DNA es el polimorfismo del tamafio de fragmentos de res-
triccidn (RFLP); véase el Cap. 13]. Los marcadores de DNA
han aportado muchos miles de nuevos loci con los gue satu-

2. Aislamiento de genes. Muchos de los métodos para aislar ; :
rar el mapa cromosomico. Ademds, algunos de ellos son

genes (clonacion de genes, véase Cap. 12} estan basados en

la hibridacién de DNA por complementariedad de bases. El
método mas comun aprovecha un fragmento de DNA des-
naturalizado radiactivo, que se emplea como sonda para en-
contrar un clon con un gen concreto de interés en una mez-

marcadores ligados a alelos de enfermedades hereditarias
humanas. permitiendo su diagnosis. En una técnica relacio-
nada, puede afadirse una sonda marcada a DNA parcial-
mente desnaturalizado y todavia en forma de cromosoma

para revelar la posicion cromosémica del DNA homdlogo a

cla de clones representativa de todo el penoma. : ot T 2
dicha sonda (hibridacion in sifu, véase el Cap. 14),

3. Téenicas de hibridacion de Southern v Northern, Vimos en
el Capitulo | que puede emplearse una sonda desnaturaliza-
da radiactiva para identificar fragmentos gendmicos concre-
tos en una mezcla fraccionada en un gel de electroforesis
(técnica de hibridacion de Southern); con una técnica para-
lela, podemos detectar transcritos de RNA especificos en un
gel de electroforesis (técnica de hibridacion Northern).
Dado al poder de resolucion de estas téenicas, hoy dia for-
man parte del repertorio metodoldgico empleado diariamen-
te por genetistas de todo el mundo.

Vemos, por tanto, que la estructura del DNA ofrece no sélo
dos propiedades criticas para su funcién bioldgica (replicacién y
depdsito de informacidn), sino también técnicas que resultan cla-
ves para la diseccion genética de los organismos y sus células.

4. Carmgrafia cromosomica. La hibridacién con sondas ha
permitido la identificacion de marcadores de DNA en posi-
ciones cromosomicas concrelas, [Un tipo de marcador de

RESUMEN

e T A TrssssrEsEsBOEsEsEaNEEEEEEE

El trabajo experimental sobre la naturaleza molecular del mate-
rial hereditario ha demostrado de forma concluyente que el ma-
terial genético es DNA (no proteina, RNA u otra sustuncia). Em-

pleando datos obtenidos por otros investigadores, Watson y
Crick propusieron un modelo de hélice doble, con dos cadenas
enrolladas entre si y que corren de forma antiparalela. La especi-



ucidad de la union de las dos cadenas estd basada en el acopla-
miento entre adenina (A) y timina (T) y entre guanina (G) y
citosina (C). El primer par de bases se mantiene mediante dos
puentes de hidrégeno, el segundo mediante tres.

El modelo de Watson y Crick descubre cémo el DNA puede
replicarse en forma ordenada, un requirimiento esencial del mate-
rial genético. La replicacién se lleva a cabo de forma semiconserva-
iva fanfo en procariotas como en eucariotas. Una hélice doble es
replicada en dos hélices idénticas, con la misma secuencia lineal de
nucledtidos; cada una de las dos hélices dobles nuevas estd formada
por una cadena de DNA vigja y otra polimerizada de nuevo.

MAPA DE CONCEPTOS

Problemas resueltos *

La replicacion se lleva a cabo con la ayuda de varias enzi-
mas, incluyendo polimerasa de DNA, girasa y helicasa. Se ini-
cia en sitios especiales denominados origenes de replicacién y
progresa a lo largo del DNA en ambas direcciones. Como la
polimerasa de DNA actia sélo en direccidn 5" — 3, una de las
cadenas nuevas de cada horquilla de replicacion debe ser fabri-
cada a trozos cortos que son unidos luego por la ligasa de DNA.
La polimerizacién del DNA no puede iniciarse sin un pequefio
cebador de doble cadena que es también fabricado por enzimas
especiales.

D R Y

Trace un mapa de conceptos, relacionando entre si tantos de los
siguientes términos como le sea posible. Observe que los con-
ceptos no estdn en ningln orden concreto.

hélice doble de DNA / nucledtidos / puentes de hidrogeno /
semiconservativa / 5' / replicacion / cromatida / mitosis /
polimerasa de DNA / meiosis / fase S / gen / 3’

PROBLEMA DE INTEGRACION DE CAPITULOS

N Y

La mitosis y la meiosis se presentaron en el Capitulo 3. Tenien-
do en cuenta lo tratado en este capitulo sobre replicacion de
DNA, dibuje una grifica que muestre el cambio con el tiempo
del contenido en DNA de una célula que sufre mitosis y luego
meiosis. Asuma que la célula es diploide.

PROBLEMAS RESUELTOS

+ Solucion ¢

3 -

2

TE pe—

o Mitosis Meiosis

L R R

1. Si una molécula de DNA contiene un 56 % de GC, ;cudles
serdn los porcentajes de cada una de las cuatro bases (A, T,
G y C) de esa molécula?

¢+ Solucion ¢

Si el contenido en GC es del 56 %, como G = C, el contenido
de G es del 28 % v el de C del 28 %. El contenido de AT es
100 — 56 =44 %. Como A =T, el contenido de A es del 22 %,
yelde T del 22 %.

2. Describa el patrdn de bandas esperado en el gradiente de
CsCl de] experimento de Meselson-Stahl en caso de replica-
cion conservativa. Haga un dibujo.

¢ Solucion +

Vea la Figura 8- 13 para una explicacion adicional. Si la replica-
cidn fuera conservativa, y la bacteria es cultivada en presencia
de N y luego en "N, después de la replicacion, una molécula
de DNA serd toda ella de "N y la otra toda de "N, apareciendo en

el gradiente una banda pesada y otra ligera, Después de la segunda
generacion, el DNA '°N producird una molécula hecha toda ella
de '"N y otra hecha toda ella de "N, mientras que la molécula
hecha de ™N producird sélo DNA hecho de "N. Por tanto, de
nuevo se generan dos tipos de DNA, uno hecho solo de "N y otro
s6lo de "N, apareciendo de nuevo una banda pesada y otra ligera:

Incubacion de células spesadas» en "N

e ; Primera Segunda
Onaies generacion generacion
y P v B
----------- Y SO .
RN W - ¥ A
Nt N




BroLogGia
MOLECULAR DE
LA FUNCION GENICA

Ideas fundamentales

El DNA se transcribe en una molécula de mRNA, que
posteriormente se traduce durante el proceso de sintesis
proteica.

La traduccion requiere moleculas de RNA transferentes y
ribosomas.

El codigo genético consiste en un codigo de tripletes no
solapados.

Existen secuencias especificas que marcan las posiciones donde
debe comenzar y terminar la transcripeion y la traduccion.

En los eucariotas, el transcrito primario se procesa de diversas
maneras antes de convertirse en mRNA.

Muchos genes eucaridticos contienen segmentos de DNA,
denominados intrones, que interrumpen la secuencia
informativa del gen.

Para eliminar los intrones y producir el mRNA final, el
transcrito primario eucaridtico sufre un proceso de corte y
empalme.
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Nucleo B

Caza con
precursores
no radiactivos

Después Despues
del pulso de la caza
Figura 10-1.  El ENA sintetizado durante un breve periodo de nempo

se marca. suministrando & la célula un «pulses de precursores radiactivos del RNA,
seguido de una «cazas con precursores no radisclivos. En una surorradiogralfa.

¢l RNA marcado aparcee como granos oscuros, Los resultados sugieren

que el RNA se simtetiza en ¢l nidelen ¥ luego se ransporta al citoplasma.

Experimentos pioneros que sugirieron
la existencia de un RNA intermediario

Si se suministran precursores radioactivos a las células, donde
primero se observa el RNA es en e] nicleo, lo que indica que es
ahi donde se sintetiza ¢l RNA. En un experimento de pulso y
caza, los precursores del RNA marcados se suministran en for-
ma de un pulso breve. Una vez que estos precursores se han
incorporado al RNA. las c¢élulas se transfieren a un medio con
precursores no marcados. De este modo se puede «cazar o perse-
guirs la marca incorporada en el RNA, ya que a medida que este
RNA se degrada. la sintesis de nuevas moléculas de RNA ocurre
a partir de los precursores no marcados. Los experimentos de
pulso v caza nos permiten seguir la evolucién temporal de una
poblacidn de moléculas de RNA que han sido sintetizadas casi
simultaneamente. En muestras tomadas después de la caza, el
RNA marcado se encuentra en el ¢itoplasma (Fig. 1(0-1). Parece,
entonces, que ¢l RNA se sintetiza en el nieleo y se traslada pos-
teriormente al citoplasma. donde se sintetizan las proteinas. Por
ello, el RNA es un buen candidato a servir de intermediario en la
transterencia de informacidén entre el DNA v las proteinas.

En 1957, Elliot Volkin y Lawrence Astrachan realizaron una
observacién significativa. Encontraron que uno de los cambios

SPATSISL
Transcripcion

Figura 10-2.

transcripcin v traduccidn.

Los tres procesos de [ujo de informuacion: replicacion,

Transcripeion 301

moleculares mas sorprendentes que ocurren cuando £, coli s in-
fectada con el fago T2 es un aumento repentino en la sintesis de
RNA. Ademds. el RNA cuya sintesis se induce por el fugo ticne
una vida media muy corta, comao se demuestra en el siguiente expe-
rimento, Primero. lus bacterias infectadas se someten a un pulso
con uracilo radiactivo (un precursor especifico del RNA): luego. las
bacterias s¢ someten a una caza con uracilo no marcado. El RNA
recuperado poco después del pulso se encuentra marcado. pero el
recuperado algo después de la caza no estd marcado, lo que indica
que ¢l RNA tiene una vida media muy corta. Finalmente. cuando
se compara el contenido nucleotidico del RNA inducido por el
fago se observa que este RNA es muy parecido al DNA del fago.

La conclusidn mds tentativa de los dos experimentos descritos
es que el RNA se sintetiza a partir del DNA vy, de algin modo, se
utiliza para sintetizar protefnas. Podemos ahora definir tres eta-
pas en el flujo de informacion (Fig, 10-2): replicacion (1a sinte-
sis de DNA), wanseripeion (1a copia a RNA de una parte del
DNA) v rraduccion (la sintesis de un polipéprido dictada por la
secuencia del RNA).

Complementariedad y asimetria
en la sintesis de RNA

El parecido entre el RNA y el DNA sugeria que la transcripcidn
podria estar basada en la complementariedad entre bases, en la
que también se fundamenta la replicacidn del DNA. La enzima

Polimerasas
de RNA

Fig ura 10-3.  Transcri peion en el nucléola de Trerier viridiscens (un
anfibio) de los genes repetides en tdndem gue determinan ¢l RNA ribozdmico
(rRNAY. (EL fRNA es un compenente del ribosona). A 1o largo de cada gen

se encuentran unidas muchas meléculas de polimerasa de RNA transenbienda
en una direecidn. Las moléculas de RNA en crecimiento tiengn aspecto

de fibras que emanan del esquelzto de DNA. Las moléculas de RNA mas

cOrtas st encuentran mas cerca del sitio de inicio de la transeripeidn: 1as mds largas
casi han completado el proceso. De ahi. el uspecto de «drbol de Nuvidads.
(Fotografia de O. L Miller Jr. y Barbara A. Hambkalo )
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encargada de la transcripeidn, la polimerasa de RNA, podria rea-
lizar la transcripcidén a partir de la cadena molde de forma bas-
tante similar a como se lleva a cabo la replicacion.

De hecho, este modelo para la transcripeidn puede confirmar-
se citologicamente (Fig. 10-3). También se demuestra que la sin-
tesis del RNA utiliza el DNA como molde, ya que, en presencia
de DNA y polimerasa de RNA purificada, puede producirse
RNA in vitro a partir de nucleétidos. Cualquiera que sea la fuen-
te de DNA utilizada, el RNA sintetizado presenta una relacion
(A + WHAG + C) similar a la relacidon (A + T)/(G + C) del DNA
(Cuadro 10-1). Este experimento no indica si ¢l RNA se sinteti-
za a partir de ambas cadenas o s6lo de una, pero refleja que la
frecuencia lineal de los pares A—T (en comparacion con los
pares G—C) en el DNA se corresponde con la abundancia relati-
vade (A + U) en el RNA. (Estas nociones pueden resultar difici-
les de captar sin la ayuda de esquemas: el problema 2 de este
capitulo deberia ayudar a su comprension).

Para comprobar si existe complementariedad entre el DNA v
el RNA, los investigadores pueden hacer uso de la especificidad
y precision de la hibridacion entre dcidos nucleicos. EI DNA se
desnaturaliza y se mezela con el RNA sintetizado en su presen-
cia. Cuando la preparacidn se enfrfa lentamente, algunas de las
cadenas de RNA se asocian con el DNA complementario dando
lugar a un hibrido DNA-RNA. El hibrido DNA-RNA tiene una
densidad diferente a la de la doble hélice DNA-DNA, por lo que
su presencia puede detectarse por ultracentrifugacion en gra-
diente de cloruro de cesio (CsCl). Los dcidos nucleicos solo se
asocian si existen tramos suficientemente largos de complemen-
tariedad entre las bases, de manera que la aparicidn de un hibri-
do DNA-RNA demuestra que la secuencia del transcrito es com-
plementaria a la del DNA parental.

( Es posible determinar si el RNA se sintetiza a partir de una
sola o de ambas cadenas del DNA? Parece razonable que se uti-
lice una sola cadena, porgue la transcripcion de ambas cadenas
produciria dos moléculas de RNA complementarias a partir del
mismo tramo de DNA, y dos proteinas diferentes (con secuen-
cias aminoacidicas distintas). De hecho, existen una variedad de
pruebas quimicas que demuestran que la transcripeién suele uti-
lizar una sola de las cadenas de DNA (aunque no necesariamente
la misma cadena a lo largo de todo el cromosoma).

Los experimentos de hibridacion también nos permiten con-
testar a dicha pregunta. Si las dos cadenas presentan una relacion
purinas:pirimidinas suficientemente diferente, pueden separarse
en un gradiente de cloruro de cesio porque tienen densidades
distintas. EI RNA sintetizado a partir de un tramo de DNA puede
ser puriticado y mezclado por separado con cada una de las ca-

CUADRO 10-1. Proporcion de nucledtidos de distintos DNA

de sus ito

" U
Origen del DNA Bl del DNA hg U) del RNA
G+0) +
Fago T2 1.84
e 0 0 .
 Micre G

denas para determinar si es complementario a una sola de las
cadenas. J. Marmur y colaboradores separaron las cadenas de
DNA del fago SP8 de Bacillus subiilis de la siguiente manera.
Desnaturalizaron el DNA, 1o enfriaron rdpidamente para impe-

dir la reasociacion y separaron las cadenas en CsCl. Asi, demos:

traron que el RNA de SP8 hibrida con una sola de las cadenas y
que, por consiguiente, la transcripcién es asimétrica, es decir,
ocurre a partir de una sola de las cadenas.

Aunque, para cada gen. el RNA se transcribe a partir de una
sola cadena, la misma cadena no se utiliza necesariamente como
molde a lo largo de todo el cromosoma o en las diferentes etapas
del ¢iclo de vida. E1 RNA sintetizado en diferentes momentos
del ciclo de infeccion de un fago hibrida con diferentes segmen-
tos del cromosoma, indicando que hay una expresion diferencial
de genes a lo largo del ciclo (Fig. 10-4). En el fago 4, cada una
de las cadenas de DNA se transcribe parcialmente en diferentes
momentos del ciclo. En el fago T7, sin embargo, la misma cade-
na se utiliza para transcribir los genes lempranos v tardios. La
Figura 10-3 muestra una secuencia de RNA sintetizada a partii

DMNA

Transcripeion

"

Transcritos de RMA

/f

Separacion en CsCl
del DNA de doble cadena

Mezcla de los RNA con
DNA de cadena sencilla

Hibrido Hibride
RNA-DMNA RMNA-DMNA
T T
= v /—/—/
Moléculas de RNA
(a} que no han hibridado
5 3
N —— iy}
5 ———— 3’
(b) 3 5

Figura 10-4. (i) Los expenmentos de hibridacion DNA-RENA demuestran
que cada transcrito de RNA es complementario a s6lo una de las dos cadenas
del DNA parental. En este glemple, ambas cadenas de DNA se transcriben,
pero la transeripeidn es asimétrica, cs decir. en una regidn concreta

s0lo se transcribe una de Tas cadenas. (b) Mapa de este genoma hipotético

que muestra Ja diveceion de o ranseripeion de los dos (ranscritos de cadenas
opuestas de DINA,



Transcripeion v polimerasa de RNA @

5 — CUGCCAUUGUCAGACAUGUAUACCCCGUACGUCUUCCCGAGCGAAAACGAUCUGCGCUGC —3' mRNA

Flgura 10-5.  La sccuencia de mRNA ey complementaria a la cadena molde del DNA utilizada para su sintesis.
La secuencia que se muestra aqui procede del gen que determing la enzima f-galactosidasa, implicida en el metabolismo
de la luctosa,

de la cadena molde de DNA. La cadena de DNA gue se transeri- un extremo 3’ creciente, como se ilustra en la Figura 10-6b. De-
be para un mRNA dado se denomina cadena molde. La cadena bido a la naturaleza antiparalela del emparejamiento entre nu-
complementaria de DNA es la cadena sin sentido. Observe que cledtidos, que el RNA se sintetice en la direceidn 5° — 3’ signifi-
la secuencia del mRNA coincide con la secuencia de la cadena ca que la cadena molde debe estar orientada en la direccion
sin sentido (excepto que U sustituye a T). contraria 3" — 5",

Polimerasa de RNA

Transcripcion i sa de RNA
PEaRy pol_lmerasc En la mayoria de los procariotas, una sola polimerasa de RNA

: ; oo transcribe todos los tipos . La Figura 10- estra I
Como se comentd anteriormente, la transcripeién depende de la PRl B it (iR

complementariedad entre las bases. Se produce una separacion
local de las dos cadenas del DNA, y una de las cadenas separa-
das actiia como guia para la sintesis de RNA. A continuacion,
nucledtidos libres se emparejan con ¢l DNA molde, «atraidos»

por las bases complementarias en el mismo. El nucledtido libre + e h—t

Aempareja conuna T en el DNA, Geon C, Ccon G, y U con A,

Este proceso estd catalizado por la polimerasa de RNA, que se

une al DNA y se mueve a lo largo de la molécula afiadiendo

ribonueledtidos al RNA en crecimiento como se muestra en la [ T p— Factir lalognzirma

Figura 10-6a. Vemos asi los dos principios bdsicos en accidn: la de la enzima Sigma
complementariedad entre bases y la unién de proteinas a los dci-
dos nucleicos (en este caso, la polimerasa de RNA).

El crecimiento del RNA se produce siempre en la direccidn

Flgi.l ra 10-7. Esuucwra de la polimerasa de RNA, El niclea central
de la enzima contiene dos polipéptidos =, un polipéptido f v un polipéptido #7. La
unidn de la subunidad & al niclec central de le enzima permite la iniciacian

3" — 3 en otras palabras, los nucledridos siempre se afiaden a especifica de la transeripeién en las regiones promotoras.
(a} Cadena sin sentido Cadena molde
del gen 1 RMNA del gen 2

: o s

ga—————g /'1p.ecccm,\4 %

S SR, GRUC GG G UA G Namah 5
SAGGGAUG ¢l N N

DNA \, %7/GCCTA c_e_/\ & 3

Cadena molde

Cadena sin sentido

Polimerasa Polimerasa
de RNA del gen 1 del gen 2 de RNA
Gen 1 Gen 2
Figura 10-6.  Transcripeion de dos
" 5. (a) La polimerasa de RINA & Ve
(b) 2 et e i . genes. (a) La pal nﬂrzem'z de RNA se mucve
icion al extremao e la cadena en crecimiento desde el extremo 3 de la cadena molde.
eSS Y generando una cadena de RNA que
RNA 3 5 crece en la direccion 5 — 37 {ya que
" debe ser antiparalela a la cadena molde).
; Observe que algunos genes s¢ transcriben a
| partir de una cadena del DNA v otros a
R [0} i e partir de la cadena complementaria.
Cadena * Z { g o i : (b Se estd afadiendo un vracilo al extremo
dgoé?\ﬁ“ 5 ﬁﬂp '“S _é?"?‘“"-s _ﬁ?f‘"’s "'é‘P """"s _g?* = p . !S_ﬁj"“"s 3 3" del wanserito del gen |, usi que crece

en la direccidn 5' — 3
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Transcripcidn

S o
Promotor 1 Secuencia cifradora del gen
5 +1 - 3
{b) Promotores fuertes de E. coli
tyrtRNA TCTCAACGTAACACTTTACAGCGGCG+* *CGTCATTTGATATGATGC*GCCCCRBCTTCCCGATAAGGG
rrn D1 GATCAAAAAAATACTTGTGCAAAAAA * TTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCHTTGAGACGACAACG
rrn X1 ATGCATTTTTCCGCTTGTCTTCCTGA» s GCCGACTCCCTATAATGCGCCTCCHTCGACACGGCGGAT
rn (DXEl, CCTGAAATTCAGGGTTGACTCTGAAA» s GAGGAAAGCGTAATATAC*GCCACBTCGCGACAGTGAGC
rrn E1 CTGCAATTTTTCTATTGCGGCCTGCG* * GAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCRTCGACACGGCGGAT
rrn Al TTTTAAATTTCCTCTTGTCAGGCCGG» » AATAACTCCCTATAATGCGCCACCRCTGACACGGAACAA
rrn A2 GCAAAAATAAATGCTTGACTCTGTAG » CCGGAAGGCGTATTATGC»ACACCEBICGCGCCGCTGAGAA
i Pg TAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTA*CCTCTGGCGEGTCGATAATGG » TTGCHTGTACTAAGGAGGT
A PL TATCTCTGGCGGTGTTGACATAAATA*CCACTGGCGGTGATACTGA+ »GCACHTCAGCAGGACGCAC
17 A3 GTGAAACAAAACGGTTGACAACATGA* AGTAAACACGGTACGATGT=ACCACBTGAAACGACAGTGA
T7 A1 TATCAAAAAGAGTATTGACTTAAAGT»CTAACCTATAGGATACTTA*CAGCCETCGAGAGGGACACG
T7 A2 ACGAAAAACAGGTATTGACAACATGAAGTAACATGCAGTAAGATAC*AAATCEBCTAGGTAACACTAG
fd VIl GATACAAATCTCCGTTGTACTTTGTT+» » TCAGCEGCTTGGTATAATCGCTGGGEGTCAAAGATGAGTG
-35 =10 ] Em—

[¢) Secuencias consenso de todos los promotares de E. coli

(@)

La polimerasa de RNA
rastrea la doble hélice

A\VAVAVAV,

region —35 region =10

15-17 pb
TTGACAT B [TATAAT

Figl..ll"ﬂ 10-8. Secuencia promotora. (a) El promotor ¢std situado «aguas arribas (hacia el extremno 57 del siio
de inicio ¥ de las secuencias cifradoras. (b) Los promotores contienen regiones con secuencias similares, que aparecen
sombreadas en amarillo en los 13 promotores de £. coli mostrados. Los espacios (indicados con puntos) se introducen

para potenciar la homologfa en las secuencias consenso. A la izquierda se indica el gen controlado por cada

promaotor. La numeracion se asigna considerande el niimero de bases anteriores (—) o posteriores (+) al sitio de micio
de la transcripeidn. (¢) Bl cadigo de color utilizado en las secuencias consenso deducidas a partir de todos 1os promotores
de E. rolf es: letras azules, >75 %; letras negras en negrita, 50-75 %; letras negras, 40-50 %. [Tomado de H. Lodish,

D. Baltimore, A. Berk. 8. L. Zipursky, P. Matsudaira, y 1. Darnell, Molecular Cell Biology, 3.7 ed. Copyright

[ 1995 de Scientific American Books, Inc. Véase W, R. McClure, Amn. Rev. Biochen. 34, 1985, 171 (Consensus

Sequences). ]

/,- Regidn promotora
_-Holoenzima en el DNA

\ i\}*a. )%‘x | \ M

La polimerasa se une
al promotor y forma
un complejo cerrado

Figura 10-9.

Iniciacion de la transcripeidn,

La polimerasa desenrrolla (a) La polimerasa de RINA busca un sitio promotor,
el DNA y farma un complejo (b} La enzima reconoce un sitio promotor y se
abierto une a él fuertemente, formando un complejo

cerradn. (¢} La holoenzima desenrolla una pegueiia
regidn de DNA, formunde el complejo abierto.

————— e La transcripeion comienza y se libera el

factor #. Se muestra el transcrito de RNA,
comenzando con trifosfato de adenosina (pppA) y

D B ; ; .
R E mNOH ; 1crm1nalqdo en Ny, tras la mcor{:mr:u:wn de un
nimero indeterminado de nuclestidos [(Np), 1.
Nucleo central =~ {Tomado de J. Darnell, H. Lodish, y D
Comienza |a transcripcion Baltimene, Molecular Cell Biology, 2d ed. Copyright
B T L Y Y P W VL

0 1990 de Scientific American Books, Inc.)



estructura de la polimerasa de RNA de E. coli, Podemos ver que
la enzima estd compuesta por cuatro subunidades diferentes. La
subunidad beta () tiene un peso molecular de 150 000, la beta
prima (§) de 160 000, la alfa (x) de 40 000 y la sigma () de
70.000. La subunidad o puede disociarse del resto del complejo.
dejando el micleo central de la enzima. La enzima completa
con la subunidad ¢ es la RNA polimerasa en su forma de ho-
loenzima y es necesaria para que la transcripcion se inicie co-
rrectamente; una vez iniciado el proceso, el niicleo central de la
enzima continda con la transcripcion.

Analicemos las tres fases de la transcripcion: iniciacién, elon-
gacién y terminacién.

Iniciacion

Las secuencias a las que se une la polimerasa de RNA para ini-
ciar la transcripcién se denominan promotores. (En el Cap. 11
analizaremos su papel en la regulacidn génica). La Figura 10-8
muestra las secuencias promotoras correspendientes a 13 sitios
de inicio de la transcripcion del genoma de E. coli. Las bases
estan alineadas por homelogia o similitud en la secuencia que
aparece justo antes de la primera base transcrita (designado
como «sitio de iniciacién» en la Fig. 10-8).

Cabe sefialar que en la Figura 10-8 aparecen dos regiones con
similitud parcial en pricticamente todos los casos. Estas regio-
nes se conocen como regiones =35 y —10 debido a su posicidn
respecto al sitio de inicio de la transcripcién, En la parte inferior
de la Figura 10-8 se muestra la secuencia promotora consenso o
ideal, Se ha demostrado que la polimerasa contacta con estas dos
regiones cuando se une al DNA. La enzima desenrolla entonces
la doble hélice y comienza la sintesis de una molécula de RNA,

La subunidad disociahle de la polimerasa de RNA, el factor o,
es responsable de que la polimerasa de RNA reconozea y se una
especificamente a las regiones promotoras. En primer lugar, la
holoenzima explora el DNA en busca del promotor (Fig. 10-9a).
una vez reconocidas las secuencias —35 y —10, se une a ellas
débilmente. La estructura resultante se conoce como el complejo
cerrado con el promotor (Fig. 10-9b). A continuacitn, la enzima
se une mas fuertemente y desenrrolla las bases cercanas a la
region —10. Cuando la polimerasa unida provoca esta desnatura-
lizacién local de la doble hélice se dice que forma el complejo
abierto con el promotor (Fig. 10-9¢). Para esta etapa de inicia-
cién se requiere la subunidad sigma.

Elongacion

Poco después de la iniciacidn de la transcripeidn, el factor sigma
se disocia de la polimerasa de RNA. El RNA se sintetiza siem-
pre en la direccidon 5 — 3" (Figs. 10-10 y 10-11), a partir de

Figura 10-10.  La incorporacién secuencial de los nucledtidos veurte

de uno en uno, en direccidn 3 a 3, La cadena crece por formacién de un enlace entre
el extremo 3 hidroxilo de la cadena en crecimiento y un nucledsido trifostato,
liberando una molécula de pirofosfato (PPi). Esto conduce a la adicion

neta de un fosfuto, que se incorpora al esqueleto de la nueva cadena, El DNA
crece por reaccion con desoximbonucledsidos trifosfatados, mientras que el RNA lo
hace por reaceidn con ribonucledsidas trifosfatados, (Tomado de H. Lodish v

D. Baltimore, A. Berk, S. L. Zipursky, P. Matsudaira, v I. Darnell, Molecular

Cell Binlogy, 3. ed. Copyright 1T 1995, de Scientific American Books, Inc.),

Transcripcidén y polimerasa de RNA
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5
mRNA UﬂGUAHUCGUUUGGAU.UGGG4G

Eg;‘o X
n fOcafmente desenrrollada en 12 dople

Figura 10-11.

Crecimiento del RNA  Cadena
por el extrermnao 3' de DNA
que se

transcribe

& 7 /
Cadena Cadena

molde  sin sentido

Cadenas
complementarias
de DNA

neNice

Transcripeion mediada por la polimerasa de RNAL Se esi sintetizando una cadena de RNA,

en la direccion 5° —» 3 & parlir de una region localments abierta en el DNA. (Tomado de E. 1. Gardner, M. 1. Simmons,
y D. P Snustud, Principles of Geneges, 87 ed. Copyright © 1991 de John Wiley and Sons, Inc.).

ribonucledsidos trifosfatados libres (NTP) que sirven de sustrato
a la enzima. La siguiente ecuacion representa la adicion de cada
ribonucledtido.

DNA

NTP + (NMP), e (NMP), ., + PP,
RMNA
palimerasa
La energia necesaria para la reaccion proviene de la ruptura del
enlace trifosfato de alta energia para dar lugar a monofosfato y
difosfato inorgdnico (PPi), como se indica en la Figura 10-10. La
Figura 10-11 ilustra el proceso de elongacion, Debido a que la
polimerasa de RNA se mueve a lo largo de una déble hélice es
necesdrio que se genere una «burbuja de transcripcion», que va
desplazandose a lo largo de la molécula de DNA durante la elon-
gacidn. Hay determinadas secuencias que pueden provocar una
pausa en ¢l movimiento de la polimerasa, algo crucial para que
s¢ produzea la lerminacion de la transcripcion.

Terminacion

Cuando la polimerasa de RNA reconoce secuencias especificas
en el DNA que actiian como sefales de terminacion de la trans-
cripcion, la cadena de RNA en crecimiento y la polimerasa se
disocian del molde de DNA. E. coli dispone de dos mecanismos
principales de terminacion.

En el primero de estos mecanismos, la terminacién es directa.
Las secuencias terminadoras corresponden a unos 40 ph, que
finalizan en un tramo rico en GC seguido por una serie de 6 o
mds A en la cadena molde. Las secuencias GC correspondientes
del RNA se disponen de modo que el transcrito establece enlaces
complementarios consigo misnio €n esa region, como se repre-
senta en la Figura 10-12. La region de RNA de cadena doble
resultante, denominada lazo en horquilla, va seguida de un tre-
cho de residuos U (residuos A en el DNA molde). El lazo en
horquilla y el trecho de residuos U parece que actiian como sefial
para la disociacién de la polimerasa de RNA y la terminacién de
la transcripeion.

En el segundo tipo, se requiere la ayuda de un factor proteico
adicional denominado rho para que la polimerasa de RNA reco-

Emparejamiento entre ‘
bases complementarias w

UCCCACAG Ul
Transcrito de RNA

Figura 10-12. Esructura de un sitio de terminacion de la transeripein
bacteriana. La estructura en horguills se forma debido a la complementariedad
entre las bases de la propia cadena de RNA.

nozea las sefiales de terminacion. Los mRNA que presentan se-
fiales de terminacidn dependientes de rho no presentan el treche
de residuos U al final del RNA y. normalmente, tampoco presen-
tan el lazo en horquilla. En la Figura 10-13 se muestra un mode-
lo para la terminacion dependiente de rho. Rho es un hexdmerc
compuesto por seis subunidades idénticas; la hidrolisis de ATPa
ADP y P, dirige la reaccidn de terminacion. El primer pasoenla
terminacion es la unidn de rho a un sitio especifico en el RNA
denominado rut (Fig. 10-13a y b). Después de la unién, tho
«arranca» el RNA de la polimerasa de RNA, probahlemente
translocdndose a lo largo del mRNA, como se ilustra en la Figu-
ra 10-13h v ¢. Los sitios ruf estin localizados justo aguas arriba
(es decir, en direccidn 5% de las secuencias donde la polimerasa
de RNA tiende a detenerse.

La eficacia de ambos mecanismos de terminacion depende de
las secuencias circundantes y de otros factores proteicos.

RNA eucariotico

Hay varios aspectos que distinguen la sintesis de RNA vy su pro-
cesamiento en los eucariotas respecto a los procariolas.



RNA eucariodtico «*»

(al Polimerasa de RNA Procesamiento de RNA

El producto inicial de la transcripeion, el transerito de RNA pri-

% mario, s¢ procesa de diversas maneras antes de ser transportado

/X\ / al citosol, donde es utilizado por la maquinaria de traduccién

(Fig. 10-14). La Figura 10-15 ilustra con detalle los pasos del

procesamiento. En primer lugar, durante la transcripeion, se afia-

de una caperuza constituida por un residuo 7-metilguanosina al

extremo 5’ del transcrito, mediante el establecimiento de un en-

lace trifosfato. A continuacion, se anade una cola de adeninas al

extremo 3 del transcrito. La longitud de estas colas de poli (A)

esde unos 150 a 200 residuos. Una vez que se han llevado a cabo

estas modificaciones. un paso de maduracién elimina partes in-

ternas del transcrito. El descubrimiento de este proceso, del que

se deriva que los genes estin «fragmentados» y que su region

: informativa estd interumpida por secuencias internas, constituye

/‘{\\ uno de los hallazgos mds importantes de la Genética molecular
en los dltimos 25 anos.

DMNA

NUNUNING

Sitio rut

Ribosoma

(b]

NINTNSY

ATP Genes fragmentados

Los estudios con transcritos sintetizados a partir de DNA de vi-
ADP + P, rus de mamiferos indicaron por primera vez una falta de corres-
pondencia entre el DNA viral y las moléculas de mRNA. Cuan-
do la tecnologia del DNA recombinante (véase el Cap. 12)
facilitd el analisis fisico de los genes eucaridticos se hizo patente
que los transcritos primarios se acortaban mediante la elimina-

(c)

ADP + P;

Transcripeion

Figura 10-13.  Modelo de uceidn de rho sobre un RNA en crecimiento
que e5td siendo simultdnzamente traducido. (Tomado de 1. P. Richardson,
Cell 64, 1991, 1047-1049.)

Procesamianto
del RNA

Sintesis de RNA

Mientras que hay una sola polimerasa de RNA que sintetiza to-
dos los RNA en procariotas, los eucariotas tienen tres polimera-
sas de RNA diferentes:

1. La polimerasa de RNA I sintetiza rRNA.

2. La polimerasa de RNA 11 sintetiza mRNA. En eucariotas, las
moléculas de mRNA siempre determinan la sintesis de una
sola proteina, mientras que en procariotas hay muchos mRNA
gue contienen informacion para la sintesis de varias proteinas.

3. La polimerasa de RNA III transcribe los tRNA, asf como
moléculas de RNA nucleares y celulares de pequefio tamafio.

AL ariéti I RRT T i Figura 10-14.  Expresion génica en eucariotas. El mRNA se procesa
5P Pas BHCAOCHS & iras bainplejds. gle en el nicleo antes de ser transportado al citoplasma, (Tomada de J. E. Darnell, Jr..

las pollmerasas pmcan()tlcas_ Algunas de sus subunidades son si- «The Processing of RNA». Copynight © 1983 de Scientific American, Inc.
milares a las protefnas de E. coli correspondientes, pero otras no. Reservados todos las derechos.)
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{al Cadena

Figura 10-15. Procesamiento de un ; :
sin sentido

transcrito primario, (a) La transeripeidn esta
mediada por la polimerasa de RNA. (b)
Poco después del inicio de la transcripeidn, la 3

Palimerasa de RNA
4

enzima guaniltransferasa afiade 7-metilguanosina

{m'Gppp) al extremo 5 del mRNA. (¢) La

secuencie AAUAAA, cerca del exiremo

¥, actia come sefial para que ocurra {d) una

reaccion de corte unas 20 pb aguas abajo catalizada

por unz endonucleasa. (e) Entonces, la enzima

polimerasa de politA} anade una cola

de palilA), compuesta por 130 a 200 residuos (b)
de adenosing, al extremo 37 del sitio de corte. (1)

Asi se produce el mRNA primario completo. 3

(De 1. E. Darnell, Jr., «The Processing
of RNA» Copyright © 1983 de Scientific
American, Tne, Reservados wodos los derechos).

Guaniltransferasa

(e} 5

m’ G-P-P-P

{d m'GP-PP

{e) m’ G-P-P-P

(H m’ G-P-P-P

cién de segmentos internos antes de ser transportados al cito-
plasma. En la mayoria de los eucariotas superiores estudiados,
esto se aplica no s6lo al mRNA, sino también al IRNA, e incluso
en algunos cusos al tRNA.

La Figura 10-16 muestra la organizacion del gen de la ovoal-
biimina de pollo, una proteina compuesta por 386 aminodcidos.
Los segmentos de DNA que contienen la informacidn para la
sintesis de la proteina estdn interrumpidos por secuencias deno-
minadas intrones. En la Figura 10-16 estos segmentos se desig-
nan con las letras A a G. El transcrito primario se procesa me-
diante una serie de reacciones de «corte y empalmes», ignal que
un mensaje grabado en una cinta puede ser cortado y empalma-
do. El procesamiento conduce a la eliminacion de intrones y al

m’ G-P-P-P -3

Endonucleasa

Sitio de corte

empalme de las regiones informativas, denominadas exones,
produciendo un mRNA cuya secuencia es exactamente colineal
con la secuencia de la ovoalbimina. En la Figura 10-16. los exo-
nes aparecen indicados por la letra L y los nimeros 1 a 7. En
diferentes genes, se han detectado intrones con una longitud de
hasta 2000 pares de bases. Algunos genes contienen hasta 16
intrones.

Es obvio que el procesamiento ocurre después de la transcrip-
cién y en varios pasos, porque es posible aislar tanto transcritos
de RNA (denominados anteriormente RNA nuclear heterogé-
neo, o HNRNA) que corresponden a toda la region genética (in-
trones + exones), como transcritos de tamafio intermedio. En
estos transcritos de longitud intermedia ya se han eliminado al-
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Figura 10-16. Organizacion en [ragmentos separados del gen de la
proteina ovoalbimina. (a) La micrografia electrdnica y (b) su representacion
cartogrifica muestran el resultado de un experimento en el que una cadena sencilla
de una molécula de DNA que incluye el gen de la proteina de la clara

del huevo (ovoalbimina) se dejo hibridar con mRNA para la avealbdmina,

la molécula a partir de la cual se traduce li proteing. Los segmentos de cadena
sencilla que sobresalen a modo de bucles corresponden a los intrones. (¢) La
representacion esquemiitica del gen muestra Jos sicte intrones (en verde

claro), Ios ocho exones (en verde oscurn) y ¢l nimero de pares de bases de

cada exon: el wmafio de los intrones varia desde los 251 pares de bases del intron
B hasta los cerca de 1600 de . (Tomado de P. Chambon, «Split Geness.
Copyright ) 1981 de Scientific American, Inc. Reservados todos los derechos),

gunos intrones, pero olros se mantienen. En la Figura 10-17 se
resume la secuencia de pasos en el procesamiento del RNA.

Procesamiento alternativo

Mediante la utilizacidn de rutas alternativas de procesamiento se
pueden producir diferentes mRNA vy, por 1o tanto. diferentes
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Figura 10-17. El mRNA maduro se produce en varios pasos. (Tomado
de P. Chambon, «Split Genes». Copyright «©) 1981 de Seientific American,
In¢, Reservados todos los derechos.)

proteinas a partir de un tinico transcrito primario. Las distintas
formas proteicas que se generan por procesamiento alternativo
suelen aparecer en tipos celulares diferentes o en diferentes eta-
pas del desarrollo. La Figura 10-18 muestra la amplia gama de
combinaciones producidas por el procesamiento diferencial del
transcrito primario del gen de la tropomiosina 7. Asi se genera
un conjunto de proteinas relacionadas, cada una de ellas con un
funcionamiento optimo en un tipo celular concreto,

Mecanismo de corte y empalme

La secuenciacion de las uniones exén-intron ha puesto de mani-
fiesto que existen secuencias especificas muy conservadas en es-
tas posiciones. Como se muestra en la Figura 10-19, en préctica-
mente todos los casos analizados se encuentra la secuencia GU en
el punto de corte 5’ del intrén y AG en el 3'. Se ha demostrado que
€stas secuencias son reconocidas por moléculas de RNA nucleares
pequeias (snRNA) en una reaccion en la que se coordina la com-
plementariedad entre bases con la accién de las enzimas implica-
das. La propia reaccion de corte y empame se ilustra en la Figura
10-20, en lu que se muestra la eliminacion de un intrén en forma de
«lazada», como resultado de dos reacciones de transesterificacién.
Las reacciones consisten en el intercambio de un enlace fosfoéster
por ofro, dando como resultado la fusién o ligacién de dos exones.

Los snRNA se asocian con proteinas para formar particulas
ribonucleoproteicas pequefias (snRNP), En células superiores, las
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Figura 10-19.
produce el corte y empalme de los mRNA evcaridticos. Casi todos los intrones
comienzan con GU v terminan con AG. Del andlisis de las regiones
fronterizas entre muchos exones ¢ intrones; se han podido establecer unas
secuencias consenso de nucledtidos que aparecen preferentemente en los
cxiremos 5y 3. Ademis de la secuencia AG, hay otros nuclestidos situados
justo asuas arriba del sitio 3" que también son importantes para gue

el proceso de corte y empalme ocurra correctamente. (Tomado de J. D,
Watson, M. Gilman, I. Witkowski, y M, Zoller, Recambinant DNA, 2.7 ed.
Copyright © 1992 de James D, Watson, Michael Gilman. Jan Witkowski, y
Mark Zoller.)

Secuencias consenso en los sitios 3 'y 3' donde se

Flgu ra 10-20. El empalme de los exones del transerito primario ocurre
mediante dos reacciones de transesterificacion, Hn la primera reaccion, el
enlace dster entre el fosforo 3 del intron ¥ ¢l oxigeno 3’ (en rojo) del

exon | se intercambia por un enlace éster con el oxigeno 27 (en azul oscura)
del residun A del punto de ramificacion. En la segunda reaccion, el enlace éster
entre el fsforo 3' del exdn 2 y el oxigeno 37 (en azul claro) del intron sc
intercambia por enlace éster con el oxigeno 3’ del exdn |, provocando la
liberacion del intrén en forma de lazada v la union de los dos exones. Las
flechas sefalan las posiciones donde los oxigenos activados reaccionan con los
dtomos de fosforo. (Tomado de H. Lodish, D. Baltimore, A. Berk, S. L.
Zipursky, P. Matsudaira, y J. Darnell, Molecular Biology of the Cell, 3.7 ed.
Copyright ©) 1995 de Scientific American Books, Inc.).
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Espliceosoma

| ;ngra 10-21. Forografia con el microscopio electranico del espliceosoma.
(De H. Lodish, D. Baltimore, A. Berk, 8. L. Zipursky, P. Matsudaira. v J.

! Damnell. Molecular Cell Biology. 3* ed, Copyright © 1995 de Scientific
‘American Books, Inc.).

L snRNP, el transerito primario. y factores asociados se unen cons-
I tituyendo un complejo ribonucleoproteico de peso molecular
elevado (60S) denominado espliceosoma (Fig. 10-21), que cata-
liza las reacciones de transesterificacién descritas.
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Autoprocesamiento

Actualmente, se conocen numerosos ejemplos de moléculas de
RNA que pueden catalizar el procesamiento de sus intrones sin
la ayuda de proteinas. Esta capacidad de autoprocesamiento fue
descubierta por Thomas Cech y colaboradores en Tetrahyvinena,
y constituyd la primera demostracion de que una molécula de
RNA puede actuar como una enzima y catalizar una reaccién
biologica especifica. Estos RNA con actividad catalitica se de-
nominan ribozimas. Segun el mecanismo especifico de procesa-
miento, los intrones gue se autoprocesan se clasifican en grupo [
o grupo I1. Los intrones del grupo [ se encuentran en transcritos
primarios de algunos virus de E. coli, de Tetrahymena y de algu-
nos otros organismos unicelulares, en mitocondrias y cloroplas-
tos, y en algunos tIRNA primarios de bacterias. Los intrones del
grupo I se encuentran en algunos tIRNA primarios y en algunos
transcritos primarios de mitocondrias v cloroplastos. En la Figu-
ra 10-22 se muestra un esquema de las diferencias en el mecanis-
mo de procesamientio de los intrones del grupo 1, del grupo 11y

Figura 10-22.  Mecanismo de autaprocesamicento de los introncs de

los grupos 1y 11, y procesamiento del mENA por el espliceosoma. El intron se
indicu en color azul: los exones que han de unirse se indican en rojo. En log
intrones del grupo [ (a la izguierda), €l cofactor guanosina (G) se

asocia con el centro activo. El grupo hidroxilo 3' de esta guanosina participa
en una reaccion de transesterificacion con el fosfato del extremo 5 del intrdn:
esta reaccion es analoga a la que s¢ produce con el grupe hidroxilo 2 de la

A del sitto de ramuificacion en el procesamienio de los imrones del

grupo 11 v del pre-mRNA. La siguiente transesterificacién. que conduce a

la unidn de los exones 3" v 3, es similar en los tres mecanismos de corte y
empalme. Observe que los intrones del grupo I se liberan como moléculas lineales
y no como las estructuras ramificadas que se producen en los otros

dos casos. (Tomado de P. A. Sharp, Science 235, |987. 769.)

Procesamiento del pre-mRNA

I Autoprocssamiento de intrones catalizado por el espliceosoma
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de los dependientes del aparato procesador. El producto resul-
tante de la eliminacion de un intrén del grupo I no tiené forma de
lazada, sino que es una molécula lineal.

Traduccion

Aunque el mRNA dirige la sintesis proteica, si mezclamos
mRNA y los 20 aminodcidos en un tubo de ensayo con la espe-
ranza de producir proteina, quedaremos defraudados. Es necesa-
ria la presencia de otros componentes: el descubrimiento de la
naturaleza de estos componentes fue clave para descifrar el me-
canismo de la traduccion. Una téenica de centrifugacion sencilla
pero elegante contribuy6 al descubrimiento de estos componen-
tes adicionales.

Aplicaciones de los gradientes de sacarosa

Para crear un gradiente de densidad de sacarosa. se depositan
en un tubo de ensayo, una sobre otra, capas sucesivas de solucio-
nes de sacarosa cada vez menos concentradas. Luego. se coloca
cuidadosamente el material a estudiar sobre la superficie. Cuan-
do la solucidn se centrifuga en un aparato que permite que el
tubo bascule libremente, el material que estd sedimentando pro-
gresa a través del gradiente a diferentes velocidades dependien-
do de los tamafios y formas de las moléculas. En un periodo fijo
de tiempo. las moléculas de mayor tamafio avanzan més que las
moléculas pequefias. Las moléculas separadas pueden recupe-
rarse en distintas tracciones mediante la recoleccidén continua de
gotas a partir de un pegueiio orificio practicado en la parte infe-
rior del tubo (Fig. 10-23). El tiempo que una determinada frac-
cion tarda en recorrer la distancia fija hasta el fondo del tubo
refleja su valor de sedimentacién (S). que es una medida del
tamano de las moléculas presentes en dicha fraccidn,

Es importante destacar las diferencias entre un gradiente de
sacarosa y el gradiente de CsCl que describimos en el Capftulo
8. En un gradiente de CsCl, las moléculas en estudio tienen una
densidad intermedia entre la de la solucién menos concentrada y

It 15

Gradiente de sacarosa (%)

¥ 30
(al

la de la solucién més concentrada de CsCL. Por tanto. en el equi-
librio. las moléculas formaran una banda en una posicién con-
creta del gradiente. En un gradiente de sacarosa, las moléculas
en estudio son mds densas que cualquiera de las soluciones de
sacarosa utilizadas y. en el equilibrio, se encontrarian todas ellas
en el fondo del tubo formando un precipitado. No obstante, mi-
gran hacia el fondo del tubo a velocidades diferentes, dependien-
do de su forma y tamafio. Comparando las posiciones de las dis-
tintas moléculas en el gradiente en un momento determinado,
podemos determinar sus tamanos relativos.

Los principales componentes de la maquinaria de sintesis de
proteinas pudieron separarse seglin su tamano haciendo uso del
poder de fraccionamiento de la técnica del gradiente de sacarosa
(Fig. 10-23). Las moléculas de RNA transferente (4S) pudieron
distinguirse facilmente de los RNA ribosémicos. que estdn cons-
tituidos por tres clases: 23S, 168 y 55. Estos tamafos aparecen
resumidos en el Cuadro 10-2.

Variacion genética

Si los genes son segmentos de DNA y el DNA es una simple
sucesion de pares de nucleétidos, jcémo dictan las secuencias de
pares de nucledtidos las secuencias de aminodcidos de las pro-
tefnas? De inmediato, se nos ocurre la analogia con un cédigo.
Cémo llegd a descifrarse el cddigo genético es la historia que

Figu ra 10-23. Técnica del gradiente de sacarosa, (a) El gradiente se
genera por centrifugacion de un tubo en el que se han depositado capas sucesivas
de soluciones de sacarosa de distinta densidad, (b) La muestra que se desea
analizar se deposita sobre la superticie del gradiente. (¢) Durante la
centrifugacién, los diferentes componentes (fracciones) de la muestra
sedimentan diferencislmente. (d) Las diferentes fracciones forman bandas cn el
gradiente centrifugado. (e) Las diferentes bandas se recogen por separado
tomando muestras desde el fondo del wbo a intervalos fijos de tiempo.

El valor § de cada fraccion depende de su posicidn en el gradiente, que esid
relacionado con el tiempo que tarda en salir por el fonde del ubo. (Tomado de A.
Rich, «Polyribosomess. Copyright © 1963 de Scientific American, Inc.
Reservados todos los derechos.)

g 2 1
Numero de las fracciones
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contaremos en esta seccién. La experimentacién fue sofisticada
¥ ripida, y no tardé mucho en descifrarse el cédigo, una vez que
sU existencia parecia segura.

Por pura I6gica. si los nucledtidos constituyen las «letras» del
¢digo, la combinacion de estas letras puede originar «palabras»
que representen diferentes aminodcidos, Una pregunta obligada
atafie a la lectura de este cddigo. ;(Es o no solapada? Luego po-
demos preguntarnos cudntas letras del mRNA son necesarias
para constituir una palabra, o codon, y qué coddén o codones

representan cada aminodcido especifico.

| Codigo solapado versus no solapado

La Figura 10-24 muestra la diferencia entre un cédigo solapado
y uno no solapado. En el ejemplo, se muestra un codigo de tres
letras o tripletes. En un cédigo no solapado, los sucesivos ami-
nodcidos estin determinados por palabras sucesivas del mensaje
(codones), como se muestra en la parte inferior de la Figura 10-
24. En un cédigo solapado, los sucesivos aminodcidos estdn de-
terminados en el mRNA por codones que comparten algunas

Cédigo

A uu u
Eoredo uu G GC
Punto de FJ/’J
Codon AUU GCU ¢ GCU GAC
Cédigonc AUU GCU A
solapado

e am

Figura 10-24. Diferencia entre un eddigo solapado v uno no solapado.
El gjemplo corresponde a un cddigo de tres letras (un cédigo de tripletes).

Un eddigo solapade utilizaria codones con algin nucledtido en comin

en la raduccidn de una misma proteina, tal como se ilustra en la parte

superior del esquema (referente a la secuencia de mRNA que aparece en la parte
central del esquema). En un cddigo no solapado, los codones que se leen en

I rraduccién de una proteina no comparten ningiin nucledtido. Observe

‘que la designacion de los aminodcidos como aa,, aa,, etc. en ambos modelos

1o implica que los aminodcidos sean idénticos. Dado que los tripletes que
compornen los codones respectivos para el aa,, por ejemplo, son diferentes

segtin ¢l modelo, es muy probable que los aminoicidos también lo

sean. La coincidencia numérica entre aminodcidos sélo implica una coincidencia
en | posicion que ocupan en la cadena proteica.

Tipo celular sedimentacion (S) molecular nucleétidos
\ ribosOmico (TRNA) 80 23 1.2 x:10° 3700
16 0.35 x 10° 1700
3.6 x 10 1700

25 108

bases consecutivas: por ejemplo, las dos tiltimas bases de un
codon serfan también las dos primeras del siguiente. Los codo-
nes solapados se muestran en la parte superior de la Figura 10-
24. Asi pues, para |a secuencia AUUGCUCAG, en un cddigo no
solapado. los tres primeros aminodcidos estarfan cifrados por los
tripletes AUU, GCU y CAG, respectivamente. Sin embargo, en
un cddigo solapado y con un solapamiento de dos bases, los tres
primeros aminodcidos estarfan cifrados por los tripletes AUU,
UUG v UGC. como se indica en la Figura 10-24.

Ya en 1961 parecia claro que el cddigo genético no era sola-
pado. El andlisis de proteinas alteradas por mutacicén, en particu-
lar, los mutantes del virus del mosaico del tabaco obtenidos con
dcido nitroso. puso de manifiesto que sélo cambiaba un aminod-
cido a la vez en una region determinada de la proteina. Esto es
precisamente lo que produce un cddigo no solapado. Como se
indica en la Figura 10-24, un cddigo solapado implicarfa que el
cambio de una sola base alterarfa a la vez tres aminodcidos adya-
centes de la proteina.

Cabe destacar que, aunque la existencia de un cédigo solapa-
do fue descartada del andlisis de proteinas individuales., nada
excluia el uso de fases de lectura alternativas para determinar los
aminodcidos de dos proteinas distintas. En nuestro ejemplo. una
proteina estarfa cifrada por la serie de codones que se lee como
AUU, GCU, CAG, CUU, etc. Una segunda protefna podria estar
cifrada por codones desplazados una base y que serfan, por tan-
to, UUG, CUC, AGC, UUG, etc. Esto constituye un ejemplo de
almacenamiento de la informacién que cifra dos proteinas dis-
tintas en dos fases de lectura diferentes, manteniéndose ¢l uso de
un codigo de lectura no solapada durante la traduccién de una
proteina concreta. Se conocen algunos ejemplos de este tipo de
cambios en la fase de lectura.

El numero de letras de cada coddn

Al leer una molécula de mRNA a partir de uno de sus extremos,
solo podemos encontrar una de las cuatro bases posibles, A. U,
G o C. Por lo tanto, si las palabras estuvieran constituidas por
una sola letra. s6lo serian posibles cuatro palabras. El cédigo
genético no puede estar basado en un vocabulario tan limitado,
ya que debemos contar con una palabra para cada uno de los 20
aminodcidos que se encuentran cominmente en las proteinas ce-
lulares. Si las palabras estuvieran formadas por dos letras. enton-
ces dispondriamos de 4° = 16 palabras posibles; por ejemplo.
AU, CU o CC. Este vocabulario sigue siendo limitado.






3. Mensaje r/i ril,: algunas palabras erroneas, pero la fase de
lectura se recupera en palabras sucesivas

Delecion .
CAU ACA UCU CAU CAU
v X x v v

Las pocas palabras incorrectas en el genotipo suprimido ex-
plicarian que los «revertientes» (fenotipos suprimidos) que
Crick y sus colaboradores encontraron no fueran fenotipicamen-
e iguales que el verdadero silvestre.

Hemos dado por supuesto que la mutacion original era una
adicién, pero la explicacidn serfa la misma si la mutacion origi-
nal FCO fuera una delecién y la mutacion supresora fuera una
adicion. Si asignamos el signo (+) a la mutacion FCO, entonces
le mutacidn supresoru seria autométicamente de signo contrario
(). Se ha demosirado experimentalmente que una mutacion (+)
1o puede suprimir a otra mutacién (+), y una (=) tampoco puede
suprimir a otra (—). En otras palabras, dos mutaciones del mismo
signo nunca actiian como supresora una de la otra. Sin embargo,
se ha demostrado que las combinaciones de fres mutaciones (+)
ode tres mutaciones (=) pueden actuar conjuntamente restauran-
do el fenotipo silvestre,

Esta observacion supuso la primera prueba experimental de
que las palabras del codigo genético estaban compuestas por tres
pares de nucledtidos consecutivos o tripletes. Sélo si las palabras
son tripletes, se explica que tres adiciones o tres deleciones de
un par de nucledtidos restauren automdticamente la fase de lec-
tura del mRNA. Por ejemplo,

Deleciones

i l
CAU CAU CAU CAU CAU CAU CAU

CAU ACA UAU CAU CAU CAU
v/ % x =4 v v

Las pruebas de que las deducciones genéticas sobre la proflavi-
na eran correctas proceden del andlisis de mutaciones inducidas con
proflavina en un gen cuyo producto proteico podia ser analizado.
George Streisinger trabajo con el gen de la enzima lisozima, cuya
secuencia de aminodeidos conocia. Ulilizando protflavina, indujo
una mutacion en el gen y luego selecciond revertientes inducidos
también con proflavina. que genéticamente resultaron ser mutantes
dobles (con mutaciones de signo opuesto). Como habiu predicho, al
analizar la proteina de uno de los mutantes dobles, encontré un
trecho de aminodcidos distintos entre dos extremos silvestres:

Silvestre:
—Thr—Lys—Ser—Pro—Ser—Leu—Asn—Ala

Revertiente:
—Thr—Lys—Val—His—His—Leu—Met—Ala

Degeneracion del cédigo genético

El trabajo de Crick sugeria también que el codigo genético era
degenerado. Esta expresién no pretende ser una descalificacidn

El codigo genético $

moral. Alude simplemente a que cada uno de los 64 tripletes
debe tener algin significado en el cddigo y, por tanto, al menos
algunos de los aminodcidos deben de estar representados por dos
o mds tripletes distintos. Si sélo se usaran 20 tripletes (carecien-
do de sentido los 44 tripletes restantes, que no cifrarfan ningin
aminodcido), entonces se esperaria que la mayoria de las muta-
ciones de cambio de fase dieran lugar a palabras sin sentido.
conduciendo presumiblemente a una paralizacion del proceso de
fabricacién de la proteina. Si asi fuera, la supresién de los cam-
bios de fase no ocurrirfa nunca o casi nunca. Si, por el contrario,
todos los tripletes cifraran un aminodcido, entonces los cambios
en las palabras simplemente provocarian la incorporacién de
aminodcidos errdneos en la proteina. Estas consideraciones lle-
varon a Crick a razonar que muchos de los aminodcidos, si no
todos, tendrfan varios nombres distintos en el cédigo de pares de
bases, hipdtesis que posteriormente fue confirmada bioguimica-
mente.
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Los trabajos presentados hasta aqui demuestran que
1. El cédigo genético no es solapado.

2. Tres bases cifran un aminodcido. Estos tripletes se

denominan codones.

3. El mensaje empieza a leerse a partir de un punto fijo
y el proceso de lectura continia hasta el final de la
secuencia informativa. Sabemos que es asi porque
una 5013 i ! iaén de camhw de fasa en c;alqmar

El desciframiento del codigo

El desciframiento del cédigo genético (la determinacion del
aminodeido cifrado por cada triplete) ha sido uno de los logros
genéticos mds excitantes de los dltimos 50 aios. Una vez que se
dispuso de las téenicas experimentales necesarias, el cddigo pe-
nético no tardé en descifrarse.

El primer logro fue descubrir la manera de producir mRNA
sintético. Si se mezelan los nucledtidos del RNA con una enzima
especial, la fosforilasa de polinucledtidos. se produce una reac-
cidn de sintesis de RNA de cadena sencilla. Esta sintesis ocurre
en ausencia de DNA, por lo que los nucledtidos se incorporan al
azar. Esta capacidad de sintetizar mRNA ofrecia la excitante po-
sibilidad de crear moléculas de mRNA con secuencias particula-
res y analizar los aminodcidos determinados en ellas. El primer
mensdjero sintético obtenido, poli(U), se generd mezclando sélo
nucledtidos de uracilo con la enzima sintetizadora de RNA, lo
que produce —UUUU—. En 1961, Marshall Nirenberg y Hein-
rich Matthaei mezclaron poli{U) con la maquinaria de sintesis de
proteinas de E. coli in vitro v jobservaron la formacion de pro-
tetna! La excitacion giraba principalmente en torno a cudl seria
la secuencia de la proteina. Resultd ser polifenilalanina —una
cadena de moléculas de fenilalanina unidas entre si constituyen-
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do un polipéptido—. Asi se concluyo que el triplete UUU debia
cifrar fenilalanina:

=T ] TUU-
&I UIU u U|U U UtU uu IU u U|L u UI

« 4+ 411
—Phe-Phe~Phe—-Phe-Phe-Phe—

Este tipo de andlisis se repilig, pero ahora realizando la sinte-
sis de mRNA sintético a partir de mezclas con proporciones es-
tablecidas de mas de un nucledtido. En uno de tales experimen-
tos, se mezclaron los nucledtidos uracilo y guanina en la
proporcién 3:1. La frecuencia relativa de aparicion de cada tri-
plete en la secuencia, cuando los nucledtidos se incorporan alea-
toriamente en el mRNA sintético, puede calcularse a partir de la
proporcion relativa de los diferentes nucledtidos presentes en la
mezcla (Cuadro 10-3). Observe que, en el Cuadro 10-3, la fre-
cuencias de los posibles tripletes aparecen normalizadas respec-
to a la frecuencia del triplete UUU. Por ejemplo. UUG. se espera
que aparezca con una frecuencia p(UUG) = 9/64. que es tres veces
inferior a la de UUU, cuya frecuencia esperada es p(UUU) =
= 27/64. En otras palabras, p(UUG)/p(UUU) = 1/3 = 0.33, que
coincide con el valor mostrado para UUG en el Cuadro 10-3.

Si cada uno de estos codones cifrara un aminodcido diferente
(es decir. si no fueran redundantes), los aminodcidos generados
por esta mezcla particular de guanina y uracilo deberfan apare-
cer en las mismas proporciones que los diferentes codones.
Ciertamente, aunque algunos de estos codones son redundan-
tes, las proporciones de aminodcidos obtenidas a partir de esta
mezcla de bases (Cuadro 10-4) se ajustan bastante bien a las
proporciones de los distintos codones del Cuadro 10-3. (En el
Cuadro 10-4, los valores estdn referidos a la frecuencia obteni-
da para fenilalanina),

A partir de estos datos, podemos deducir que los codones for-
mados por una guanina y dos uracilos (G + 2U) determinan vali-
na, leucina y cisteina. aungue no podamos asignar la secuencia
especifica de los tripletes que cifran cada uno de estos aminodci-
dos. De igual modo. un uracilo y dos guaninas (U + 2G) deben
determinar triptéfano, glicina y quizds algin otro. Parece que el
modelo de Watson y Crick es correcto en su prediccién de la

CUADRO 10 3

Frecuencaa esperada de varios codones

Codén Probabilidad Razon*
uuu pUUU)=3x3ixi=2 1.00
uuG pUUG)=3xixl=2 0.33
UGU p{UGU):%x x3i=4 0.33
Guu pGUU) = {xixi=g 0.33
UGG pUGG)=Fxixl=2 0.11
GGU JEU =1 xlxi=F 0.11

CUADRO 10-4. Frecuencias observadas de varios aminoacidos

en las proteinas 1.raduadas a partir de un mRNA sintético

Aminodcido Razon*
Fenilalanina 1.00
Leucina 0.37
Valina 0.36
Cisteina 0.35
Triptéfano 0.14
Glicina ).12

importancia de la secuencia precisa de bases, ademas de la pro-
porcion en que aparecen. Siguiendo el procedimiento descrito
para G y U. pronto se realizaron muchas asignaciones provisio-
nales, principalmente por los grupos de trabajo de Nirenberg y
de Severo Ochoa,

Antes de considerar otras palabras del cddigo. analizaremos
las moléculas de tRNA, que contribuyen a explicar el vinculo
entre los codones del mRNA y el reconocimiento de aminodci-
dos concretos.

Reconocimiento de los codones
por las moléculas de tRNA

. Es el tRNA o el propio aminodcido el que reconoce la porcion
del mRNA que cifra un aminodcido concreto? Un experimento
muy convincente proporciono la respuesta a esta pregunia. En
dicho experimento, se trato el cisteinil-tRNA «cargado» con cis-
teina (tRNA™) con hidruro de niguel, que convierte la cistefna
unida al tRNA en el aminodcido alanina, sin afectar al t(RNA:

druro de niguel

cistema-tRNA®™ alanina-tRNA®"
Las proteinas sintetizadas en presencia de esta especie hibrida
presentaban alanina donde se esperaria cisteina. Asi se demostrd
que los aminodcidos son «analfabetos» v que su insercion en el
sitio correcto depende de los «adaptadores» de tRNA, que recono-
cen los codones del mRNA e insertan en la posicion correcta el
aminodcido al que estdn unidos. Cabria esperar, por tanto, que en
cada molécula de tRNA haya un sitio capaz de reconocer el codén
correspondiente en el mRNA por complementariedad entre bases.
La Figura 10-26a muestra varios sitios funcionales de la mo-
lécula de tRNA. El sitio que reconoce un coddn en el mRNA se
denomina anticodén: sus bases son complementarias v antipara-
lelas a las bases del coddn. Otro sitio operativo identificable es
el sitio de unién al aminodcido. Es probable que los otros brazos
cooperen en la union del tRNA al ribosoma. La Figura 10-265
muestra un tRNA concreto (el tRNA de levadura para alanina).
Las estructuras en forma de hoja de trébol «plana» que aparecen
en estos diagramas no corresponden a la conformacidn real
adoptada por las moléculas de tRNA: normalmente, el tRNA
adopta una estructura de hoja de trébol plegada en forma de L,
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como se muestra en la Figura 10-26¢. Estos diagramas se basan
en andlisis quimicos muy sofisticados de las secuencias de nu-
cledtidos de los tIRNA y en datos cristalogrdticos sobre la estruc-
tura global de la molécula. Aunque el parecido estructural entre
las distintas moléculas de tRNA es grande, cada una de ellas
adopta una estructura tridimensional inica que permite su reco-
nocimiento por la sintetasa correcta, encargada de catalizar la
union de un tRNA con su aminodcido especifico para formar el
aminoacil-tRNA. (Las sintetasas se tratardn en el apartado sobre
«La sintesis de proteinas»). La especificidad del sistema de car-
ga de los IRNA es fundamental para mantener la integridad del
proceso de sintesis proteica.

;De donde proceden los IRNA? Si se introduce tRNA radiac-
tivo en un nicleo celular cuyo DNA ha sido desnaturalizado par-
cialmente mediante calor, la radiactividad aparece localizada
(por autorradiogratia) en regiones concretas de los cromosomas.
Probablemente. estas regiones reflejan la localizacién de los ge-
nes de los IRNA; se trata de regiones del DNA que no producen
mRNA, sino IRNA. El tRNA marcado hibrida en esas posicio-
nes por la complementariedad entre su secuencia de bhases v la
del gen parental. Una situacion similar ocurre con el rRNA. Ve-
mos, pues, que ni siquiera la idea «un gen-un polipéptido» es
absolutamente vilida. Algunos genes no cifran protefnas; en su
lugar, determinan moléculas de RNA que forman parte de la
maquinaria de traduccion.

Figura 10-26. Estructura del RNA transferente. (@) Regiones funcionales
de cualquier molécula de tRNAL (h) Secuencia especifica del IRNA de la
alanina de levadura. Las flechas sefialan distintos tipos de bases modificadas
raras. {¢) Esquema de la estructura tridimensional real del tRINA de

la fenilalaning de levadura. Los simbolos . mG, m,G, ml, ¥y DHL! (UH,)

son abreviaturas de las bases modificadas pseudouridina. metilguanosina,
dimetilguanasina, metilingsing y dihidrouridina, respectivamente. (Parte ¢, tomada
de 8. Arnott, «The Suucture of Transfer RNA», Progress in Biophysics

and Molecular Biology 22, 1971, 1806: partes £ v ¢, tomadas de L. Stryer,
Biochemistry, 4. ed. Copyright [©) 1995 de Lubert Stryer; parte ¢, basada cn un
dibujo de Sung-Hou Kim.)
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Algunos genes cifran proteinas; otros genes determinan

B S

. Como adopta el tRNA su estructura tan curiosa’ Probable-
mente, se pliega de forma espontdnea en la conformacion mds
estable. E1 RNA transferente contiene varias bases «raras» o mo-
dificadas (como el pseudouracilo, ) en sus nucleotidos: estas
bases intervienen directamente en el plegamiento, ademds de
cumplir otras funciones en el IRNA, Quizds haya advertido la
existencia de algunos emparejamientos inusuales de bases en los
lazos del tRNA en la Figura 10-265h, como una G emparejada por
puentes de hidrégeno con una U (en vez de con una C). En el
signiente apartado se discute este emparejamiento aparentemen-
te erréneo,

El codigo al completo

Dos tipos de experimentos permitieron descifrar las palabras es-
pecificas del cadigo. El primero implicaba la sintesis de «mini
mRNA» constituidos por tan sélo tres nuecledtidos. Estos mini
mRNA son demasiado cortos para ser traducidos en una protei-
na, pero inducen la unidn de los aminoacil-tRNA a los riboso-
mas en una especie de intento fallido de traduccion. Se puede
sintetizar un mini MRNA especifico y determinar gu¢ aminoa-
cil-tIRNA se ha unido a los ribosomas. Por e¢jemplo, el problema
de la combinacién G + 2U discutido anteriormente puede resol-
verse utilizando los siguientes mini mRNA:

GULL que estimula la union de valil-tRNA
UUG, que estimula la unién de leucil-tRNA
UGU. que estimula la union de cisteinil-tRNA

El uso de mini mRNA semejantes permitio descifrar los 64 co-
dones posibles.

El segundo tipo de experimentos que sirvid para descifrar el
cddigo implicaba el uso de copolimeros con repeticion. Por
ejemplo, se utilizd el copolimero designado (AGA)n, que con-
siste en una sucesién de nucledtidos AGAAGAAGAAGAAGA.
para la sintesis de proteinas in vitro. A partir de la secuencia de
los polipéptidos resultantes y de los posibles tripletes que pue-
den darse en el copolimero de RNA, pudieron verificarse muchas
de las palabras del cidigo. (Este tipo de experimento se detalla en
¢l Problema 10 de la serie de este capitulo. Al intentar resolverlo,
se pondrd en el lugar de H. Gobind Khorana, galardonado con el
Premio Nobel por la direccién de estos experimentos).

La Figura 10-27 ofrece el diccionario completo del cddigo
genético, compuesto por 64 palabras. Inspeccione este dicciona-
rio con cuidado y pondere el milagro de la Genética molecular.
Esta labor de inspeccidn deberfa revelarle varios aspectos que
requieren explicaciones adicionales.

Multiples codones para un solo aminoacido

Como vimos en nuestra discusién sobre la degeneracién del cé-
digo. el nimero de codones para un aminodcido concreto varia
desde uno (triptéfano = UGG) hasta seis (serina = UCU. UCC,

Segunda letra

i I o
3 fesaagy SRR P B
@ g P o S ¥ _E
2 B auu ) U AGUY_ U B
& [l AUC tie  AcC | mc} mc}g" c e
AUA ACA AAAY.  AGA Y, A
AUG Met ACG MG} }m __
GUU) Gou GA{J}ASP G
Guc |, .~ GCC|, =~ GAC 66 g C
GUA GCA GAA} oy GGA [T A
GUG | GCG GAG GGG G

Figura 10-27.

El codigo genético.

UCA, UCG, AGU o AGC). ;Por qué? La respuesta es compleja
pero no dificil de entender: podemos dividirla en dos partes:

1. Algunos aminodcidos pueden ser transportados hasta el ri-
bosoma por varios tipos (especies moleculares) de tRNA al-
ternatives que contienen anticodones diferentes. mientras
que orros aminodcidos son transportados hasta el ribosoma
por un solo tRNA,

2. Algunas especies de (RNA pueden incorporar su aminodei-
do especifico en respuesta a varios codones distintos, no sg-
lo uno, por cierto relajamiento en el emparejamiento entre el
extremo 3’ del coddn y el extremo 3 del anticoddn. Este
emparejamiento algo permisivo se denomina tambaleo.
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El grado de degeneracién para un aminodcido concreto
esta determinado por el nimero de codones para ese
amin | i "

Es mejor que consideremos primero el tambaleo, ya que esto
nos levard a discutir las distintas especies de tRNA, El tamba-
leo implica una situacién en la que el tercer nucledtido de un
anticodén (en el extremo 5') no estd perfectamente alineado
(Fig. 10-28). Este nucledtido puede formar puentes de hidrdgeno
no sélo con su nucledtido complementario normal en la tercera
posicidn del codon sino también con un nucledtido diferente en
esa posicion. Crick establecid una serie de «reglas de tambaleo»
que rigen gué nucleotidos pueden formar nuevos enlaces de hi-
drogeno mediante tambaleo y cudles no (Cuadro 10-5). En el
Cuadro 10-5. la letra T denota inosina, una de las bases raras que
se encuentran en ¢l tRNA, a menudo en el anticoddn.

La Figura 10-28 muestra los codones posibles reconocidos
por una de las especies de tRNA para la serina. De acuerdo con
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En la tercera posicidn (extremo 5') del anticoddn. la

Figura 10-28.
G puede adoptar cualguiera de dos posiciones de tambaleo, empargjando asi con
Uocon C. Esto significa que una sola especie de (RNA portador de un
aminpdeido (en este caso, serina) puede reconocer dos codones distintos

—CU y UCC— en el mRNA.

laregla del tambaleo, la G puede emparejar con U o con C. El
Cuadro 10-6 incluye una lista de todos los codones para la serina
e indica como estos codones puaden ser reconocidos por distin-
tos tRNA.

En algunas ocasiones puede haber una especie adicional de
IRNA, que representamos como (RNA™, que tiene un antico-
don idéntico a uno de los tres anticodones indicados en el Cua-
dro 10-6 pero difiere en otra parte de su secuencia nucleotidica.
Estos cuatro tRNAs se denominan tRINA isoaceptores porque
dceptan el mismo aminodcido, pero se transcriben a partir de
genes diferentes.

Codones de terminacion

El segundo detalle que puede que hava notado en la Figura 10-
27 es que algunos codones no determinan aminodcido alguno.
Estos codones se denominan codones de parada o codones de

CUADRO 10-5,

® (s

Emparejamientos codén-anticodén

DO 0

Extremo 5 Extremo 3’
del anticodén del codén
G UoC
T s0lo G

A solo U

G

tRNA Anticodén
(RINA®™ AGG + tambaleo
(RNA® AGU + tambaleo
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terminacion. Pueden considerarse como signos de puntuacion,
al igual que las comas o los puntos, que indican el fin del mensa-
je cifrado por el mRNA,

Uno de los primeros indicios de la existencia de codones de
parada procede del trabajo realizado en 1965 por Brenner con el
fago T4. Brenner analizo ciertas mutaciones (m,—m,) en el gen
gue determina la sintesis de la proteina de la capsida viral. Estos
mulantes presentaban dos cosas en comun. En primer lugar, la
proteina de la cdpsida viral de cada mutante era mds corta que la
del silvestre. En segundo lugar, la presencia de una mutacién
supresora (su) en el cromosoma de la célula hospedadora tenfa
como resultado la aparicion de una proteina de la cdpsida de
longitud normal (silvesire) a pesar de la presencia de la muta-
cion m (Fig, 10-29).

Brenner examing los extremos de las proteinas acortadas y los
comparo con la protefna silvestre, registrando para cada mutante
el aminodcido que habria seguido insertdndose para continuar
con la cadena silvestre. Para los seis mutantes, estos aminodci-
dos habrian sido glutamina, lisina, dcido glutdmico, tirosina,
triptofano vy serina. Estos resultados no muesiran un patron que
resulte inmediatamente obvio, pero Brenner hizo la brillante de-
duccion de que algunos de los codones para cada uno de estos
aminoacidos eran similares en cuanto a que podian mutar al co-
don UAG por cambio de un solo par de nucledtidos en el DNA.,
Propuso, por tanto, que UAG se interpretaba como un codén de
terminacion. es decir, como una sefial que avisa a la maquinaria
de mraduccién de que la proteina estd completa.

UAG fue ¢l primer codon de terminacion que se descifro y es
conocido como codén ambar. Los mutantes cuyo fenotipo de-
fectuoso se debe a la presencia de un codon dmbar prematuro se
denominan mutantes dmbar. y a sus supresores se les llama su-
presores dmbar. UGA, el codén épalo, y UAA, el codén ocre,
son también codones de terminacién que cuentan con sus res-
pectivos supresores, Los codones de terminacion suelen denomi-
narse codones sin sentido puesto que no cifran ningdn aminoa-
cido. No es ninguna sorpresa, entonces, que los codones de
terminacion no funcionen como mini mRNA induciendo in vitro
la unidn de un aminoacil-tRNA a los ribosomas. Mds adelante,
una vez que hayamos analizado el proceso de sintesis proteica,
volveremos a considerar los codones de terminacién y sus supre-
sOTes.

Longitud del polipéptido

mrsu”

mysut .
f1,SU" esssssessssessases

m:ssm LTI RIS T Y

m Asm SsoaeeeROS
MsSU" wesssse
mgsy' eee

Cualguier m su- vessssssssscensecasesncore

Figura 10-29. Tamaio de las cadenas polipeptidicas de la proteina
de o cipsida del fago T4 en la estirpe silvestre (parte superior) y en varios
mutantes dmbar (). Un supresor dmbar (su) conduce a fa sintesis

de una cadena del mismo tamaio que la silvestre y al desarrollo del fenotipo
silvestre,



La sintesis de proteinas

Podemos contemplar la sintesis proteica como una reaccién
quimica, y esta aproximacion es la que utilizaremos en primer
lugar. Luego prestaremos atencion a las interacciones fisicas que
ocurren entre los principales componentes de la maquinaria de
sintesis.

Cuando se considera la sintesis de proteinas como una reac-
cion guimica:

1. Cada aminodcido se une a la molécula de tRNA adecuada
mediante un enlace rico en energia derivado del ATP. El
proceso lo cataliza una enzima especifica denominada sin-
tetasa (se dice que el tRNA estd «cargado» cuando se ha
unido a un aminodcido):

sintetasa,

aa, + IRNA, + ATP aa,—tRNA, + AMP + PP,

Existe una sintetasa diferente para cada aminodcido.
2. Laenergia del tRNA cargado se invierte en la formacién de

un enlace peptidico entre el aminodcido del tRNA y otro
aminodcido en el ribosoma:

165

{1540 bases)

(Total: 33)

Capitulo 10  Biologia molecular de la funcién génica

peptidil-iransferisa

| ribo
aa,—RNA, + aa,—(RNA, ——————

aa,—aa,—RNA, + (RNA, (liberado)
S —]
polipéptido
pequerio
3. Los nuevos aminoicidos se unen a la cadena naciente me-
diante un enlace peptidico:

aa,—tRNA, + aa,—aa,—tRNA,—
aa,—aa,—aa,—RNA; + tRNA, (liberado)
polipéptide
mas largo
4. Este proceso contintia hasta que se afade ¢l aa, (el dltimo
aminodcido). Por supuesto, el proceso solo funciona en pre- |
sencia a la vez de mRNA, ribosomas, varios factores protei-
cos adicionales, enzimas e iones inorgdnicos.

Los ribosomas

Los ribosomas estdn constituidos por dos subunidades que, en
procariotas, sedimentan como particulas de 508 y 308, que se.
asocian formando una particula 70S, como se muestra en la Fi-
gura 10-30a. En los ribosomas eucariéticos, la subunidad grande
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Figura 10-31. Adicion

de un aminodcido a la cadena

H polipeptidica creciente durante la
HaN \\é traduccidn del mRNA.
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0 ©
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entrante
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§ 608, la subunidad pequefia 408 y el ribosoma completo 808
(Fig. 10-30b). Los ribosomas contienen sitios especificos que les
permiten unirse al mRNA, a los tRNA y a otros factores protei-
os especificos, todos ellos necesarios para la sintesis de protei-
nas. Examinemos primero la sintesis de protefnas en el ribosoma
desde una perspectiva general y después veremos cada uno de
los pasos con mds detalle.

La Figura 10-31 muestra la sintesis de un polipéptido en el
ribosoma. El mRNA se une a la subunidad pequefia 30S. Los
ARNA se unen a dos sitios en el ribosoma que cubren parte de
~ambas subunidades. El sitio A es el punto de entrada para un
“aminoacil-tRNA (un tRNA portador de un solo aminodcido), El
peptidil-IRNA, portador de la cadena polipeptidica creciente, se
“une al sitio P. Cada amino4cido nuevo se afiade por transferen-
91& de la cadena creciente al nuevo aminoacil-tRNA. dando lu-
gar a la formacién de un nuevo enlace peptidico. El tRNA gue
ha transferido su aminodcido se disocia entonces del sitio P yel
ribosoma avanza hasta el siguiente codon del mensaje, transfi-
riendo el nuevo peptidil-tRNA al sitio P y dejando vacante el
sitio A para el siguiente aminoacil-tRNA entrante.

El proceso de sintesis proteica se divide en tres etapas: inicia-
cion, elongacién y terminacién. Examinemos cada una de estas
etapas con detalle, utilizando como ejemplo a los procariotas.

I"' Figura 10-30.  Los ribosomas constan de una subunidad grande y
una pequena. Cada subunidad contiene rRNA de distintas longitudes y un conjunio
- de proteinas (representadas con diferentes formas v tonos de colores), En
todos Tos ribosomas hay dos moléculas principales de rRNA. (1) Los
nbosomas procaridiicos contienen ademds un rRNA de 120 bases que
-~ sedimentaa 5S. (b) Los ribosomas eucaridticos contienen dos rRNA pequeiios: una
moléeula de TRNA 58 similar a la procaridtica 55 y una moléeula de 160
‘hases que sedimenta a 5.8 S. Las proteinas de Ja subunidad grande
s¢ denominan L1, L2, ete., v las de la subunidad pequeiia S1, 82, ete. (De
‘H. Lodish, D. Baltimore, A. Berk, S. L. Zipursky, P, Matsudaira, y J. Darnell,
Malecniar Cell Biology, 3.* ed. Capyright ©), 1993 de Scientific American
Books, Inc.).

Movimiento de los ribosomas

i

Iniciacion

Los tres pasos de la iniciacion. Ademds del mRNA, los ribo-
somas y las moléculas especificas de tRNA, la iniciacion requie-
re la participacidn de varios factores denominados factores de
iniciacién IF1, IF2 e IF3. En E. coli y en la mayoria de los
organismos procaridticos restantes, el primer aminodcido de
cualquier polipéptido recién sintetizado es la N-formilmetioni-
na. En su incorporacién no interviene el tRNAY sino un tRNA
iniciador denominado tRNA™ Este tRNA iniciador tiene el
anticoddn normal para metionina pero inserta N-formilmetioni-
na en vez de metionina (Fig. 10-32), En E. coli, AUG y GUG, y
rara vez UUG, funcionan como codones de iniciacidn. Cuando
uno de estos codones aparece en la posicidn de iniciacidn, el
N-formilMet-tRNA lo reconoce y se incorpora N-formilmetioni-
na como primer aminoécido de la cadena. Examinemos los pa-
sos con mayor detalle.

1. El primer paso en la iniciacion consiste en la union del
mRNA a la subunidad 308 (Fig. 10-33). El factor TF3 esti-
mula dicha unién. Cuando no estdn ocupadas en la sintesis
de proteinas, las subunidades ribosémicas estdn separadas;
su ensamblaje para formar ribosomas completos ocurre
como resultado del proceso de iniciacidn.

2. El factor de iniciacién IF2 se une a GTP y al iniciador fMet-
tRNA, y estimula la unién del fMet-tRNA al complejo de
iniciacion, guiando el fMet-tRNA hasta el sitio P, como se
muesira en la Figura 10-33.

3. Una de las protefnas ribosémicas hidroliza el GTP unido a
IF2, promoviendo asf el ensamblaje de las dos subunidades
ribosémicas (Fig. 10-33, parte inferior). En este momento,
se disocian los factores IF2 e IF3. (Se desconoce cuil es la
funcioén exacta de IF1, aunque parece que participa en el
proceso de reciclado de los ribosomas).
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Figura 10-32.  Estructura de la metioning (Met)  de la N-formilmetionina
(MMet). En procariotas, un tRNA cargado con fMet puede iniciar una cadena
polipeptidica, pero no puede incorporarse a una cadeny en crecimiento: un
tRNA curgado con Met puede insertarse en una cadena én crecimiente,

pero o puede iniciar una nueva cadena. Ambos (RNA llevan ¢l mismo
anticoddn, complementurio al codén AUG

El complejo puede [ {F
unirse al mRNA

IF2
R
\y
r':
+ subunidad |y
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Met-tRNA A
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Figura 10-33.

la traduccion (consulte el exi0).

Pasos en i iniciaciin de

Figura 10-35.  Union entre 1a secuencia
Shine-Dalgarmo de un mRNA y el extremo 37 del
RNA 16S. (Tomado de L. Stryer, Biochemisiry, 4. ed.
Copyright @ 1995 de Luber Stryer.)

AACGCUAC E. coll trpA

CGAUUGCA E. coli araB
GAGUGUUG E. coli thré
AAACCAGUA E. coli lacl
GUUCGUUCU Proteina A del fago ¢X174
UCUAAGACA Replicasa del fago Qff
AGCUUUU Protsina A del fago R17
GAACAACGC cro del fago /

Hibrida con Hibrida con el
el rANA 185 tRNA iniciador

Figura 10-34. 1 .us secuencias de los sitins de union al ribosoma de

E. coli v sus hacteriofagos muestran ciertos rasgos en comin, que aparecen
coloreados en rojo en la figura. El codon de iniciacion (en color) esti

separado unos cuantos nueledtidos de una secuencia corta (en color) que es
complementaria al extremo 3" del fRNA 168, (Tomado de L, Stryer. Biochemisiry,
4.% ed, Copyright 10 1995 de Lubert Siryer.)

Sitios de unién al ribosoma. [Como se seleccionan los codo-
nes de iniciacién correctos entre los muchos codones AUG y
GUG de una molécula de mRNA?Y John Shine y Lynn Dalgarno
fueron los primeros en advertir que los verdaderos codones de
iniciacion estaban precedidos por secuencias que emparejaban
bien con el extremo 3" del rRNA 16S. La Figura 10-34 muestra
algunas de estas secuencias. Entre la secuencia Shine-Dalgarno
y el codon de iniciacion existe una separacion pequena pero va-
riable. La Figura 10-35 muestra el emparejamiento entre un
mRNA hipotético v el TRNA 16S que. en presencia de fMet-
tRNA, promueve la formacion de complejos ribosoma-mRNA
para el inicio de la sintesis proteica.

Elongacion

En la Figura 10.36 se detallan los pasos del proceso de elonga-
¢ion, en los que colaboran tres proteinas, EF-Tu. EF-Ts y EF-
G. Los pasos son:

1. El factor de elongacion EF-Tu media la entrada de los ami-
noacil-tRNA al sitio A, Para ello, es necesario que EF-Tu se
una primero a GTP. Este complejo EF-Tu-GTP activado se
une al tIRNA. A continuacion, la hidrolisis del GTP a GDP
favorece la union del aminoacil-tIRNA al sitio A, en cuyo
momento se disocia el factor EF-Tu (Fig. 10-36¢). dejando
el nuevo tRNA en el sitio A (Fig. 10-3658).

2.

Extremo 3" del rRNA 165

El factor de elongacion EF-Ts media la liberacion de EF-
Tu-GDP del ribosoma y la regeneracién de EF-Tu-GTP,

— mRNA
— Polipeptido
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En el paso siguiente, la translocacion, se transfiere la cadena moverse en direccidn 5° — 3'. Este paso estd mediado por el
polipeptidica del peptidil-tRNA al aminoacil-tIRNA que factor de elongacion EF-G (Fig. 10-364) y activado por la
ocupa el sitio A, en una reaccion catalizada por la enzima hidrolisis de GTP a GDP. En el proceso se libera el tRNA
peptidil-transferasa (Fig. 10-36¢). Es entonces cuando el ri- descargado del sitio Py se transfiere el peptidil-tRNA re-
bosoma se transloca, avanzando un codon en el mRNA. al cién formado desde el sitio A al sitio P (Fig. 10-36¢).

Aminoacil-tRNA

EF-Tu-Ts

SitioP

Sitio A
Cadena —
polipeptidica
en crecimiento

fl,' f,,,-;ﬂ::} A
yf GDP 4+ P
el
=2 —

5 3 5

(a) — (b) '.
o

(d) e)

Translocacndn

://

GDP + P, tRNA L‘-
liberado

5

(e)

Figura 10-36. Pasos en la elongacian (consulie el texio),
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Terminacion

Factores de liberacion. En nuestra discusion previa sobre el
codigo genético, hablamos de los tres codones de terminacion de
la sintesis proteica, UAG, UGA y UAA. Significativamente,
ninguno de los tres codones de terminacion son reconocidos por
un tRNA, sino por factores proteicos denominados factores de
liberacion, abreviadamente RF1 y RF2, RF| reconoce los tri-
pletes UAA y UAG, y RF2 reconoce los tripletes UAA y UGA.
Existe un tercer factor, RF3, que también colabora en la catalisis

..' Codon de
Cadena : : terminacion
polipeptidica
completada

| Subunidad
| 50 libre

:E % Subunidad
ﬁ.‘"%.,_,_____‘,-.»g.” 308 libre

Flgura 10-37.  Pasos que conducen a la terminacion de la siniesis
proteica (consulte el texto).

de la reaccion de terminacidn. Cuando el peptidil-tRNA ocupa
el sitio P, los factores de liberacion, en respuesta a la presencia
de los codones de terminacidn, se unen al sitio A, El polipéptido
entonces se libera del sitio P, y las dos subunidades de los ribo-
somas se disocian en una reaccién favorecida por la hidrélisis de
GTP. La Figura 10-37 muestra un esquema del proceso.

Supresores de las mutaciones sin sentido. Conviene conside-
rar los supresores de mutaciones sin sentido aislados por Brenner
y sus colaboradores, Muchas de estas mutaciones supresoras de
fin de mensaje provocan una alteracion en el lazo del anticoddn
de algunos (RNA especificos, permitiendo gue ahora reconoz-
can una mutacion sin sentido en ¢l mMRNA. Como consecuencia,
se inserta un aminodcido en respuesta al codén de parada prema-
turo y la traduccién no se detiene en este triplete. En la Figura
10-38, se muestra una mutacién dmbar que ha provocado la sus-
litucidn del codon silvestre por el codén de parada UAG. Por si
mismo, el codon UAG provocaria la terminacion prematura de
la traduccidn en esa posicion y el consiguiente acortamiento de
la proteina. La mutacion supresora, en este caso, ha dado lugara
la aparicién de un tRNA"™" con un anticoddn que reconoce el
codén mutado UAG. Por ello, el mutante suprimido contiene
tirosina en la posicién correspondiente de la proteina.

;Qué sucede con las sefiales normales de parada, que dictan la
terminacion correcta de la sintesis proteica. en presencia de un
supresor? En muchas de las senales de terminacion naturales se
encuentran dos codones de terminacion consecutivos. Dado que
la supresion es un fendémeno bastante ineficaz, debido a la com-
peticion con los factores de liberacion, la probabilidad de que se
supriman dos codones de terminacién sucesivos es bastante baja.
Por ello, se producen muy pocas proteinas que se hayan alargado
como consecuencia de que la traduccion prosiga mas alld del
codén normal de parada.

Resumen del proceso de sintesis de proteinas

La Figura 10-39 ofrece un resumen de los pasos tratados en esta
seccion sobre el proceso de sintesis de las proteinas. Una visidn
directa de la sintesis proteica la ofrece la micrografia electrénica
de la Figura 10-40, que muestra la transcripeion y traduccion de
un gen de E. coll.

Procesamiento de proteinas

El procesamiento puede continuar incluso después de que el
mRNA se haya traducido en su correspondiente producto protei-
co. Por ejemplo. las proteinas de membrana o las proteinas se-
cretadas por la célula se sintetizan con un péptido lider corto,
denominado secuencia seiial, en el extremo amino (N-terminal).
Dicha secuencia senal estd constituida por un trecho de 15 2 25
aminodcidos, de los cuales la mayoria son hidrofébicos. Estos
aminodcidos son reconocidos por factores y receptores proieicos
que median el transporte a través de la membrana celular: en
este proceso, una peptidasa introduce un corte que libera la se-
cuencia seftal (Fig. 10-41). (En el caso de algunas proteinas bac-
terianas que se secretan ocurre un fendmeno similar). Ademds,
varias hormonas peptidicas pequenas, tales como la corticotropi-
na (ACTH), se praducen tras el procesamiento especifico de una
proteina precursora de mayor tamafio,
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Corte y empalme de segmentos proteicos

Tanto en los procariotas como en los eucariotas se ha observado
un fenémeno sorprendente que consiste en la eliminacién de
segmentos internos de algunas proteinas. Estos segmentos inter-
1n0s se denominan secuencias proteicas interpuestas o IVPS (del
inglés Intervening Protein Sequence). Bl aspecto mds destacado
de este proceso es que se forma un nuevo enlace peptidico entre
las dos secuencias que flangquean la IVPS, La reaccion es autoca-
talitica y puede vcurrir in virro. La Figura 10-42 muestra un es-
quema del proceso de corte y empalme de protefnas. Curiosamen-
te, todas las secuencias IVPS estudiadas hasta el momento
muestran actividad endonucleasa, aunque esta actividad no esta
relacionada con la reaccidn de corte y empalme de proteinas.

Universalidad del flujo
# de la informacién genética

Hasla ahora, nuestra discusion ha girado en torno a lo que ocurre

en los procariotas: lo sorprendente, sin embargo, es que el flujo

de informacién y los procesos de cifrado son virtualmente idén-

ticos en todos los organismos estudiados. Por ¢jemplo, el cédigo

genético deducido a partir de E. coli permite explicar satisfacto-

I\__ Mutacién |\_ riamente todos los cambios de un solo aminodcido conocidos en

_— la hemoglobina humana que resultan del cambio de un solo par

de nucledtidos (Cuadro 10-7). Tales observaciones sugieren que

el cédigo genético es el mismo en todos los seres vivos. Ademds,

AUG AUC una molécula informativa, tal como el mRNA de eritrocito de

{b) conejo, que estd compuesto mayoritariamente por el transcrito del

gen de la hemoglobina, en un ambiente no natural (como el oocito

de rana) sera traducido en hemoglobina de conejo (Fig. 10-43). Al

parecer, la maquinaria de traduccion es funcionalmente equiva-
lente en una gama amplia de organismos.

Las técnicas de secuenciacién de proteinas, RNA y DNA
(véase el Cap. 12) han ratificado que el cdigo genético es uni-
versal en todos los organismos estudiados hasta la fecha, desde los
virus a las bacterias y los seres humanos. Las mitocondrias son

tRNA supresar

ADRO 10-7. Mutacio cambios de codones inferidos

Cambio de
Cambio de codoén
Proteina * aminoacido inferido
o Hemoglobina Glu — Val GAA — GUA
(e) Hemoglobina Glu — Lys GAA — AAA
Hemoglobina Glu — Gly GAA — GGA
Figura 10-38. (1) Terminacion de la traduccién, En el gjemplo, Ia N

maguinaria de traduccion no puede avanzar mis alld del codén sin sentido (UAG,
en este caso), debido a que no existe ningin tRNA capaz de reconocer el

triplete UAG. Esto provoca la terminacién prematura de la sintesis

proteica y la liberacidn de un polipéptido mds corto de lo normal. En el

dibujo no s¢ han incluido los factores de liberacion. (b) Consecuencias moleculares
de una mutacion que altera el anticodén de uno de los IRNA de la tirosina,

de manera que sea capaz de leer el coddn UAG. (¢) Supresidn del

codin UAG por el IRNA alterado, que pernute ahora la elongacion de la

cadena. (Tomado de D. Watson, 1. Tooze, v D. T. Kurtz, Recombinans DNA: A
Shori Course. Copyright © 1983 de W, H. Freeman and Company.)

Sintetasa de tript6fano Gly —+ Arg  GGA — AGA
s ' Gly ~ Glu
Ia
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Fig ura 10-39.  Lus distintas aperaciones que ocurren en el ribosama. En la iniciacion, el ribosoma reconoce

la secuencia iniciadora en ¢l mRNA y capta ung molécula de tRNA cargada con un solp aminodcido, En 1odas las proteinas
bucterianas, el primer aminodcido es la N-formilmetionina. En la elongucion, un segundo aminodeido es afiadido al
primero. El ribosoma se despluza entonces sobre la molécula de mRNA y el ciclo de elongacidn se repite.

Cuando se alcanza el coddn de terminacién, 1a cadena de aminodeidos se plicga espontdneamente para formar Ia
proteini. Seguidamente, el ribosoma se disocia en sus dos subunidades. que se reasocian antes de tradueir una nueva
molécula de mRNA. En la sintesis de proteinas colaboran varias proteinas cataliticas (factores de iniciacion, elongacion y
terminaciong} v el trifosfaro de guanosina, una pequefia moléeula que libera energia al ser transformada en difosfato

de guanosing (GDP). (Tomado de D, M, Engleman y P. B. Moore, «Neutron-Scattering Studies of the Ribosomes.
Copyright @3 1976 de Scientific American, Inc. Reservados todos los derechos.)
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¥ una excepcion (véase también el Cap. 21). En este caso. dos codo-
_ nes se traducen de manera distinta, debido a las caracteristicas de
¥ los tRNA propios del sistema mitocondrial. Asi pues, aunque ¢l
i coddén AUA normalmente significa isoleucina, en las mitocondrias
se lee como metionina. Ademads, en las mitocondrias de mamifero,

Wy UGA se lee como triptéfano. a pesar de que UGA normalmente es
kit un codon de terminacion. En las levaduras, las mitocondrias tradu-
cen UGA como triptolano, al ignal que las mitocondrias de mami-
fero, pero AUA se lee comao isoleucina, como en los sistemas bacte-
rianos (no mitocondriales). Se han encontrado otras excepeiones al
& i codigo universal en el genoma nuclear de algunos protozoos. Como
& {9.:? - tendremos ocasion de comprobar en el Capitulo 13, a través de
clertos experimentos de Ingenieria genética, ¢l DNA es DNA inde-
pendientemente de su origen. La naturaleza y el mensaje del
DNA representan un lenguaje de vida universal sobre la Tierra.
Esta equivalencia interespecifica de los componentes del apa-
rato genético retleja la existencia de un ancestro evolutivamen-
te comiin a todas las formas vivas que habitan en la Tierra? ;0
refleja simplemente que ésta es la tinica opeidn bioguimica ope-
rativa en ¢l ambito terrestre (predestinacion bioquimica)? Cual-

g
' 3 b
N wiera que sea la respuesta, la maravillosa uniformidad de la
2 ’\ Ribosomas guie que sca Spucstd, e are D58 b
e v \ d"&‘}: : base molecular de la vida estd firmemente establecida. Existen
mRNA : ; pequerias variaciones que no alcanzan a empanar la uniformidad

L fundamental del mecanismo que hemos descrito.
{Los polipéptidos v los tRNA

."1.' no son visibles)

Figura 10-40.  Gen de £ coli siendo transcrito v traducido de forma
simultinea. (Micrografia electrdnica de O, L. Miller, Jr., y Barbara A. Hamkalo.)

Figura 10-41.  Secuencia sefal. Lus proteinas destinadas a ser B

secretadas al exterior de la oélula presentan, en su extremo amino, una e ‘_ = e
sgeuencia rica en aminodcidos hidrofdbicos. Esta secuencia sefial se une a -~ > "
la membrana y arrastra al resto de la proteina a través de la bicapa lipidica. La

secuencia sefial es eliminada durante este proceso por una enzima denominada Figura 10-42. &l procesamiento de proteinas conduce a lu eliminacidn
pepridasa de lo seial. (Tomado de J. D, Watson, 1. Toose, y LT, de un segmento interno (IVPS) v la formacion de un nuevo enlace peptidico.
Kurtz, Recomtirinant DNA: A Short Course. Copyright © 1983 de W. HL que acaba uniendo las dos regiones originalmente adyacentes al segmento
Freeman and Company. ) eliminado.
£,
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Figura 10-43. Traduccion del mRNA de la
hemoglobina de conejo en oocitos de rana (Xenopus)
produce hemoglobina de conejo, Esta traduccion la realiza la
maquinaria de sintesis de Xenopus. Se inyecta el mRNA

de la hemoglobina de conejo en un oocito de Xenopus,

que luego se incuba en presencia de aminodcidos

marcados radiactivamente. A continuacion, los productos de
la traducecion se separan en una columna de cromatogratia,
La hemoglobina del conejo se identifica comparando su
posicién con la de hemoglobina de conejo no marcada.

Este experimento es uno de los tantos que demuestran

T uniformidad de los mecanismos moleculares genéticos en
todas las formas vivas. (El Sephadex es un material

de separacidn empleado en cromatografia), (Tomado de

C. Lane, «Rabbit Hemoglobin from Frog Eggs». Copyright €1
1976 de Scientific American, Inc. Reservados todos los
derechos.)

Division funcional del trabajo
en el conjunto de genes

;Qué tipos diferentes de genes son necesarios para construir un
organismo? Recientemente, la secuenciacidn de varios genomas
completos ha permitido empezar a vislumbrar la respuesta, de
modo que tenemos ya cierta idea sobre las categorias generales

—
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de genes y el tamano relativo de estas categorias. Dos de los
organismos eucaridticos para los gue se conoce la secuencia com-
pleta de nucledtidos son la levadura del pan Saccharomyces cere-
visiae, que cuenta con mds de 6300 genes, y el nematodo Caenor-
habditis elegans, con mas de 19 000 genes. En la levadura, 140
genes determinan rRNA, 40 determinan RNA nucleares pequeiios
v 275 determinan tRNA (comparados con 877 en el nematodo),



Del total de genes, 6217 en la levadura, y 19 099 en el nema-
todo, cifran proteinas. El conjunto de genes que determinan pro-
{feinas en un organismo se denomina proteoma. La divisién de
funciones dentro del proteoma es un tema de considerable inte-
1és para la comprension de qué tipos de genes se necesitan para
que un organismo funcione. La comparacion de las proteinas
predichas por andlisis de las secuencias genémicas de la levadu-
1a y del nematodo ha puesto de manifiesto un parecido extraor-
dinario entre las proteinas que en ambos organismos cumplen
funciones biolégicas fundamentales, pero no entre las proteinas
especificas de cada organismo. La Figura 10-44 muestra que el
nimero de proteinas implicadas en las tareas bioldgicas bisicas
~es muy similar en ambos organismos. Por lo tanto, aunque mu-
- thos procesos biolégicos fundamentales los realizan protefnas
-~ muy parecidas en ambos organismos, la gran diferencia observa-
daen el nimero total de proteinas debe explicarse por la existen-
¢ia de proteinas que desempenan funciones especificas de cada
organismo,

Los datos obtenidos tras la secuenciacién de una porcién con-
siderable del genoma de la planta modelo Arabidopsis thaliana
han permitido elahorar una visién tentativa del proteoma de una

planta, que se representa esquematicamente en la Figura 10-45.

A partir de tales estimaciones puede empezar a perfilarse va-
gamente la base genética que sustenta la vida en este planeta.
incluyendo la de la especie humana.
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Transduccion
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Transporte y 13%
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Figura 10-44. Distribucion de las funciones biolGgicas basicas
conservadas en la levadura y el gusano. Las secuencias de las proteinas de

la levadura y del gusano pueden agruparse en grupos estrechamente relacionados.
Cada grupo (incluyendo los grupos con dos o mas secuencias) se asigna a

una tinica categoria funcional. La cifra que aparece dentro de cada

categoria indica la relacion entre el nimero de secuencias de gusanoflevadura
para dicha categoria. (Tomado de S. A, Chervitz et al., «Comparisan of the
complete protein sets of worm and yeast: orthology and divergence»,

Science 282, 1998, 2022-2028.)
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RESUMEN

R

En capitulos anteriores hemos conocido que el DNA es el mate-
rial genético responsable de dirigir la sintesis de proteinas. El
primer indicio sobre como el DNA logra esta hazafia proviene de
obhservaciones realizadas en los eucariotas. donde se demostrd
que el RNA se sintetiza en el micleo v luego se transfiere al
citoplasma. Sin embargo, la mayoria de los detalles de este flujo
de informacién del DNA a las proteinas provienen de experi-
mentos realizados con bacterias y fagos.

Un RNA dado se sintetiza a partir de una sola de las dos cade-
nas del DNA. Este proceso de transcripcion lo cataliza una enzi-
ma. la polimerasa de RNA., que sigue unas reglas parecidas a las
de la replicacion: A empareja con U (en vez de con T. como en
el DNA) y G empareja con C. La ribosa es el azicar utilizado en
el RNA. La extraccion de RNA de una célula revela la existencia
de tres variedades: ribosomico, transferente y mensajero, Los
tres tamanos de RNA ribosémico {rRNA) se asocian con una
serie de proteinas para formar los ribosomas, las mdquinas que
llevan a cabo la sintesis de proteinas (traduccion). Los RNA
transferentes (IRNA) son un grupo de moléculas pequenas de
RNA, con especificidad cada una de ellas por un aminodcido
concreto; se encargan de transportar los aminodcidos hasta el
ribosoma, donde se afiaden a la cadena peptidica en crecimiento.

Procariotas

expresion gé

Las moléculas de RNA mensajero (mRNA) presentan tama-
nos y secuencias muy distintas, Son las moléculas que contienen
la informacion para la sintesis de proteinas. La secuencia de co-
dones en el mRNA determina la secuencia de aminodcidos del
polipéptido correspondiente. Cada codon es especifico de un
aminodcido, aunque varios codones dilerentes pueden cifrar el
mismo aminodcido: es decir, el cédigo genético es redundante.
Ademds, hay tres codones para los que no existe mingun (RNA:
estos codones indican dénde debe terminar el proceso de traduc-
cion,

En los eucariotas, el RNA se procesa antes de ser transportado
al citoplasma. Se afiaden caperuzas y colas, y se eliminan partes
internas del transcrito primario. Asi pues. muchos genes euca-
ridticos estdn «fragmentados», de manera que las partes infor-
martivas del gen no son colineales con el mRNA procesado. El
Cuadro 10-8 resume algunas de las diferencias entre la sintesis
de RNA en procariotas y eucariotas.

Los procesos de almacenamiento de informacidn, replicacidn,
transcripeién v traduccidn son fundamentalmente similares en
todos los seres vivos. Al poner de manifiesto esta similitud, la
Genética molecular ha suministrado una poderosa fuerza unifi-
cadora a la Biologrfa.

ic

a entre pr.

Eucariotas

1. Una sola polimerasa de RNA sintetiza las distintas clases de RNA.

=

El mRNA se traduce a la vez que se transcribe.

3. Los genes son segmentos continuos de DNA, colineales con el mRNA

traducido en proieina.

4. Los mRNA suelen ser policistronicos

1. Tres polimerasas de RNA distintas. De las tres clases de molécu-
las de RNA, cada una transcribe una clase distinta.

2. El mRNA es procesado antes de ser transpertado al citoplasma.
donde se traduce. Se le afiaden caperuzas y colas, y se eliminan
regiones internas del transcrito.

Los genes suelen estar fragmentados. No son segmentos conti-
nuos de secuencias informativas, debido & la interrupeion por se-
cuencias intercaladas (intrones). '

v

Los mRNA son monocistrnicos.

=

MAPA DE CONCEPTOS

O R R ]

Trace un mapa de conceptos, relacionando entre si tantos de los
siguientes términos como le sea posible. Observe que los con-
ceptos no estdn en ningun orden concreto.

gen / mRNA /{RNA / transcripeion / procesamiento / traduccion/
polimerasa de RNA / ribosoma / codén / anticodén /
aminodcido / intrén

PROBLEMA DE INTEGRACION DE CAPITULOS

R

En el Capitulo 9. consideramos varios aspectos distintos sobre
la estructura de las proteinas. Tomando como referencia la Fi-
gura 9-8. explique los efectos esperados sobre la actividad de
una protefna por una mutacidn sin sentido, de cambio de sentido
y de cambio de fase en el gen que determina la proteina.

¢ Solucion ¢

Las mutaciones sin sentido provocan la terminacién prematura
de la sintesis proteica, de manera que se sintetiza una proteina

incompleta. Como puede observarse en la Figura 9-8, un frag-
mento incompleto de una proteina es muy probahle que no pue-
da adoptar la conformacion correcta para constituir el centro ac-
tivo. Por ello. esperamos que el fragmento proteico sea inactivo.
[Las mutaciones de cambio de sentido, por otro lado, provocan el
cambio de un aminodcido por otro. Si dicho aminodcido es im-
portante para el plegamiento correcto de la proteina. o forma
parte del centro activo. o participa en la interaccidn entre subu-

nidades, entonces el cambio de tal aminodcido normalmente
conducird a la sintesis de una proteina inactiva. Por otro lado, si



Problemas 3@1

‘el aminodcido se encuentra en la superficie de la protefna y no tes a los cifrados en la fase correcta. A menos que la mutacion de

~ participa en ninguna de sus funciones, cabe esperar que la mayo- cambio de fase haya ocurrido en un sitio que afecte al extremo
tiade los cambios en esta posicién no repercutan en la actividad final de la proteina, la proteing resultante no podrd plegarse co-
de la proteina, Las mutaciones de cambio de fase alteran la fase rrectamente y carecerd de actividad.

e lectura, provocando la incorporacién de aminodcidos diferen-

PROBLEMAS RESUELTOS

N Y SERsEReRRTEREARER RS AR R R R e N R R R Rt e

L Utilizando el diccionario de codones de la Figura 10-26, ~His-Thr-Glu-Asp-Trp-Leu-His-Gln-Asp
indique como se veria afectada la traduceién por la adicion U §] A U U A U
de una adenina al principio de la siguiente secucncia; —CA - -ACC-GA——GA - -UGG-CUC-CA--CA-GA",

C A G C A . G &
N G G
UUA
~CGA-UCG-GAA—CCA-CGU-GAU-AAG - CAU- 8

— Arg — Ser — Glu — Pro — Arg — Asp — Lys — His —

Debido a que la insercion de un solo nucledtido provoca el cam-

bio de la secuencia proteica a partir del primer aminodcido (His),
¢ Solucion ¢ podemos inferir que el codén que cifra Thr debe haber cambiado
a un codon que cifra Asp. Este cambio debe haberse producido
por la adicion de una G justo delante del codén que cifra treoni-
na (senalada con un recuadro). provecando un desplazamiento
de la fase de lectura, como se indica a continuacién:

Con la adicion de una A al principio de la secuencia, la pauta de
lectura se desplaza y los aminodcidos especificados por la secuen-
cia cambian, como se muestra aqui. (Observe que aparecen dos
cadones sin sentido, que provoean la terminacion de la cadena).

-ACG-AUC-GGA-ACC-ACG-UGA-UAA-GCA- A
— Thr — lle — Gly — Thr — Thr — Stop — Stop — i i h .
5| =1 it = ANIG G-I an -G o
2. Lainsercion de un solo nucledtido seguida de la delecion de _C'AC iGlAC I_IE;\IGA {C[;GA I_,‘-lc-’f‘U(J U%U ECA_KL'JCAT GAC
un solo nucledtido a unos 20 nucledtidos de distancia en el ﬁ e @A
DNA provoca cambios en la secuencia proteica de: G G
—His—Thr—Glu—Asp—Trp—Leu—His—Gln—Asp— — His — Asp — Arg — Gly — Leu — Ala — Thr — Ser — Asp —

a r ; s
Ademds, debe haberse producido una delecién de una A o una

—His—Asp—Arg—Gly—Leu—Ala—Thr—Ser—Asp— G en lailtima posicion del pendltimo coddn original (indica-

;Qué nucledtido se ha insertado y cudl se ha delecionado? do con una flecha) para explicar que el dltimo coddén vuelva a
;Cuales serian las secuencias del mRNA original y las del cifrar Asp. A partir de la secuencia original de la protefna
nuevo mRNA? (Pista: consulte la Fieura 10-27) podemos inferir la secuencia del mRNA. aungue con una se-

rie de ambigiiedades, Sin embargo, la secuencia de la proteina
resultante del cambio de fase nos permite resolver la mayoria
de estas ambigiiedades. Los nucledtidos que deben aparecer

s Solucion ¢

A partir de la secuencia proteica original podemos inferir la se- en la secuencia original en estas posiciones estdn senalados
cuencia del mRNA (con las consiguientes ambigiiedades en este con un circulo. S6lo en algunos casos se mantiene la ambi-
Momento): giiedad.
PROBLEMAS
AL RN R AR AR R R R R e R R N R N RN R LR A A A R R R R Y
L. Las dos cadenas del material genético del fago 1 se distin- sus productos de RNA en experimentos realizados in vi-
guen una de otra por su contenido GC. Esta propiedad nos tro.
rmite separarlas en un gradiente alcalino de cloruro de
y B T o SIS AT A+U A+G
cesio (la alealinidad desnaturaliza la doble hélice). Cuando Especies s C C
se aisla de células infectadas el RNA sintetizado por el fago b G+ k5
4, observamos que hibrida con ambas cadenas del DNA del Bacillus subtilis 1.36 1.30 1.02
fago. ; Qué significado liene esta observacion? Formule al- E. coli 1.00 0.98 0.80

as pre Tels es B . ‘ . . ., ot 4
gunas prediceiones que sean comprobables a. A partir de estos datos, jpodria determinar si el RNA de

2. Los datos de la siguiente tabla representan las composi- estas especies se copia empleando una sola o ambas cadenas del
ciones en bases de dos fuentes de DNA de doble cadena v DNA? ;Cémo? Un dibujo facilitaria la resolucion del problema.



EGULACION DE
TRANSCRIPCION

del complejo represor /ac-DNA obtenida por estudios
alografia de rayos X.
caso, ¢l tetrdmero del represor estd unido a dos operadores.
€10 s une a un operador. Los operadores mostrados aqui

elarg  azul oseuro) tienen una longitud de 21 pares
Los mondmeros presentan los colores verde. violeta, rojo

1. Observe cémo el fragmento amino terminal de un mongmero
i) S cruza con otro monémero (verde) para unirse a la
parte del operador, mientras que el fragmento terminal del
monomero (verde) se cruza y se une a la sesunda parte del.
D esta forma, la hélice de reconocimiento de cada una
subunidades se une a regiones consecntivas del
:preradcl'. (Cortesic de M, Lewis, Geoffrey Chang, N. C. Horton, M. A,
L . Pace, M. A. Schuaracher, R. G, Brennan v P. L, University of Pennsyivania. )

caabbebdal b A L bR S e S AR LR LA LS S L LR LI LS R TR R T e P SR LN P PO

Ideas fundamentales

La regulacion génica estd mediada frecuentemente por
proteinas que reaccionan ante sefiales ambientales aumentando
o disminuyendo las tasas de transcripcion de genes especificos.

En procariotas, la coordinacién del control génico se consigue
agrupando en el cromosoma genes estructurales coordinados,
de forma que se transcriben en moléculas de mRNA
multigénicas.

Un ejemplo de control negativo se observa en el sistema
lac, en el que una protefna represora bloquea la transcripeién
uniéndose al DNA por un sitio denominado operador.

El control positivo se realiza mediante proteinas que activan
la transcripcion.

Muchas proteinas reguladoras presentan rasgos estructurales
comunes.

En el DNA de los eucariotas existen sitios reguladores
adicionales, como los intensificadores, que pueden actuar
a una considerable distancia del sitio de inicio de la
transcripeion, modulando la expresion génica mediante
interaccion con proteinas reguladoras especificas.




&

Capitulo 11 Regulacion de la transcripcion
n los Capitulos 9 y 10 hemos considerado qué son los
genes y como la maquinaria celular los transcribe en
moléculas de RNA. muchas de las cuales se traducen a

proteinas. Pero, jcdmo regula la célula la sintesis de sus protei-
nas? El control de la cantidad de proteinas especificas presentes
en la célula es crucial para un organismo. En las células de los
organismos superiores, determinados tipos celulares se diferen-
cian y alcanzan un alto grado de especializacién. Una célula del
0jo humano sintetiza proteinas importantes para el color del ojo,
pero no produce las enzimas detoxificadoras que se sintetizan en
las células del higado. Cada tipo celular ha conseguido expresar
s6lo algunas de sus proteinas.

Las bacterias también necesitan regular la sintesis de sus
protefnas. Las enzimas implicadas en el metabolismo de los
azicares constituyen un buen ejemplo. El metabolismo de dife-
rentes fuentes de carbono para obtener energia requiere enzi-
mas metabdlicas. Sin embargo. existen muchos tipos diferentes
de compuestos que las bacterias pueden usar como fuente de
carbono. Azicares como la lactosa, la glucosa, 1la maliosa, la
ramnosa, la galactosa o la xilosa constituyen solo una frac-
cion de las posibles fuentes de carbono. Existen varias enzi-
mas diferentes que permiten introducir cada uno de estos
compuestos al interior de la célula, y que catalizan los dife-
rentes pasos que llevan a su rotura. Si una célula tuviera que
sintetizar simultdneamente todas las enzimas que pudiera ne-
cesitar, el coste energético seria demasiado elevado. Por ello,
es necesario que la sintesis de estas enzimas esté estrictamente
regulada.

Los niveles de las protefnas estin regulados por mecanismos
que operan durante la transcripeion o la traduccién, En este capi-
tulo trataremos sobre el control de la transcripcién. que es el
punto de control principal de regulacién. Aunque la regulacién
de la transcripcidn es normalmente mas compleja en células
eucaridticas, algunos de sus aspectos son similares a los de pro-
cariotas. Consideraremos primero el control de la transcripeion
en procariotas y describiremos mds tarde la regulacion transcrip-
cional en eucariotas.

!

Polimerasa de RNA

DNA

mRNA e
Figura 11-1.  Regulacidn del
operon doe. El gen [ produce
continuamente represor. El represor Polipaptido

se une a la regién operadora ((2),
bloqueando a la polimerasa de RNA
unida al promotor (F), que

no puede transcribir los genes Proteina S
estructorales adyacentes. Cuando represara

hay lactosa, ésta se une al represor y 7
cambia su forma, de modo que va
no puede unirse a (. La polimerasa
de RNA puede entonces transcribir
los genes estructurales 72, ¥

v A. ¥ se producen las tres enzimas.

Plegamiento ||

&
Medio

7 Lactosa

Circuitos basicos de control

Como acabamos de sefnalar, el problema bésico al que se enfren-
ta la célula es el de disenar mecanismos para reprimir la trans-
cripcion de todos aquellos genes que determinen enzimas que no
son necesarias y para activarlos en el momento en que las enzi-
mas correspondientes sean necesarias. Para conseguir esto se
han de cumplir dos requisitos:

1. Las células deben ser capaces de conectar y desconectar 4
transcripeion de cada gen o grupo de genes especificos.

2. Las células deben ser capaces de reconocer las condiciones
ambientales segan las cuales los correspondientes genes de-
ben ser activados o desactivados.

Revisaremos primero el modelo actual de un caso de control
transcripcional en procariotas y consideraremos luego su desarro-
llo. El primer sistema que analizaremos es el metabolismo de la
lactosa en E. coli. El detallado andlisis genético de este sistema
que Francois Jacob y Jacques Monod realizaron en los aiios cin-
cuenta supuso el primer avance importante en la comprension del
control transcripcional. Sabemos mucho ahora sobre como fun-
ciona este sistema. La Figura 11-1 presenta un modelo ﬁ'mcodd,‘
control de las enzimas implicadas en el metabolismo de la lactosa.

El metabolismo de la lactosa requiere dos enzimas: una per-
measa para introducir la lactosa en la célula y una f-galactosi
sa para romper la molécula de lactosa en glucosa y galactosa, La
p-galactosidasa y la permeasa estin determinadas por dos genes
contiguos, Ze Y, respectivamente. Un tercer gen, el gen A, deter-
mina una enzima adicional, denominada transacetilasa, que na
se requiere para el metabolismo de la lactosa, por lo que no nos
centraremos en ella por ahora. Estos tres genes se transcriben en
una tnica molécula multigénica de RNA mensajero {mRNAJ.S'g;
desprende de ello que, regulando la produccion de ese mRNA.e
puede regularse coordinadamente la sintesis de las tres enzimas.
Un cuarto gen. el gen I, cercano pero no directamente adyacente
alos genes Z, Yy A. determina una protefna represora, llamada

0 Z Y A
Genes estructurales

Permeasa Transacetilasa

[-Galactosidasa
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HOCH2 CH;

Isopropil-fi-o-tiogalactosido
{IPTG)

Figura 11-3.  Estructura del PTG, un inductor del operdn lac. La
f-galactosidasa no rompe ¢l enlace f-p-tiogulactdsido. Ello permite manipular la
concentracion intracelular de este inductor,

mutante, que sintetizaba las tres enzimas a sus maximos niveles,
incluso en ausencia del inductor. Por primera vez se habia detec-
tado un mutante alterado, no en la actividad de una enzima, sino
en el control de su produccicon. Estos mutantes constitutivos
(que mostraban expresién continua desregulada) presentaban
mutaciones préximas, pero diferentes, a los genes Z, Yy A, y
definfan el locus I como la region que controlaba la inducibili-
dad de las enzimas /ac. Las células [™ sintetizan niveles mdxi-
mos de las enzimas [ac sélo en presencia del inductor, mientras
que las células I~ lo hacen tanto en presencia como en ausencia
del inductor. La Figura 11-4 muestra un esquema de la region
lac definida por estos experimentos.

El represor

El descubrimiento de factores F' (véase el Cap. 7) portadores de
la regién lac permitié la construccion de diploides parciales es-
tables y facilitd la realizacién de pruebas de complementacion.
Las pruebas con los alelos ' e I~ establecieron que /™ es domi-
nante en frans sobre los alelos /7, lo cual demosiré que el pro-

e .-..c: . o
DNA (sl —" e, =5 [———

Figura 11-4. El locus 7 controla 1a 2
inducibilidad de las enzimas lac.

CUADRO 11-1,

F-GALACTOSIDASA (£)

ducto del gen [ actuaba a través del citoplasma como un repre-
sor. Bl Cuadro 11-1 muestra el efecto de varias combinaciones
de mutaciones, en los estados inducido y no inducido. sobre la
produccion de ff-galactosidasa y permeasa.

Un apoyo experimental al modelo del represor fue la caracte-
rizacién de las mutaciones I, Aunque cartografian en el genf,
estas mutaciones impedfan la induccidn de las enzimas lac por la
lactosa o por el inductor sintético IPTG (véase la Figura 11-3).
Es mds, eran dominantes sobre los alelos I7e I~ (Tabla 11-2). La
mutacién /7 elimina la respuesta al inductor. presumiblemente
porque altera el sitio de unién estereoespecifico e impide la
unién al inductor. Por tanto, incluso en presencia de IPTG, estas
moléculas pueden bloquear todavia la sintesis de las enzimas
lac. Ello explicarfa también su dominancia, porque el represor I
estaria activo, incluso en presencia del represdr silvestre que es-
tarfa inactivado por el inductor. Las mutaciones /* apuntaban
claramente a una interaccién directa entre el producto del gen [y
el inductor.

CORDEARIG ot niasissnvnnsiversniisiii
La mutacién :

I afecta a la region de union al DNA del represor,
impidiendo por tanto su unién y permitiendo la

El operador y el operon

La especificidad del represor. que se traduce en ¢l bloqueo de la.
sintesis de las enzimas lac. sugiere la formacién de un complejo
estereoespecifico con un elemento que Jacob y Monod denomi-
naron eperador. Se propuso que el operador era una regién de

lac

A sy DNA

1

LU

e

§
p

i i

fi-Galactosidasa Permeasa Transacetilasa

cigoticas portado

—

PERMEASA (Y)

No inducida Inducida

No inducida

Inducida Conclusiones

I es inducible
I es constitutiva




La regulacion de un gen no solo afecta a la iniciacién de la transcripcion: algunos ejemplos

[-GALACTOSIDASA (2)

Estirpe Genotipo No inducida Inducida No inducida Inducida Conclusiones
L *
1 B - + = + 1" es inducible
R - - - - I’ estd siemipre reprimido
- - 1 es doming

i - : -

sobre [

DNA proxima al comienzo del grupo de genes que estaban bajo
su control. Los investigadores buscaron mutaciones en el opera-
dor que permitieran la sintesis de las enzimas lac en presencia de
un represor activo. Estas mutaciones deberian ejercer su accién
E sobre los genes adyacentes a ellas en el operdn, un efecto que se
conoce como dominancia en eis (la palabra cis significa «adya-
center; el término frans. que usaremos a continuacion, significa
«d través de»). La dominancia normal (frans) implica la accién
deun producto difusible; la dominancia en cis implica la interac-
¢ign fisica de un elemento con los genes adyacentes a él. Ningin
producto difusible resulta afectado por esta mutacién. Seleccio-
nando sintesis constitutiva (no reprimida) en células con dos co-
pias de la regién lac, para eliminar el efecto de mutaciones sen-
tillas /=, Jacob vy Monod encontraron dichos mutantes, a los que
denominaron 0, de operador constitutivo. Como queda indi-
cado en el Cuadro 11-3, las estirpes con este tipo de mutaciones
son capaces de sintetizar cantidades maximas de enzima en pre-
sencia de IPTG, pero también sintetizan un 10 o un 20% en

lac

ausencia de inductor. Como también se indica en el Cuadro 11-3.
las mutaciones OF son, de hecho, dominantes en cis. Los ex-
perimentos de cartografia situaron al locus operador entre los
genes [y Z.

Como hemos visto, el segmento OZYA constituye una unidad
genética de expresion coordinada, que Jacob y Monod llamaron
operén. La Figura 11-5 muestra un modelo simplificado de ope-
ron para el sistema lae. Se dice que el operdn lac estd bajo con-
trol negativo del represor lac, ya que éste bloquea normalmente
la expresion de los genes lac en ausencia de inductor.

Repasemos el modelo de la Figura 11-5, tal como fue pro-
puesto por Jacob y Monod. Los genes Z e ¥ cifran las estructuras
de dos enzimas necesarias para el metabolismo del azidcar lacto-
sa, la fi-galactosidasa y la permeasa, respectivamente. El gen A
determina la estructura de la enzima transacetilasa. Los tres ge-
nes estdn ligados en el cromosoma. Su transcripeion en un (dni-
co) mRNA policistrdnico proporciona las bases para el control
coordinado de Ia sintesis de mRNA. La sintesis del mRNA poli-

oA ML ¢ oo o QT —

/ 1r1dl|:j:1i_}r+ >
mRNA ;r'-‘-fr:\\qf:i-"'_ e

Represar [-Galactosidasa

e DNA
Figura 11-5. Muodelo
simplificado del operon lac. Los
tres genes Z, ¥y A se expresan
v A coardinadamente. El producto del gen /,
| = mRNA el represor, bloguea 1z expresion

de los genes Z, ¥ y A mediante

la interaceion con el operadar

(0). El inductor inactiva al represor,
impidiendo asi su interaceion con

el pperador. Cuando esto ocurre,

¢l operdn se expresa al maximo nivel,

Permeasa Transacetilasa

(-GALACTOSIDASA (Z)

PERMEASA (Y)

Estirpe Genotipo No inducida  Inducida No inducida Inducida Conclusiones
1 Ohztyr - ¥ - + La condicidn silvestre es inducible
2 Top Al sl = + = i Z* ¢s dominante sobre 7
3 ST - + + OF es constitutivo
4 i i

se cultivaron e :

El operador actda en cis
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P——qm—-'—"....‘F" ""H_

Figura 11-6.

recesiva de las mutsciones [

La naturaleza
demuestra
que ¢l represor actia en frans. Aungue
el gen / no sintetiza represor activo.

el gen silvestre [ proporciona un
represor funcional que se une a los dos

operadores de una célula diploide y bloquea & & .
Ia expresion del operdn luc (en ausencia r_--a-v—_ R, e ——— o ——ﬂ
de inductor). e i
Figura 11-7.  La dominancia de e B A B
las mutaciones /¥ se debe & la inactivacién | - L s D L —m - :-Vo —
del sitio alostérico del represor Lac. En
una célula diploide 7°/7°, ninguna - .
de los genes estructurales lac se transcribe, T B — E] represar
incluso en presencia del inductor. A "‘X ﬂ I* no puede unirse ﬂ

- al inductor

diferencia de lo que ocurre con

el represor silvestre, el represor 7* carece
de un sitio funcional de union a la

lactosa (el sitio alostérico) y, por tanto,

no se inactiva en presencia del inductor. Asi,
incluso en presencia del inductor, el
represor [* se une irreversiblemente

a todos los operadores de la célula,
blogueando la transcripeidn del operdn lac.

cistronico lac puede bloquearse por la accién de una molécula
proteica represora, gue se une a una region operadora cercana al
sitio de inicio de la transeripeion. El represor es el producto del gen
I. Por tanto, las mutaciones en ¢l gen / que impiden la sintesis de un
represor funcional provocan Ja sintesis constitutiva, no reprimida,
de las enzimas lac. La represion puede suprimirse también por cier-
tos galactdsidos. denominados inductores, que inactivan al represor
uniéndose a €l y alterando su afinidad por el operador. De esta
manera, el inductor provoca que el represor se separe del DNA.

Podemos entender ahora las propiedades de algunos de los
diploides utilizados en las pruebas de complementacion, a la luz
del modelo del operdn. La Figura 11-6 muestra cdmo las muta-
ciones [~ son recesivas con respecto al alelo silvestre, porque
todo lo que se necesita para sintetizar un represor gue pueda
unirse a los dos operadores del diploide es un gen [ funcional.
Por otro lado. la Figura 11-7 muestra una célula diploide que
contiene una copia del gen / silvestre y una copia del gen /°. La
mutacion [* altera el sitio de union al inductor, de modo que el

r:_—-—p-m—-c va:"‘———'——— 5 -

Figura 11-8. El comportamiento
de los heterocigotos 07/(0F demuestra
que los operadores actian en cis.
Como ¢l represor no puede

unirse a los operadores 0°, los

genes estructurales fac ligados al
operador O se expresan incluso en
ausencia de inductor. Sin embargo, los
genes /ac adyacentes a un operador

7 estdn sujetos a represion,

X Represor inactivo

—— —— Ll —

-4l - EW

e —— —— R .

/g

X

represor no puede unirse al inductor, aunque todavia reconozea
al operador. Estas células diploides son Lac™, porque el represor
alterado siempre se unird al operador, incluso en presencia del
inductor, y blogueard la sintesis de las enzimas lac.

Las mutaciones en el operador (O) son dominantes en cis,
porque sélo son dominantes sobre los genes directamente ligados
a ellas en el mismo cromosoma, como se esquematiza en la Figura
1 1-8. Asi, si una misma célula contiene un operador silvestre y otro
alterado en un segundo cromosoma, el represor reconocerd al ope-
rador silvestre y reprimird a los genes que estén ligados a €l, perono
reconocerd al operador alterado. Por tanto, los genes ligados al
operador alterado se expresardn incluso en ausencia de inductor.

El promotor /ac

Experimentos genéticos demostraron que existe un elemento.
esencial para la transcripcion lae, situado entre /y O, en el mo-.
delo del operdn [ue. Este elemento, denominado promotor (P),

- El represor no
“* puede unirse al
operador alterado

T

| |
|}
oy

Expresion, incluso en ausencia
de inductor



sirve como sitio de inicio de la transeripeién. Las mutaciones en el
- promotor afectan de igual manera a la expresion de todos los ge-
nes del operon. Las mutaciones en el promotor son dominantes en
¢y, como se esperaria de un sitio del DNA que actiia como ele-
mento de reconocimiento para el inicio de la transeripeion, ya que
Ias promotores s6lo gobiernan la transcripeion de los genes adya-
: centes a €l en el operdn, en la misrma molécula de DNA. Como se
~menciond en el Capitulo 10, experimentos in vitro han demostra-

do que la polimerasa de RNA se une a la region promotora y que
la unién del represor al operador bloquea la union de la polimera-
sade RNA al promotor. Andlisis de mutantes, experimentos fisi-
08 y comparaciones con otros promotores han identificado en un
promotor procaridtico tipico dos regiones de unién para la poli-
- merasa de RNA. La Figura 11-9 resume toda esta informacion.

BOROLARIO «:ceveviesss

‘operon /ac es un conjunto de genes estructurales que
inan enzimas que participan en el metabolismo de
osa. Estos genes estan controlados por la acuorl

La determinacion del sexo en Drosophila: cada célula decide individualmente

Pclimems\e}:gezﬂﬁl# o

Region promotora

341
Caracterizacion del represor fac y del operador lac

El experimento decisivo fue realizado por Walter Gilbert y Ben-
no Miiller-Hill, quienes en 1966 aislaron y purificaron el repre-
sor mediante el andlisis del componente que se unia al inductor
IPTG marcado radiactivamente. Demostraron que el represor es
una proteina formada por cuatro subunidades idénticas, cada una
de las cunales presentaba un peso molecular aproximado de
38 000. Cada molécula contiene cuatro sitios de unién a IPTG
(mdas adelante en este capitulo se describe el represor con mas
detalle). In vitro, el represor se une al DNA que contiene la se-
cuencia del operador y se despega en presencia de TPTG. Gilbert
y colaboradores han demostrado que el represor protege ciertas
bases especificas del operador contra la accion de reactivos qui-
micos. Estos experimentos proporcionaron pruebas decisivas del
mecanismo de accién del represor propuesto por Jacob y Mo-
nod.

Gilbert usé la enzima DNasa para degradar el DNA unido al
represor. Recuperd fragmentos cortos de DNA que se habian
salvado de la actividad enzimadtica gracias a la proteccion de la
molécula represora, y que presumiblemente constituian la se-
cuencia operadora. Se determind su secuencia de nucledtidos, y
se comprobo que todas las mutaciones definidas como mutacio-
nes en el operador implicaban un cambio en dicha secuencia

Sitio de inicio de

‘ la transcripcion

3 =10
BAGTTAGTGTA[T TGAC TGATAGAAGCACGCTCTAC|TATATTICTCAATAGGTCCACGG 3
GT % B
| A At 2;0 : Efectos leves sobre
X ' | la transcripeion
Delecion Cambio de a
de una base  dos bases
GCAGT ca@ c Efectos graves sobre
B EEB AT la transcripcion
Flg ura 11-9. Algunas secuencias especificas del DNA son imporlantes para que la polimerasa de RNA transcriba
| eficazmente los genes de £ coli. Las secuencias encuadraday, situadas aproximadamenie 35 y 10 nueledtidos anles
| del sitio de inicio de la transcripeidn, estdn muy conservadas en todos los promotares de E. cofi, lo que es

indicativo de su papel como sitios de contacto en el DNA para la polimerasa de RNA. Mutaciones en esas regiones
provocan efectos leves (color dorado) o graves (marrén) sobre la transcripeidn. Las mutaciones pueden ser cambios de un
salo nucledtido o de pares de nucledtidos, o deleciones (A). (De 1. D. Watson, M. Gilman, J. Witkowski v M. Zoller,

Recombinam DNA, 2.7 ed. Copyright

1992 James D, Watson, Michael Gilman, Jan Witkowski y Mark Zoller.)
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R G cEATAS
CECGCETATE
PR

TGTTA C T
ACAAT G A

Mutaciones OF

Figura 11-10.  Secuencia de bases del operador de la lactosa, y los
cambios de bases asociados con oche mutaciones 0°. Los recoadros colareados
muestran los sitios de doble simetria rotacional ¥ el punto marca su eje de
simetria, (De W. Gilbert, A. Maxam y A, Mirzabekov, en N. O. Kjeldgaard

y O. Mallge, eds., Control of Ribosome Synthesis. Academic Press.

1976, Utilizada con el permiso de Munksgaard International Publishers, Ltd.,
Copenhagen.)

(Fig. 11-10). Estos resultados confirman que ¢l locus operador
es una secuencia especifica de 17 a 25 nucledtidos situada justo
antes del gen estructural Z, Muestran también la increible espe-
cificidad del reconocimiento represor-operador, que puede
romperse por un simple cambio de base. Cuando se determimo
la secuencia de bases del mRNA fac (transcrito del operdn luc),
se comprobé que las primeras 21 bases del extremo 3 eran
complementarias a la secuencia operadora determinada por
Gilbert.

Represion catabdlica del operdn lac:
control positivo

Ademads del sistema represor-operador, existe un sistema de
control adicional. Se cree que este sistema ha evolucionado
porque las c€lulas tienen enzimas especificas que favorecen la
entrada y el metabolismo de la glucosa. Si fanfo la glucosa
como la lactosa estdn presentes en el medio, la sintesis de fi-
galactosidasa no se induce hasta que toda la glucosa ha sido
utilizada. Asi, la célula emplea su maquinaria metabdlica (que,
por ejemplo, induce las enzimas lac) para utilizar primero la
glucosa disponible antes de dar los pasos que llevan a la crea-
¢ién de nueva maquinaria para metabolizar la lactosa. El mo-
delo del operdn descrito anteriormente no tiene en cuenta la
supresion de la induccion por la glucosa, por lo que debemos
modificarlo.

Los estudios indican que, de hecho, algin producto del cata-
holismo de la glucosa (cuya identidad adn se desconoce) impide
la activacion por lactosa del operdn fac. A este efecto se le llamo
originalmente represion por el catabolito. El catabolito de la
glucosa actia sobre un importante constituyente celular: el mo-
nafosfato de adenosina ciclico (AMPc).

Cuando la glucosa estd presente a altas concentraciones. la
concentracion de AMPe en la célula es baja: cuando la concen-
tracién de glucosa disminuye, la conceniracion de AMPc
aumenta de forma correspondiente. Para que el operon lac se
active es necesario gue haya una alta concentracion de AMPc.
Los mutantes incapaces de convertir ATP en AMPc no pueden
ser inducidos a producir f-galactosidasa, porque la concentra-
cién de AMPc no es lo suficientemente alta como para activar al
operdon [ac, Existen, ademads, ofros mutantes que producen

AMPc y no pueden activar las enzimas lgc. porque carecen de
una proteina, llamada CAP (proteina activadora de los genes ¢i-
tabdlicos) determinada por el gen crp. La proteina CAP forma
un complejo con el AMPc, v este complejo es el que se une al
sitio CAP del operdn. Unida al DNA. CAP interacciony [isici-
mente con la polimerasa de RNA y. esencialmente, aumenta su
afinidad por el promotor lac, De esta forma, el sistema de repre-
sién por catabolito contribuye a la activacion selectiva del ope-
ron lac (Fig. 11-11).

El control por glucosa se lleva a cabo porque un producto del
metaholismo de la glucosa inhibe la formacion del complejo
CAP-AMPe requerido para que la polimerasa de RNA se una al
promotor lac. Incluso cuando hay una disminucion en el nivel
de los catabolitos de la glucosa y se forma el complejo CAP-
AMPc, el mecanismo para metabolizar la lactosa solo se pone
en marcha si la lactosa estd presente. Este nivel de control se
lleva cabo porque los inductores del operén fac deben unirse a
la protefna represora para separarla del operador y permutir
asi la transeripeion del operdn lac. De esta forma, la célula
conserva su cnergia y sus recursos, produciendo las enzimas
para metabolizar la lactosa s6lo cuando son utiles y necesa-
rias. Estos conceptos se resumen en la Figura 11-12, que tam-
bién muestra la curvatura del DNA que se produce cuando
CAP-AMPc se une al sitio CAP, presumiblemente aumentan-
do de esta forma la afinidad de la polimerasa de RNA por el
promotor.

(a) Mucha glucosa ~ Ciclasa del adenilato

inactiva
ATP — - No hay AMPg
(b) Poca glucosa : X  Ciclasa del adenilato
actliva
ATP - = AMPc
(c) = .
< AMPal
< AMPe 4+ CAP CAP
d)
CAP
 yo— i v A

Figura 11-11.  Contral catabélico del operdn fac. La induccion del
operdn per la lactosa es mdxima cuando AMPe y CAP forman un complejo. (1)
Cuando hay mucha glucosa. uno de sus productos catabolicos inhibe a la
enzima ciclasa del adenilato, impdiendo la conversiin de ATP en

AMPc. (b) Cuando hay poca ghicosa, no hay producto catabdlico, la ciclasa

del adenilato estd activa v se forma AMPe_ (¢) Cuando hay AMPe, éste actia como
un efector alostérico, formando un complejo con CAP. (d) EI complejo
AMPe-CAP actia como un activador de la transeripeion del operdn lac,
uni¢ndose a una region del promotor lae, (CAP = proteina activadora de los
penes catabdlicos; AMPe = monofosfato de adenosina ciclico.)
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operon lac es obleto de un sistema de control adicional
hamqueel operon permanezca macuvo en presendia

malmente bloqueada. Por el contrario. el sistema CAP-AMPc es
un ejemplo de control positivo, porque la expresion del operdn
lac requiere la presencia de una sefial activadora —en este caso,
la interaccion del complejo CAP-AMPc con su region de unién
en el DNA. La Figura 11-13 ilustra las diferencias entre estos
tipos basicos de sistemas de control.

Para que las proteinas activadoras o represoras ejerzan su fun-
cion, cada una debe poder existir en dos estados: uno en que
pueda unirse a su diana en el DNA, y otro en que no pueda

Control positivo y negativo : : :

' P y g hacerlo. Este estado debe ser el apropiado a una serie concreta

El control por el represor y el inductor del operén (a¢ es un de condiciones ambientales. En el caso de muchas proteinas ac-
t gjemplo de control negativo, en el cual la expresién estd nor- tivadoras o represoras, ¢l modo en que se regula su unién al
L {al Glucosa presente (poco AMPc); no hay lactosa; no hay mRNA lac

CAP e g
P = ey -
Represor
{b) Glucosa presente (poco AMPc); lactosa presente
AMPe.
CAP i agd o
- v 2
| 1
| f:l w
/ =
i —— [ Muy poco mRNA fac (el
Lactosa Inductor-
represor
fel Nip hay glucosa (mucho AMPc); lactosa presente
AMPE  age
. 2

Lactosa Inductor- =
represor
Figura 11-12.

genes catabdlicos /€

Abundante mRNA lac

Control negativo y positive del operdn fac por el represor Lac y la proleina activadora de los
), respectivamente. (a) En ausencia de lactosa, que sirve como inductor, el represor Lac se une al

operador, Indepenmentemente de los niveles de AMPe y de la presencia de CAP, la produccién de mRNA estd
blogueada, (k) Cuando estd presente la lactosa, €sta se une al represor, que va no puede unirse al operador; sin embargo,
5010 se prosucen pequedias cantidades de mRNA porgue la presencia de glucosa mantiene bajos los niveles de AMPe,

¥ por tnto, no s¢ torma ni s une al promotor el complejo CAP-AMPe. (¢) Cuando el represor esti inactivado por

la lactosa y hay altos niveles de AMPe {debido a la ausencia de glucosa), el AMPe se une a CAP. El complejo
AMPe-CAP se une entonces al promotor, el operén Jae se activa y se producen grandes cantidades de mRNA. (d)
Cuando CAP se une al promotor, genera una curvatura de mas de 907 en el DNA. Aparentemente, la polimerasa de RNA
se une con mayor eficacia cuando el promotor adquiere esta configuracién curvada. (¢) CAP unido a su sitio de
reconocimiento en el DNA. Esta imagen esta oblenida mediante el andlisis estructural del complejo CAP-DNA. |Purtes
a-d modificadas de B. Gartenberg, v D, M. Crothers, Narrre 333, 1988, 824, (Véase H. N, Lie-Johnson et al., Celi

47, 1986, 995.) Adaptado de H. Lodish, D. Baltimore, A. Berk, S. L. Zipursky, P. Matsudaira y J. Darnell,

Molecuiar Cell Binlogy, 3." ed. Copyright ©© 1995, Scientific American Books. Parte e de L. Schultz v T. A, Steitz.]
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DNA depende de la interaccion de dos sitios diferentes en la es-
tructura tridimensional de la proteina. Uno de ellos es el dominio
de unién a DNA. El otro, el sitio alostérico, actia como un inte-
rruptor que dispone al sitio de unidn al DNA en uno de dos posi-
bles estados: funcional o no funcional. El sitio alostérico interac-
ciona con pequefias moléculas llamadas efectores alostéricos. En
el caso del operdn lac, los inductores fac son los efectores alosté-
ricos. Cuando éstos se unen al sitio alostérico, proyocan un cam-
bio conformacional en la proteina reguladora que altera la estruc-
tura del dominio de union al DNA. Algunas proteinas represoras o
activadoras deben unirse a su efector alostérico para ser capaces
de unirse al DNA. Otras s6lo pueden unirse al DNA en ausencia
de su efector alostérico. La Figura 11-14 ilustra estos conceptos.

Empleando diferentes combinaciones de elementos controla-
dores, las bacterias han desarrollado numerosas estrategias para
regular la expresion de sus genes. A continuacion se explican
algunos ejemplos,

(a) Control negativo
Inductor ﬂ

W Transcripcion
b, -—J‘-HW
m

Represor mRNA
inactivo
it b Ap——————
q ¢l
S i
Represor Nu‘lha',r

activ ST
2 transcripcion

{b) Control positivo

No hay
transcripcion
=, Factor 1
- inactivo '
X

.r"r
|
o —

T P I ——

Qd ¢l
Activacion 4
or el N &
P ‘Qn =

inductor
Factor activo
(activador)

L4
N

Transeripcion

T ———— o
w

mRNA

Figura 11-13.  Comparacién entre control positivo y negativo. Se
muestran los aspectos hisicos de ambos tipos de control. (a) En el control negativo,
un represor activo (cifrado en el gen R en este ejemplo) bloquea la expresion
de los genes del operdn A B € uniéndose al sitio operador (), Cuando

el represor estd inactivo, los genes se expresan. El represor puede ser
inactivado por un inductor o por mutacién. (b} En ¢l control positivo, se
requiere la presencia de un factor achivo para que ocurra la expresion génica, como
se muestra en el operdn X ¥ Z de la figura. Pequefias moléculas pueden
converlir un factor inactivo en activo, como es el caso del AMPe y la proteina
CAP. Un factor de control positivo inactivo no da lugar a expresion génica.

E] activador se une a la regidn controladora del operdén, denominada

Ien este caso. (Las posiciones de O e [ respecto al promotor, P, estin

dibujadas de forma arbitraria en los dos ejemplos.)

Efector ausente Efector presente

Sitio alostérica
=™
\ \ /
- \’

Protefna

Activador reguladora
Sitio de union
al DNA
Represor

/AN FANY AN /0

Figura 11-14.  Accién de los efectares alostéricos sobre las actividades
de umidn al DNA de los activadores y represores,

Doble control positivo y negativo:
el operdn de la arabinosa

El metabolismo del azicar arabinosa estd catalizado por tres en-
zimas cifradas por los genes araB, araA y araD. La Figura 11-15
muestra un mapa de este operon. La expresion se activa en la
region iniciadora, aral. Cuando el producto del gen araC se
une a la arabinosa, se activa la transcripcion, quizas afectando
directamente la unidn de la polimerasa de RNA a la region aral,
que contiene el promotor de los genes arafl, araA y aral) (Fig,
11-16¢). Esta activacion representa un ejemplo de control positi-
vo, porque el producto del gen regulador (araC) debe estar acti-
Vo para que se exprese el operon.

Un control positivo adicional estd mediado por el mismo sis-
tema CAP-AMPc que regula la expresion del operén lac. En
presencia de arabinosa, se requiere tanto CAP-AMPc como la
union del producto del gen araC a la regién iniciadora para que
la polimerasa de RNA se una al promotor de araB, araA v aral).
En ausencia de arabinosa, ¢l producto de araC asume una con-
formacion diferente v reprime al operén ara, uniéndose tanto a
aral como a una region operadora, ara0, lo que provoca la for-
macién de un bucle (Fig. 11-16b) que impide la transcripeion.
Por tanto, la proteina AraC adquiere dos conformaciones que
llevan a cabo dos funciones opuestas en dos sitios de union alter-
nativos. La conformacion depende de que el inductor, la arabi-
nosa, esté 0 no unida a la proteina.

Rutas metabodlicas

El control coordinado de los genes es un hecho muy generaliza-
do en las bacterias. A principios de los afios sesenta, cuando
Milislav Demerec estudiaba la distribucién de los loci que afec-
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| !—W_l L'_"W’_)k v s
Gen Sitios Genes

contralador controladores astructurales

Figura 11-15. Mapa de la regidn ara. Los genes B, A y [, junto con
::siljns Iy O forman el operon ara.

n auna ruta biosintética comtin, encontro que los genes de
Salmonella typhimurium que controlaban algunas etapas de la
sfitesis del aminodeido triptéfano estaban agrupados en una re-
aidn reducida del cromosoma. Demerec estudid entonces la dis-
ribucion de genes cuyos productos participaban en varias rutas
metabolicas diferentes. Analizando mutaciones auxotréficas que
representaban a 87 genes diferentes, encontrd que 63 de ellos se
localizaban en 17 agrupaciones génicas funcionalmente simila-
res. Una agrupacién génica se define como dos o mds loci que
controlan funciones relacionadas y que no estin separados por
pingdn gen no relacionado con ellos.

Adems, en aquellos casos en los que se conoce el orden de la
aclividad catalftica, se observa una notable congruencia entre el
orden de los genes en el cromosoma y el orden en que actian sus
productos en la ruta metabélica. Esta congruencia queda refleja-
daen la organizacidn de la agrupacion del triptéfano de E. coli
ig. 11-17), caracterizada por Charles Yanofsky.

...... EE R R AR T RN SRR A RE A AR A AR AR R R

enes que participan en la misma ruta metabdlica
mente a ; asrshpesdinis

Ejemplos adicionales de control:
la atenuacion

El operon lac es un ejemplo de sistema inducible, en el sentido
e que la sintesis de una enzima se induce por la presencia de su

{a] Control positivo

CAP + AMPc ™™

sustrato. También existen sistemas reprimibles, en los que un
exceso de producto detiene la produccién de las enzimas que
participan en su sintesis. Se ha identificado un sistema de con-
trol de este tipo en una agrupacion de genes que controlan la
ruta de produccion del triptéfano. La sintesis del triptéfano se
interrumpe cuando hay un exceso de triptéfano en el medio.
Jacob y Monod propusieron que la agrupacion de cinco genes
trp de E. coli forma otro operdn, que difiere del operon lac en
que ¢l represor del triptofano sélo se une al operador frp cuan-
do estd unido al triptéfano (Fig. 11-17). Recuerde que el repre-
sor lac se une al operador cuando no estd unido a la lactosa. Un
segundo mecanismo de control modula también la sintesis del
triptofano, actuando sobre la actividad enzimitica. Es la re-
troinhibicién. En este caso, la primera enzima de la ruta, de-
terminada por los genes trpE y trpD, es inhibida por el propio
triptétano.

Como ocurre con el operén lac, un andlisis posterior reveld
otro nivel de control superpuesto al mecanismo basico represor-
operador. Al estudiar estirpes mutantes (portadoras de una muta-
cion en frpR, el locus represor) que continuaban produciendo
mRNA #rp en presencia de triptéfano, Yanofsky encontré que la
eliminacion de triptéfano del medio llevaba a un aumento casi
de diez veces en la produccion de mRNA #rp, incluso aunque el
represor Trp estuviera inactivo y, por tanto, no pudiera ser res-
ponsable del incremento por medio de la desrepresién normal
del operador debida a los bajos niveles de triptéfano. Ademds,
Yanofsky identifico la region responsable de este incremento,
aislando un mutante totalmente constitutivo que producia
mRNA frp a ese nivel diez veces superior al normal, incluso en
presencia de triptéfano, y demostrd que dicha mutacidn era una
delecion entre el operador y el gen ypE (véase el mapa de la
Figura 11-17).

Yanofsky aislé el mRNA multigénico del operén rrp. Tras
obtener su secuencia de nucledtidos, encontré una secuencia lar-
ga, denominada secuencia lider, de aproximadamente 160 ba-
ses, en el extremo 5 antes del primer triplete del gen #rpE. El
mutante que siempre producia mRNA frp a méiximos niveles
contenia una delecion que se extendia desde la posicién 130 a la
160 (Fig. 11-18). Yanofsky denomind atenuador al elemento
inactivado por la delecién, porque su presencia lleva, aparente-

Transcripcidn activa

ﬂ: 0

(b] Control negativo

Proteina C +
arabinosa

M

Proteina C

e i

W
A mRNA .
it Figura 11-16. Doble
2 — control del operdn ara. (a) En
s i D presencia de arabinosa, la proteina

Ara(’ se une a la regidn aral, v
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a AMPc, se une a un sitio

adyacente a aral. Ello estimula la
transcripeion de los genes araB,
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se ung simultineamente a las regiones
aral y ara0, formando un

bucle en el DNA. Ello impide

la transcripcion del operon ara.
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Figura 11-17.

Orden en el cromosoma de los genes del aperdn iep de £ coli y secuencia de las reacciones

catalizadas por los productes enzimdticos de los genes estructurales irp, Los productos de los genes frpl) y frpfs forman un
complejo que cataliza pasos espeetficos. igudl gue los productos de los genes rpB v 1rpA. La sintetasa del wipidlano
€5 una enzima tetraménica formada por los productos de pB v trpA, que cataliza un proceso en dos etapas

que Heva a Ja formacion del triptdfane. (PRPP =

pirofostato de fosforribosilo; CDRP = 1-o-carboxifenilamina)- 1 -

desoxirribulosa S-fosfato.) (Tomado de 8. Tanemura y R, H. Buverle, Generics 93, | 980, 545.)

mente, a una reduccion de la tasa de transcripeion cuando estd
presente el triptéfano. La Figura 11-19 muestra la posicién de
estos elementos en el operdn rrp. Pero, jcudl es la funcidn de las
posiciones | a la 130 de la secuencia lider? Una observacion
sorprendente aportd la clave para resolver este problema.
Cuando estudiaba los mRNA transcritos por el operén trp
(utilizando mutantes frpR), Yanofsky descubrié que, incluso en
presencia de altos niveles de triptofano (que deberian hacer que
la region atenuadora redujera en diez veces el nivel de la trans-
cripeion), las primeras 141 bases de la secuencia lider se trans-
cribian siempre al mdximo nivel, aunque como era de esperar, el
mRNA de longitud total sdlo aparecfa a un nivel diez veces me-
nor. Dicho de otro modo, incluso en presencia de altas concen-
traciones de triptéfano, las primeras 141 bases se transcriben al
maximo nivel pero, por algin mecanismo de atenuacién que
ocurre en esa region, s6lo uno de cada diez mRNA se transcribe
hasta el Tinal. Ello sugiere que el extremo del atenuador acttia
como un terminador de la cadena de mRNA que, en presencia
de rriptdfano, interrumpe la transcripeién de nueve de cada diez
moléculas de RNA. En ausencia de triptétano, el atenuador se
desactiva de algin modo, y todas las moléculas de mRNA se
completan (de ahf el aumento de diez veces). En aquellos mutan-

‘ISD 141]

tes orpR- en los que, ademds, el atenuador esta delecionado, no
se produce el bloqueo en la extensién del mRNA, de modo que
la transcripeion continda en cualquier caso (es decir, se produce
mRNA al mdximo nivel), independientemente de si el triptofano
estd presente o no.

(Como se produce la interferencia con la terminacion en el
atenuador en ausencia de triptéfano? La Figura 11-20) presenta
un modelo basado en estructuras secundarias formadas por el
mRNA en la region lider. El modelo propone que una de las dos
conformaciones favorece la terminacién de la transeripeidn y
que la otra favorece la elongacién. La traduccidn de parte de la
secuencia lider induciria la conformacion que favorece la termi-
nacion.

Se sabe que. de hecho, una porcién de la secuencia lider cer-
cana al comienzo se traduce y produce un péptido corto de 14
aminodcidos. En dicho segmento traducible hay dos codones
para el triptéfano (Fig. 11-21). Cuando hay un exceso de tripté-
fano, hay un aporte suficiente de tRNA-Trp para conseguir una
traduccion eficaz del segmento traducible de la secuencia lider,
El mRNA pasa a través del ribosoma a suficiente velocidad
como para que el segmento 2 de la secuencia lider se introduzea
en el ribosoma antes de que pueda formar una estructura en hor-

ARAARUGCACUUGAL

160

: GGGCUUUUUUUUGAACAAAAUUAGAGWAUGCAAACACMAAACCGACUCUCGAACUGOU

Met-Gin-Thr-Gln-Lys-Pro-Thr-Leu-Glu-Leu-Leu

Regidn atenuadora

Figura 11-18.

Polipéptido trpE

Secoencia lider, con el sepmento atenuvador del operdn frp v el principio de la secuencia

estructural rpl (se indica la secuencia de aminedcidos del polipéptido rrpf). (Madificado de G, S. Stent ¥ R. Calendar,
Melecular Generies, 27 ed. Copyright [© 1978 por W, H, Freeman and Company. Basado en datos no publicados de

Charles Yanofsky.)
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Genes de las enzimas

[Atenuador)

Figura 11-19.

Stryer.)

idora de la transcripcion con el segmento 4. Sin embargo,
do hay poco triptéfano, la traduccidn se hace mads lenta en el
ento 1 en los codones Trp, por la escasa disponibilidad re-

liva de (RNA-Trp. Como muestra la Figura 11-20¢, esta situa-
tion permite la formacion de una estructura en horquilla entre
segmentos 2 y 3. impidiéndose la formacion de la estructura
minadora entre los segmentos 3 v 4. Como consecuencia, en
“eondiciones en las que hay poco triptéfano, la transeripcién no

Representacion del operdn rrp en lu que se muestran los diferentes sitios controladores del
promotor (), ¢l operador (€2} y el atenuador (A), asi como la secuencia lider (£) v los genes de las enzimas de la
rute de sintesis del triptofana (£, 1), C, B y A). (Adaptado de L. Stryer. Biochemistry. 4. ed. Copyright @© 1995 por Lubert

se detiene en el atenuador, De esta forma, se consigue un nivel
diez veces superior de enzimas biosintéticas del triptéfano de la

que se consigue por la interaceion represor-operador. El andlisis

de numerosas mutaciones puntuales en la secuencia lider mrp que
favorecen o desfavorecen las respectivas estructuras secundarias
ofrece un apoyo contundente al modelo de atenuacién de Ya-
nofsky.

Varios operones de enzimas implicadas en rutas biosintéticas
tienen controles de atenuacion similares al descrito para el ope-
rén del triptéfano. Por ejemplo, la region lider del operdn his,

mRNA

Ribosoma

La farmacion de
4 esta estructura
en horquilla conduce

a la terminacion

La region lider A
4 de la transcripcian.

se traduce
complata

(b) Niveles altos de triptéfano

La transcripcion
continua

= b

El ribosoma se
detiene en los
codones trp

{c) Niveles bajos de triptéfano

)

Figura 11-20. Modelo para explicar la atenuacidn del operdn trp. (a) Estructuras secundanas propuestas para

la region lider frp que causa ln terminacion en £, coli. Cuatro regiones pueden establecer emparejamientos de bases para
formar estructuras en horquilla. (b) Cuando el tiptéfane es abundante, el segmento | del mRNA 1 se traduce por
completo. El segmento 2 se introduce en el ribosoma (aungue no es traducido), lo cual permite el emparejamienio

de los segmentos 3 y 4. Esta region emparejada sirve, de algin modo, como sefial para que la polimerasa de

RNA detenga la transcripeion. Por el contrario, cuando el triptéfano es escaso (), el ribosoma se detiene en los codones del
segmento 1. El segmento 2 interacciona con el 3 en lugar de introducirse en el nbosoma. de modo que los segmentos

3 v 4 no pueden emparejar. Como consecuencia, la transeripeidn continda, (De D. L. Oxender, G. Zurawski y C.
Yanofsky, Proceedings of the National Academy of Sciences, 76, 1979, 5524.)
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Figura 11-21.
traducido de la regidn rrp lider, junto a la secuencia g
correspondiente del mRNA lider. La traduccion

de la secuencia lider termina en el coddén

de fin de mensaje (stop).

Se muestra el segmento

que determina las enzimas de la ruta biosintética de la histidina,
contiene una region traducible con siete codones para histidina
consecutivos. Mutaciones en otros loci que dan lugar a un des-
censo en los niveles de tRNA para histidina producen niveles
parcialmente constitutivos de lus enzimas determinadas en ¢l
operon his.

COROLARID s snvissssamsmsumianshos ssiseinss ssasesnnidissecssses
El operon trp esta regulado por un sistema de control
negativo represar-operador que reprime la sintesis de
enzunas del trlptéfano cuando ese ammoar.ido esté

El fago A: un complejo de operones

Ademas de proponer ¢l modelo del operdn, Jacob y Monod su-
girieron que la actividad genética de los fagos atemperados po-
dia estar conirolada por un sistema andlogo al del operdn flac.
En el estado lisogénico. el genoma del profago estd inactivo
(reprimido). En la fase litica. se activan (inducen) los genes ne-
cesarios para la reproduccién del fago. La propuesta de Jacob
vy Monod de que en los fagos existia un control similar al del
operon tuvo como consecuencia que el sistema genético del fago
/ se hava convertido en uno de los sistemas de control mejor
conocidos. En este fago, efectivamente. los dos estados funcio-
nales estdn controlados por un sistema tipo operon. El sistema,
sin embargo, ha resultado ser mds complicado de lo que se su-
puso inicialmente.

Allan Campbell obtuvo y cartografic muchas mutaciones leta-
les condicionales en el fago 4 (Fig. 11-22). aportando pruebas
evidentes de que los genes con funciones relacionadas estaban
agrupados. Ademas, comprobd gue las mutaciones gue afecta-
ban a los genes N, O v P impedian la expresion de la mayor parte
del genoma tras la infeccion del fago. Solo los loci situados entre

Met - Lys - Ala - lle - Phe - Val - Leu- Lys - Gly - Trp - Trp - Arg - Thr - Ser - Stop

N v O seguian activos. Pronto veremos el significado de esta
observacion.

Cuando las bacterias normales se infectan con particulas de
fagos » silvestres, pueden ocurrir dos cosas: (1) el fago puede
integrarse en el cromosoma bacteriano como un profago inerte
(lisogenizando asi a la bacteria), o (2) el fago puede producir las
proteinas necesarias para que se produzea la maduracion del
fago vy la lisis celular. Cuando se inoculan particulas de fagos
silvestres sobre un césped de bacterias sensibles, aparecen halos
de lisis en aquellos lugares donde las bacterias han sido infecta-
das y lisadas, pero estos halos son turbios debido a la presencia
de bacterias lisogenizadas (que son resistentes a nuevas infec-
ciones) en dichos halos.

Pueden buscarse fagos incapaces de lisogenizar a las células,
seleccionando fagos mutantes que formen halos claros. Estos
mutantes claros (¢) son andlogos a los mutantes [ y O de L.
coli. Por ejemplo. los mutantes condicionales en un sitio llama-
do ¢/ son incapaces de lisogenizar en condiciones restrictivas,
lo que sugiere que la mutacidn provoca un defecto en un repre-
sor o en un sitio de unién del represor (operador). Sin embargo,
estos mutantes tampoco son capaces de inducir la lisis tras in-
fectar una célula previamente lisogenizada con un profago sil-
vestre. lo cual indica que el vperador es funcional, porque el
represor del fago silvestre es claramente capaz de impedir que
el fago mutante entre en la fase litica. Aparentemente. la muta-
cion ¢f produce un represor defectuoso en el sistema de control
del fago.

Se han aislado también mutantes virulentos del fago 4, que no
lispgenizan las células. sino que entran en el ciclo litico y se
reproducen tras infectar a una célula lisogenizada. Por tanto, es-
tos fagos mutanies son insensibles al represor de 4. Estudios de
cartografia genética han demostrado la existencia de dos opera-
dores, designados 0 v O, situados a la izquierda y a la derecha
de cf. respectivamente. Cuando el fago 2 infecta a un hospeda-
dor no inmune. la polimerasa de RNA comienza la transcripcién
a partir de dos promotores, P, y Pg. Esto crea una pugna que
determinard si el fago expresa sus funciones virulentas y entra en

b2 redx 7 rex cro
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] Sl et o 3 e et :
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Figura 11-22. Mapa genético R W N SRR N I ®
del fago /. Se indican las posiciones de las N QP aQ Mutaciones
taciones tal ; s Sintesis 29 letales
R s nUTAWBCHU3DEFIFIl | ZUVGTHMLKI| Insercieny | ZWSSR linduccion| SR [ o0
R R A Sintesis de Sintesis de | recombinacion | oo | delos | Lisis
tipicas de los genes con funciones |a cabeza la cola del profago g Ig genes | celular
relacionadas. (De A. Campbell, The 6 105 genes. | - rdios
tempranos :
Episomes. Harper & Row, 1969.)




el ciclo litico, o si reprime estas funciones y establece lisogenia.
Figura 11-23 ofrece parte del mapa de / y muestra la longitud
e los distintos transeritos. P, controla la transcripcién hacia la
ierda que da lugar a la proteina antiterminadora N, ademds
varias funciones liticas. Py, controla la transcripcién hacia la
ha, que cubre los genes ¢ro, cfl y Q. entre otros. Normal-
fe, estos transcritos terminan en puntos criticos especificos,
es de que puedan transcribirse los genes clave necesarios para
esarrollo litico. Sin embargo, si se sintetiza la proteina N,
impide la terminacion del transcrito (véase la Fig. 11-23) y
xpresan las funciones liticas. La transeripeion a partir de P,
v puede ser bloqueada por la unién del represor a los opera-
5 01 y Oy, En el primer caso, se impide la sintesis de la
ina N y, por tanto. también se bloquea la elongacion de los
anscritos formados a partir de P, y P,

- El punto critico para el establecimiento de la lisogenia es la
esis del represor de /, determinado por el gen ¢/, que tiene
dos promotores. Uno de ellos, denominado P, sirve para esta-
‘blecer 1a lisogenia. El otro, Py sirve para mantenerla. Se re-
‘uieren protefnas activadoras para que se inicie la transcrip-
0n en cada promotor. El activador de P, es el propio represor
determinado por el gen ¢/, Por tanto, para que se sintetice repre-
soren una célula que no contenga moléculas de represor preexis-
fentes. debe utilizarse el promotor P, que se activa por el pro-
ducto del gen c/I. Por tanto, cll debe transcribirse para que se
blezca la lisogenia. También se requiere una proteina adicio-
la integrasa, cifrada en el gen inr. Este se transcribe a partir
de su propio promotor, P, (Fig, 11-23), que también debe ser
Jdctivado por el producto del gen cll.

En el estado lisogénico, el represor de / controla su propia
sintesis a partir del promotor P, interaccionando con los tres
operadores Oy l, 0,2 y O3 (Fig. 11-24). Estos operadores tie-
nen distintas afinidades por el represor de 4. siendo O, 7> 02>

cll

Laboratory Press. 1983.)
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0 3. Cuando hay muy poco represor de / s6lo se ocupa el sitio
O, que bloquea la expresion de cro (la proteina Cro impide la
sintesis del represor de /4 uniéndose a Op3). La unidn del repre-
sor a O] facilita la unién de una segunda molécula de represor
a Oy 2. Cuando el represor de / se une a 0,2, activa la transcrip-
cién del gen ¢/. Sin embargo. cuando hay demasiado represor,
Este se une al operador por el que tiene menos afinidad, O3, y
esta unidn bloquea la transcripcidn del gen ¢f.

COROLARIO -

La regulacién da los estados litico y lisogénk:o del fago )
pmpor:iqna un modelo de >
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Transcripcion: regulacion génica
en eucariotas. Resumen

Los eucariotas se enfrentan a la misma tarea basica que los pro-
cariotas de coordinar la expresion de sus genes, si bien realizan
esta coordinacién de un modo mucho més complicado. Algunos
genes deben responder a cambios en las condiciones fisiolGgi-
cas, mientras que muchos otros forman parte de circuitos genéti-
cos regulados durante el desarrollo que organizan a las células
en tejidos y a éstos en un organismo completo (excepto en los
eucariotas unicelulares). En estos casos, las sefiales que contro-
lan la expresion génica son los productos de genes reguladores
del desarrollo, mds que sefiales procedentes del ambiente ex-
lerno,

La mayorfa de los genes eucaridticos estdn controlados al ni-
vel de transcripcidn y los mecanismos son, conceptualmente, pa-

cll
! v
«\/\ ="\NAANAAS
N cl
) V |
NNANANNNANANANNNAD AN
. —— - — s Cadena
L7 cf &, N _&_z T A % L. — izquierda
, — > Cadena
3 fﬁE ero ty cll ﬁrm, el derecha
A1
WVWANAANANNANANNANNNNNS
! 1
N N

Figura 11-23. Mapa genético parcial del fago 4, con los genes principales y las proteinas reguladoras. Las

lineas onduladas representan mRNA, y muestran el inicio, la direccién y la longitud de los transeritos. Una linea vertical al
principio de un mRNA marca el sitio donde el producto génico indicado activa a un promotor. Si la flecha estd
atravesada por una barra inclinada, el producto génico reprime la transcripeion. Cuando una flecha sefala un sitio

deniro de un mRNA, el producto génico indicado impide la terminacion de la transcripeion en ese sitio. Como indica ¢l
esquemny, cuando la proteina N no actda sobre ellos, ¢, es un terminador potencial de P, y ty, s un terminador
potencial de P, (De D. Wulif y M. Rosenberg, en Lambda I, R. W. Hendrix et al., eds., Cold Spring Harbor






200 pb

ira 11-25.

El fago /: un complejo de operones 351

o— il COROLARIO
— CCAAT B — Los intensifica
~100pb  ————
30 pb

¥

Region promotora de los cucariotas superiores. Lu

TATA se encuentra aproximadamente a 30 pares de bases del sitio de Control en trans de la transcripcién

on del mRNA. Normalmente existen dos o mis elementos proximos . 1 .

smator, situados a 100 y 200 pb aguas arriba del sitio de inicio Actualmente. se han identificado en eucariotas muchas proteinas

RNA. Se indican [a secuencia CCAAT y la secuencia rica en GC. reguladoras que actian en zrans. Como sus contrapartidas en
ementos aguas armiba de accidn cis son las secuencias GCCACACCC y

procariotas, estas proteinas operan uniéndose a secuencias diana

i especificas en el DNA.,
Las proteinas reguladoras gue se unen al promotor minimo ya
los elementos proximales ayudan a la polimerasa de RNA 11 a
tipo de bucle en el DNA. La Figura 11-28 detalla un mo- iniciar la transeripcidn y, junto a ella, forman el complejo de
0 de [a activacion del complejo de iniciacién (véase también iniciacion, como se ilustra en la Figura 11-29a. Varios comple-
2. 11-29). En este modelo, un bucle en el DNA acerca las Jos de factores de transcripeion diferentes (complejos TFII) inte-
leinas reguladoras unidas a elementos intensificadores leja- raccionan con la polimerasa de RNA I1. Por ejemplo, el comple-
a los complejos proteicos asociados con las secuencias de Jjo TFID consta de la proteina de unidn a la secuencia TATA
on cis proximas al promotor. (TBP) y mds de ocho subunidades adicionales (las TAF). Los
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GCCACACCC GGCCAATC ATATAAL

Figura 11-26. Efccto de mutaciones puniuales en el promotor del gen de la globiny f. Se analizé el efecto

sobre la transcripeisn de mutaciones puntuales repartidas por toda la regién promotora. La altura de las lineas representa la
tasa de transcripeion, relativa al promotor silvestre, de promotores con un cambio de base en esa posicidn. El valor

1.0 representa una tasa igual a la del silvestre: las reducciones en la transcripeion producen valores menores

de 1.0: Se probaron casi todos los nucledtidos de la region promatora, szlvo los sefialados con puntos negros. El
esquema de Ja parte inferior muestra las posiciones de la secuencia TATA y de dos elementos aguas arriba del promotor.
Solo las sustiuciones de bases en esos tres elementos del promotor cambian las tasas de transcripeion. (De T, Maniatis,
8. Goodbourn y I, A. Fischer, Seience 236, 1987, 1237.)

GGGGTCCGAGGGGTCGT

Figura 11-27. oOrganizacicn del
CCCCAGCA
el G intensificador de SV40, un virus que infeeta u

primates. Sus secuencias reguladoras interaccionan
con la maquinaria de regulacién de la transcripcion
de 14 célula eucaridtica. Las secuencias
CGTTGGTC 5 mRNA mmhr‘ef}.das 165 indic?m 1as_sef;uencias qx.le

se requicren para alcanzar los niveles méximos de
actividad intensificadora. (De T. Maniatis, S.
Goodbourn y J, A. Fischer, Science 236,

1987, 1237.)

temprano
GCAACCAG 3' mRNA
tardio
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complejos TFII se conocen como factores de transeripeidn basal
0 general, porque constituyen el requerimiento minimo para que
la polimerasa de RNA 11 inicie la transcripeion (normalmente de
forma muy débil) en un promotor. La Figura 11-29% muestra la
estructura de la proteina de unién a la secuencia TATA unida al
DNA. Las secuencias CCAAT y GC son reconocidas por protei-
nas de unién a DNA adicionales.

También se han identiticado algunas de las protefnas que se
unen a elementos independientes de la distancia. La proteina
cifrada en el gen de levadura GCN4 es un ejemplo de proteina
gue se une a un elemento intensificador, Opera sobre intensifi-
cadores llamados secuencias activadoras aguas arriba (UAS;
del inglés Upstream Activating Sequences). GCN4 activa la
transcripcién de muchos genes de levadura cuyos productos
participan en rutas de sintesis de aminodcidos. Cuando faltan
aminodcidos, aumenta el nivel de la proteina GCN4 y, como
consecuencia, aumentan los niveles de expresion de los genes
biosiniéticos. Las UAS reconocidas por GCN4 contienen como

elemento principal la secuencia de reconocimiento ATGAC-
TCAT.

Activadores
Estas proteinas se unen

COROLARIO -:-----
El promotor minimo, los elementos proximales y los
elementos independientes de la distancia son sitios

L R Ty

Regulacién de la transcripcion especifica
de tejido

Muchos elementos intensificadores de los eucariotas superiores
activan la transcripeién en tejidos especificos, es decir, inducen
la expresién de un gen en uno o unos pocos tipos celulares. Por.
ejemplo, los genes de los anticuerpos estin flanqueados por po-
tentes intensificadores que sélo operan en los linfocitos B del
sistema inmunitario. Muchos intensificadores son componenles
integrales de complicados circuitos genéticos especificos de teji-
do, en los cuales se basan los complicados acontecimientos que

a los genes en sitios conocidos

como intensificadores y aumentan

la tasa de transcripcion

Figura 11-28. =i aparato
molecular que controla la transeripeidn
en las células humanas consta de
cuatro tipos de componentes. Las
proteinas numeradas corresponden a
los nombres de las subunidades de la
polimerasa de RNA 11, Cada subunidad se
nombra de acnerdo con su masa
molecular en kilodaltons. Los factores
de transcripcion basal (marcados como
A, B, F, E, H) son esenciales para

que ocurra la transcripeion, pero

ellos mismos no pueden aumentar o
disminuir la tasa de transcripcidn, Esta
tarea la realizan moléculas reguladoras
conocidas como activadores y
represores. Los activadores, y
posiblemente los represores, se
comunican con los factores basales
por medio de coactivadores, protefnas que
estan intimamente asociadas a la
proteina de unién a TATA, el primero
de los factores basales que interactia
con el promotor minimo. (De

R. Tjian, «Molecular Machines That
Control Genes», Copyright @ 1995
Scientific American, Inc. Todos los
derechos reservados.)

Activador

o &’?e,,&;_
J \‘3/- ’eaqclr

Coactivadores

integran senales de los
activadores y quizas también
de los represores.

Intensificador

Activador

| Secuencia TATA e
Promotor minimo

Estas moléculas «adaptadoras»

Represores

Estas proteinas se unen

a series de genes especificos
en sitios conocidas como
silenciadores, disminuyendo
los niveles de transcripcion.

Polimerasa
de RNA Region
. codificante

Factores de transcripcion basal
En respuesta a las senales de
los activadores, estos factores
sitdan a la polimerasa de RNA
en el sitio de inicio de la
transcripcion e inician

el proceso de la transcripeion.
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Figura 11-29. (4 La formacién del
complejo de iniciacidn de la polimerasa de RNA 11
comienza con la unidn del factor de transcripcion
TFIID a la secuencia TATA. TFIID estd
compuesto por una subunidad de unidn a la

3

secuencia TATA llamada TBP (mart6n) v mds de
ocho subunidades adicionales (las TAF).

representadas por un simbolo grande (azul

J— A‘ =3

Reducido al 95%

claro). Los inhibidores pueden unirse al complejo
TFID-promotor, blogueando la unién de otras
factores generales de transcripeidn, La

unién de TFIIA al complejo TFIID-promotor
(para formar el complejo D-A) impide la unidn de
los inhibidores. TFIIB se une entonces al
complejo D-A, 4 lo que sigue la unién de un
complejo previamente formado entre TFIIF v la
polimerasa de RNA II. Finalmente, TFIIE,
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tienen lugar durante el desarrollo de los eucariotas superiores.
La especificidad de tejido se confiere mediante una de dos for-
mas posibles. Un intensificador actia en un tejido especifico si
el activador que se une a €l estd presente sélo en algunos tipos
celulares. Alternativamente, un represor especifico de tejido
puede unirse a un silenciador situado muy cerca del elemento
intensificador, dejando a este iltimo inaccesible a su factor
transcripcional.

Propiedades de los intensificadores
especificos de tejido

En algunos casos, la regulacion se controla mediante series sen-
cillas de intensificadores. En Drosophila, por ejemplo. las vite-
logeninas son grandes proteinas de la yema del huevo que se
sintetizan en los ovarios y en el cuerpo graso (que, en esencia, es

TFITH y TFILI se incorporan, en ese orden, al
complejo y la transcripcion puede iniciarse. (b) La
proteina de union a TATA (azul) es una

molécula notablemente simétrica, con forma

de silla de montar. Su regién inferior se sitia sobre
el DNA y parece curvarlo, Esta curvatura

facihta de alguna forma el ensamblaje del
complejo que inicia la transcripeidn, (Parte a

de H. Lodish. D. Baltimore, A. Berk, S. L. Zipursky,
P. Matsudaira y J. Darnell, Molecular Cell
Biology. 3.7 ed. Copyright © 1995 por Scientific
American Books; la parte b es cortesia de J.

L. Kim y S. K. Berley. de Narure 365, 1993, 520.)

el higado de la mosca) de las hembras adultas y que se transpor-
tan luego al oocito en desarrollo, Dos intensificadores diferentes
situados a unos pocos cientos de pares de bases del promotor
regulan el gen de la vitelogenina, uno estimulando su expresién
en los ovarios y otro en el cuerpo graso.

El conjunto de intensificadores de un gen puede ser bastante
complejo, controlando patrones de expresién génica igualmente
complejos. El gen dpp (decapentaplegic) de Drosophila. por
ejemplo, determina una proteina que media la sefializacion inter-
celular (véase el Cap. 23). Contiene numerosos intensificadores,
quizds decenas o cientos, dispersos a lo largo de un segmento de
DNA de unas 50 kb. Algunos de ellos estdn situados 5' (aguas
arriba) del sitio de iniciacién de la transeripeién de dpp, otros
estdn situados aguas abajo del promotor, otros en intrones, e in-
cluso algunos estén situados aguas abajo del sitio 3’ de poliade-
nilacion del gen. Cada uno de estos intensificadores regula la






mentos requladores y mutaciones
antes

piedades de los elementos reguladores nos ayudan a en-
las propiedades de ciertas clases de mutaciones dominan-
pueden clasificarse en dos tipos generales. En algunas
iones dominantes, la inactivacidn de una de las dos copias
reduce la cantidad de producto génico por debajo de
110 umbral critico para la produccién de un fenotipo nor-
Podemos pensar en estas mutaciones como mutaciones do-
ntes por pérdida de funcién (a las cuales nos referimos

Figura 11-32.

Formacién de patrones complejos: establecimiento de la informacién posicional

como mutaciones haploinsuficientes en capitulos anteriores). En
otros casos, el fenotipo dominante se debe a alguna nueva pro-
piedad del gen mutante. no a una reduccion de su actividad nor-
mal: esta clase comprende a las mutaciones dominantes por
ganancia de funcion.

Muchas mutaciones dominantes por ganancia de funcion apa-
recen por la fusién entre si de fragmentos de dos genes. (Obser-
ve, sin embargo, que hay otros mecanismos por el que pueden
aparecer mutaciones dominantes por ganancia de funcién). Este
tipo de fusiones pueden aparecer en los puntos de ruptura de
reorganizaciones cromosomicas, como inversiones, transloca-
ciones, duplicaciones o deleciones (véase el Cap. 17). Como los
intensificadores actian a gran distancia y pueden activar muchos
promotores diferentes, puede ocurrir la desregulacién de un gen
si una reordenacidn cromosémica deja intensificadores de un
gen adyacentes a la unidad de transcripcion de otro gen. En ca-

(b)

(d)

Algunos ejemplos de la compleja regulacion especifica de tejido del gen dpp. En las partes a,

¢ v d, la tincién azul se debe a un ensayo histoquimico de la actividad de la enzima f-galactosidasa de E. coli (la proteina
determinada por el gen testigo lecZ). Las posiciones de los intensificadores de dpp responsables de los distintos

patrones de tincidn observados aqui se muestran en la Figura 11-30. (a) Ensayo mediante un gen testigo de la expresion
del gen dpp de Drosophila en dos regiones del mesodermo visceral embrionario, €l precursor de la musculatura del

intestino. Las dos manchas de la 1zquierda corresponden al intensificador VM1, que controla la expresién en

la parte anterior del mesodermo visceral; las dos manchas de la derecha corresponden al intensificador VM2, que
controia la expresidn en la parte posterior del mesodermo visceral. (b) Ensayo de hibridacion in situ de RNA para estudiar
la expresion de dpp en el mesodermo visceral embrionario. Observe que el patrén de expresion del color azul debido

al gen testigo en la parte a es igual al patrén de expresién (marcada en marron) del mRNA de dpp mostrada

aqui. 10 que confirma la fidelidad del ensayo basado en el gen testigo. (¢) Expresion del gen testigo controlada por

un intensificador diferente (LE) de dpp en el ectodermo lateral de un embrién. (d) Expresion del gen testigo controlada por
ID. uno de los muchos intensificadores que determinan la expresidn de dpp en los discos imaginales (un disco imaginal
es un circulo plano de células de la larva que da lugar a uno de los apéndices de la mosca adulta), Se muestra

un sector azul que corresponde 4 la expresion del gen testigo asociado al gen dpp en un disco imaginal de pata. (Las
partes a y b son cortesia de D. Hursh; la parte ¢ es cortesia de R. W. Padgett; la parte d es cortesia de R, Blackman y M,

Sanicola.)



356 Capitulo 11 Regulacion de la transcripcion

Figura 11-33.
recombinante compuesto por una secuencia de 258 pb fusionada al gen lacZ de E.
colf, que determina la enzima f-galactosidasa. El DNA de ratén de 258 ph
contiene todas las secuencias reguladoras en ¢is necesarias para dirigir

Embrion transgénico de 1.5 dias que contiene DNA

la expresién del gen lacZ en células precursoras del misculo, como revela

la tincién azul gue indica la actividad f-galactosidasa. Los precursores musculares
tefitdos incluyen los somitos, las yemas de las extremidades y los arcos
branquiales del embnén (Reproducido de D. 1. Goldhamer, B. P. Brunk, A.
Faerman, A. King, M. Shani y C. P. Emerson, Jr., Development 121, 1995, 644.)

sos de este tipo. los intensificadores del gen situado a un lado del
punto de ruptura regulan la transcripcién de un gen situado al
otro lado del punto de ruptura. A menudo, esta desregulacidn
lleva a la expresion incorrecta del mRNA cifrado en la unidad de
transcripcion en cuestion. Tales fusiones ocasionan fenotipos
mutantes por ganancia de funcién, dependiendo de la naturaleza
de la proteina cifrada en el mRNA desregulado y de los tejidos
en los cuales se expresa incorrectamente.

La cldsica mutacién dominante Bar de Drosophila es un
ejemplo de desregulacion debida a una fusion génica. En la mu-
tacion Bar, los elementos reguladores en ¢is que promueven ex-
presion en el ojo en desarrollo se fusionan a un gen que normal-
mente no se expresa en el ojo. Este dltimo gen determina un
factor de transcripcién cuya expresion incorrecta en el ojo lleva
a la muerte de muchas células, lo que provoca el ojo pequeno
tipico del fenotipo Bar.

En unos cuantos casos, se conoce bien cudl es la causa de la
desregulacién en este tipo de fusiones génicas. Un ejemplo es la
mutacion Tab (Transabdominal) de Drosophila, que provoca
que una parte del térax de la mosca adulta se desarrolle como un
tejido caracteristico del sexto segmento abdominal (A6) (Fig.

1-34). Se sabe que la mutacidn Tab estd relacionada con una

inversion cromosomica. Uno de los puntos de ruptura de la in-
version corresponde a una region intensificadora del gen sr
(striped). Los intensificadores del gen srinducen la expresion
del gen en ciertas partes del torax de la mosca. El otro punto de
ruptura estd cerca de la unidad de transcripeion del gen Abd-B
(Abdominal-B). Este gen determina un factor transcripcional
que normalmente se expresa sélo en las regiones posteriores
del animal y que es responsable del fenotipo abdominal de
cualquier tejido en el cual se exprese. (Trataremos acerca de
genes tipo Abd-B en el Capitulo 23, en el apartado de los genes
homedticos). En la inversidn Tab, los elementos intensificado-
res de sr que controlan expresién tordcica quedan junto a la
unidad de transcripcién de Abd-B. provocando que este gen se
active exactamente en aquellas partes del térax donde nor-
malmente lo haria sr (Fig. 11-35). Dada la funcidn del factor
transcripcional Abd-B, su activacion en las células tordcicas
cambia el destino de éstas al de abdomen posterior. De esta
forma. se entiende la base molecular de una mutacion domi-
nante.

Las fusiones génicas son una fuente muy importante de varia-
cion genética, va que generan patrones nuevos de expresion gé-
nica. De hecho, podemos imaginar que este tipo de fusiones pue-
de haber jugado un papel muy importante en los cambios de
patrones de expresidn génica durante la divergencia y la evolu-
cion de las eqpecieq‘ Ademds de afectar al desarrollo (tratado
en el Cap. 23), tales mutaciones juegan un papel fundamental
en la formacién y desarrollo de muchos cédnceres (tratados enel
Cap. 22).

COROLARIO seissisoesisnsnsivicrssinsisssasisasnssransasaasssiots

La fusion de intensificadores especificos de tejido a genes
que normalmente no estan bajo su control puede dar lugar

Figura 11-34. Mutcidn Tab. La mosea de la izquierda es un macho
silvestre. La mosca de la derecha es un macho mutante heterocigdtico Tab/+. En
la mosca mutante, parte del térax (el tejido negro) ha cambiado a tejido que
normalmente se encuentra en la parte dorsal de uno de los segmentos
abdominales posteriores. El resto del térax es normal. (De S. Celniker v E.

B. Lewis. Genes and Development 1, 1987, 111.)
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~5 000 000
pb de DNA
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| Inversion Tab
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28 000
pb de DNA
(e) RS SO0, s
3'm1uy Intensificadores
Abd-B toracicos
del gen sr

_-F.ig'ura 11-35.  La mutacion Tab se debe a una fusicn génica. (a) Se
~muestran las posiciones de los genes Abd-B v s en el mapa de un cromosoma 3
‘normal. Los dos genes se encuentran, aproximadamente, a 5 millones de

pares de bases de distancia, y normalmente hay cicntos de genes entre

ellos. (b) La inversion Tab tiene un punto de ruptura en el gen Abd-B y el

(ot en el gen s (flechas de la parte a). Como resultado, se fusionan fragmentos
tmpliada del punto de rupturd de la inversidn mds cercano al centrdmero,

Los puntos de ruptura de la inversion han dado lugar a una melécula de DNA en
s eual la region promotora de Abd-B estd sélo a 28 000 pares de bases de
elementos intensificadores del gen sr. Ello provoca que el transcrito

‘Abd-B se exprese ectopicamente en algunas partes del térax de la mosca,

“donde el gen silvestre Abd-B no se transcribe normalmente.

Regulacion de los tactores transcripcionales

‘Algunos factores transcripcionales sGlo se sintetizan en tejidos
concretos. Las actividades de los propios factores transcripeio-

-~ nales estdn tambicn reguladas en diferentes tipos celulares.

Hormonas esteroides: como enlazar
la accion de los intensificadores

~con la fisiologia del organismo

De la misma forma que es fundamental en los procariotas ajustar
transcripcionalmente la actividad de las proteinas reguladoras
con el estado fisioldgico de 1a bacteria, también en los eucariotas
escrueial el vinculo entre la regulacion transcripeional y la fisio-
logia del organismo. En el Capitulo 23 veremos algunos ejem-
plos de cdmo las rutas de diferenciacion y desarrollo de patrones
dportan el contexto fisioldgico para la activacion de factores
transcripeionales especificos. Algunas veces, la sefial reguladora
que activa a los factores transcripcionales eucaridticos proviene
de una region muy distante del cuerpo. Por ejemplo, las hormo-
nas liberadas al sistema circulatorio por un érgano que forma
parte del sistema endocrino (Fig. 11-36) viajan por la circulacion
pricticamente a todas las regiones del cuerpo. Asi, el sistema
endocrino sirve como regulador maestro para coordinar cambios
en la transeripeién en células de muchos tejidos diferentes. En
este mecanismo se basa la determinacion del sexo en los mami-
feros, que se tratard en el Capftulo 23,

Algunas hormonas son pequefias moléculas que, debido a sus
propiedades de solubilidad en lipidos, atraviesan ficilmente la
membrana plasmadrica, Este es el caso de las hormonas esteroi-
des, como los glucocorticoides, la testosterona y los estrégenos.
Una vez dentro de las células, las hormonas esteroides se unen y
regulan a factores transcripcionales especificos. En este sentido,
podemos pensar en los esteroides como andlogos a los efectores
alostéricos que regulan algunos operones bacterianos.

Un ejemplo es la hormona femenina estrGgeno. La proteina
ovoalblimina de la clara del huevo se sintetiza en los oviductos
de las gallinas como respuesta especifica al estrégeno, que pro-
voca un aumento en la transcripeion del gen de la ovoalbiimina.
Ello se consigue mediante la union del estrogeno a una proteina
receptora que primero reconoce a la molécula de estrogeno en el
citoplasma y luego la transporta al niicleo. La molécula recepto-
ra s un factor transcripeional que se une entonces al DNA en un
sitio intensificador denominado HRE (del inglés hormone-res-
ponse element). La Figura 11-37 ilustra el proceso general de
activacion por el complejo esteroide-receptor.

CORGLARIES: tr0m-nsssssmsguomma NS g i e A skt
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Figura 11-36. Organos endocrinos humanos. (De W. K. Purves, G.
H. Orians y H. C. Heller, Life: The Science of Biolagy, 4. ed. Sinaver Associates,
Inc. y W, H. Freeman and Company, 1995,)
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Sitio de iniciacion

{Intensificador HRE) Promaotar
Gen
inactivo L INNE N PO PO PN I PN PN PN PO TP NN TN
|
|
[ 7
| Complejo
receptor-hormaona
Figura 11-37.  Accién de las hormonas esteroides
en las secuencias intensificadoras. Una hormona Promotor
esteroide (azul) se une a una proieina receptora soluble. Gen [
Este complajo. a su ves, s¢ une a las secuencias activo AT, PMWTOEPNMINN I TN PN TN

intensiticadoras y las capacita para estimular la
transeripeicn de los genes de respuesta i hormeonas,
(De L. Stryer, Biochemisiry, 4.* ed. Copyright @) 1995
Lubert Stryer.)

Estructura de las proteinas reguladoras

A lo largo de este capitulo, hemos visto que protefnas como el
represor Lac. CAP o la proteina de unién a TATA son tunda-
mentales para la regulacion génica. Fstas proteinas de unién a
DNA especificas de secuencia son vitales para la regulacion
transcripcional de todos los organismos. Debemos. pues. hablar
de como ocurre la union a DNA especifica de secuencia,

Los andlisis de las secuencias de las proteinas y las compura-
ciones de sus estructuras indican que las proteinas reguladoras
que se unen al DNA poseen caracteristicas comunes. Una de ellas
es la existencia de un dominio de union al DNA, situado en un
extremo, que sobresale del «cuerpo» central de la proteina. En
algunos casos, el cuerpo central contiene el sitio de unidn para el
efector alostérico. Esla organizacion encaja con la del represor
Lac (Fig. 11-38) y CAP. asi como con la de muchas otras protei-
nas reguladoras como los receptores de esteroides. En este tipo de
proteinas, sobresalen ciertas hélices = que encajan en el surco ma-
yor del DNA. Esta interaccion se ha visualizado resolviendo las
estructuras tridimensionales de complejos proteina-DNA, como la
del complejo operador-represor Lac (Fig. 11-39). En este caso,
dos hélices # de la proteina represora interaccionan con dos surcos
mayores consecutivos en el DNA del operador. Las hélices estdn
conectadas por un giro en la estructura secundaria de la proteina.
Este motivo hélice-giro-hélice (Fig. 11-40) es comiin a muchas
proteinas reguladoras. Hay, sin embargo, muchos otros motivos
de unién al DNA. S6lo como ejemplo, la Figura 11-41 muestra la
estructura de una parte de una proteina con dedos de cine, en la
cual un dtomo de cinc se conjuga con cuatro aminodcidos de una
pequena parle de la cadena polipeptidica [dos cisteinas (C) v dos
histidinas (H)]. Normalmente. las proteinas con dedos de cinc pre-
sentan varios de estos dedos. Parece que cada dedo de cinc inte-
ractiia con una secuencia especifica del DNA.

CHOROUARID sithiisisiisissd shaminiiims s s amin

Las estructuras de las proteinas de unién a DNA nos ayudan
a entender cémc establecen contacto con secuencias

Sintesis de mRNA

Intensificador
activado

Herencia epigenética

El examen general que hemos realizado respecto a la regulacion
transcripcional da cuenta de la mayor parte de las observaciones
que los genetistas han hecho durante todo este siglo, Sin embar-
go, todavia quedan fendmenos que requieren explicacion. Una
serie de este tipo de fendmenos, a los que nos referiremos como
herencia epigenética, parece ser responsable de alteraciones
heredables en las que la propia secuencia de DNA no cambia.
Es probable que estos tendmenos constituyan ofro nivel, poco
entendido, de control génico. Algunos ejemplos de herencia
epigenética en los cuales el estado de actividad de un gen depen-
de de su historia genealdgica son la paramutacion y la impronta
parental.

Paramutacion
El fenomeno de la paramutacion se ha descrito en varias espe-

cies de plantas, siendo especialmente notable el caso del maiz
(Fig. 11-42). donde sdlo se observa en unos cuantos genes. En

Unian al inductar

Unidn al DNA
Monomero de represor Lac
Tetramero de represor Lac
Figura 11-38. Representacion esquemdtica de la organizacion de los
dominios del represor Lac. Todas las mutaciones gue afectan a la unidn a DNA y

al operador alteran el extremeo amine terminal de la proteina, Los mutantes
alectados en la union al inductor presentan alteraciones en el resto de la proteing,
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te fendmeno, algunos alelos especiales, pero aparentemente
normales, llamados paramutables, sufren cambios irreversibles
haber estado presentes en el mismo genoma que ofra clase

¢ alelos especiales, llamados paramutagénicos. El gen B-I del
iz determina una enzima de la ruta de sintesis de pigmentos
antocianina en varios tejidos de la planta. Normalmente, los
"lo_s_ nulos b provocan la ausencia de estos pigmentos, y son

Contactos no polares
entre estas hélices
estabilizan el motivo

Residuos situados en este lado
forman puentes de hidrogeno
con bases del surco mayor

Figura 11-40.  Motivo hélice-giro-hélice de las proteinas de unién a
IN‘-‘ Cada mondmero de estas proteinas diméricas conliene un motivo de este
ipo. Las dos unidades estén separadas por 34 A, una vuelta de la hélice de
'DNA. (De L. Stryer, Biochemistry, 4.* cd. Copyright © 1995 Lubert Stryer )

Figura 11-39. Imagen del
complejo represor Lac-DNA obtenida
por estudios de cristalografia de

rayos X. En este caso, el tetrdmero

del represor estd unido a dos operadores.
Cada dimero se une a un operadar,

Los operadores mostrados aqui

(azul claro y azul oscuro) tienen

ung longitud de 21 pares de bases. Los
mondmeros presentan los colores

verde, rosa, rojo y amarillo,

Observe cdmo el fragmento amino
termunal de un mondmero (rosa) se cruza
con atro monomero (verde) para

unirse a la primera parte del

operador, mientras que el fragmento
terminal del segundo mondmero (verde)
se criza ¥ se une gl segunda parte

del operadaor. De esta forma,

la hélice de reconocimiento de cada
una de las dos subunidades se une a
regiones conseculivas del mismo
operador, (Cortesia de M. Lewis,
Geoffrey Chang, N. C. Horton, M, A.
Kercher, H. C Pace. M. AL
Schumacher, R. G. Brennan y P

Lu, University of Pennsylvania).

completamente recesivos respecto a B-I. Hay un alelo paramuta-
génico especial, llamado B', que confiere capacidad para sinteti-
zar una pequena cantidad de pigmento antocianina. En el cruza-
miento entre homocigotos B-/ v B', los heterocigotos resultantes
estdn débilmente pigmentados, siendo por tanto indistinguibles
de los homocigotos B'. Este resultado sugerirfa que B- es recesi-
vo frente a B'. Si esta sencilla explicacién fuera cierta, la autofe-

NH, %

Dedo de cinc C;H,

Figura 11-41. Modelo estructural del dominio de unién a DNA
conocido como dedo de cinc. (De 1. D, Watson, M. Gilman, 1. Witkowski

¥ M. Zoller. Recombinant DNA. 2* ed. Copyright (©) 1992 James D. Watson,
Michael Gilman, Jan Witkowski v Mark Zoller.)



360 Capitulo 11 Regulacién de la transcripcién

P . cundacidn de estas plantas heterocigdticas produciria plantas ho-
v mocigaticas B-/. Sin embargo, en la proxima v en las siguientes

/ generaciones solo aparecen alelos B/, lo que indica que B-/ ha
sido paramutado. De alguna forma, el alelo B-/ ha variado per-
manentemente su actividad, al haber estado expuesto (en el mis-
mo genotipo) al alelo paramutagénico B’ durante una sola gene-
racion.

Impronta parental

Otro ejemplo de herencia epigenética, descubierto hace unos 15
afios en mamiferos. es la impronta parenral, en la cual, ciertos
. genes autosémicos muestran sorprendentes patrones de heren-
= cia. Por ejemplo, el gen /gf2 de ratdn se expresa solo si se hereda

‘C“;:";Eafa’ N (Ingt?};ra} del padre. Se dice de él que sufre impronta materna, como si la
copia del gen que deriva de la madre fuera inactiva. Al contrario,
el gen H19 de ratén s6lo se expresa si proviene de la madre, por
lo que se dice de €1 que sufre impronta paterna. La consecuencia
de la impronta parental es que los genes correspondientes se ex-

Fia “r;?l?;’ presan como si fueran hemicigéticos, incluso aunque haya dos
copias de estos genes autosdmicos en cada célula. Ademis,

Kistoteoundazion @ cuando estos genes se examinan a nivel molecular, no se obser-

& van cambios en sus secuencias de DNA. El tnico cambio que se

aprecia es la presencia de grupos metilo (—CH,) extra en ciertas

“ bases del DNA de los genes sometidos a impronta. Algunas ba-

ses del DNA de la mayoria de los organismos superiores estan

E; Todas las plantas son incoloras metilados (Drosophila es una excepcion), Estos grupos metilo se
afiaden y se eliminan enzimdticamente. mediante la accién de

Autofecundacion @! ciertas metilasas y demetilasas. Normalmente, se observa una

relacidn entre el nivel de metilacidn y la tasa de transcripeion de

un gen: los genes activos estan menos metilados que los inacti-

U vos. Se desconoce, sin embargo, si es la alteracion en el grado de

k. Toidas lamplantas Son incolors metilacion la que provoca los cambios epigenéticos o si los altos

niveles de metilacion aparecen como consecuencia de tales cam-
Figura 11-42.  Serie de cruzamientos que demuestran la paramutacién., bios.

La mutacion B! du.lugﬂr a plantas pigmentadas, mientras que la mutacion B’ da lugar ,{,Qllé tienen en comin estos ejemplos de herencia epigenéu'—
a plantas casi sin pigmento. Normalmente, cuando se cruza B- con plantas

1] : inci . 3 ;
resestvas pa:cl alelo b, que b prodhice oolo, 1as plintas fesultaintes 2o ca? El nexo principal es que, de alguna forma. un fragmento de
coloreadas. Sin embargo, cuando se cruzan entre si plantas B-/ y B’ las plantas un cromosoma es marcado como distinto de los demds en base a
de la F| son pracucamente incoloras, como los homocigotos 8. Por tanto, ¢l alelo B-f cudles han sido sus antepasados o en base a qué otros genes

§ ; S ZEnes

ha sido alterado al estar en el mismo genoma que B, 1o que se indica con el FE 1 mismo genoma. En muchos de estos eiemplos
simbolo B-*. 51 esto se debiera simplemente a la dominancia de B’ CallVIRIO- S & : SEnomd. Bn mucnos de €stos ejemplos,

sobre B/, la autofecundacion de plantas de I F| deberfa generar aproximadamente se han asociado diferencias en el nivel de metilacion con dife-
1/4 de plantas homocigdticas coloreadas en la F,. Sin ¢mbargo. ninguna planta rencias en el nivel de expresion génica. No obstante, los meca-
gshlg.gﬂ:;ef:eio;fﬁi’i;?s crgz::::?::'lsjl.c Fi?ilg::]‘.l ?:I(ji:;f-‘;;gen:ajice que n_.lsmos bé?‘iCOS y _l - ramnes‘por _]as cuales evolucionaron estos
B-1 ha sido paramutado por haber estado en el mismo niicleo con el alelo 8. sistemas siguen siendo un misterio.

RESUMEN

A ATA LS Gu e Ee e A s SR PR S PP o
El modelo del operén explica como se controlan los genes pro- de un factor. Algunas veces, hay dos sistemas de control super-
caridticos mediante un mecanismo que coordina la actividad de puestos. Por ejemplo, el sistema represor-operador del operon
varios genes relacionados. En el control negativo, la iniciacién lac estad supeditado al sistema de control positivo AMPc-CAP,
de la transcripeidn estd controlada por un represor cuya afinidad Un problema fundamental en el control de la transcripeion de
de union al operador puede ser alterada por moléculas inducto- los eucariotas es entender cdmo se regulan decenas o cientos de
ras. Para que se active la transcripeion es preciso que se inactive miles de promotores para producir los niveles adecuados de
el represor, es decir, el elemento de control negativo. En el con- mRNA. Se sabe ahora que los promotores estdn controlados

trol positivo, el inicio de la transeripeién requiere la activacién por el nimero y el tipo de los elementos proximos al promotor




‘ydelos intensificadores, y por la accidn de proteinas regulado-
a5 que reconocen dichos elementos. En algunos aspectos, ¢l
~control transcripcional en los eucariotas es parecido al que se
produce en los procariotas, en el sentido de que, en ambos ca-
505, factores que actian en frans reconocen sitios que actian en

‘MAPA DE CONCEPTOS

Trace un mapa de conceptos, estableciendo tantas relaciones
‘como le sea posible entre los términos siguientes. Observe que la
lista de términos no sigue un orden concreto.

En el Capitulo 7 aprendimos ¢émo una estirpe Hfr transfiere a
- bna estirpe receptora un segmento del cromosoma, gue se rompe
entonces y permanece durante un cierto tiempo en el citoplasma
- de la célula como un fragmento de DNA. Antes de que se dispu-
- siera de pldsmidos F', Jacob, Monod y su colaborador Arthur
Pardee aprovecharon las propiedades de la transferencia Hfr
: para crear diploides parciales temporales de la regién lac, va que
la estirpe Hir con la que trabajaban donaba la regién lac de for-
ma temprana durante la transferencia resultante de la conjuga-
¢i6n, Durante varias horas, la regién [ac del fragmento cromosd-
mico se convertia en una segunda copia de la regién lac en la
estirpe recipiente. Estos investigadores utilizaron una estirpe Hfr
que transferia una region 7 2™ a una estirpe receptora que era /-
Z7, y estudiaron la expresion de fi-galactosidasa a lo largo del
tiempo. La grafica muestra el resultado de su experimento. Obser-
varon un aumento rapido de la sintesis de fi-galactosidasa seguido
de represion. ( Puede ofrecer una explicacion a estos resultados?

¢ Solucion ¢

Cuando los genes 1" Z* se introducen en la célula receptora,
1o hay represor en su citoplasma, de modo que la sintesis de

PROBLEMAS RESUELTOS

Formacién de patrones complejos: uso de la informacién posicional para establecer el destino de las células v@

cis. No obstante, por encima de esta semejanza, hay diferen-
cias derivadas de la naturaleza de las formas de vida unicelu-
lares frente a las multicelulares, como pueden ser las relacio-
nadas con la coordinacion de las funciones génicas en tejidos
diferentes.

o R A

ambiente / promotor / operador / gen / operén /
polimerasa de RNA / mRNA / intensificador / factores 7rany /
regulacion

'PROBLEMA DE INTEGRACION DE CAPITULOS

R R e T T

[-galactosidasa tiene lugar inicialmente al mdximo nivel. Sin
embargo, el gen I recién introducido determina la sintesis de
represor; tras un cierto tiempo, se obtiene suficiente cantidad
de represor en el citoplasma de la célula receptora como para
bloguear la sintesis de fi-galactosidasa, lo cual explica por qué
la curva se estabiliza a las dos horas del comienzo del experi-
mento.
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Esta serie de cuatro problemas resueltos, similares al problema 4
del final del capitulo, estd disenada para probar su comprensién
del modelo del opercn. Se le presentan varios diploides y se le
pide que determine si los productos génicos Z ¢ ¥ se forman en
presencia y ausencia del inductor. Utilice una tabla similar a la del
problema 4 como base para sus respuestas, pero los titulos de las
columnas serdn (en orden): gen Z-inductor ausente; gen Z-induc-
tor presente; gen Y-inductor ausente; gen Y-inductor presente.

TR
REIONZY

+ Solucion +

Una aproximacién a estos problemas es considerar primero cada
cromosoma por separado y dibujar entonces un esquema. La si-
guiente ilustracidn muestra un esquema del diploide:

0 La polimerasa de RNA
no puede unirse:
k no hay transcripcion

:IK No hay represor =
|, active ¢

| X x
D No hay No'hay

La polimerasa enzima enzima

de RNA puede activa activa

unirse
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