TEMA 14: MUTACIONES. APLICACIONES DE LA BIOTECNOLOGIA E INGENIERIA GENETICA
—

PRACTICA | 14.1. Recientemente investigadores de la Escuela de Medicina de la
. » [ESPACIADA Universidad de Yale, en New Haven, Estados Unidos, han identificado un gran

obstaculo para la reconversion de las células a su estado juvenil: la velocidad del ciclo celular o el

tiempo que tarda una célula en dividirse. Y

a. El siguiente diagrama representa un ciclo
celular. Identifica las diferentes fases o etapas Z

del ciclo indicadas como X, Y, Zy W.

b. Sefalay explica brevemente en qué fase del Ciclo celular en

Eucariotas

ciclo celular se duplica el ADN.

Células que
cesan de
dividirse

c. Relaciona el ciclo celular con la apoptosis.

d. ;Qué relaciéon presentan los mecanismos que

regulan el ciclo celulary el cancer?

W

APLICANDO Lo| 14.2. Asocia los siguientes términos dos a dos y explica las tres relaciones

eye’ QUEYASABES | encontradas, utilizando todos los términos y sin repetir ninguno:

e Promotor e Aminoacil-t-RNA
e Fragmento de Okazaki e DNA polimerasa
e Coddn e RNA polimerasa

51, EVOCANDO Lo | 14.3. La BrdU es una molécula similar a la timina y una célula la puede
" =7 YA APRENDIDO

incorporar para la replicacion del ADN en vez de este nucledtido. La BrdU

se puede detectar facilmente, por lo que se utiliza para estudiar las células que estan en division.
Si se afiade BrdU a unas células en divisién, se observa que tras la mitosis todas las células hijas

resultantes tienen BrdU. Justifica este resultado.

PRACTICA

W EsPACIADA 14.5. En relaciéon con los procesos de division celular:

a. Explica las diferencias en la cariocinesis y en la citocinesis entre las células animales y las

células vegetales.

b. Para un organismo diploide con 2n=10 cromosomas, indica el nimero de cromosomas y

cromatidas que habria en cada una de las siguientes fases:

e fase G1 e telofase |
e fase G2 e telofase Il

¢ telofase * metafase |



/7 enTRELAZANDo| 14.6. Completa el siguiente diagrama con la dotaciéon cromosémica o

V.‘.)V CONCEPTOS | ploidia de las células (n, 2n)y con la cantidad de ADN total (C, 2C,4C) en las

distintas etapas representadas:

fertlllzaC|on
S

fase G1 .,

&P [

fase S ‘

_n_C
fase GZ‘
s
IrNE0S l ‘ meiosis |

a. En el esquema se representa una célula con dotacién cromosémica 2n=4. Explica con tus

palabras qué significa esta terminologia.
b. Calcula cudntos cromosomas y cuantas cromatidas tendria una célula humana en cada caso.

c. Una célula humana puede tener 4C en cierto momento de su ciclo celular pero nunca puede
ser 4n. ;Cudntos cromosomas y qué numero total de cromatidas tendrd una célula humana
cuando la cantidad de ADN es 4C? ;Cuantos de estos cromosomas serdn autosomas y cuantos

heterocromosomas?

d. Siporalgin motivo alguna célula humana llega a ser 4n. ; Cuantos sets o juegos de cromosomas

tendria una célula somatica? ;Y cuantos heterocromosomas?

e. Aunque en vegetales es frecuente encontrar células 4n, en el caso del ser humano una célula

4n presenta una mutacion. Explica qué tipo de mutacion seria, especificando lo mas posible.

f. A pesar de que en el esquema los cromosomas, con fines didacticos, aparecen condensados y
visibles en todas las fases del ciclo celular, esto no ocurre asi en la realidad. ;En qué grados de
condensacién o empaquetamiento estad el ADN de las células en el nicleo interfasico? Relaciona
el grado de empaquetamiento del ADN celular con la regulacién de la expresion génica en

eucariotas y la epigenética.



'3 RUTINAS DE ||/~ %) EvocANnDo Lo | 14.7.Completa el siguiente esquema sobre el todoy sus
«s PENSAMIENTO|| ", 5" YA APRENDIDO

partes explicando qué ocurriria en el proceso de

replicacion del ADN (el todo) si le faltara alguna de las moléculas implicadas (las partes):

ELTODO

REPLICACION del ADN

bioRender

(;OUE LE PASARIA ALTODO SILE | FALTASE UNA DE ESTAS PARTES?
| | | |
HELICASA TOPOISOMERASA ADN pol i ADN LIGASA
SSB PRIMASA ADN pol |
CONCLUSION:

14.8. Tras un accidente nuclear, se examiné a los habitantes de una poblacidén cercana,

observandose que su genotipo habia sufrido algunas alteraciones.
a. ¢Heredaran sus descendientes dichas alteraciones?

b. ;Qué tipo de agente mutdgeno ha provocado dichas alteraciones? ;Es endégeno o exdégeno?
iSe considera fisico, quimico o biolégico? ;Cémo actia? Razona la respuesta, poniendo
ejemplos de cada tipo de agente mutagénico.

c. ¢;Coémo actla este agente mutagénico? ;Qué efectos puede causar sobre la secuencia de bases
del DNAy, por tanto, sobre la célula?



14.9. Imagina que en un fragmento de ADN que codifica un polipéptido se produce una mutacion
que cambia un par de bases por otro. Debido a ello, cuando la célula sintetice de nuevo el
polipéptido pueden ocurrir cualquiera de los cuatro hechos siguientes:

a. Que se codifique el mismo aminoacido.
b. Que se sustituya un aminoacido por otro distinto.
c. Que el nuevo polipéptido sintetizado sea mas corto.

d. Que el nuevo polipéptido sintetizado sea més largo.

Basandote en lo que conoces del cédigo genético, explica cédmo se produciria cada resultado.

/’;\ ENTRELAZANDO| 14.10. A un évulo de una hembra A se le elimina su nlcleo, se le introduce
Veas” CONCEPTOS

el ndcleo de una célula somatica de un individuo B y posteriormente se

implanta en el Utero de una hembra C. Silos individuos A, By C son de la misma especie, ja quién

se le parecera genéticamente el individuo resultante de su fertilizacion? Razona la respuesta.

/ h EVOCANDO Lo | 14.11. ;Qué son los quiasmas y en qué fase de la profase | de la meiosis
%7 YA APRENDIDO

aparecen? ;Y el complejo sinaptonémico? ; Cuando se distinguen tétradas?

14.12. Con ayuda de la tabla del cédigo genético, indica una posible mutaciéon puntual en el ADN
que haya podido originar los mutantes 1, 2y 3 de la figura. A continuacidn, detalla de qué tipo de

mutacidn puntual o génica se trataria. ;Hay alguna mutacién sin sentido?

s ) 1)) (0o
e i O o )

s coccooon
Mutante 3 H,;N --—COOH

iSerias capaz de adivinar la secuencia exacta de ADN que posee el organismo original? ; Por qué?

14.13. ;Podria evolucionar una poblacién de organismos genotipicamente idénticos que se

reproducen asexualmente si no se produjeran mutaciones? Razona la respuesta.

3\ EVOCANDO Lo 14.14. Define con tus palabras recombinacién y segregacién cromosdmica.
5" YA APRENDIDO| ;En qué fase se da cada una? ;Cual crees que es su relevancia bioldgica?




14.15. Empareja los términos relacionados de las dos columnas:

14.16. Uno de los procedimientos ofertados en los clinicas de
fertilidad a

5 dias antes de implantarlos en el Utero. Se suele aconsejar este
estudio genético a parejas en las que alguno de los miembros padezca
o sea portador/a de alguna enfermedad hereditaria como p.ej. la

1
2
3
4
5
6
7
8

. Agente mutagénico fisico

. Trisomia

. Oncogén

. Anticodén

. Coddn

. Transicién

. Monoploidia

. Translocacién

la hora de una fecundacién in vitro es realizar un
Diagndstico Genético Preimplantacional (D.G.P.) a los embriones de 3-

a. Mutacion cromosdémica
b. Radiacidn

c. ARNt

d. Céancer

e. Mutacion génica

f. ARNm

g. No disyuncion

h. Mutaciéon gendmica

fibrosis quistica y asi poder seleccionar los embriones sanos. También

se recomienda realizar D.G.P. a los embriones procedentes de parejas en las que la mujer es mayor

de 40 afos para descartar los embriones que no puedan desarrollar un embarazo evolutivo. La

razén es que a medida que aumenta la edad de la mujer, crece casi exponencialmente la

probabilidad de que sus dvulos posean alteraciones genéticas y terminen en aborto.

Clasifica lo mas detalladamente qué tipo de mutacidn poseen estos embriones y por qué lo sabes:

a
b.

0

El embrién tiene un cromosoma X de menos (45, X0 = Sindrome de Turner).

El embridn tiene 96 cromosomas (4n).

El embrién tiene un cromosoma de mas (tres cromosomas 18 = Sindrome de Edwards).

El embrién tiene uno de los cromosomas de la pareja 8 que ha intercambiado un brazo con
otro de la pareja de homdlogos 14.

El embrién tiene una insercidon de una timina (T) en el gen de la fibrilina (FBN1) del cromosoma

15, al igual que su padre (enfermedad autosémica dominante = sindrome de Marfan).

7 EsPACIADA

PRACTICA

14.17. Lee las siguientes afirmaciones sobre la sintesis de la nueva cadena

de DNA en lareplicacion y especifica si ocurre en la hebra conductora o lider,

en la hebra retardada o en ambas hebras.

En esta hebra la DNA polimerasa sélo puede sintetizar DNA en sentido 5" — 3.

En esta hebra se comienza a partir del origen de replicacion.

En esta hebra la DNA polimerasa lee la hebra en sentido 3' — 5.

Esta hebra se lee de manera continua.



Para leer esta hebra se necesita que la helicasa abra més la hélice que en la otra hebra.
La polimerasa en esta hebra replica el DNA en pequefios fragmentos (de Okazaki).

En esta hebra, la primasa actia una sola vez.

En esta hebra, la primasa actua al inicio de la sintesis de cada fragmento.

En esta hebra, la ADN polimerasa | sustituye cada cebador o primer de ARN por ADN.

En esta hebra, la ligasa actia para unir los fragmentos de ADN.

14.18. ;Son verdaderas o falsas las siguientes afirmaciones? Razona por qué lo sabes.

a.

b.

Una mutacién tiene las mismas consecuencias sin importar el tipo de célula afectada.

En eucariotas, todas las proteinas recién sintetizadas poseen una metionina en su extremo N-

terminal.

Si la regién codificadora de un gen en eucariotas estad formada por cuatro exones de 99, 75,
66y 90 nucledtidos respectivamente, y tres intrones, intercalados entre los exones, de 45, 63
y 42 nucledtidos, el ARNm precursor (ARNhn o transcrito primario) tendra 480 nucledtidos

pero, una vez el ARNm haya madurado, solo tendra 150 nucledtidos.

El péptido resultante de la regién codificante del gen del apartado c) tendré un total de 109

aminoécidos.
En el ADN las dos hebras se sintetizan por mecanismos diferentes.
Tanto en procariotas como en eucariotas, el mMRNA puede ser traducido nada maés sintetizarse.

Si durante la transcripcién de un gen estructural a ARNm se introduce un uracilo en la posicidn
donde deberia colocarse una citosina se produce una mutacién puntual.
Durante el proceso de transcripcién de los genes, el mRNA crece en sentido 5'-3' y siempre

utiliza como molde la misma hebra de DNA.

14.19. Se muestra la hebra de ADN codificante o sin sentido que contiene en su interior el

fragmento que codifica para cierto oligopéptido de cinco aminoacidos. Completa el ADN con la

hebra molde, indica los extremos 5 y 3' de cada cadena, cuadl de ellas se transcribe y en qué

direccion (dibuja una flecha), y cuéles son los codones de iniciacion y terminacién de la traduccion.

..TACATGCTAGAAATTCCGTGAAATGATCATGTA...

Propdn una mutacién puntual o génica que cause que el oligopéptido resultante tenga siete

aminoéacidos en vez de cinco. jDe qué clase de mutacién puntual se trataria?

Si se cambia el tercer y Ultimo nucleétido del coddn que codifica para el 2° aminoéacido del
oligopéptido por cualquier otro, la secuencia no se modifica. ;A qué crees que es debido? ;De

qué tipo de mutacion se trataria? ; Qué caracteristica del cddigo genético lo posibilita?



c. La temperatura cercana a 37°C que tenemos los seres humanos, puede ocasionar que una

citosina se desamine transforméandose en uracilo. ; De qué tipo de mutacion se trata?

14.20. Los afidos son una de las plagas més devastadoras a nivel
econdmico para los cultivos agricolas y forestales, asi como en jardineria.
Los afidos se caracterizan por su aparato bucal, en forma de estilete, que
les permite llegar al floema de las plantas y succionar la savia elaborada.
El 4fido o pulgdn del melocotonero, Myzus persicae, constituye un gran

peligro, no solo por los dafos directos que provoca sino por su

capacidad para transmitir virus entre las plantas. Aunque hay cada vez
mas poblaciones resistentes, se suele utilizar el insecticida pirimicarb para eliminar la plaga, ya que
actla uniéndose a la enzima acetilcolinesterasa del 4fido e inhibiéndola. Esta enzima contiene unos
500 aminoacidos y es necesaria para el correcto funcionamiento del sistema nervioso.

Se ha secuenciado el gen que codifica para la acetilcolinesterasa en afidos sensibles al insecticida
y otros afidos que muestran resistencia y sobreviven a la accidon del pirimicarb. Compara las
secuencias de aminoacidos de la acetilcolinesterasa de &fidos sensibles / resistentes y contesta a

las preguntas:

FRAGMENTO DE
ACETILCOLINESTERASA DE AFIDOS | Glu - Glu - Gly - Tyr - Tyr - Ser - lle - Phe - Tyr - Tyr - Leu
SENSIBLES AL PIRIMICARB
FRAGMENTO DE
ACETILCOLINESTERASA DE AFIDOS | Glu-Glu-Gly-Tyr-Tyr-Phe -lle - Phe - Tyr - Tyr - Leu
RESISTENTES AL PIRIMICARB

a. Con la ayuda de la tabla del cédigo genético, explica qué tipo de mutacion sufrieron las

poblaciones resistentes al insecticida pirimicarb.

b. Explica cdmo crees que el cambio de un simple aminoécido en la estructura primaria de la

proteina puede otorgar resistencia a un insecticida como el pirimicarb.

c. Otras especies distintas de &fidos que muestran resistencia al pirimicarb también comparten el
mismo cambio en la secuencia de la acetilcolinesterasa. ; Como crees que esta mutacién pudo

originarse y por qué ha conseguido extenderse tan ampliamente?

d. Debido a la apariciéon de resistencias y el impacto medioambiental del uso generalizado de
insecticidas, se estan estudiando otros métodos de control de plagas. En el caso de los
mosquitos, por ejemplo, una estrategia es crear mosquitos modificados genéticamente en los
que se elimina el cromosoma sexual X de los machos. El resultado es que a todos los évulos de
hembras fecundadas por estos machos modificados les llegan Unicamente espermatozoides

con cromosoma Y.

e Razona cémo esta estrategia afectaria a la descendencia.
e ;Las hembras apareadas con los machos modificados genéticamente podrian tener machos
y hembras?

e ;Los mosquitos descendientes podrian seguir reproduciéndose entre ellos.



/7 eNTRELAZANDO| 14.21.Unequipo de cientificos de la Universidad de lllinois ha modificado

V.';,V CONCEPTOS genéticamente plantas de cafa de azlcar para alterar su metabolismo y

conseguir aumentar la proporcién de triglicéridos hasta el 12 %.

a. ;Quétipo de biomolécula orgénica son los triglicéridos? Explica sus componentesy mediante

qué enlaces se unen entre ellos.

b. La cafa de azlcar, junto a la remolacha, es una fuente natural de otra biomolécula no
reductora, jcudl es, por qué mondmeros estd formada, qué enlace se establece entre ellos y

por qué dicha molécula no tiene caracter reductor?

c. Para llevar a cabo la modificacién genética se ha utilizado la bacteria Agrobacterium

tumefaciens. Investiga qué funcion tiene esta bacteria en la modificacién genética.

d. En la siguiente tabla aparecen los pasos que deben seguirse para obtener la cana de azlcar

transgénica. Léelos con atencidn y ordénalos de forma coherente:

PASOS A SEGUIR PARA OBTENER CANA DE AZUCAR MODIFICADA ORDEN

Introducir la bacteria en un cultivo celular de cafa de azlcar en el laboratorio.

Cortar el plasmido de Agrobacterium tumefaciens con enzimas de restriccion.

Seleccionar las células que han incorporado el gen.

Aislar el gen que se desea insertar y cortarlo con enzimas de restriccién.

Plantar en el campo les plantulas transgénicas.

Introducir el plasmido dentro de la bacteria (transformacion).

Obtener plantulas modificadas a partir de las células que han incorporado el gen.

Unir el gen al plasmido de Agrobacterium tumefaciens mediante la ADN-ligasa.

14.22. Se utiliza la enzima de restriccién EcoRl (enzima aislada de Escherichia coli) para realizar una
digestién de distintos segmentos de ADN (llamados A, B, Cy D). El ADN etiquetado como A tiene
5 dianas de restriccion para EcoRl, el B tiene 7, el C posee 3 dianas y el ADN etiquetado como D no
tiene ninguna diana de restriccion para dicha enzima. Indica el nimero de fragmentos que se

obtendrén de cada uno de ellos tras la incubacion y digestion con EcoRI.

/-7 enTreLazanDo| 14.23. Nettie Anne Rudloe fue una bidloga marina estadounidense
y.—:",« CONCEPTOS

A®

cofundadora del Laboratorio de Especies Marinas de Florida que dedicé

parte de su investigacion al cangrejo cacerola (Limulus polyphemus), un artrépodo clasificado con

“fésil viviente” que tiene sangre o hemolinfa de color azul debido g

a un pigmento llamado hemocianina que contiene amebocitos
que detectan la presencia de endotoxinas producidas por
bacterias patégenas, por lo que es utilizada por la industria
farmacéutica para la obtencién de vacunas, medicamentos

inyectables o proétesis. Contesta razonadamente las cuestiones:



a. Si en el ADN del cangrejo cacerola, el 18% de las bases nitrogenadas son citosinas, ;qué

porcentaje de las otras bases posee?

b. ;Cuadndo en un ARNm se sustituye una Adenina por una Citosina, es eso una mutacién?
Justifica tu respuesta.

c. ;Qué es una horquilla de replicacion?

d. Es posible alterar la secuencia de bases de un gen sin que se altere la proteina?

14.24. La anemia falciforme es una enfermedad que afecta a los glébulos rojos y es debida a una
mutacion génica. Un médico trata a un paciente de anemia de células falciformes con técnicas de
terapia génica en células de médula dsea y los resultados son un éxito ya que no se observan
eritrocitos anémalos en sangre. Si este paciente, tras la terapia, tuviera hijos jcrees que podrian

heredar el gen defectuoso o por el contrario la terapia aplicada lo habra evitado? Justificalo.

14.25. Con la ayuda de la tabla del cédigo genético, completa la tabla y contesta las cuestiones:

1 2 |3 (4 |5 |6 |7 |8 |9 |10]11 121314151617 1819|2021
5’ TIAIC|G|IT|G|T|T|A|G|T|C|T|IA|A|G|A|A|A|C|T]|3
ADN
3 5’
ARNmM
aa H,N- -COOH

Describe en cada uno de los casos siguientes: como sera el péptido resultante, de qué tipo de
mutacidon puntual o génica se trata (sustitucion-transicidon/ sustitucion-transversién/ insercién/
delecidn), si es una mutacién silenciosa, con o sin sentido, si se modifica el marco de lectura y, por

ultimo, ordénalas segun la supuesta gravedad de sus consecuencias en el péptido sintetizado.

a. El desoxirribonucleétido 4 intercambia su base por una citosina (C).

1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10]|11|12|13]|1a4]|15]|16 |17 |18 |19 | 20 | 21
ADN 5’ 3
ARNmM
aa HoN- -COOH

b. El desoxirribonucledtido 15 intercambia su base por una guanina (G).

ADN 5’ 3
ARNm

aa H,N- -COOH




c. El desoxirribonucledtido 10 intercambia su base por una adenina (A).

112 |3 {4 |5 |6 |7 |8 |9 [10]11 1213115 |16 |17 |18 19 |20] 21
ADN 5 3
ARNm
aa H,N- -COOH

d. Desaparece el desoxirribonucledtido 5.

1 2 3 |a (6 |7 8 9 10 |11 |12 |13 [ 14 [ 15 [ 16 [ 17 |18 |19 | 20 | 21

ADN 5’ 3
ARNm

aa HnN- | 0] e -COOH

e. Seintroduce una nueva timina (T) entre los desoxirribonucleétidos 12y 13.

1 2 3 4 |s 6 7 8 9 10 |11 12| | 1314151617 |18 |19 |20 |21
ADN 5’ 3
ARNm
aa H,N- .. | -CcooH

14.26. Se quiere amplificar por PCR un fragmento de ADN (obtener un gran nimero de copias) para
introducirlo posteriormente en un plasmido. Para poder amplificar el fragmento se necesitan dos
cebadores o primers que se unan a cada hebra en sentidos opuestos para que la ADN-polimerasa
termorresistente tenga sitios por donde comenzar a afiadir desoxirribonucledétidos en 3'. Teniendo
en cuenta el sentido en el que las ADN-polimerasas fabrican siempre la nueva hebra y que los
primers que se van a utilizar son los siguientes, hibridalos donde corresponda en la cadena de ADN

y sefnala con una flecha la direccién de elongacién para cada nueva hebra:

5"- TCCATGGAGTC - 3’ 3"- TACCGGCGCGCT -5

5 - TATCAGATCCATGGAGTCTACTTAGGCCCAAATGTATGGCCGCGCGAGTACTAGTCCAGT - 3

3'- ATAGTCTAGGTACCTCAGATGAATCCGGGTTTACATACCGGCGCGCTCATGATCAGGTCA -5

Colorea debajo el fragmento del que finalmente se ¢ _ .. 2 Hoell 5 _GG CC-3
obtendrédn millones de copias tras la PCR y analiza si  3-CCGG-5 3-CC GG-5%

posee alguna diana para el enzima de restriccién Hae lll: |

5 - TATCAGATCCATGGAGTCTACTTAGGCCCAAATGTATGGCCGCGCGAGTACTAGTCCAGT - 3
3" - ATAGTCTAGGTACCTCAGATGAATCCGGGTTTACATACCGGCGCGCTCATGATCAGGTCA -5



0

EVOCANDO LO | 14.27. A partir de Vinca major (hierba doncella) se obtienen una serie de
YA APRENDIDO

medicamentos conocidos como alcaloides de la vinca. Entre ellos se

encuentra la vinblastina, medicamento que impide el ensamblaje de los microtibulos que forman

el huso mitdtico. Razona por qué se utiliza para tratar distintos tipos de cancer y si dicho

medicamento afectard a la formacion de los gametos de la persona que sufre el cancer.

14.28. Se ha obtenido una planta tomatera, Solanum lycopersicum, que produce levodopa,

tamb

ién denominado L-DOPA, que se utiliza como farmaco para tratar la enfermedad de

Parkinson, un trastorno neurodegenerativo que produce pérdida del control de los movimientos.

a.

b.

C.

14.29

¢ Qué hay que hacer para que una planta, como latomatera que se nombra en el texto, pueda

sintetizar una molécula que no estd en su genoma?

iCémo se llama la técnica que permite obtener una molécula de ADN artificial con
secuencias de ADN de dos organismos distintos?

Indica dos aplicaciones de los organismos modificados genéticamente diferentes a la que se
ha descrito en el enunciado.

. Enenero de 2022, el hospital publico 12 de Octubre de Madrid administré la primera terapia

génica aprobada en Espafa. Se denomina Luxturna® y lleva utilizdndose con bastante éxito en

EE.UU desde 2018. Se trata de un tratamiento para un tipo concreto de enfermedad hereditaria de

la reti

en el

na producida por la mutacién del gen RPES5 y que afecta a nifos y a jévenes. Las mutaciones

gen RPE65 estan asociadas a enfermedades como la retinitis pigmentosa y la amaurosis

congénita de Leber, siendo esta ultima la causante de aproximadamente el 15% de los casos de

ceguera infantil.

a.

b.

:En qué consiste la terapia génica?

Luxturna® es un virus modificado genéticamente que introduce
una copia funcional del gen RPES5 en células de la retina de los
pacientes. De esta forma, se puede expresar la proteina RPE65
presente en los conos y bastones y fundamental para la visién. El

farmaco debe inyectarse directamente en las células de la retina

del paciente, jpor qué crees que debe hacerse asi?

El virus utilizado como vector en Luxturna® es una adenovirus asociado, un tipo de virus muy
prometedor en terapia génica por su nula patogenicidad. ;Qué se entiende por vector en

ingenieria genética? ;Qué otros vectores conoces?

La sanidad publica espanola cubre desde 2021 la terapia con Luxturna® que asciende
exactamente a 221.357,76 euros (sin IVA) por cada tratamiento y paciente. El futuro pasa por
la terapia génicay la medicina de precision, pero el precio de este tipo de terapias es muchas
veces desorbitado. Investiga qué es la medicina de precisién y explica con tus palabras en qué
consiste y si la ves viable a corto plazo en Espana.



14.30. La hormona de crecimiento (GH del inglés Growth Hormone) se utiliza para tratar trastornos
en los que hay un déficit de dicha hormona en el organismo. El déficit de GH se caracteriza por un
retraso en el crecimiento, especialmente el longitudinal, y otras alteraciones neurolégicas. Hasta
1985 se utilizaba hormona de crecimiento extraida de la hipéfisis de cadaveres pero fue retirada del
mercado tras aparecer varios casos de enfermedad de Creuttzfeldt Jakob en los pacientes tratados
(la GH estaba contaminada por los priones causantes de la enfermedad). Afortunadamente, en 2005
se aprobd la comercializacién de GH recombinante obtenida en la bacteria Escherichia coli. En la
imagen se esquematiza el proceso de obtencién de GH recombinante:
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a. Relacionalos nimeros 1, 2,3y 4 con los siguientes pasos:

- Seleccién de bacterias transformadas en medio de cultivo especifico.
- Transformacion de las bacterias con el plasmido obtenido.
- Digestién con enzimas de restriccion del gen amplificado y del plasmido usado como vector.

- Ligacidn y obtencién de pladsmidos con y sin inserto (de gen GH).



b. El medio de cultivo utilizado en el paso 4 posee el antibidtico ampicilina y un reactivo llamado

X-Gal. Sabiendo que el gen LacZ codifica para una enzima que, en presencia del sustrato X-

Gal, colorea las bacterias de color azul. Explica de forma razonada por qué ocurre lo siguiente:

- Las bacterias que no han logrado transformarse y no poseen el plasmido en su citoplasma

no son capaces de crecer en las placas Petri con el medio de cultivo utilizado.

- Las bacterias que si que llevan plasmido son capaces de crecer en el medio, pero
solamente las que dan colonias blancas son aisladas y se utilizan para obtener GH

recombinante para su posterior purificacion.

Las copias del gen de la hormona de crecimiento humana para realizar la digestion se
obtienen mediante la técnica PCR a partir de un aislado de ADN humano. ;Qué significan las
siglas PCR? Resume brevemente en qué consiste la técnica y cita al menos otras dos

aplicaciones para las que pueda utilizarse.

iPor qué al producto obtenido se le denomina GH recombinante? ;En qué consiste la

tecnologia del ADN recombinante?

En este caso se utiliza un plasmido sintético como vector de expresion pero ;qué mas

vectores conoces? Explicalos brevemente.

Investiga qué diferencia existe entre un vector de clonacién y un vector de expresion.

BONUS T.14. El sistema CRISPR-Cas estd constituido por una cadena de ARN y una enzima

endonucleasa, la proteina Cas. El ARN tiene una parte, denominada ARN guia, que marca a CRISPR-

Cas el lugar donde se debe unir al ADN para cortarlo y que puede contener la secuencia de bases

que se desee. El ARN guia también contiene una secuencia de ARN que es reconocida por la enzima

Cas para unirse a él. En esencia, el sistema CRISPR-Cas funciona del siguiente modo:

1.
2.

El sistema CRISPR-Cas se une a la region del ADN complementaria al ARN guia.

La proteina Cas reconoce el ARN guia, se une a él y corta el ADN per un sitio concreto de una
de las hebras (justo detrds de una secuencia llamada PAM) y también corta la hebra

complementaria justo por el mismo nucledtido.

3. A partir de ahi, tras una rotura de la doble cadena que parte un cromosoma en dos, se pueden

dar dos mecanismos:

3a. Unién de extremos no homdlogos (NHEJ): en la mayoria de casos, los mecanismos de
reparacion del ADN intentan paliar el dano rapidamente para que la célula no muera uniendo
los extremos como pueden. Este mecanismo tiende a provocar una mutacion (se afiade o se
pierde algun nucledtido) que hace que el gen ya no funcione (disrupcién del gen). Aun asi,
arriesgarse a perder ese Unico gen es mucho mejor para la célula que perder todos los genes
que haya en el fragmento de cromosoma que se ha cortado y desprendido tras la rotura de la

doble cadena.

3b. Reparacién directa por homologia: los sistemas de reparaciéon del ADN utilizan el gen del

cromosoma homodlogo para corregir y reparar el gen. Este mecanismo Unicamente se da si la



célula estad dividiéndose o preparandose para ello. No se da en otros momentos del ciclo
celular porque los sistemas de reparaciéon no cuentan con un ADN al que copiar para

repararse. Es mucho més preciso que el anterior mecanismo y no suele producir mutaciones.
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a. jPor qué las dos clases de mutaciones que se dan en el mecanismo de unién de extremos no
homdlogos (NHEJ) suele tener como consecuencia la disrupcion del gen?

b. El mecanismo de reparacién directa por homologia es muy eficiente y no suele generar
mutaciones. De hecho, este mecanismo es parte del proceso de recombinacion genética entre
cromosomas durante la meiosis. jen qué fase de la meiosis se da la recombinacion genéticay
en qué consiste? ;Por qué este mecanismo sdélo ocurre en células diploides?

c. En diciembre del 2017, un equipo de investigadores realizé un experimento con el sistema
CRISPR-Cas en ratones Beethoven. Los ratones Beethoven se denominan asi porque sufren
sordera como el famoso compositor aleman. Estos ratones tienen una mutacién en el gen
TMC1, localizado en el cromosoma 11 del ratén, que codifica una proteina que se expresa en
las células auditivas. Los ratones Beethoven solamente tienen la mutacién en uno de los
cromosomas y en el otro cromosoma mantienen la forma correcta del gen TMC1. Aun siendo
heterocigéticos los ratones Beethoven son sordos. Los investigadores fabricaron un sistema
CRISPR-Cas con un ARN guia complementario a la secuencia de la forma mutada del gen
TMCT. A continuacién, los investigadores introdujeron este sistema en las células auditivas de
ratones Beethoven.

e ;Cuél era el resultado esperado de este experimento? Razona la respuesta explicando
cuél de los dos mecanismos que se dan en CRISPR-Cas, descritos en el enunciado, debe
haber actuado y sus efectos con relacién al papel de la proteina codificada por el gen
T™MCT.

e Silos ratones tratados con CRISPR-Cas tienen descendencia, ;seran las crias sordas?



d. En muchas ocasiones, para curar una enfermedad genética no basta con eliminar la
secuencia incorrecta del gen mutado sino que, ademas, se debe sustituir por la secuencia
correcta del gen. Si lo que se desea es modificar la secuencia génica con CRISPR, se debe
proporcionar a la célula una plantilla para la reparacién. Con este objetivo, en 2019,
cientificos del Broad Institute de Harvard'y del MIT desarrollaron una potente herramienta de
edicién molecular, denominada prime editing, capaz de modificar el ADN con una precisién
sin precedentes. La herramienta se basa en el perfeccionamiento del sistema CRISPR-Cas ya
que anade al ARN guia (con su sitio de unién a la enzima Cas y la secuencia determinada de
ARN por la que se quiere cortar) un ARN adicional que contiene la secuencia complementaria
de la secuencia correcta del gen. Ademas, se anade una enzima mas al sistema: la
retrotranscriptasa.
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e ,;Qué esunaretrotranscriptasa o transcriptasa inversa y qué accién lleva a cabo dentro del
dogma de la biologia molecular? ; Qué entidades bioldgicas poseen retrotranscriptasa de
forma natural?

e Explica qué haré la retrotranscriptasa una vez que la endonucleasa Cas9 haya cortado la
secuencia mutada del ADN.

. Las posibilidades potenciales del sistema CRISPR-Cas en terapia génica son inmensas. De
hecho, ya se estan aprobando las primeras terapias que utilizan esta herramienta. ;Qué es la
terapia génica y como utilizarias CRISPR-Cas en este tipo de terapias?

Otra aplicaciéon de CRISPR-Cas es el bloqueo de genes (gene knockout) de un modo mas
sencillo de lo que se venia haciendo hasta ahora. Esta técnica consiste en suprimir la expresion
de un gen especifico en un organismo, generalmente un ratén. Asi, comparando el ratén
knockout con los ratones control se puede averiguar qué funciones tiene el gen bloqueado. En
el esquema se resume coémo obtener un ratén knockout con CRISPR-Cas:

Posteriormente, se comprueba por PCR que la secuencia se ha alterado y el gen esté bloqueado.
Ademas, dado que los ratones son diploides, los ratones obtenidos suelen cruzarse unos con
otros para asegurarse que se ha conseguido bloquear el gen en ambos cromosomas.

e ;Cuéntas hembras de ratdn se utilizan como minimo para obtener un ratén con un gen
bloqueado por esta técnica? ;Cuél es el papel de cada una?
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Otra utilidad potencial de los ratones knockout es que, una vez inactivado o bloqueado un gen
del genoma de ratdn, se podria intentar sustituirlo, por ejemplo, con genes homdlogos de otras
especies. Por ejemplo, los ratones con el gen PDX1 bloqueado son incapaces de generar el
pancreas ya que PDX1 es un factor de transcripcidn necesario para expresar multiples genes que
intervienen en la formacién de este érgano. El equipo del investigador Hiromitsu Nakauchi
consiguié que, tras inyectar unas pocas células embrionarias de rata sana en un blastocisto
(embridon) de ratén con el gen PDX1 bloqueado, los ratones resultantes eran capaces de
desarrollar un pancreas de rata en el interior de su cuerpo de ratdn. Estos ratones generados
mezclando células embrionarias de dos especies distintas se denominan quimeras. El estudio de
la obtencién de quimeras es muy prometedor en el campo de la generacion de dérganos para
trasplantes.

e En cuanto a los ratones quimera generados, ;jcrees que son transgénicos? Razénalo.
e ;Y los ratones knockout, son transgénicos? Razona tu respuesta.

e Siguiendo con esta linea, en 2017 el investigador espaiol Juan Carlos Izpista, publicé en
la prestigiosa revista cientifica “Cell” la creacién de embriones quiméricos humanos en
cerdos por primera vez. En 2023, Investigadores chinos y el espafiol Miguel Angel Esteban
generaron un esbozo de rifidn humanizado en un embrién de cerdo, en un experimento en
la frontera de la bioética. ;Qué es la bioética y por qué crees que es necesaria en este caso?



